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Analise metabolémica de espécies de Annonaceae ocorrentes em Manaus por
meio de espectrometria de massas.

RESUMO

Considera-se planta medicinal toda espécie que administrada ao homem ou animal,
por qualquer via ou forma, exerca alguma funcéo terapéutica e devido ao grande uso
dessas ervas, estudos em busca de suas substancias quimicas foram e séo realizados
continuamente. A familia Annonaceae é amplamente conhecida pelos seus alcaloides
que estdo presentes em diversas espécies, entretanto, ainda ha exemplares cujos
componentes quimicos ainda ndo foram totalmente elucidados. Deste modo, o
objetivo deste estudo foi reconhecer comparativamente diferentes espécies de plantas
da familia Annonaceae por meio de espectrometria de massas. Para isso, foram
coletadas cinco espécies de plantas pertencentes ao género Annona, Duguetia,
Fusaea, Guatteria e Xylopia, seus extratos foram obtidos e analisados através da
cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa de alta resolucdo (LC-
HRMS/MS). Das cincos plantas, somente as folhas da espécie Guatteria discolor
foram analisadas e os resultados apresentados mostraram a presenca de quatro
substancias alcaloidicas (puterina, oxoputerina, asimilobina e anonaina), sendo estas
duas ultimas inéditas para tal espécie. Dentre as moléculas identificadas, somente a
puterina ainda ndo possui a sua atividade biolégica elucidada, sugerindo assim novos
estudos para essa substancia.

Palavras chave: Annonaceae, alcaloides, Guatteria discolor, aporfinicos e
oxoaporfinicos.
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Metabolomic analysis of Annonaceae species occurring in Manaus by Mass
Spectrometry.

ABSTRACT

A medicinal plant is considered like any species that administered to man or animal,
by any means or form, exerts some therapeutic function and due to the great use of
these herbs, studies in search of their chemical substances were and are carried out
continuously. The Annonaceae family is widely known for its alkaloids that are present
in several species, however, there are still specimens whose chemical components
have not been fully elucidated. Thus, the aim of this study was to comparatively
recognize different species of plants from the Annonaceae family by means of mass
spectrometry. For this, five plant species belonging to the genus Annona, Duguetia,
Fusaea, Guatteria and Xylopia were collected, their extracts were obtained and
analyzed by Liquid Chromatography coupled to High Resolution Mass Spectrometry
(LC-HRMS/MS). Of the five plants, only the leaves of the species Guatteria discolor
were analyzed and the results presented showed the presence of four alkaloid
substances (puterine, oxoputerine, asimilobine and anonaine), the latter two being
unpublished for this species. Among the identified molecules, only puterine has not yet
had its biological activity elucidated, thus suggesting new studies for this substance.

Keywords: Annonaceae, alkaloids, Guatteria discolor, aporphinic and oxoaporphinic.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plantas Medicinais

Denomina-se planta medicinal toda espécie que administrada ao homem ou
animal, por qualquer via ou forma, exerca alguma fungéo terapéutica (ALMASSY-
JUNIOR et al., 2005). Essa utilizacdo de plantas para finalidade medicinal era
realizada desde a antiguidade, quando o homem recorria as plantas para o tratamento
de diversas doencas visando a cura (GIANNENAS et al., 2020).

Véarias partes dessas ervas eram e sdo utilizadas para o tratamento de
doencas, significando que suas sementes, raizes, folhas, frutos, cascas, flores e até
mesmo a planta inteira servem para combater diversos males (JAMSHIDI-KIA et al.,
2018). E devido ao grande uso desses vegetais, pesquisas com interesse nas suas
composi¢cdes quimicas comecaram a ser realizadas originando assim um ramo da
ciéncia conhecido como fitoquimica (ROCHA et al., 2015).

Este ramo tem como intuito estudar as contribuicdes da botanica, da etnologia,
além da quimica e ciéncias farmacéuticas e evidenciar as interacdes entre 0 homem
e as plantas como sistemas dinamicos (ALMEIDA et al., 2011). E a partir desses
estudos foi possivel identificar, purificar e isolar alguns compostos bioativos eficazes
ao organismo, como por exemplo, a morfina e a codeina, alcaloides oriundos da
espécie Papaver somniferum, sendo a morfina o primeiro composto isolado de uma
planta em 1817 e a codeina isolada em 1833 (DASGUPTA, 2020). Outro composto
isolado e identificado foi a salicina, que é oriunda da casca da espécie Salix alba e
dela se desenvolveu o acido acetilsalicilico que € um potente anti-inflamatério e ha
também a quinina, composto isolado da casca da espécie Cinchona officinalis e que
originou o primeiro farmaco anti-malarico (NEWMAN et al., 2010; CRAGG et al., 2013).

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas espécies de plantas que tiveram

compostos bioativos retirados, estrutura quimica e suas propriedades.
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TABELA 1. Espécies de plantas, estrutura quimica dos compostos e suas

propriedades.

Espécie

Estrutura Quimica Propriedades

Analgésica, euforica,

sedativa e viciante.

Papaver
somniferum

Referéncias

DASGUPTA, A,
2020; HAMED &
BOGUSZEWSKI,
2018.

DASGUPTA, A,

Hipnoanalgésicas, 2020; PAPICH,
analgésicas e M.G., 2016;
antitussigenos. MARTINDALE,
Papaver 2007
P Codeina
somniferum
HO Produz o &cido
o o NEWMAN et al.,
HO o acetilsalicilico, um
OH bhy ~ 2010; CRAGG et
OH potente anti-
. . al., 2013
Salicina inflamatorio.
Salix alba
>
HO N NEWMAN et al.,
‘ S Anti-malarico. 2010; CRAGG et
N7 al., 2013
Quinina

Cinchona officinalis

1.2 Plantas como Fonte de Farmacos

Como as plantas sempre foram utilizadas para tratamento de diversas doencas

e como a fitoquimica possibilitou o melhor entendimento deste processo, 0s
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compostos quimicos obtidos através de andlises propiciaram o surgimento de
medicamentos oriundos de vegetais. E conforme as pesquisas sobre os produtos
naturais provenientes de plantas estdo avancando, as empresas deste ramo estao
atentas para o desenvolvimento de novos farmacos.

Alguns exemplos de substancias oriundas de plantas e que possuem potencial
farmacoldgico sdo a codeina, citada anteriormente, que nos medicamentos esta na
forma de fosfato de codeina e serve no tratamento de dores, além de ter o efeito
antitussigeno (SWEETMAN, 2007). Outra substancia é a vincristina, que é obtida
através das folhas de Catharanthus roseus e combate a leucemia e outros tipos de
cancer (SRIVASTAV et al., 2020), ha a galantamina (Coglive®) que é derivada dos
bulbos e flores da espécie Galanthus caucasicus e esta associada ao Mal de
Alzheimer (ATASANOVA et al., 2015) e também ha a substancia canabidiol que é
oriunda da espécie Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha. Esta
substancia esta presente em um medicamento chamado Mevatyl® e é indicada para o
tratamento de espasmos musculares relacionados com a esclerose multipla (MATOS
et al., 2017).

1.3 Metabolitos Secundarios de Plantas

Todas estas substancias sdo moléculas organicas provenientes do
metabolismo secundéario (metabdlitos secundarios) que s&o produzidas por
organismos vivos (CROTEAU et al.,, 2000). Geralmente possuem uma estrutura
complexa, de baixo peso molecular e sdo importantes para a manutencéo da vida da
planta (VIZOTTO, KROLOW e WEBER, 2010; CROTEAU et al., 2000). Nos vegetais,
eles sdo fundamentais no processo de adaptacdo, protecdo contra herbivoria e
agentes patogénicos, além de atrair polinizadores e dispersores atuando assim na
interacdo entre planta-animal ou planta-ambiente (TEIXEIRA, 2007). Mas para o ser
humano, essas substancias desempenham um efeito terapéutico e dependendo da
dose podem até se tornar toxicas (REZENDE et al., 2016).

Ja foram identificados mais de 50 mil metabdlitos secundarios de espécies de
plantas e os trés principais grupos sao: os terpenos, substancias fendlicas e
substancias nitrogenadas, mas ha também os derivados de acidos graxos e 0s
policetideos aroméaticos (REZENDE et al., 2016).

As moléculas analisadas neste trabalho pertencem ao grupo dos compostos

nitrogenados que sao formados a partir de aminoacidos aromaticos e alifaticos, estas
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moléculas sdo os Alcaloides que sdo um grupo de substancias organicas, de origem
natural, ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de oxidacdo negativa e cuja
distribuic&o é limitada entre os organismos vivos (PELLETIER, 1983). Estdo bastante
presentes na familia Annonaceae, Papaveraceae, Rubiaceae, Menispermaceae,
Solanaceae, entre outras e possuem grande atividade biologica. Alguns exemplos de
alcaloides sdo a cafeina (Rubiaceae), a nicotina (Solanaceae) e a liriodenina
(Annonaceae) que possui atividade analgésica, atividade antibacteriana, atividade
anti-crustaceo, atividade antifingica (LUCIO et al., 2015; ASHIHARA et al., 2008;
REZENDE et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica da (A) cafeina, (B) nicotina e (C) liriodenina
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FONTE: modificado de https://uniiquim.iquimica.unam.mx/compuesto-
item/liriodenina-973/; https://www.qconcursos.com/questoes-de-vestibular/
guestoes/b40d4280-09

1.4 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae pertence a ordem Magnoliales e € composta por arvores,
arvoretas ou pequenas arvores e arbustos, distribuidos em regifes tropicais e
subtropicais (LOPES; MELLO-SILVA, 2014). Nela ha cerca de 2500 espécies
distribuidas em 135 géneros por todo o mundo (CHATROU et al, 2004) sendo 392
espécies distribuidas em 29 géneros no Brasil (MAAS; RAINER, 2015a). Podem ser
encontradas na maioria dos biomas brasileiros, entretanto, é predominante na
Amaz6nia, Mata Atlantica e Cerrado (LOBAO et al., 2020a). As espécies dessa familia

podem ser identificadas através de seus frutos, flores e folhas caracteristicos, aléem
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do forte odor obtido pelo corte de seus troncos e ramos (LOPES; MELLO-SILVA, 2014;
LOBAO, 2016).

Figura 2. Distribuicéo geografica da familia Annonaceae

Fonte: <http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/annonaceae.gif>.

Acesso em 10 de setembro de 2020.

Membros dessa familia séo utilizados em diversas aplicagfes, principalmente
no ramo alimenticio através da comercializacdo de seus frutos, o género que se
destaca € a Annona com a A. muricata (graviola), A. squamosa (fruta-do-conde), A.
mucosa (biriba) e A. cherimola (cherimoia) (RABELO et al., 2016). Algumas espécies
tem uso na medicina natural, podem apresentar diversas atividades biolégicas e
possuem importancia farmacolégica, servindo de matéria-prima para producédo de
cosméticos e perfumaria (KRINSKI et al, 2014).

Além disso, as plantas pertencentes a essa familia possuem como os principais
metabdlitos secundarios os alcaloides, entretanto, outras substancias podem ser
encontradas (LUCIO et al., 2015).

1.4.1 Espécie Guatteria discolor

O género Guatteria € o maior em numero de espécies dentro da familia
Annonaceae. Existem cerca de 300 espécies de Guatteria distribuidas em regides
neotropicais, sendo que 88 ocorrem no Brasil (LOPES; MELLO-SILVA, 2014). E
composta majoritariamente por arvores que possuem flores com pétalas externas
visiveis e internas eretas cobrindo os estames e carpelos. Os frutos tém varios
carpidios livres, estipitados e indeiscentes, com semente em cada um (LOPES;
MELLO-SILVA, 2012).
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A espécie Guatteria discolor, conhecida como “envira-rolinha”, esta distribuida
na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Guiana Francesa e Peru, sendo que no Brasil encontra-
se na regiao norte (Acre, Amazonas e Rondonia) e Centro-Oeste (Mato Grosso) e
ocorre em Florestas de Terra Firme e Floresta Ombrdfila (LOBAO e ERKENS, 2020b;
MAAS et al.,, 2015b). Em alguns estudos realizados, comprovou-se a presenca de
alguns alcaloides, como por exemplo, a coripalmina [1], discretamina [2], discretina
[3] e a oxoisocalicina [4] que foram identificadas e isoladas das cascas do caule dessa
espécie (HOCQUEMILLER et al., 1984).

Figura 3 — Exemplos de alguns alcaloides extraidos das cascas da G. discolor

HO T T
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[1]R{=R;=0CH3;R3=H [4]
[2]R=0OCH;3; R, =0H; R;=H
[3]1R{=H;R3=R3=0CH;
Fonte: SANTOS, 2015
Considerando que a familia Annonaceae possui estudos que comprovam a
presenca de alcaloides em seus membros, o presente trabalho tem como intuito
analisar quimicamente algumas espécies de anonaceas que néo foram elucidadas

nessa area.
2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Reconhecer comparativamente diferentes espécies de plantas da familia
Annonaceae ocorrentes no jardim botanico de Manaus (MUSA) por meio de

ferramentas metabolémicas e através das suas potencialidades farmacoldgicas.
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2.2 Objetivos Especificos

e Identificar as espécies catalogadas da familia Annonaceae ocorrentes no
MUSA,;

e Analisar as espécies da familia Annonaceae que apresentem poucos estudos
de bioatividade e de prospeccao quimica;

e Registrar moléculas oriundas dos extratos das plantas selecionadas;

e Definir quais moléculas possuem acdo contra células tumorais e contra o

agente causador da maléria, Plasmodium falciparum.
3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecdo e coleta das espécies

Antes de ser realizado a coleta, as espécies ja haviam sido previamente
identificadas e catalogadas por integrantes do projeto Catalogo Floristico do Jardim
Botanico, iniciado em 2014 e ainda em andamento. Foram feitas buscas de
informacBes no banco de dados para obter-se 0 nimero de identificacdo botéanica e
localizacdo das plantas no Jardim Botanico, com o auxilio de tabela contendo género
e espécie.

Com o auxilio da professora Nallaret Marina Davila Cardozo, integrante do
projeto Catalogo Floristico do Jardim Botanico, a coleta se sucedeu. Os materiais
utilizados foram: bussola; tercado; tesoura de poda; saco plastico (100 L); lapis de
grafite, papel para anotacfes. Todas as espécies coletadas foram colocadas em saco
plastico identificados com o nome da espécie, data da coleta e marco.

Apos a coleta, as espécies foram comparadas a exsicatas depositadas no
Herbéario do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia) e somente as que
possuiam exsicatas e identificacdo foram selecionadas. Para saber quais dessas
espécies com exsicatas seriam estudadas, foi feito uma revisao bibliografica das
mesmas por meio de SciFinder, Science direct, Scielo e Google Escola. E assim, as
cinco espécies Annona neoinsignis, Duguetia asterotricha, Fusaea longifolia,

Guatteria discolor e Xyplopia benthamii foram escolhidas.

3.2 Obtencéao de extratos brutos

Para obtencédo dos extratos, o material vegetal, isto €, as folhas e os galhos

coletados, foram higienizados com detergente neutro, agua corrente e submetido a
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secagem em estufa (Marconi®) de ar circulante, com temperatura de
aproximadamente 45 °C por 5 dias. Apos a secagem, o material foi pulverizado em
moinho de facas, para aumentar a superficie de contato entre o material vegetal e os
solventes extratores utilizados. Em seguida, foram pesados para determinar o peso
seco, e colocados em saco de papel identificado.

Para ocorrer a extracéo, 200g de cada vegetal seco foi deixado em contato com
1L de metanol 80% em um erlenmeyer por 48 h. Passado o tempo de extragao, o
conteudo foi filtrado através de filtros de papel, funil e baldo de fundo redondo obtendo
somente a parte liquida, que foi rotaevaporado (Fisatom®) em banho termostatizado
a 40 °C para a remocéo parcial do solvente, isto é, o metanol.

No material metandlico obtido apds a rotaevaporacao foi adicionado 100 ml de
agua destilada. Apés isso, o liquido foi colocado em um funil de separacéo de 1L e
nele foi acrescentado 200 ml de Hexano (Qhemis®, P.A). Para que o solvente
entrasse em contato com o liquido rotaevaporado, alguns movimentos no vidro foram
realizados surgindo assim um contetdo bifasico. Feito isso, o sobrenadante, isto é, 0
material hexanico foi filtrado e o restante do liquido metandlico foi retirado e colocado
novamente no funil. Todo este processo foi repetido mais duas vezes com o solvente
Hexano.

ApoOs a extracdo hexanica, ainda no funil de separacao, no liquido metandlico
200 ml de Diclorometano (Synth®, P.A) foi acrescentado. Houve a mistura do
diclorometano com o liquido originando um contetdo bifasico. Entretanto, somente a
parte inferior foi filtrada, isto €, o material com diclorometano. A mistura e filtragdo com
o solvente foi repetida mais duas vezes. Apoés isso, o liquido metandlico foi descartado
e 0 material hexanico e o material com diclorometano foram rotaevaporados.

Apés a rotaevaporacdo, os extratos com hexano e com diclorometano foram
colocados em recipientes de vidro etiquetados e pré-pesados, armazenados em um
dessecador para que os solventes fossem evaporados originando assim os extratos
brutos, onde foram novamente pesados e armazenados em um refrigerador a uma

temperatura entre 2 °C - 8 °C até o momento das analises.
3.3 Andlise por LC-HRMS/MS dos extratos

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com a Universidade Federal do Rio

de Janeiro (UFRJ), sob a coordenacao da Prof. Dr. Rafael Garrett.
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Para a realizacdo desta analise, os extratos foram analisados em um sistema
de cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa de alta resolucéo (LC-
HRMS/MS). Para isso, as amostras foram adicionados metanol grau HPLC em um
tubo de centrifuga até uma concentracao final de 2mg/mL. Cada amostra foi levada
ao vortex por 30 s. Depois, cada tubo foi colocado em banho de ultrassom por 15
minutos a 30 °C ou até dissolver as amostras. Novamente, cada amostra foi levada
ao vortex por 1 min para posteriormente ser centrifugado por 10 minutos a 9000 RPM
e 0 sobrenadante removido para outro tubo de 1,5 mL. Finalmente, foi retirado 100 pL
de sobrenadante da amostra e adicionado 100 pL de solvente MeOH:H20 (1:1) para
uma concentracao final de 1mg/mL em insertes de 250 uL para a analise por CL-
EMAR.

O equipamento utilizado foi o Cromatégrafo Liquido Dionex LC UltiMate 3000
acoplado ao espectrobmetro de massas Thermo QExactive Plus com fonte de
ionizagao por eletronebulizacao.

As condi¢des cromatograficas eram coluna cromatografica Hypersil Gold Cis
(50 mm x 2,1 mm; 1,9 um), Fase Movel A (H20 + 0,1 % acido férmico e 5Mm formiato
de amobnio) e Fase Mével B (MEOH + 0,1 % &acido férmico). Eluicio em modo
gradiente: 0-0.5 min B 30 %; 10-12 min B 95 %; 12.1-16.0 min B 30 %, vazao de 350
uL.min, injecdo de 3 L, temperatura do forno da coluna de 40 °C e tempo total de
analise 16 min.

E as condi¢cdes do espectrdmetro de massas eram: Método 1, troca de
polaridade: Modos ESI (), Full scan m/z 100-1000, resol. 35K, AGC 1e6, IT 120 ms
+ dd-MS2 (topN 3), resol. 17,5K, AGC 1e5, IT 50 ms, N(CE)=15, 45 (pos) e 10,30
(neg). Método 2: Modos ESI (+), Full scan m/z 100-1000, resol. 70K, AGC 1e6, IT 150
ms + dd-MS2 (topN 10), resol. 17,5K, AGC 1e5, IT 50 ms, N(CE)=15, 45. Método 3:
Modos ESI (+), Full scan m/z 450-200, resol. 70K, AGC 1e6, IT 150 ms + dd-MS2
(topN 10), resol. 17,5K, AGC 1e5, IT 50 ms, N(CE)=15, 45.

3.4 Ensaios in vitro

3.4.1 Determinagéo in vitro do percentual de inibicdo de crescimento de células

tumorais versus células nao tumorais

Para avaliar a citotoxicidade das substancias sobre a proliferagdo de células

tumorais e normais, o ensaio do alamar blue sera realizado apdés 72 horas de
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exposicao. As células tumorais ou ndo tumorais serao distribuidas em multiplacas de
96 cavidades numa densidade de 0,3 x 108 células/mL ou 0,7 x 10° células/mL.
Também serdo utilizadas as linhagens knockouts para estudar os mecanismos de
apoptoses. A substancia teste (0,09 a 50 pg/mL) dissolvida em DMSO ser& adicionado
em cada poco, utilizando o HTS (high-throughput screening), e encubadas por 72
horas. A doxorrubicina sera utilizada como controle positivo com concentracdes
variando de 0,003 a 5 pg/mL. O controle negativo recebera a mesma quantidade de
DMSO. As substancias serdo testadas em diluicdes seriadas, em duplicata ou
triplicata. Sera registrada a percentagem de inibicdo x log da concentracdo e
determinado suas Clso (concentragao inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito
mMAaximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) realizado a partir de
regressao ndo-linear utilizando o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).

3.4.2 Ensaios antimalaricos

Para o cultivo de Plasmodium falciparum (cepa FRC3) sera utilizado o meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina
(50 mg/L), glicose (2g/L) e de gentamicina (50 mg/L) (LJUNGSTROM et al., 2004). Ao
meio RPMI ser& adicionado 10% de soro humano tipo AB+ e eritrocitos humanos
normais. A incubacéo sera realizada durante 72 horas em camara de hipdxia a 37 °C
em uma atmosfera contendo mistura gasosa especifica (5% de Oz, 5% de CO2 e 90%
de N2) (TRAGER & JENSEN, 1976).

Os ensaios antimalaricos serdo realizados em placas de 96 pocos de fundo
chato, com um volume total de 100 pL, nos quais serdo testadas diferentes
concentracfes dos extratos vegetais por meio de diluicbes seriadas (50 - 3,12
pg/mL). A proporgao para cada pogo sera de 50 uL de extrato em DMSO para 50 pL
de suspensao de eritrécitos infectados por P. falciparum em meio RPMI (hematdcrito
final 2% e parasitemia 1%). O crescimento parasitario serd comparado com 0S
controles positivo (auséncia de droga), e negativo (quinina). As placas de 96 pocgos
ficardo incubadas por 72 horas a 37 °C na mesma atmosfera utilizada anteriormente.

A verificagdo da parasitemia final sera realizada por citometria de fluxo em um
equipamento modelo FACSCanto Il. A andlise das amostras sera realizada atravées do
software Getting Started with BD FACSDiva. Como corante para a fluorescéncia sera
utilizado brometo de etidio. Ao final serd calculada a inibicdo do crescimento

parasitario no software GraphPad GraphPad Prism 6 de acordo com a formula:
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o %fluorescéncia amostra — %fluorescéncia erit. sadios
%inib.= 100 — 5 — — ——— x 100
%f luorescéncia controle — %fluorescéncia erit. sadios

Ao final serdo considerados ativos os extratos com inibicdes superiores a 70%

(parasitemia ~ 3,5).
4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Obtencao dos extratos brutos

Foram obtidos 10 extratos a partir do diclorometano (5 de galhos e 5 de folhas)
e 10 extratos hexanicos (5 de galhos e 5 de folhas), totalizando 20 extratos. Entretanto,

somente as amostras diclorometanicas foram utilizadas nas analises.
4.2 Amostras analisadas por LC-HRMS/MS

Os 10 extratos diclorometanicos foram enviados para a analise no
Instituto de Quimica, na Universidade Federal do Rio de Janeiro. Entretanto, somente
uma amostra conseguiu ser analisada, as demais apresentaram problemas na
dissolucdo. A que pbde ser solubilizada pertencia as folhas da espécie Guatteria
discolor.

Através da andlise de espectrometria de massas, obtidas por meio da ionizacao
por eletrospray em modo positivo de aquisicdo dos dados (ESI*), foi identificado os
alcaloides puterina com m/z 296, oxoputerina com m/z 306, asimilobina com m/z 268

e anonaina com m/z 266.

Figura 4 — Estruturas da puterina [5], oxoputerina [6], asimilobina [7] e anonaina [8].
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Fonte: modificado de ARAUJO,2019.
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As férmulas moleculares das moléculas encontradas sdo C1sHi7NOs (puterina),

C18H11NO4 (oxoputerina), C17H17NO2 (asimilobina) e C17H17NO2 (anonaina).

4.2.1 Alcaloide puterina

A primeira molécula protonada [M+H]* encontrada possuia m/z 296, este ion

apresentou perdas sequenciais de 17 (-NHs), 30 (-CHz20) e 28 Da (-CO) quando foi

submetido a fragmentac&o, corroborando os relatos de STEVIGNY et al. (2005) para

os alcaloides do tipo aporfinico. A identificacdo desta molécula é comprovada através

da obra de ARAUJO (2019) que descreveu as mesmas perdas no ion encontrado e o

identificou como um alcaloide aporfinico sensu stricto chamado puterina.

Figura 5 — Perfil de fragmentacdo da molécula puterina.
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Além de ter sido descrito na espécie G. discolor (HOCQUEMILLER, et al.,
1984), este ion ja foi encontrado em outras espécies do género Guatteria (HSU et al.,
1977b; RASAMIZAFY et al., 1986). Na literatura, ndo ha relatos de sua atividade

bioldgica.
4.2.2 Alcaloide oxoputerina

Na fragmentacao do ion com m/z 306 constatou-se uma perda inicial de 15 Da,
correspondente ao grupo metil (-CHs) originando um fragmento com m/z 291. Na
segunda fragmentacao a partir da m/z 291, ocorreu a perda de 28 Da (-CO) surgindo
assim um fragmento com m/z 263, conforme a Figura 6. Essa analise confirma o perfil
de fragmentagdo para um alcaloide oxoaporfinico chamado oxoputerina, de acordo
com SILVA et al. (2017).

Figura 6 — Perfil de fragmentacdo da molécula oxoputerina.
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Fonte: Dados do autor, 2021.

Esse alcaloide ja foi descrito na espécie G. discolor (HOCQUEMILLER, et al.,
1984) entretanto, ja foi identificado em varias outras espécies de anonaceas, como na
Duguetia calycina, G. elata, G. sagotiana e G. citriodora (ROBLOT et al.,1978; HSU et
al., 1977a; RASAMIZAFY et al., 1986; RABELO et al.,, 2014). Em relacdo a sua
atividade biologica, conforme relata FERREIRA et al. (2017) tem potencial

leishmanicida.
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4.2 .3 Alcaloide asimilobina

A molécula protonada com m/z 268 quando submetida a fragmentacéo, obteve
perdas sequenciais sucessivas de 17 (-NHs), 32 (-CHsOH) e 28 Da (-CO), confirmando
os relatos de YAN et al. (2013); SILVA et al. (2012) e SILVA et al. (2014) para o

alcaloide aporfinico sensu stricto conhecido como asimilobina.

Figura 7 — Perfil de fragmentacao da molécula asimilobina.
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Esta molécula é amplamente encontrada em vérios géneros da familia
Annonaceae, como por exemplo, no género Annona, Guatteria, Cananga e Unonopsis
(HASRAT et al., 1997; HOCQUEMILLER et al.,1983; HSIEH et al., 1999; SILVA et al.,
2012) e possui efeito antidepressivo (HASRAT et al., 1997) e uma potencial atividade
antioxidante, de acordo com COSTA et al. (2013).

4.2.4 Alcaloide anonaina

E a quarta molécula protonada encontrada possuia a m/z 266. Quando este ion
foi submetido a fragmentacao, as consequentes m/z encontradas foram 249, 219 e
191, respectivamente, sugerindo primeiramente a perda do grupo amino (NH3) e
sucessivas perdas dos grupos constituintes CH20 e CO (-17, -30 e -28 Da). Este tipo
de fragmentacdo comprova os relatos de SILVA et al. (2012) e SILVA et al. (2014)

para o alcaloide aporfinico sensu stricto anonaina.
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Figura 8 — Perfil de fragmentacdo da molécula anonaina.
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Este ion ja foi identificado em algumas espécies da familia Anonnaceae (SILVA
etal., 2012; SILVA et al., 2014) e tem potencial antidepressivo (HASRAT et al., 1997),
além de efeitos vasorrelaxantes, antibacterianos, antifingicos, antioxidantes e

anticancerigenos (LI et al., 2013).

Segundo CAVE et al., (1989), as substancias puterina e oxoputerina pertencem
a espécie G. discolor, entretanto, ndo consta na literatura a presenca das moléculas
asimilobina e anonaina nesta planta. Estas duas substancias s6 foram relatadas em
outras espécies do género Guatteria, como na G. pogonopus, G. olivaceae e G.
scandens (SANTOS, 2015; ARAUJO, 2019 e HOCQUEMILLER et al.,1983) e em
outros géneros pertencentes a familia Annonaceae (HASRAT et al., 1997; HSIEH et

al., 1999; SILVA et al., 2012). Sendo assim, sdo inéditas para a G. discolor.
4.3 Ensaios in vitro

Em decorréncia da pandemia de 2020, os ensaios contra células tumorais e

contra o agente causador da malaria ndo puderam ser realizados.
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5 CONCLUSAO

A andlise das folhas da espécie Guatteria discolor por meio de espectrometria
de massas resultou no isolamento de 4 substancias alcaloidicas (3 aporfinicos sensu
stricto e um oxoaporfinico), sendo duas inéditas para esta espécie. As que foram
relatadas em trabalhos anteriores com a G. discolor foram as substancias puterina e
a oxoputerina, as moléculas asimilobina e anonaina foram identificadas somente
em outras espécies do género.

Dentre os alcaloides encontrados, ndo ha relatos na literatura sobre as
possiveis atividades biologicas da molécula puterina e poucos estudos afirmando as
potenciais bioatividades da molécula oxoputerina, sugerindo assim a realizacdo de
novos estudos com estas substancias.

Em decorréncia da pandemia, ndo foi possivel realizar os ensaios contra as
células tumorais e contra o agente da malaria, Plasmodium falciparum sugerindo
assim pesquisas futuras das moléculas encontradas nestes ensaios.

E apesar das demais plantas nao terem sido analisadas, os resultados obtidos
através da G. discolor mostram que as espécies da familia Annonaceae séo fontes
promissoras de substancias biologicamente ativas e contribui para o conhecimento
quimiotaxondmico do género, da espécie, assim como, da familia em geral.

Como perspectivas futuras estd a realizacdo das analises com as demais
plantas que ndo puderam ser avaliadas e também dos ensaios in vitro para o registro

das moléculas que possuem atividades antimaldaricas e antitumorais.
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