UNIVERSIDADE PARANAENSE — UNIPAR
COORDENACAO DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL COM ENFASE EM
PRODUTOS BIOATIVOS

MARIANE DE ALMEIDA MACHADO

ASPECTOS FARMACOLOGICOS E FITOQUiMICOS DO EXTRATO OBTIDO DAS
FOLHAS DE Annona muricata

Umuarama
2025



MARIANE DE ALMEIDA MACHADO

ASPECTOS FARMACOLOGICOS E F ITOQUiMICOS DO EXTRATO OBTIDO DAS
FOLHAS DE Annona muricata

Dissertagdo  apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal com Enfase
em Produtos Bioativos da  Universidade
Paranaense como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia Animal
com area de concentragdo em Satde Animal.

Orientacdo: Dra. Zilda Cristiani Gazim

Umuarama
2025



Catalogaciao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da

Universidade Paranaense.

Ficha Catalografica

M149a Machado, Mariane de Almeida.

Aspectos farmacologicos e fitoquimicos do extrato
obtido das folhas de Annona muricata | Mariane de
Almeida Machado. — Umuarama : Universidade
Paranaense - UNIPAR, 2025.

66 f.

Orientadora: Dr®. Zilda Cristiani Gazim.
Dissertacao (Mestrado) — Universidade Paranaense - UNIPAR.

1. Acido guimico. 2. Flavonoides. 3. FPS. 4. Graviola. 5.
MCF-7. 6. NCI-H480. 7. Oxido nitrico |. Universidade
Paranaense - UNIPAR. II. Titulo.

(21 ed.) CDD: 615.321

Bibliotecaria Responsavel Regiane Luiza Campaneli CRB 9/2194



O presente trabalho foi realizado nos Laboratérios de Quimica de Produtos Naturais, do
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal com Enfase em Produtos Bioativos da
Universidade Paranaense, Instituto Politécnico de Braganca Portugal e Pesquisadora Dra.
Beatriz Cervejeira Bolanhos Barros da Universidade Estadual de Maringd -UEM na Unidade
de Umuarama da Universidade Paranaense como requisito para a obtencao do titulo de Mestre
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal com Enfase em Produtos Bioativos —

Area de Concentracio Saude Unica, sob orientacdo da Prof. Dra. Zilda Cristiani Gazim.

ASPECTOS FARMACOLOGICOS E FITOQUiMICOS DO EXTRATO OBTIDO DAS
FOLHAS DE Annona muricata

Os recursos financeiros para o desenvolvimento do projeto foram obtidos junto as

agéncias e 6rgdos de fomento a pesquisa abaixo relacionadas:

1 Universidade Paranaense — UNIPAR, campos Umuarama
2 CAPES: Conselho de Aperfeigoamento de Pessoal de Ensino Superior
3 CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

4 Fundagao Araucaria: Apoio e Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico do Parana



MARIANE DE ALMEIDA MACHADO

ASPECTOS FARMACOLOGICOS E FITOQUiMICOS DO EXTRATO OBTIDO DAS
FOLHAS DE Annona muricata

Trabalho de conclusdo do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal com Enfase em
Produtos Bioativos aprovado como requisito para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal com Enfase em Produtos Bioativos pela Universidade Paranaense — UNIPAR, pela
seguinte banca examinadora:

Dra. Zilda Cristiani Gazim
Docente da Universidade Paranaense - UNIPAR (orientadora)

Dra. Beatriz Cervejeira Bolanho Barros
Universidade Estadual de Maringd - UEM (banca externa)

Dr. Ranulfo Piau Junior
Docente da Universidade Paranaense - UNIPAR (banca interna)

Umuarama, 12 de Fevereiro de 2025.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por me abencoar, me proteger e me fortalecer no
caminho trilhado, iluminando meus passos, superando todas as dificuldades para chegar até
aqui.

Aos meus familiares, quero demonstrar a minha mais profunda gratiddao por todo o
apoio e compreensdo durante este percurso. Sendo, indubitavelmente, meu alicerce nos
momentos mais solicitados e minha motivagao para continuar.

Agradeco especialmente ao meu marido e companheiro, que, com carinho e paciéncia,
esteve ao meu lado, oferecendo palavras de incentivo e compartilhando comigo cada
conquista. Este trabalho ¢, também, um reflexo do amor e da for¢a que recebo de vocés todos
os dias.

A minha orientadora Prof* Dr* Zilda Cristiani Gazim, pessoa admiravel, que me
orientou sempre com prontidao, educagdo e compreensao, com ensinamentos muito valiosos
para a minha trajetoria como mestranda, tornando possivel a concretizagdo deste sonho que se
torna realidade.

A todo o corpo docente do Programa de Pos-Graduagao em Ciéncia Animal com
énfase em Produtos Bioativos da UNIPAR.

Aos secretarios da Pos-Graduacao Stricto Sensu pela atencao e dedicacao.

Meus agradecimentos a CAPES, pelo apoio financeiro.

Meus agradecimentos especiais a Universidade Paranaense (UNIPAR), campus sede
(Umuarama), pela oportunidade concedida ao ingresso neste programa de mestrado.

Finalmente, a todos que colaboraram direta ou indiretamente para a realizacdo desta
pesquisa, minha eterna gratiddo. Essa pesquisa ndo teria sido possivel sem a significativa
contribuicao de todos.

Muito Obrigada!



““ . . . . ) . . ’
‘A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltara ao seu tamanho original.

(Albert Einstein)



MACHADO, Mariane de Almeida. ASPECTOS FARMACOLOGICOS E
FITOQUIMICOS DO EXTRATO OBTIDO DAS FOLHAS DE Annona muricata
Orientadora: Zilda Cristiani Gazim. Ano. 2024. f. 58. (Dissertacdo Mestrado em Ciéncia
Animal com Enfase em Produtos Bioativos) - Universidade Paranaense, Umuarama, 2025.

RESUMO

Esta dissertacdo encontra-se dividida em dois capitulos. O Capitulo 1 teve por objetivo
realizar uma revisdo bibliografica sobre os aspectos quimicos, bioldgicos e farmacologicos de
Annona muricata. A metodologia consistiu na realizagdo de levantamento bibliografico,
utilizando como fontes de pesquisa académica Google Académico, Scielo e Science Direct.
Adotou-se descritores especificos, com foco em publicagcdes sobre “composi¢do quimica”,
“atividades farmacoldgicas”, “andlise botanica” e “biologica” de Annona muricata. Os
resultados levantados proporcionaram a constru¢do do corpo do trabalho, constituindo os
aspectos historicos e descritivos sobre a espécie Annona muricata. Também, foram descritos
os aspectos botanicos bem como a sinonimia cientifica e a localizacao geografica da espécie.
Abordou-se, ainda, os aspectos quimicos, farmacologicos e a utilizagdo na medicina
tradicional. O Capitulo 2 teve como objetivo a investigacdo do fator de protecao solar (FPS),
e atividades antiproliferativa, inibidora da produg¢do de 6xido nitrico e antioxidante do extrato
bruto (EB) das folhas de Annona muricata. Os extratos brutos foram obtidos pelo processo de
maceragdo dindmica com esgotamento de solvente, e analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolug@o. Para determinagao do
potencial antiproliferativo utilizou-se linhagens de células tumorais humanas: AGS
(adenocarcinoma gastrico), Caco-2 (adenocarcinoma colorretal), McF-7 (adenocarcinoma de
mama), NCI-H460 (carcinoma pulmonar) e a linhagem celular ndo tumoral VERO. A
atividade inibidora da producdo de 6xido nitrico (NO) e antioxidante celular (AAC) foram
executadas em culturas de macrofagos de camundongo (RAW 264.7). Também foram
determinados os teores de fendis totais (FT), flavonoides totais e o fator de protegdo solar
(FPS). Também foram determinadas as atividades antioxidantes pelos métodos de sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e pelo poder antioxidante de Reduc¢ao do Ferro
(FRAP). A andlise quimica indicou a presenga dos compostos fenolicos: acido quinico (3,986
mg/g), acido protocatecuico (0,663 mg/g). acido cumarico (0,026 mg/g), acido ferulico (0,042
mg/g). Acido cafeico (0,017 mg/g) e o flavonoide quercetina (0,085 mg/g). Os EB das folhas
apresentaram atividade inibidora da producdo de o6xido nitrico (ICsy 46pg/mL). Quanto a
atividade antiproliferativa, maior inibicdo do EB ocorreu sobre as linhagens NCI-H460 (Gl5,=

13,00 pg/mL), MCF-7 (Gly= 16,00 pg/mL), CaCo2 (Gly,= 48,00 pg/mL) e AGS (91,00



pug/mL). O indice de seletividade (IS) dos EBs variou de 0,57 a 4,0. O EB evidenciou
potencial antioxidante celular com 69% de inibicdo. A concentragdo necessaria para inibir
50% do radical DPPH foi ICs, = 3,64 mg/mL, e o poder de reducdo do ferro (FRAP) foi de
2,19 uM de sulfato ferroso /mg do extrato. O teor de fendis totais variou de 0,65 a 25,60 pg
GAE/mg de EB; o teor de flavonoides variou de 472,00 a 507,79 ug GAE/mg; o fator de
protecdo solar (FPS) foi de 4,03 a 12,48 nas concentragdes de 0,25 a 1,0 mg/mL de EB,
respectivamente. Os resultados encontrados nesta pesquisa propdem novas biomoléculas
obtidas das folhas da graviola, e os efeitos inibidores da producdo de oxido nitrico,
antioxidante, antiproliferativo e protecao solar destas biomoléculas vem de encontro com os
objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS 3), reforcando a importancia no bem estar
social, contribuindo com o meio cientifico proporcionando melhor qualidade de vida para a

populagdo em geral, atuando diretamente na saude unica.

Palavras-chave: Acido Quinico. Flavonoides. FPS. Graviola. MCF-7. NCI-H460. Oxido

nitrico.
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ABSTRACT

This dissertation is divided into two chapters. Chapter 1 aimed to conduct a bibliographic
review on the chemical, biological and pharmacological aspects of Annona muricata. The
methodology consisted of conducting a bibliographic survey, using Google Scholar, Scielo
and Science Direct as academic research sources. Specific descriptors were adopted, focusing
on publications on “chemical composition”, “pharmacological activities”, “botanical analysis”
and “biological” of Annona muricata. The results gathered provided the construction of the
body of the work, constituting the historical and descriptive aspects of the species Annona
muricata. Also, the botanical aspects as well as the scientific synonymy and geographic
location of the species were described. The chemical, pharmacological aspects and use in
traditional medicine were also addressed. Chapter 2 aimed to investigate the sun protection
factor (SPF), antiproliferative, nitric oxide production inhibitory and antioxidant activities of
the crude extract (CE) of Annona muricata leaves. The crude extracts were obtained by the
dynamic maceration process with solvent depletion, and analyzed by high-performance liquid
chromatography coupled to high-resolution mass spectrometry. To determine the
antiproliferative potential, human tumor cell lines were used: AGS (gastric adenocarcinoma),
Caco-2 (colorectal adenocarcinoma), McF-7 (breast adenocarcinoma), NCI-H460 (lung
carcinoma) and the non-tumor cell line VERO. The nitric oxide (NO) production inhibitory
and cellular antioxidant (CAA) activities were performed in mouse macrophage cultures
(RAW 264.7). The total phenol (TF), total flavonoid and sun protection factor (SPF) contents
were also determined. The antioxidant activities were also determined by the
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging (DPPH) and iron reduction antioxidant
power (FRAP) methods. The chemical analysis indicated the presence of the following
phenolic compounds: quinic acid (3.986 mg/g), protocatechuic acid (0.663 mg/g), coumaric
acid (0.026 mg/g), ferulic acid (0.042 mg/g), caffeic acid (0.017 mg/g) and the flavonoid
quercetin (0.085 mg/g). The EB from the leaves showed nitric oxide production inhibitory
activity (IC50 46 pg/mL). Regarding antiproliferative activity, the greatest inhibition of EB
occurred on the NCI-H460 (GI50 = 13.00 pg/mL), MCF-7 (GI50 = 16.00 pg/mL), CaCo2
(GI50 = 48.00 pg/mL) and AGS (91.00 pg/mL) lines. The selectivity index (SI) of EBs
ranged from 0.57 to 4.0. EB showed cellular antioxidant potential with 69% inhibition. The



concentration required to inhibit 50% of the DPPH radical was IC50 = 3.64 mg/mL, and the
iron reducing power (FRAP) was 2.19 uM of ferrous sulfate/mg of the extract. The total
phenol content ranged from 0.65 to 25.60 pg GAE/mg of EB; the flavonoid content ranged
from 472.00 to 507.79 ng GAE/mg; the sun protection factor (SPF) was 4.03 to 12.48 at
concentrations of 0.25 to 1.0 mg/mL of EB, respectively. The results found in this research
propose new biomolecules obtained from soursop leaves, and the inhibitory effects of nitric
oxide production, antioxidant, antiproliferative and sun protection of these biomolecules meet
the objectives of sustainable development (ODS 3), reinforcing the importance of social
well-being, contributing to the scientific community by providing a better quality of life for

the general population, acting directly on One Health.

Keywords: Quinic Acid. Flavonoids. SPF. Soursop. MCF-7. NCI-H460. Nitric oxide.
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ASPECTOS BOTANICOS, QUIMICOS E FARMACOLOGICOS DE Annona
muricata: UMA REVISAO
1.1 Introdugao

O crescente interesse internacional pelas propriedades da Annona muricata (Graviola),
sinaliza para a sustentabilidade dos subprodutos de cadeia produtiva, ricos em fitoquimicos e
outras propriedades que justificam sua aplicag@o industrial (Santos et al., 2023).

Extratos de fitoconstituintes de A.muricata apresentam multiplos efeitos benéficos
com potenciais atividades relacionadas a compostos encontrados em frutos e folhas,
principalmente as acetogeninas, compostos fenolicos, alcaloides e terpenos (Campos et al.,
2023).

Os compostos naturais representam excelentes possibilidades para a busca de
componentes terapéuticos, sendo que mais de 60% dos medicamentos empregados em
diferentes terapias, possui, em alguma instincia, origem a partir de fontes naturais (Guidoti et
al., 2023). Os produtos naturais possuem um importante papel no desenvolvimento de novos
medicamentos, ndo somente quando compostos bioativos sdo usados diretamente como
terapéuticos, mas também, quando usados como matéria prima para a sintese de
medicamentos ou de base para novos compostos biologicos ativos (Santos; Freitag;
Bobrowski, 2023).

Apesar de todos os avangos técnicos-cientificos, é necessario a busca de inovagao, por
meio de estudos com foco no desenvolvimento de novos medicamentos através de produtos
naturais para que sejam utilizados no combate das diversas patologias preocupantes e cada
vez mais agravantes (Silva et al., 2023).

A espécie A. muricata apresenta atividades quimicas e biologicas ja documentadas,
entretanto poucos estudos enfatizando o potencial quimico, por meio de metabolitos
secundarios, de suas folhas, desta maneira a finalidade ¢ a avaliagdo bioldgica do extrato
bruto das folhas da Graviola identificando compostos advindos do metabolismo secundério do
vegetal (Sousa; Dias; Santos, 2024).

O objetivo ¢ a revisdo de literatura sobre a espécie Annona muricata, buscando ter

maior conhecimento sobre suas propriedades farmacoldgicas.
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1.2 Revisdo da Literatura
1.2.1 Espécie Annona muricata

Annona muricata, conhecida popularmente como Graviola, possui aproximadamente 6
metros de altura, ramos ndo abundantes e copa pequena a A. muricata possui folhas com
disposicdo alternada de aproximadamente 12-16 cm de comprimento e 4-8 cm de largura,
com coloragdo amarelada suas flores chegam até 6 cm, e frutos grandes podendo pesar até 8
kg (Barata et al., 2009).

Um estudo publicado mostrou o potencial da Annona muricata uma atividade
leishmanicida e sua citotoxicidade, antivirais para Herpes simples, efeitos anticarcinogénicos
e genotoxicos, atividades de cicatrizagdo em feridas e efeitos antibacterianos com um amplo
espectro de agdo, (Gajalakshmi; Vijayalakshmi; Rajeswari, 2011).

A graviola pode apresentar também atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias,
antiparasitarias e hipoglicemiantes, mas os compostos que mais se destacam sdo os de
capacidades antitumorais e antioxidantes segundo Jesus et al. (2013).

A principal substidncia quimica responsavel por essas atividades antitumoral que
promove essas atividades em destaque de antitumoral, citotoxica e antimicrobiana ¢ a
presenca de acetogeninas, conhecidas também como policetideos, mas possuem quantidade
significativas de alcaloides isoquinolinicos que se destacam a atividade antibacteriana e
toxicidade para diversas linhagens celulares como a linhagem de cancer (Barreto, 2014). A

classificagdo taxondmica da espécie Annona muricata encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo taxonomica da espécie Annona muricata

Classificacao taxondmica

Reino Plantae

Filo Streptophyta
Classe Equisetopsida
Subclasse Magnoliidae
Ordem Magnoliales
Familia Anonacea
Género Annona

Espécie Annona muricata
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Fonte: Plants of the World Online, Royal Botanic Gardens, Kew. 2024. Licensed under
Creative Commons Attribution CC BY). https://powo.science.kew.org/. Acesso em: 19

mar.2024

1.2.2 Annona muricata
1.2.2.1 Descricao botanica

Annona muricata exibe uma gama de papeis farmacologicos, através de suas
propriedades medicinais popularmente conhecidas. A arvore tem uma aparéncia fina com
galhos baixos tendo o fruto conhecido pela aparéncia irregular, lembrando a um formato de
coragdo, contendo células de parénquima branco-creme encapsulados por uma pele com
espinhos curvos (Kottila; Hena, 2024).

Sua fruta ¢ de formato ovoide com a polpa branca contendo cerca de 127-170
sementes, a graviola ¢ considerada uma fruta exodtica pertencente a familia Annonaceae,
atualmente distribuida por todo o mundo (Lopez-Matrtir et al., 2024)

E uma espécie de arvore tropical perene da familia, sendo originaria de regides de
terras baixas da América central e do Sul. Annona muricata ¢ a que domina ambientes
tropicais, esbelta com suas folhas verdes escuras quando madura possui produz grandes frutos
verdes de seus diferentes formatos (redondos, ovoides, conicos, formato de coracao e curvos),
a graviola da frutos durante todo o ano quando comparada a outra espécies de Annona (Kome

etal.,2024)

Figura 1. (A) Annona muricata fruto; (B) folhas (C) espécie adulto
. - PU———

Fonte: Autora
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Considerando o valor frutifero e farmacologico da Annona muricata as estacas
caulinares podem ser um método eficiente de reproducdo, pois podem antecipar a floragdo e

manter a estabilidade dos compostos ativos da planta (Sousa et al., 2023).

1.2.2.2 Nomes Populares
Annona muricata é conhecida, também, como: Graviola, Jaca-do-Para, Fruta do
Conde, Coracdo de Rainha, Araticum-grande e, também, por Jaca-de-Pobre (Lameira ef al.,

2011).

1.2.2.3 Etimologia
O termo "Annona muricata" vem do latim e do grego. O género Annona foi descrito

por Lineu e deriva do termo latino “annona”, pertencente a familia Annonaceae (Ceolin et al.,

2023)

1.2.2.4 Sinonimia cientifica
Annona bonplandiana Kunth, Annona cearaensis Barb.Rodr., Annona muricata var.

borinquensis Morales, Annona muricata f. mirabilis R.E.Fr. (Powo, 2023)

1.2.2.5 Distribuicdo geografica
Nativa da América Central (Belize, Bolivia, Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana
Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México Sudeste, Nicardgua, Panamad, Peru,

Suriname, Venezuela), e distribuida em outros continentes, como Europa, Asia, Africa (Powo,

2023)
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Figura 2. Distribui¢do geografica de Annona muricata
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(Fonte: Plants of the World Online, Royal Botanic Gardens, Kew. 2023. Licensed under
Creative Commons Attribution CC BY). Disponivel em: em:https://powo.science.kew.org/.

Acesso em: 19 mar. 2024.

1.2.2.6 Uso popular e propriedades farmacoldgicas

E da historia da humanidade o uso de diferentes plantas a fim de atender objetivos
humanos, sendo elas de aplicagdes de veneno até a utilizagdo com atividade curativas, sendo
assim denominadas plantas medicinais (Patricio et al., 2022).

O homem, no periodo pré-histérico, através da observagdo dos animais, ja conseguia
distinguir quais plantas podiam ser comestiveis ou ndo, sendo o uso de plantas medicinais
anterior ao surgimento da escrita na humanidade (Cherobin et al., 2022). Durante milhares de
anos o uso de plantas medicinais era o principal e unico meio de tratamento para saude da
populacdo em geral (Santos et al., 2022).

Para Gasparin ef al. (2022) a utilizacdo das plantas medicinais mostra que elas fazem
parte da evolu¢do humana com seu uso em tratamentos, prevengdes € até mesmo cura de
patologias sendo o método medicinal mais antigo presente na humanidade.

A Graviola ¢ muito utilizada na medicina popular, sendo usada suas folhas, caules, raizes
e sementes para os mais diversos sintomas (Mutakin ef al., 2022). Segundo Zubaidi et al.

(2023), na Tanzania, a folha ¢ muito utilizada para o tratamento de diabetes; na Indonésia e
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nos paises do Pacifico Sul sdo usadas no banho para doengas de pele, assim como também
utilizada para tratar insonia, dores de cabeca e cistite.

A sua fruta ¢ utilizada como remédio natural para neuralgias, dores artriticas, diarréia,
disenteria, parasitas, malaria, reumatismo, erupcdes cutaneas e vermes (Moghadamtousi et al.,
2015).

Enfim, todas as partes da gravioleira sdo utilizadas por povos nativos para diversos
problemas de saude, ressaltando o céancer, parasitas, hiperglicemia entre outros ja citados
(Amancio et al., 2020). As folhas e frutos tradicionalmente usados na medicina, tém efeito e
sedativo; a decocgdo de suas folhas contribui para analgesia e doengas relacionadas a vesicula
biliar (Agunloy; Onifade, 2020).

Como também a infusdo de suas folhas ¢ bastante utilizada pelos efeitos antidiabéticos,
analgésicos, anti-inflamatorios, antiprotozoario, antioxidante e antitumorais (Silva et al.,
2023). O extrato das sementes ¢ utilizado pelos populares para combater uma variedade de

parasitas (Anarado et al., 2020).

1.2.2.7 Composicao quimica

Segundo Gyesi, Opoku e Borquaye (2019), através do 6leo essencial da folha de 4.
muricata foram identificados cerca de 31 compostos (99,98%), enquanto que na fruta foram
32 compostos (99,99%), na folha encontra-se mais quantidade de terpenos e terpendides, no
fruto os compostos alifaticos predominam.

Em um estudo, pode-se observar as estruturas polissacaridicas que constituem fibras
soluveis (hemogalacturonana e arabinogalactana do tipo 1I) e polissacarideos hemicelulésicos
através de fibras alimentares insoluveis (pectina abundante em arabinanas, xilana acida e
complexo xilana-xiloglucana) que estdo presentes na polpa da A.muricata (Leivas et al.
2023).

Na analise por CG-MS, o 6leo da folha apresentou 12 compostos sendo majoritario o
cariofileno (26,04%), na fruta foram cariofileno (32,30%), acido n-hexadecandico (24,8%) ¢
(E)-nerolidol (Osibote; Olaije, 2023). Em um estudo feito com a casca crua da graviola
notou-se que a composi¢ao presente na casca pode ser relacionada as atividades antioxidantes
(Villacis-Chiriboga, 2023)

Em uma analise por HPLC foram encontrados compostos quimicos como antocianinas,
saponinas, terpenoides, triterpenos, flavonoides sendo eles os de maior concentragdo e taninos
estando estes presentes no extrato etandlico da folha de A. muricata, assim como luteolina,

arginina, acido benzdico e acido clorogénico (Nwonuma; Balogun; Gyebi, 2023).
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J4 em uma triagem fitoquimica realizada em sementes da graviola, verificou-se a
presencga de alcaldides, flavonodides, taninos, saponinas, esteroides, terpendides, glicosideos e
apartacao de antocianinas (Inkalaba et al., 2023).

Em uma analise com extrato das folhas por acetato de etila, esterdides, carboidratos e
proteinas ndo foram encontrados, em cloroférmio mostrou auséncia de fenois, com acetona
mostrou apenas trés constituintes, flavonoides, taninos e glicosideo (Asha; Merina; Bojaxa,
2023).

O fruto possui quantidades significativas de compostos fenolicos e posteriormente uma
boa capacidade antioxidante, assim como um estudo in vitro demonstrou que pode se obter
um efeito antidiabético e anti hipertensivo também (Menon et al., 2023).

E muito utilizada a folha da Annona muricata, deixando assim em déficit os estudos
com as outras partes da planta. A anonacina ¢ a principal acetogenina presente nas folhas,
quimicamente elas sdo derivadas de acidos graxos, sendo o acido linoléico derivado de 4cido
graxo, um significante composto contra o cancer (Mohitha; Shanmugam, 2023).

Os alcaldides encontrados em A. muricata e consequentemente extraidos, tem
compatibilidade por receptores 5-HT1A, os quais participam da sintese de dopamina, gerando
assim efeitos antidepressivos e citotoxicos no corpo humano (Patil et al., 2023).

Em uma andlise feita por CG do extrato etanolico da folha de A.muricata pode se
observar que os mais predominantes sdo a classe de flavonoides, polifenodis, alcaloides,
saponinas, assim como também esteroides, glicosideos, cianogénicos, antinutrientes e

glicosideos cardiacos (Onyeike ef al., 2023).

1.2.2.8 Toxicidade

Estudos capazes de avaliar a capacidade toxica de um composto que incluem estudos
de citotoxicidade e genotoxicidade, sdo essenciais para determina¢do do perfil de seguranca e
usos futuros do composto relacionado a agdo farmacoldgica do mesmo (Ferreia et al., 2022).

Em extratos etandlicos, a parte de sua planta 4. muricata, mais especificamente sua
folha em extratos etanolicos, foi considerada toxica frente a outras plantas utilizando a
Artemia salina nas mais diversas concentragdes, sendo a folha com maior propriedade
citotoxica; mas em contrapartida, os extratos da casca do caule da Annona muricata também

demonstraram efeito de citotoxicidade (Silva et al., 2015).

1.2.3 Bioativos da Annona muricata com acao anti-inflamatéria
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As folhas e outras partes de 4. muricata possuem efeitos anti-inflamatérios (Miranda,
2018). Os extratos aquosos de A. muricata foram testados em edema de pata de ratos
induzidos por carragenina em modelos animais, observando-se efeito anti-inflamatorio desta
planta (Cercato, 2021).

As folhas podem ser usadas para dores de cabeca, reumatismo e problemas
anti-inflamatorios no geral. No extrato obtido das cascas de A. muricata com éter de petroleo,
foi possivel identificar o composto 6xido de cariofileno um potencial anti-inflamatorio
significativo, segundo Silva et al., (2015).

Extratos etandlicos e metandlicos obtidos das folhas de 4. muricata mostraram
potencial anti-inflamatorio e citotoxico. A andlise quimica evidenciou a presenga de
polifendis que demonstraram ac¢do anti-inflamatoria ao reduzirem as espécies reativas de
oxigénio (ERO) por neutréfilos e macréfagos (Saraiva et. al., 2022).

A quercetina presente nas folhas e frutos da graviola apresenta a¢do anti-inflamatoria
através da inibi¢do da oxidagdo de lipoproteinas, suprimindo a oxida¢do mieloperoxidase
catalisada (Molekul et al., 2023).

Um outro composto presente na graviola ¢ a rutina, um inibidor eficaz da dihidrofolato
redutase e apresenta atividades anti-inflamatorias, antivirais, anticancerigenas e protetora

contra doengas cardiovasculares (Cai et al., 2023).

1.2.4 Bioativos da Annona muricata com acao antioxidante

Antioxidantes sdo caracterizados por compostos quimicos que tém efeito de prevengao
ou diminui¢do de danos oxidativos de lipidios, proteinas e acidos nucleicos causados por
espécies de oxigénio reativo, incluindo radicais livres, sendo assim, tendo eles capacidade de
interagir com radicais livres e assim reprimir efeitos danosos para o organismo (Vidal, Freitas,
2014).

Os radicais livres, quando ndo encontram outros radicais livres para fazerem ligacdo
um com ou outro em uma tentativa de obter estabilidade, captam elétrons de moléculas
saudaveis, e essa molécula se transforma em outro radical livre, iniciando uma reagdo em
cadeia, o que acarretara em danos celulares em varias células, podendo ter uma propensao
ilimitada se ndo ocorrer a mediacdo de antioxidantes. O processo em questdo se chama de
oxidacdo e pode causar morte celular (Porsch, Simas, Granzoti, 2019).

Existem alguns compostos fendlicos como os flavonoides, que possuem uma estrutura
adequada para o sequestro de radicais livres, sendo ela a presenga do catecol na porgao

presente no anel B de sua estrutura, pois agem como antioxidantes de forma muito eficiente.
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Em estudos conduzidos por Lima et al. (2013), foi indicada a presenca de compostos
fenolicos na Annona muricata, indicando desta forma que esta espécie apresenta potencial
antioxidante.

Em um estudo utilizando o método Folin-Ciocalteau, o qual permitiu quantificar
polifendis totais presentes em uma amostra, evidenciou que as amostras que provém das
folhas demonstraram valores significativamente aumentados de polifenois totais em
comparagdo a polpa, o que correlaciona de maneira positiva com atividades antioxidantes
frente a capacidade de varredura do radical DPPH, capacidade antioxidante que esta
relacionada com a quantidade de polifenois presentes nas amostras (Dani ef al., 2010).

Segundo Agu e Okolie (2017), essas propriedades antioxidantes da planta sdo
atribuidas a alguns de seus fitoquimicos e fitoconstituintes. Em estudos in vitro, notou-se que
as fragdes de éter de petroleo da folha e casca do caule foram capazes de regenerar os radicais
hidroxila melhor que outras partes e fracdes da A. muricata, devido a presenga de flavonoides
e alcaloides. Com as folhas de A.muricata, foi realizado um ensaio em DPPH, o qual
demonstrou importante atuacdo antioxidante dos polifenois, devido a sua neutralizacdo e
absor¢ao de radicais, extingdo do oxigénio triplete e singlete (Vindhya et al., 2023). Para Osei
et al. (2023) em um ensaio de DPPH, pode-se comparar a atividade antioxidante da polpa e da
semente, sendo respectivamente (37,8% a 67,8%) e (90,5 a 94,8%) indicando que a semente

apresenta maior teor de substancias antioxidantes.

1.2.5 Atividade antitumoral de 4.muricata

Células tumorais sdo caracterizadas como benignas e malignas designadas pela
capacidade de grande crescimento por meio de divisdes celulares e de escaparem ao controle
de hospedeiros, sendo uma expansao clonal de células transformadas, as quais adquirem
vantagem proliferativa através de um processo de diversos passos (Piacentini, Menezes,
2012). Classes de acetogeninas vém sendo encontradas em raizes, cascas, folhas, sementes e
frutos com derivagdo de acidos graxos de cadeia isolada e longa (Lima ef al., 2013). Essas
substancias trazem consigo propriedades citotoxicas contra linhagens de células tumorais.
(Lima, 2013).

Estudos mostram que atividades antiproliferativas das folhas em modelos de ratos
F344, nas dosagens de 30 e 300mg/kg, em um periodo de 60 dias, demonstraram a redugdo do
tamanho da prostata, e apos a andlise histoldgica, observou-se células glandulares em
apoptose. A secrecao prostatica de nivel epitelial foi mantida, a vesicula seminal também teve

uma diminui¢ado significativa em todos os grupos testados segundo Simdes (2015).
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No extrato do caule da 4. muricata foi detectada agdo citotdxica nas linhagens SF-295
(gioblastoma-humano) com inibi¢ao de 100%; HL-60 (leucemia promielocitica) com inibi¢ao
de 89,63%. As folhas mostraram 100% de inibigdao para linhagem HL-60 e¢ 71,57% de
inibicao para a linhagem OVCAR-8 (Silva, 2015).

Ja foram identificadas diversas acetogeninas em espécies de anondceas, como, por
exemplo, bulatacina, anonacina, isoanonacina, muricatocina, anomutacina, anomuricina,
geniotalamicina, anossenegalina segundo Filardi, (2010). As acetogeninas isoladas e
identificadas em folhas de 4. muricata apresentam efeitos citotéxico contra linhagens
celulares A-549 do cancer de pulmao e MCF-7 do cancer de mama (Filardi, 2010).

O extrato acetato de etila obtido das folhas de A.muricata foi testado frente as células
de cancer de célon (HT-29 e HCT-116), obtendo-se efeitos citotdxicos significativos com um
IC50 de 11,43 mg/mL e 8,98 mg/mL, respectivamente (Soto et al., 2023). As acetogeninas
sdo o principal grupo de metabdlitos secundarios responsaveis por atividades neoplésicas.
Essa caracteristica estd principalmente, mas ndo de maneira exclusiva, ligada a inibi¢cao do
complexo | mitocondrial, responsavel pelo processo de respiragdo celular, fator relacionado a
morte de células neoplasicas (Ferreira et al., 2022). Para Han et al. (2022) os polissacarideos
presentes nas folhas da graviola podem contribuir para um efeito protetor contra os danos
celulares induzidos pelo estresse oxidativo e lesdes cutaneas causadas por radiagdes. Os
principais polissacarideos s3o a galactose (68,4%) seguido por glicose (24,37%) e manose
(9,81%).

A acetogeninas sao moléculas presentes na familia Annonaceae mas sendo encontrada
em maior quantidade na Graviola, apesar do potencial antitumoral encontrado nas
acetogeninas uma de suas limitagdes ao uso empirico associado ao tratamento do cancer ¢ sua
toxicidade, portanto ¢ possivel reduzir essa toxicidade implementando estratégias de
administracao farmacéutica através de uso de nanomateriais, podendo contribuir assim para
efetividade de seus efeitos anticancerigenos em tratamentos com a utilizagdo das acetogeninas

(Cali., 2024).
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1.4 Objetivo
Avaliar o fator de protecao solar e as atividades antiproliferativa, inibidora da

produgdo de 6xido nitrico e antioxidante do extrato bruto das folhas de A. muricata.
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RESUMO

O extrato bruto (EB) das folhas de 4. muricata obtido por maceragdo apresentou em sua composicao
acido quinico (3,986 mg/g) como majoritario. Inibiu a producdo de 6xido nitrico com (ICs,46pug/mL).
Apresentou agdo antiproliferativa sobre as linhagens NCI-H460 (Gls,= 13,00 ug/mL), MCF-7 (Gl5=
16,00 pg/mL), CaCo2 (Gls= 48,00 pg/mL) e AGS (91,00 ug/mL). Evidenciou potencial antioxidante
celular com 69% de inibigdo. Inibiu 50% do radical DPPH (ICs, = 3,64 mg/mL), reduziu o ferro
(FRAP) em 2,19 pM de sulfato ferroso/mg do extrato. O teor de fenois totais variou de 0,65 a 25,60
ug GAE/mg de EB; o teor de flavonoides variou de 472,00 a 507,79 ug GAE/mg. O fator de protecdo
solar (FPS) foi de 4,03 a 12,48 nas concentracdes de 0,25 a 1,0 mg/mL de EB, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Acido quinico. Flavonoides. FPS. Graviola. MCF-7. NCI-H460. Oxido nitrico.
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ABSTRACT

The crude extract (CE) of A. muricata leaves obtained by maceration presented quinic acid (3.986
mg/g) as the major component. It inhibited nitric oxide production with (IC50 46 ug/mL). It showed
antiproliferative action on the NCI-H460 (GI50 = 13.00 pg/mL), MCF-7 (GI50 = 16.00 pg/mL),
CaCo2 (GI50 =48.00 pg/mL) and AGS (91.00 ug/mL) strains. It showed cellular antioxidant potential
with 69% inhibition. It inhibited 50% of the DPPH radical (IC50 = 3.64 mg/mL), reduced iron (FRAP)
by 2.19 uM of ferrous sulfate/mg of extract. The total phenol content ranged from 0.65 to 25.60 ug
GAE/mg EB; the flavonoid content ranged from 472.00 to 507.79 ug GAE/mg. The sun protection
factor (SPF) was 4.03 to 12.48 at concentrations of 0.25 to 1.0 mg/mL EB, respectively.

KEYWORDS: Quinic acid. Flavonoids. SPF. Soursop. MCF-7. NCI-H460. Nitric oxide.
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1.1 Introducao

Produtos naturais, especialmente compostos derivados de plantas, foram identificados como
uma classe significativa de novos imunomoduladores, particularmente como potentes agentes
anti-inflamatorios e anticancer. Principios ativos encontrados em plantas como alcaloides, terpenoides,
polissacarideos, lactonas, flavonoides, carotenoides e glicosideos, bem como oleos essenciais,
demonstram exibir potenciais efeitos anti-inflamatdrios e anticancer (Abdul Wahab e al., 2018).

A familia Annonaceac compreende aproximadamente 2.500 espécies distribuidas em 135
géneros. Conhecida por sua rica diversidade de compostos bioativos, Annonaceae inclui muitas
espécies com usos etnomedicinais significativos. Entre estas, as espécies do género Annona sdo
notaveis por suas aplicacdes terapéuticas e diversidade quimica. Uma espécie proeminente, Annona
muricata L. conhecida popularmente como graviola, tem sido valorizada por seu potencial medicinal e
ampla gama de usos terapéuticos associados a diferentes partes da planta (Naik et al., 2024). As folhas
e a polpa da fruta desta espécie contém mais antioxidantes do que outras partes da planta (Shanmugam
et al., 2024).

Annona muricata, graviola, €é uma planta que prospera em regides tropicais, sendo encontrada
em todos os biomas brasileiro. Apresenta porte arbustivo, frutos grandes e comestiveis (Rosa ef al.,
2024). Tradicionalmente, uma ampla gama de doengas tem sido tratada com as folhas, cascas, frutas e
sementes. Suas folhas sdo utilizadas como remédio natural atuando como um agente anticancer,
antidiarreico e antidiabético (Hartati et al., 2024). A decoccdo das folhas € reivindicada como tendo
propriedades anti reumaticas e nevralgicas quando administrada internamente, podendo também serem
aplicadas topicamente na forma de cataplasmas para tratar reumatismo e abcessos (Abdallah et al.,
2024). As folhas de graviola tém uma longa histéria de uso tradicional na medicina popular por seus
beneficios a saiude, que vao desde propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias até potenciais
efeitos anticancer (Kuka et al., 2024).

Estudos farmacologicos com A. muricata, indicam atividades antioxidante, anti-inflamatéria e
antineoplasica (Lira et al., 2024), devido a presenca de metabdlitos secundarios, principalmente
acetogeninas, compostos fendlicos, alcaloides e megastigmas, contribuem para seu papel na
eliminacdo de radicais livres ligados ao estresse oxidativo e ao cancer (Flores ef al., 2024).

A triagem fitoquimica das folhas de graviola realizada por Abdallah et al. (2024), revelaram a
presenca de 26 compostos pertencentes a classe de acetogeninas, fenolicos, flavonoides, alcaloides
dentre outros compostos. Neste estudo os autores trataram camundongos albinos machos com
carcinoma ascitico de Ehrlich induzido, com o extrato de folhas observando melhoras significativas
das anormalidades na expressdo de genes pro-apoptoticos (Bax e caspase-3) e anti-apoptoticos (Bcl-2).
Além disso, o extrato mostrou boa protecdo contra o hepatocarcinoma de Ehrlich induzido em tecidos

hepaticos e da massa tumoral.
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E neste sentido encontra-se o objetivo desta pesquisa, avaliar os efeitos antiproliferativos,
inibidor da produgdo de 6xido nitrico, antioxidante e determinar o fator de protecdo solar do extrato

bruto das folhas de Annona muricata.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Obtencio do material vegetal

As folhas foram coletadas no periodo vegetativo nas coordenadas de latitude 23 °C 45* 52” S,
longitude 53 °C 17° 41” W e altitude de 464 metros; no Horto Medicinal da universidade Paranaense,
Campus Umuarama, em 2018. A identificacdo botanica foi realizada no Horto Medicinal de
Umuarama (Universidade Paranaense).

Um exemplar encontra-se depositado no Herbarium Educacional da Universidade Paranaense
sob o n°® 282.

Esta espécie estd registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento do Patrimoénio Genético e

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de registro AA 87435.

1.2.2 Obtencao do extrato bruto das folhas de Annona muricata
As folhas foram pulverizadas e determinada a granulometria a 850 um e submetidas ao processo
de maceracdo dindmica com esgotamento de solvente, utilizando alcool 96°, seguindo-se com a
evaporacao do solvente (Evaporador rotativo TE-210), obtendo assim o extrato bruto das folhas de

graviola.

1.2.3 Identificacdo quimica dos extratos brutos das folhas de Annona muricata

O extrato bruto foi ressuspenso em metanol (grau HPLC), purificado com hidréxido de bario 0,1
M (Synth) e sulfato de zinco 5% (Synth) e filtrado através de uma membrana hidrofobica de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) (tamanho de poro de 0,45 pm e didmetro de 25 mm). O cromatografo
liquido de alta eficiéncia (Prominence HPLC-20A, Shimadzu) foi composto por um detector UV
(SPD-20A, Shimadzu), operado a 280 ¢ 320 nm, ¢ uma coluna C-18 (Shim-pack CLC-ODS(H)™, 25
cm x 4,6 mm x 5 mm, Shimadzu) que foi mantida a 25 °C durante a analise.

A elui¢do do gradiente (0,8 mL min™) foi realizada com as fases mdveis de 4gua ultrapura
acidificada com 0,05% de 4cido férmico (A) e metanol acidificado com 0,1% de 4cido formico (B), da
seguinte forma: 0,01 a 5 min, 20% B; 5 a 25 min, 50% B; e 25 a 30 min, 80% B. Para quantificacdo,
curvas analiticas (R2 > 0,99) foram obtidas com solucdes de acidos galico, cumarico, fertlico, cafeico
e trans-cinAmico, quinico, quercetina e kaempferol (1 a 10 mg mL™). Os resultados foram expressos
em mg 100 g' de peso seco (Donadone et al., 2020). Todos os reagentes usados na anélise foram

adquiridos da Sigma—Aldrich.
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1.2.4 Atividade antiproliferativa dos extratos brutos das folhas de Annona muricata

As atividades do extrato bruto de A. muricata foram realizadas em parceria com o Centro de
Investigacdo de Montanha (CIMO), Instituto Politécnico de Braganca, Portugal. Foram utilizadas as
seguintes linhagens de células tumorais humanas: AGS (adenocarcinoma gastrico), Caco-2
(adenocarcinoma colorretal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma pulmonar).
Linhagem celular ndo tumoral também foram testadas: Vero (African green monkey kidney). Todas as
linhagens celulares foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino,
glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), com excecdo das células
Vero, que foram mantidas no meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), glutamina e
antibioticos. Os frascos contendo as culturas de células foram incubados em estufa contendo 5% CO2
a 37°C em atmosfera umida.

As células foram utilizadas somente quando apresentaram confluéncia de 70 a 80%. Uma massa
conhecida de cada um dos extratos (8 mg) foi dissolvida em em H20 e DMSO (50:50, 1 mL), a fim de
obter as solugdes estoque inicial com concentragao de 8 mg mL.

A partir desta concentracdo foram realizadas diluicdes sucessivas, obtendo as concentragdes de
extrato bruto que variaram de (0,125 - 8 mg/ mL). Cada uma das concentragdes do extrato (10 puL)
foram incubadas com a suspensdo de células (190 pL) das linhagens testadas em microplacas de 96
pogos por 72 horas.

As microplacas foram incubadas a 37°C com 5% CO2, em atmosfera umida, apds verificar a
aderéncia das células. Todas as linhas celulares foram testadas a uma concentrag¢do de 10.000 células/
pogo. Apos o periodo de incubagdo, as células foram ajustadas: O TCA (10% p/ v; 100 uL) foi
previamente resfriado e as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C, lavadas com agua e, apos
secagem, foi adicionada uma solucdo SRB (0,057%, m/v; 100 pL), permanecendo a temperatura
ambiente por 30 minutos.

Para remover o SRB ndo aderido, as placas foram lavadas trés vezes com uma solugdo de acido
acético (1% v/ v) e colocadas para secar a temperatura 37°. Finalmente, o SRB aderido foi solubilizado
com Tris (10 mM, 200 pL) e a absorbancia no comprimento de onda de 540 nm foi lida em um leitor
de micro placas Biotek ELX800.

Os resultados foram expressos em termos de concentragao do extrato bruto das folhas de 4.
muricata com capacidade de inibir o crescimento celular em 50% - Gls,. Como controle positivo foi
utilizado a elipticina. Também foi determinado o indice de seletividade (IS), que consiste na razdo
entre a concentragdo citotoxica de 50% (Gls,) para células VERO e Gl;, para células tumorais

utilizadas conforme Equacao 1.

IS=  Gls, da célula ndo tumoral
GlI;, da célula tumoral Eq. 1
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1.2.5 Atividade inibidora da producio de 6xido nitrico (NO) do extrato bruto das folhas de
Annona muricata

O extrato bruto foi dissolvido em H20 e DMSO (50:50, 1 mL), para obter concentragdo final de
8 mg/mL, a partir da qual foram realizadas dilui¢des sucessivas, obtendo-se as concentragdes a serem
testadas (0,125 - 8 mg/mL). Macréfagos de camundongo da linhagem celular RAW 264.7, obtido da
DMSMZ- Leibniz - Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, foram cultivados em meio DMEM, suplementado com soro fetal inativado por calor (SFB)
(10%), glutamina e antibidticos, ¢ mantidos incubados a 37°C, com 5% de CO2 sob atmosfera umida.
As células foram separadas com um raspador de células.

Em cada pogo foi adicionada uma aliquota da suspensao de células de macrofagos (300 pulL) com
densidade celular de 5 x 105 células/mL e propor¢do de células mortas abaixo de 5% de acordo com o
teste de exclusdo com azul de Tripan. As microplacas foram incubadas por 24 h nas condi¢des
previamente indicadas, de forma a permitir adequada aderéncia e multiplicacdo das células.

Apos esse periodo, as células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato bruto de
A. muricata (15 pL, 0,125 — 8 mg/mL) e incubadas por uma hora, sendo a faixa de concentragio
testada de 6,25 — 400 pg/mL. A estimulagdo foi realizada com a adi¢cdo de 30 pL da solugdo de
lipossacarideo - LPS (ImL/mL) e incubada por mais 24 horas. Dexametasona (50 mM) foi utilizada
como controle positivo e as amostras na auséncia de LPS foram usadas como um controle negativo.

A quantificacdo do oxido nitrico foi realizada por meio do kit do sistema de reagentes Griess
(solugdes de nitrofenamida, etilenodiamina e nitrito) e por meio da curva de calibragdo do nitrito
(nitrito de s6édio 100 mM a 1,6 mM) preparada em placa de 96 pogos. O 6xido nitrico produzido foi
lido a uma absorvancias a 540 nm (leitor de microplaca ELX800 Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EUA) e por comparagdo com a curva de calibracdo padrao.

Os resultados foram calculados através da representagdo grafica da porcentagem de inibig¢do da
produgdo de 6xido nitrico versus concentracdo das amostras e expressos em relacdo a concentragdo de

extratos brutos que causa a inibi¢ao de 50% da produgdo de 6xido nitrico - ICs,.

1.2.6 Atividade antioxidante celular (AAC)

Para avaliar a atividade antioxidante celular, o extrato bruto foi dissolvido em H20 e DMSO
(50:50, ImL), a fim de se obter uma concentragdo de 8mg/mL, a partir da qual foram feitas dilui¢des
sucessivas com 2 ', 7'-diclorohidrofluoresceina (DCFH) preparada com etanol e diluida com HBSS
(50uM), obtendo-se as concentragdes a serem testadas (32,5 — 2000 pM).

Para o método da atividade antioxidante celular (CAA), foi utilizada uma cultura de células de
macrofagos de camundongo (RAW 264,7). As células foram destacadas da placa com um raspador de
células e uma solugdo de 70.000 células/ mL foi preparada. Uma aliquota da suspensao de células de

macrofagos (300 pL) foi transferida para uma placa de 96 pocos de fundo transparente preto (SPL
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Lifesciences). As placas foram incubadas por 48 horas nas condi¢des mencionadas em estufa com 5%
de CO2 a 37 °C e sob atmosfera umida, de forma a garantir adequada adesdo e multiplicacdo celular.

Apbs esse periodo, o meio de crescimento foi descartado e as células foram lavadas com HBSS
(2x, 100 pL), tratadas com diferentes concentragcdes do extrato bruto (200 pL; 32,5 — 2000 uM) e
incubadas por 1 hora.

A fluorescéncia foi determinada a 485 nm de excitagdo e¢ 538 nm de emissdo (leitor de
microplacas Biotek FLx800) a cada 5 minutos durante 1 hora. A quercetina foi usada como controle
positivo, e diclorohidrofluresceina e meio de cultura DMEM foram usados como controle negativo. Os
resultados foram expressos em micromoles de equivalentes de quercetina por grama de extrato (umol

EQ/g de extrato).

1.2.7 Determinacao dos fenoéis totais (FT)

A determinacdo do teor de fenois totais (FT) presentes no EB das folhas de A. muricata foi feita
por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o método de Folin-Ciocalteu segundo
Swain E Hillis (1959) com modificagdes DE SA (2012). As amostras dos extratos foram diluidas em
metanol na concentragdo de 1,0 mg/mL. A solucdo reagente foi composta por 155 puL da solucdo de
Folin-Ciocalteu, 125 pL de solucdo de carbonato de sdédio seguido de 20 puL da amostra diluida (1
mg/mL) em cada pogo da microplaca.

A mistura foi deixada em repouso na auséncia de luz por 60 min e a leitura foi realizada no
aparelho SpectraMax Plus384 Microplate Reader a 760 nm, em triplicata. A curva de calibragdo foi
obtida pelo uso de sete dilui¢des de acido galico (0-100 ug/mL). A equagdo da curva de calibragdo

obtida por regressdo linear ocorreu conforme Equacao 2:

A =0,0196 C-0,031 (R2=0,9997) Eq. 2

Onde A representa a absorbancia medida, C a concentracdo de equivalentes de acido gélico, e
R2 representa o coeficiente de determinagdo para a regressao multipla. Os resultados foram expressos

como ug de equivalente de acido galico (EAG) por mg de amostra.

1.2.8 Determinacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio
segundo Alves e Kubota (2013). O extrato foi ressuspendido em etanol: 4gua (80:20volume / volume)
para obtencdo de concentragdes de 0,25 mg/mL. Uma aliquota de 0,5 mL de extrato foi misturada a
0,5 mL de solugdo de cloreto de aluminio 2% (m/v) em metanol e mantida a temperatura ambiente por
10 minutos.

A variagdo da absorbancia foi determinada em 425 nm. A solugdo de cloreto de aluminio foi

usada como controle analitico. A concentragdo de flavonoides foi calculada de acordo com curva
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padrido de quercetina (5 — 40 pg/mL). Os resultados foram expressos em pg equivalentes a quercetina

(EQ) por mg de extrato.

1.2.9 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Para determinar a capacidade do sequestro de radicais livres de DPPH, foi utilizado a
metodologia descrita por (Rufino et al., 2007). Uma aliquota de 10uL das diferentes concentragdes do
extrato bruto das folhas de C. fistula nas concentracdes (1,0; 0,75; 0,5 ¢ 0,25 mg/mL), com 290 uL de
solugdo metandlica de DPPH (60 uM), preparada no momento da atividade. Para o controle negativo
foi utilizado 10 pL de metanol na solugdo de DPPH (60 uM). A mistura foi mantida no escuro a
temperatura ambiente por 30 minutos. A reducdo da absorvancia foi medida em 515 nm, em um
aparelho SpectraMax Plus®® Microplate Reader. A capacidade antioxidante total dos extratos e fragdes
foi calculada utilizando uma solucao padrao de quercetina (60 uM), como referéncia de 100%. A partir
da correlacdo entre absorbancia versus concentracdo da amostra antioxidante, foi determinada a

concentracao necessaria para reduzir 50% dos radicais livres (ECsy).

1.2.10 Poder antioxidante de Reduc¢do do Ferro (FRAP)

Este método foi avaliado conforme descrito por (Rufino et al., 2006). Para preparar o reagente
FRAP foram combinados 25 mL de tampao acetato (0,3 M), 2,5 mL de solucdao aquosa de 2,4,6-Tris
(2-piridil)-s-triazina (TPTZ - 10 mM), 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico (20 mM) e 3 mL de
agua destilada. A solucdo reagente foi composta por 10 uL. do extrato bruto das folhas de C. fistula nas
concentracdes (1,0; 0,75; 0,5 ¢ 0,25 mg/mL), 290 uL do reagente FRAP em cada pogo da microplaca.
A mistura foi colocada no aparelho Spectra Max Plus*** Microplate Reader e mantida a 37 °C por 30
minutos. A Absorbancia foi lida em 595 nym. Usando uma curva padrdo de sulfato ferroso (0 — 2000
uM) foi calculada a percentagem de atividade antioxidante. A atividade antioxidante foi expressa em

uM sulfato ferroso/mg da amostra.

1.2.9 Determinacio do fator de protecao solar (FPS) in vitro

O extrato foi utilizado na determinagdo do fator de protecdo solar (Oliveira et al., 2021). Os
extratos foram ressuspendidos em etanol para obtencdo de concentracdo de 0,25 mg/mL. A
absorbancia de cada diluigdo foi determinada em trés repeticdes nos comprimentos de onda de 290 a

320 nm com incrementos de 5 nm. O etanol foi usado como controle analitico.

O calculo do valor do FPS ¢ baseado na equacao (3).
FPS = CF EE(&) * I(A) * Abs(A) Eq. 3
Onde:

CF = 10 (fator de correcao)
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EE(M) = espectro de efeito eritemal
I(A) = espectro de intensidade solar
Abs()\) = absorbancia da amostra no comprimento de onda A

Os valores de EE()A) x I(A) sdo constantes (Mansur et al., 1986).

1.2.10 Analise estatistica
Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey (p < 0,05) com o software SPSS Statistics 22.
O StatSoft Statistics 10.0, América do Sul, 2022, foi utilizado para a anélise.

1.3 RESULTADOS
A identificag¢do quimica por foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia cujos

resultados encontram-se discriminados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica do extrato bruto das folhas de Annona muricata usando HPLC.

Composto Extrato bruto das folhas
(mg/g)

Acido cafeico 0,017 +0,00¢
Acido ferrulico 0,042 +0,001¢
Quercetina 0,085+ 0,001¢
Acido quinico 3,986 +£0,179*
Acido Protocatecuico 0,663 +0,018°
Acido cumarico 0,026 + 0,000¢

De forma a comprovar o efeito na inibigdo da producdo de oxido nitrico e a atividade
antiproliferativa do extrato bruto da graviola, encontram-se discriminados na Tabela 2.
Através da identificacdo quimica temos o conhecimento das estruturas das moléculas, a qual

contribui no entendimento das atividades das mesmas, na Figura 3 podemos visualizar estas estruturas.



Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos identificados de Annona muricata
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Tabela 2: Atividade da inibi¢ao da producdo de 6xido nitrico e antiproliferativa e indice de

seletividade do extrato bruto das folhas de Annona muricata.

Extrato bruto das Controle positivo
folhas de Annona
muricata
Atividade inibidora da Dexametasona
producio de 6xido nitrico (ICs,
ng/mL)
RAW 246.7 46,0 2B 6.3+ 0.4A
Linhagens Celulares Atividade IS Elipticina
antiproliferativa
(Gl pg/mL)
AGS 91,00 + 7cB 0,57 1,23 £0.03aA
CaCo2 48,00 £ 3bB 1,08 1,21 £0.02aA
MCF-7 16,00 + 1aB 3,25 1,02 +£0.02aA
NCI-H460 13,00+ 1aB 4,00 1,01 £0.01aA
Vero 52,00 + 3bB 1,41 £ 0.06aA

As médias aritméticas com desvio padrao seguido por diferentes letras, maiusculas em linhas e
minusculas em colunas diferiram significativamente pelo teste HSD de Tukey (p < 0,05). ICs, =
concentracdo efetiva que fornece 50% de inibi¢do da producdo de oxido nitrico. AGS (
adenocarcinoma gastrico). CaCo-2 (adenocarcinoma coloretal ). MCF-7 (adenocarcinoma de mama).
NCI-H460 (carcinoma de pulmao). Afiican green monkey kidney epithelial cells (VERO).

A atividade antioxidantes foram avaliadas por diferentes metodologias, e os resultados

encontram-se discriminados nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Atividade antioxidante celular do extrato bruto das folhas de Annona muricata.

Amostra Concentragdo méxima testada % de inibi¢cdo da concentragao
(ug/mL) maxima testada
EB folhas 2000 69%
Quercetina 2000 93%

EB: extrato bruto

Tabela 4. Atividade antioxidante, avaliada pela eliminacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

(DPPHe) e pelo ensaio de poder de redugdo do ferro (FRAP) do extrato bruto das folhas de Anonna

muricata
Amostra DPPH’ FRAP
mg/mL IC5y (mg/mL) (uM ferrous sulfate/mg)
EB 3,637+ 0,120B 2,191 £ 0,034B
Quercetina 0,010+ 0,001A -
Trolox - 9,175+ 0,001A

Valores sdo a média + desvio padrdo realizados em triplicata. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), e a diferenca entre as medias pelo teste de Tukey's (p < 0.05). Valores
na mesma coluna com diferentes letras indicam diferenga significativa (p < 0.05). Quercetina (0.0103
mg/mL) e Trolox (9.175 mg/mL) foram utilizados como controle positivo para os ensaios de DPPH"
and FRAP, respectivamente. Abreviagoes: ICs;: Concentragdo que inibe 50% ; DPPH"
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; FRAP: Poder de redugdo do ferro. EB: Extrato bruto das folhas de

Anonna muricata

Também foram avaliados os teores de fenois totais (FT), flavonoides e o fator de protecdo

solar (FPS), cujos resultados encontram-se discriminados na Tabela 5.



53

Tabela 5. Determinagdo dos fendis totais (FT) e flavonoides totais do extrato bruto das folhas de

Anonna muricata

Amostras Fenois Totais Flavonoides Fator de Protecao Solar
mg/mL (ug GAE/mg) (Lg GAE/mg) FPS
0,25 0,650+ 0,41c¢ 493,30 +20,32a 4,03 +0,05d
0,50 4,34+ 0,67c 507,79 £ 4,08a 6,00 =0,12¢
0,75 12,25 +1,25b 472,00 = 8,44b 9,72 £0,05b
1,00 25,60 +3,17a 495,90 £ 9,35ab 12,48 £0,13a

Valores sdo a média + desvio padréo realizados em triplicata. Os dados foram submetidoa a
analise de variancia (ANOVA), e a diferenca entre as medias pelo teste de Tukey's (p < 0.05). Valores
na mesma coluna seguidos de diferentes letras indicam diferenga significativa (p < 0.05). GAE:

equivalente de acido galico.

1.4 DISCUSSAO

A analise quimica do extrato bruto das folhas revelou a presenga de compostos fendlicos, com
destaque para o acido quinico, que se encontra em maior quantidade 3,986 mg/g seguido do acido
protocatecuico 0,663mg/g (Tabela 1). O 4cido quinico pode ter contribuido pelas atividades inibidora
da producdo de 6xido nitrico (NO) encontrada neste experimento ICs, = 46,0 pg/mL, valor este
somente 7,3 vezes menor que a atividade da dexamentasona ICy, = 6,3 pg/mL. Segundo
Ghasemi-Dehnoo ef al. (2023) o acido quinico apresenta estrutura polifendlica com atividades
radioprotetoras, antidiabéticas, anti-neuro-inflamatérias e antioxidantes. Estes efeitos foram
observados quando os autores induziram colite em ratos, observando um aumento significativo na
expressdo de genes inflamatorios e apoptoticos, como IL-6, IL-1B, TNF-a, TLR4, INOS, NF-«kB, Bax,
Bcl-2, Caspase-3 e Caspase-8, que levaram a inflamacdo grave nos ratos com colite, bem como a
infiltragdo de células inflamatoérias e danos graves ao epitélio do tecido do colon. Os resultados
fornecidos em grupos terapéuticos revelaram que o acido quinico foi capaz de melhorar as
complicagdes da inflamacdo, apoptose, ¢ lesdes histopatologicas, bem como condi¢cdes de estresse
oxidativo, causadas pela colite.

A quercetina também apresenta a capacidade de reduzir processos inflamatorios agudos,
cronicos e subclinicos, uma vez que reduz a produgdo de mediadores envolvidos na ativagdo e/ou o
recrutamento de células inflamatoérias como, por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o
leucotrieno B4. A quercetina causa ainda a supressdo da produgdo de TNFa e 6xido nitrico nos
macréfagos e mastocitos, além de inibir a formagdo de importantes agentes pro-inflamatérios,

reduzindo a ativagao e o recrutamento de células inflamatérias (Bischoft, 2008).
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Destaca-se, também, o efeito antiproliferativo do extrato frente as linhagens MCF-7 (Gls) =
16,0 ng/mL) e NCI-H460 (Gls, = 13,0 pg/mL). O é&cido cafeico encontrado no EB das folhas de
graviola (Tabela 1) pode ter contribuido para a resposta antiproliferativa (Tabela 2) visto possuir
importante atividade antioxidante e antiproliferativa, ativando o processo de apoptose em células do
cancer de mama por meio da modulacdo de caspases e fragmentacdo do DNA, destruindo as células
tumorais (Feitoza et al., 2021). O acido cafeico exerceu agao inibitdria sobre a enzima xantina oxidase.
Esta enzima ¢ uma fonte de radicais livres, aumentando o nivel oxidativo e induzindo danos celulares.
Estudos indicam a presenga de niveis elevados desta enzima em tecidos neoplasicos (Sousa, 2008).

O é4cido quinico, com comprovada agdo antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antivascular,
anti-inflamatorio e anticancer foi investigado quanto a acdo antitumoral frente a célula de cancer oral
(SCC-4). O éacido quinico promoveu apoptose nas células testadas ao regular negativamente a
expressdo de genes antiapoptdticos atenuando a expressdo da ciclina D1 e da via de sinalizagdo Akt.
(Singh et al., 2018).

A quercetina tem sido amplamente estudada por suas atividades antiproliferativas, antivirais,
anti-inflamatorias e antioxidantes e por seu efeito potencial no cancer e em doengas cardiovasculares,
inflamatorias e infecciosas. Estudos indicaram que a quercetina teve um efeito inibitdrio no
crescimento de varios tipos de linhagens de células de cancer de tireoide: TPC-1 (linhagem de células
de cancer de tireoide papilar), FTC-133 (linhagem de células de cancer de tireoide folicular), NPA
(linhagem de células de céancer de tireoide papilar pouco diferenciada), FRO e ARO (linhagens de
células de cancer de tireoide anaplasico) (Giuliani et al., 2024).

A atividade biologica dos bioativos, deve-se ser complementada com a investigacdo da
citotoxicidade destas moléculas, de forma a garantir a seguranga na aplicagcdo em produtos. Os valores
referéncia para avaliar o grau de citotoxicidade em células VERO indicam que a substancia ¢
citotoxica com CC50 < 100 pug/mL, citotoxicidade moderada CC50 entre 100 a 200 pug/mL e ndo
citotdoxico CC50 > 200 pg/mL (Sarmento, 2016). Neste sentido, o extrato bruto de A. muricatta pode
ser considerado téxico (CC50=52.00 ug/mL) frente a célula VERO (Tabela 2).

De forma a corroborar com a citotoxicidade encontrada, foi determinado o indice de
seletividade (IS), que consiste em um parametro para avaliar se ha diferenca na nocividade entre
linhagens de células normais e células tumorais. Para que se considere baixa citotoxicidade o indice de
seletividade (IS) adequado seria maior que 10, sendo reconhecidos como promissores e seguros, com
possibilidade de auséncia de toxicidade (Domingos, 2024). Neste sentido, Suffness e Pezzuto (1991)
consideram significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0. Na Tabela 2 encontram-se
discriminados o IS do extrato frente as diferentes linhagens celulares e ndo celulares pesquisadas,
indicando que para as linhagens MCF-7 e NCI-H460, o IS foi de 3,25 e 4,0 respectivamente,
indicando maior seletividade celular e menor toxicidade. Em contrapartida, para as linhagens AGS e
CaCo2 o IS foi de 0,57 e 1,08, respectivamente indicando baixa seletividade, frente as células testadas.

A toxicidade do extrato das folhas encontrada neste estudo pode ser corroborada em estudos
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conduzidos Abdul Wahab et al. (2018) relatando que os extratos etanolicos das folhas de 4. muricata
exibiram DLs, de 1,67 g/kg nas dosagens de 0,5, 1, 1,5, 2 e 3 g/kg, indicando toxicidade. Yang et al.
(2015) investigaram a toxicidade do extrato da folha de A. muricata junto com seus extratos
enriquecidos com flavonoides e acetogeninas e revelaram que o extrato enriquecido com acetogeninas
era mais toxico do que os outros extratos. Investigacdes conduzidas por Abdul Wahab et al. (2018)
revelam que a toxicidade encontrada nas folhas deva-se a presenca das acetogeninas anonaceas
(anonacina) e do alcaloide benzil tetrahidroisoquinolina.

Os compostos fendlicos presentes nas plantas demonstram atividade antioxidante e podem
ajudar a proteger as células contra os danos oxidativos causados pelos radicais livres (Terpinc;
Abramovic, 2010). Neste contexto, os compostos que mais apresentam uma atividade antioxidante sdao
os acidos fendlicos e os flavonoides; desempenhando um papel muito importante como
neutralizadores de radicais livres tendo base o niimero e localizagdo de seus grupos -OH, sendo assim
conforme maior a quantidade de acidos fendlicos maior a neutralizacdo de radicais livres (Marlita,
2024).

Dentre as investigacdes antioxidantes realizadas com o extrato, destaca-se a atividade
antioxidante celular, demonstrado uma porcentagem de inibicdo da concentragdo maxima testada de
69% (Tabela 3). Destaca-se também os resultados encontrados pelo método FRAP 2,191 uM sulfato
ferroso/mg de amostra, indicando que a reducdo do ferro pelo extrato foi somente 4,18 vezes menor
que o Trolox utilizado como controle positivo, podendo ser justificado pela presenca da quercetina,
que possui propriedades quelante e estabilizadora do ferro (Hadrick, 2024). A presenca do acido
cafeico nas folhas (Tabela 1) pode ser um dos responsaveis pelo potencial antioxidante encontrado,
pois em investigagdes conduzidas por Barbosa, (2024) indicaram que o acido cafeico apresenta
atividade imunomoduladora, antioxidante, anti inflamatoria (Barbosa, 2024).

A presenca de flavonoides variou de 472,00 a 507,79 ug EQ/mG de extrato (Tabela 5). A
quercetina pode ter contribuido para o teor encontrado no extrato das folhas com 0,085 mg/g (Tabela
1) e também contribuido com os resultados antioxidantes. A quercetina ¢ um potente antioxidante
pertencente a classe dos flavonoides, que sequestra radicais de oxigénio como ‘OH e O,", inibe a
xantina oxidase e a peroxidagdo lipidica, além de possuir propriedades quelante e estabilizadora do
ferro. Desta forma, a quercetina pode inibir o processo de formagdo de radicais livres em trés etapas
diferentes: na inicia¢do (pela interacdo com ions superdxido), na formacao de radicais hidroxil (por
quelar ions de ferro) e na peroxidagao lipidica (por reagir com radicais peroxil de lipideos) (Hadrick,
2024). A agdo farmacoldgica da quercetina ¢ ampla, com destaque para a inibi¢do da peroxidacao
lipidica, agregacao plaquetaria e biogénese mitocondrial (Rocha et. al, 2024).

O fator de protecao solar (FPS) do extrato bruto de Annona muricata apresentou resultados
crescentes a partir de 0,50 mg/mL , obtendo nessa concentragdo o fator de protecdo solar 6, na
concentracdo de 0,75 mg/mL obteve 9,72 e com apenas 1 mg/m/Ldo EB obteve o resultado de 12,48

FPS, com nivel de protecdo considerado médio (Schalka; Silva dos Reis, 2011). O valor minimo
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exigido pela RDC N°629, de 10 de Margo de 2022, da Anvisa, estabelece que um produto fotoprotetor
deve apresentar o FPS minimo de 6 (Anvisa, 2022). Por meio dos parametros é possivel identificar o
promissor fator de protecdo solar através do extrato bruto das folhas de A. muricata, demonstrando seu
potencial diante de seus metabolitos secundarios identificados (Tabela 1) na planta.

Através do fator de protegdo solar ¢ possivel fazer um calculo de permanéncia em exposi¢do
solar utilizando o fator de protecdo solar versus o tempo de exposi¢cdo sem o protetor solar, um
exemplo do resultado obtido de FPS 12 x 20 minutos sem protecdo = 240 minutos com protetor a
exposicao solar, lembrando que devem ser reaplicados no intervalo de 3-4 horas (De Souza, 2021).

Compostos fenolicos apresentam a carateristica de absor¢do de luz UV quanto maior sua
quantidade melhor sua ag¢ao de absor¢cdo UV, sendo considerados excelentes antioxidantes (Azevedo,
2024). Os antioxidantes tem a caracteristica de diminuir e retardar a reagao oxidativa e melanogénese,
diminuem o efeitos deletérios da radiagdo violeta na pele, prevenindo a hiperpigmentacdo cutinea

reduzindo as reagdes oxidativas necessarias para a formacdo do pigmento (Da Silva Camilo, 2024).
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1.5 CONCLUSAO

No extrato bruto das folhas de A.muricata foram identificados através dos testes quimicos
realizados, uma variedade em compostos fendlicos sendo ele prevalente o Acido Quinico, como
também a Quercetina, um flavonoide com qual contribuiu com as atividades avaliadas e seus
potenciais antiproliferativo, antioxidante, anti-inflamatorio e fotoprotetor encontrados no presente
estudo, indicando que esta espécie Annona muricata nos mostra a importancia de seus estudos
voltados para a saude unica pois apresentam beneficios para um todo sendo ela dotada de potencial

farmacologico.
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3. CONCLUSAO

1 No extrato bruto das folhas de Annona muricata podemos conhecer sobre seus potenciais
farmacologicos demonstrados em testes realizados, podemos observar a importancia de
uma espécie conhecida em nosso pais com sua riqueza farmacologica, abordando uma
satde tnica beneficiando ndo somente nés seres humanos mas como também podendo
abranger uma saude animal também, através de seus resultados encontrados. Uma planta
que movimenta o comércio com suas frutas deliciosas como também sendo pertencente a
essa familia Annonaceae, fazendo parte de um género rico em diversas espécies que nos

apresentam variedades em plantas e potenciais farmacoldgicos.
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