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“O mistério da existéncia humana ndo reside
apenas em permanecer vivo, mas em encontrar

1

algo por que valha a pena viver.’

(Fiodor Dostoievski)



RESUMO

Annona tomentosa R. E. Fr. é uma Annonaceae ndo endémica do Brasil, conhecida
popularmente como ‘“araticum” e utilizada tradicionalmente no tratamento de infecgdes
microbianas, parasitarias, dores e inflamagdes. Contudo, existem poucos estudos reportados
acerca de sua composi¢do quimica e avaliacdo farmacoldgica. O objetivo deste trabalho foi
realizar o estudo fitoquimico e avaliar o potencial bioldgico, a partir de testes antioxidante,
enzimatico, antimicrobiano, citotdxico (in vitro) e de toxicidade aguda (in vivo) do extrato bruto
e fracOes acetato ¢ alcaloidica da casca do caule de A. romentosa. A analise do extrato
metanodlico (EM-AT) por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-
MS), levou a identificagdo de onze compostos pertencentes as classes dos acidos fenodlicos,
flavonoides ¢ alcaloides, sendo a maioria deles identificados pela primeira vez na espécie. Na
avalia¢do do potencial antioxidante, pelos métodos de DPPH e ABTS, o EM-AT e a fracdo
acetato de etila (FAC-AT) inibiram os radicais (>50%) na maior concentrac¢ao avaliada (10,0
pg/mL), de forma dose-dependente e com baixa concentragdo inibitoria média (Clso), nas
mesmas concentragdes do padrdo. Em relagdo a capacidade de inibigdo enzimatica de a-
glicosidase, somente o0 EM-AT apresentou atividade, exibindo inibi¢cdo acima de 95%, maior
que a da Arcabose, nas concentragdes de 52,63 e 26,31 pug/mL. Quanto a atividade
antimicrobiana, todas as amostras avaliadas apresentaram resultados promissores. Pelo teste de
difusdo em agar, a FAC-AT exibiu halo de inibi¢ao (18,0 + 1,41 mm) maior que o do controle
Imipenem (IMP) (16,5 + 9,0 mm) para Escherichia coli, e, por microdilui¢do, a FAC-AT
mostrou concentragdes inibitorias minimas (CIM) de 10,4 ug/mL, menores que as dos farmacos
IMP (12,5 £ 0,00 pg/mL) e Fluconazol (FLZ) (13,3 + 4,62 ng/mL) para Staphylococcus aureus
e Candida albicans. Além disso, a fracdo alcaloidica (FA-AT) também apresentou CIM (12,5
+ 0,00 pg/mL) menor que a do controle FLZ (13,3 + 4,62 pg/mL) para C. albicans. No ensaio
do biofilme microbiano, o EM-AT exibiu os melhores resultados. Para S. aureus, apresentou
redugdo expressiva em 4xCIMoo (p<0.0001), e para C. albicans, mostrou resultados mais
significantes (p<0.0001) que o controle positivo FLZ. No ensaio citotoxico em eritrocitos de
carneiro e de toxicidade aguda em larvas de Tenebrio molitor, os resultados expressaram
correlagdo, em uma faixa de concentragdo entre 1,0 e 100,0 pg/mL e ng/Kg, respectivamente.
O extrato e as fracdes nao apresentaram toxicidade relevante frente ao modelo alternativo de
invertebrados. O potencial terapéutico aliado a baixa toxicidade do extrato e fragdes abrem
perspectivas promissoras para exploragdo da espécie A. tomentosa, visando o desenvolvimento
de produtos a partir de extratos, fragdes e/ou moléculas isoladas, que sejam eficazes e menos
toxicos.

Palavras-chave: Flavonoides. Alcaloides. Potencial biologico. Toxicidade.



ABSTRACT

Annona tomentosa R. E. Fr. is a non-endemic Annonaceae from Brazil, popularly known as
“araticum” and traditionally used in the treatment of microbial and parasitic infections, pain
and inflammation. However, there are few studies reported about its chemical composition and
pharmacological evaluation. The objective of this work was to carry out the phytochemical
study and evaluate the biological potential, from antioxidant, enzymatic, antimicrobial,
cytotoxic (in vitro) and acute toxicity (in vivo) tests of the crude extract and acetate and alkaloid
fractions of the stem bark of A. fomentosa. The analysis of the methanolic extract (EM-AT) by
Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry (LC-MS), led to the identification of
eleven compounds belonging to the classes of phenolic acids, flavonoids and alkaloids, most of
them identified for the first time in species. In the evaluation of the antioxidant potential, by the
DPPH and ABTS methods, EM-AT and the ethyl acetate fraction (FAC-AT) inhibited the
radicals (>50%) at the highest concentration evaluated (10.0 pg/mL), of dose-dependent form
and with low mean inhibitory concentration (ICso), at the same concentrations as the standard.
Regarding the enzymatic inhibition capacity of a-glucosidase, only EM-AT showed activity,
exhibiting inhibition above 95%, greater than that of Arcabose, at concentrations of 52.63 and
26.31 pg/mL. As for antimicrobial activity, all samples evaluated showed promising results. By
the agar diffusion test, FAC-AT exhibited an inhibition halo (18.0 + 1.41 mm) greater than the
control Imipenem (IMP) (16.5 £ 9.0 mm) for Escherichia coli, and, by microdilution, FAC-AT
showed minimum inhibitory concentrations (MIC) of 10.4 pg/mL, lower than those of the drugs
IMP (12.5 += 0.00 pg/mL) and Fluconazole (FLZ) (13.3 + 0.00 pg/mL). 4.62 pg/mL) for
Staphylococcus aureus and Candida albicans. In addition, the alkaloid fraction (FA-AT) also
presented MIC (12.5 £ 0.00 pg/mL) lower than the FLZ control (13.3 + 4.62 ng/mL) for C.
albicans. In the microbial biofilm assay, EM-AT exhibited the best results. For S. aureus, it
showed a significant reduction in 4xMICoo (p<0.0001), and for C. albicans, it showed more
significant results (p<0.0001) than the positive control FLZ. In the cytotoxic assay in sheep
erythrocytes and acute toxicity in Tenebrio molitor larvae, the results showed correlation, in a
concentration range between 1.0 and 100.0 pg/mL and pg/Kg, respectively. The extract and
fractions did not show relevant toxicity against the alternative model of invertebrates. The
therapeutic potential allied to the low toxicity of the extract and fractions open promising
perspectives for the exploration of the species A. tomentosa, aiming at the development of
products from extracts, fractions and/or isolated molecules, which are effective and less toxic.

Keywords: Flavonoids. Alkaloids. Biological potential. Toxicity.
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1 INTRODUCAO
As plantas constituem-se como base da medicina tradicional em todo mundo, ha

milhares de anos, produzindo substancias bioativas para o desenvolvimento de novos farmacos
(ROMANO; TATONETTI, 2019). Produtos naturais podem atuar como agentes
quimiopreventivos, antimicrobianos, antineoplasicos, dentre outros (RAHMAN; SARKER,
2020; SHRIVASTAVA et al., 2021; SINGH; KUMARI; AHMED, 2022), apresentando
vantagens significativas sobre as moléculas sintéticas convencionais, tendo em vista a rica
diversidade e complexidade estrutural, que proporcionam agdes biologicamente mais amplas
(HUANG; ZHANG, 2022). Deste modo, o desenvolvimento de fairmacos de origem natural,
com maior tolerdncia e menor toxicidade, ¢ fundamental para se alcangar resultados
promissores no tratamento de diversos tipos de doengas, melhorando a qualidade de vida.

Entre as familias botanicas como fonte de produtos naturais, destaca-se a
Annonaceae, com cerca de 122 géneros e 2.440 espécies, das quais, aproximadamente 170
espécies sdo descritas para o género Annona (RAINER; CHATROU, 2014). No Maranhao,
evidencia-se a ocorréncia de 9 géneros de Annonaceae, com cerca de 120 espécies, sendo o
género Annona de maior abundancia, com 46 espécies descritas no Estado (SIBBr, 2021). Este
género configura-se como um dos mais importantes na descoberta de novos farmacos
(ALMEIDA; SANTOS, 2018), devido a presen¢a de metabdlitos secundarios com propriedades
terapéuticas, como saponinas, terpenoides, flavonoides, taninos, glicosideos, fenois, alcaloides
e acetogeninas (QAZI et al., 2018; YAJID et al., 2018).

Estudos relatam diversas atividades bioldgicas associadas aos fitoquimicos dos
extratos, fragdes e Oleos essenciais de espécies de Annona, como antioxidante, citotoxica,
antimicrobiana e antidiabética (BADMUS et al., 2020), antitumoral (SILVA et al., 2018); bem
como, anticonvulsivantes, sedativas, ansioliticas, antidepressivas (DINIZ et al., 2019) e
antileishmanicida (BRIGIDO et al., 2020).

Estima-se que a classe dos alcaloides, uma das mais investigadas da familia
Annonaceae, abranja cerca de 12.000 compostos, que correspondem a cerca de 15% a 20% dos
produtos naturais conhecidos, dos quais ressalta-se o grupo dos alcaloides indolicos,
representados por mais de 4.000 compostos conhecidos, que apresentam grande diversidade em
termos de estrutura e de propriedades farmacolédgicas, sendo caracterizados como anti-
inflamatérios, antinociceptivos, antitumorais, antioxidantes e antimicrobianos (MARQUES;
LOPES, 2015; ROSALES et al., 2020).

Levando em consideracdo a espécie Annona tomentosa, foram realizadas,

inicialmente, investigacdes com o extrato hidroetanolico da entrecasca do caule, que
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demonstrou potenciais atividades citotoxica in vitro frente a células neopldsicas e
antimicrobiana, e revelou a presenca de fitoquimicos, como os alcaloides anonaina,
asimilobina, norushinsunina (PINHEIRO, 2019), com bioatividades ja relatadas em outras
espécies. Contudo, poucos trabalhos sdao descritos na literatura para A. tomentosa.

Portanto, tendo em vista a riqueza do género Annona, sua abundancia no Estado do
Maranhio, o facil cultivo da espécie e, principalmente, a importancia do desenvolvimento de
novos farmacos e propostas terapéuticas, o presente trabalho visou investigar quimicamente o
extrato metanolico da casca do caule de Annona tomentosa, seu potencial biologico e de suas
fragdes, através de ensaios in vitro € in vivo, que possibilitardo direcionar futuros estudos para
o isolamento de substancias ativas e avaliagdo em diferentes alvos. Além disso, esta pesquisa
visa mostrar as potencialidades da biodiversidade maranhense e valorizar o conhecimento

tradicional associado, sobretudo no que diz respeito as espécies da familia Annonaceae.
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OBJETIVOS
Geral

Investigar a composi¢ao quimica e o potencial bioldgico de Annona tomentosa.

Especificos

Identificar os constituintes quimicos presentes no extrato metandlico através de técnicas
de Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-ESI-IT/MS);
Avaliar o potencial antioxidante do extrato e fragdo acetato de etila (métodos de DPPH
e ABTS);

Avaliar a atividade antihipoglicemiante do extrato e fragcdes acetato de etila e alcaloidica
por meio da inibi¢do de a-glicosidase;

Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato e fracdes (difusdo em agar, microdilui¢do
e biofilme);

Avaliar a citotoxicidade em eritrocitos de carneiro e a toxicidade aguda em larvas de

Tenebrio molitor do extrato e fragoes.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae compreende aproximadamente 122 géneros e 2.440 espécies
agrupadas em quatro subfamilias (Anaxagoreoideae, Ambavioideae, Annonoideac e
Malmeoideae) e 14 tribos (CHATROU et al., 2012; RAINER; CHATROU, 2014). Apesar do
grande quantitativo de espécies conhecidas, somente 150, pouco mais de 7%, pertencentes a 41
géneros foram estudadas quanto a taxonomia, caracterizagdo quimica e farmacoldgica (LUCIO

et al., 2015). A tabela a seguir mostra a sinopse de Annonaceae para todo o Brasil.

Tabela 1 - Sinopse brasileira para Familia Annonaceae

Aceitos Endémicos Sinonimos
Géneros 32 3 11
Espécies 384 154 342
Subespécies 0 0 3
Variedades 0 0 55

Fonte: Lobdo et al (2020)

Espécies de Annonaceae encontram-se principalmente em regides tropicais, em
ambientes como matas primarias e secundarias de terra firme, matas alagadas, restingas, regides
montanhosas, caatinga, savana (OLIVEIRA et al., 2007), nas Américas, Africa e Sudeste
Asiatico, constituindo-se como fonte de frutos comestiveis, 6leos perfumados e diversas drogas
empregadas na medicina popular (JOSSANG et al., 1991; PEIXOTO ARAUIJO et al., 2021;
PERRONE et al., 2022; QUILEZ et al., 2018; RABELO et al., 2016).

As atividades biologicas de espécies desta familia sdo atribuidas aos metabolitos
secundarios, como terpenos, alcaloides, acetogeninas, dentre outros. A familia Annonaceae
vem, entdo, sendo apontada como uma fonte importante de substancias bioativas com possiveis
aplicagdes medicinais (PAES et al., 2016; QUILEZ et al., 2018). Espécies dos mais variados
géneros de Annonaceae, como Annona, Guatteria, Xylopia € Unonopsis, tém sido utilizadas na
medicina popular para o tratamento de doencas negligenciadas, como doenga de chagas, malaria
e leishmaniose (FRAUSIN et al., 2014; ROCHA et al., 2021; TSABANG et al., 2012).

Logo, considerando a ampla gama de substancias ativas presentes em anondceas,
investigacdes farmacoldgicas com espécies da familia tém aumentado. Resultados promissores
foram entdo observados a partir de ensaios bioldgicos, como: antitumoral (BOMFIM et al.,

2016; SILVA et al., 2018); leishmanicida (BRiGIDO etal., 2020; COSTA etal., 2009; LOPEZ;
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CUCA; DELGADO, 2009); antiviral (OLIVIER; VAN VUUREN; MOTEETEE, 2015;
ROCHA et al., 2021); tripanocida (COSTA et al., 2012; OKPEKON et al., 2022; PINHEIRO
et al., 2009; SILVA et al., 2009, 2013); larvicida (RODRIGUES et al., 2021; SOONWERA,
2015) e antimicrobiano (AGUILAR-VILLALVA etal., 2021; KAMDEM et al., 2022; SOUSA
etal., 2012).

3.2  Género Annona

O género Annona compreende cerca de 170 espécies de arvores e arbustos (COL,
2022). As espécies mais comuns no Brasil sdo A. muricata, A. cherimola, A. coriacea, A.
reticulata, e A. squamosa (STASI; HIRUMA-LIMA, 2003), que sdo de grande importancia
econdmica como fonte de frutos comestiveis e nutritivos, sendo amplamente cultivadas e
comercializadas. Estas espécies sdo popularmente conhecidas como: graviola, cheriméia, fruta-
do-conde ou ata, pinha, fruta-pinha, respectivamente. Seus frutos sdo usados in natura ou na
forma de sucos e sorvetes (LORENZI; MATOS, 2002). Espécies de Annona também sao usadas
na fabricagdo de cosméticos, como a Annona muricata L., que € utilizada frequentemente para
a obtencdo de produtos que atuam na prevencdo da degeneragdo e diminui¢do do colageno na
pele (BARATA et al., 2009; KRINSKI; MASSAROLI; MACHADO, 2014).

Espécies do género sao muito reconhecidas por suas propriedades medicinais, como
¢ o caso dos frutos de A. spinescens, popularmente conhecida como araticum-do-rio ou
araticum-do-alagadi¢o, que ¢ usado no tratamento de ulceras (MAAS; WESTRA, 1985), ou de
A. muricata (“graviola”), cujo decoto das folhas ¢ utilizado contra diarreia e espasmos, € seu
cha ¢ empregado como agente emagrecedor (BARATA et al., 2009).

Investigacdes sobre a a¢do biologica de algumas espécies indicam ainda atividades
como citotoxicidade contra vérias linhagens de células tumorais, potencial antimicrobiano,
antioxidante e antiplaquetario, além de propriedades antiparasitarias, em particular contra a
Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi (COSTA et al., 2013b). Dentre essas espécies, com

potencial quimico e bioldgico, destaca-se Annona tomentosa.

3.3  Annonatomentosa R. E. Fr.

Annona tomentosa (Figura 1), popularmente conhecida como “araticum rasteiro”
ou “araticum da moita”, ¢ uma espécie nativa e ndo endémica no Brasil, com ocorréncias
confirmadas no Norte (Para, Rondonia, Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao),
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Sudeste (Espirito

Santo, Minas Gerais, Sao Paulo), com dominios fitogeograficos na Amazonia, Cerrado,
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Pantanal e tipo de vegetacdo caracteristica do Cerrado (MENDES-SILVA et al., 2020). Na

Tabela 2, encontra-se descrita a taxonomia da planta.

Figura 1 — Espécie Annona tomentosa

Fonte: Pontes; Mello-Silva (2003)

Tabela 2 - Taxonomia da planta

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Magnoliales
Familia Annonaceae
Género Annona
Espécie Annona tomentosa

Fonte: SiBBr (2021)

Apesar da variagdo morfologica, Annona tomentosa pode ser reconhecida por seus
tricomas estrelados e eretos das partes vegetativas, bem como por suas pétalas internas, que sao
mais estreitas que as externas. A espécie destaca-se pela utilizacdo por populacdes regionais
devido as suas propriedades farmacologicas, sendo usada no tratamento de picadas de cobras,
afecgOes parasitarias no couro cabeludo, diarreias, estomatites, cefaleias, furinculos e ulceras
(ALMEIDA et al., 1998; MOTA, 2016).

Estudos realizados por MOTA (2016) relata a presenca de varios metabodlitos
secundarios, como taninos, flavonoides, saponinas e alcaloides, além de demonstrar a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato hidroetanolico da casca do caule de Annona tomentosa. A

Figura 2 apresenta a exsicata da espécie e, a Figura 3, diferentes fases do seu desenvolvimento.
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Figura 2 — Exsicata de Annona tomentosa

Fonte: Camara (2013)

Figura 3— Inicio da floragdo (A), Pétalas externas (B), Pétalas internas (C), apos a queda das pétalas
(D) e pequenos frutos (E) de Annona tomentosa

© (D)

Fonte: Camara (2013)
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3.4  Metabdlitos secundarios frequentes em Annona

Revisdes de espécies de Annonaceae reportam a presenca de flavonoides, terpenos,
acetogeninas ¢ mais de 130 alcaloides (COSTA, 2009; MOREIRA et al., 2013; SILVA et al.,
2015), sobretudo no género Annona. Anonaina, asimilobina, liriodenina e reticulina (Figura 4)
sdo alguns exemplos de alcaloides descritos em muitas espécies desse género, podendo ser

considerados como marcadores quimiotaxondmicos (CRUZ et al., 2011).

Figura 4 — Alcaloides isolados de espécies de Annona

H5CO
I T € e
N
NH >
0] NH H,CO o) HO CH3
HO O
® ® oo

Anonaina Asimilobina Liriodenina Reticulina

Fonte: Autora (2021)

As acetogeninas (ACG) sdo substancias naturais encontradas exclusivamente na
familia Annonaceae, sendo o género Annona a principal fonte desta classe de compostos, com
ACGs isoladas de 20 espécies (BERMEJO et al., 2005; NESKE et al., 2020). Alguns exemplos
de acetogeninas de anonaceas sdo annosquamina B e bullatacina (Figura 5), isoladas de Annona

squamosa (CHEN et al., 2013).

Figura 5 — Acetogeninas isoladas de Annona squamosa
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HsC™ >"(CHo)y o)
OH OH O
Annosquamina B
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OH , ~o
\ \ (CH2);
H3CV\(CH2)4 O\ O\
OH OH o

Bullatacina

Fonte: Autora (2021)



26

Os diterpenos frequentemente encontrados em espécies do género Annona sdo do
tipo ent-kaurano (Figura 6) e também podem ser considerados seus marcadores

quimiotaxondmicos (CRUZ et al., 2011).

Figura 6 - Diterpenos ent-kauranos isolados de espécies de Annona

Ent-kaurano-16a-ol Annomosina A
(A. sclerophylla) (A. squamosa)

Fonte: Autora (2021)

As subclasses de flavonoides predominantes no género sdo os flavondis e seus
derivados glicosilados (O-glicosideos e C-glicosideos) (SANTOS; SALATINO, 2000).
Estudos comprovam a presenca de flavonas (luteonina) e flavonois (canferol, quercetina,
ramnetina, rutina e isoramnetina) em diversas espécies de Annona, inclusive em A. tomentosa
(RINALDI, 2008; SANTOS; SALATINO, 2000; VEGA et al., 2007). Exemplos destes

flavonoides isolados sao mostrados na Figura 7.

Figura 7 — Flavonoides isolados de espécies de Annona

H3C\“:>',”OH

OH
Quercetina-3-0-ramnosideo Luteolina-7-0-glicosideo
(A. warmingiana) (A. tomentosa)

Fonte: Autora (2021)

Segundo levantamento bibliografico, realizado no periodo de 2000 a 2017, 25
flavonoides com ocorréncia no género Annona foram catalogados e encontram-se distribuidos

nas seguintes classes: flavonois (21), flavonas (3) e flavanoéis (1) (ALMEIDA; SANTOS,
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2018). Quanto ao potencial biologico, alguns estudos com espécies de Annona associam

atividade anticancer promissora a estes compostos (VEGA et al., 2007; YANG et al., 2015).

3.5  Potencial biolégico de espécies de Annona

O género Annona tem sido amplamente estudado devido a presenga evidente de
certas classes de metabolitos, com propriedades farmacologicas bem consolidadas e bastante
promissoras, das quais se destaca a potente acdo citotoxica, associada principalmente as
acetogeninas, que se destacam ainda pelas propriedades antineopldsica, antimicrobiana,
antiparasitaria, pesticida, imunossupressora ¢ antimalarica (BARRETO, 2014; CHEN et al.,
2011; GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVE, 1979; RINALDI, 2008), e, aos alcaloides
isoquinolinicos, que desempenham papel relevante no género, e apresentaram citotoxicidade
frente a diversas linhagens celulares cancerigenas como a de pulmao, cdlon e leucemia, (CHEN
etal.,2011; COSTA, 2009b; COSTA et al., 2010, 2013b; CUSTODIO; VEIGA JUNIOR, 2014;
FAGUNDES, 2005; FALCAO et al., 2008; GUINAUDEAU; LEBGEUF; CAVE, 1988; LI et
al.,2013; LUCIO et al., 2015; STEVIGNY; BAILLY; QUETIN-LECLERCQ, 2005; SURESH;
SHIVAKUMAR; SHIVAKUMAR, 2012; YADAYV et al., 2011).

Estudos realizados por Suresh et al. (2012) para investigar o potencial
antiproliferativo de A. reticulata revelaram que os alcaloides aporfinicos liriodenina,
norushinsunina, reticulina e a acetogenina neoannonina, isolados a partir das raizes, testados
contra linhagens tumorais humanas cervical (HeLa), carcinoma de pulmao (A-549), leucemia
mieloide cronica (K-562), adenocarcinoma mamario (MDA-MB) e células nao neoplasicas,
demonstraram elevada citotoxicidade concentragdo-dependente contra todas as linhagens
tumorais testadas, com destaque para neoannonina, com Clso variando de 5,8-6,9 pg.mL"!. Em
relacdo as tumorais, o efeito de todos os compostos nas células ndo neoplasicas foi,
simultaneamente, inferior.

Dos alcaloides aporfinicos testados, em norushinsunina [1], a presenca de um grupo
hidroxila em C-7, pode estar relacionada a sua ag@o pronunciada, enquanto a existéncia de duas
hidroxilas adjacentes ao anel tetrahidrofuranico, na acetogenina neoannonina [2], pode ser

responsavel por elevada atividade, como pode ser visto na figura a seguir.
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Figura 8 - Alcaloide norushinsunina e acetogenina neoannonina

(1] (2]

Fonte: Autora (2021)

Estudo realizado por Silva et al. (2018), para avaliar o efeito antineoplédsico do
extrato bruto e parti¢des derivadas de A. crassiflora nas linhas celulares de cancer cervical, os
resultados revelaram que o extrato bruto, e principalmente sua partigdo hexanica, alteram
significativamente a viabilidade celular, a proliferagdo e a migracdo, e induzem a morte celular
por via intrinseca nas linhas celulares de cancer de colo de Utero. Além disso, a particao
hexanica exibe ainda efeito antitumoral in vivo em células de cancer cervical.

Em investigacdo sobre efeito antidiabético, o extrato etandlico de A. cherimola
administrado na dose de 300 mg/Kg em ratos anti-hiperglicémicos induzidos por aloxana,
exibiu efeito ao diminuir o nivel de glicose no sangue 331,5 mg/dL para 149,2 mg/dL apo6s 4h
de administracao, em comparacao com a acarbose (151,3 mg/dL), um inibidor da a-glucosidase
(CALZADA etal., 2017).

Em relagdo a agdo antioxidante, extrato etandlico da espécie A. muricata mostrou
atividade com eliminagao maxima (90,05%) a 500,0 pg/mL pelo método de ABTS, seguida por
eliminagdo de radical hidroxila (85,88%) e eliminagdo de 6xido nitrico (72,60%), e agdo
moderada para o ensaio de peroxidagdo lipidica (BASKAR; RAJESWARI; KUMAR, 2007).
Outro estudo com a espécie relatou, pela primeira vez, amplo espectro de a¢do antimicrobiana,
sendo as membranas bacterianas caracterizadas como alvos primarios dos compostos bioativos.
Os alcaloides anonaina, asimilobina, coripalmina, lirioderina, nornuciferina, xilopina e
reticulina foram destacados como provaveis responsaveis, pelo menos em parte, pelas
bioatividades relatadas no estudo (PINTO et al., 2017).

Na investigacao da toxicidade aguda do extrato aquoso das folhas de A. reticulata

em camundongos, nenhuma mortalidade, toxicidade e mudancas no comportamento foram
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observadas com 2.000 mg/Kg de peso corporal. Também ndo houve elevagdes significativas
nos parametros hematologicos e bioquimicos do sangue. O exame histopatoldgico revelou
arquitetura normal do figado, rim e pancreas, sem efeito adverso significativo observado nesses
orgaos; indicando, portanto, a seguranca da administracao oral do extrato a 2.000 mg/Kg de
peso corporal, podendo ser utilizado em formulagdes nutracéuticas (SHIVANNA; SARJAN;
UROOJ, 2019).

Diante das amplas propriedades farmacologicas de espécies de Annona, faz-se
entdo necessario a intensificacdo dos estudos relacionados ao género, possibilitando, dessa
forma, a descoberta futura de novas moléculas que possam ser utilizadas na elaboracdao de
farmacos potenciais para diversas patologias, tendo em vista a importancia do desenvolvimento
de abordagens terapéuticas mais eficazes, vidveis economicamente € com menores efeitos

colaterais.
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4 METODOLOGIA
4.1 Procedimentos Fitoquimicos

4.1.1 Coleta do material vegetal

Cascas do caule de Annona tomentosa foram coletadas no dia 26 de setembro de
2020, no povoado de Morro Grande, sob as coordenadas 03°32'06.0" S e 043°56'48.7" W,
localizado no municipio de Vargem Grande, Maranhao, Brasil. A planta foi identificada no
Herbario Rosa Mochel da Universidade Estadual do Maranhdo, pela professora Ana Maria
Maciel Leite. A exsicata encontra-se depositada pelo numero 3773. O cadastro de acesso ao
Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado

(SisGen) foi registrado sob o codigo A039DIF.

4.1.2 Preparo do extrato

O material vegetal foi seco em estufa a 40 °C por 72 h e triturado em moinho de
facas, em malha de 1,0 mm. O p6 obtido (1350,0 g) foi submetido a um processo de extragao
com metanol (3800,0 mL) pelo método de maceragao. Inicialmente, a extragdo da amostra foi
mantida por 1 semana. Posteriormente, a renovagao de solvente foi realizada mais duas vezes,
a cada 72 h. O solvente foi evaporado do extrato através da pressdo reduzida e temperatura
controlada (40-50 °C), e reutilizado a cada etapa da maceracdo. Ao término do processo, o
residuo vegetal da extracdo foi descartado. A amostra obtida foi liofilizada para completa
remogao do solvente. O extrato metandlico apresentou, entdo, massa igual a 273,36 g.

4.1.3 Particao liquido-liquido do extrato
4.1.3.1 Fracao acetato de etila

A fragdo acetato de etila foi obtida a partir da dissolugdo de 20,0 g do extrato
metanolico em dgua/metanol (7:3) (200,0 mL) e particdo com acetato de etila (100,0 mL), apds
5 extragdes, com intervalo de 24 h cada. Em seguida, a fracao acetato foi submetida ao processo
de secagem para remocao do solvente. Apos a completa secagem, a fragao apresentou massa
igual 24,0 g.

4.1.3.2 Extracao acido-base (Fracao alcaloidica)

O extrato metanolico (20,0 g) foi dissolvido em agua/metanol (7:3) (100,0 mL) e
acidificado com solucdo de HCl 37 % até pH 2. A solugdo obtida foi particionada com éter
(100,0 mL). A fase aquosa remanescente contendo a massa do extrato foi basificada até pH 11
com solu¢do de NH4OH e particionada com CHCI;. A fase cloroféormica (alcaloidica) foi
concentrada em evaporador rotativo e liofilizada para remogdo de solventes. A fragdo

apresentou massa de 0,860 g. Para confirmagdo da presenga de alcaloides, foi realizada a
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cromatografia em camada delgada com sistema de elui¢do diclorometano/metanol
(DCM/MeOH) (9:1), utilizando como reveladores o reagente de Dragendorff e a luz UV (254
nm) (MATOS, 1997).

4.2  Perfil cromatografico e identificacio dos constituintes quimicos de Annona

tomentosa

4.2.1 HPLC-PDA

O extrato bruto e as fracdes acetato de etila e alcaloidica de Annona tomentosa
foram analisadas por HPLC-PDA. Foi realizada uma etapa de limpeza para remover quaisquer
contaminantes. As solugdes das amostras (10 mg/mL, 1 mL) passaram por uma extragdao em
fase solida (SPE) utilizando cartuchos Phenomenex Strata C18 (500,0 mg de fase estacionaria)
previamente ativados com 5,0 mL de MeOH e seguida equilibrados com 5,0 mL de MeOH:
H>O (1:1, v/v). As amostras foram entdo filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 um e secas,
posteriormente. O extrato e as fracdes secas foram dissolvidos na concentragdo de 10,0 mg/mL
em solvente metanol grau HPLC. Aliquotas de 20,0 uL foram injetadas diretamente no HPLC-
PDA com detec¢ao a 270 nm.

Foi utilizado um sistema HPLC modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Quioto,
Japao), constituido por um modulo de injecdao de solvente com uma bomba bindria, e detector
UV-Vis (SPA-10A). A coluna utilizada foi Luna 5,0 pm C18 100 A (150,0 pm x 4,6 um). Os
solventes de elui¢dao foram A (4cido acético a 2% em agua) e B (metanol). O extrato foi eluido
de acordo com o seguinte gradiente: 2% a 100% de B em 35 minutos e as fragdes no gradiente
de: 5% a 100% de B em 70 minutos. O fluxo foi de 1 mL/min, a temperatura da coluna foi de
20 °C. O volume de injecdo das amostras foi de 20,0 pL Os dados foram processados no

software LC Solution (Shimadzu).

4.2.2 HPLC-ESI-IT/MS

O extrato bruto foi analisado usando um sistema de cromatografia liquida Shimadzu
com controlador CBM-20A, bombas LC-30AD, detector SPD-20A, forno CTO-20A e
autoinjetor SIL 30AC. A separacao por HPLC foi realizada utilizando coluna cromatografica
Phenomenex Luna C18 com poros de 5,0 um, e dimensdes de 250,0 x 4,6 mm. A fase movel
utilizada consistiu em agua (A) e metanol (B), em gradiente exploratorio, iniciando com 2% a
100% de B em 70 minutos, em um fluxo de 1,0 mL/min.

O cromatografo liquido foi acoplado a um espectrometro de massas (Amazon Speed
ETD — Bruker) equipado com ionizagdo por eletrospray (ESI) e analisador ion-trap (IT). Os

modos negativos e o positivo foram usados para a geracao e andlise dos espectros do extrato.
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As condi¢des experimentais foram: pressdo do nebulizador, 30,0 Psi; fluxo de gés de arraste,
12,0 L/min; temperatura capilar, 300 °C e voltagem do capilar, 4500 V. O intervalo de aquisi¢do
foi de m/z 100-2000. O software DataAnalysisView versdao 5.3 foi usado para adquirir e

processar os dados.
4.3  Ensaios biologicos
4.3.1 Ensaios in vitro

4.3.1.1 Avaliacao do potencial antioxidante de A. tomentosa

4.3.1.1.1 Método do sequestro do radical livre DPPH"(2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

O método do sequestro do radical livie DPPH® foi realizado de acordo com a
metodologia de Sanchez-Moreno; Larrauri; Saura-Calixto, 1999, com alteragdes. Uma solucao
metanolica de DPPH (40 pg/mL) foi preparada. Em seguida, em uma microplaca de 96 pogos,
foram misturadas aliquotas de 190 pL da solu¢do de DPPH a 10 pL das solugdes do extrato,
fragdo acetato e também do padrdo de Quercetina, ambos nas concentragdes finais de 0,625;
1,25;2,5; 5,0 ¢ 10,0 pg/mL. As leituras foram realizadas em 517 nm, utilizando metanol como
branco. O tempo de reagdo adotado foi de 30 minutos. A porcentagem de inibi¢ao foi calculada

de acordo com a equagao:

L A controle — A amostra
% Inibigdo = A controle x 100

A = absorbancia

Os valores de Clso foram determinados por regressdo ndo linear com o programa
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrao das médias com experimentos realizados em triplicata.

4.3.1.1.2 Método do sequestro do radical livre ABTS™ (2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

A avaliacao do potencial antioxidante utilizando o reagente ABTS foi feita segundo
Re et al., 1999, com modificacdes. O reagente foi dissolvido em agua até a concentragdo 7
mMol-L"!. Esta foi entdo misturada a uma solugio de persulfato de potassio (concentrago final
2,45 mMol-L"). A mistura foi mantida em frasco &mbar e ambiente escuro por 16 horas antes
do ensaio para a completa oxidagdo do ABTS e gerag¢do do cromdforo ABTS™ (2,2°-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), um cation radicalar de alta estabilidade. A solugdo de
ABTS™" foi diluida em etanol absoluto até a absorbincia atingir o valor de 0,7 + 0,02. As

amostras foram solubilizadas e diluidas com etanol nas concentrac¢des finais de 0,625; 1,25;
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2,5;5,0e 10,0 pg/mL. As leituras foram realizadas em microplaca no comprimento de 734 nm,
utilizando volumes fixos de 10,0 uLL do extrato, fracdo acetato e do padrao de Quercetina, e
190,0 puL de solugdo radicalar. O tempo de reagdo adotado foi de 30 minutos. A porcentagem
de inibig¢ao foi calculada de acordo com a equagao:

A controle — A amostra

% Inibicao = A controle X 100

A = absorbancia

Os valores de Clso foram determinados por regressdo nao linear com o programa
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram

expressos como média + erro padrao das médias com experimentos realizados em triplicata.

4.3.1.2 Avaliacao da capacidade de inibicio enzimatica de a-glicosidase

A atividade da enzima a-glicosidase foi determinada de acordo com Nishioka et al.
(1998) com pequenas modificacdes. Utilizou-se volumes fixos de 20,0 pL das amostras
vegetais (EM-AT, FAC-AT e FA-AT), nas concentragdes crescentes de 0,82—52,63 ug/mL, e
do controle positivo Acarbose, na concentragdo de 10,0 mg/mL. As microplacas foram
incubadas com a enzima a-glicosidase (0,3 U/mL-20,0 pL), em 50,0 pL de tampao fosfato de
sodio 67,0 mM (pH 6,8), por 20 minutos a 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, a solucao de
p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (substrato 10mM) foi adicionada (50,0 puL) e as microplacas
reincubadas por 30 minutos. A reagdo foi terminada pela adicdo de 50,0 pL de
NayCOs(carbonato de s6dio 100,0 mM) e a absorbancia lida em 405 nm. O experimento foi
realizado em triplicata e o valor de Clso foi determinado por regressdo ndo linear com o

programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

4.3.1.3 Avaliacao do potencial antimicrobiano de A. tomentosa

4.3.1.3.1 Microrganismos

Cepas padrio de Staphylococcus aureus (ATCC®25923™)  Escherichia coli
(ATCC®25922™) ¢ Candida albicans (ATCC®10231™) foram fornecidas pelo Laboratdrio de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo. Os isolados bacterianos foram ativados
em Caldo BHI (CBHI, Merck®, Brasil), e a levedura em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD,
Merck®, Brasil), sendo submetidos ao crescimento em estufa microbioldgica a 37 °C por 24
horas. Apés a confirmagio do crescimento, os isolados bacterianos foram reativados em Agar

BHI (ABHI, Kasvi®, Brasil) e a levedura em Agar Sabouraud Dextrose (ASD, Kasvi®, Brasil),
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incubados a 37°C por 24 horas, e as colonias isoladas obtidas foram utilizadas para os
posteriores testes.

4.3.1.3.2 Ensaio de agar difusao em pocos

A metodologia utilizada foi realizada segundo Kalidindi et al. (2015) e Dev et al.,
2019, com algumas adaptacdes. Os isolados microbianos descritos no ltem 4.3.1.3.1 (p.33)
foram suspensos em solugdo salina estéril (NaCl a 0,9%) e a turbidez ajustada visualmente com
o auxilio da escala 0,5 de McFarland, correspondendo a 108 UFC/mL. Em seguida, a densidade
celular foi determinada com o auxilio de um espectrofotometro, em 530 nm.

As suspensoes bacterianas padronizadas foram transferidas com um auxilio de um
swab estéril para placas de Petri (didmetro) contendo Agar Muller Hinton (AMH, Kasvi®,
Brasil), e a levedura, para placas contendo ASD. Espalhou-se todo o conteudo em trés sentidos
diferentes em todo o agar. Posteriormente, usando cilindros de vidro estéril com o diametro de
6,0 mm, foram feitos pocos determinados para as posteriores adigdes de 100,0 puL das diferentes
concentragdes do EM-AT, FAC-AT e FA-AT (100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25 ¢ 3,125 pg/mL). O
controle positivo foi o antibidtico Imipenem (IMP) (200,0 pg/mL), o antifingico Fluconazol
(FLZ) (128,0 pg/mL) e o DMSO 1% (controle negativo). Apds as substancias teste fundirem
ao agar, as placas foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 horas. A presenca das zonas de
inibicao foi analisada e as medidas feitas com o auxilio de um paquimetro. O teste foi realizado
em triplicata e os didmetros dos halos de inibi¢do foram expressos em média e desvio padrao.

4.3.1.3.3 Determinaciao da Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIMoo)

O método de microdiluicdo em microplacas estéreis de 96 pocos de fundo plano foi
seguido segundo as normas M7-A11 para testes em bactérias e M27-A2 destinadas a leveduras.
Ambas as normas se encontram descritas pela Clinical and Laboratory Standards Institute, com
algumas adaptacdes (CLSI, 2012; CLSI, 2018).

Apos as bactérias serem reativadas em caldo BHI, elas foram semeadas em ABHI
e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, foram suspensas em solugdo salina e o indculo
ajustado, obedecendo a escala 0,5 de McFarland (108 UFC/mL). Para a levedura, utilizou-se o
meio ASD e incubagdo por 24h a 37°C. Logo apds, as coldnias foram suspensas em 5,0 mL de
solucdao salina estéril 0,85% (0,145 mol/L; 8,5 g/l NaCl). A suspensdo resultante foi
homogeneizada (Vortex®) durante 15 segundos. Posteriormente, a turbidez foi ajustada
visualmente com o auxilio da escala 0,5 de McFarland, correspondendo aproximadamente a
10° UFC/mL. Em seguida, a densidade celular foi determinada com o auxilio de um

espectrofotometro, em 530 nm. Para a determinacao da CIMoo, os isolados bacterianos foram
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adicionados nas placas em um volume de 10,0 pL. de suspensdo bacteriana junto ao Caldo
Mueller Hinton (CMH, Merck®, Brasil) (190,0 ug/poco), contendo diferentes concentragdes do
EM-AT, FAC-AT e FA-AT (100,0 — 3,125 pg/mL) e do controle positivo IMP (50,0 — 0,0488
pg/mL). O solvente dimetilsulfoxido estéril (DMSO, Sigma-Aldrich; 1% em solu¢do salina) foi
usado para aumentar a solubilidade das amostras testadas e como negativo ao controle. Para
levedura, empregou-se aos pocos da microplaca 100,0 pL do in6culo padrio junto ao meio
RPMI-1640-MOPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (100 uL/pogo). Logo apos, foram
adicionados os diferentes tratamentos das concentragdes testes e controle negativo citados, e,
como controle positivo, usou-se o antifungico Fluconazol (128,0 — 0,125 pg/mL).

As placas foram mantidas em temperatura de 37°C por 24 e 48 horas. Apds este
periodo, a CIMyo foi determinada como a concentragdo mais baixa que inibiu o crescimento
visual microbiano. O ensaio foi realizado em triplicata e os valores expressos em média e desvio
padrdo correspondendo a dois experimentos independentes.

4.3.1.3.4 Ensaio do biofilme microbiano

4.3.1.3.4.1.  Efeito das amostras vegetais na formacao do biofilme bacteriano
Para a determinacao dos efeitos das amostras vegetais (EM-AT e FAC-AT) e droga

padrao (Imipenem) na formagdo do biofilme bacteriano, seguiu-se o protocolo descrito por
Ferro et al. (2016), com algumas adaptagdes. Para isso, 10,0 pL. da suspensdo bacteriana,
descrito de acordo com o Item 4.3.1.3.2 (p. 34), foram adicionados em microplacas de 96 pocos
contendo concentragdes sub e suprainibitorias (1/2CIMgo, CIMgg, 2xCIMgy € 4xCIMgo) em
190,0 uL de CMH. O tratamento com o veiculo DMSO 1% em solugdo salina em CMH foi
determinado como controle negativo do teste. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e, em
seguida, os pogos foram lavados trés vezes com PBS estéril. Logo apos, as amostras foram
entdo fixadas com 200,0 pL de metanol (100%; Merck Millipore) por 15 min. Em seguida, o
metanol foi removido e os pogos da placa deixados secar ao ar. O biofilme foi corado com 5%
de cristal violeta (CV) (Sigma-Aldrich) por 10 minutos em temperatura ambiente, e
imediatamente solubilizado com metanol (200,0 pL). A absorbancia foi lida a 570 nm

utilizando leitor de placa (SPECTRAmax- PLUS384 Molecular Devices, Inc, EUA).

4.3.1.3.4.2.  Efeito das amostras vegetais na formacao do biofilme fiingico
O ensaio do biofilme est4 descrito de acordo com Jin et al. (2004); Yan et al. (2019),

com algumas adaptagdes. O biofilme Candida albicans foi tratado com as concentragdes
encontradas em (1/2CIMog, CIMgo, 2xCIMog e 4xCIMoo) das amostras vegetais (EM-AT, FAC-
AT e FA-AT) e do padrdo (Fluconazol), sendo utilizado DMSO 1% como controle negativo.
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Inicialmente, foi preparada uma suspensdo padronizada da levedura
correspondendo a 10 UFC/mL, em YNB estéril contendo 100,0 mM de glicose. Em seguida,
as placas foram acondicionadas em estufa microbioldgica durante 90 minutos, em temperatura
de 37°C para efetuacao da adesao celular. Logo apos, realizou-se duas lavagens utilizando PBS
estéril. Os pocos foram entdo preenchidos com 100,0 uL. de meio YNB estéril, contendo 100,0
mM de glicose junto a 100,0 puL das drogas teste, e as microplacas foram incubadas no periodo
de 24 h a 37°C. A massa celular do biofilme foi quantificada utilizando o ensaio do CV, sendo
adicionado 100,0 puL de solucdo de CV a 1% a cada pogo teste, com incubagdo por 20 minutos
a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada, cuidadosamente, trés vezes com PBS estéril.
Posteriormente, as células coradas com CV foram descoradas pela adigdo de 200,0 uL/pogo de
Etanol a 95%. Por fim, 100,0 pL de etanol foram transferidos para uma nova placa de
microtitulacdo e a absorbancia foi medida em 595 nm, usando leitor de placa (SPECTR Amax-

PLUS384 Molecular Devices, Inc, EUA).

4.3.1.4  Avaliacao da citotoxicidade de A. fomentosa sobre eritricitos de carneiro
Para este ensaio foi utilizado sangue de carneiro (EB Farma, Rio de Janeiro, RJ,

BR). Os eritrdcitos foram isolados por centrifugacdo (Centrifuga 5810R, Eppendorf) a 2000
RPM por 10 minutos a 20°C. Ap6s a remocgao do plasma, os eritrocitos foram lavados trés vezes
com PBS (pH=7,4), e em seguida foram ressuspensos a 10% (v/v) no mesmo tampao. Para
avaliar a atividade hemolitica do EM-AT, FAC-AT e FA-AT, aliquotas de 100,0 uL da solugao
de eritrocitos foram adicionados ao fundo da microplaca de 96 pocos em diferentes
concentragdes das amostras teste (1,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 pg/mL).

A hemolise total foi obtida com Triton X-100 a 1% (Sigma-Aldrich), enquanto o
PBS foi utilizado como controle negativo. Solu¢ao de DMSO 1% também foi utilizada como
controle. Apos a incubagdo por 60 minutos a 37°C, as células foram centrifugadas a 2000 RPM
por 10 minutos, a 20°C. Em seguida, 100 pL do sobrenadante foi coletado e transferido para
microplaca para leitura a 450 nm. A atividade hemolitica foi expressa em relagdo ao Triton X-

100 e calculada pela equacao:
Atividade hemolitica relativa ( % ) = [(As — Ab).100]/(Ac — Ab)

Em que “Ab” corresponde a absorbancia do controle (branco); “As”, a absorbancia
na presenc¢a da amostra e; “Ac”, a absorbancia na presenga de Triton X-100 (DA SILVA et al.,

2016).
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4.3.2 Ensaio in vivo

4.3.2.1 Avaliacao da toxicidade aguda de A. tomentosa em modelo invertebrado
(Tenebrio molitor L.)

4.3.2.1.1 Aquisicao e manutencao das larvas de T. molitor

Para o processo de aquisigdo e manutengdo, utilizou-se as metodologias
empregadas por De Souza et al. (2015) e Navarro et al. (2019), com pequenas modificagoes.
As larvas de T. molitor entre 10° e 12° estagio larval foram adquiridas comercialmente através
de fornecedores especializados na venda de animais invertebrados e, posteriormente, mantidas
no Laboratorio de Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo. As larvas foram
acondicionadas em recipientes plasticos cobertos com tela ao abrigo da luz, contendo ragdo
padronizada a base de farelo de trigo, milho e aveia na proporc¢ao de 2:2:2, com temperatura
controlada (29,01 + 0,62 °C), e a umidade (61,86 + 12,67 %) mantida pela presenga de um
recipiente com agua destilada.

Para a definicdo dos grupos teste, seguiu-se alguns critérios, sendo excluidas as
larvas que apresentaram alteragdes em sua cor padrao, sem resposta ao toque ¢ motilidade lenta.
Incluiu-se apenas as larvas com padrdes similares de peso, tamanho e aspecto morfoldgico
saudavel.

4.3.2.1.2 Ensaio da toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado como descrito por Wang et al. (2015) e
Alves et al. (2019), com adaptacgdes. Para a defini¢do dos grupos teste foram selecionadas larvas
em condic¢oes favoraveis como descrito no Item 4.3.2.1.1 anterior. Foi estabelecido n=10 de
larvas para cada grupo, que apresentaram pesos e tamanhos padronizados (Apéndice A).

A formagao dos grupos foi determinada de acordo com as concentragdes definidas
para as amostras EM-AT, FAC-AT e FA-AT, variando de 1,0 — 100,0 png/Kg, e controles
(CTRL) para avaliacdo e validagdo do teste: SHAM — grupo controle que ndo recebeu nenhuma
substancia; CTRL MeOH, AcOEt e CHCI; — grupos controles de letalidade do solvente; CTRL
Trauma — grupo que recebeu somente o trauma da injecdo; CTRL PBS — grupo que recebeu
PBS estéril e CTRL DMSO 1% - grupo que recebeu o solvente diluente do extrato e fracdes.

Para o procedimento das injecdes agudas das substincias teste, as larvas
inicialmente foram submetidas a paralizagdo por esfriamento em superficie de vidro com gelo,
e, logo apos, foram submetidas a desinfec¢do na porcao ventral com alcool 70%, e com o auxilio

de uma seringa analitica (Hamilton, Modified Microliter™) foram injetados 10,0 puL dos
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diferentes tratamentos pela via intrahemocélica no quarto metdmero, na por¢do ventral das
larvas.

Apo0s o procedimento, as larvas foram transferidas para placas de Petri, destinadas
aos referidos grupos, contendo ragao padronizada, e incubadas ao abrigo da luz, em camaras
com temperatura e umidade favoravel. A sobrevivéncia foi monitorada diariamente, durante 7
dias, e a morte das larvas foi avaliada através da resposta ao toque, sendo observado a falta de

motilidade e a presenca de melanizagao.

4.4  Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padriao e analisados por analise de
varidncia (ANOVA one-way) seguido do teste de Tukey — Kramer (para trés ou mais grupos) ou
por teste t de Student (dois grupos). Sdo considerados significativos os valores de P<0,05.
Todos os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism versdo 8

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimento do extrato bruto e fracoes

Os rendimentos do EM-AT, FAC-AT e FA-AT sao apresentados na tabela a

seguir.
Tabela 3 - Resultados das extragdes para o extrato metanolico e fragdes
Amostra Massa inicial (g) Massa obtida (g) Rendimento (%)
EM-AT 1350,0 273,36 20,25
FAC-AT 20,0 4,0 20,0
FA-AT 20,0 0,860 43

Fonte: Autora (2021)

Estudos anteriores realizados com A. tomentosa pelo nosso grupo mostraram que o
extrato hidroetandlico 70% da espécie apresentou rendimento de 18,65% numa avaliacdo mais
recente e 17% na primeira investigagdo, enquanto que a fracdo alcaloidica exibiu rendimento
de 4,33%, similar ao obtido neste trabalho (MOTA, 2016; PINHEIRO, 2019). Para o extrato
metanolico das folhas de Annona crassiflora, Melo (2017) obteve rendimento de 15,52%
partindo de 1,3 Kg de material vegetal.

Logo, ressalta-se que os resultados obtidos sdo considerados satisfatorios, tendo em
vista a proximidade dos valores, e que este trabalho nao objetivou avaliar a fracdo aquosa,

apenas as fragdes acetato e alcaloidica, e o extrato bruto.

5.2 Perfil cromatografico e identificacao das substancias

Os perfis cromatograficos, obtidos por HPLC-PDA, do EM-AT, FAC-AT e FA-AT
sao mostrados na figura a seguir. Foram observadas bandas de absor¢do entre 200 — 385 nm
para EM-AT, indicando a presenca de compostos das classes dos flavonoides, taninos e
derivados de acidos fenolicos nas amostras. Os flavonoides, normalmente, sdo encontrados em
270 e 330 a 365 nm para flavonas e flavondis, 290 nm para flavanonas, 236 ou 260 nm para
isoflavonas, 340 a 360 nm para chalconas, e 210 ou 280 nm para catequinas (ANDERSEN;
MARKHAM, 2005).



Figura 9 - Perfis cromatograficos do EM-AT (A), FAC-AT (B) e FA-AT (C) obtidos em 254 nm
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Fonte: Autora (2021)

Verificou-se também a presenga de alcaloides por meio da técnica de Cromatografia

em Camada Delgada (CCD), pela qual foi possivel observar o aparecimento de manchas

caracteristicas dessas substancias apos revelagdo com reagente de Dragendorff, conforme

mostra Figura 10 (p. 10).
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Figura 10 - CCD da fracao alcaloidica utilizando sistema de eluigdo DCM/MeOH (9:1)

_— o uq

Fonte: Autora (2019)

A partir dos espectros de primeira e segunda ordem obtidos por HPLC-ESI-IT/MS
foi possivel elucidar 11 compostos do EM-AT, sendo 2 alcaloides. Os dados adquiridos, como
tempo de retencdo, fragmentacdo e identificagdo, estdo apresentados na Tabela 4 para os
compostos identificados no modo negativo. As fragmentacdes foram comparadas com a

literatura.
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Tabela 4 - Compostos identificados do extrato metandlico (EM-AT) em modo de ionizagdo negativo

Tempo de )
retencio  [M-H]/Ions fragmentos Nome Referéncias
(min)
2,7° 383 [2M—H]; 191; 191  dimero de acido quinico (CORREIA, 2016)
371 [M—H] /191 . . .
2,8 [M—H-180] acido cafeoilgalactarico (MARTUCCI et al., 2014)
a >33 [M—H]’{‘191 derivado de acido (SPINOLA; PINTO;
3,3 [2M—H~180] ; 191 uinico CASTILHO, 2015)
[2M-H-342]° d ’
683 [2M—H]/ 341
[2M—-H-342]" g, (NEGRI et al., 2016)
3,5 341 [M—H]/ 179 cafeoil glicosideo
[M—H-162]"
371 [M—H+18]7/353 . L.
3,7 [M-H-18]"; 191 hl‘i{iﬁ‘(’) dgn?g(l)do (DARTORA et al., 2011)
[M—H-18-162] &
577 [M—H]7/ 559; 451; 425
127  IMTHEIS2]5 407,289,245 cianidina B1 (NUNES, 2016)

613 [M+CI]/ 577
[M-H-CI]

865 [M—H] 7/ 847; 739; 695
[M—H-170]; 577
[M—H—-288]"; 543; 407,
13,7 377, 287
577 [M—H—288]7/ 559, 451,
425 [M—H-288-152]; 407,
289; 245

trimero de procianidina (ENOMOTO et al., 2019;
ou procianidina C1 ROCKENBACH et al., 2012)

579 [2M—-H]/ 561; 427,
289 [M—H-290]; 245
289 [M—H]7/ 245 catequina ou
[M—H—44717; 205 epicatequina
325 [M+CI]7/ 289
[M—H-CI]

15,1 (ROCKENBACH et al., 2012)

303 [M—H]7/ 285
[M—-H-18]7; 177
[M—-H-126]7; 125
607 [2M—-H]7/ 303
[2M—-H-304]"; 285
[2M—-H-18-44]"; 241; 177
Legenda: a = ambos ndo possuem absorgao significativa nos comprimentos de ondas selecionados; * = ndo possui
absorgao significativa nos comprimentos de ondas monitorados.

22,0 taxifolina (YANG et al., 2016)
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O pico em 2,7 min apresentou como ion molecular desprotonado o m/z 191 [2M —
H] ", correspondente ao acido quinico (C7H110¢). O composto foi entdo identificado como um
dimero de acido quinico (C14H23012) (Figura 11), m/z 383 [2M—H]", que formou como ion base

o m/z 191, conforme relatado por Baskaran; Pullencheri; Somasundaram (2016).

Figura 11 - Espectro de massas referente a m/z 383 [2M—H]~
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Fonte: Autora (2021)

Estudos reportam a presenca de compostos fendlicos como: rutina, acido fertlico,
acido cafeico, acido quinico e seus derivados, em extratos brutos da casca do araticum (Annona
tomentosa) (JUSTINO et al., 2016; ROESLER et al., 2007). O modo de ioniza¢do negativo
permitiu a identificacdo do composto acido cafeoilgalactarico (CisH15011) (Figura 12), m/z 371
[M—H]". O espectro MS/MS mostrou um ion produto m/z 191, formado apos a perda da unidade

de 4cido cafeico, caracteristica do acido galactérico.
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Figura 12 - Espectro de massas referente a m/z 371 [M—H]"
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Fonte: Autora (2021)

Foram elucidados em EM-AT, outros trés compostos derivados de acidos. O
derivado de 4cido quinico (Figura 13) exibiu m/z 533 e mostrou uma perda direta de 341 Da em
MS?, produzindo um ion de fragmento de m/z 191. Devido ao padrio de fragmentagio

semelhante ao do &cido quinico, o composto foi caracterizado como um derivado do mesmo.

Figura 13 - Espectro de massas referente a m/z 533 [M—H]~
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Fonte: Autora (2021)

O espectro de massas obtido com m/z 683 [2M—H] = (Figura 14) apresentou o
composto desprotonado em m/z 341, a qual foi atribuido a formula molecular C15H1709. Foi
obtido também um ion fragmento com m/z 179, correspondente ao acido cafeico desprotonado.
De acordo com estes dados e mediante a literatura, a substancia foi sugerida como cafeoil

glicosideo.



Figura 14 - Espectro de massas referente a m/z 683 [2M—H]~
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Fonte: Autora (2021)

1800 m/z

Acidos clorogénicos sdo constituidos por uma unidade de 4cido quinico esterificada

com uma de 4cido cafeico. Seus derivados apresentam m/z 353 [M—H]™ (Ci6H1709) como ion

precursor no modo de ionizagdo negativo, tendo padrao de fragmentacdo especifico para cada

substancia (MARTUCCI et al., 2014). Assim, o composto de m/z 371 [M—H+18] foi

identificado como hidrato de acido clorogénico (Figura 15); pois, sem o acréscimo de 18 Da,

apresenta m/z 353, exibindo ainda ion produto caracteristico de m/z 191 (4cido quinico).
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Figura 15 - Espectro de massas referente a m/z 371 [M—H+18]~
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Fonte: Autora (2021)

As proantocianidinas, conhecidas também como taninos condensados ou
procianidinas, constituidas de forma exclusiva por catequina e/ou epicatequina, foram
identificadas em EM-AT. Foi possivel observar padrdes de fragmentacdo tipicos de
proantocianidinas apds reagdes de quinona metideo (QM), retro-Diels-Alder (RDA) e fissdo
heterociclica do anel (HRF).

O ion molecular m/z 577 corresponde a procianidina B1 (dimero de procianidina)
(Figura 16), em conformidade com a férmula molecular C30H25012, proveniente da reagdo QM.
Observou-se a forma¢ao de aducto com cloro em m/z 613 [M+CI] /577 [M—H-CI]". O ion
produto m/z 425 foi observado apos a reacdo RDA. A reagdo HRF também foi observada,
gerando m/z 451. Outra reacdo QM com o dimero formou uma s6 quinona, resultando no
fragmento m/z 289.

Para m/z 865, o padrdo de fragmentag¢do se mostrou similar ao da procianidina C1
(trimero de procianidina) (Figura 17 e 18), equivalente a formula molecular C45H37015. O ion
produto m/z 713 gerado, corresponde a reacdo RDA em uma unidade de catequina (=152 Da)
e, m/z7 695, a perda de uma molécula de agua (—18 Da). O ion m/z 739 foi produzido pela reagao
HRF da unidade catequina (—126 Da). Apds reacdo RDA de m/z 577, foram observados os ions
m/z 425, que originou m/z 407, proveniente da perda de uma molécula de dgua (—18 Da). A
reacdo HRF gerou o ion em m/z 451. Por fim, uma reacdo QM resultou em dois fragmentos de
m/z 289 e 287. A proposta do mecanismo de fragmentagdo para procianidinas ¢ apresentada no

Esquema 1.
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Figura 16 - Espectro de massas referente a m/z 577 [M—H—CIl] -
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Fonte: Autora (2021)
Figura 17 - Espectro de massas referente a m/z 865 [M—H] ™
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Fonte: Autora (2021)
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Figura 18 - Trimero de procianidina elucidado do extrato metandlico (EM-AT) de Annona tomentosa

Fonte: Autora (2021)

Esquema 1 — Proposta de mecanismo de fragmentacgdo para procianidinas elucidadas do EM-AT
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Fonte: Autora (2021)
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Observou-se a presenga do mondmero de procianidinas. Catequina ou epicatequina

(Figura 19), referente a formula quimica C15H130e, (m/z 289 [M—H]") foram identificadas com

fragmentos caracteristicos de MS? com m/z 245, indicando a perda de CO, e m/z 205, sugerindo

a clivagem do anel A de flavan-3-ol.

Figura 19 - Espectro de massas referente a m/z 289 [M—H]~
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Fonte: Autora (2021)

A taxifolina (Figura 20), outro membro da familia dos flavonoides, também foi

identificada em EM-AT. O ion molecular m/z 303 [M-H] -, estd em conformidade com a

formula molecular Ci1sH1107. O espectro de massas indicou um padrdo de fragmentagdo

semelhante ao descrito na literatura, com eliminacdo de H>O (m/z 303—285) e clivagem no

anel C através de reagao RDA (m/z 285—177).
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Figura 20 - Espectro de massas referente a m/z 303 [M—H] ™
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Fonte: Autora (2021)

A andlise de fragmentacao foi feita também em modo positivo para elucidagdo de
alcaloides (Tabela 5). Observou-se para anonaina (Figura 21), m/z 266 [M+H] ", os fragmentos
m/z 249, m/z 219 e m/z 191, representando a perda inicial do grupo amina e dos grupos CH>O
e CO. Para asimilobina (Figura 22), m/z 268 [M+H] ", verificou-se as fragmentagdes m/z 251,
m/z 219 e m/z 191, indicando perda de NH3;, CH3OH e CO, respectivamente. Essas
fragmentacdes mostraram-se semelhantes ao estudo anterior para o extrato hidroetanolico da
espécie realizado por nosso grupo (PINHEIRO, 2019). Os mecanismos de fragmentacao
(Esquema 2) foram propostos para estes alcaloides, que sdo substancias de destaque em espécies

da familia Annonaceae, considerados marcadores quimiotaxondmicos.



51

Tabela 5 - Alcaloides aporfinicos identificados no extrato metandlico (EM-AT) de Annona tomentosa
com as principais fragmentagdes observadas

Composto MS MS? MS3 MS*
Anonaina 266 249 219 191
Asimilobina 268 251 219 191

Fonte: Autora (2021)

Esquema 2 — Propostas mecanisticas de fragmentacao para os alcaloides anonaina (m/z 266) e
asimilobina (m/z 268) do extrato metanodlico (EM-AT) de Annona tomentosa
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Fonte: Autora (2021)



Figura 21 - Espectro de massas referente a m/z 266 [M—H]"
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Figura 22 - Espectro de massas referente a m/z 268 [M—H]*
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5.3  Avaliacao do potencial antioxidante

A avaliagdo da capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS revelaram
que EM-AT e FAC-AT apresentaram atividade significativa quando comparado ao padrdo
quercetina, conforme mostra a tabela a seguir. Extratos sdo considerados bioativos quando a
CIs0 ¢ menor que < 100,0 pg/mL (BUTTERWECK; NAHRSTEDT, 2012). Quanto ao
percentual de inibicdo, os resultados demonstraram uma atividade concentra¢do-dependente

para EM-AT e FAC-AT (Figura 23).

Tabela 6 — Atividade antioxidante do extrato metandlico (EM-AT) e fragdo acetato (FAC-AT) de
Annona tomentosa

Amostra DPPH ABTS
(Clso, ng/mL) (Clso, pg/mL)
EM-AT 6,47 +1,13 6,18 £ 1,06
FAC-AT 11,48 +1,10 10,10 = 1,06
Quercetina 4,04+ 1,17 2,56 £ 1,14

Valores de Clso apresentados com desvio padrao.

Fonte: Autora (2021)

Figura 23 — Graficos da atividade antioxidante (%) do EM-AT (A), da FAC-AT(B) e do padrio
quercetina pelos métodos do DPPH ¢ ABTS
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Fonte: Autora (2021)
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Estudos indicam que o método de ABTS permite avaliar a atividade antioxidante
de substancias de natureza lipofilica e hidrofilica, enquanto o método de DPPH ¢ aplicavel a
sistemas hidrofobicos (FLOEGEL et al., 2011; RE et al., 1999). A vista disso, a diferenca de
resultados observada em ambos os métodos pode estar diretamente relacionada ao reagente
utilizado e ao perfil dos fendlicos presentes nas amostras, considerando que as agliconas (ou
geninas) de compostos fendlicos (por¢ao lipofilica) possuem atividade antiradicalar mais
expressiva do que seus glicosideos (por¢ao hidrofilica) (HAVSTEEN, 2002). A Figura 24
apresenta a estrutura molecular de um fendlico (quercetina glicosideo) com a representacdo de

sua aglicona e glicona.

Figura 24 - Estrutura de composto fenolico com identificacdo das porgdes lipofilica (aglicona) e

hidrofilica (glicona)
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Fonte: Autora (2021)

Na avaliagdo do potencial antioxidante realizada por Roduan et al. (2019), o extrato
metanolico das folhas de Annona muricata revelou a maior atividade sequestradora de radicais
livres (87,4%) pelo método de DPPH, na concentragdao de 1,0 mg/mL, valor muito acima da
maior concentragdo testada (10,0 ug/mL) neste estudo. Enquanto que em investigacdes com
fragcdes do extrato metandlico das folhas de Annona dioica, as fragdes acetato de etila e
hidrometandlica apresentaram as maiores atividades, com Clso de 8,53 e 10,57 pg/mL
(FORMAGIO et al., 2013), maiores que a do extrato metandlico de A. fomentosa para os
métodos de DPPH (6,47 + 1,13 ng/mL) e ABTS (6,18 + 1,06 ng/mL) e da fracdao acetato por
ABTS (10,10 + 1,06 pg/mL).

Autores atribuem bons resultados com extrato metanolico & abundancia de
compostos fendlicos extraidos pelo solvente, tendo em vista que o metanol pode extrair diversos
compostos polares que se associam com propriedades antioxidantes (DO et al., 2014), dentre
os quais se destacam: flavonoides, taninos, polifendis e saponinas (ADEOSUN et al., 2016;

KUMAR et al., 2010; ZLOTEK et al., 2016).
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Em relagdo a estrutura-atividade, Das; Pereira (1990) mostraram que o grupo
carbonila, em C-4, e a dupla ligagdo, entre C-2 e C-3, presentes em flavonoides, desempenham
papel fundamental na a¢ao antioxidante, e que a configuracao das hidroxilas no anel também ¢
considerada fator determinante no processo de eliminagdo dos radicais livres. Além disso,
estudos realizados por Heim; Tagliaferro; Bobilya (2002) revelaram que, provavelmente, as
diferengas na atividade antioxidante de flavonoides por polihidroxilagdo ou polimetoxilagao
ocorrem devido as diferentes configuracdes estruturais dos radicais livres, que apos a doagao
de grupos hidroxila e metila pelos flavonoides, perdem sua reatividade, ndo sendo capazes de
atacar biomoléculas do organismo.

Em estudo realizado por Justino et al. (2018) com Annona muricata Linn., foram
identificados compostos como: acido clorogénico, procianidinas B2 e CI1, (epi)catequina,
quercetina, quercetina-glicosideo, rutina e kaempferol, sendo estas moléculas amplamente
relatadas como potentes antioxidantes, devido as capacidades de eliminacdo de radicais livres,
redutoras de hidrogénio e de atuarem como agentes doadores de elétrons (COS et al., 2003;
GANESHPURKAR; SALUJA, 2017; GU et al., 2006; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1997; VELLOSA et al., 2011). Alguns destes compostos foram identificados em A. tomentosa,
como a procianidina C1 e a (epi)catequina, sendo entdo possiveis responsaveis pela atividade
em questao.

De um modo geral, uma maior capacidade antioxidante em virtude dos altos teores
de fenolicos ja ¢ descrita na literatura para extratos das cascas de espécies de Annona frente a
outros extratos (ARRUDA et al., 2018; PRADO et al., 2020), sendo também um indicio de que
os mesmos podem ter potencial antiproliferativo, em virtude do estresse oxidativo estar

relacionado a progressao das células tumorais (TAUCHEN et al., 2016).

5.4  Avaliacido da capacidade de inibicao enzimatica de a-glicosidase

Nos ultimos anos, a prevaléncia de diabetes vem aumentando, o que constitui-se
como uma grave ameaca a saude humana (YANG et al., 2021). Na pratica clinica, ndo existe
ainda um método de cura para esta doenga, somente medicamentos para controlar o agucar no
sangue de forma temporaria, apesar do desenvolvimento rapido das tecnologias e tratamentos
médicos.

Desse modo, o método mais comum de preparo de enzimas para triagem de
ingredientes ativos para hipoglicemiantes usado atualmente ¢ o modelo de inibi¢do da enzima
a-glicosidase. Além de inibir sua atividade, seus inibidores também sdo capazes de reduzir a
hidroélise do amido e a absorcao de glicose para controlar o agucar no sangue pos-prandial (KIM

et al., 2017); incluem principalmente a acarbose, voglibose, miglitol, dentre outros (LUTHRA
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etal., 2020; TATSUMI et al., 2013), que tornaram-se drogas importantes para o tratamento do
diabetes.

Contudo, embora os hipoglicemiantes tenham efeitos expressivos, alguns ainda
apresentam altos custos e efeitos colaterais, como a baixa tolerancia dos pacientes (JIA et al.,
2021). Logo, o desenvolvimento e a utilizacdo de novos hipoglicemiantes de origem natural
tornou-se uma grande tendéncia, segundo o que também era exigido pela medicina preventiva,
tendo em vista que os mesmos possuem acdo medicinal significante, com efeitos toxicos e
colaterais menores (JIA et al., 2020).

Dessa maneira, realizou-se o ensaio de inibi¢do de a-glicosidase com o extrato
metanolico e fragdes de Annona tomentosa. Por meio deste, foi possivel observar que somente
o EM-AT foi capaz de inibir a atividade da enzima, conforme mostra a Figura 25. Isto pode ter
ocorrido em virtude de um possivel sinergismo dos fitocomplexos presentes no extrato
metanolico da espécie, diferentemente das fragdes. Nas concentracdes de 52,63; 26,31 ¢ 13,15
pug/mL, o extrato apresentou resultados significantes (p<<0.0001), com inibi¢do maior que 50%

em comparagdo a Arcabose (10 mg/mL), que apresentou inibicao de 47,53%.

Figura 25 - Inibicdo da atividade enzimatica de a-glicosidase pelo extrato metandlico (EM-AT) da

casca do caule de Annona tomentosa
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Valores expressos em porcentagem de inibi¢do enzimatica. Foi aplicado ANOVA considerando significante *p
<0,05 representados como média + desvio padrao.

Fonte: Autora (2021)

De acordo com o valor de Clso, o extrato metanolico das cascas do caule de A.
tomentosa exibiu maior atividade inibitéria da a-glicosidade (7,27 + 0,362 pg/mL) do que o

extrato etandlico das folhas de Annona muricata e suas fragdes acetato de etila e n-butanol, com
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valores respectivos de 1470,0 21,50 pg/mL, 413,1 £ 121,1 pg/mL e 817,4 + 87,90 pg/mL, em
ensaio realizado por Justino et al. (2018).

Considerando que a inibi¢do das hidrolases de glicosideos - que se caracterizam
como fatores de risco para complicagdes micro € macrovasculares no diabetes mellitus — ¢ um
método relevante para o controle da hiperglicemia poés-prandial, e que diversos compostos
fenolicos, como acidos clorogénico e cafeico, quercetina, quercetina glicosideo, catequina,
procianidinas e rutina, t€ém sido relatados como inibidores devido a capacidade de se ligar a
proteinas (LI et al., 2009; MCDOUGALL; STEWART, 2005; OBOH et al., 2015; TADERA
et al., 20006), pressupdem-se entdo que a presenca dos mesmos, alguns destes elucidados para
espécie Annona tomentosa, pode ter contribuido para a capacidade inibitéria do extrato.
Destaca-se ainda que a presenca dos grupos hidroxilas nessas moléculas, também esté associada
a inibi¢ao enzimatica (ROHN; RAWEL; KROLL, 2002).

5.5  Avaliacio da atividade antimicrobiana

As atividades antimicrobianas do EM-AT, FAC-AT e FA-AT foram avaliadas para
cepas padrdo de microrganismos, conforme mostram os resultados a seguir. Pelo método de
difusdo em 4agar por poco, levou-se em consideracao as zonas inibitorias diante dos isolados de
microrganismos. O extrato e as fracoes de A. tomentosa apresentaram tendéncia a um perfil
concentragcdo-dependente, em que as concentragdes utilizadas estdo diretamente relacionadas
aos seus efeitos.

A fragdo FAC-AT (Tabela 7) exibiu a melhor atividade para todas as cepas deste
ensaio. Para a bactéria Staphylococcus aureus e levedura Candida albicans, apresentou,
respectivamente, zonas de inibi¢cdo nas concentragdes de 100,0 pg/mL (22,8 £ 1,71 mm e 15,3
+ 3,2 mm) e 50,0 ug/mL (15,3 £ 0,957 mm e 11,0 £ 0,816 mm) em comparagdo com ao
antibiotico Imipenem (IMP) (25,0 + 3,3 mm) e antifungico Fluconazol (FLZ) (20,8 = 1,5 mm).

Para Escherichia coli, a fragdo FAC-AT (Tabela 7) mostrou zona de inibigao (18,0
+ 1,41 mm) na concentracdo de 100,0 pg/mL, sendo maior que a do IMP (16,5 + 9,0 mm).
Logo, tendo por base as avaliagdes da amostra vegetal para todos os microrganismos, evidencia-
se o potencial desta fragdo em comparacao aos controles positivos (IMP e FLZ), que possuem
zonas de inibic¢ao definidas nas concentragdes de 200,0 pg/mL e 128,0 pg/mL, respectivamente.

Em contrapartida, a fragdo FA-AT (Tabela 8) ndo apresentou nenhuma atividade
para E. coli e mostrou o menor perfil de inibi¢ao para os outros microrganismos. O extrato EM-
AT (Tabela 9) também exibiu baixa atividade para E. coli, apresentando zonas de inibicao

significativas para as demais cepas apenas na maior concentragdo em comparagao aos farmacos.
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Em estudo anterior realizado por Mota (2016) pela mesma técnica, o extrato
hidroetanolico da casca do caule de A. fomentosa demonstrou potencial antimicrobiano
sugestivo para cepa padrdo de Staphylococcus aureus ¢ para os isolados clinicos de
Acinectobacter baumannii ¢ Candida albicans, com zonas de inibi¢do respectivas de 20 mm,

20 mm e 15 mm, corroborando, portanto, com o delineamento deste estudo para S. aureus e C.

albicans.

Tabela 7 - Zonas de inibi¢do (mm) da fragdo acetato (FAC-AT) de Annona tomentosa e farmacos

Imipenem (IMP) e Fluconazol (FLZ)

Zona de inibi¢do (mm)
Concentracdo da FAC-AT e antimicrobianos (pg/mL)

Mi i 100 50 25 IMP FLZ
1ICrorganismos 200 128
S. aureus
ATCC 25923 228+1,71 153+0957 9,5+10 250+33
E. coli 18+1,41 8754055 80+0816 165+9,0
ATCC 25922 ’ T5£0, 0£0, S5+9,
C. albicans B
ATCC 10231 153+32 11,0+£0,816 8,75+0,957 208+ 1,5

Valores experimentais foram expressos em média e desvio padrio (), dados em triplicata (n=3).
Fonte: Autora (2021)

Tabela 8 - Zonas de inibi¢do (mm) da fragao alcaloidica (FA-AT) de Annona tomentosa e farmacos

Imipenem (IMP) e Fluconazol (FLZ)

Zona de inibi¢do (mm)
Concentragdo da FA-AT e antimicrobianos (pg/mL)

Microrganismos 100 50 25 IMP FLZ
200 128
Aigg‘gg”;B 50+337 3,0+2,16 SP 24,0 + 424
ATgécgéi9zz SE S SE 20,5+ 1,0 -
Acfgg) licggss 1 9.0+£2,0 525+05 3,75+05 - 21,3 +2,36

Valores experimentais foram expressos em média e desvio padrio (%), dados em triplicata (n=3). * SI (sem
inibi¢do).

Fonte: Autora (2021)
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Tabela 9 - Zonas de inibi¢cdo (mm) do extrato metanolico (EM-AT) de Annona tomentosa e tarmacos

Imipenem (IMP) e Fluconazol (FLZ)

Zona de inibi¢ao (mm)
Concentracdo do EM-AT e antimicrobianos (png/mL)

icrorganismos 200 o
S. aureus
ATCC 25923 17,3%3,1 10,3+0,5  575+386  29,5+3,70
E. coli
+ + a +
ATCC 25922 /0 ELS L5+1 ST 20,8 £ 12,5
C. albicans 11,8 £0,957 6,0+4,0 475+ 0.5 - 208+ 15

ATCC 10231 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ) )

Valores experimentais foram expressos em média e desvio padrdo (%), dados em triplicata (n=3). * SI (sem
inibi¢do).

Fonte: Autora (2021)

Pelo método de microdiluigdo em microplacas de 96 pogos, as amostras EM-AT,
FAC-AT e FA-AT inibiram o crescimento de todos os microrganismos testados, com valores
de Concentragdo Inibitéria Minima (CIMgo) entre 10,4 e 100,0 pg/mL. Os resultados sdo

apresentados na tabela abaixo.

Tabela 10 - Concentragdes inibitérias minimas do extrato metanolico (EM-AT), fragdes acetato (FA-

AT) e alcaloidica (FAC-AT) de Annona tomentosa e farmacos frente a cepas microbianas

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) - pg/mL

EM-AT FA-AT FAC-AT Imipenem Fluconazol

Cepa padrio (ATCC) CIMbvo CIMbyvo CIMyo CIMyo CIMbyvo
S. aureus 20,8 +7,22 83,3+28,9 104+3,61 12,5+0,00 -
E. coli 66,7 28,9 100,0+ 0,00 25,0+0,00 25,0+0,00 -
C. albicans 50,0+1,25 12,5+0,00 10,4+ 3,61 - 13,3 £4,62

Valores experimentais foram expressos em média e desvio padrao (), dados em triplicata (n=3).

Fonte: Autora (2021)

Novamente, a fragdo FAC-AT mostrou-se uma das mais ativas contra todas as
cepas. Para S. aureus e C. albicans, a fragao exibiu CIMg de 10,4 pg/mL para ambas, menor
que as dos controles positivos IMP (12,5 + 0,00 pg/mL) e FLZ (13,3 £ 4,62 pg/mL),

corroborando com os dados do teste anterior. Em relacdo a E. coli, exibiu a mesma CIMg do
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IMP de 25,0 + 0,00 pg/mL. Ja o extrato EM-AT, apresentou resultado mais expressivo para S.
aureus, com CIMyg de 20,8 £ 7,22 ng/mL; enquanto FA-AT exibiu melhores valores para esse
ensaio em comparacao aos controles, com CIM de 12,5 = 0,00 ug/mL frente a C. albicans,
sendo menor que a do antifingico FLZ (13,3 £ 4,62 pug/mL).

As diferencas observadas para as técnicas de difusdo em agar e microdiluigdo
podem estar diretamente associadas a composicdo e solubilidade das amostras no meio de
cultura, metodologia de extracao e pH, tendo-se como desafio, portanto, a padronizagao de
procedimentos para avaliacdo de atividade antimicrobiana de amostras vegetais (RIOS;
RECIO; VILLAR, 1988).

Contudo, de acordo com a literatura, ndo basta determinar apenas os valores de
CIMyy sem avaliar as atividades antibiofilme das amostras, pois a resisténcia dos
microrganismos aos agentes antimicrobianos aumenta quando os mesmos formam biofilmes
(MOHAMMADI et al., 2019). Biofilmes sdo comunidades microbianas capazes de aderir as
superficies bidticas ou abidticas por meio de substancias extrapoliméricas (EPS) produzidas
pelos microrganismos. As EPS incluem acidos nucléicos, proteinas e carboidratos, que auxiliam
na fixacao celular ao substrato (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Em relag@o aos microrganismos em questdo, Staphylococcus aureus € uma bactéria
Gram-positiva frequentemente encontrada na pele e no trato respiratorio, a levedura Candida
albicans ¢ detectada principalmente nas membranas mucosas € no trato gastrointestinal,
enquanto a bactéria Gram-negativa Escherichia coli ¢ o agente causador mais comum de
infeccdes urinarias (LEE et al., 2019; SHEVADE; AGRAWAL, 2015). Estes sdo patdégenos
oportunistas € que podem causar doengas graves, como a sepse, devido a capacidade de
formacao de biofilmes, que ¢ considerado um dos principais fatores de viruléncia.

Desse modo, tendo em vista 0 aumento da resisténcia microbiana devido ao uso
generalizado de drogas antimicrobianas e a capacidade de certos microrganismos de se
adaptarem, e que a interacdo entre biofilmes € precursora do aumento de tolerancia aos
farmacos, da evasdo imunolodgica e viruléncia; comunidades cientificas, principalmente no
campo de quimica de produtos naturais e sintética, t€m buscado desenvolver novos agentes
antimicrobianos potentes para tratar e prevenir doengas infecciosas causadas também por cepas
multirresistentes (ABREU; MCBAIN; SIMOES, 2012; ANAND et al., 2019; ASLAM et al.,
2018; TODD; PETERS, 2019).

Logo, considerando a relevancia do tema e o potencial antimicrobiano ja revelado
para a espécie, a avaliagdo da atividade antibiofilme do extrato e fragdes de Annona tomentosa

foi determinada de acordo com o perfil de sensibilidade dos microrganismos testados,
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considerando as menores médias encontradas em CIMyo e aplicando para o tratamento do

biofilme valores sub e supra-inibitorios para S. aureus e C. albicans, descritos de acordo com

a Tabela 11.

Tabela 11 - Concentragdes dos tratamentos das amostras teste para o biofilme microbiano

S. aureus (ATCC 25923) C. albicans (ATCC 10231)
Droga teste 12 CIMoy CIMg 2xCIMoy d4xCIMoy | 2CIMey CIMoy 2xCIMsy 4xCIMoo
(ng/mL)
EM-AT 10,4 20,8 41,6 83,2 25,0 50,0 100,0 200,0
FA-AT NA NA NA NA 6,25 12,50 25,0 50,0
FAC-AT 52 10,4 20,8 41,6 5,20 10,40 20,8 41,6
Imipenem 6,25 12,5 25,0 50,0 NA NA NA NA
Fluconazol NA NA NA NA 6,25 13,3 26,6 53,2

NA = ndo aplicado.
Fonte: Autora (2021)

Os efeitos dos extratos e¢ fracoes de A. tomentosa na formacao do biofilme
microbiano estdo descritos nas Figuras 26 e 27. Os isolados microbianos que receberam o
tratamento do EM-AT apresentaram redugdes significantes (p<0.05) na biomassa do biofilme,
sendo observado para S. aureus redugdes graduais a partir de CIMog e reducao expressiva em
4xCIMyo (p<0.0001), similares ao tratamento utilizando Imipenem. Para o isolado de C.
albicans, o EM-AT apresentou um perfil de reducdo similar para todas as concentragdes teste
(p<0.0001), apresentando melhores resultados comparados ao Fluconazol. J4 o tratamento
utilizando a FAC-AT, apresentou resultados significantes (p<0.0001) somente nos valores de
2xCIMyg e 4xCIMyg para S. aureus. Porém, foi observado neste estudo que as concentracdes
avaliadas de FA-AT e FAC-AT nao foram capazes de reduzir o biofilme de C. albicans,

obtendo o mesmo comportamento da droga padrao (Fluconazol).
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Figura 26 - Efeitos das concentragdes do extrato metanodlico (EM-AT) e fracdo acetato (FAC-AT) de

Annona tomentosa na biomassa do biofilme de Staphylococcus aureus
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(A) tratamento do biofilme de S. aureus com contragdes sub e suprainibitorias do EM-AT; (B) tratamento do
biofilme de S. aureus com contragdes sub e suprainibitorias da FAC-AT e para efeito comparativo em (C) efeitos
das concentragdes teste da droga padrao (Imipenem). O controle (Ctrl) é compreendido pelo tratamento da bactéria
(DMSO 1% em solugao salina). Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e foi aplicado
ANOVA considerando significante *p <0,05 representados como média + desvio padrao.

Fonte: Autora (2021)
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Figura 27 - Efeitos das concentragdes do extrato metanolico (EM-AT), fragdes acetato e alcaloidica (FAC-AT
e FA-AT) de Annona tomentosa na biomassa do biofilme de Candida albicans

(A) ATCC 10231 (B) ATCC 10231
°E’ 0.25- g 0.15-
g g -
= i = i
= E 0.20 ~ E 0.12 —|— T
T R TR T
= l:; 0.154 . = ﬁ 0.094 ——
Z& T == . ZE&
S 2 0104 = S 2 006
= § T > 5 *
] [ n
w =2 w =
§i 0.05- g 0.03-
R R
E 3
U 0.00 T T T T D 0.00- T T T T
Q> & N & Q> B &Y N
[ . ()@ O@q +O§\q“ JS}@ o ) (F\QQ O\“ N O‘“ O@&
N o i~ Ng of R
EM-AT &/mL) FAC-AT */mL)
©) ATCC 10231 (D) ATCC 10231
lé 0.154 E 0.15-
= p=}
S ~ S =
-g E 0.12-] -g E 0.12- —_
= ]
3 2 T T 3 2 T T —-
g g 000 T T S g 00
o— 9 = <
Z & =
.g ",; 0.06- .E g 0.06-
o . 2
S S <
= =
5] 5]
G 0.00 = = = = S 0.00- T T T T
Q> o - & S & &
o 5 S & . N < S ® LS & &@\ +§\
N V W N 7 w
FA-AT {g/mL) Fluconazol {/mL)

(A) Efeito do tratamento no biofilme do EM-AT; (B) Efeito do tratamento no biofilme da FAC-AT; (C) Efeito do
tratamento no biofilme da FA-AT e para efeito comparativo em (D) efeitos das concentragdes teste da droga padrio
(Fluconazol). O controle (Ctrl) ¢ compreendido pelo tratamento da levedura (DMSO 1% em solugdo salina). Os
dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e foi aplicado ANOVA considerando significante
*p <0,05 representados como média = desvio padrao.

Fonte: Autora (2021)

A maioria das pesquisas com espécies de Annonaceae, sobretudo do género
Annona, atribuem as atividades bioldgicas, como a antimicrobiana, principalmente a presenga
de alcaloides, acetogeninas e flavonoides, como mostra a revisdo das potenciais aplicacdes
terapéuticas do género Annona de Quilez et al. (2018).

As atividades antimicrobianas dos alcaloides anonaina ( KUETE, 2010; PAULO et
al., 1992; VILLAR et al., 1987) ¢ asimilobina (COSTA et al., 2013a) identificados no extrato
metanolico de Annona tomentosa, por exemplo, ja sdo relatadas. Estudo de Chen et al. (2011)

relata que a anonaina induz danos ao DNA, ativagdo de caspase 3, 7, 8 € 9 e clivagem da poli
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ADP ribose polimerase. Alcaloides aporfinoides, como a anonaina, apresentam grupo
metilenodioxi, que € o provavel responsavel pela bioatividade (HOET et al., 2004). Contudo,
mais investigagdes precisam ser feitas quanto ao mecanismo de agao dos outros alcaloides.

No que diz respeito aos flavonoides, essas substancias sdo conhecidas por serem
sintetizadas pelas plantas em resposta a infec¢do microbiana (DIXON; DEY; LAMB, 1983).
Possivelmente, sua atividade ¢ devido a capacidade de complexar com proteinas extracelulares
e soluveis, e com paredes celulares bacterianas. Flavonoides mais lipofilicos também sao
capazes de romper as membranas microbianas (TSUCHIYA et al., 1996).

Em estudos com subclasses de flavonoides (flavonois e flavonas) que apresentaram
efeito antimicrobiano, foi presumido, estruturalmente, que a posicao especifica dos grupos
hidroxila e a ligagcdo dupla entre C-2 e C-3 podem fornecer sitios para adi¢do nucleofilica por
cadeias laterais de aminodacidos, o que poderia entdo diminuir as atividades dos microrganismos

(KOO et al., 2002a, 2002b).

5.6  Avaliacao da citotoxicidade in vitro e toxicidade aguda in vivo

Apesar da importancia do conhecimento popular e tradicional, estes nao sao
suficientes para garantir a seguranca, eficacia e valida¢do ética das plantas medicinais. A
realizagdo de ensaios toxicologicos € primordial para garantir a segurang¢a do uso, seja da planta
medicinal in natura ou do medicamento sintetizado a partir dela (DICSON et al., 2015). Desse
modo, ensaios toxicoldgicos foram realizados com o extrato e fragdes de A. tomentosa.

Mediante o teste de atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro, verificou-se que
as amostras ndo apresentaram citotoxicidade significativa na faixa de concentracao avaliada em
comparag¢do ao controle positivo Triton-X (TX), como mostra a Figura 28.

Segundo Moreno et al. (2018); Oliveira et al. (2021),valores de até 5% para o teste
de hemolise podem indicar que a amostra teste possui baixo grau de citotoxicidade em
eritrocitos, enquanto que valores de até¢ 25%, sugerem grau moderado de hemolise. Assim, na
concentragdo de 100,0 ng/mL, o EM-AT apresentou a maior atividade hemolitica (6,52%),
contudo, considerado um valor baixo e inexpressivo em relagdo a controle positivo (TX).

Ja em estudo realizado por Camara (2013) para a espécie, o extrato hidroetanolico
das folhas, por meio de avaliagdo da atividade hemolitica em eritrécitos isolados de rato,
apresentou atividade hemolitica menor que 20% na concentragdo de 100,0 pg/mL, se

correlacionando com os resultados apresentados neste trabalho.
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Figura 28 - Citotoxicidade do extrato (EM-AT) (A), fragdes acetato (FAC-AT) (B) e alcaloidica (FA-

AT) (C) de Annona tomentosa em eritrocitos de carneiro
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O percentual da atividade hemolitica foi comparado ao Triton X-100, como controle de hemdlise. A atividade
hemolitica do Triton-X foi considerada como 100% para a analise dos dados. Os dados foram analisados por
ANOVA com o pos-teste de Tukey, com * p <0,05.

Fonte: Autora (2021)

Este ensaio representa, portanto, um modelo preliminar de toxicidade, uma vez que
investiga a capacidade que uma droga tem em promover dano & membrana plasmatica das
hemacias, seja pela formagao de poros ou pela lise celular total (LUSTOSA et al., 2016). No
entanto, investigagdes in vivo sdo essenciais para determinacao do perfil toxicologico de
produtos naturais.

Desse modo, a toxicidade aguda em larvas de Tenebrio molitor foi avaliada. As
larvas receberam inje¢des diretas de diferentes concentracdes do EM-AT, FAC-AT e FA-AT,
como descrito no Item 4.3.2.1.2 (p.37) da metodologia, e sua sobrevida foi observada. Os

resultados sdo apresentados nas figuras a seguir.
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Figura 29 - Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato metandlico (EM-AT) de Annona tomentosa em

larvas de Tenebrio molitor
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Avaliagdo estatistica através do Teste Log-rank (Mantel-Cox) p <0,05. Fotografias registradas do ultimo dia de
analise (7° dia), referido aos seguintes grupos: (A) CTRL CH30H; (B) SHAM (Controle limpo); (C) CTRL DMSO
1%; (D) CTRL TRAUMA,; (E) CTRL PBS; (F) EM 1,0 pg/Kg; (G) EM 5,0 ug/Kg; (H) EM 10,0 ng/Kg; (I) EM
50,0 ng/Kg; (J) EM 100,0 ng/Kg.

Fonte: Autora (2021)
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Figura 30 - Avaliagao da toxicidade aguda da fragao acetato (FAC-AT) de Annona tomentosa em

larvas de Tenebrio molitor
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Avaliagdo estatistica através do Teste Log-rank (Mantel-Cox) p <0,05. Fotografias registradas do ultimo dia de
analise (7° dia), referido aos seguintes grupos: (A) CTRL C4H;30,; (B) SHAM (Controle limpo); (C) CTRL DMSO
1%; (D) CTRL TRAUMA; (E) CTRL PBS; (F) FAC 1,0 pg/Kg; (G) FAC 5,0 pg/Kg; (H) FAC 10,0 pg/Kg; (I)
FAC 50,0 ug/Kg; (J) FAC 100,0 pg/Kg.

Fonte: Autora (2021)
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Figura 31 - Avaliagao da toxicidade aguda da fragao alcaloidica (FA-AT) de Annona tomentosa em

larvas de Tenebrio molitor

FA-AT -e- CTRL CHCl,
100 B = = N =N N N = SHAM
90
o 80- - CTRL DMSO 1%
.'g 70- - CTRL TRAUMA
E 60— -+ CTRL PBS
2 50-
L 40 ©- 1 ugKg!
S 30- .
€ - B 5pgKe!
10 4 10 ugKg!
0 T T T T T 1 -1
0 24 48 72 96 120 144 168 ¥ S0pgKe
-1
Horas -~ 100 pgKg
A ~ B C D E p
N a— ¥ -_ " /" L
- .J\ . i y S 3 i i “'_w-') ¢
— \_ Hﬁ: : g L m 4 A P
- 4 v
F G H I J gl
.»'\*s 4 e, f B f‘;:l i

Avaliagdo estatistica através do Teste Log-rank (Mantel-Cox) p <0,05. Fotografias registradas do ultimo dia de
analise (7° dia), referido aos seguintes grupos: (A) CTRL CHCI3 (B) SHAM (Controle limpo); (C) CTRL DMSO
1%; (D) CTRL TRAUMA; (E) CTRL PBS; (F) FA 1,0 pg/Kg; (G) FA 5,0 ng/Kg; (H) FA 10,0 pg/Kg; (I) FA 50,0
ng/Kg; (J) FA 100,0 ng/Kg.

Fonte: Autora (2021)

Observou-se que a avaliacdo in vivo corrobora com a citotoxica. Os grupos controle
(CTRL) SHAM, trauma, PBS, DMSO 1% e as amostras teste EM-AT, FAC-AT e FA-AT (1,0;
5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 ng/Kg) nao apresentaram nenhum efeito toxico no periodo determinado
da pesquisa (7 dias), atingindo 100% da sobrevida. A toxicidade aguda foi apresentada somente
pelos grupos controle de letalidade (CH3OH, AcOEte CHCI3) em 24h, demonstrando, portanto,
a viabilidade das larvas.

Diante disso, foi possivel verificar que as investigacoes toxicologicas associadas as
atividades biologicas evidenciam que o extrato bruto e as fragdes da casca do caule de A.
tomentosa apresentam grande potencial para o desenvolvimento de um farmaco seguro e eficaz,
dentro de um intervalo de baixas concentracdes, apesar da presenca de alcaloides, que sdo muito
relatados por sua elevada toxicidade.

Ademais, ressalta-se a importancia do uso de metodologias alternativas para testes

in vivo, substituindo ou restringindo o uso de animais vertebrados, como camundongos, o que
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minimizaria ou extinguiria o sofrimento dos mesmos e o custo requerido. A experimentacao
com larvas de T. molitor, por exemplo, tem sido amplamente empregada para avaliacdes de
efeitos bioativos e toxicologicos de produtos de origem vegetal, devido ao baixo investimento
econOmico para aquisi¢cao e acondicionamento das larvas, e por demonstrar o mesmo perfil de

eficdcia e seguranca dos testes tradicionais.
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6 CONCLUSAO

De um modo geral, este trabalho revelou que a espécie Annona tomentosa R. E. Fr.
apresenta caracteristicas tipicas da familia Annonaceae, com substancias ricas em atividades
farmacologicas de interesse clinico, como antioxidante, hipoglicemiante e antimicrobianas,
demonstrando o potencial promissor como futuro alvo terapéutico para o tratamento de diversas
doengas, como as infecciosas.

Além disso, os resultados abrem perspectivas para valorizacdo e explora¢ao de
plantas do Cerrado, com destaque para o género Annona, considerando a diversidade quimica
e biologica de suas espécies. Por fim, incentiva-se entdo a busca por moléculas ativas, visando
o desenvolvimento de novos produtos biotecnoldgicos, gerando retorno social, de forma

acessivel e segura.



71

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, A. C.; MCBAIN, A. J.; SIMOES, M. Plants as sources of new antimicrobials and
resistance-modifying agents. Natural Product Reports, v. 29, n. 9, p. 1007-1021, 7 ago.
2012.

ADEOSUN, A. M. et al. Phytochemical, minerals and free radical scavenging profiles
of Phoenix dactilyfera L. seed extract. Journal of Taibah University Medical Sciences, v.
11,n. 1, p. 1-6, 1 fev. 2016.

AGUILAR-VILLALVA, R. et al. Antioxidant capacity and antibacterial activity from Annona
cherimola phytochemicals by ultrasound-assisted extraction and its comparison to
conventional methods. Arabian Journal of Chemistry, v. 14, n. 7, p. 103239, 1 jul. 2021.

ALMEIDA, A. S. DE; SANTOS, A. F. DOS. Flavonoides do Género Annona. Diversitas
Journal, v. 3, n. 2, p. 475, 5 set. 2018.

ALMEIDA, S. P. et al. Cerrado : espécies vegetais uteis. [s.l.] Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria, Centro de Pesquisa Agropecudria dos Cerrados, Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, 1998.

ALVES, A. V. et al. Safety evaluation of the oils extracted from edible insects (Tenebrio
molitor and Pachymerus nucleorum) as novel food for humans. Regulatory Toxicology and
Pharmacology, v. 102, p. 90-94, 1 mar. 2019.

ANAND, U. et al. A Comprehensive Review on Medicinal Plants as Antimicrobial

Therapeutics: Potential Avenues of Biocompatible Drug Discovery. Metabolites 2019, Vol.
9, Page 258, v. 9, n. 11, p. 258, 1 nov. 2019.

ANDERSEN, O. M.; MARKHAM, K. R. Flavonoids : Chemistry, Biochemistry and
Applications. [s.1.] CRC Press, 2005.

ARRUDA, H. S. et al. Determination of free, esterified, glycosylated and insoluble-bound
phenolics composition in the edible part of araticum fruit (Annona crassiflora Mart.) and its
by-products by HPLC-ESI-MS/MS. Food Chemistry, v. 245, p. 738-749, 15 abr. 2018.

ASLAM, B. et al. Antibiotic resistance: a rundown of a global crisis. Infection and Drug
Resistance, v. 11, p. 1645, 2018.

BADMUS, J. A. et al. Photo-assisted bio-fabrication of silver nanoparticles using Annona
muricata leaf extract: exploring the antioxidant, anti-diabetic, antimicrobial, and cytotoxic
activities. Heliyon, v. 6, n. 11, p. €05413, 1 nov. 2020.

BARATA, L. E. S. et al. Plantas Medicinais Brasileiras. IV. Annona muricata L. (Graviola).
Revista Fitos. p. 132—138, 1 mar. 2009.

BARRETO, F. S. ESTUDO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DE COMPOSTOS
OBTIDOS DO EXTRATO ACETONICO DAS FOLHAS DE Annona muricata L.. POR
FRACIONAMENTO BIOGUIADO FORTALEZA 2014. [s.1: s.n.].

BASKARAN, R.; PULLENCHERI, D.; SOMASUNDARAM, R. Characterization of free,
esterified and bound phenolics in custard apple (Annona squamosa L) fruit pulp by UPLC-
ESI-MS/MS. Food Research International, v. 82, p. 121-127, 1 abr. 2016.



72

BERMEIJO, A. et al. Acetogenins from Annonaceae: recent progress in isolation, synthesis
and mechanisms of action. Natural Product Reports, v. 22, n. 2, p. 269-303, 31 mar. 2005.

BOMFIM, L. M. et al. Antitumour Activity of the Microencapsulation of Annona vepretorum
Essential Oil. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, v. 118, n. 3, p. 208-213, 1
mar. 2016.

BRIGIDO, H. P. C. et al. Antileishmanial activity of Annona species (Annonaceae). SN
Applied Sciences, v. 2, n. 9, p. 1-8, 1 set. 2020.

BUTTERWECK, V.; NAHRSTEDT, A. What is the best strategy for preclinical testing of
botanicals? A critical perspective. Planta medica, v. 78, n. 8, p. 747-754, 2012.

CALZADA, F. et al. Antihyperglycemic Activity of the Leaves from Annona cherimola
Miller and Rutin on Alloxan-induced Diabetic Rats. Pharmacognosy Research, v. 9, n. 1, p.
1, 1jan. 2017.

CAMARA, M. B. P. ESTUDO FITOQUIMICO DA ESPECIE VEGETAL ARATICUM
BRAVO (Annona tomentosa R. E. Fr.). [Monografia]. UFMA. 2013.

CHATROU, L. W. et al. A new subfamilial and tribal classification of the pantropical
flowering plant family Annonaceae informed by molecular phylogenetics. Botanical Journal
of the Linnean Society, v. 169, n. 1, p. 540, 1 maio 2012.

CHEN, B.-H. et al. (—)-Anonaine Induces DNA Damage and Inhibits Growth and Migration
of Human Lung Carcinoma H1299 Cells. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
59, n. 6, p. 2284-2290, 23 mar. 2011.

CHEN, Y. et al. Antitumor activity and toxicity relationship of annonaceous acetogenins.
Food and Chemical Toxicology, v. 58, p. 394-400, 1 ago. 2013.

COL. Annona. Disponivel em: <https://www.catalogueoflife.org/data/taxon/8ST8S>. Acesso
em: 14 mar. 2022.

CORREIA, R. M. Perfil quimico do café capixaba conilon & arabica por ESI(-)FT-ICR MS e
ATR-FTIR: uma abordagem quantitativa. 4 mar. 2016.

COS, P. et al. Comparative study of eight well-known polyphenolic antioxidants. Journal of
Pharmacy and Pharmacology, v. 55, n. 9, p. 1291-1297, 1 set. 2003.

COSTA, E. V. et al. Antimicrobial and antileishmanial activity of essential oil from the leaves
of Annona foetida (Annonaceae). Quimica Nova, v. 32, n. 1, p. 78-81, 2009.

COSTA, E. V. Estudo fitoquimico e atividades biologicas de Guatteriopsis blepharophyla,
Guatteriopsis friesiana € Guatteriopsis hispida (Annonaceae). 2009a.

COSTA, E. V. Estudo fitoquimico e atividades biologicas de Guatteriopsis blepharophyla,
Guatteriopsis friesiana € Guatteriopsis hispida (Annonaceae). 2009b.

COSTA, E. V. et al. Alkaloids from the Bark of Guatteria hispida and Their Evaluation as
Antioxidant and Antimicrobial Agents. Journal of Natural Products, v. 73, n. 6, p. 1180—
1183, 25 jun. 2010.

COSTA, E. V. et al. Essential Oil from the Leaves of Annona vepretorum: Chemical
Composition and Bioactivity: https://doi.org/10.1177/1934578X1200700240, v. 7, n. 2, p.
265-266, 1 fev. 2012.



73

COSTA, E. V. et al. Antioxidant and antimicrobial activities of aporphinoids and other
alkaloids from the bark of Annona salzmannii A. DC. (Annonaceae).
http://dx.doi.org/10.1080/14786419.2012.688044, v. 27, n. 11, p. 1002—1006, 1 jun. 2013a.

COSTA, E. V. et al. Chemical composition of the essential oils of Annona pickelii and
Annona salzmannii (Annonaceae), and their antitumour and trypanocidal activities. Natural
product research, v. 27, n. 11, p. 997-1001, 1 jun. 2013b.

CUSTODIO, D. L.; VEIGA JUNIOR, V. F. DA. Lauraceae alkaloids. RSC Advances, v. 4,
n. 42, p. 21864-21890, 20 maio 2014.

DA CRUZ, P. E. O. et al. Chemical constituents from the bark of Annona salzmannii
(Annonaceae). Biochemical Systematics and Ecology, v. 39, n. 4-6, p. 872875, ago. 2011.

DA SILVA, A. P. S. A. et al. Antimicrobial Activity and Phytochemical Analysis of Organic
Extracts from Cleome spinosa Jaqc. Frontiers in Microbiology, v. 7, n. JUN, p. 963, 2016.

DARTORA, N. et al. UPLC-PDA-MS evaluation of bioactive compounds from leaves of /lex
paraguariensis with different growth conditions, treatments and ageing. Food Chemistry, v.
129, n. 4, p. 1453-1461, 15 dez. 2011.

DAS, N.; PEREIRA, T. Effects of flavonoids on thermal autoxidation of palm oil: structure-
activity relationships. Journal of the American Oil Chemists’ Society, v. 67, n. 4, p. 255—
258, 1990.

DE SOUZA, P. C. et al. Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) as an alternative host
to study fungal infections. Journal of Microbiological Methods, v. 118, p. 182186, 1 nov.
2015.

DEV, S. K. et al. Antimicrobial, anti-inflammatory and wound healing activity of polyherbal
formulation. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 111, p. 555-567, 1 mar. 2019.

DICSON, S. M. et al. Evaluation of in vitro and in vivo safety profile of the Indian traditional
medicinal plant Grewia tiliaefolia. Regulatory Toxicology and Pharmacology, v. 73, n. 1,
p. 241-247, 1 out. 2015.

DINIZ, T. C. et al. Anticonvulsant, sedative, anxiolytic and antidepressant activities of the
essential oil of Annona vepretorum in mice: Involvement of GABAergic and serotonergic
systems. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 111, p. 1074-1087, 1 mar. 2019.

DIXON, R. A. .; DEY, P. M. .; LAMB, C. J. Phytoalexins: enzymology and molecular
biologyAdvanced, 1983. Disponivel em:
<https://scholar.google.com/scholar_lookup?title=Phytoalexins%3A+enzymology+and+mole
culart+biology.&author=R.+A.+Dixon&author=P.+M.+Dey&author=C.+J.+Lamb&publicatio
n_year=1983&pages=1-69&pmid=6353887>. Acesso em: 1 fev. 2022

DO, Q. D. et al. Effect of extraction solvent on total phenol content, total flavonoid content,
and antioxidant activity of Limnophila aromatica. Journal of Food and Drug Analysis, v.
22, n. 3, p. 296-302, 1 set. 2014.

ENOMOTO, H. et al. Distribution of Flavan-3-ol Species in Ripe Strawberry Fruit Revealed
by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Mass Spectrometry Imaging. Molecules
2020, Vol. 25, Page 103, v. 25, n. 1, p. 103, 26 dez. 2019.

FAGUNDES, F. A. Annona coriacea INDUZ EFEITO GENOTOXICO EM
CAMUNDONGOS. Revista Eletronica de Farmacia, v. 2, n. 1, p. 24-29, 19 out. 2005.



74

FALCAO, H. D. S. et al. Gastric and Duodenal Antiulcer Activity of Alkaloids: A Review.
Molecules 2008, Vol. 13, Pages 3198-3223, v. 13, n. 12, p. 3198-3223, 17 dez. 2008.

FERRO, T. A. F. et al. Cinnamaldehyde Inhibits Staphylococcus aureus Virulence Factors
and Protects against Infection in a Galleria mellonella Model. Frontiers in Microbiology, v.
7, n. DEC, p. 2052, 2016.

FLEMMING, H. C.; WINGENDER, J. The biofilm matrix. Nature Reviews Microbiology
2010 8:9, v. 8, n. 9, p. 623-633, 2 ago. 2010.

FLOEGEL, A. et al. Comparison of ABTS/DPPH assays to measure antioxidant capacity in
popular antioxidant-rich US foods. Journal of Food Composition and Analysis, v. 24, n. 7,
p. 1043-1048, 1 nov. 2011.

FORMAGIO, A. S. N. et al. The flavonoid content and antiproliferative, hypoglycaemic, anti-
inflammatory and free radical scavenging activities of Annona dioica St. Hill. BMC
Complementary and Alternative Medicine 2013 13:1, v. 13, n. 1, p. 1-8, 11 jan. 2013.

FRAUSIN, G. et al. Plants of the Annonaceae traditionally used as antimalarials: a review.
Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, n. SPEC. EDITION 1, p. 315-337, 2014.

GANESHPURKAR, A.; SALUJA, A. K. The Pharmacological Potential of Rutin. Saudi
Pharmaceutical Journal, v. 25, n. 2, p. 149-164, 1 fev. 2017.

GU, L. et al. Procyanidin and Catechin Contents and Antioxidant Capacity of Cocoa and
Chocolate Products. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 54, n. 11, p. 4057—
4061, 31 maio 2006.

GUINAUDEAU, H.; LEBOEUF, M.; CAVE, A. Aporphine Alkaloids. II. Journal of
Natural Products, v. 42, n. 4, p. 325-360, 1979.

GUINAUDEAU, H.; LEBEUF, M.; CAVE, A. Aporphinoid Alkaloids, V. Journal of
Natural Products, v. 57, n. 8, p. 1033—-1135, 1 ago. 1988.

HAVSTEEN, B. H. The biochemistry and medical significance of the flavonoids.
Pharmacology & Therapeutics, v. 96, n. 2-3, p. 67-202, 1 nov. 2002.

HEIM, K. E.; TAGLIAFERRO, A. R.; BOBILYA, D. J. Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationships. The Journal of Nutritional Biochemistry,
v. 13, n. 10, p. 572-584, 1 out. 2002.

HOET, S. et al. Alkaloids from Cassytha filiformis and related aporphines: Antitrypanosomal
activity, cytotoxicity, and interaction with DNA and topoisomerases. Planta Medica, v. 70, n.
5, p. 407413, 4 maio 2004.

HUANG, B.; ZHANG, Y. Teaching an old dog new tricks: Drug discovery by repositioning
natural products and their derivatives. Drug Discovery Today, 16 fev. 2022.

JIA, Y. et al. Characterization, antioxidant activities, and inhibition on a-glucosidase activity
of corn silk polysaccharides obtained by different extraction methods. International Journal
of Biological Macromolecules, v. 163, p. 1640-1648, 15 nov. 2020.

JIA, Y. et al. Chemical structure and inhibition on a-glucosidase of polysaccharides from corn
silk by fractional precipitation. Carbohydrate Polymers, v. 252, p. 117185, 15 jan. 2021.

JIN, Y. et al. Biofilm formation of Candida albicans is variably affected by saliva and dietary
sugars. Archives of oral biology, v. 49, n. 10, p. 789-798, out. 2004.



75

JOSSANG, A. et al. [Annomontacine: a new cytotoxic acetogenin, monotetrahydrofuran
gamma-lactone from Annona montana). [French]. 1991.

JUSTINO, A. B. et al. Peel of araticum fruit (Annona crassiflora Mart.) as a source of
antioxidant compounds with a-amylase, a-glucosidase and glycation inhibitory activities.
Bioorganic Chemistry, v. 69, p. 167-182, 1 dez. 2016.

JUSTINO, A. B. et al. Annona muricata Linn. leaf as a source of antioxidant compounds with
in vitro antidiabetic and inhibitory potential against a-amylase, a-glucosidase, lipase, non-
enzymatic glycation and lipid peroxidation. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 100, p.
83-92, 1 abr. 2018.

KALIDINDI, N. et al. Antifungal and antioxidant activities of organic and aqueous extracts of
Annona squamosa Linn. leaves. Journal of Food and Drug Analysis, v. 23, n. 4, p. 795-802,
1 dez. 2015.

KAMDEM, M. H. K. et al. Cytotoxic and antimicrobial activities of new phytosteroids from
the leaves of Anonidium mannii (Oliv.) Engl. & Diels (Annonaceae). South African Journal
of Botany, v. 147, p. 628-635, 1 jul. 2022.

KIM, J. H. et al. a-Glucosidase inhibition by prenylated and lavandulyl compounds from
Sophora flavescens roots and in silico analysis. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 102, p. 960-969, 1 set. 2017.

KOO, H. et al. Effects of compounds found in propolis on Streptococcus mutans growth and
on glucosyltransferase activity. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 46, n. 5, p.
1302-1309, 2002a.

KOO, H. et al. Effects of apigenin and tt-farnesol on glucosyltransferase activity, biofilm
viability and caries development in rats. Oral Microbiology and Immunology, v. 17, n. 6, p.
337-343, 1 dez. 2002b.

KRINSKI, D.; MASSAROLI, A.; MACHADO, M. Potencial inseticida de plantas da familia
Annonaceae. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 36, n. SPEC. EDITION 1, p. 225-242,
2014.

KUETE, V. Potential of Cameroonian Plants and Derived Products against Microbial
Infections: A Review. Planta Medica, v. 76, n. 14, p. 1479-1491, 8 jun. 2010.

KUMAR, D. et al. Free Radical Scavenging and Analgesic Activities of Cucumis sativus L.
Fruit Extract. Journal of Young Pharmacists, v. 2, n. 4, p. 365-368, 1 out. 2010.

LEE, R. A. et al. Impact of Infectious Disease Consultation on Clinical Management and
Mortality in Patients With Candidemia. Clinical Infectious Diseases, v. 68, n. 9, p. 1585—
1587, 24 abr. 2019.

LI, H.-T. et al. The Pharmacological Activities of (—)-Anonaine. Molecules 2013, Vol. 18,
Pages 8257-8263, v. 18, n. 7, p. 8257-8263, 12 jul. 2013.

LL Y. Q. et al. Comparative Evaluation of Quercetin, Isoquercetin and Rutin as Inhibitors of
a-Glucosidase. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 57, n. 24, p. 11463—11468,
23 dez. 2009.

LOBAO, A. . et al. Annonaceae in Flora do Brasil 2020. Disponivel em:
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/FichaPublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.do
?1d=FB110219>. Acesso em: 14 set. 2021.



76

LOPEZ, R.; CUCA, L. E.; DELGADO, G. Antileishmanial and immunomodulatory activity
of Xylopia discreta. Parasite Immunology, v. 31, n. 10, p. 623-630, 1 out. 2009.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. DE A. Plantas medicinais no Brasil : nativas e exdticas. [s.d.].

LUCIO, A. S. S. C. et al. Alkaloids of the Annonaceae: Occurrence and a Compilation of
Their Biological Activities. Alkaloids: Chemistry and Biology, v. 74, p. 233-409, 1 jan.
2015.

LUSTOSA, A. K. M. F. et al. Immunomodulatory and toxicological evaluation of the fruit
seeds from Platonia insignis, a native species from Brazilian Amazon Rainforest. Revista
Brasileira de Farmacognosia, v. 26, n. 1, p. 77-82, 1 jan. 2016.

LUTHRA, T. et al. Discovery of novel pyrido-pyrrolidine hybrid compounds as alpha-
glucosidase inhibitors and alternative agent for control of type 1 diabetes. European Journal
of Medicinal Chemistry, v. 188, p. 112034, 15 fev. 2020.

MAAS, P.J. M.; WESTRA, L. Y. T. Studies in Annonaceae. II. A monograph of the genus
Anaxagorea A. St. Hil. Part 2. Mededelingen van het Botanisch Museum en Herbarium
van de Rijksuniversiteit te Utrecht, v. 54311, n. 1, p. 73-204, 1 jan. 1985.

MARQUES, J. P.; LOPES, G. C. ALCALOIDES COMO AGENTES ANTITUMORAIS:
CONSIDERACOES QUIMICAS E BIOLOGICAS. Uninga Review Journal, v. 24, n. 1, out.
2015.

MARTUCCI, M. E. P. et al. Metabolomics as a Potential Chemotaxonomical Tool:
Application in the Genus Vernonia Schreb. PLOS ONE, v. 9, n. 4, p. €93149, 15 abr. 2014.

MATOS, F. J. A. Introducao a fitoquimica experimental. [s.].] Edicdes UFC, 1997.

MCDOUGALL, G. J.; STEWART, D. The inhibitory effects of berry polyphenols on
digestive enzymes. BioFactors, v. 23, n. 4, p. 189-195, 1 jan. 2005.

MENDES-SILVA, 1. et al. Flora do Brasil - Annona tomentosa R.E.Fr. Disponivel em:
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/listaBrasil/ConsultaPublicaUC/BemVindoConsultaPublicaC
onsultar.do?invalidatePageControlCounter=17&idsFilhosAlgas=%5B2%5D&idsFilhosFungo
s=%5B1%2C10%2C11%5D&lingua=&grupo=5&familia=110219&genero=Annona&especie
=tomentosa&autor=&nomeVernaculo=&nomeCompleto=&formaVida=null&substrato=null
&ocorreBrasil=SIM&ocorrencia=OCORRE&endemismo=TODOS &origem=TODOS &regiao
=QUALQUER&estado=QUALQUER&ilhaOceanica=32767&domFitogeograticos=QUALQ
UER&bacia=QUALQUER&vegetacao=TODOS &mostrarAte=SUBESP_VAR&opcoesBusca
=TODOS_OS NOMES&loginUsuario=Visitante&senhaUsuario=&contexto=consulta-
publica>. Acesso em: 14 set. 2021.

MOHAMMADI, M. et al. Study the antibacterial and antibiofilm activity of Carum copticum
against antibiotic-resistant bacteria in planktonic and biofilm forms. Microbial Pathogenesis,
v. 129, p. 99-105, 1 abr. 2019.

MOREIRA, I. C. et al. Genus Xylopia (Annonaceae): chemical and biological aspects.
Chemistry & biodiversity, v. 10, n. 11, p. 1921-1943, nov. 2013.

MORENO, A. DE H. et al. Avalia¢ao da atividade antimicrobiana e citotoxicidade hemolitica
em diferentes extratos vegetais. Arch. Health Sci. (Online), v. 25, n. 1, p. 11-12, 20 abr.
2018.



77

MOTA, A. C. C. PROSPECCAO FITOQUIiMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DA
CASCA DO CAULE DA ESPECIE VEGETAL ARATICUM BRAVO(Annona
tomentosa R. E. Fr.). [Monografia]. UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO, , 24
ago. 2016. Disponivel em: <http://rosario.ufma.br:8080/jspui/handle/123456789/1419>.
Acesso em: 15 set. 2021

NAVARRO, M. O. P. et al. Fluopsin C for Treating Multidrug-Resistant Infections: In vitro
Activity Against Clinically Important Strains and in vivo Efficacy Against Carbapenemase-
Producing Klebsiella pneumoniae. Frontiers in Microbiology, v. 0, n. OCT, p. 2431, 2019.

NEGRI, G. et al. AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA E EFEITOS
TOXICOLOGICOS DE EXTRATOS ETANOLICOS DE CASCA E FOLHAS DE
Erythroxylum vacciniifolium EM MODELOS in vivo. Revista Ciéncia e Satide On-line, v. 1,
n. 1, 3 maio 2016.

NESKE, A. et al. Acetogenins from Annonaceae family. Their potential biological
applicationsPhytochemistryElsevier Ltd, , 1 jun. 2020.

NUNES, B. Prospecc¢ao quimica e avaliagdo bioldgica de Banisteriopsis laevifolia
(Malpighiaceae). 29 abr. 2016.

OBOH, G. et al. Caffeic and chlorogenic acids inhibit key enzymes linked to type 2 diabetes
(in vitro): A comparative study. Journal of Basic and Clinical Physiology and
Pharmacology, v. 26, n. 2, p. 165-170, 1 mar. 2015.

OKPEKON, T. A. et al. Apoprunellelactone (APL), an antiprotozoal lactone from the stem

barks of Isolona cooperi Hutch. & Dalziel (Annonaceae). Natural Product Research, v. 35,
n. 23, p. 5112-5119, 3 fev. 2022.

OLIVEIRA, G. P. DE et al. Citotoxicidade de uma formulacao em orabase de Libidibia
ferrea. Research, Society and Development, v. 10, n. 10, p. e133101018713, 7 ago. 2021.

OLIVEIRA, M. S. S. et al. Eficiéncia de produtos vegetais no controle da lagarta-do-
cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).
Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, n. 2, p. 326-331, 2007.

OLIVIER, D. K.; VAN VUUREN, S. F.; MOTEETEE, A. N. Annickia affinis and A.
chlorantha (Enantia chlorantha) — A review of two closely related medicinal plants from
tropical Africa. Journal of Ethnopharmacology, v. 176, p. 438-462, 24 dez. 2015.

PAES, M. M. et al. Potencial Citotdxico das Acetogeninas do Género Annona. Revista
Virtual de Quimica, v. 8, n. 3, p. 945-980, 2016.

PAULO, M. DE Q. et al. Antimicrobial activity of benzylisoquinoline alkaloids from Annona
salzmanii D.C. Journal of Ethnopharmacology, v. 36, n. 1, p. 3941, 1 fev. 1992.

PEIXOTO ARAUIJO, N. M. et al. Functional and nutritional properties of selected Amazon
fruits: A review. Food Research International, v. 147, p. 110520, 1 set. 2021.

PERRONE, A. et al. Botanical, genetic, phytochemical and pharmaceutical aspects of Annona
cherimola Mill. Scientia Horticulturae, v. 296, p. 110896, 5 abr. 2022.

PINHEIRO, A. DE A. Caracterizagao quimica, atividade antimicrobiana e citotoxica da
entrecasca do caule de Annona tomentosa R. E. Fr. [Monografia]. UFMA. 28 jun. 2019.



78

PINHEIRO, M. L. B. et al. Acanthoic acid and other constituents from the stem of Annona
amazonica (Annonaceae). Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 20, n. 6, p. 1095—
1102, 2009.

PINTO, N. DE C. C. et al. Antimicrobial Annona muricata L. (soursop) extract targets the
cell membranes of Gram-positive and Gram-negative bacteria. Industrial Crops and
Products, v. 107, p. 332-340, 15 nov. 2017.

PRADO, L. G. et al. Antioxidant, antiproliferative and healing properties of araticum (Annona
crassiflora Mart.) peel and seed. Food Research International, v. 133, p. 109168, 1 jul.
2020.

QAZI, A. K. et al. Emerging therapeutic potential of graviola and its constituents in cancers.
Carcinogenesis, v. 39, n. 4, p. 522-533, 5 abr. 2018.

QUILEZ, A. M. et al. Potential therapeutic applications of the genus Annona: Local and
traditional uses and pharmacology. Journal of Ethnopharmacology, v. 225, p. 244-270, 28
out. 2018.

RABELO, S. V. et al. Annona Species (Annonaceac) Oils. Essential Oils in Food
Preservation, Flavor and Safety, p. 221-229, 1 jan. 2016.

RAHMAN, M.; SARKER, S. D. Antimicrobial natural products. Annual Reports in
Medicinal Chemistry, v. 55, p. 77-113, 1 jan. 2020.

RAINER, H.; CHATROU, L. W. Annonaceae GSD. Disponivel em:
<https://www.catalogueoflife.org/data/dataset/1040>. Acesso em: 14 mar. 2022.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, v. 26, n. 9-10, p. 1231-1237, 1 maio 1999.

RICE-EVANS, C. A.; MILLER, N. J.; PAGANGA, G. Antioxidant properties of phenolic
compounds. Trends in Plant Science, v. 2, n. 4, p. 152159, 1 abr. 1997.

RINALDI, M. V. N. Avaliacao da atividade antibacteriana e citotoxica dos alcaldides
1soquinolinicos de Annona hypoglauca Mart. 3 out. 2008.

RIOS, J. L.; RECIO, M. C.; VILLAR, A. Screening methods for natural products with
antimicrobial activity: A review of the literature. Journal of Ethnopharmacology, v. 23, n.
2-3,p. 127-149, 1 jul. 1988.

ROCHA, G. et al. Phytochemicals and biological properties of Annona coriacea Matrt.
(Annonaceae): A systematic review from 1971 to 2020. Chemico-Biological Interactions, v.
336, p. 109390, 25 fev. 2021.

ROCKENBACH, L. L. et al. Characterization of flavan-3-ols in seeds of grape pomace by CE,
HPLC-DAD-MSn and LC-ESI-FTICR-MS. Food Research International, v. 48, n. 2, p.
848-855, 1 out. 2012.

RODRIGUES, A. M. et al. Larvicidal activity of Annona mucosa Jacq. extract and main
constituents rolliniastatin 1 and rollinicin against Aedes aegypti and Aedes albopictus.
Industrial Crops and Products, v. 169, p. 113678, 1 out. 2021.

RODUAN, M. R. M. et al. Cytotoxicity, antitumor-promoting and antioxidant activities of
Annona muricata in vitro. Journal of Herbal Medicine, v. 15, p. 100219, 1 mar. 2019.



79

ROESLER, R. et al. Antioxidant activity of Annona crassiflora: Characterization of major
components by electrospray ionization mass spectrometry. Food Chemistry, v. 104, n. 3, p.
1048-1054, 1 jan. 2007.

ROHN, S.; RAWEL, H. M.; KROLL, J. Inhibitory Effects of Plant Phenols on the Activity of
Selected Enzymes. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 50, n. 12, p. 3566—
3571, 5 jun. 2002.

ROMANQO, J. D.; TATONETTI N. P. Informatics and computational methods in natural
product drug discovery: A review and perspectives. Frontiers in Genetics, v. 10, n. APR, p.
368, 2019.

ROSALES, P. F. et al. Indole alkaloids: 2012 until now, highlighting the new chemical
structures and biological activities. Fitoterapia, v. 143, p. 104558, 1 jun. 2020.

SANCHEZ-MORENO, C.; LARRAURI, J. A.; SAURA-CALIXTO, F. A procedure to
measure the antiradical efficiency of polyphenols - Sanchez-Moreno - 1998 - Journal of the
Science of Food and Agriculture - Wiley Online Library. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 1999.

SANTOS, D. Y. A. C.; SALATINO, M. L. F. Foliar flavonoids of Annonaceae from Brazil:
taxonomic significance. Phytochemistry, v. 55, n. 6, p. 567-573, 1 nov. 2000.

SHEVADE, S. U.; AGRAWAL, G. N. Study of virulence factors of E. coli in community and
nosocomial urinary tract infection. Indian Journal of Medical Specialities, v. 6, n. 4, p.
158-160, 1 out. 2015.

SHIVANNA, L. M.; SARJAN, H. N.; UROOJ, A. Acute Toxicity Study of Annona reticulata
Leaves Extract in Swiss Albino Mice. International Journal of Pharmaceutical
Investigation, v. 9, n. 2, p. 71-75, 16 set. 2019.

SHRIVASTAVA, N. et al. Chemopreventive and Therapeutic Potential of Natural Agents and
Their Combinations for Breast Cancer. Discovery and Development of Anti-Breast Cancer
Agents from Natural Products, p. 231-281, 1 jan. 2021.

SIBBR. Annona | SiBBr (Sistema de Informacio sobre a Biodiversidade Brasileira).
Disponivel em: <https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/375173>. Acesso em: 15 set.
2021.

SIBBR. Herbario do Maranhao. Disponivel em:
<https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/dr288?lang=pt BR#>. Acesso em: 14
mar. 2022.

SILVA, D. B. et al. The antitumoral, trypanocidal and antileishmanial activities of extract and
alkaloids isolated from Duguetia furfuracea. Phytomedicine, v. 16, n. 11, p. 1059-1063, 1
nov. 2009.

SILVA, L. E. et al. Plantas do Género Xylopia: Composi¢ao Quimica e Potencial
Farmacolégico. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v. 17, n. 4, p. 814-826, 2015.

SILVA, T. B. et al. Chemical constituents and anticancer effects of the essential oil from
leaves of Xylopia laevigata. Planta Medica, v. 79, n. 2, p. 123-130, 2013.

SILVA, V. A. O. et al. Hexane partition from Annona crassiflora Mart. promotes cytotoxity
and apoptosis on human cervical cancer cell lines. Investigational New Drugs 2018 37:4, v.
37,n. 4, p. 602615, 29 ago. 2018.



80

SINGH, D.; KUMARI, K.; AHMED, S. Natural herbal products for cancer therapy.
Understanding Cancer, p. 257-268, 1 jan. 2022.

SOONWERA, M. Efficacy of essential oil from Cananga odorata (Lamk.) Hook.f. & Thomson
(Annonaceae) against three mosquito species Aedes aegypti (L.), Anopheles dirus (Peyton and
Harrison), and Culex quinquefasciatus (Say). Parasitology research, v. 114, n. 12, p. 4531
4543, 1 dez. 2015.

SOUSA, O. V. et al. Chemical Composition and Biological Activities of the Essential Oils
from Duguetia lanceolata St. Hil. Barks. Molecules, v. 17, n. 9, p. 11056, set. 2012.

SPINOLA, V.; PINTO, J.; CASTILHO, P. C. Identification and quantification of phenolic
compounds of selected fruits from Madeira Island by HPLC-DAD-ESI-MSn and screening
for their antioxidant activity. Food Chemistry, v. 173, p. 14-30, 15 abr. 2015.

STASI, L. C. DI.; HIRUMA-LIMA, C. A. Plantas medicinais na Amazonia € na Mata
Atlantica. p. 604, 2002.

STEVIGNY, C.; BAILLY, C.; QUETIN-LECLERCQ, J. Cytotoxic and antitumor
potentialities of aporphinoid alkaloids. Current medicinal chemistry. Anti-cancer agents,
v.5,n. 2, p. 173—182, mar. 2005.

SURESH, H. M.; SHIVAKUMAR, B.; SHIVAKUMAR, S. I. Cytotoxicity of Aporphine
Alkaloids from the Roots of Annona Reticulata on Human Cancer Cell Lines. International
Journal of Plant Research, v. 2, n. 3, p. 57-60, 9 maio 2012.

TADERA, K. et al. Inhibition of a-Glucosidase and a-Amylase by Flavonoids. Journal of
Nutritional Science and Vitaminology, v. 52, n. 2, p. 149-153, abr. 2006.

TATSUML F. et al. Concomitant use of miglitol and mitiglinide as initial combination
therapy in type 2 diabetes mellitus. Diabetes Research and Clinical Practice, v. 101, n. 1, p.
3544, 1 jul. 2013.

TAUCHEN, J. et al. Phenolic composition, antioxidant and anti-proliferative activities of
edible and medicinal plants from the Peruvian Amazon. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 26, n. 6, p. 728-737, 1 nov. 2016.

TODD, O. A.; PETERS, B. M. Candida albicans and Staphylococcus aureus Pathogenicity
and Polymicrobial Interactions: Lessons beyond Koch’s Postulates. Journal of Fungi 2019,
Vol. 5, Page 81, v. 5, n. 3, p. 81, 4 set. 2019.

TSABANG, N. et al. Ethnopharmacological survey of Annonaceae medicinal plants used to
treat malaria in four areas of Cameroon. Journal of ethnopharmacology, v. 139, n. 1, p.
171-180, 6 jan. 2012.

TSUCHIYA, H. et al. Comparative study on the antibacterial activity of phytochemical
flavanones against methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Journal of
Ethnopharmacology, v. 50, n. 1, p. 27-34, 1 jan. 1996.

VEGA, M. R. G. et al. Flavonoids from Annona dioica leaves and their effects in Ehrlich
carcinoma cells, DNA-topoisomerase I and II. Journal of the Brazilian Chemical Society, v.
18, n. 8, p. 1554-1559, 2007.

VELLOSA, J. C. R. et al. Antioxidant and cytotoxic studies for kaempferol, quercetin and
isoquercitrin. Eclética Quimica, v. 36, n. 2, p. 07-20, 2011.



81

VILLAR, A. et al. Antimicrobial activity of benzylisoquinoline alkaloids. Die Pharmazie, v.
42, n. 4, p. 248-250, 1 abr. 1987.

WANG, X. et al. The Effect of Chemical Composition and Bioactivity of Several Essential
Oils on Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae). Journal of Insect Science, v. 15, n. 1,
p. 116, 1 jan. 2015.

YADAYV, D. K. et al. Anti-ulcer constituents of Annona squamosa twigs. Fitoterapia, v. 82,
n. 4, p. 666—675, 1 jun. 2011.

YAIJID, A. L et al. Potential Benefits of Annona muricata in Combating Cancer: A Review.
The Malaysian Journal of Medical Sciences : MJMS, v. 25, n. 1, p. 5, 1 jan. 2018.

YAN, Y. et al. Effect of Shikonin Against Candida albicans Biofilms. Frontiers in
Microbiology, v. 10, n. MAY, 2019.

YANG, C.-J. et al. UHPLC-MS/MS Determination, Pharmacokinetic, and Bioavailability
Study of Taxifolin in Rat Plasma after Oral Administration of its Nanodispersion. Molecules
2016, Vol. 21, Page 494, v. 21, n. 4, p. 494, 14 abr. 2016.

YANG, C. et al. Synergistic interactions among flavonoids and acetogenins in Graviola
(Annona muricata) leaves confer protection against prostate cancer. Carcinogenesis, v. 36, n.
6, p. 656-665, 1 jun. 2015.

YANG, J. et al. Comparative study of inhibition mechanisms of structurally different
flavonoid compounds on a-glucosidase and synergistic effect with acarbose. Food
Chemistry, v. 347, p. 129056, 15 jun. 2021.

ZY.OTEK, U. et al. The effect of different solvents and number of extraction steps on the
polyphenol content and antioxidant capacity of basil leaves (Ocimum basilicum L.) extracts.
Saudi Journal of Biological Sciences, v. 23, n. 5, p. 628-633, 1 set. 2016.



82

APENDICE A —- MEDIDA DAS LARVAS E PESO DOS GRUPOS PARA EM-AT, FAC-AT
E FA-AT

EM-AT
G1 G2 G3 G4 G5
2,0 2,0 2,0 1,9 2,1
2,1 2,1 1,9 2,0 2,2
2,0 2,2 2,0 2,0 2,2
2,2 2,2 2,0 2,2 2,2
2,1 2,3 2,1 2,1 2,1
2,0 2,2 2,0 2,1 2,1
2,2 2,2 1,9 2,2 1,9
2,1 2,1 2,1 1,9 2,0
2,1 2,0 2,0 1,9 2,0
2,2 2,0 2,1 2,0 2,2

PESO 1,11 1,14 1,09 1,07 1,10

As larvas foram medidas em cm ¢ o peso registrado em g. Os grupos (G1, G2, G3, G4 ¢ G5) referem-se as seguintes
concentragdes: 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 pg/Kg.

FAC-AT
G1 G2 G3 G4 G5
2,0 2,2 2,2 2,2 2,1
2,0 2,1 2,1 2,3 2,3
2,2 2,1 2,2 2,3 2,3
2,1 2,0 2,3 2,2 2,3
2,0 2,2 2,2 2,2 2,3
1,9 2,2 2,2 2,2 2,3
2,1 2,1 2,1 2,2 2,1
2,0 2,2 2,2 2,2 2,0
1,9 2,0 2,0 2,2 2,0
2,0 2,0 2,0 2,3 2,0

PESO 1,07 1,09 1,10 1,15 1,11

As larvas foram medidas em cm e o peso registrado em g. Os grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) referem-se as seguintes
concentragdes: 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 e 100,0 pg/Kg.
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FA-AT
G1 G2 G3 G4 GS
2,1 2,0 2,0 2,1 2,1
2,1 2,0 1,9 1,9 2,0
2,0 1,9 2,1 2,0 2,0
2,0 1,9 2,0 2,2 2,3
2,0 1,8 2,1 2,0 2,1
2,0 2,2 2,0 2,1 2,2
2,1 2,1 2,0 2,0 2,0
1,9 1,9 1,9 2,1 2,1
2,0 2,0 2,0 2,0 1,9
2,1 1,9 2,0 2,2 2,0

PESO 1,09 1,13 1,14 1,05 1,12
As larvas foram medidas em cm e o peso registrado em g. Os grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) referem-se as seguintes
concentragdes: 1,0; 5,0; 10,0; 50,0 ¢ 100,0 pg/Kg.
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APENDICE B — RESUMO DO CAPITULO DE LIVRO PUBLICADO SOBRE A ESPECIE
Annona tomentosa

PINHEIRO, A. A.; VASCONCELOS, L. N.; CAMARA, M. B. P.; ROCHA, C. Q.; TELES, A.
M.; MIRANDA, A. J. A.; SANTOS, A. P. S. A.; OLIVEIRA, P. R. Aspectos taxonomicos,
quimicos e potencial farmacologico de Annona tomentosa R. E. Fr.: Uma breve revisao. In:
LEMOS, J. R. (org.). Ciéncias bioldgicas e da satide: pesquisas basicas e aplicadas 3. Rio

Branco: Stricto Sensu, 2021. p. 50-64.

RESUMO

Annona tomentosa ¢ uma espécie de planta frutifera, nativa do bioma Cerrado brasileiro, que
apresenta usos medicinais tradicionais estabelecidos em regides tropicais para o tratamento de
patologias, como infec¢des microbianas. Esta revisdo enfoca uma breve compreensdo da
taxonomia, composi¢do quimica e atividades biologicas da espécie, com associagdes a familia
e ao género, fornecendo base para novos estudos. Investigacdes do extrato bruto e fragao
alcaloidica de A. tomentosa demonstraram atividades antinoceptiva, anti-inflamatoria e
antimicrobiana, além da presen¢a de Universidade Federal do Maranhdo como flavonoides,
terpenos e alcaloides, descritos em diversas espécies de anonaceas pelo potencial
farmacologico. Esses relatos evidenciam que a planta pode ser uma valiosa fonte de novas
moléculas bioativas para aplicagdes farmacéuticas e que estudos mais aprofundados se fazem
necessarios a fim de esclarecer as propriedades terapéuticas de Annona tomentosa. Essa revisao
servird para divulgar os estudos ja realizados com a espécie Annona tomentosa bem como
impulsionar estudos quimicos e biofarmacoldgicos com o género Annona, alertando para

elaboragdo de estratégias de preservacao da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Composi¢do quimica, Taxonomia e Moléculas bioativas.



