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RESUMO

REIS, C.N. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Fevereiro de 2011; Annona muricata L.: Analise quimica e biolégica dos frutos de
gravioleira; Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.; Banca
Avaliadora: Michelle Frazdo Muzitano. D.Sc.; Rodrigo Rodrigues de Oliveira,
D.Sc.; Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, em conjunto com o Laboratério de
Biologia do Reconhecer do Centro de Biociéncias e Biotecnologia, ha
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes, RJ. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil quimico da polpa dos
frutos de gravioleira, Anona muricata L. (Annonaceae), a atividade antioxidante, o
teor de taninos e fendis totais e a capacidade de inibir a producéo de éxido nitrico
(NO) por macrofagos, o que em tese pode justificar seu uso popular como anti-
inflamatdrio e um possivel alimento funcional. Para a obtencdo do sumo, a polpa
dos frutos de gravioleira foi separada das sementes e cascas e submetida a
extracgdo com agua na proporcdo de 75% (p/v). Os fracionamentos
cromatograficos foram realizados com o intuito de se obter uma substancia
purificada. O conhecimento do perfil quimico do sumo e fracbes conduziu a

guantificacdo de rutina e quercetina (baixos teores). A partir da purificacdo do
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sumo, obteve-se uma substancia isolada (G1), a qual foi enviada ao RMN para
sua elucidacdo estrutural, sendo identificada como benzoato-2-metil heptila. O
sumo, fracbes, G1 e padrdes quimicos foram avaliados quanto sua atividade
antioxidante, observando-se que ocorre diminuicdo da capacidade de sequestro
de radicais livres com a purificagdo. A partir de analises de taninos e fendis totais
do sumo e do sobrenadante oriundos da polpa dos frutos de gravioleira, nao
foram detectados taninos hidrolisaveis e verificou-se que os teores de taninos
condensados e fendis totais concentram-se no sumo. A relacdo entre a
concentracdo de fendis totais e a capacidade de sequestrar radicais livres das
amostras foi positiva, visto que as amostras com maior concentracdo de fendis
totais sdo justamente as que apresentam maior atividade antioxidante. Na andlise
imunofarmacologica verificou-se que 0 sumo nao apresentou capacidade inibitéria
de producédo de NO e nao foi observada liberacdo de LDH. Em células tumorais
(U937), o sumo nao induziu atividade citostatica, ndo interferindo na viabilidade,
crescimento e morte celular por necrose. Ja as fracdes apresentaram resultados
inversos ao sumo. Com estes resultados, pode-se verificar que o sumo nao
apresentou citotoxicidade e nao foi capaz de inibir a producdo de NO em
macréfagos, enquanto as fracdes interferem na viabilidade celular tanto em
macréfagos quanto em células tumorais, e possuem atividade inibitoria na
producdo de NO. Desta forma, este trabalho permitiu conhecer quimicamente a
polpa dos frutos da gravioleira até entdo pouco estudada e avaliar sua atividade
antioxidante e imunofarmacolégica, contribuindo para a compreenséo cientifica do

seu possivel uso popular como anti-inflamatorio.



XXii

ABSTRACT

REIS, C.N. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
February of 2011; Annona muricata L.: Chemical and biological analysis of
soursop fruit; Teacher Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.; Banking
Appraiser: Michelle Frazdo Muzitano. D.Sc.; Rodrigo Rodrigues de Oliveira, D.Sc.;
Silvia Menezes de Faria Pereira, D.Sc.

This work was conducted at the Laboratério de Tecnologia de Alimentos, Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias in conjunction with the Laboratorio de
Biologia do Reconhecer, Centro de Biociéncias e Biotecnologia of the
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes, RJ. The aim of this study was to evaluate the chemical profile of the
fruit pulp of soursop, Anona muricata L. (Annonaceae), the antioxidant activity, the
level of tannins and phenols and the ability to inhibit production of nitric oxide (NO)
by macrophages, which in theory could justify its use as a popular anti-
inflammatory and a potential functional food. To obtain the juice, fruit pulp of
soursop was separated from the seeds and skins and subjected to extraction with
water at a rate of 75% (w / v). The chromatographic fractionations were performed
in order to obtain a purified substance. Knowledge of the chemical profile of the
juice and fractions led to quantification of rutin and quercetin (low levels). From the
purification of the juice, we obtained a pure compound (G1), which was sent to the

NMR structural elucidation, identified as 2-methyl-heptyl benzoate. The juice,
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fractions, G1 and chemical patterns were evaluated for their antioxidant activity,
noting that there is a reduction of capacity for carbon free radicals with purification.
From analysis of tannins and phenols of juice and pulp from the supernatant of
soursop fruit, hydrolysable tannins were not detected and it was found that the
levels of condensed tannins and total phenols in juice concentrate. The
relationship between the concentration of total phenols and the ability to scavenge
free radicals in the samples was positive, whereas samples with higher
concentrations of phenolics are precisely those that have a higher antioxidant
activity. In immunopharmacology analysis showed that the juice did not show
inhibitory effect of NO production and there was no release of LDH. In tumor cells
(U937), the juice did not induce cytostatic activity, no effect on viability, growth and
cell death by necrosis. Since the fractions showed opposite results to the juice.
With these results, it is found that the juice showed no cytotoxicity and was not
able to inhibit NO production in macrophages, while the fractions interfere with cell
viability in both macrophages as in tumor cells and have inhibitory activity on NO
production . Thus, this study provided information about the chemical pulp of the
fruit of soursop little studied and to evaluate its antioxidant activity and
immunopharmacology, contributing to the scientific understanding of its possible

use as a popular anti-inflammatory.



1. INTRODUCAO

O uso das plantas como fonte de alimentos e produtos terapéuticos talvez
seja tdo antigo quanto a propria humanidade (Srivastava et al., 2000). As fontes
vegetais contém metabdlitos secundarios potenciais para o desenvolvimento de
novos farmacos (Kim et al.,, 2004). Dentre os metabolitos secundarios mais
estudados estdo os terpendides (substancias isoprénicas) e os flavondides
(compostos fendlicos), que sdo um grupo de pigmentos vegetais com extensa
distribuicdo na natureza (Ribeiro et al., 2004).

As substancias terpénicas, por sua vez, constituem a maioria dos O6leos
essenciais, 0s quais sdo empregados como flavorizantes (nos alimentos), fragancias
(em perfumes) e formulagdes farmacéuticas (Luna, 2006).

Os flavondides possuem capacidade anti-inflamatéria, visto que inibem a
producdo de mediadores inflamatérios ao modular o mecanismo do &cido
araquidoénico, inibindo varias enzimas como, por exemplo: ATPase, ciclooxigenase,
lipoxigenase, NADH oxidase, proteina quinase, hidrolases, peroxidases,
metalopeptidases, tirosinases e as fosfolipases. Assim, os flavondéides tém sido alvo
de crescente interesse como potencial farmaco de uso terapéutico na inibicdo ou
mesmo na diminui¢do da atividade inflamatéria (Campos e Miraldo, 2006).

Vérios estudos mostram que o consumo de frutas e vegetais esta associado
com a reducao ao risco de muitas doencas, incluindo o cancer, a aterosclerose e as
doencgas neurovegetativas que, normalmente, estdo relacionadas com os elevados

niveis de estresse oxidativo. O estresse oxidativo € um estado de vulnerabilidade do



sistema de defesa em que ha uma producdo excessiva das espécies reativas do
oxigénio (ERO) que supera a capacidade antioxidante de defesa do organismo,
estando, portanto, sujeito a doengas infecciosas e degenerativas (Spada et al.,
2008).

Substancias antioxidantes podem diminuir o estresse oxidativo minimizando a
incidéncia dessas doencas e as frutas fornecem diversas substancias antioxidantes,
tais como vitamina C, B-caroteno e outros polifenéis (Bernardes et al., 2010; Spada
et al., 2008). A procura por novos agentes antioxidantes a partir de fontes vegetais
usadas na dieta humana e na medicina popular pode levar a descoberta de
moléculas naturais com elevado potencial anti-inflamatério in vitro e in vivo. Estas
substancias poderiam justificar o uso popular de tais espécies vegetais como anti-
inflamatorias (Fang e Liu, 2002).

Nesse sentido, observa-se uma crescente concentracdo de esforcos na
pesquisa de produtos naturais advindos de plantas frutiferas. Porém, sdo escassos
0S grupos de pesquisa que atuam na area de caracterizacao de pigmentos em frutos
no pais.

O Brasil tem se sobressaido como um respeitavel produtor e consumidor de
frutas e a Annona muricata L., graviola, ocupa um lugar de destaque. Integrando a
diversidade biologica da regido de Campos dos Goytacazes - RJ e com
proeminéncia na economia de frutos tropicais, a graviola possui substancias
fendlicas e terpénicas com acéo antioxidante (Baskar et al., 2007). E empregada,
principalmente, na industria de polpas alimenticias. Nesse sentido, o0 avanco no
conhecimento quimico a partir de seus frutos e do enfoque biol6égico sobre a
utilizacdo do mesmo, principalmente seu efeito anti-inflamatorio, provavelmente ira
incentivar a comercializacdo desses frutos, gerando uma possivel contribuicdo para
0 crescimento econdmico da cidade.

Diante da escassez de estudos que vém sendo produzidos sobre os frutos da
gravioleira, o enfoque principal desta pesquisa é avaliar a sua composicao quimica e
acao antioxidante e, aliado a isto, sua citotoxidez com sua possivel utilizacdo como

alimento funcional.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é isolar e identificar as substancias ativas presentes
nos frutos de gravioleira (Annona muricata L.) investigando sua atividade biologica e,
desta forma, ampliar o conhecimento quimico e bioldgico acerca da polpa dos frutos
de Annona muricata L., para a possivel utilizacdo do mesmo como alimento

funcional.

2.2 Objetivos Especificos

= Avaliar o perfil quimico da polpa dos frutos de A. muricata L. por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

= Avaliar atividade antioxidante do sumo e fracGes a partir da polpa dos frutos
de A. muricata L. através de métodos espectroscopicos;

= |solar e identificar os compostos ativos presentes nos frutos através de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas;

= Determinar os teores de taninos e fenais totais;

= Avaliar a atividade inibitéria da producédo de éxido nitrico;

= Avaliar a citotoxicidade em células RAW 264.7 e a acdo sobre células

tumorais da linhagem U937 através de modelos in vitro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Substancias Encontradas em Alimentos Funcionais

A expressao “alimento funcional” foi empregada pela primeira vez em 1985 no
Japao (Moraes et al., 2006) e sua definicho abrange qualquer substancia ou
componente de um alimento que proporcione, além do valor nutricional, beneficios a
saude e até mesmo a prevencao e o tratamento de doencas. Como exemplo podem-
se citar: frutos, hortalicas, graos, alimentos fortificados e suplementos alimentares
(Bernardes et al., 2010; IFIC, 2006). Alguns alimentos funcionais contém como
substancias: as alicinas encontradas no alho, os carotenodides (substancias
isoprénicas) e flavonoides (substancias fendlicas) encontrados em frutas e vegetais,
os glucosinolatos presente nos vegetais cruciferos e o0s acidos graxos
poliinsaturados encontrados em Oleos vegetais e 0leo de peixe (Roberfroid, 2002).

Alimentos funcionais ndo podem ser desenvolvidos simplesmente pela adicao
ou mistura de ingredientes apropriados (Casé et al., 2005). Alguns critérios foram
estabelecidos para determinacdo de um alimento funcional, tais como: exercer acao
metabdlica ou fisiolégica que contribua para a saude fisica e para a diminuicdo de
morbidades crénicas; integrar a alimentacdo usual; os efeitos positivos devem ser
obtidos em quantidades néo tdxicas, perdurando mesmo apds suspensdo de sua
ingestao; e, por fim, os alimentos funcionais ndo sédo destinados ao tratamento ou a

cura das doencas (Bernardes et al., 2010; Borges, 2000).



Com o aumento da expectativa de vida dos brasileiros e a0 mesmo tempo o
crescente aparecimento de doencas cronicas como obesidade, hipertenséo,
osteoporose, diabetes e cancer, é crescente a preocupagdo com uma alimentagéo
saudavel. Nesse sentido, a perda da saude justifica a producdo de alimentos
funcionais, sendo peca chave na diminuigéo do risco de doencgas e na promocao de
qualidade de vida (ABIA, 2008).

Assim, pesquisas com alimentos funcionais n&o irdo trazer os avangos para a
salde sem que os beneficios dos alimentos sejam efetivamente comprovados e
passem a ser de dominio publico. Doencas poderiam ser evitadas associando-se
dieta equilibrada, habitos de vida saudaveis e alimentos funcionais (Casé et al.,
2005).

3.2 Classes de Substancias Biologicamente Ativas

As substancias biologicamente ativas encontradas nos alimentos funcionais
podem ser classificadas em grupos, como: probidticos e prebioticos, alimentos
sulfurados e nitrogenados, pigmentos e vitaminas, compostos fendlicos, acidos
graxos poliinsaturados e fibras (Rodriguez et al., 2003; Roberfroid, 2002).

Os probidticos sdo microrganismos vivos que podem ser agregados como
suplementos na dieta, afetando de forma benéfica o desenvolvimento da flora
microbiana e conferindo beneficios a saude do hospedeiro (Saad, 2006), como por
exemplo, Escherichia coli Nissle, Saccharomyces cerevisiae, Enterococcus faecalis,
entre outros (Reig e Anesto, 2002). Os prebidticos sdo oligossacarideos néo
digeriveis, porém fermentaveis cuja funcdo é mudar a atividade e a composicédo da
microbiota intestinal com a perspectiva de promover a saude do hospedeiro
(Rodriguez et al., 2003; Roberfroid, 2002).

Os alimentos sulfurados e nitrogenados sdo compostos organicos usados na
protecdo contra a carcinogénese e mutagénese, sendo ativadores de enzimas na
detoxificacdo do figado. Os isotiocianatos e ind6is sdo compostos antioxidantes que
estdo presentes também em cruciferas, tais como brocolis, couve e repolho. Ja as
fibras sdo substancias com alto peso molecular, encontradas nos vegetais, como 0s
graos, em verduras, raizes e outras hortalicas (Anjo, 2004).

A vitamina C (acido ascoérbico) é, geralmente, adicionada a produtos

alimentares para inibir a formagdo de metabdlitos nitrosos carcinogénicos. Os



beneficios obtidos de sua utilizacdo terapéutica incluem o efeito protetor contra os
danos causados pela exposicao as radiagdes e medicamentos, e um possivel papel
de protecao no desenvolvimento de tumores em humanos (Moraes et al., 2006).

Os acidos graxos poliinsaturados, destacando as séries 6mega 3 e 6, sao
encontrados em alguns peixes de agua fria, 6leos vegetais, sementes de linhaca,
nozes e alguns tipos de vegetais. Os principais acidos graxos da familia 6mega 3
sdo o alfa-linolénico, o eicosapentandico (EPA) e o docasahexandico (DHA),
enquanto que na familia 6mega 6 destacam-se o acido linoléico e o araquidénico.
EPA e DHA sao sintetizados nos seres humanos a partir do acido linolénico, o qual é
o precursor primordial das prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos com
atividade anti-inflamatéria, anticoagulante, vasodilatadora e antiagregante (Pimentel
et al., 2005).

Nesse contexto, 0 metabolismo vegetal € dividido em metabolismo primario e
secundario. Contudo, na realidade, ndo existe uma divisédo precisa entre os dois
tipos. Admite-se, porém, que os lipidios, as proteinas, os carboidratos e os acidos
nucléicos, que sdo comuns aos seres vivos e fundamentais para a manutencéo das
células, sdo oriundos do metabolismo primario e as substancias originadas a partir
de rotas biossintéticas diversas e, portanto, mais elaboradas, sdo produtos do
metabolismo secundario (Bernardes et al., 2010; Campos, 2008).

Os metabdlitos secundarios séo divididos em trés grupos principais: 0s
compostos fendlicos, os terpenos e 0s compostos nitrogenados. Dentre o0s
metabolitos secundarios mais estudados na pesquisa cientifica estdo os terpendides
(substancias isoprénicas) e os flavonoides (compostos fendlicos), que constituem
grupos de pigmentos com ampla distribuicdo na natureza (Campos, 2008).

Os pigmentos naturais possuem estrutura e propriedades quimicas e fisicas
diferenciadas e sdo agrupados de acordo com suas estruturas quimicas em:
substancias heterociclicas tetrapirrélica, substancias com estrutura isoprénica,
betalainas, substancias quinoidais, taninos e os flavonoides (Bernardes et al., 2010;
O'prey et al., 2003).

Os terpenos (ou terpendides) constituem o maior grupo de produtos
secundarios. Sao, em geral, insollveis em agua e sintetizados a partir do acetil-CoA.
Exemplos de terpendides incluem as giberelinas e os carotendides (Fabri, 2008).

Os compostos fendlicos compdéem uma ampla classe de substancias de

origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Existem cerca de cinco



mil fendis, dentre eles, destacam-se os acidos fendlicos, fendis simples, flavondides,
cumarinas, taninos hidrolisaveis, ligninas e tocoferdéis, os quais possuem atividade

antioxidante comprovada (Oliveira et al., 2009; Angelo et al., 2007).

3.2.1 Terpenos ou Terpendides

Os terpenos sdo largamente distribuidos no Reino Vegetal e exibem
propriedades farmacoldgicas. Entre outras acdes, 0s terpendides apresentam
propriedades anti-inflamatérias e antinoceptivas, inibem a agregacdo plaquetaria e
interferem a nivel intracelular em varios passos do mecanismo de transducédo
(Sartori, 2005).

Os componentes quimicos dos 6leos volateis podem ser divididos em duas
classes: os derivados dos terpendides, formados pela via do acido mevalbnico-
acetato, e os derivados do fenilpropanoide (Figura 1), compostos aromaticos
formados pela via do &cido chiquimico (Prado, 2007).

Figura 1: Estrutura de terpendides e fenilpropandides.

Os terpendides possuem uma estrutura comum, pois suas formulas
representam a unido de duas, trés, quatro ou mais unidades do isopreno (2-metil-1,
3-butanodieno ou metilbutanodieno). Assim, os terpenos sao formados por diversas
ciclizacbes, rearranjos, perdas ou adicdes de atomos de carbono. Classificados
como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos, sendo os dois
primeiros encontrados principalmente em Oleos essenciais (Prado, 2007; Dey &
Harborne, 1997).

Os monoterpenos fazem parte da classe mais simples dos terpendides, sendo
constituidos por 10 atomos de carbono, ou seja, duas unidades de isopreno, e sao

componentes da maioria dos 6leos essenciais. O maior interesse nestes compostos



€ 0 seu uso como perfumes e flavorizantes em alimentos, além de apresentarem
efeitos inseticida e farmacoldgico (Prado, 2007; Dey & Harborne, 1997).
Os monoterpenos sado classificados em aciclicos, ciclopentandides,

ciclohexandides (Figura 2) e irregulares.
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Figura 2: Estrutura quimica de monoterpenos.

Os sesquiterpenos (Figura 3) sdo bastante encontrados em plantas, fungos e
algas. Mais de 100 sesquiterpenos sao conhecidos e identificados. Eles aparecem
principalmente com monoterpenos em 0Oleos essenciais. Sua estrutura compreende
15 atomos de carbono, relacionando-se com o constituinte fundamental do qual
podem considerar-se derivados: o trans-cis-farnesol ou o trans-trans-farnesol (Costa,
1994). A maioria dos sesquiterpenos apresenta propriedades biolégicas como
inseticida e antibiética (Prado, 2007; Dey & Harborne, 1997).
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Figura 3: Estrutura quimica do sesquiterpeno.

Os compostos terpénicos constituem a maior parte dos Oleos essenciais. Os
monoterpenos mais comuns encontrados nos 6leos volateis sao: linalol, geraniol,
tujona, canfora, limoneno e outros. Ja entre 0s sesquiterpenos mais comuns
encontra-se o farnesol, nerolidol, bisaboleno e outros (Prado, 2007).

A chave para a rota biossintética dos isoprendides foi determinada pelo acido

mevaldnico (AMV), o qual apresenta 6 atomos de carbono. O acido mevalbnico é



catalisado pela hidroxi-metilglutaril-CoA redutase, advindo do metabolismo da
glicose, mais precisamente pela condensacdo alddlica da acetil-CoA com
acetoacetil-CoA (Prado, 2007).

Seguindo a rota biossintética (Figura 4), o AMV ¢é convertido em
isopentilpirofosfato (IPP). O IPP converte-se no seu isomero dimetil-alilpirofosfato
(DMAPP), o qual, através de reacdo de condensacdo forma o geranilpirofosfato
(GPP), que novamente condensa-se com outra molécula de IPP formando o farnesil
pirofosfato (FPP). Estas condensac¢fes de IPP com pirofosfatos alilicos produzem
novos prenil-pirofosfatos, ou seja, resultando em sesquiterpenos e diterpenos
(Prado, 2007; Dey & Harbone, 1997).

CoasCoa OPP OPP
acetil'"CoA
’ E—— —> — <>
acetoacetil"CoA
= Z
O O (e} O
mevalonato IPP DMAPP

monoterpenos -«——

geranilpirofosfato (GPP)

NS
diterpenos «-—— =
OPP

/ farnesilpirofosfato (FPP)
triterpenos

sesquiterpenos

Figura 4: Biossintese de Terpenos.
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3.2.2 Flavondides

Os flavonoides foram identificados pela primeira vez em 1930, pelo Dr. Szent
Gyorgy, a partir da casca do limdo, de onde foi extraida a citrina, a qual possuia
capacidade de regulacdo da permeabilidade dos capilares (Campos, 2008).
Constituem uma das classes de polifendis e sdo importantes fitonutrientes presentes
principalmente em vegetais, frutas e bebidas (Kim et al., 2006).

Junto com os terpendides e alcaldides, os flavondides representam uma das
trés maiores classes de metabdlitos secundarios (Ribani, 2006). Sé&o
biossintetizados nas plantas a partir de uma rota biossintética mista, a partir do acido
chiquimico e do acetato via acido mevalénico como mostra a figura 5 (Bernardes et
al., 2010; Ribani, 2006; Harborne, 1994a).

Carboidratos

l l

] o 3 Acetil CoA
Via Chiguimica
l v
1 ! /© ! /©/ - /©/ oo
Fenilalanina — — —, IJl}l 3 2HC
I hi f COSCoA
HO\C/CH HO_CH SCoA _CH

] I

0 o |

i - , . . Malonil-CoA
Acido Cinamico Acido Cumérico 4 — Coumaroil - CoA ! \4

OH

OH o

2, 4’, 6, 4-Tetrahidroxichalcona

Figura 5: Biossintese geral dos flavondides, mostrando as etapas de formacdo da

chalcona intermediaria basica C15. Enzimas: | - Fenil amodnia liase; Il - Cinamato 4-
hidroxilase; Ill - 4-coumarato:CoA ligase; IV - Acetil-CoA carboxilase; V - Chalcona
sintase.

A chalcona sintase € a enzima que cataliza a formacdo da chalcona
intermediaria basica C15, da qual todos os flavonodides sdo formados pela

condensacao de trés moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-coumaroil-
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CoA (C6-C3). O substrato éster da CoA do acido cinamico vem da fenilalanina. A
fenilalanina aménio liase canaliza o esqueleto C6-C3 da fenilalanina via acido trans-
cindmico pelo metabolismo de fenilpropandides. A insercdo da funcdo hidroxi na
posicdo 4 do A&cido trans-cinamico € catalizada pela cinamato 4-hidroxilase,
fornecendo o 4-coumarato. O &cido hidroxi-cindmico € ativado para futuras reacoes
pela formacdo de um éster da CoA (4-coumaroil-CoA), substrato preferido pela
chalcona sintase. O segundo substrato da chalcona sintase, o malonil-CoA, é
sintetizado a partir da acetil-CoA e CO,. Por meio de subsequentes hidroxilagdes e
reducdes, as plantas sintetizam as diferentes classes dos flavondides (Ribani, 2006;
Forkmann e Martens, 2001).

Os flavonoides podem sofrer degradacdo em meio alcalino na presenca de
oxigénio e possuem intensa absor¢do UV, aproximadamente em 350 nm devido a
presenca de ligacGes duplas conjugadas com os anéis aromaticos; sao acidos fracos
e, como sao substancias polares ou moderadamente polares, sao solUveis em
etanol, metanol e butanol e combinagdes de solventes com agua (Harborne, 1994a).

Sao formados por dois anéis aromaticos (A e B) conectados por um anel de
trés carbonos contendo oxigénio (anel C). O anel C pode ter forma ciclica pirandica
(nucleo flavonoide basico) ou ainda conter um grupo carbonila na posicéo 4 (Otaki et
al., 2009; Ribani, 2006).

Desta forma, a estrutura basica de um flavondide é o nucleo flavan, o qual
consiste em 15 atomos de carbono dispostos em 3 anéis (C6-C3-C6) marcados
como A, B e C. A figura 6 mostra a estrutura dos flavondides e sua numeracéo para

distinguir a posicéo dos carbonos ao redor da molécula.

Figura 6: Estrutura basica dos flavondides.

A variacdo estrutural no anel C subdivide os flavondides em 6 principais
subclasses (Figura 7): flavonadis (p.ex., quercetina, kaempferol, miricetina), contendo

uma hidroxila na posicdo 3 e carbonila na posicédo 4 do anel C; flavonas (p.ex.,
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luteolina, apigenina), com somente carbonila na posicdo 4; flavanois (p.ex.
catequina) contendo apenas a hidroxila no C-3, mas sem a dupla ligag&o entre o C-2
e C-3; flavanonas com apenas a carbonila no C-4, também sem a dupla ligagéo
entre o C-2 e C-3 (p.ex. hesperetina); antocianidinas (p.ex., cianidina, pelargonidina)
contendo a hidroxila no C-3; e isoflavonas (p.ex., genisteina, daidzeina), na qual o
anel B esté localizado na posi¢cao C-3 do anel C (Otaki et al., 2009; Ribani, 2006;
Harborne, 1994a).

laelb la - Flavondis
Ri R R3
Quercetna OH OH OH
Kaempferoo OH H OH
1b — Flavonas
Luteolina H OH OH
Apigenina H H OH

2 2 — Flavanois
R1 R,
Catequina OH H
Epicatequina  OH H
3 3 - Antocianidina
Cianidina OH H
Malvidina OCHjs HCH;
4 4 — Flavanonas
Ri R» Rs
Hesperetina H OH OCH;
Naringenina H H OH
5 5 - Isoflavonas
R, R,
Daidzeina H H
Genisteina OH H
Gliciteina H OCHs

Figura 7: Estrutura das principais classes de flavondides.



13

Varias fungcBes sé&o conferidas aos flavondides nas plantas, tais como,
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecao
contra insetos, fungos, virus e bactérias, atracdo de animais para polinizacéo,
controle da acdo de hormodnios vegetais e inibidores de enzimas. Quanto aos efeitos
bioquimicos e farmacoldgicos dos flavondides destacam-se acfes como sequestro
de radicais livres (antioxidantes), anti-inflamatdrias, anti-hepatdxica, antialérgica,
antitumoral, antiparasitaria, antimicrobiana, fungistatica, antiviréticos, entre outros
(Bernardes et al., 2010; Huang et al., 2007).

Em relacdo as frutas observam-se variacbes na composicdo dos flavondides
devido a diferentes fatores como variedades/cultivares e partes do fruto. A
composicao é dependente do grau de incidéncia de luz uma vez que a formacéo dos
flavondides é influenciada pela luz. S&o localizados principalmente nas folhas, flores,
e nas frutas em suas partes externas, pele ou casca, decrescendo em concentracao
até o centro destas (Ribani, 2006).

Os flavondides podem contribuir para a qualidade das frutas de varias
maneiras, por exemplo, com os atributos sensoriais como a coloracao e sabor (p.ex.
gosto amargo de algumas frutas). Também estdo envolvidos na formacédo de
pigmentos marrons indesejaveis em frutas frescas apoOs injuria ou corte como
resultado da oxidacdo enzimatica dos fendlicos em quinonas que polimerizam

formando produtos marrons (Bernardes et al., 2010; Ribani, 2006).

3.2.3 Taninos

Os taninos sao classificados em dois grupos principais, cujas estruturas sao
muito diferentes entre si, embora todos tenham na molécula poli-hidroxifendis ou
seus derivados. Os pertencentes ao primeiro grupo sdo denominados taninos
hidrolisaveis, que incluem os galotaninos e os elagitaninos, polimeros derivados dos

acidos galico e elagico de acordo com a figura 8 (Degaspari, 2004).
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HO

OH
HO

Figura 8: Estruturas de taninos hidrolisaveis: Galotanino e Elagitanino.

Os constituintes do segundo grupo séo denominados de taninos condensados
e sdo encontrados em maiores propor¢gées e com maior importancia nos alimentos.
Exibem uma estrutura similar aos flavonoides, com coloracéo variando do vermelho
ao marrom, conforme a figura 9. Em baixas concentragbes em frutos, os taninos
conferem-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis. Todavia, em concentracdes
mais elevadas, conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas adstringentes
(Degéspari, 2004).

Figura 9: Estrutura de tanino condensado.

Os taninos possuem um forte potencial antioxidante, detendo a capacidade de

atuar no processo de estabilizacdo de radicais livres (Paiva et al., 2002).
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3.3 Radicais Livres X Antioxidantes

Os radicais livres (RL) sdo moléculas organicas ou inorganicas, que possuem
atomos que contétm um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia
independente. Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas (Bernardes et al.
2010; Schneider e Oliveira, 2004).

Radicais livres induzidos pela peroxidacdo tém ganhado muita importancia
por causa de seu envolvimento em diversas condi¢cdes patolégicas tais como
aterosclerose, isquemia, desordens neuronais, inflamacdo, cancer, entre outras
(Aruoma, 2003). Podem ser gerados por fontes endégenas ou exdgenas. Através
das fontes endbdgenas, se originam a partir de processos biolégicos que
normalmente ocorrem no organismo, como: reducao de flavinas e tiois; resultado da
acao de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases;
presenca de metais de transi¢éo no interior da célula e de sistemas de transporte de
elétrons. As fontes exdgenas incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas e radiacdes. Aléem disso, os processos inflamatorios também
promovem o aumento da concentracdo dos radicais livres no organismo (Soares,
2002).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas in vivo, como anion
superoéxido, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, sdo muito reativas e
potencialmente prejudiciais. Todavia, sdo continuamente produzidas no organismo
humano, visto serem essenciais para o custo energético, desintoxicacdo, sinalizacéo
guimica e funcéo imunolégica (Ali et al., 2009; Scheneider e Oliveira, 2004). Devido
ao excesso de producdo de espécies reativas, induzida pela exposicdo a
substancias oxidantes externas ou a uma falha nos mecanismos de defesa, a leséo
para as estruturas celulares, DNA, lipidios e proteinas pode elevar o risco para mais
de trinta doencas (Ali et al., 2009). Assim, nos processos biolégicos ha formacéo de
uma variedade de radicais livres (Soares, 2002), tais como os radicais do oxigénio
como o ion superoéxido (O-) e do nitrogénio como o oxido nitrico (NO).

Os principais radicais livres observados sdo superéxido (O»e-), a hidroxila
(OHe), o hidroperoéxido (HO2¢), o 6xido nitrico (NOe) e o diéxido de nitrogénio (NO2e).

Dentre estes, o radical hidroxila é o mais reativo na inducao de lesdes nas moléculas
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celulares e o peréxido de hidrogénio possui a capacidade de atravessar a membrana
nuclear e induzir danos na molécula de DNA (Anderson, 2000).

O radical superoxido (O.e-) € gerado pela reagdo entre moléculas de
substancias que participam da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial € no
reticulo endoplasméatico com o oxigénio, devido ao metabolismo aerdbico. Desta
forma, as células fagocitarias produzem superéxido como parte do mecanismo de
defesa imunolégico visando eliminar microorganismos patogénicos. Quando esta
producdo torna-se excessiva, como ocorre nas doencas inflamatorias crénicas,
geram-se lesdes nos tecidos (Mariod et al., 2009; Degéaspari, 2004; Scheneider e
Oliveira, 2004).

Se 0 O, é parcialmente reduzido pela recepcdo de dois elétrons, o produto é
0 peroxido de hidrogénio (H,O,) (Reacdo 1); se receber apenas um elétron, o
produto sera o radical superéxido (O,-) (Reagéo 2).

Reacdo 1 — 20, + 2H" — H,0,

Reacao 2 — Oz+te — 07

O H;O, e o O,- sdo extremamente toxicos. Esta toxicidade se deve,
principalmente, a conversdo em radical hidroxila (OH"). Radicais livres como OH"
provocam quebra e modificacbes nas bases de DNA gerando alteracdes na
expressdo genética, mutacdo e apoptose celular, nas cadeias protéicas e
peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica produzida nas paredes do endotélio
vascular contribui para a aterosclerose, risco de acidente vascular cerebral e infarto
do miocardio (Halliwell, 2009; Degéaspari, 2004; Scheneider e Oliveira, 2004).

A peroxidacdo lipidica € o processo através do qual as ERO agridem os
acidos graxos polinsaturados dos fosfolipideos das membranas celulares,
desintegrando-as e permitindo a entrada dessas espécies nhas estruturas
intracelulares. A fosfolipase, ativada pelas espécies tbéxicas desintegra o0s
fosfolipideos, liberando os acidos graxos néo saturados (Halliwell, 2009).

Assim como na formacdo das ERO, nem sempre 0s processos de
lipoperoxidacdo séo prejudiciais, pois seus produtos sao importantes na reacdo em
cascata a partir do acido araquidbnico e, portanto, na resposta inflamatodria.

Pesquisas tém demonstrado que os flavonoéides inibem a peroxidacgéo lipidica, in
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vitro, no estagio de iniciacdo, devido a sua atuacdo como antioxidante (Soares,
2002).

Os antioxidantes fendlicos podem funcionar como sequestradores de radicais
(acdo redutora) e algumas vezes como quelantes de metais agindo tanto na etapa
de iniciacdo como na propagac¢do do processo oxidativo. Os produtos intermediarios,
formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (Bernardes et al.,
2010; Moraes et al., 2006).

Desta forma, os antioxidantes podem oferecer resisténcia contra o0 estresse
oxidativo pelo sequestro de radicais livres, inibindo a peroxidacao lipidica e outros
mecanismos, prevenindo o surgimento de doencas, sendo estes encontrados em
muitos alimentos. Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizacdo da
acao dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com
essa funcao (Ali et al., 2009; Aruoma, 2003).

Os antioxidantes podem ser naturais ou artificiais. Os naturais encontram-se
principalmente em plantas na forma de compostos fendlicos (flavonodides, acidos e
alcoois, estilbenos, tocoferdis, tocotriendis), acido ascorbico e carotendides. Ja
dentre os antioxidantes artificiais podem ser citados o butil-hidroxi-tolueno - BHT e
o butil-hidroxi-anisol — BHA (Figura 10) (Mariod et al.; 2009; Ali et al.; 2009; Shami &
Moreira, 2004).

OH
CHs;
C—CHj3
CHs;
O.

Ty CH3

Figura 10: Antioxidantes sintéticos BHA e BHT, respectivamente.
3.4 Imunofarmacologia
As fontes vegetais produzem um extenso numero de substancias que

possuem varias atividades biolégicas, incluindo propriedades imunomoduladoras
(Carlos et al., 2005).
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De acordo com Murakami e Ohigashi (2007), os macréfagos sédo células
envolvidas na resposta imunolégica e podem ser ativados por diversos estimulos.
Sua funcdo principal é a fagocitose de particulas estranhas, a apresentacdo de
antigenos, a producdo de citocinas e de espécies reativas de oxigénio como
peréxido de hidrogénio (H,0,) e 6xidos de nitrogénio como o oxido nitrico (NO).

O 6xido nitrico (NO) é um gas formado na atmosfera durante as tempestades
com raios e também numa reacao catalisada por enzimas entre o oxigénio molecular
e L-arginina em mamiferos (Rang et al., 2001). E uma molécula usada no reino
animal como sinalizadora nos sistemas cardiovascular e nervoso e desempenha um
papel de defesa do hospedeiro ou um agente toxico entre as células (Coleman,
2001; Rang et al., 2001). Exerce também um significativo papel no sistema
imunologico, pois estad envolvido na patogenia e controle de doencas infecciosas,
tumores, processos auto-imunes e doencas degenerativas cronicas (Oliveira et al.,
2009; Bogdan, 2001). Alem disso, possui demonstrada acdo antibacteriana, antiviral
e antiparasitaria (Moraes et al., 2011; Coleman, 2001).

A sintese do NO é intermediada por um grupo de enzimas denominadas de
oxido nitrico sintases (NOS) a partir do aminoacido L-arginina. A oxido nitrico sintase
(NOS) € uma enzima que catalisa a conversdo de L-arginina em L-citrulina com
formacdo estequiométrica de oxido nitrico (NO), um radical gasoso (Chae et al.,
2009; Murakami e Ohigashi, 2007).

Assim, tais sintases catalisam a oxidacdo de uma molécula de L-arginina pelo
oxigénio molecular obtendo como produto final L-citrulina e uma molécula de NO.
Nesta reacdo a L-arginina € transformada em um intermediario, a NG-hidroxi-L-
arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida
(NADPH) e Ca?" sendo necessario mais NADPH e (O,) para a formacdo de L-
citrulina e NO (Vieira, 2007).

A NOS é uma proteina dimérica e o monémero de suas isoformas possui
massa molecular que varia de 135 a 164 kDa (Rang et al., 2001). NOS é classificada
como: constitutiva ou induzida (Murakami e Ohigashi, 2007).

NOS constitutiva (cNOS) é detectada no tecido neuronal (nNOS), vascular e
nas células endoteliais (eNOS), enquanto NOS induzida (INOS) é expressa em
diversos tipos celulares incluindo macrofagos, células da microglia, epiteliais e do
endotélio vascular, queratindcitos, hepatdcitos e astrécitos, em circunstancias

normais e condi¢des patolégicas (Murakami e Ohigashi, 2007).
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As duas cNOS séo classificadas como calcio-dependentes, pois necessitam
de Ca?* para sua ativacdo, ou seja, é necessaria uma determinada
concentracdo de Ca®' intracelular para haver a atividade enzimatica, caso ocorra
queda no nivel de Ca?* as enzimas tornam-se inativas. J&4 a iNOS é classificada
como célcio-independente, pois sua ativacdo nado é regulada pela presenca de Ca**
(Viera, 2007; Rang et al., 2001).

Nos processos infecciosos, as células ativadas como macrofagos, neutrofilos
e células endoteliais secretam simultaneamente NO e intermediérios reativos do
oxigénio e a agao citotoxica indireta do NO consiste, principalmente, na sua reacao
com esses intermediarios do oxigénio (Dusse et al., 2003). Na célula-alvo, o NO
combina-se com grupos metais de enzimas responsaveis pela sintese de DNA e
pelo ciclo respiratorio, levando a morte celular (Vieira, 2007).

A sintese de NO aumenta durante a inflamacdo e exerce efeitos pro-
inflamatorios e regulatorios. Resultados experimentais mostram que compostos com
capacidade de inibir a producé&o de NO, seja por inibir a expressao ou a atividade da
INOS, possuem elevado potencial como agentes anti-inflamatorios (Hamalainen et
al., 2007).

INOS € altamente expressa em macréfagos ativados com LPS
(Lipopolissacarideo) e desempenha papel importante no desenvolvimento e
manutencao da inflamacgao e dor. Portanto, a sintese de NO pela iINOS pode refletir
o grau de inflamacdo e prover um padrao para avaliar o efeito das drogas sobre a
resposta inflamatdria (Chae et al., 2009; Murakami e Ohigashi, 2007).

Algumas pesquisas relacionadas a atividade inibidora de NO por substancias
naturais com propriedades anti-inflamatorias tém sido relatadas na literatura, como &
0 caso do estudo da flavona wogonina e quercetina e sua capacidade em inibir a
producéo de NO e a expressdo da enzima iINOS (Oliveira et al., 2009; Huang et al.,
2007; Garcia-Mediavilla et al.; 2007).



20

3.5 Processo Inflamatério

A inflamacdo é clinicamente definida como um processo patofisioldgico
caracterizado por vermelhiddo, edema, febre, dor e perda de funcdo e ocorre como
resposta do organismo a invasao de agentes infecciosos ou a leséo fisica. Durante a
reacdo inflamatéria séo identificados dois tipos de eventos diferenciados e que se
relacionam: o vascular e o quimico (Huang et al., 2007).

Os eventos vasculares ocorrem na microcirculagdo causando uma série de
modificac6es como o0 aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade capilar, entre
outros (Figura 11). Essas modificacOes sao efeitos da acdo local de mediadores
guimicos, 0s quais sao sistemas de enzimas plasmaticas, citocinas, produtos de
mastocitos, plaquetas e leucocitos e produtos do metabolismo do acido araquidénico
(Huang et al., 2007).

DANO TECIDUAL

|

Producéo e liberagcédo de

mediadores quimicos

e

Fatores vasoativos Marginalizacdo neutrofilica
Aumento da l
Permeabilidade Migracao
Vascular
v \
RUBOR CALOR DOR INCHACO

PERDA DA FUNCAO

Figura 11: Fluxograma representativo dos eventos da resposta inflamataria.

Durante a inflamacado, a producdo de o6xido nitrico (NO) aumenta e exerce
efeitos proé-inflamatérios e regulatorios. Analises experimentais demonstram que
compostos capazes de inibir a produgéo de NO, por inibir a expressao ou a atividade

da INOS, séo potentes como agentes anti-inflamatérios (Hamalainen et al., 2007).
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Neste contexto, 0s vegetais com o intuito de se adaptar as agressdes do meio
ambiente, produzem diversas substancias, entre as quais se destacam os polifendis,
presentes em grande quantidade na dieta humana. Dentre as muitas atividades
biolégicas exercidas por esse grupo de substancias estédo inclusas as propriedades
imunomoduladoras e a atividade antioxidante (Carlos et al., 2005).

Alguns flavondides apresentam capacidade anti-inflamatdria, visto que inibem
a producdo de mediadores inflamatérios ao modular o mecanismo do acido
araquiddnico (Campos & Miraldo, 2006; Kim et al., 2004).

Desta forma, os flavondides atuam modulando a enzima formadora de Oxido
nitrico, a oxido nitrico sintase induzida, e as células envolvidas com a inflamacao,
inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias e modulando a atividade das
enzimas da via do acido araquidoénico, tais como as cicloxigenases, as lipoxigenases
e a fosfolipase A2 (Coutinho et al., 2009; Campos & Miraldo, 2006).

Os flavondides também podem inibir varias enzimas como, por exemplo:
ATPase, prostaglandina ciclooxigenase, lipoxigenase, NADH oxidase, proteina
guinase, hidrolases, peroxidases, metalopeptidases, tirosinases e as fosfolipases.
Assim, a inibicdo da atividade inflamatdria por meio de flavondides tem sido alvo de

crescente interesse (Campos & Miraldo, 2006).

3.6. Escolha do Material Vegetal

O Brasil vem se destacando mundialmente como um importante produtor e
consumidor de frutas, especialmente as tropicais e subtropicais e a graviola tem
ganhado um lugar de destaque nesse cenario. Seu principal uso esta na industria de
polpas alimenticias para refrescos, geléias, doces, sorvetes e sucos (Pereira etal,
2004).

Deste modo, no presente trabalho de pesquisa optou-se pela utilizacdo da
espécie Annona muricata L., pois além de possuir destaque na economia de frutos
tropicais, integra a diversidade biolégica da regido de Campos dos Goytacazes - RJ
e também possui substancias fendlicas e terpénicas com acéo antioxidante (Pereira
et al., 2004).
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3.6.1 Descri¢cao Botanica

3.6.1.1. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae pertence ao grupo das plantas Eudicotiled6neas, clado
das magnoliideas. Este clado é constituido por quatro ordens: Canallales, Laurales,
Magneliales e Piperales, sendo a ordem Magneliales representada pelas familias
Magnoliaceae, Myristicaceae e Annonaceae. As anonaceas estao sistematicamente
inseridas na classe Magnoliopsida e subclasse Magnolidae (Baron, 2010).

A familia Annonaceae compreende um grande numero de géneros e
espécies, a maioria nativa de regides tropicais ou subtropicais. Possui cerca de 135
géneros e mais de 2300 espécies, sendo que dos géneros conhecidos de
Annonaceae, o género Annona é o de maior importadncia como fonte de frutos
comestiveis (Baron, 2010), seguido de Cananga e Rollinia (Luna, 2006).

Esta familia € muito rica na biodiversidade de compostos quimicos como:
compostos aromaticos, acidos fendlicos, taninos, flavonoides, compostos
benzénicos, catequinas, proantocianidina, 6leos essenciais, esteroides, terpenos,
esterdides, alcal6ides, acetogeninas, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas,
vitaminas, carotenos, saponinas, entre outros (Lima, 2007; Luna, 2006).

Os flavonéides encontrados no género Annona foram flavonas (luteonina) e
flavondis (canferol, quercetina, ramnetina, rutina e isorramnetina) descritos para as
espécies A. crassiflora, A. tomentosa, A. monticola, A. warmingiana, A.
dolichorcharpa (Rinaldi, 2007).

A partir de A. squamosa e A. senegalensis foram isolados monoterpenos.
Enquanto diterpenos foram descritos em A. squamosa e sesquiterpenos em A.
bullata, terpendides foram isolados do fruto de A. muricata e de A. reticulata (Rinaldi,
2007; Hiruma-Lima, 2003).

A maior parte das espécies dessa familia €& considerada subutilizada
economicamente e a informagcdo sobre elas é escassa e amplamente dispersa.
Contudo, as éareas sob producdo tém crescido mais rapidamente do que a
contribuicdo da ciéncia e tecnologia. Essa preocupacao levou a formacéo, em 2003,
da Associacdo Brasileira dos Produtores de Anonaceas (Anonas Brasil), cuja
finalidade maior é orientar os fruticultores atuais e potenciais para a conquista do

mercado com qualidade (Baron, 2010).



23

N&o existe levantamento oficial para o plantio de anonaceas no Brasil, 0 que
dificulta uma andlise mais atualizada e especifica a respeito da evolucao,
comercializacdo e participacdo dessas frutas no agronegoécio brasileiro (Baron,
2010), porém para a graviola sdo disponiveis os dados do Censo Agropecudrio de
1996 do IBGE (Nogueira et al., 2005).

3.6.1.2. Espécie Annona muricata L.

A espécie Annona muricata (Annonaceae) pertence ao género Annona. E
também conhecida como graviola, guanabara, araticum, coracdo-de-rainha, fruta-do-
conde, jaca-do-para, pinha, coracdo-de-boi, condessa, jaca-de-pobre, araticum
manso entre outros (Figura 12).

Figura 12: Fruto da gravioleira.

Sua arvore mede até 8 metros de altura, dotada de copa piramidal, com
folhas obovado-oblongas, brilhantes, medindo 8-15 cm de comprimento. As flores
sdo solitarias, com calice de sépalas triangulares e pétalas externas grossas de cor
amarelada. Os frutos sdo uma baga composta (sincarpo) com peso variando de 0,4
a 10 kg, tém superficie ouricada, de 25 a 35 cm de comprimento, com polpa
mucilaginosa e levemente acida. A casca possui espiculas rigidas e coloracao
verde-escura quando o fruto esta imaturo. No periodo de colheita as espiculas ficam
carnosas e moles e a casca verde-clara. A semente tem de 1 a 2 cm, peso
aproximadamente 0,60 g, € preta quando retirada do fruto passando a marrom apés

alguns dias fora dele (Brandao, 2003). Originaria da América tropical, principalmente
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Antilhas e América Central, € amplamente cultivada em todos os paises de clima
tropical, inclusive no Brasil (Corréa, 1984).

A gravioleira prefere os solos com boa drenagem, profundos, com pH entre
6,0 e 6,5. Quanto ao clima, ndo tolera geadas e vegeta muito bem em altitudes de
até 1200 metros (Corréa, 1984).

A graviola € um fruto facilmente perecivel com periodo de conservacao
limitado a poucos dias. Aliado a intensa atividade metabdlica, alguns fatores tém
contribuido para o elevado nivel de perdas pés-colheitas neste fruto, sendo um deles
0 escurecimento enzimatico, presente tanto nos frutos destinados a industria,
principalmente para a fabricacdo de polpa, bem como para o consumo in natura. O
escurecimento enzimatico relaciona-se a acao das enzimas polifenoloxidase (PPO)
e peroxidases (POD), que usam compostos fenolicos como substratos. Os
compostos fenodlicos envolvidos no processo determinam, até certo limite, a
adstringéncia dos frutos e estdo presentes em diferentes graus de polimerizacao,
sendo que os fendlicos oligoméricos formam complexos insolGveis com as proteinas
e mucopolissacarideos da saliva, resultando no sabor adstringente (Alves et al.,

2002).

3.6.2 Propriedades Biologicas

A graviola € uma importante fonte alimenticia para o homem; a polpa é
consumida ao natural ou usada no preparo de refrescos, tortas e conservas, assim
como na fabricagcdo de sucos concentrados, polpas congeladas, néctar, geléias,
cremes e bebidas. Além disso, folhas, frutos, sementes e raizes apresentam
propriedades medicinais, sendo utilizadas, por exemplo, contra nevralgias e
reumatismo. A casca do tronco, folhas e sementes contém alcaldides (anonina e
muricana) utilizados na producéo de inseticidas (Brandao, 2003).

A Annona muricata L. é considerada uma boa fonte natural de antioxidantes,
sendo todas as suas partes utilizadas na medicina tradicional (Baskar et al., 2007). A
literatura etnofarmacoldgica registra diversos usos medicinais baseados na tradicédo
popular, embora a eficacia e a seguranca de suas preparacdes nao tenham sido
todas comprovadas ainda cientificamente e apesar da planta, mas néo a fruta, ser

considerada potencialmente téxica para o homem (Junqueira et al., 2002).
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Os usos etnobotanicos e farmacoldgicos da graviola incluem: artrite, artrose,
analgésico, atiespasmodico, antileishmanial, adstringente, desodorizador corporal,
diarréia, feridas, Ulceras, problemas renais, malaria, tranquilizante, expectorante,
préstata, funcdo pancreética, diabetes | e Il, depressao, sistema nervoso central,
alcoolismo, funcdes digestivas e intestinais, depurativo sanguineo, HIV, epilepsia,
Parkinson e escleroses (Jaramillo et al., 2000).

Esta espécie € rica em compostos bioativos e diversos trabalhos tém
demonstrado a atividade hipotensiva das folhas, antidepressiva do fruto e anti-
herpes da casca do caule. Foram observadas ainda atividades antibacterianas,
antifangicas, acéo relaxante muscular e cardiodepressiva para 0s extratos da casca
e das folhas de A. muricata L. (Luna, 2006).

Porém, uma das maiores descobertas sobre a graviola foi a sua capacidade
de agir contra células cancerigenas, mostrando em testes de laboratério um
potencial extraordinario. Esta propriedade € consequéncia das acetogeninas
presentes na graviola. Uma terapia natural em complemento as terapias tradicionais,
como quimioterapia e radioterapia, esta sendo investigada por ndo provocar efeitos
secundarios severos, como nauseas e perda de cabelo, efeitos decorrentes da
guimioterapia. Evitar possiveis infec¢des protegendo o sistema imunoldgico também
estd sendo considerado possivel com o uso da graviola, porque, diferente da
guimioterapia, a graviola é seletiva, ndo destroi células saudaveis (Souza, 2009).

As acetogeninas formam uma nova classe de compostos naturais de grande
interesse. Sua acao primaria esta relacionada com sua capacidade de deplecéo dos
niveis de ATP ao inibir o complexo | na cadeia de transporte de elétrons nas
mitocondrias e inibindo a NADH oxidase do plasma de membranas, principalmente
de células tumorais, uma vez que essas células possuem uma alta demanda de ATP
(Ferelli et al., 2005).

Estudos tém avaliado a atividade antitumoral de varias acetogeninas
presentes na Annona muricata L.contra diversas linhagens celulares tumorais in vitro
como, por exemplo, contra células de carcinoma pancreatico e prostatico, carcinoma
pulmonar, de mama, epidermoéide (Quispe et al.,, 2006). Também tem sido
observada a acdo antioxidante dos extratos foliares (Freitas et al., 2007) e
investigados os efeitos mutagénicos e antimutagénicos inclusive em frutos
congelados, sugerindo os dados que o congelamento das frutas contribui para a

prevencado contra danos biolégicos (Spada et al., 2008).
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Uma comparagdo da atividade antioxidante foi feita entre espécies do género
Annona. As folhas de A. muricata, A. squamosa e A. reticulata foram testadas e os
resultados evidenciaram que os extratos etandlico de A. muricata possuem atividade
antioxidante mais potente in vitro quando comparado as folhas de A. squamosa e A.
reticulata. Isso pode ser atribuido a presenca de acetogeninas (Baskar et al., 2007).

Estudos visando a identificagcdo e caracterizacdo dos compostos quimicos
ativos dos extratos vegetais das folhas da graviola mostraram resultados
promissores quando os extratos hidroalcodlicos das folhas foram submetidos a
avaliacdo da capacidade antioxidante (Avanzi et al., 2006). Também foi determinada
a acao do extrato das sementes contra Molinema dessetae e isoladas algumas
acetogeninas responsaveis por essa atividade (Luna, 2006).

Jaramillo et al. (2000) investigando os constituintes quimicos do pericarpo de
A. muricata para avaliar sua atividade citotoxica e antileishmanial, verificaram ser a
fracdo acetato de etila a mais efetiva contra linhagens celulares U-937 e cepas de

promastigotas Leishmania.

3.6.3 Constituintes Quimicos

A avaliacdo da composicdo quimica do fruto mostrou a presenca de agucares,
taninos, pectinas e vitaminas A (B-caroteno), C e do complexo B, enquanto a partir
das folhas, casca e raizes foram identificados varios alcaléides. Para as sementes
foram registradas acetogeninas, que sdao encontradas também nas folhas, casca e
raizes da planta (Ferelli et al., 2005).

Estudos quimicos com a A. muricata L. conduziram ao isolamento de
compostos de diversas classes, tais como: alcaldides, terpendides, carboidratos,
polifendis, lipideos e acidos aminados. Todavia, nos Ultimos anos as pesquisas
fitoquimicas com esta espécie se dirigiram ao isolamento de compostos da classe
das acetogeninas, principalmente a partir das folhas (Luna, 2006).

Acetogeninas formam uma nova classe de compostos naturais de natureza
policetidica, que se caracteriza por possuir uma larga cadeia alifatica com um a trés
anéis de tetrahidrofurano (THF). A primeira acetogenina relatada foi a uvaricina, em
1982, isolada do extrato etandlico das raizes de Uvaria accuminata, e desde entédo
h& um crescente interesse, por serem biologica e farmacologicamente ativas como

antitumoral, inseticida, citotoxica, antiparasitaria entre outros (Figura 13). Ha relatos
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gue a A. muricata possui mais de 50 acetogeninas (Quispe et al., 2006) como, por
exemplo, a cohibina A e B (Gleye et al., 1997) e murihexol (Yu et al., 1998).

Figura 13: Estrutura quimica da uvaricina.

As acetogeninas sao classificadas em mono tetrahidrofurano (THF), bis-THF
adjacente, bis-THF ndo adjacente e compostos n&do-THF (Souza, 2003),

respectivamente representadas abaixo (Figura 14):
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Figura 14: Estrutura quimica basica das acetogeninas.

As acetogeninas das Annonaceaes (Figura 15) também séao fortes candidatas
para as proximas geracfes de drogas no combate a tumores resistentes a
guimioterapia devido a sua atuacdo como inibidores do complexo | da cadeia de
transporte de elétrons nas mitocéndrias de varios organismos, inclusive em células

tumorais, levando a deplecéo dos niveis de ATP (Souza, 2009).
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Figura 15: Estrutura basica das acetogeninas das Annonaceaes.

Em relacdo aos flavondides, sdo poucos o0s relatos em espécies de
Annonaceae. Contudo, esta familia se destaca pela biossintese de derivados da via
do chiquimato que é responsavel pela producdo da maioria dos derivados fendlicos
produzidos por fontes vegetais. Alguns géneros de Annonaceae sédo produtores de
flavondides relativamente pouco polares e com um padrao incomum de substituicéo
(Figura 16), como por exemplo, a auséncia de oxigenagao no anel B (Soares et al.,
2000; Harborne, 1994h).

OMe
pinocembrina — Melodorumfruticosum Kanakugina — Popowiacauliflora
Me OMe

Me OMe
HO HO

Desmetoximatteucinol - Unoma lawii Kanakugiol - Popowiacauliflora

Figura 16: Flavondides isolados de espécies de Annonaceae.
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Uma estratégia metabdlica de protecdo do nucleo flavonoidico contra a
degradacdo oxidativa € a protecdo das hidroxilas fendlicas (Soares, 1996). Em
espécies de Annonaceae pode-se observar frequentemente a producdo de
derivados no qual essa protecdo é feita pela formacdo de éteres metilicos
(substituicdo do tipo O-metila) como é o caso das substancias kanakugina e
kanakugiol (Soares et al., 2000).

Em outra espécie de Annonaceae, Uvaria angolensis, é verificada a
biossintese de derivados flavonoidicos menos polares. Outros derivados
flavonoidicos incomuns produzidos por U. angolensis sdo as ligacbes C-C em
aromaticos. Este tipo de substancia reforgca mais uma vez a tendéncia das espécies
de Annonacea em produzir flavonéides menos polares (Soares et al., 2000).

Santos e Salatino (2000) isolaram e identificaram um total de 76 flavonas e
flavondis (Tabela 1), a partir das folhas de espécies de Annonaceae (Tabela 2),
sendo a maior parte glicosideos. Um estudo realizado anteriormente revelou que
todos os fendis encontrados foram glicosideos de flavonas (apigenina, scutellareina,
hispidulina e luteolina) ou flavonois (canferol, ramnocitrina, 6-hidroxiraamnocitrina,
guercetina, isoramnetina e ramnetina), com predominancia deste ultimo (Valter et al.,
2008).

Tabela 1: Flavondides isolados de espécies de Annonaceae.

Flavonas Flavonadis
1 Apigenina-7-O-glucosideo 10 Canferol-3-O-arabinosideo
2 Apigenina-7-O- 11 Canferol-3-O-galactosideo
glucosilglucosideo
3  Apigenina-8-C-glucosideo 12 Canferol-3-O-glucosideo
(isovitexina)
4  Apigenina-6-C-glucosideo 13 Canferol-3-O-ramnosideo
(vitexina)

5 Scutellareina-6-O-galactosideo 14 Canferol-3-O-arabinosilarabinosideo
Scutellareina-6-0O- 15 Canferol-3-O-(arabinose-glucose)?
glucosilglucosideo

7  Hispidulina-7-O- 16 Canferol-3-O-arabinosilramnosideo

glucosilglucosideo
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9

Luteolina-7-O-glucosiideo

Luteolina-6-hidroxi-7-O-

ramnosilglucosideo

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28
29

30

31

32

33

34

35

36

37
38

30

Canferol-3-O-(acido galactose-
glucurénico)®

Canferol-3-O-galactosilgalactosideo

Canferol-3-O-galactosilglucosideo
Canferol-3-O-galactosilramnosideo
Canferol-3-O-glucosilglucosideo
Canferol-3-O-glucosilramnosideo
Canferol-3-O-ramnosilarabinosideo
Canferol-3-O-raamnosilgalactosideo
Canferol-3-O-ramnosilglucosideo
Canferol-3-O-ramnosilramnosideo
Canferol-3-O-(acido xilose-
glucurénico)®
Canferol-3-O-glucosilglucosilglucosideo
Canferol-3-O-(glucose-glucose-
ramnose)®
Canferol-3-O-(glucose-ramnose-
ramnose)®

Canferol-3-O-(ramnose-
galactose)aglucosideo
Canferol-3-O-glucosideo-7-O-
ramnosideo
Canferol-3-O-ramnosideo-7-O-
arabinosideo
Canferol-3-O-glucosideo-7-O-
glucosilramnosideo
Canferol-3-O-ramnosideo-7-O-
glucosilglucosideo
Ramnocitrina-3-O-glucosideo (7-O-
metilcanferol-3-O-glucosideo)
Ramnocitrina-3-O-rhamnosilglucosideo

6-Hidroxirhamnocitrina-3-O-glucosideo



39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58

59

60

61

62

63
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6-Hidroxirhamnocitrina-3-O-(glucose-
ramnose)®
Quercetina-3-O-arabinosideo
Quercetina-3-0O-galactosideo
Quercetina-3-0O-glucosideo
Quercetina-3-O-ramnosideo
Quercetina-3-0O-arabinosilarabinosideo
Quercetina-3-O-arabinosilgalactosideo
Quercetina-3-O-arabinosilglucosideo
Quercetina-3-O-arabinosilglucuronideo
Quercetina-3-0O-arabinosilramnosideo
Quercetina-3-0O-arabinosilxilosideo
Quercetina-3-0-galactosilglucosideo
Quercetina-3-0-galactosilramnosideo
Quercetina-3-0O-glucosilglucosideo
Quercetina-3-0-glucosilramnosideo
Quercetina-3-O-ramnosilgalactosideo
Quercetina-3-O-ramnosilglucosideo
Quercetina-3-O-ramnosilramnosideo
Quercetina-3-0-(acido xilose-
glucurénico)®
Quercetina-3-O-arabinosideo-7-0O-
arabinosideo
Quercetina-3-0O-galactosideo-7-0O-
galactosideo
Quercetina-3-0-glucosideo-7-O-
glucosideo
Quercetina-3-0-glucosideo-7-0O-
ramnosideo
Quercetina-3-O-ramnosideo-7-0-
arabinosideo
Quercetina-3-O-ramnosideo-7-0-

glucosideo
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64 Quercetina-3-O-ramnosideo-7-O-
ramnosideo

65 Quercetina-3-7-O-(arabinose-glucose)®

66 Quercetina-3-7-O-(arabinose-xilose)®

67 Quercetina-3-O-ramnoside-7-0O-
ramnosideo-3’-O- ramnosideo

68 Isoramnetina-3-O-galactosideo

69 Isoramnetina-3-O-glucosideo

70 Isoramnetina-3-O-
galactosilgalactosideo

71 Isoramnetina-3-O-galactosilramnosideo

72 Isoramnetina-3-O-glucosilglucosideo

73 Isoramnetina-3-O-ramnosilglucosideo

74 Ramnetina-3-O-glucosilglucosideo

75 Ramnetina-3-O-glucosilramnosideo

76 Ramnetina-3-O-ramnosilglucosideo

& = Posicéo relativa dos aglicares ndo determinada.

Além das C-glicoflavonas, as flavonas obtidas sdo O-glicosidios da apigenina,
hispidulina, scutellareina e luteolina.

A extensa diversidade de estruturas encontradas € devido a presenca de
mono, di e triglicosideos de diferentes acucares e a possibilidade de glicosilacdo nas
posicdes 3, 3/7 ou 3/ 7/ 3. Oxigenagao nas posi¢coes 6 e O-metilacdo dos anéis A e
B também podem ser observadas em algumas das espécies (Valter et al., 2008).

A Tabela 2 mostra a ocorréncia destes flavonoides isolados na familia
Annonaceae distribuidos por espécies.

Os membros da Duguetia destacam-se pela aparente auséncia de glicosideos
de quercetina. Observa-se que foram identificados nas folhas de Duguetia furfuracea
os seguintes flavondides glicosilados: 3-O-galactosilgalactosil-kaempferol, 3-O-
galactosil-isoramnetina, 3-O-galactosilramnosil-isoramnetina e 3-O-ramnosilglucosil-
isoramnetina. Anaxagorea dolichocharpa aparentemente ndo possui de flavonas e
flavondis (Santos e Salatino, 2000).

Além disso, algumas enzimas presentes nos frutos tém sido caracterizadas

como, por exemplo, a polifenoloxidase (Bora et al., 2004) e as pectinesterases PE |
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e PE Il (Arbaisah et al., 1997), e estudos sobre a estabilidade de armazenamento do
suco de graviola mostraram que a temperatura de armazenamento afeta
grandemente a estabilidade microbiolégica e consequentemente a qualidade do
suco (Abbo et al., 2006).

Jurgens et al. (2000) estudando os géneros Xylopia, Anaxagorea, Duguetia e
Rollinia, pertencentes a familia Annonaceae, verificaram que isoprendides,
principalmente monoterpenos foram o0s principais compostos em Duguetia
asterotricha. Estas espécies tém terpendides e, geralmente, pequenas quantidades
de acidos graxos e derivados. No entanto, ha um padréo claro para a ocorréncia de
ésteres acidos e compostos benzénicos, 0s quais sdo geralmente compostos de
destaque das fragrancias (Duguetia asterotricha).

As flores do género Anaxagorea brevipes e A. dolichocarpa sdo dominadas
pelos ésteres de acidos alifaticos (butanoato-2-metil-etil e butanoato-2-metil-etil). Os
monoterpenos (limoneno, p-cimeno, a-pineno), por sua vez, sao 0S principais
compostos responsaveis pelo aroma de D. asterotricha e o naftaleno prevaleceu no
perfume das flores de Rollinia insignis. Ja os odores das flores de Xylopia
aromatica e X. benthamii foram atribuidos a quantidades elevadas de compostos
benzénicos (benzoato de metila e alcool 2-feniletil) (Jurgens et al., 2000). A Cananga
odorata, uma outra espécie de Annonaceae, apresenta em sua composicao do 0leo
essencial obtido das flores o benzoato de metila, geraniol, eugenol, linalol, acetato
de benzila, pineno, cariofileno, entre outros (Ferreira, 2010).

Dentre os compostos aromaticos encontrados na familia Annonaceae pode-se
citar: etilbenzeno, benzenol-etil-2-metil, trimetilbenzeno, metilbenzoato, acetato de
benzila e acetato-2-fenil-etil (Marchese, 2009; Jurgens et al., 2000).

Nesse contexto, algumas espécies de Annona sdo aromaticas devido a
presenca de 6leos essenciais e seus compostos aromaticos, como 0s benzoatos.
Dentre as analises desta familia destaca-se o isolamento de 6leos essenciais a partir
das folhas A. muricata (Luna, 2006; Esquinca, 2005; Leboeuf et al., 1982).

Além disso, a determinacdo aproximada da composicdo nutricional e
propriedades fisicoquimicas da polpa, das sementes e do O6leo extraido das
sementes da graviola também foram avaliadas e foi observado que se o 6leo for
desodorizado pode ser usado na culinaria (Onimawo, 2002). Estudos também tém
sido realizados no que se refere a quantificacdo do conteudo total de &cido

ascoOrbico, carotendides e polifendis nos frutos (Spada et al. 2008).
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Flavondides
- Apigenina Luteolina Kaempferol Quercetina Isorhamnetina Ram
Espécies
3R 3R 3R 7Me 3R 7R
7R C 6R 7R 3Rm 3Rd 3Rt 3Rm 3Rd 3R 7R 3Rm 3Rd 3Rd
7R 7Me 60H 3'R
Anaxagorea
dolichocharpa
Anaxagorea
dolichocharpa
. 15,19, 40,41, 44,4551,
Annona crassiflora 11,12 21 42 55
54,
Annona monticola 42 (53/55) 69 70,73
ingi 25 w4z 2%
Annona warmingiana : 55, 56
Annona tomentosa 8 25 42 55
21, 25 28,
Bocagea sp. nov. 12 42 52, 55
29,30
Bocagea (22,
. (53), 55
longipedunculata 25)
B. viridis 5
Cardiopetalum
12 25 36, 37 38,39 55 76
calophyllum
Cymbopetalum (22
brasiliense 25) 34 (37) 39
Cymbopentalum
35 (37) 39
euneurum
Duguetia bahiensis 12 25 31 72
. 12,
Duguetia chrysocarpa 21

12*
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Flavondides

- Apigenina Luteolina Kaempferol Quercetina Isorhamnetina Ramnetina
Espécies
3R 3R 3R 7Me 3R 7R
7R C 6R 7R 60OH 3Rm 3Rd 3Rt 3Rm 3Rd 3R7R 3Rm 3Rd 3Rd
7R 7Me 60H 3'R
Duguetia furfuracea 18, 68 71, 73
(22/25)
Guatteria sp. 1 14 33 42 58, 62
Guatteria sp. 2 16 40
Guatteria australis 19, 21 31 42 (552): 60
. . 47,
Guatteria notabilis 42 48, 52
. 58, 64
N 67
Guatteria pogonopus 43 (61/63)
10, 22
Guatteria rupestris 12, ' 40,42 53,55 62,63
25, 26
13
Guatteria. sellowiana (22/25)  (29/30) 53,55 65, 66 72,73
10 40,
Guatteria villosissima 12’ 25 33 41, 55, 56 59
42, 43
Hornschuchia
6
bryothrophe
H ornschuchia
- 12 34 52
citriodora
H ornschuchia 20, 24,
myrtillus 25 (29,30)
74,75,
Porcelia macrocarpa 25 29 42 53, 55 61 26
Rollinia bahiensis 69 70,73
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Flavonodides
- Apigenina Luteolina Kaempferol Quercetina Isorhamnetina Ramnetina
Espécies
3R 3R 3R 7Me 3R 3R 7R
7R C 6R 7R 60OH 3Rm 3Rd 3Rt 3Rm 3Rd 3Rm 3Rd 3Rd
7R 7Me 60H 7R 3'R
Rollinia dolabripetala 12 (19), 21 42 50,522’
Rollinia sylvatica 21 52
Tngyn_aeg 7 o5
oblongifolia
48, 55,
Xylopia aromatica 12 25 40,42 56,
(53/55)
16, 17, 46,(48),
Xylopia emarginata 20, 21, 52, 57,
27 (53/55)

7R: 7-O-glicosideo; 6R: substituicdo 6; C: C-glicoflavonas; 3R: 3-O- glicosideo; 7Me: 7-O-metil; 3'R: 3’-O- glicosideo; m: mono

glicosideo; d: di glicosideo; t: tri glicosideo; nimeros nos parénteses mostram compostos ndo confirmados.
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Outra importante classe de compostos isolados a partir da familia
Annonaceae sdo os terpenos. Mais de 518 terpendides ja foram isolados e divididos
em 2 tipos diferentes de esqueletos (Figura 17). A abundancia de diterpenos do tipo

caurano é evidente (Luna, 2006).

R1 R2 R3

R1 R2
5 CHO H CH,OH

1 CH,OH H,
6 CHO H CH,OAcC

2 CHZOAC H>
7 HO H COOH

3 CH H
CHO 2 8 HO H COOCH;
4 CHH  H, 9 CHO H COOH
10 CHO H COOCH;
11 CH,O0 H COOH

Figura 17: Exemplos de terpenos isolados de espécies de Annona.

Em Annona squamosa e Annona senegalensis foram isolados monoterpenos,
enquanto diterpenos foram descritos em A. squamosa e sesquiterpenos em Annona
bullata. InUmeros compostos terpendides foram isolados do fruto de A. muricata e de
Annona reticulata (Rinaldi, 2007).

Porém, a maioria das pesquisas tem partido da analise das folhas, sementes
e raizes. O levantamento bibliografico realizado (Pub med, Science Direct, e Web of
Science entre o periodo de 1980 a 2010) n&o evidenciou relatos quanto a existéncia
de flavondides a partir da polpa dos frutos da A. muricata L. o que torna esta
dissertacdo de mestrado valiosa sob o enfoque do avanco de conhecimento quimico
acerca desta espécie vegetal no que se refere as substancias polares, e mais
precisamente aos compostos fendlicos, bem como acerca dos acidos aromaticos

presentes na polpa do fruto.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA / UENF). Para os experimentos relacionados a parte biologica
como a imunofarmacologia e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
contou-se com a colaboracdo do Laboratério de Biologia do Reconhecer (LBR) do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1 Coleta de Material Vegetal e Identificacdo Botanica

O material vegetal foi coletado no Municipio de Bom Jesus do Itabapoana —
RJ (Latitude = -21° 08' 02". Longitude = 41° 40" 47") nos periodos de frutificacdo, os
guais correspondem aos meses de dezembro a fevereiro de 2009. A exsicata foi
depositada sob o codigo H5488 no Herbario da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
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4.2 Parte Quimica: Aspectos Experimentais Gerais

Todas as amostras foram, em principio, avaliadas por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), a qual se constitui numa técnica rapida e de baixo custo
para uma andlise qualitativa e semiquantitativa. Neste método cromatogréfico, o
solvente ou a mistura dos solventes a serem utilizados como fase mével devem ser
cuidadosamente selecionados, pois terdo papel fundamental na separacdo de
misturas (Luna, 2006).

Foram wusadas na analise e separacdo das substancias placas
cromatograficas de silica gel 60 Fys4 em aluminio, espessura 0,2 mm da MERCK
(20X20 cm). Estas foram cortadas com 4 cm de comprimento e as aplicagdes das
amostras feitas a cerca de 0,7 cm acima da borda inferior da placa e 0,5 cm de
distancia das bordas laterais para a realizacdo da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Para a separagcdo, a fase movel preparada foi butanol: acido
aceético: agua (8:1: 1) (Mabry et al.,1970).

Apoés o desenvolvimento da cromatografia € requerido o uso de reveladores
guimicos e fisicos. Como as placas cromatograficas se encontravam pré-
impregnadas com material fluorescente, foram reveladas com lampada de UV em
comprimentos de onda de 254 e 350 nm (método fisico) e também foram reveladas
com a solucéo acida de sulfato cérico, um revelador quimico preparado com acido
sulfurico e agua (método quimico). Depois de preparado, o sulfato cérico € aplicado
na placa cromatografica e, em seguida, a placa € aquecida (Sabudak et al., 2005).

Decorrida a analise por CCD, a amostra que ofereceu manchas de interesse
foi fracionada por cromatografia em coluna para purificacdo. Desta forma, o sumo foi
fracionado e as fracBes oriundas foram acompanhadas por CCD seguindo o
protocolo descrito acima. As silicas para a montagem das colunas para a
cromatografia empregadas foram:

= Silica para cromatografia de fase inversa RP-2. Consiste numa fase
estacionaria ndo-polar e a fase movel relativamente polar, o oposto do que
ocorre no sistema cromatografico de fase normal, no qual a fase estacionéaria

€ altamente polar, suportada em particulas de silica, e a fase mével é

relativamente ndo-polar (Skoog et al., 2002).

= Sjlica para a cromatografia de exclusdo por tamanho. O gel de dextrana
utilizado foi a Sephadex LH-20, a qual consiste de particulas pequenas (~ 10

pgm) de silica ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes nos
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guais moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Assim, moléculas

maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionaria sdo

excluidas e essencialmente ndo sofrem retencéo, sendo as primeiras a serem
eluidas. J&4 as moléculas com didmetro menores que dos poros podem
penetrar pelo emaranhado de poros e ficar retidas por tempos maiores, sendo

as ultimas a serem eluidas (Skoog et al., 2002).

Além desta, outras técnicas cromatograficas foram empregadas, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a fim de se avaliar e estabelecer o
perfil quimico. Esta € uma técnica valiosa, pois apresenta alta sensibilidade,
resposta rapida aos solutos dependendo do detector utilizado, com resposta
dependente da fase mével, informacdo qualitativa do pico desejado entre outros
fatores (Baggio e Bragagnolo, 2004).

As andlises foram realizadas no equipamento Shimadzu Class, modelo LC-IO0,
com duas bombas LC10AT, sendo a deteccéo feita nos comprimentos de onda fixos
de 254 nm e 332 nm (detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo
de fotodiodos SPD-M10A) e injetor Rheodyne 7725i com volume de injecdo de 20
ML. Utilizou-se a coluna RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). O sistema
de solvente usado foi agua acidificada com acido fosférico (pH 3,2) e acetonitrila,
sendo a eluicao gradiente, conforme ilustrado na tabela 3, com fluxo de 1 ml/min. As

amostras foram preparadas na concentracao de 5 mg/ml (p/v).

Tabela 3: Sistema de gradiente utilizado para realizacédo de CLAE.

Tempo (min) ) Conc.er.lt.ragéo de A Concentragéq de B
Agua Acidificada (pH 3,2) Acetonitrila

0 100 0

5 90 10
10 80 20
15 70 30
20 60 40
25 50 50
30 30 70
40 20 80
45 0 100
50 50 50

55 0 100




41

Duas curvas padrao com diferentes concentragcdes foram feitas para a
quantificacdo dos flavondides nas amostras (area do pico X massa em Q)
utilizando-se uma amostra pura de rutina (Sigma-Aldrich, Brasil) (Tabela 4; Figura:
18) e quercetina (Sigma-Aldrich, Brasil) (Tabela 5; Figura 19) sendo o resultado

expresso em relacédo ao flavonoide especifico.

Tabela 4: Dados de massa (em ug) injetada de rutina e as respectivas médias das
areas obtidas (n=3).

Concentracao de

. Area correspondente ao pico
rutina injetada (em ng)

1000 38839151
500 27354427
250 15863005
125 10674778

45000000
40000000 -
35000000 -
30000000 -
25000000 -
20000000 -
15000000 -
10000000 -~ ¢
5000000 -
0 T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200

y=3388323,49 X
R?=0,9618

Areado pico

Massa de rutina injetada (ng)

Figura 18: Grafico da area do pico X massa (em ug) injetada de rutina.
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Tabela 5: Dados de massa (em ug) injetada de quercetina e as respectivas médias

das areas obtidas (n=3).

Concentracao de quercetina

o Area correspondente ao pico
injetada (em pQ) P P

1000 43219154
500 22647927
250 11705644
125 5211644

50000000
45000000 ~
40000000 ~
35000000 H
30000000 -
25000000 -
20000000 A
15000000 +
10000000 o
5000000 -
0 T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200

y=40000000x + 540463
R?=0.9986

Area do pico

Massa de quercetinainjetada (ug)

Figura 19: Grafico da area do pico X massa (em ug) injetada de quercetina.

Para a identificacdo e caracterizacdo da substancia isolada foram usados os
métodos espectroscopicos como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e
3¢, além das técnicas bidimensionais como COSY !H -1H, HMQC e HMBC, sendo a
amostra solubilizada em cloroférmio deuterado (CDCl3). Para a técnica de APT a
amostra foi solubilizada em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dgs). O equipamento
utilizado para as andlises foi:

e Varian 400 MHz, do LAMAR - NPPN/ UFRJ (Laboratério de Analises
Multiusuarios por RMN)
e Brucker 400 MHz do Centro Nacional de Ressonéncia Magnética Nuclear Jiri

Jones (Departamento de Bioguimica - UFRJ).
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A espectrofotometria de infravermelho também foi empregada. Para tal, foi feita
uma pastilha de KBr (seco), a qual foi prensada com 8 toneladas por 10 minutos.
Esta pastilha foi usada como branco (background). Apdés, a pastilha foi impregnada
com substancia isolada e feita a leitura. O equipamento usado foi:

e Modelo IRAffinity-1 de Tranformada de Fourier (Shimadzu) do CCT — UENF

com softawe IR solution.
4.2.1 Preparagdo do Sumo e Fragdes

Para o preparo do sumo, os frutos de Annona muricata L. foram limpos,
lavados com 4gua destilada e separadas as suas partes (casca, semente e polpa). A
polpa foi submetida a extracdo com agua, originando o sumo expresso (GS).

O sumo foi preparado na proporgao de 75% (p/v), em liquidificador comercial,
sendo depois centrifugado e liofilizado. Uma parte do sumo foi submetida a uma
precipitacdo com etanol (1:1) e, em seguida, realizou-se uma extracao liquido-liquido
a partir do sobrenadante (GSS), oriundo do sumo dos frutos com solventes em
ordem crescente de polaridade, originando as seguintes fracdes: hexano (FH),
acetato de etila (FAcEt), butanol (FB) e residuo (Figura 20). A outra parte foi

direcionada para os demais ensaios (imunofarmacologicos e bioldgicos).

POLPA
m =2,690 g

7\ AA CLAE, N
GS | ,
______ m=239g‘.| AT, AFEF -

< AA, CLAE, ™ Precipitacéo etandlica

| ]
N ATAR 7 Gss —  Gsp
"""" m=783¢g m=327¢g

Extragé&o liquido-liquido

- T TS
i ~

T AA T |

1
\ T
FH FACEY __-' FB Residuo
m = 31,9 mg m = 2,4009 g m = 20,258 g m = 55,5371 g

Figura 20: Esquema da obtencédo do sumo e fracdes a partir da polpa de A. muricata
L. GSP= precipitado. AA = Atividade Antioxidante. AT= Analise de Taninos. AF=

Andlise de Fendis totais. EIF = Ensaios Imunofarmacolégicos.
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As fracdes FACEt e FB foram selecionadas para as purificacdes e outros
ensaios por serem aqguelas que apresentam as substancias mais polares, como as

moléculas fendlicas.

4.2.2 Fracionamento, Isolamento e Identificacdo de Substancias

Ap6s o preparo e obtencdo, o sumo e as fracdes (FACEt e FB) foram
submetidos as técnicas cromatogréaficas como exemplificados no item 4.2. A Tabela
6 apresenta a fase mével empregada nas colunas cromatogréaficas até a obtencéo
das fragoes.

Tabela 6: Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta aplicado

nas fracoes.

Concentracdo de A

Agua Metanol
100 0
70 30
50 50
30 70
0 100

A figura 21 mostra as fases estacionarias utilizadas para a montagem das
colunas cromatograficas empregadas, bem como as subfracdes resultantes e seus
rendimentos. Este processo de fracionamento foi direcionado pelas placas em CCD,
onde as fracdes eluidas da cromatografia em coluna aberta foram agrupadas em
conjuntos de acordo com as manchas semelhantes entre em si.

A subfracdo F6, oriunda da fracdo FB (fase eluida em 100% metanol), foi
submetida a cromatografia de adsorcdo (Sephadex LH-20), a qual originou 3

conjuntos, sendo G1 (substancia purificada) proveniente de F6b (Figura 21).
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s ‘. CLAE / — F4 (FB H,0)
7 ~ N .

/ R PPLS m=156019g .-~ "~
COAA, N ; .
) 1 RP-2 s CCD,
|‘ CCDf 'FACEt | o F5 (FB 50% M OH)l\ CLAE /
‘. CLAE ., FAc m = 16,114 —> o Me N

s [ 4fi=8252mg 9 )= m = 105,1 mg

ﬂ RP-2 > | F6 (FB 100% MeOH) /| CCD,
- 1 h
Rend.. 97,0% m=407mg o CLAE .
ﬂ ﬂ __ / Fases imisciveis _
I/ e ,, - =~
F1 F2 F3 ‘\(_:?'_3,/' F6 a F6 b \\(_:f:_D‘, :
(100% H,0) (50% (100% m=1929mg || m=214,0mg
m=781,5 mg MeOH) MeOH)
|| m=353mg m = 8,4mg ﬂ
// \\\
[ e Rend..91,1%  Sephadex- LH20
\_ CLAE ,
" ccp . ccb
----- © F6b1 F6b2 ~-17"" F6b3

m = 64,2 mg m =4,6 mg m =42,0 mg

o=~ - lSqubiIizagéo
¢ CCDh_
T-1-77G1
m =60 mg
\ J
Y
RMN

Figura 21: Esquema do fracionamento e purificacdo do sumo. F1 = Subfracdo 0%
MeOH oriunda da FACEt. F2 = Subfracdo 50% MeOH oriunda da FACEt. F3 =
Subfracdo 100% MeOH oriunda da FAcEt. F4 = Subfracdo 0% MeOH oriunda da FB.
F5 = Subfracdo 50% MeOH oriunda da FB. F6 = Subfracdo 100% MeOH oriunda da
FB. F6 a = fase A oriunda da subfracdo100% MeOH oriunda da FB. F6 b = fase B
oriunda da subfracdo100% MeOH oriunda da FB. F6bl = Subfracdo 0% MeOH
oriunda da Fase B. F6b2 = Subfragdo 50% MeOH oriunda da Fase B. F6b3 =
Subfracdo 100% MeOH oriunda da Fase B. G1 = Substancia isolada.
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4.2. 3 Atividade Antioxidante

O sumo e as fracdes obtidas (GSS, FH, FAcEt, FB) foram submetidas a
avaliacdo quanto a atividade antioxidante pelo método fotocolorimétrico do radical
livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH — 0,1mM).

A capacidade de sequestrar radicais livres em relacdo ao radical estavel 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi inicialmente escolhida por se tratar de uma
metodologia simples, rapida e sensivel. As substancias antioxidantes presentes nas
amostras reagem com o DPPH, que é um radical estavel, e converte-o em 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina. Quando uma solucdo de DPPH é misturada com uma
substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a forma reduzida do radical
gerado € acompanhada de perda de cor (Ali et al., 2009; Amié et al., 2003). Desta
forma, o grau de descoloragéo indica o potencial antioxidante do extrato (Figura 22).

2

ON NG . H + FIO’
: + FIOH 'N\IL/
I — L

& NO

DPPH (Amarelo) Flavonoide
DPPH (Roxo) (Flavonoide) (Radical)

Figura 22: Representacdo da reacdo do radical DPPH com um antioxidante

(Flavondide).

Este método consiste na adicdo de 1 mL do extrato em concentracdes que
variam de 0,1 - 1000 ug/mL, em 1 mL de uma solugdo metandlica de DPPH (0,1
mM), sendo a reacao processada em 1h a temperatura ambiente. Imediatamente, a
absorcao do DPPH foi verificada em 515 nm em um espectrofotémetro UV-Vis.

A atividade sequestrante de radicais livres de cada amostra foi expressa pela
relacdo da absorcdo de DPPH, baseado na solucdo de DPPH ausente do extrato
(controle negativo) e uma solucdo de um padrdo de substancia aromética (controle

positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT). Apds, o percentual sequestrador
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(PS%) de radicais livres foi calculado (Koleva et al., 2002). A capacidade de
sequestrar radicais livres foi expressa como percentual de inibicdo da oxidacdo do
radical e foi calculada mediante a seguinte formula (Yen & Duh, 1994):

% de |n|b|géo = ((ADPPH — AExtr)/ADppH)*loo

Onde Apppr € a absorbancia da solucdo de DPPH e Agxr € a absorbancia da

amostra em solugéo.

4.2.4 Avaliacdo e Dosagem do Teor de Taninos e Fendis Totais

4.2.4.1 Método para Dosagem de Taninos Hidrolisaveis

Na determinacdo de taninos hidrolisaveis (Figura 23), 0 sumo e O
sobrenadante da polpa dos frutos A. muricata L. (500 mg) foram macerados com 4
porcdes de 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As porcdes foram unidas em
baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Uma aliquota de 1 mL da
amostra foi hidrolisada com 5 ml de acido sulfdarico 1 M (H,SO,4) e aquecida em
banho-maria a 95°C por 24 horas. Ap0s este processo, foi resfriada em temperatura
ambiente, avolumada para 10 ml e reagiu com solucédo de rodanina (C3H3NOS,;) e
hidroxido de potassio 0,5M (KOH). As amostras foram analisadas em triplicata e as
positivas desenvolveram coloracdo vermelho-résea. A leitura de absorbancia foi feita
a 520 nm depois de 5 a 10 minutos (Moreira, 2000) e os resultados foram expressos

em porcentagem (p/v).

4.2.4.2 Método para Dosagem de Taninos Condensados

Na determinacdo de taninos condensados (Figura 23), 0 sumo e O
sobrenadante da polpa dos frutos A. muricata L. (500 mg) foram macerados com 4
porcdes de 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As por¢des foram unidas em
baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Prosseguindo, para 1 mL de
amostra foram adicionados 4mL de solucdo de butanol (BuOH) em &cido cloridrico
5% (HCI) e agueceu-se em banho-maria a 95°C por 2 horas. As amostras positivas

desenvolveram coloragéo vermelha ou violeta e a absorbéncia das amostras foi feita
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a 540 nm apo6s 5 a 10 minutos (Moreira, 2000), sendo os resultados expressos em

porcentagem (p/v).

4.2.4.3 Método para Determinagado de Fendis Totais

Para a determinacdo do teor de fendis totais (Figura 23), o0 sumo e o
sobrenadante da polpa dos frutos A. muricata L. (500 mg) foram macerados com 4
porcdes de 5 ml de solucdo de acetona/ agua (7:3). As porgcbes foram unidas em
baldo volumétrico e o volume completado para 25 ml. Usou-se o método de Folin-
Denis, o qual envolve a reducdo do reagente pelos compostos fendlicos das
amostras com concomitante formacao de um complexo azul (Moreira, 2000; Swain &
Hillls, 1959).

Adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin-Denis em 0,5 mL da amostra e 3
mL de agua destilada e avolumou-se para 10mL. Apds 1 hora, 1 mL da solucédo de
carbonato de calcio saturada (Na,COg3) foi adicionada. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 760nm e os resultados foram expressos em mg/mL. A
guantidade total de fendis de cada extrato foi quantificada por meio de uma curva
padrao preparada com acido tanico (Moreira, 2000).

O espectrofotébmetro utilizado foi da marca UV-VIS Shimadzu Mini 1240 para

todas as amostras e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

GS e GSS
(500 mg)

ﬂ Acetona:agua (7:3)

ACETONA:AGUA

H,SO, e KOH @ ﬂ BUOH:HCI %NaZWO“. 2H,0; H,PO,; Na,COj4

“ FRACAO ‘

TANINOS GALICOS TANINOS FENOIS TOTAIS
(520 nm) CONDENSADOS (570 nm)
(540 nm)

Figura 23: Fluxograma representativo para a dosagem de taninos e fendis totais da

polpa dos frutos de A. muricata L.
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4.3 Parte Bioldgica

4.3.1 Ensaios Imunofarmacolégicos

4.3.1.1 Cultivo Celular

Macrofagos murinos peritoneais da linhagem celular RAW 264.7 e células
leucémicas humanas U937 foram obtidos da ATCC (American Type Culture
Collection, Rockville, MD, USA) e cultivados a 37°C com 5% de CO, em DMEM-F12

suplementado com 10% SBF e gentamicina (50 pg/mL).

4.3.1.2 Avaliacido da Atividade Imunomodulatoéria na Producgdo de Oxido
Nitrico em RAW 264.7

Células RAW 264.7 (5%x10° células/mL) foram plaqueadas em placa de 96
pocos (Corning Inc., Corning, NY, USA) na presenca ou auséncia do sumo da polpa
dos frutos de Annona muricata L. (500ug/mL) diluidos em PBS e/ou LPS
(Escherichia coli 055:B5; Sigma, St. Louis, MO, USA).

Apoés 24h de incubacéo, 50uL do sobrenadante da cultura foi coletado para
avaliacdo da inibicdo da producdo de NO. Como controle positivo da inibicdo foi
usado sobrenadante da cultura de macrofagos néo tratado e ndo estimulado com
LPS e como controle negativo macréfagos estimulados com LPS (1 pg/mL) e nédo
tratado (Zhao et al., 2008).

Nitrito, um metabolito estavel de NO, foi determinado pelo método de Griess.
Inicialmente, as amostras foram incubadas com um volume igual de reagente de
Griess e a absorbancia mensurada a 540nm. A concentracdo de nitrito total foi

determinada por comparacdo com curva padréo de NaNO (Griess, 1864).

4.3.1.3 Avaliacado da Citotoxicidade e Viabilidade Celular em RAW 264.7 e
Células U937

Células RAW 264.7 (5x10° células/mL) foram cultivadas e estimuladas como
descrito nos subitens 4.3.1.1 e 4.3.1.2 e incubadas por 24h (Muzitano et al., 2006) e

as células U937 (1x10° células/mL) foram incubadas com o sumo nas
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concentragfes finais de 1000ug/mL, 500ug/mL, 250ug/ml, 125pug/mL e 62,5ug/mL
por 48h.

O teste de citotoxicidade do sumo foi efetuado utilizando o ensaio de LDH e o
de viabilidade celular através do ensaio de MTT. No ensaio de MTT com RAW 264.7
o percentual de viabilidade obtido foi convertido a percentual de citotoxicidade a fim
de comparacao com o método de LDH (Muzitano et al., 2006).

O teste de citotoxicidade pelo método de MTT é répido, sensivel e barato e
gue visa analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. Consiste numa
andlise colorimétrica baseada na conversdo do MTT em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes nas células metabolicamente ativas, que
permite quantificar a percentagem de células vivas. Desta forma, o teste de MTT
permite definir a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acéo (Barbosa, 2009).

Sendo assim, para o MTT, ao final do periodo de incubacéo, 5 ul de 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT, 5mg/ml) foi adicionado em cada pogo e 2h
depois o0 sobrenadante da placa foi removido e os cristais formados foram
solubilizados por HCI (4mM) adicionado em isopropanol. A absorbancia foi obtida a
570nm.

A liberacdo de LDH (enzima citoplasméatica lactato desidrogenase) foi
determinada utilizando 50uL do sobrenadante da cultura acrescido de 100uL de
solucéo de alumen férrico e substrato, a 37°C por 3 min. Apés, acrescentou-se 100ul
da solucdo de NAD e fenasina metasulfato, mantendo-se a 37°C por 5min (Kit
comercial Labrax). A concentracdo de LDH, que representa uma indicacao indireta
de citotoxicidade, foi determinada colorimetricamente a 492nm. A liberacéao
especifica foi calculada como porcentagem dos controles (células ndo-tratadas como

controle negativo e células tratadas com 1% de Triton X-100 como controle positivo).
4.3.1.4 Analises Estatisticas
A significancia estatistica dos resultados obtidos foi analisada empregando o

teste ANOVA. Valor de p <0.05 foi considerado indicativo de significancia. Para a

realizacao dos calculos foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.01, EUA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil Cromatografico e Fracionamento

A principio, as fracdes oriundas do sumo da polpa dos frutos de A. muricata L.
foram submetidas a Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Verificou-se que o
sistema de solventes empregado foi satisfatério, pois houve separacdo de algumas
manchas. Também foi possivel verificar que o teor de substancias fendlicas é
consideravel, uma vez que foi possivel notar manchas caracteristicas para tais
substancias, como descrito no item 4.2 (pagina 39).

Pela CCD com a FH (fracdo hexanica), FACEt (fracdo acetato de etila) e FB
(fracdo butandlica) observaram-se manchas de interesse. Contudo, como nao havia
massa suficiente para proceder a purificacdo da FH e FAcCEt, optou-se pela
purificacdo da FB (Figura 24).

De acordo com esta CCD (Figura 24), pode-se notar a diferenca de
polaridade nas manchas observadas na FB, as quais possuem Rf de 0,87 e Rf de
0,36, indicando que a Rf 0,87 é a mais apolar para o sistema de solventes utilizado,
e suporte e a mancha cujo Rf é 0,36 jA& apresenta caracteristicas de maior

polaridade.
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Figura 24: Cromatograma das fracdes obtidas a partir do sumo da polpa dos frutos
de graviola realizada por CCD, mostrando as manchas caracteristicas. Fase movel:

butanol: acido acético: agua (8:1:1) e revelado com sulfato cérico.

Com o intuito de conhecer o perfil quimico, o sumo e as fracdes foram
submetidos a outra técnica cromatografica, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), para conhecer as substancias presentes. Esta € uma técnica
extremamente util e desempenha um papel valioso na separacdo de misturas
complexas como, por exemplo, os flavonoides e outras substancias aromaticas.
Pesquisas relacionadas ao tempo de retencdo (TR) com diversos suportes e
eluentes tém sido aperfeicoados e tabelados, a fim de se obter condi¢bes 6timas de
analise (Oliveira, 2005).

Para direcionar as analises por CLAE foram usados 2 padrdes de substancias
fendlicas, pois esses representam moléculas geralmente detectadas em frutas
(O’Prey et al., 2003), a saber:

eRutina: flavondide que possui o esqueleto semelhante ao da quercetina, se
diferenciando pela presenca de duas unidades de acUcares (glicose interna e
ramnose externa) ligados na posi¢ao 3 do flavonoide (Figura 25, cromatograma 1).
¢ Quercetina: flavonol penta-hidroxilado nas posigdes 3, 5, 7, 3’ e 4’, (Figura 26,

cromatograma 2).
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Figura 25: Cromatograma 1: perfil quimico da rutina avaliado por CLAE e estrutura
guimica da rutina. O equipamento usado foi da marca Shimadzu class, modelo LC-
|0, com duas bombas LC10AT, sendo a deteccédo feita hos comprimentos de onda
fixos de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 pL. A coluna

utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 1mg/mL.
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Figura 26: Cromatograma 2: perfil quimico da rutina avaliado por CLAE e estrutura
guimica da quercetina. O equipamento usado foi da marca Shimadzu class, modelo
LC-10, com duas bombas LC10AT, sendo a deteccéo feita nos comprimentos de
onda fixos de (A) 254 nm e (B) 350 nm com volume de injecdo de 20 uL. A coluna

utilizada foi uma RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm). C= 1mg/mL.

Pode-se observar, conforme as figuras 25 e 26, que ambas as substancias
padrdes absorvem nos comprimentos de onda de 254 e 350 nm, e que para o
sistema de solventes empregados, os picos de ambos os flavondides (rutina e

guercetina) foram tabelados, respectivamente, em 17,013 minutos e 22,923 minutos.
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Desta forma, os tempos de retencdo e as &reas correspondentes aos
flavondides rutina e quercetina sdo mostrados na Tabela 7. A rutina possui um
percentual de area de 84,3 % e a quercetina representa 96,8 %. Este resultado
avalia o quéo puros séo os flavondides em questado, além de estabelecer o tempo de

retencdo nas condi¢des de anélise mencionadas.

Tabela 7: Tempos de retencao e areas correspondentes dos flavondides quercetina
e rutina.

Rutina Quercetina
Tempo  Area (%) Area Tempo  Area (%) Area
(min) (min)
17.013 84,3 31125938 22.923 96,8 56613068

Os flavonoides (rutina e quercetina) quando solubilizados em metanol (MeOH)
produzem no espectro de ultravioleta (UV) duas bandas de absorcao caracteristicas
na regiao de 240 a400 nm (Figura 27), o que corrobora com os picos observados
nestas analises por CLAE. Essas bandas sdo conhecidas como banda | e banda Il: a
banda | (300-380 nm) esta associada a absorcdo do sistema cinamoil do anel B e a
banda Il (240-280 nm) se da pela absor¢céo do sistema benzoil do anel A (Alonso-
Salces et al., 2004; Mabry et al., 1970).

Banda I: Porcao Cinamoill

Banda II: Porcdo Benzoil o

Figura 27: Estrutura quimica de um flavonéide com as partes que originam as

bandas de absorcao caracteristicas no UV.
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Neste sentido, o espectro de ultravioleta dos flavondides rutina (A) e
quercetina (B) é apresentado na figura 28. Destaca-se as bandas caracteristicas dos
picos em 350nm (que corresponde a banda | do anel B) e a banda préximo a 240 nm
(que representa a banda Il do anel A), o que corrobora com os picos observados em
ambos os flavonéides em 254 e 350 nm nas analises por CLAE (Figuras 25 e 26

respectivamente).
A —17.01min Spectrum at time 17.01 min.
l Banda Il
l Banda | ™
OH
Ho b
I OR
OH (5}

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

nm

. Spectrum at time 22.92 min.
B — 22.92 min

i Banda Il l Banda | il

HO.

OH qJ

200 225 250 275 300325 350375400 425 450 475 500
nm

Figura 28: Espectros de ultravioleta dos flavondides rutina (A) e quercetina (B).
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Verificados os tempos de retencdo dos flavonoides rutina e quercetina, o
sumo, fracbes e subfracdes foram submetidas a andlise por CLAE para o
conhecimento do seu perfil quimico. Apés a realizacdo da CLAE pode-se observar
nos cromatogramas referentes as fragdes e subsfracdes de acetato de etila (FACEt,
F1 e F2) a indicacdo da presenca dos flavondides rutina e quercetina (Figura 29, 30
e 31). No sumo e nas demais fracdes e subfracdes advindas da purificacdo n&o

foram observados indicios da presenca de flavonéides (dados ndo mostrados).

1

2
1: 254 nm, 8 nm / '
—FACEt

0.0 25 50 75 100125150 175 20.0 225 250 27.5 30.0 325 350 37.5 40.0 42.5 450 47.5 50.0 525 550 57.5 60.0

N
Ll
0
©

Retention Time

Minutos

2: 350 nm, 8 nm
—FACEt

Retention Time

371

I

0.0 25 50 7.5 10.0 125 150 175 20.0 22,5 250 27.5 30.0 325 350 37.5 40.0 425 450 47.5 50.0 525 550 57.5 60.0

3

Minutos

Figura 29: Cromatograma 3, perfil quimico da fracdo acetato de etila (FACE)
avaliada por CLAE. Seta 1: Pico majoritario; Seta 2: Pico com tempo de retencéo

caracteristico para a rutina.
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Figura 30: Cromatograma 4, perfil quimico da subfracdo F1 avaliada por CLAE. Seta

1: Pico majoritario; Seta 2: Pico com tempo de retencdo caracteristico para a rutina.
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Figura 31: Cromatograma 5, perfil quimico da subfracdo F2 avaliada por CLAE. Seta
1: Pico majoritario; Seta 2: Pico com tempo de retencdo caracteristico para a rutina,

Seta 3: Pico com tempo de retencédo caracteristico para a quercetina.

Realizada a CLAE pode-se observar um pico majoritario no tempo de
retencdo em 8,512 minutos para a FACEt e em 8,213 minutos para a subfracdo F1,
(seta 1: circulado em verde) no comprimento de onda de 254 nm, com areas
correspondentes a 2.181.602 e 1.802.025, sendo que estes mesmos picos nao sao

observados no comprimento de onda de 350 nm e n&o correspondem aos padroes
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aromaticos existentes no laboratorio (Figura 29 e 30). Portanto, ndo puderam ser
identificados.

Na CLAE realizada com a subfracdo F2, observa-se um pico majoritario no
tempo de retencéo de 18,859 minutos (seta 1: circulado em verde) no comprimento
de onda de 254 nm, com &rea de 4.114.065, sendo este pico também observado no
comprimento de onda de 350 nm, com area de 1.084.813 (Figura 31).

E nitido que os picos com tempos de retencdo de 35,072 minutos (para a
FACEt), 34,976 minutos (para a F1) e 34,987 minutos (para a F2) se apresentam
também significativos no comprimento de onda de 254 nm, com areas de 3.372.447,
3.287.259 e 3.945.180. Contudo, estes picos nao s&o observados no comprimento
de 350 nm.

Nos cromatogramas 3 e 4 ( Figuras 29 e 30) observa-se também que 0s picos
com tempos de retencao de 16,523 minutos para a FACEt, 16,352 minutos para a F1
e 16,853 minutos para a F2 (seta 2: circulado em vermelho) sao indicativos da
presenca do flavondide glicosilado rutina, como se pode comprovar no
cromatograma 1 (Figura 25) e tabela 7.

Ja4 no cromatograma 5 (Figura 31) observa-se que o pico com tempo de
retencdo de 22,997 minutos, o qual caracteriza o flavonoide quercetina (seta 3:
circulado em roxo), é pouco representativo no comprimento de onda de 254 nm,
sendo que este mesmo pico nao foi observado para o comprimento de onda de 350
nm, devido a sua baixa concentracao.

Com o intuito de confirmar a presenca destes flavondides (rutina e quercetina)
na fracdo acetato de etila e suas subfracdes foi realizada uma co-cromatografia dos
padrdes junto com estas fracdes, a fim de verificar os tempos de retencao e o perfil
cromatografico das amostras unidas aos padrbes (Figuras 32, 33 e 34). A subfracéo
F3 ndo foi submetida a este processo cromatografico devido a insuficiéncia de
massa.

De acordo com esta co-cromatografia dos padrbes junto com as amostras
(FACEt, F1 e F2), pode-se notar que nas amostras ha a presenca de picos
compativeis com os tempos de retencao da rutina e da quercetina. Todavia, quando
os padrdes foram injetados juntos com as amostras, observou-se um pegueno
deslocamento dos tempos de retencdo da amostra, o que provavelmente ocorre
devido a existéncia de uma interacdo entre as substancias presentes nas amostras e

0s padrdes (rutina e quercetina).
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Figura 32: Cromatograma 6, perfil quimico da co-cromatografia da fracdo acetato de

etila (FACEt) junto com o flavondide rutina avaliados por CLAE.
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Figura 33: Cromatograma 7, perfil quimico da co-cromatografia da subfracdo F1

junto com o flavondide rutina avaliados por CLAE.
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Figura 34: Cromatograma 8, perfil quimico da co-cromatografia da subfracdo F2

junto com os flavondides rutina e quercetina avaliados por CLAE.

Os espectros de UV para estes picos que indicam a presenca da rutina e da
guercetina (Figura 34) revelam as bandas em aproximadamente 240 e 350 nm, o
gue em tese confirmam a presenca de flavondides com caracteristicas para as
bandas I e II.
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Figura 35: Espectros de Ultravioleta dos picos de tempo de retencdo (TR) igual a
16,683 minutos, correspondente ao pico 1 (azul) indicativo da presenca de rutina;
22,70 minutos, correspondente ao pico 2 (vermelho) indicativo da presenca de

guercetina pela co-cromatografia.

Tendo em vista a existéncia dos picos correspondentes aos flavonoides rutina
e quercetina na fracdo acetato de etila e sua subfragcdes oriundas da polpa dos
frutos de A. muricata L. (Figuras 29, 30 e 31), avaliou-se a representatividade
dessas substancias nas fracdes, sendo que a rutina se mostrou majoritaria em
relacdo a quercetina.

Assim, a partir da elaboracédo de uma curva padrao da rutina e da quercetina
(descrita no item 4.2, paginas 41 e 42) foi possivel quantificar a concentracdo dos
flavondides presentes nas amostras, sendo os resultados obtidos mostrados na
Tabela 8.
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Tabela 8: Quantificacdo dos flavondides presentes nas fragdes da polpa dos frutos
de A. muricata L.

TR dos Flavondides Concentracdo (ug/mL) % p/p
FracOes Rutina Quercetina Rutina Quercetina Rutina Quercetina
FACEt | 16,523 _ 0,103 _ 1,12 _
F1 16,352 _ 0,080 _ 0,87 _
F2 16,853 22,997 0,591 0,021 6,43 2,90

A FB foi submetida a um fracionamento (Figura 21, item 4.2.2, pagina 45) em
coluna cromatografica aberta em fase inversa RP-2, no qual se obteve trés
subfracdes, sendo que estas foram unidas de acordo com o perfil cromatografico

observado por CCD, a saber:

e Subfracdo F4: porcéo eluida da coluna com 100 % de agua;
e Subfracdo F5: porcéo eluida com 50 % agua e 50 % metanol,

e Subfracdo F6: porcdo eluida com 100 % metanol.

A subfracdo F6 apresentou 2 fases imisciveis (F6a e F6b). Assim, com o intuito
de direcionar o processo de fracionamento foi realizada a CLAE para estas
amostras, a qual indicou ser a F6b a mais promissora, como mostra 0 comatograma
na figura 36.

Observa-se que no cromatograma 9 (Figura 36) que a F6b possui caracteristicas
pouco polares (eluida em 100% de metanol) e por CLAE, ap6s 47 minutos, o eluente
na coluna cromatografica esta torno de 100 % de acetonitrila (item 4.2 pagina 40,
Tabela 3). Contudo, € nesta subfragcdo que se encontra o pico majoritario da
subfracdo, com tempo de retencdo em 47,787 minutos (seta 1).

Em relacédo ao pico observado no tempo de retencao de 55,957, o espectro de

ultravioleta indica ser, possivelmente algum ruido ou sujeira.
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1
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Figura 36: Cromatograma 9, perfil quimico da amostra F6b avaliado por CLAE. Seta

1: Pico majoritéario.
5.2 Isolamento da Substancia

Com o objetivo de isolar a substancia evidenciada pelo cromatograma 9, a
F6b, por ter massa suficiente e possuir um pico bastante concentrado, foi fracionada
em coluna cromatografica aberta em Sephadex LH-20 (conforme indicado na Figura
21, item 4.2.2, pagina 45), obtendo-se trés subfracfes, sendo que estas foram

unidas de acordo com o perfil cromatografico observado por CCD, a saber:

e Subfracdo F6b1l: porcdo eluida da coluna em 100% agua;
e Subfracdo F6b2: porcdo eluida em 50% agua e 50% MeOH;
e Subfracdo F6b3: porcado eluida com 100 % MeOH.
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Figura 37: Cromatograma das subfracdes F6bl, F6b2 e F6b3 realizado em CCD,
mostrando as manchas majoritaria. Fase movel: butanol: acido acético: agua (8:1:1)

e revelado com sulfato cérico.

De acordo com a CCD (Figura 37) realizada logo apds fracionamento
(Sephadex LH-20), notou-se que as manchas de interesse se concentravam nessas
trés ultimas subfracdes (F6b1, F6b2 e F6b3), sendo que F6b2 e F6b3 apresentaram
um perfil cromatografico muito semelhante e F6bl mostrou-se praticamente
purificada por CCD (Figura 38), com Rf de 0,84. As subfracbes F6b2 e F6b3
apresentaram cada uma manchas com Rf de 0,34, de caracteristica mais polar, e
outra mancha com Rf de 0,55 de polaridade intermediaria, para o sistema de
solventes utilizado.

De acordo com a CCD, mostrada na figura 38, a mancha caracteristica para a
substancia isolada € muito pronunciada, e possui Rf de 0,84. Esta mancha quando

submetida a revelacéo sob luz UV (332 nm) apresenta coloracao esverdeada.
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Figura 38: Cromatograma da subfracdo F6bl realizado em CCD, mostrando a
mancha da substancia isolada. Fase movel: butanol: 4cido acético: agua (8:1:1) e

revelado com sulfato cérico.

De acordo com a CLAE (Figura 39), esta substancia isolada foi codificada
como G1 e apresenta um unico pico com tempo de retencdo em torno de 47

minutos.

Figura 39: Cromatograma 10, perfil quimico da substancia isolada, avaliado por

CLAE.
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Observa-se que a substancia isolada absorve apenas no comprimento de
onda de 254 nm, no tempo de retencdo de 47,723 minutos com area de 7.626.742.

O espectro de UV para este pico (Figura 40) revela uma banda em
aproximadamente 225 e outra em 275 nm, 0 que em tese parecem estar presentes

em moléculas arométicas (275 nm) e em carbonilas conjugadas (225 nm).

Bandatl47.72 min

Banda |

200 225 250 275 300 325 350 3

Figura 40: Espectro de UV do pico de tempo de retencéo (TR) igual a 47,72 minutos,

correspondente a substancia isolada G1.

Desta forma, observa-se no cromatograma mostrado para a F6b que a
purificacdo no sentido de se isolar uma molécula foi eficiente, pois se obteve uma

substancia isolada.
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5.3 Elucidacgé&o Estrutural da Substancia G-1
5.3.1 Infravermelho

A espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) identifica os grupos
funcionais presentes na molécula e envolve a interacdo da molécula com a radiacédo
eletromagnética (McMurry, 2005).

No espectro da substédncia G1 (Figura 41) destacam-se nove picos bem
pronunciados (Tabela 9). Observa-se uma banda de absor¢céo de aproximadamente
1726,36 cm™. Segundo Silverstein e Webster (1998), a absorcdo na regido entre
1850-1540 cm™ é indicativa do estiramento da carbonila alusivo a deformacéo axial
de C - O, sendo esta uma carbonila de éster (pico de 1273,07cm™) do sistema
aromatico (regido entre 3000 cm™ e 2500 cm™).

Os sinais em 2958,93 cm™, 2928,07 cm™ e 2872,13 cm™ séo atribuidos &
deformagéo axial do H do anel aromatico e a CHj3 alcanos alifaticos. A regiao entre
1450 cm™ e 1600 cm™, onde se pode observar o pico de intensidade média 1462,11
cm™, corresponde ao estiramento da ligagéo C = C (Silverstein e Webster, 1998).

O espectro de IV também apresenta um pico em 762,63 cm™, o qual
corresponde ao C-H aromatico monosubstituido. Além disso, observa-se também
bandas de absorcdo em 1122,62 cm™ e 1072,47 cm™ que sdo alusivas a

deformacé&o angular de C-H.

Tabela 9: Bandas e suas respectivas intensidades observadas no infravermelho.

N° | Bandas Intensidade
(cm™) (% de Transmitancia)
1| 742,63 85,534 m
2 |1072,47 82,195 m
3 [1122,62 80,880 m
4 |1273,07 76,267 F
5 |1462,11 86,309 m
6 |1726,36 73,958 F
7 |2872,13 83,883 m
8 | 2928,07 79,692 F
9 | 2958,93 79,321 F

F= forte, m = médio, f = fraco.
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Figura 41: Espectro de Infravermelho da substancia G1.

De acordo com McMurry (2005), os compostos aromaticos tém uma absorcéo

de estiramento fraca na faixa de 1600 a 2000

cm™ e no espetro de G-1 é possivel

observar os picos referentes a essa regido, sendo esta mais uma evidéncia de G-1

ser uma substancia aromatica.

Esses dados corroboram com os sinais encontrados na literatura (dos Santos,

2008; McMurry, 2005; Carvalho et al. 1998).

5.3.2 Técnicas Monodimensionais

A purificacdo da subfracdo F6b conduzi

gual foi submetida a espectroscopia de Resso

u ao isolamento da substancia G-1, a

nancia Magnética Nuclear de 'H e de

13C, e os dados est#o listados para ambos os sinais na Tabela 10 e 11 (pagina 74 e

76, respectivamente).
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5.3.2.1 RMN *H

Primeiramente, analisou-se o espectro de RMN *H da substancia G-1 obtida
em CDCIl; (400 MHz) (Figura 42). Este espectro apresentou sinais (6n)
correspondentes aos grupos metilénicos, metila e aromatico.

Na regido do espectro correspondente aos nucleos aroméaticos (6,00 - 8,00
ppm), pode-se observar a presenca de dois sinais, sendo correspondentes a regiao
do anel (7,50 e 7,70 ppm)(Mabry et al., 1970). Os sinais para os hidrogénios em 7,70
ppm correspondem aos sinais de H-2 e H-6, bem como o sinal em 7,50 se refere aos
hidrogénios H-3, H-4 e H-5.

A figura 43 mostra a expansado da regido dos sinais dos hidrogénios
aromaticos, no qual se observa dois duplos dupletos (dd) na regido do anel, sendo
os sinais em 7,50 ppm (H-3, H- 4, H-5) e em 7,70 ppm (H-2, H-6) aproximadamente,
com constante de acoplamento (j) de 3,4; 6,0 Hz e de 3,4; 6,0 Hz, respectivamente,
indicando acoplamento em orto e meta entre esses hidrogénios.

Na ampliacdo da regidao do sinal de 4,20 ppm (H-8) observa-se um duplo
dupleto com constante de acoplamento de (j) de = 5,8; 8,7 Hz, sendo a regido do
espectro entre 4,0 e 4,5 ppm correspondente ao grupo éster aromatico (Figua 44).

Na regido do espectro correspondente ao deslocamento quimico entre 0,8 e
1,6 ppm, referentes a hidrogénios de grupos metilicos, alguns sinais foram
observados e se pode destacar para essa porcéo alifatica da molécula a presenca
de um multipleto nos sinais em 1,34 ppm (H-11) e 1,30 ppm (H12 e H-13), um outro
multipleto nos sinais em torno de 0,87 ppm (H-14) e 0,91 ppm (H-15), e um sinal
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono em 1,42 ppm (H-10; m)(Argondizo et
al., 2007).

Os sinais de 'H encontrados (Tabela 10) foram comparados com os dados da
na literatura (Tabela 13, pagina 84), porém nao permitiram identificar a estrutura
(Argondizo et al., 2007; Araudjo e Chaves, 2005; Correia, 2002).
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H-8

Figura 44: Espectro de RMN *H de G-1 (400 MHz), com a expansao da regido dos

sinais.

Tabela 10: Sinais de 'H listados para a amostra G-1.

81 G-1 (CDCls)

H-2 e H-6 (7,70; dd; J=3,4; 6,0 Hz)
H-3, H-4, H-5 (7,50; dd; J= 3,4; 5,9 Hz)
H-8 (4,20; dd; J=5,8; 8,7 Hz)

H-9 (1,70; s)

H-10 (1,42; m)

H-11 (1,34; m)

H-12 e H-13 (1,30; m)

H-14 (0,87; m)

H-15 (0,91; m)
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5.3.1.2 RMN C

O espectro de RMN de *3C forneceu 15 sinais (Figura 45). O sinal em 130,9
corresponde aos carbonos C-2 e C-6, e o sinal em 128,8 corresponde aos carbonos
C-3, C-4 e C-5, sendo estes sinais referentes a carbonos de compostos aromaticos,
sugerindo a existéncia de um grupo aromatico monosubstituido (Marchese, 2009;
Argondizo et al. 2007).

Observa-se um sinal mais protegido do espectro, em 10,9 ppm, o que indica a
presenca de um metil em C-15.

A ocorréncia de um grupo éster foi indicada pelo sinal mais desprotegido do
espectro listado em 167,7 ppm, atribuido ao carbono carbonilico e que corresponde
ao C-7 (McMurry, 2005; Argondizo et al., 2007).

Os sinais de 68,3 ppm, 23,7 ppm e 30,2 ppm foram atribuidos aos carbonos
C-8, C-10 e C-11, respectivamente. O carbono 9 esta ligado a um metil e seu sinal
estd em 38,7 ppm e o carbono 12 refere-se ao CH, (Argondizo et al., 2007).

O sinal 14,0 ppm indica um metil simples terminal e € atribuido ao C-14. Por
sua vez, o carbono 1 do anel encontra-se ligado ao éster e o carbono 13 esta ligado
a um outro grupo metil e aparece na regiao de 22,9 ppm. A Tabela 11 mostra os
sinais encontrados para G-1 e a Tabela 14 compara os sinais de *C do espectro
obtido da amostra G-1 com os sinais encontrados na literatura (Marchese, 2009;
Argondizo et al. 2007; Araujo e Chaves, 2005; Correia, 2002).
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Tabela 11: Sinais de **C listados para a amostra G-1.

8c G-1 (CDCls)

C-2 (130,9)

C3, C-4, C-5 (128,8)

C-6 (130,9)
C-7 (167,7)
C-9 (38,7)
C-10 (23,7)
C-11 (30,2)
C-12 (29,0)
C-13 (22,9)

C-15 (10,9)
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C-9
C-10 C-15

C-13

C-il l C-i
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O espectro obtido pela técnica de APT (Figura 46) corrobora com as
indicacbes das técnicas de RMN *H e RMN **C. Contudo, algumas variacdes nos
sinais sdo observadas pelo fato do solvente utilizado nas anélises de RMN *H e
RMN *3C ter sido o cloroférmio deuterado (CDCls), enquanto que na anélise de APT
o solvente empregado foi o dimetilsulfoxido (DMSO-dg) deuterado.

LPEPEDT

08S8'E9
EELLED

EE—

:
| ! R

solvente

CH; l CH; CH;

l l CH; CH;

g L]

CHs
A CH CH CH
CHs
T T T T I T I T I T I T I T I T I T I T I T T T I T I T I T I T I T
PPM 160 150 140 130 120 110 100 20 ao 70 &0 50 40 30 20 10
| | % /
|| solvente CH, CH, lCHZ CH,

CH;

PPM 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 g
Figura 46: A) Espectro de RMN APT de G-1 (400 MHz); B) Expanséo da regido dos
sinais.
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Os dados de RMN 'H e *3C sugerem que a molécula se trata de um éster
aromatico, o benzoato-2-metil-heptila. Entretanto, para confirmar essa proposta

estrutural foram empregadas técnicas bidimensionais.

5.3.3 Técnicas Bidimensionais

5.3.3.1 COSY H -H

A partir da analise do COSY foi possivel identificar a correlagdo entre os
hidrogénios vizinhos, mostrando a sua correlagéo. A figura 47 mostra o espectro de
COSY *H -'H com essas correlagdes.

H-8 H-13 H-14
H-12
H-11

"~ PPM (F1)

875 s

Féizdpin/cm: 0.82022

H-13
H-12
H-11

H-8

7 CH
N6 :
11
H-2 ! 15
H-6 6

H-3 4
H-4
H-5

Figura 47: Espectro de RMN 2D- COSY para G-1.
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5.3.2.2 HMQC

Com base nos dados do espectro de HMQC (Figuras 48, 49 e 50) foi possivel
estabelecer a correlacéo direta entre os nicleos de *H com os nucleos de 3C a eles
diretamente ligados. Dessa forma, através da avaliacdo dos resultados desta analise
foi possivel inferir que os valores dos deslocamentos quimicos (8) dos carbonos da

substancia isolada possuiam um hidrogénio a eles ligado.

g [ 10
e -
—20
-3 — 30
- —40
— 50
— &0
e o
— 80
8 10 12 14
0\7 CH3 |90
(6] 0 r
11 13 — 100
1 15 L
6 2 CHj j11o
—120
5 3 -
o I
4 .
° PPM (F1)

Figura 48: Espectro de RMN-2D HMQC para G-1.

Essas correlagfes e deslocamentos podem ser observadas na Figuras 49 e

50, a qual mostra em expanséao o espectro de HMQC para G-1.
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Figura 50: Expansdo do espectro de RMN -2D HMQC para G-1 (400 MHz) para a

regido de 120 a 138 ppm.
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5.3.2.3 HMBC

Por meio da anélise das correlacdes a longa distancia *H-**C (Figura 51) foi
possivel detectar a correlagéo entre os nucleos de *H e os nucleos de **C, a duas ou
mais ligacdes de distancia. Assim, partindo da avaliagdo dos resultados desta
anélise foi possivel confirmar a correlacdo entre os sinais de *H com **C conforme
Tabela 12.

k o
8 10 12 14 i
0 9 ' —20
: 1 13 2 " I
15
2 CHg L] fo | —40
6 -
5 3 i —&0
; L
—a0
—100
5 —120
| i ﬂ . -
P —140
—160
[ Ll L
—180
T T T T T I T I T I T I T T T T T I PPM (F1)
PPM (F2)  10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Figura 51: Espectro de RMN-2D HMBC para G-1(400 MHz).

A ampliacdo do espectro de RMN-2D HMBC para G-1(Figura 52, 53 e 54)

possibilita uma melhor visualizacdo das regides onde se localizam as correlagdes.
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Figura 54: Ampliagcdo do espectro de RMN-2D HMBC para G-1(400 MHz) para a

regido de 8 a 40 ppm (F1).

Assim, a Tabela 12 apresenta um resumo dos dados obtidos para a

substancia G-1 (benzoato-2-metil-heptila) a partir das andlises realizadas pela

técnica de RMN em experimentos mono e bidimensionais.

Desta forma, este é o primeiro relato para essa substancia proveniente de

uma espécie vegetal. A partir de buscas na literatura foi possivel verificar a

existéncia do benzoato de butila, do benzoato de etila e do benzoato de 2-propenila

(Narain et al., 2004), bem como do metil benzoato ou benzoato de metila, o qual é

um éster derivado do acido benzoico e metanol (Ritter, 2005).

A literatura também relata a identificacdo de acidos aromaticos derivados do

benzoato como, por exemplo, os listados na Tabela 13.



Tabela 12: Sinais listados de *H e 3C da substancia G-1.

N° C HMQC HMBC (ppm)
'H (ppm) | *°C (ppm)

1 42 132,4 i

2 7,70 130,9 C6, C2 (130,9) e C7 (167,7)

X 50 1288 C3, C4, C5 (128,8) e
C1(132,4)

4 7,50 128,8 i

] 50 1288 C3, C4, C5 (128,8) e
C1(132,4)

6 7,70 130,9 C2, C6 (130,9) e C7 (167,7)

7 42 167,7 -

8 4,20 68,3 C9 (38,7) e C7 (167,7)

9 1,70 38,7 C13 (22,9)

10 | 1,42 23,7 C15(10,9) e C9 (38,7)

11 | 1,34 30,2 C12 (29,0)

12 | 1,30 29,0 C13 (22,9) e C14 (13,8)

13 | 1,30 22,9 C14 (14,0) e C12 (29,0)

14 | 087 14,0 C13 (22,9) e C12 (29,0)

15 | 001 10,9 C10 (24,0) e C9 (38,7)
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Contudo, a estrutura mais proxima ao benzoato-2-metil-heptila relatada na

literatura é o benzoato-1-metil-heptila (Figura 55).
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CHs

Figura 55: Estrutura quimica do benzoato-1-metil-heptila.

Tabela 13: Alguns &cidos aromaticos derivados do benzoato relatados na literatura.

Acidos Aromaticos Literatura

benzoato-6-metil-heptila

2,4-di-hidroxi-6-(fenileteno)-benzoato de metila (Merchese,

4-hidroxi-3,5-bis(3’-metil-2’-butenil) benzoato de metila 2009)

o 2,4-di-hidroxi-6-(feniletano)-benzoato de metila

(2-metbxi-6-(8-hidroxi-octanil)-benzoato de metila

(2-metoxi-6-(7-oxo-hepil)-benzoato de metila

(2-(8-hidroxi-undec-10-enil)-metdxi-benzoato de metila

(2-metoxi-6-(8-metoxi-undec-10-enil) benzoato de metila (dos Santos,

(2-(10-hidroxi-8-metoxi-undecil)-6-metoxi-benzoato de metila 2008)

4 9-dimeto6xi-7-metil-7,8,9,10,11,12,13,14,15,16-decahidro-6-oxa-

benzociclotetradecen-5-ona

2(7-[1,3]ditiano-2yl-heptil)-6-metoxi-benzoato de metila

2-metoxi-6-pentacil benzoato de metila (Gonzaga,
2-acetil-6-pentadecilbenzoato de metila 2008)
4-hidroxibenzoato de metila (Ritter, 2005)

Tendo em vista que as substancias benzoato-1-metil-heptila e benzoato-2-
metil-heptila (G-1) sdo isbmeros de posicdo, se pode comparar os dados de RMN *H
e RMN °C para G1 com aqueles existentes na literatura para seu isémero, como

pode ser observado na Tabela 14.
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Tabela 14: Comparacéo dos sinais de G-1 e os sinais encontrados na literatura.

SH SH SC 8C
G-1 Literatura* G-1 Literatura*

(CDCl3) (CDCls) (CDCls) (CDCl)

1 - - - -
2 7,70 7,69 130,9 130,4
3 7,50 7,52 128,8 128,7
4 7,50 7,52 128,8 128,7
5 7,50 7,52 128,8 128,7
6 7,70 7,69 130,9 129,9
7 ---- ---- 167,7 167,2
8 4,20 4,20 68,3 67,6
9 1,70 1,78 38,7 38,7
10 1,42 1,40 23,7 24,6
11 1,34 131 30,2 29,6
12 1,30 131 29,0 29,5
13 1,30 131 22,9 25,8
14 0,87 0,83 14,0 14,1

15 0,91 0,90 10,9 11,7
Marchese, 2009; dos Santos, 2008; Argondizo et al., 2007,
Araujo e Chaves, 2005; Raya, 2005; Ritter, 2005; Correia, 2002.

Um fator determinante para a posicdo da metila (C-15) na posicdo 9 da
molécula foi a técnica bidimensional HMBC (Figura 51), em que se observa a
correlacdo do hidrogénio 9 (H-9) com o carbono 15 (C-15) e dos hidrogénios 15 com
o carbono 9, conforme exemplificado na figura 56 .

Na técnica de HMQC (bidimensional) foi possivel verificar a correlacédo direta
entre o carbono 8 (C-8) e o grupo metilénico (CH;) em H-8. Assim, a correlacéo
observada por HMBC do H-8 com o carbono 7 (C-7) (Figura 54) ndo deixa duavidas

sobre o0 posicionamento da metila (CH3) na posicéo 15 da molécula (Figura 56).
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Figura 56: Correlagdes bidimensionais observadas por HMBC e HSQC.

Com base nos dados de *C e 'H aliados as técnicas bidimensionais foi

Y

possivel confirmar a proposta da substancia aromatica benzoato-2-metil-heptila
(Figura 57).

7,50 RMN **C benzoato-2metil-heptila
RMN 'H benzoato-2metil-heptila

Figura 57: Estrutura do benzoato-2-metil-heptila (G-1).

A literatura relata que algumas espécies de Annona sédo aromaticas devido a

presenca de Oleos essenciais e seus compostos aromaticos como, por exemplo, 0s
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benzoatos. Das analises realizadas nesta familia destaca-se se o isolamento dos

Oleos essenciais a partir de Annona muricata (Esquinca, 2005; Leboeuf et al. 1982).

5.5 Atividade Antioxidante

A oxidacdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. Porém, o metabolismo do
oxigénio nas células vivas também leva a producéo de radicais. Assim, oxidantes
sdo substancias sintetizadas pelo metabolismo normal do organismo e, se nao
controlados, podem provocar danos extensivos (Roesler et al., 2007; Mccord, 1994).

O estresse oxidativo tem sido relacionado ao desenvolvimento de muitas
doencas crbnicas e degenerativas, incluindo o cancer, doencas cardiacas, doencas
degenerativas como Alzheimer, bem como esta envolvido no processo inflamatorio.
Além disso, o balango entre o estresse oxidativo e as fungbes antioxidantes dos
organismos vivos parece ter um papel na carcinogénese (Lachman et al., 2010;
Shami e Moreira, 2004; Christen, 2000; Diaz et al., 1997).

Pesquisas clinicas e epidemiolégicas apontam evidéncias de que
antioxidantes fendlicos de frutas, cereais e vegetais sdo 0s principais fatores que
contribuem para a significativa reducdo da incidéncia de doencas crdnicas e
degenerativas encontradas em populacfes cujas dietas sdo altas na ingestédo
desses alimentos (Zhang et al., 2010; Spada et al., 2008). Assim, a énfase na
pesquisa por antioxidantes naturais tem aumentado nos ultimos anos. Compostos
tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de fendis, acidos
fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferdis, fosfolipidios, acidos aminados,
acido ascorbico, pigmentos e esterdis (Oliveira et al., 2009; Angelo et al., 2007).

Nesse sentido, a capacidade de sequestrar radicais livres em relacdo ao
radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) no sumo e fracdes foi escolhida por
se tratar de uma metodologia simples, rapida e sensivel. As substancias
antioxidantes presentes nas amostras reagem com o DPPH, que é um radical
estavel, e converte-o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracéo indica
o potencial antioxidante da amostra. As amostras foram avaliadas em concentracdes
de 1000 a 10 pg/ml, como mostra a figura 58.

Os resultados do sumo, das fracbes, das subfracdes, da G-1 (substancia

isolada e caracterizada neste estudo) e dos padrdes de referéncia submetidos ao
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ensaio antioxidante sao apresentados na Tabela 13. Vale ressaltar que os testes
foram realizados em triplicata e em trés concentragcdes distintas, sendo
apresentadas aqui as médias aritméticas e o desvio padrao.

Os padrdes empregados foram os flavondides quercetina, rutina e apigenina,
e 0 padrdo comercial de estrutura fendlica, BHT (Butil-hidroxi-tolueno). Os
flavonoides foram utilizados como padrBes pelo seu efeito protetor nos sistemas
biolégicos, o qual é conferido & sua capacidade de transferéncia de elétrons dos
radicais livres (Heim, 2002).

Segundo Ross e Kasum (2002), a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos é determinada pela sua estrutura, especialmente com a facilidade com que
um atomo de hidrogénio a partir de uma hidroxila do anel aromético pode ser doado
a um radical livre. Além disso, o potencial antioxidante também esta relacionado com
a polaridade, natureza e posicdo dos grupos constituintes na estrutura dos

compostos fendlicos (Fabri, 2008).

Tabela 15: Atividade antioxidante do sumo, das fragces, das subfracdes, da G-1, dos

padrdes fendlicos (quercetina, rutina, apigenina) e do BHT.

AMOStras Concentracbes
1000 pg/mL (%) 100 pg/mL (%) 10 pg/mL (%)

GS 91,2+1,7 71,7+2,7 43,4 +3,2
GSS 88,2+2,2 59,3+3,2 40,2+1,9
FH 92,8+1,7 489+1,2 294+1,8
FACEt 96,0 £1,0 54,2 +3,2 259+1,1
F1 91,3+0,6 252+3,9 6,1+1,3
F2 429+24 83,7+25 72,9+3,9

F3 * * *
FB 97,0+0,6 40,2 +2,2 21,7+15
F4 84,1+1,6 23,3+0,5 0,8+0,5
F5 715+1,1 27,7124 49+0,9
F6 65,9 £ 0,6 81,6 +2,7 245+3,1
G-1 58,4 +5,3 142 +2,3 22,5+3,0
Quercetina 954+0,9 934+1,2 91,7+0,7
Rutina 88,5+0,6 85,8 +0,7 0,82+0,1
Apigenina 60,5+1,0 421+11 9,6+0,7
BHT 100 £ 0,9 52,1+2,2 43615

* Massa insuficiente para o experimento. Média + Desvio Padrédo (n=3).
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Pode-se observar que as amostras apresentam atividade sequestradora de
radicais livres nas trés concentragdes avaliadas (1000, 100 e 10 pyg/mL).

Os percentuais de acao antioxidante mostraram-se expressivos para todas as
amostras na concentracao de 1000ug/mL. Na concentracdo de 100ug/mL, GS, GSS,
F2 e F6 apresentaram atividade sequestrante de radicais livres superior ao padréo
comercial BHT e na concentracdo de 10 yg/mL a F6 também exibiu uma atividade
antioxidante superior ao BHT, fato este que evidencia a acdo antioxidante das
amostras. Em relacdo as fracBes oriundas da particdo liquido-liquido realizada, a
FACEt na concentracdo de 100ug/mL foi a Unica que apresentou um percentual de
sequestro também superior ao BHT.

Nas demais fracdes (FH e FB), os percentuais de acao antioxidante ndo se
apresentaram tdo expressivos em relacdo ao BHT, permanecendo abaixo do
percentual exibido por este padréo.

Quando se compara o sumo, 0 sobrenadante e as fragbes com o padrao
guercetina observa-se que apenas a FACEt e FB na concentracdo de 1000ug/mL
sdo superiores a este padrdo, sendo nas demais concentracdes, o percentual de
sequestro inferior aos valores encontrados para a quercetina.

Em comparacdo ao flavonodide rutina, o sumo e as FH, FACEt e
F1(1000ug/mL) apresentaram atividade antioxidante superior. Ja na concentracao
de 10 ug/mL todas as amostras exibiram um potencial de sequestro de radicais
livres superior a rutina, exceto a F4 que exibiu um percentual de sequestro
equivalente. Na concentragcdo de 100ug/mL para todas as amostras este percentual
é inferior a este flavondide.

Quando se observa o potencial antioxidante das amostras em comparacao a
apigenina, um outro flavonéide empregado como padrdo, nota-se que na
concentracdo de 1000ug/mL apenas F2 e G1 apresentaram atividade antioxidante
inferior a este flavondide. Ja na concentracdo de 100ug/mL, F1, FB, F4 e F5 também
exibiram um percentual de sequestro inferior a este padréo, sendo que somente F1,
F4 e F5, na concentragcdo de 10 pg/mLse apresentaram percentuais abaixo da
apigenina.

Mediante estes resultados € possivel constatar o potencial antioxidante
exibido pelas amostras e também sua comparacao com a atividade sequestrante de
radicais livres como o padrdo BHT, bem como para os padrées fendlicos (rutina,

guercetina e apigenina) como mostra a figura 58.
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Figura 58: Atividade antioxidante do sumo, fracdes, subfracbes e G1 em comparacdo com os padrdoes de referéncia quercetina,

rutina, apigenina e BHT (n=3).
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A substancia G-1 apresentou, em todas as concentracdes, atividade
antioxidante inferior aos padrdes testados, com excecdo da apigenina e da rutina,
gue apresentaram tal atividade na menor concentragdo inferior a 10% e 1 %,
respectivamente.

O padréo comercial BHT é um antioxidante mais efetivo na supresséo da
oxidacdo em gorduras animais do que em Oleos vegetais e por isso pode ter
apresentado atividade antioxidante na concentragdo de 1000 pug/mL e 100 pg/mL,
devido a sua pouca polaridade. Como a maior parte dos antioxidantes fendlicos, sua
eficiéncia é limitada em 6leos insaturados de vegetais ou sementes (Ramalho e
Jorge, 2006).

A apigenina, por sua vez, é relatada na literatura como detentora de baixa
capacidade antioxidante (Wojdyto et al., 2007; Skerget et al., 2005; Galati et al.,
2002), fato este que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho e pode ser
explicado pela estrutura quimica deste flavonoide. A apigenina (Figura 59) possui a
hidroxila no carbono 5, 7 e 4’ e a dupla ligacdo entre os carbonos C-3 e C-4;
contudo, esta aglicona néo apresenta o grupo OH nos demais carbonos, o que pode
explicar a capacidade antioxidante menor quando comparada a literatura (Harborne
e Williams, 2000).

Figura 59: Estrutura quimica da apigenina, mostrando o grupamento OH nos

carbonos 5,7 e 4.

Nesse sentido, a atividade sequestrante de radicais livres pelos flavonoides
relaciona-se com sua estrutura, e os flavondides que se apresentam hidroxilados,
principalmente os grupos 3-OH, 5-OH, 7-OH, 4-OH e 3’-OH, sdo os que exibem

maior atividade antioxidante (Ross e Kasum, 2002). Além disso, a presenca da dupla
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ligacdo entre os carbonos C-2 e C-3 intensifica a atividade antioxidante que esta
relacionada aos flavonoides (Harborne e Williams, 2000).

Aos acidos aromaticos, como os benzoatos, também é atribuida a atividade
antioxidante. Em estudo realizado com o 2-hidroxi-6-pentadecil-benzoato de metila,
por exemplo, verificou-se que este apresentou atividade sequestrante de radicais
livres equivalente ao BHT (Gonzaga, 2008), enquanto que em relacdo ao benzoato
de benzila foi verificado uma baixa atividade antioxidante (Silva et al., 2009).

Partindo do principio de que a atividade antioxidante relaciona-se
principalmente aos flavondides, bem como aos &acidos fendlicos e aos taninos,
avaliou-se também o teor destes ultimos, sendo desta forma, quantificados os teores
de taninos galicos, taninos condensados e fendis totais.

5. 6 Determinacéo do Teor de Taninos

Os taninos séo substancias provenientes do metabolismo secundario de fontes
vegetais e estdo presentes na maioria das plantas. Todavia, sua concentragado nos
tecidos vegetais pode variar, dependendo da idade, do tamanho da planta, da parte
coletada, da época ou, ainda, do local de coleta (Monteiro et al., 2005).

A presenca de taninos na composicdo quimica vegetal muitas vezes esta
relacionada a acdo biologica descrita para uma espécie, sendo que a distribuicédo
macica de taninos esta restrita a alguns taxons, o que faz com que a planta
apresente uma grande producdo de representantes dessa classe quimica em
detrimento de outros metabdlitos (Luna, 2006).

Os taninos sao classificados em dois grupos principais, os hidrolisaveis e os
condensados, cujas estruturas sdo muito diferentes entre si, embora todos possuam
molécula poli-hidroxifenéis ou seus derivados (Degéaspari, 2005).

Os taninos hidrolisaveis incluem os galotaninos e os elagitaninos, polimeros
derivados dos acidos galico e elagico (Figura 8, p. 14 ). Podem ser detectados em
elevadas concentracdes principalmente em madeiras, cascas de arvores, folhas e
galhos (Mueller-Harvey, 2001).

Ja os taninos condensados, como a procianidina, por exemplo, (Figura 60),
sdo encontrados em maior concentracdo e com maior relevancia em alimentos

(Degéspari et al., 2005). Compreendem um grupo de polihidroxi-flavan-3-ol e
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apresentam uma estrutura semelhante aos flavonoides, com colora¢do que varia do

vermelho ao marrom (Scholfield et al., 2001).

OH

HO o) W
OH

OH

OH
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Figura 60: Estrutura quimica da procianidina, um exemplo de tanino condensado.

Os taninos condensados possuem um padrdo de distribuicdo muito amplo,
sendo encontrado em diversas familias de angiospermas como nas Annonaceae
(Paiva et al.,, 2002). A Tabela 16 mostra os teores de taninos condensados e

hidrolisaveis nas amostras oriundas da polpa dos frutos.

Tabela 16: Dados obtidos da analise do teor de taninos condensados e hidrolisaveis

da polpa da graviola.

Taninos Taninos
Amostras L
Condensados (% p/v) Hidrolisaveis (% p/v)
GS 0,34 T

GSS
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De acordo com esses resultados pode-se observar que os teores de taninos
condensados concentram-se no sumo, ndo sendo detectados teores de taninos
hidrolisaveis.

Segundo Degaspari et al. (2005), a presenca de pequenas quantidades de
taninos nos frutos confere-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis. Todavia,
guantidades elevadas conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas
adstringentes. Esta sensacao de adstringéncia € provocada pela propriedade que os
taninos possuem de precipitar proteinas e assim, quando em contato com as
proteinas da saliva, formam um complexo insolUvel que popularmente se caracteriza
pela sensacéo adstrigente

Castro et al. (1984), estudando o contetido de taninos na graviola, observaram
variagdes pequenas ao comparar frutos verdes e maduros, quantificando os teores
de taninos em 0,25 e 0,22%, respectivamente. Ja o teor de taninos catéquicos e
esteroides livres em extratos metanolicos de A. muricata foi de 0,65% (Lima et al.,
2006). Vale ressaltar que um fator responsavel pelos niveis de concentracdo pode
ser a metodologia de extracdo, que € um fator limitante para a observacdo do
conteudo fendlico das plantas.

Alguns estudos relatam decréscimo no teor de taninos da graviola durante o
amadurecimento até atingir cerca de 0,08% (Lima et al., 2002; Aziz & Yusof, 1994).
Oliveira et al. (1994), no entanto, detectou o conteudo de fendlicos totais igual a
0,87%.

Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho exibem um valor

consideravel no teor de taninos presentes no sumo dos frutos.

5.7 Determinacdo do Teor de Fendis

O método de Folin-Denis permite quantificar flavondides, antocianinas e
compostos fendlicos presentes nas amostras (Moreira, 2000; Oliveira et al, 1994). A

Tabela 17 mostra o teor de fendis totais da polpa dos frutos de gravioleira.
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Tabela 17: Dados obtidos do contetdo de fendis totais nas amostras oriundas da
polpa dos frutos de gravioleira.

Amostras Fenois Totais (mg/mL)
Sumo (GS) 3,602
Sobrenadante (GSS) 3,257

Foram detectados teores de fendis totais tanto em GS quanto em GSS, sendo
gue se pode notar que ha uma concentracdo dos teores de fendis totais no sumo da
polpa da graviola. O fato de ocorrer uma concentracdo inferior de fendis no
sobrenadante em relacdo ao sumo pode ser devido a metodologia de extracdo, a
gual € um fator limitante para a observacdo do conteudo fendlico das plantas
(Agostini-Costa et al., 2003).

Segundo Ferelli (2006), a determinacdo do conteudo fendlico total do extrato
das folhas de graviola na fracdo acetato de etila apresentou 0,143 mg/mL de
compostos fendlicos, o que representa cerca de 14% sendo, portanto, inferior aos
resultados encontrados para o sumo e o sobrenadante apresentados neste trabalho.

Hassimotto et al. (2005), usando metanol a 70% como solvente extrator,
relatam valores de fendlicos totais de 120mg.100g™ para polpa de graviola,
enquanto Kuskoski (2006) citam o teor de 84,3 mg.100g™ de fendlicos totais em
polpas de graviola provenientes que foram diluidas em agua (1:2,5).

Nesse sentido, a relacdo entre a concentracdo de fendis totais e a capacidade
de sequestrar radicais livres verificada neste trabalho pelas amostras foi positiva,
visto que as amostras com maior concentracdo de fendis totais sdo justamente as
gue apresentam maior atividade antioxidante. Esses resultados corroboram com
outros trabalhos na qual a atividade antioxidante foi relacionada também com o teor
de taninos (Lima et al., 2006; Moure et al, 2001 ).

Os relatos na literatura acerca da correlacdo entre fendis totais e atividade
antioxidante é controversa. Alguns autores observaram uma alta correlacédo
(Benvenuti et al.,, 2004; Jimenez et al., 2000; Kahkonen et al., 1999), enquanto

outros ndo observaram correlacéo direta (Eberhardt et al., 2001; Imeh et al., 2002).
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Estudos apontam que a correlagcéo entre a capacidade antioxidante e o teor de
fendis totais pode estar sujeita ao método selecionado e também as caracteristicas
hidrofébicas ou hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes avaliados (Roesler
et al., 2007). Além disto, outras moléculas podem estar agindo em sinergismo aos
compostos fendlicos, o que certamente ocasiona uma alta concentracao da atividade

sequestradora de radicais livres.

5.8 Atividades Imunofarmacoldgicas

No ambito do estudo das plantas medicinais é necessario verificar a
existéncia de caracteristicas desejaveis das plantas como a eficacia, baixa
toxicidade para o ser humano, assim como um padréo de qualidade para que sejam
manipuladas de forma segura na terapéutica médica (Barbosa, 2009).

Nesse contexto, pouco se conhece sobre as propriedades toxicas de A.
muricata, pois a toxicidade de plantas da familia Annonacea é ainda pouco
estudada, principalmente em relagdo aos frutos, e os trabalhos realizados com as
mesmas abordam seus efeitos citotoxicos in vitro dando énfase aos efeitos anti-
tumorais. Nesse sentido, se nota uma alta prevaléncia do uso de plantas medicinais
em oncologia. Desta forma, € de suma necessidade o conhecimento acerca dos
possiveis efeitos toxicos relacionados ao uso das plantas medicinais (Barbosa,
2009).

5.8.1 Avaliacdo da atividade imunomodulatoria na producdo de NO em RAW
264.7

O o6xido nitrico (NO) € uma molécula gasosa simples, encontrada no ar
atmosférico em baixas concentracdes, sendo altamente toxica por ser um radical
livre, o que a torna um agente quimico altamente reativo (Muzitano, 2006; Flora-
Filho e Zilberstein, 2000).

A sintese fisiologica de NO é de suma importancia para a defesa do
organismo. Contudo, sua superproducdo ou de seus metabdlitos implica no
desenvolvimento de diversas patologias como, por exemplo, uma inflamacao
(Wadsworth e Koop, 2001). Assim, o NO constitui um dos mais importantes

mediadores de processos intra e extracelulares (Muzitano, 2006; Dusse et al., 2003).
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Nesse sentido, resultados experimentais mostram que compostos capazes de
inibir a producdo de NO possuem alto potencial como agentes anti-inflamatérios
(Hamalainen et al., 2007).

Inicialmente foi avaliada a capacidade do sumo, sobrenadante e fracbes em
inibir a producédo de 6xido nitrico por macréfagos RAW 264-7 estimulados com LPS
(1 pg/mL) em trés diferentes concentragdes, 500, 100 e 20 pg/mL.

A atividade imunomodulatéria do sumo na producdo de NO em macrofagos
RAW 264.7 estimulados por lipolissacarideo (LPS) foi estatisticamente significante (p
<0,05) quando comparado aos controles, porém a mesma nao foi expressiva. Na
maior concentragao testada, 500 pug/mL, o sumo inibiu 47,72+4,59 % da producao de
NO, reduzindo a producédo de NO a 13,35+0,7 uM como pode ser observado na

Figura 61.
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Figura.61: Avaliacdo da atividade do sumo e fragdes na inibicdo da producédo de NO
por macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Como controle positivo foram
usados macrofagos ndo-tratados e néo-estimulados (5,38+0,4 uM) e como controle
negativo macrofagos estimulados 1 pg/ml LPS e ndo-tratados (15,231£0,5 uM). Média
aritmética + desvio padrdo (n = 3). p < 0.05 (*) e p < 0.001 (**) em relacdo ao

controle positivo.

Pode-se observar também que o processo de purificacdo que originou as
fracOes foi eficiente no sentido de que todas as fracBes apresentaram um percentual

de inibicdo de NO bem mais elevado do que o sumo, chegando a se obter valores
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percentuais de inibicido bem préximos do controle positivo (100 %), como no caso da
fracdo butandlica na concentracao de 500 ug/mL 99,64+0,51%.

Na literatura encontram-se alguns relatos relativos a extratos e substancias de
origem vegetal habeis em inibir a producdo de NO por macréfagos, como por
exemplo, os flavonéides quercetina, rutina, wogonina, apigenina (Kim et al., 2004)
bem como algumas saponinas e esteroides (Tewtrakul e Itharat, 2007).

5.8.2 Avaliacao da citotoxicidade e viabilidade celular em RAW 264.7 e células
U937

O sumo, sobrenadante e fragcbes também foram avaliados quanto a sua
citotoxidez, de acordo com a liberacéo especifica de LDH, explicado em Materiais e
Métodos (item 4.3, pagina 49).

A lactato desidrogenase € uma enzima importante na rota metabolica celular.
Atua na rota de conversao do acido lactico em acido piravico e leva a producao de
ATP. Encontra-se dispersa pelo citoplasma da grande maioria das células e quando
uma célula sofre danos em sua membrana plasmatica, acaba ocorrendo a sua
liberacdo para o meio extracelular. Sendo assim, a presenca de LDH em um fluido
ou meio extracelular € um indicativo de que houve morte celular seguida de
rompimento de sua membrana, um processo patologicamente denominado de
necrose (Lantto et al, 2009; Balls et al., 1992).

O sumo e o sobrenadante ndo apresentaram citotoxicidade para macrofagos
RAW 264.7 e mantiveram sua porcentagem de liberacao especifica de LDH bastante
similar ao observado para as células ndo tratadas, para os macréfagos nao-
estimulados e para os que foram somente estimulados. Na Figura 62B pode-se
observar que, enquanto o sumo apresentou 6,92+0,4% de citotoxicidade, os
macrofagos tratados com 1% de Triton X-100 apresentaram 100+4,95 %.

As fracbes, por sua vez, apresentaram citotoxidade para macroéfagos RAW
264.7 apenas na maior concentracdo 500 pg/mL, sendo que esta citotoxicidade ficou
abaixo dos 45% de liberacdo especifica de LDH.

Quanto as células U937, o sumo e o sobrenadante também néo
apresentaram citotoxicidade, um indicativo de auséncia de morte celular por
necrose. A taxa de liberagdo de LDH para as culturas tratadas com Triton foi de

100%, sendo que as células controle e as tratadas com o sumo nao apresentaram
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liberacdo especifica de LDH estatisticamente significante (Figura 62A). Ja as fracdes
exibiram toxidez nas células leucémicas (U937), resultado este que indica que pode

estar ocorrendo morte celular por necrose.
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Figura 62: Citotoxicidade mensurada pela porcentagem de liberacdo especifica de
LDH. A) Células U937 foram plaqueadas e incubadas com o sumo e fracdes a 37°C
por 48h. Foram utilizados como controle negativo células U937 n&o-tratadas e como
controle positivo células U937 nao-tratadas acrescidas de 10uL de uma solucdo de
10X Triton X-100. B) Macrofagos RAW 264.7 foram plaqueados e estimulados com
1.0 pg/ml de LPS por 24 h a 37 °C com ou sem o0 sumo e fracdes. Média aritmética +

desvio padréo (n = 3).

Assim, observa-se com este resultado que as amostras testadas na maior
concentracdo apresentam em torno de 50 % de toxidez, sendo esta toxicidade
dependente da concentragdo. Na concentracdo de 100 pg/mL onde a atividade na
reducédo dos niveis de NO € ainda muito elevada a citotoxidez ja € bem reduzida.

Os dados de citotoxicidade a partir da liberacdo especifica de LDH foram
confirmados através do método de MTT. O ensaio de viabilidade celular pelo método
de metabolizacdo do MTT permite avaliar a quantidade de células vivas em uma
cultura, pois avalia a funcionalidade das mitocéndrias. Uma célula para permanecer
viva deve apresentar mitocondrias funcionando perfeitamente e, portanto, gerando
ATP, que é empregado nos processos metabolicos celulares (Bernas et al., 2002).

O método de MTT é rapido, sensivel e barato e visa analisar a viabilidade e o

estado metabodlico da célula. Consiste numa analise colorimétrica baseada na
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conversao do MTT em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas, que permite dessa maneira
quantificar a percentagem de células vivas. Desta forma, o teste de MTT permite
definir a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao (Barbosa, 2009; Mosmann,
1983).

Nos testes de metabolizagdo do MTT o sumo nao reduziu a viabilidade das
linhagens celulares. Os macréfagos RAW 264.7 tratados com o sumo (500ug/mL)
nao apresentaram viabilidade estatisticamente diferente do controle positivo

(macrofago tratado com LPS — 1ug/mL) (Figura 63A).
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Figura 63: Testes de viabilidade do sumo e fracbes em macrofagos RAW 264.7 e
células leucémicas U937 através do método de MTT. A) células U937
(1x10°células/mL) e B) Macréfagos RAW 264.7 (1x10°células/mL) foram incubadas
respectivamente por 48 e 24 horas com as amostras e em seguida a viabilidade das
culturas foi mensurada pelo teste de metabolizacgdo do MTT. Triton (células
cultivadas apenas em meio de cultura mortas pela adicdo de triton 10X antes da
adicdo do MTT) representa o controle negativo de viabilidade. Média aritmética +

desvio padréo (n = 3).

O sumo também ndo interferiu na viabilidade das células tumorais U937. Os
valores de densidade éptica obtidos para a viabilidade estdo apresentados na Figura
63A, onde se pode observar que novamente ndo ha diferencas estatisticamente
significantes entre a viabilidade das culturas incubadas apenas com DMEM-F12

(controle positivo) e as células tratadas com o sumo na maior concentragdo. Esses
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dados indicam que o sumo ndo demonstrou efetividade in vitro no combate as
células leucémicas U937. Contudo, as fracfes interferiram na viabilidade celular das
células tumorais, como pode ser observado na figura 62A.

Observa-se uma alta prevaléncia do uso de plantas medicinais na area
oncoldgica. Nesse sentido, os estudos realizados com as Annonaceae acerca de
sua toxicidade abordam seus efeitos citotoxicos in vitro dando énfase aos efeitos
anti-tumorais (Bargawi et al., 2004).

Oberlies et al. (1995) através de estudos in vitro avaliaram a citotoxicidade
das Annonaceas, demonstrando a inibicdo do crescimento de células tumorais
humanas. Jaramillo et al. (2000) testaram a citotoxicidade de A.muricata, obtendo
resultados inibitérios em linhagens de células tumorais U937.

Barbosa (2009) analisando o extrato hidroetandlico das folhas de A. muricata
verificou uma alta toxicidade, sendo este resultado corroborado por Luna et al.
(2006) em seus estudos com extratos etandlicos.

Em estudos realizados com folhas, sementes e cascas de A. muricata
também se tém verificado uma alta toxicidade, inclusive para algumas cepas
tumorais como SF-295 (glioblastoma), HCT-8 (c6lon) e MDA-MB-435 (mama), o que
corrobora as informacdes acerca dos estudos realizados com substancias ativas
isoladas desta espécie chamadas de acetogeninas, as quais tém sido amplamente
estudadas quanto a sua atividade citotoxica sobre linhagens tumorais (Barbosa,
2009).

Desta forma, as acetogeninas isoladas das folhas de A. muricata
demonstraram citotoxicidade sobre linhagens tumorais em ensaios in vitro (Wu et al.,
1995). A muricatacina (5-hidréxi-4-heptadecanolido) isolada das sementes
apresentou promissora acao citotoxica nas células de linhagens tumorais de pulmao,
de mama e de coélon (Cavé et al.,, 1997) e as acetogeninas anomuricina e
muricapentocina mostraram seletividade quando testadas em linhagem de
carcinoma pancreético (PACA-2) e adenocarcinoma de célon (HT-29) (Kim et al.,
1997). Muricina H, muricina | e cis-anomontacina, também isoladas da semente,
exibiram significativa atividade citotoxica contra as linhagens tumorais de hepatoma
humano (Liaw et al., 2002; Chang e Wu, 2001).

Pesquisas relacionadas a atividade citotoxica em células mononucleares do
sangue periférico, também mostraram que o extrato das folhas de A. muricata se

apresentou com alta atividade no modelo de toxicidade para células normais. Ja a
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avaliagdo da atividade antitumoral in vivo utilizando o sarcoma 180 em
camundongos, o extrato foliar de A. muricata apresentou um percentual de 57% com
uma dose de 30mg/Kg, sendo que na dose de 100 mg/Kg este extrato provocou
80% de mortes dos camundongos (Barbosa, 2009).

Diante dos resultados obtidos e do levantamento bibliografico pode-se
verificar que ha algum fundamento na utlizacdo popular da A. muricata no
tratamento de alguns tumores. Estes resultados relacionados a citotoxicidade, ainda
gue preliminares, revelam que se deve ter bastante cautela na utilizacdo de plantas

medicinais de forma indiscriminada.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho se avaliou o perfil quimico da polpa dos frutos de graviola
(Annona muricata L.), a medida da quantificacdo da atividade antioxidante, da
capacidade de inibir a producéo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos e por células
leucémicas, 0 que em tese pode justificar seu uso popular como anti-inflamatario,
antitumoral e um possivel alimento funcional. Para a obtencdo do sumo, a polpa foi
separada das cascas e das sementes. Os fracionamentos cromatograficos foram
utilizados com o intuito de se obter uma substéancia purificada e para o conhecimento
do perfil quimico. ApGs a purificacdo da substancia isolada, esta foi enviada ao RMN
para sua elucidagcédo estrutural. O sumo, fracdes, subfracdes, substancia isolada e
padrdes quimicos foram avaliados quanto sua atividade antioxidante. Também foram
realizadas as analises de taninos e fendis totais. O sumo e as fracdes, 0s quais
apresentaram significativa atividade antioxidante foram submetidos a analise
imunofarmacolégica. As principais conclusées do estudo podem ser assim

resumidas:

6.1 Avaliacdo do Perfil Quimico

O sumo, fracdes e subfracdes advindos da polpa dos frutos de graviola
guando avaliados por CLAE, apresentaram nos cromatogramas referentes as
fracOes e subsfragOes de acetato de etila (FACEt, F1 e F2) a indicacdo da presenca

dos flavondides rutina e quercetina. No sumo e nas demais fracdes e subfraces
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advindas da puriificacdo ndo foram observados indicios da presenca de flavonoides.
Apés a realizacdo das técnicas cromatogréficas de separacao de substancias, foram
obtidas subfracBes a partir da fracdo butandlica (FB), das quais um pico majoritario
foi isolado no tempo de retencdo em torno de 47 minutos, e deste a substancia
purificada (G-1) foi enviada para RMN, e elucidada a sua estrutura, de acordo com

dados espectroscopicos, foi identificada como benzoato-2-metil-heptila.

6.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

O sumo, fracdes, subfracdes, G-1 e padrbes foram avaliados quanto sua
atividade antioxidante. O sumo (GS), sobrenadante (GSS) e fracbes (FH, FACEt e
FB) apresentaram uma capacidade antioxidante superior a 90 %. A substancia
isolada neste trabalho provavelmente apresentou menor capacidade antioxidante
devido sua estrutura quimica. Um aspecto que intensifica a atividade antioxidante
gue esta relacionada aos flavonoides € a presenca de dupla ligacdo entre os
carbonos C-2 e C-3 (Harborne e Williams, 2000).

6.3 Avaliacdo do Teor de Taninos e Fendis Totais

Observou-se que os teores de taninos condensados se concentram no sumo
da polpa dos frutos de graviola, ndo sendo detectados teores de taninos
hidrolisaveis.

Com relacdo ao teor de fendis totais, foram detectados teores tanto em GS
guanto em GSS, sendo que se pode notar que ha uma concentracdo dos teores de
fendis totais no sumo da polpa da graviola. Verifica-se que ha uma relacao positiva
entre a concentracdo de fendis totais e a capacidade de sequestrar radicais livres,
visto que as amostras com maior concentracdo de fendis totais sdo justamente as
gue apresentam maior atividade antioxidante. Esses resultados corroboram com
outros trabalhos na qual a atividade antioxidante foi relacionada também com o teor

de taninos.
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6.4 Avaliacdo da Atividade Imunofarmacologica

O sumo, fragcbes e subfragcbes apresentaram atividade na inibicdo da
producdo de NO. O sumo na maior concentragdo (500 pg/mL) inibiu 47,72+4,59 %
da producdo de NO, reduzindo a producdo de NO a 13,35+0,7 uM. J& as fracdes
apresentaram um percentual de inibicdo de NO bem mais elevado do que o sumo,
chegando a se obter valores percentuais de inibicdo bem proximos do controle
positivo (100 %), como no caso da fracdo butandlica na concentracdo de 500 pg/mL
99,64+0,51. Com relagdo a toxidez, o sumo e o sobrenadante ndo apresentaram
citotoxicidade para macréfagos RAW 264.7 e mantiveram sua porcentagem de
liberacdo especifica de LDH bastante similar ao observado para as células ndo
tratadas, para os macréfagos nao-estimulados e para os que foram somente
estimulados. As fragcbes, por sua vez, apresentaram citotoxidade para macrofagos
RAW 264.7 apenas na maior concentracdo 500 pg/mL, sendo que esta
citotoxicidade ficou abaixo dos 45% de liberacdo especifica de LDH. Quanto as
células U937, o sumo e o sobrenadante também n&o apresentaram citotoxicidade,
um indicativo de auséncia de morte celular por necrose, observando-se que as
amostras testadas na maior concentracdo apresentam-se inferiores a 50 % de
toxidez. Nos testes de metabolizacdo do MTT o sumo né&o reduziu a viabilidade das
linhagens celulares. Os macrofagos RAW 264.7 tratados com o sumo (500ug/mL)
nao apresentaram viabilidade estatisticamente diferente do controle positivo. O sumo
também ndo interferiu na viabilidade das células tumorais U937. Contudo, as fracdes
interferiram na viabilidade celular das células tumorais, demonstrando efetividade in

vitro no combate as células leucémicas U937.
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