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RESUMO

O efeito oxidante provocado por radicais livres provenientes do metabolismo do O2, ocorre
naturalmente no organismo. O estresse oxidativo, aumento dessa condicdo, esta
correlacionado ao aparecimento de doengas, e pode ser intensificado devido a exposi¢do a
fatores externos, como a radiagdo solar, causando assim danos celulares significativos, que
podem levar ao envelhecimento acelerado das células. Estudos com extratos vegetais tém
demonstrado que os mesmos contém compostos de interesse farmacologico para tratar e/ou
prevenir os danos celulares causados pelo estresse oxidativo, resultando em uma agdo
fotoprotetora e antiglicante. Entre as espécies vegetais, a familia Annonaceae possui
representantes que apresentam compostos bioativos com diferentes atividades farmacologicas,
tornando-as importantes para a analise de sua capacidade antioxidante e a relagdo com o
potencial fotoprotetor e antiglicante. Partindo desse pressuposto, este estudo tem por objetivo
avaliar o potencial antioxidante, fotoprotetor e antiglicante com ensaios in vitro, além de
quantificar fen6is e flavonoides totais presentes nas amostras, ¢ também realizar a
caracterizagdo por cromatografia de camada delgada para flavonoides, terpenoides e
alcaloides dos extratos. Os resultados obtidos mostraram que A. crassiflora e A. cacans
apresentaram os melhores valores na maioria dos testes de avaliagdo da capacidade
antioxidante e entre os tipos de extratos avaliados, bem como para potencial fotoprotetor. O
extrato da folha de A. crassiflora apresentou os melhores resultados para teste antiglicagdo,
bem como para quantificagdo de fenodis. Dentre as polpas A. muricata que obteve o melhor
resultado antiglicagdo. Para flavonoides tanto na quantificagdo, quanto na CCD, os melhores
resultados foram encontrados na folha de A. squamosa e na polpa de A. cacans.

Palavras chave: Annonaceaes; Antioxidantes; Fator de Prote¢ao Solar (FPS); Araticum.
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ABSTRACT

The oxidative effect caused by free radicals derived from O2 metabolism occurs naturally in
the human body. The oxidative stress, the increase of this condition, is correlated with the
disease's appearance and can be intensified by the exposure of extern factors, like solar
radiation, thus causing significant cellular damage and also may cause faster aging of cells.
Researches with plant extracts have shown that they may have compounds with
pharmacological interesting to healing and/or preventing cellular damages caused by
oxidative stress, those may results a photoprotective and antiglicant activity. Among the plant
species, the Annonaceae family has representatives that contain bioactive compounds with
different pharmacological activities, making them important to the study of antioxidative
capacity and its relation with photoprotective and antiglicant potential. Then, this project is
designed to measure the oxidative, photoprotective and antiglicant potential in in vitro assays,
and also to quantify the total phenols, flavonoids and condensed tannins in the samples.
Another target is also to characterize by phytochemistry the extracts with higher antioxidant
activity. The results showed that A. crassiflora and A. cacans are best in most tests of
antioxidant capacity and between types of extracts evaluated, as well as potential sunscreen.
The leaf extract of A. crassiflora showed the best results for anti-glycation test, as well as
quantification of phenols. Among the pulps A. muricata we got the best anti-glycation result.
To quantify both the flavonoids, as in CCD, the best results were found in the leaf of A.
cacans, and in the pulp of A. squamosa.

Keywors: Annonaceaes; Antioxidants; Sun protection factor (FPS); Araticum.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Estresse oxidativo e antioxidantes

A oxidagdo € um processo metabodlico que leva a produgao de energia necessaria para
as atividades celulares (ROESLER et al., 2007), entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também desencadeia a produgdo de radicais livres (POURMORAD et al., 2006;
NAGMOTI et al.,, 2012), que se nao for controlada pode causar danos ao organismo
(ROESLER et al., 2007).

Em sistemas biologicos existe um equilibrio entre os fatores que promovem a
oxidacdo e os mecanismos de defesa antioxidantes (GONCALVES, 2008). Porém, o acimulo
desses radicais, chamado estresse oxidativo, tem sido associado ao desenvolvimento de
doengas cronicas e degenerativas, incluindo o cancer, doengas cardiacas e Alzheimer (AMES
etal., 1993, 1995; DIAZ, 1997; LANG e LOZANO,1998; CHRISTEN, 2000).

Os antioxidantes sdo enzimas ou substancias organicas capazes de agir contra os danos
da oxidagdo (GONCALVES, 2008; NIKI, 2010). Os mecanismos de a¢do antioxidante
incluem: suprimir a formacao de espécies reativas de oxigénio, ou pela inibicdo enzimatica ou
por quelar elementos envolvidos na producdo de radicais livres; eliminar espécies reativas de
oxigénio, ou apenas manter o mecanismo de defesa antioxidante regulado e protegido

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998; ANDALLU et al., 2014).

1.2 Atividade fotoprotetora

O estresse oxidativo pode afetar o DNA em consequéncia da exposi¢do a radiacdo
ultravioleta (UV) (SHAAL et al.,, 2011) pois induz a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), incluindo peréxido de hidrogénio e radicais superdxido, proteinas e
membranas celulares. Esse estresse ¢ considerado a esséncia da mutagénese por radiacao
UVA, porém, pode ser causado também por UVB e luz visivel (DAR e FRIDOVICH, 1994;

RUNGER e KAPPES, 2008).



Como consequéncia deste processo ocorre um aumento na sintese de melanina e da
peroxidacao lipidica da célula. Além de iniciar a ativagdo de matrizes metaloproteinases
(MMP) e a liberacao de citocinas pro-inflamatorias, esse aumento altera o colageno e a
elastina presente na matriz extracelular, o que culmina na degradagdo da integridade estrutural
da pele (KULLAVANIJAYA e LIM, 2005; CHEN et al., 2012; JANSEN et al., 2013).

A radiacao proveniente da luz solar ¢ dividida em UVC (270-290nm), que nao atinge a
superficie da Terra, pois ¢ filtrada pela camada de ozdénio, UVB (290-320nm) ¢ UVA,
subdividida em UVA1 (340-400nm) e UVA2 (320-340nm) (KULLAVANIJAYA e LIM,
2005). Os filtros solares sao substancias com capacidade de refletir e/ou absorver as radiagdes
ultravioletas que atingem a pele, podendo ser quimicos, fisicos ou de origem natural
(VIOLANTE et al., 2008). H4 uma necessidade crescente da utilizagdo desses compostos

como com capacidade de filtrar e proteger contra os danos provocados por esta exposic¢ao.

1.3 Envelhecimento e a formacao de AGES

A pele expressa de forma visivel a acdo de fatores intrinsecos e/ou extrinsecos. Os
fatores extrinsecos sdo os estimulos ambientais ou aqueles introduzidos pelo proprio
individuo, entre eles, a exposicdo a radiacdo (PEREIRA, 2008; LANDAU, 2007). Ja o
envelhecimento intrinseco da pele, € o resultado de alteragdes biomoleculares no decorrer da
vida bioldgica do individuo, como exemplo, o dano as fibras colagenas (MONTAGNER e
COSTA, 2009).

A glicagdo ocorre com a adigdo enzimatica de agucares redutores e/ou seus produtos
degradados reativos em grupos de proteinas (MAILLARD, 1912; THORNALLEY et al.,
1999). E composta por dois diferentes estagios: no primeiro, o grupo amino da proteina reage
com o grupo aldeido do agucar fisioldgico para iniciar a formacao da base Schiff, que, com o
tempo, ¢ rearranjado, e forma os chamados produtos Amadori (HO et al., 2010). O segundo

estagio, conhecido como estdgio avangado da glicacdo, baseia-se na transformacgdo dos
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produtos Amadori em dicarbonil intermediarios reativos, como metilglioxal (MGO) (HO et

al., 2010).
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FIGURA 1. Representagdo do primeiro estagio de glicagdo (ANGUIZOLA et al., 2013).
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FIGURA 2. Representacdo do estagio avangado de glicagdo (ANGUIZOLA et al., 2013).

Os AGES causam modifica¢des nos sitios de adesao celular (REKHTER, 1999), e
essas alteragcdes envolvendo aminodcidos provocam mudangas no perfil de distribuicdo de
carga e nas interacOes dependentes de ligagdes eletrostaticas, como a fibrinogénese do
colageno (PROCKOP e FERTALA, 1998). Essas modificagdes quimicas e estruturais, sendo
reagdes com as cadeias laterais dos aminoacidos arginina, lisina e o aspartato, presentes no
colageno tipo I, e resultam na redu¢@o da renovagdo das células, promovendo e/ou acelerando
o processo de envelhecimento (CHAPMAM et al., 1990; REISER et al., 1992).

Compostos bioativos provenientes de vegetais, podem auxiliar na prevencdo e
tratamento de doencas degenerativas, principalmente as correlacionadas com o

envelhecimento, pois exercem agdes especificas em alvos biologicos, incluindo a atividade
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antioxidante, fotoprotetora e antiglicante (BOUSOVA et al.,, 2005; LUNCEFORD e
GUGLIUCCI, 2005).

O envelhecimento ¢ um processo natural e inevitdvel de todos os seres vivos. As
pesquisas podem contribuir significativamente com a descoberta de novos compostos ativos
capazes de minimizar ou retardar este processo natural (COSTA el al., 2012), principalmente

quando o mesmo ¢ acelerado e/ou agravado por fatores extrinsecos.

1.4 Compostos naturais bioativos

Extratos vegetais podem ser considerados antioxidantes naturais (ANDALLU et al.,
2014), e possuem aplicabilidade principalmente devido ao potencial antioxidante
proporcionado pelos flavonoides (ROSA et al., 2008; ZAID et al., 2009), e sua capacidade de
sequestrar radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio, e quelante de metais (RICE-
EVANS et al., 1996; GONZALO e ALONSO, 2002). Os flavonoides agem como protetores
de células vegetais por sequestrar espécies reativas de oxigénio produzidas pela radiacdo UV
necessaria a fotossintese (PIETTA, 2000).

Outros compostos naturais que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
fendis, acidos fendlicos e seus derivados, tocoferdis, fosfolipidios e esterois (ROESLER,
2007). Compostos com capacidade antioxidante, como polifenois, tem sua a¢do fotoprotetora
comprovada em analises fisiologicas (KIM e KIM, 2003; RUDNICKI et al., 2007; HUANG
et al., 2008);

A analogia entre principios ativos naturais e fotoprotetores sintéticos, apontando uma
possivel acdo de filtro solar, foi comprovada, e partindo desse pressuposto, Violante et al.
(2008) propuseram que os mesmos podem agir em sinergismo com filtros solares sintéticos,

potencializando seu efeito e assim evitar e/ou amenizar os impactos dos raios UV sobre o
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DNA, que além do fotoenvelhecimento, podem desenvolver potencial cancerigeno ((RAMOS
et al., 1996; WULF et al., 2004).

Compostos  vegetais também  apresentam  propriedades antioxidantes e
hipoglicemiantes, no qual pode estar baseado sua atividade antiglicante (HSIEH et al., 2005,
2007). As investigagdes de compostos naturais, principalmente de origem vegetal, ja
consagrados na literatura cientifica pelo seu potencial terapéutico, podem auxiliar
significativamente nesse processo, fornecendo meios de evitar o envelhecimento precoce e/ou
minimizar os danos provocados pela idade, além da possivel descoberta de novos compostos

antioxidantes e fotoprotetores (ROESLER et al., 2007).

1.5 Annonaceae

A familia Annonaceae ¢ uma familia pantropical de arvores, arbustos e lianas, que
desempenham um papel ecoldgico importante em termos de diversidade de espécies,
principalmente em ecossistemas de floresta tropical (COUVREUR et al., 2012). Até o
momento sdo validamente descritos e reconhecidos cerca de 130 géneros e mais de 2000
espécies (JOLY, 1979; LORENZI e MATOS, 2002), sendo o género Annona um dos mais
representativos (NUNES et al., 2012). No Brasil ocorrem 29 géneros (sendo um endémico) e
cerca de 386 espécies, distribuidos predominantemente na Amazonia, e secundariamente na
Mata Atlantica (LOBAO et al., 2005).

Economicamente a familia ¢ de importancia consideravel, como fonte de frutos
comestiveis (LEBOUEF et al., 1982) sendo as mais exploradas Annona muricata L.
(graviola), Annona squamosa Delile (fruta-do-conde), Annona reticulata Sieber ex A.DC.
(condessa), Annona crassiflora Mart. (marolo), ¢ o hibrido atemoia (A. cherimola x A.
squamosa) (TELLES et al., 2003), devido as propriedades nutricionais dos frutos que sao
consumidos in natura, e ao fato de apresentarem como caracteristica, sabor adocicado e

perfume caracteristico (LORENZI e MATOS, 2002; TAKAHASHI, 2008). Existem espécies
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silvestres dessa familia, como por exemplo, a espécie nativa do cerrado Annona cacans
Warm., que apesar de ndo serem consideradas de importancia relevante ao mercado sao bem
conhecidas em comunidades locais.

Cerca de 320 produtos naturais secundarios provenientes de 150 espécies pertencentes
a 41 géneros foram catalogados (LEBOUEEF et al., 1982). Na formagao da biodiversidade de
substancias quimicas das Annonaceae estdo: substancias aromaticas, acidos fenolicos, taninos,
flavonoides, substancias benzénicas, catequinas, proantocianidinas, 6leos essenciais, terpenos,
esteroides, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas, vitaminas, carotenos, saponinas, entre
outros (LUNA, 2006; LIMA, 2007; REIS, 2011).

Flavonoides encontrados no género Annona foram flavonas (luteonina) e flavonois
(canferol, quercetina, ramnetina, rutina e isorramnetina) (RINALDI, 2007). Na China,
algumas Annonaceaes sdo amplamente cultivadas e utilizadas como inseticidas e parasiticidas
(CHEN et al.,, 2004). Existem comprovadas atividades anti-helmintica, antimalarica,
antimicrobiana, antiprotozodria, pesticida e antioxidante devido as acetogeninas (ALALI et
al., 1999; JULIAN-LOAEZA et al., 2010).

Estudos farmacoldgicos utilizando espécies de annonaceas se intensificaram, em
grande parte, devido a descoberta das acetogeninas, classe de compostos naturais com grande
variedade de atividades bioldgicas (RUPPRECHT et al., 1990). Foi detectada citoxicidade
seletiva das acetogeninas especificamente em células cancerosas (WU, 2006), e caracterizadas
como promissoras no potencial leishmanicida (NOVA, 2008). As acetogeninas atuam como
potentes inibidoras da respiracdo mitocondrial e, interferindo na produgdo de ATP induzem a

apoptose (ZENG et al., 1996, YANG et al., 2009).

1.5.1 Annona muricata
A. muricata, ou graviola, tem sua importancia principalmente devido a diversos

compostos aromadticos volateis, particularmente ricos, em sua polpa formada por 80-81% de
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agua, e acucares, sendo cerca de 67,2-69,9% de sdlidos totais presentes (SANCHEZ-NIEVA,
1970), além de vitaminas, pectina, potassio, sodio, cloreto de calcio e citrato (BADRIE e
SCHAUSS, 2009).

Devido ao sabor adocicado, ¢ amplamente comercializada na forma de sucos (AWAN
et al.,, 1990). A. muricata demonstrou atividade farmacoldgica em suas diferentes partes
(SOLIS-FUENTES et al., 2011); a decocgdo das folhas ¢ utilizada para matar piolhos e
percevejos; o cha, € bem conhecido por ter propriedades sedativas; a polpa utilizada como
antiespasmodico, emético, e sudorifico, e o suco da fruta, administrado por via oral para

hematuria, problemas no figado e uretrite (PADMA et al., 1997, 2001).

1.5.2 Annona squamosa

Popularmente conhecida como fruta-do-conde, ndo € nativa brasileira e sim, das ilhas
do Caribe, onde era chamada de “andn” pelos espanhois que se encantaram com a sua polpa
no século XVI (BRITO et al., 2008), devido ao fato de apresentar aroma agradavel e doce, o
que a tornou atrativa para a industrializacdo e apropriada para elaboracdo de bebidas
fermentadas, além de muito aceita na fabricacdo de sorvetes (KAVATI et al., 1997). Alguns
trabalhos relatam que na polpa da fruta e sementes hd a presenca de agucares, acidos
organicos e acido ascorbico, sendo a maioria dos compostos monoterpenos e sesquiterpenos
(ANDRADE et al., 2001). Nas sementes, uma concentracdo muito alta de dleos volateis foi
encontrada (ANSARI et al., 1985), identificados e isolados 6 componentes desses dleos com

comprovada atividade antimicrobiana (CHAVAN et al., 2006; RAHMAN et al., 2005).

1.5.3 Annona crassiflora
O Marolo (A. crassiflora) (Figura 3) apresenta grande apelo sensorial, tais como cor,

aroma e sabor, além de ser muito eficiente nutricionalmente, apresentando altos niveis de
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vitaminas do complexo B, como a tiamina (0,04mg/100g) e riboflavina (0,07mg/100g), bem

como acido ascorbico (21mg/100g) e carotenoides (5,9ug/g) (AGOSTINI et al., 1995).

FIGURA 3. Frutos de A. crassiflora (SPERA, 2013)

Apesar destas caracteristicas, o marolo fresco na fase maduro ainda ¢é pouco
consumido, porém ja comprovado que apresenta caracteristicas fisico-quimicas adequadas
para a utilizagdo como ingrediente alimentar nas preparagdes de sucos, doces e sorvetes,
promovendo a sua disponibilidade para uma parcela maior de pessoas (LAGE et al., 2014).
Além de ser conhecido pela riqueza em compostos antioxidantes, marolo fornece fibras

alimentares, o que torna este fruto benéfico para a satde (CORREA et al., 2011).

1.5.4 Annona cacans

Na alimentagdo humana, o fruto do araticum-cagdo (Figura 4) ndo ¢ muito apreciado
in natura, por ter efeito diarreico (SAITO et al., 1994). No entanto, sdo aromaticos, com polpa
doce e abundante (MATTOS, 1978). Os frutos sdo saborosos, mas a acdo pode ser tdo
dréstica, que essa propriedade especifica lhe ficou consagrada até na denominagdo popular

como na botanica (KUHLMANN e KUHN, 1947).
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FIGURA 4. Frutos de A. cacans (SPERA, 2013)

2. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial antioxidante nos extratos da
polpa do fruto e folhas de Annona crassiflora M., Annona muricata L., Annona squamosa L.
e Annona cacans W. por meio dos testes DPPH, FRAP, (TBARS), e avaliar in vitro a
capacidade fotoprotetora, de acordo com analise espectrofotométrica Ainda € objetivo deste
trabalho, avaliar o potencial antiglicagao pelos testes (BSA)/glicose e pelo teste de mobilidade
reativa de proteinas por eletroforese (MRE); realizar a quantificacdao de fenois e flavonoides
totais, e a analise cromatografica quanto a flavonoides, alcaloides e terpenoides dos extratos

que apresentarem melhores resultados.
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CAPITULO I

Atividade antioxidante e fotoprotetora de espécies de Annonaceae

Kamille D. Spera?, Regildo M. G. Silva?

aUniversidade Estadual Paulista (UNESP), Departamento de Ciéncias Biologicas —
Laboratorio de Fitoterapicos, Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis, Avenida Dom Antdnio

2100, CEP 19806-900, Assis, Sao Paulo, Brasil.

RESUMO

O estresse oxidativo corresponde a um desequilibrio entre a taxa de producdo de agentes
oxidantes e sua degradagdo. A radiacdo ultravioleta ¢ uma das responsaveis por causar danos
cumulativos a pele podendo evoluir para patologias mais severas como, por exemplo, o cancer
de pele. Estudos com extratos vegetais t€m demonstrado que estes podem conter metabolitos
capazes de tratar e/ou prevenir esses danos provocados pela exposicdo cronica a radiagdo
ultravioleta e ao aumento do numero de radicais livres. A familia Annonaceae possui
representantes que apresentam compostos bioativos com diferentes propriedades
farmacologicas. No presente trabalho foi determinada a capacidade antioxidante, por meio dos
testes de Sequestro do radical livre DPPH, Reduc¢do do Ferro (FRAP) e Inibicdo da
peroxidacdo lipidica (TBARS), e realizada a andlise da capacidade fotoprotetora, com a
varredura dos extratos em espectrofotometro no comprimento de onda de incidéncia da regido
UVB (290-320), de extratos hidroetanolicos e etanolicos de folhas e polpa do fruto de Annona
crassiflora, Annona squamosa, Annona muricata, Annona cacans. Os resultados obtidos
mostraram que A. crassiflora e A. cacans apresentaram os melhores valores na maioria dos
testes de avaliagdo da capacidade antioxidante e entre os tipos de extratos avaliados, bem

como para potencial fotoprotetor.

Palavras Chave: DPPH; FRAP; TBARS,; radicais livres; UVB; Annona.
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1 Introducao

A familia Annonaceae compreende cerca de 128 géneros e 2.300 espécies, sendo
Annona o género mais representativo, com cerca de 120 espécies, distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (Joly, 1979; Maas et al., 2001; Lorenzi e Matos, 2002). E
considerada economicamente importante, devido espécies como Annona muricata (graviola) e
Annona squamosa (fruta-do-conde) terem seus frutos consumidos in natura (Telles et al.,
2003; Araya, 2003). Além destas, espécies silvestres menos conhecidas como Annona
crassiflora (marolo) e Annona cacans (araticum cagdo) (Lorenzi e Matos, 2002) apresentam
possivel potencial nutricional e farmacoldgico para serem empregadas na busca de compostos
ativos.

Estudos fitoquimicos da familia Annonaceae ja catalogaram cerca de 320 produtos
secundarios, das mais variadas partes da planta, oriundos de 150 espécies desta familia (Alali
et al., 1999). Os principais grupos de compostos quimicos presentes em extratos preparados
de cascas (Chen et al., 2000), folhas e frutos (Chang et al., 1998) sdo acetogeninas, alcaloides
isoquinolinicos e os diterpenos (Oliveira et al., 2002).

A oxidagdo ¢ um processo metabolico que leva a producdo de energia necessaria para
as atividades celulares (Roesler et al.,2007). Entretanto, o metabolismo do oxigénio nas
células vivas também leva a produgdo de radicais livres (Ferreira e Matsubara, 1997,
Pourmorad et al., 2006; Nagmoti et al., 2012). O estresse oxidativo, aumento do nimero
desses radicais, estd diretamente relacionado a doencas degenerativas, cancer, doencas
cardiovasculares, porém em sistemas biologicos existe um equilibrio entre os fatores que
promovem a oxida¢do e os mecanismos antioxidantes de defesa (Roesler et al., 2007;
Gongalves, 2008).

A radiagdo solar, proveniente principalmente da luz solar, ¢ dividida em UVC (270-
290nm), UVB (290-320nm) ¢ UVA - UVAIl (340-400nm) e¢ UVA2 (320-340nm)
(Kullavanijaya e Lim, 2005). Os danos do estresse oxidativo ocorrem principalmente na
membrana celular, e podem afetar o DNA também através da exposi¢dao a radiacdo UVA e
UVB (Ferelli e Dedalo, 2006). Para evitar e/ou amenizar os impactos da exposi¢do, que além
do foto-envelhecimento, pode ocasionar cancer de pele, ¢ recomendado a utilizagdo de filtros
solares, para evitar que estes tipos de radiacdes sejam absorvidos pela pele (Wulf et al., 2004).

Devido a eficiéncia incompleta do sistema de defesa endogeno humano, a influéncia
de fatores externos, tais como, a polui¢do, a radiacdo UV, o fumo, bem como, a existéncia de
alguns processos fisiopatologicos (envelhecimento, obesidade), se dd a importancia de

compostos bioativos oriundos das plantas, que podem ajudar a superar tais deficiéncias e
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também promover a protecdo, a prevencao ou reducdo dos efeitos causados pelo estresse
oxidativo (Pietta, 2000; Huang et al, 2005).

Estudos in vivo confirmam o potencial antifotocarcinogénico em polifendis e foi
verificada diminui¢ao em eritemas, induzidos por UV, em mulheres que consomem cha-verde
(Katiyar e Elmets, 2001; Katiyar, 2003; Heinrich et al., 2011). O consumo humano do
chocolate, por ser rico em flavonoides, também mostrou prote¢do contra raios ultravioletas
(Williams et al., 2009; Jansen et al., 2013).

Este trabalho teve por objetivo avaliar extratos da polpa do fruto e folhas de A.
crassiflora, A. muricata, A. squamosa e A. cacans, quanto ao seu potencial antioxidante por
meio dos testes de Sequestro de radical livre estavel DPPH, Método de Reducdo do
Ferro (FRAP) e TBARS, e avaliar in vitro a capacidade fotoprotetora, de acordo com analise

espectrofotométrica.

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta e preparacio do material vegetal

As folhas ¢ frutos de Annnona crassiflora M., Annona muricata L., Annona squamosa
L. e Annona cacans W. foram coletadas no municipio de Assis/Sao Paulo/Brasil (latitude:
22°39 '42"S, longitude: 50°24'44"W, altitude: 546m), com colaboracdao do Instituto Florestal
do Estado de Sao Paulo, localizado na cidade de Assis/SP. As folhas das espécies avaliadas
foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante (+40°C), logo ap6s pulverizado em

moinho de facas. Os frutos foram despolpados e as polpas congeladas a -18°C e liofilizadas.

2.2 Preparacio dos Extratos

Os extratos hidroetanolicos (70%) e etanolicos foram preparados na propor¢ao de 1:10
(p/v) em agua destilada, submetidos a agitacdo mecanica por um periodo de 24 horas em
temperatura ambiente. O residuo vegetal foi retirado por filtragem a vacuo e reextraido por
duas vezes. Os extratos obtidos foram levados ao rotaevaporador para elimina¢do completa do
alcool. Para o preparo do extrato hidroetanolico, a solugdo aquosa resultante foi congelada e
posteriormente liofilizado para obtencdo do extrato seco. Ambos foram armazenados em

frasco de vidro ambar, protegidos da luz.

2.3 Atividade Antioxidante
2.3.1 Capacidade sequestradora de radicais livres DPPH
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A atividade antioxidante dos extratos para o radical estdvel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) utilizaram metodologia descrita por Maniam et al., 2008. Os experimentos
foram realizados em triplicata para fins estatisticos, utilizando a solu¢ao de 1mL de tampao
acetato (pH 5,5 e 100mM), 1,25mL de etanol P.A., 250uL de solugcdo de DPPH (500uM) e
50pL das amostras. Os extratos reagiram com o radical DPPH por um periodo de 30 minutos
em ambiente de pouca luminosidade e em seguida foram submetidos ao espectrofotometro
UV-Vis a um comprimento de onda de 517nm. O célculo da atividade antioxidante foi
realizado de acordo com a formula: Atividade antioxidante (%)= [(AcoNTROLE—
AamosTrA)/ AcontrOLE]X 100, onde AamostrA € a absorbancia das amostras apos 30 minutos e

AconTroLE € a absorbancia do DPPH, ambos a 517nm.

2.3.2 Capacidade de reducao do Ferro (FRAP)

Para a determinacdo da atividade antioxidante por meio da redugdo do ferro (FRAP-
Ferric Reducing Antioxidant Power) (Rufino et al., 2006), o reagente FRAP foi preparado no
momento da analise, por meio da mistura na concentracdo de 10:1:1 de tampao acetato
(300mM, pH 3.,6), solucdo TPTZ (10mM TPTZ em 40mM HCI) e FeCI3 (20mM) em solugdo
aquosa, respectivamente. Uma aliquota de 90ul da solugdo de extrato foi adicionado a 270ul
de agua destilada e 2,7mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria por 30
minutos. As absorbancias foram medidas apos esse tempo a 595nm e o espectrofotometro
zerado com o reagente FRAP. Os resultados foram expressos em pM equivalente de Trolox

(ET) por g de extrato seco.

2.3.3 Inibicao da peroxidacao lipidica (TBARS)

A determinacdo do conteudo de substancias reativas com o dacido tiobarbiturico
(TBARS) (Esterbauer e Cheeseman, 1990), foi realizada para quantificar o nivel de inibi¢ao
da peroxidac¢do lipidica de acordo com metodologia descrita por Costa et al. (2012). Gema de
ovo foi usada como substrato rico em lipidios (Guimaraes et al., 2010), foi homogeneizada
(1%, w/v) em tampao fosfato S0mM (pH 7,4). Deste homogenato, 0,5mL foi sonicado e com
0,1mL dos extratos (1000 pg/mL) ou controle positivo (Trolox 140 pg/mL). A peroxidacao
lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1 mL de solucdo de 2,2’-azobis-2-amidinopropano
(AAPH; 0,12 M), durante 30 min a 37°C. Ap0s o resfriamento, foi adicionado 0,5mL de &cido
tricloroacético (15%) e 0,5mL de 4cido tiobarbitarico (0,67%) e aquecida a 97°C por 15
minutos para obten¢do da cor rosa. As amostras foram centrifugadas com 1mL de n-butanol a

1200 rpm durante 10 min. Apds o resfriamento, as absorbancias dos sobrenadantes dos tubos
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foram medidas a 532 nm utilizando um espectrofotometro. Os resultados foram expressos em
porcentagem de TBARS: (AcontrorLe-AamostrRaX100/AconTtrROLE). Onde AcontrROLE € a
absorbancia obtida apenas com AAPH sozinho e AamosTra, @ absorbancia das amostras com

extrato ou com controle positivo.

2.4 Atividade Fotoprotetora
2.4.1 Determinac¢do do comprimento de onda maximo (A max.) e da absorbancia maxima
(A max.) dos extratos de folhas e polpa das espécies

Para determinacdo do comprimento de onda méaximo (A max.) e da absorbancia
maxima (A max.), os extratos secos foram diluidos em 4lcool etilico absoluto PA na
concentracdo de 1000pg/mL e foi realizada a varredura entre os comprimentos de onda de
290 a 320nm com intervalos de Snm em espectrofotometro com cubeta de quartzo (1,0cm
caminho Optico), para verificar a absor¢ao na regido ultravioleta B (UVB).

Foi utilizado alcool etilico absoluto PA como branco. Logo apds foi realizada a analise
das areas sob as curvas encontradas na varredura dos extratos em comparagao com area de
varredura do filtro padrdo (Metoxicinamato de Octila, Sigma®) de acordo com o descrito por

Rosa et al. (2008) e Velasco et al. (2011).

3 Resultados e Discussao
3.1 Avaliacio antioxidante
3.1.1 Sequestro do radical livre estavel DPPH

Para a avaliagdo da porcentagem de atividade sequestradora do radical DPPH (Tabela
1) foram analisados os resultados dos extratos na concentragdao de 250pug/mL.

Em A. muricata, a maior atividade foi apresentada em ambos os extratos
hidroetanodlicos, tendo como resultado o da polpa, 5,29%, e o da folha, 6,52%, considerada
baixa atividade antioxidante como ja havia sido relatada por Luna et al. (s.d.). Quanto a A.
squamosa, esta, apresentou melhores atividades nos extratos hidroetandlico da polpa, com
20,74%, sendo o melhor resultado apresentado entre as polpas das espécies avaliadas, e
hidroetanodlico da folha, 13,95%.

Em A. crassiflora, o extrato hidroetanodlico da polpa apresentou melhor resultado, com
11,70%, e a etandlico da folha, com resultado de 78,48%, foi o extrato que apresentou melhor
resultado entre as espécies testadas, ndo diferindo estatisticamente do resultado do padrao
acido galico (80%), corroborando com o relatado por Lage (2011), que mostrou que extratos

de folha de A. crassiflora apresentaram atividade antioxidante utilizando os métodos de
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DPPH e B-caroteno. Entre os metabdlitos secundarios ja encontrados ou detectados no género
que possuem atividade antioxidante, destacam-se os flavonoides, tais como a quercetina, as
acetogeninas, isoramnetina, canferol e seus derivados C- ou O- glicosideos (Lage, 2014).

A. cacans teve como melhor potencial antioxidante ambos os extratos etanolicos,
tendo a polpa apresentado 16,01% e a folha 27,04%. O extrato hidroetanolico da polpa de A.

cacans nao mostrou atividade detectada pelo teste.

TABELA 1. Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (%) dos extratos hidroetanélico
e etandlico da polpa de A. muricata, A. squamosa, A. crassiflora e A. cacans. (média e desvio padrio)

A. muricata A. squamosa A. crassiflora A. cacans

Polpa  Hidroetanolico 5,29+0,45 20,74+2,06 11,70+0,84 nd
Etandlico 2,07+0,71 6,33+0,78 4,62+0,27 16,01+£2,70
Folha Hidroetandlico 5,15+0,79 13,95+2,13 76,81+1,81 11,48+0,73
Etanodlico 6,52+1,20 10,95+0,27 78,48+0,56 27,04+1,54
Acido galico (padrao) 80,00+1,61 80,00+1,61 80,00+1,61 80,00+1,61

nd=atividade ndo detectada pelo teste até a concentragcdo maxima utilizada.

Substancias antioxidantes presentes nos extratos reagem com o DPPH, que ¢ um
radical estavel, e converte-o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloragao indica o
potencial antioxidante do extrato. Um extrato que apresenta alto potencial em seqliestrar
radicais livres possui baixo valor de EC50, ou seja, de inibir a oxida¢do do radical em 50%
(Roesler et al., 2007). Com o calculo do EC50 a partir da equacdo da reta de cada extrato, os
extratos que apresentaram menor valor de EC50 entre as amostras analisadas (Tabela 2), de
cada espécie, foram os extratos hidroetandlico da folha de A. crassiflora (EC50= 151,80), e
entre as polpas, etandlico de A. cacans (EC50=1202,40), sendo o valor do padrdao de
referéncia Trolox (EC50=118,37).

TABELA 2. Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH (EC50) dos extratos
hidroetanolicos e etandlicos da polpa e folhas de A. crassiflora, A. squamosa, A. muricata e A. cacans e do
padrdo Acido Galico.

A. muricata A. squamosa A. crassiflora  A. cacans
Polpa  Hidroetandlico 3197,71 1940,18 2061,05 *
Etanolico * * 3478,83 1202,40
Folha  Hidroetanodlico 3411,16 668,63 151,80 857,11
Etanolico 2723,88 851,04 144,57 793,28
Acido Galico (padrio) 43,81
Trolox (padrdo) 118,37

* O extrato ndo apresentou atividade minima necessaria para calculo do EC50.

Os extratos etanolicos das polpas de A. muricata e A. squamosa e o hidroetandlico da

polpa de A. cacans ndo apresentaram atividade antioxidante minima de 50% para o teste
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DPPH, portanto ndo foi possivel a realizagdo do calculo do EC50. Os demais extratos das
quatro espécies analisadas apresentaram valores de EC50 superiores ao padrdo acido galico.
3.1.2 Capacidade de reduc¢ido do Ferro (FRAP)

Em A. muricata nenhum dos extratos da polpa apresentou resultado, ¢ o melhor
resultado para a folha foi no extrato etandlico, de 66,04uM ET/g de extrato (Tabela 3). J& para
A. squamosa, os melhores resultados foram em ambos os extratos hidroetanolicos, polpa
(23,44uM ET/g de extrato) e folha (122,52uM ET/g de extrato). Em A. crassiflora, nenhum
dos extratos da polpa apresentou resultados para o teste, e para a folha o melhor resultado foi
de 144,00uM ET/g de extrato, sendo o melhor entre todos os extratos avaliados. Para A.
cacans o maior potencial de reducdo do Fe*" foi em ambos os extratos etandlicos, sendo o da

polpa 94,00uM ET/g de extrato, e o da folha 134,37uM ET/g de extrato).

TABELA 3. Atividade antioxidante pelo método de redugdo do Ferro FRAP dos extratos hidroetandlicos e
etanolicos da polpa e folhas de A. crassiflora, A. squamosa, A. muricata e A. cacans

A. muricata A. squamosa A. crassiflora A. cacans
Polpa Hidroetanoélico nd 23,44 nd nd
Etandlico nd nd nd 94,00
Folha Hidroetanodlico 43,07 122,52 144,00 131,41
Etanolico 66,04 113,26 142,70 134,37

Resultados expressos em uM ET/g de extrato. nd=atividade no detectada pelo teste até a concentragdo maxima utilizada.

3.1.3 Inibicao da peroxidacao lipidica (TBARS)
O teste de TBARS avalia a inibicdo de peroxidacao lipidica em sistemas biologicos

(Costa et al., 2012). Os extratos foram utilizados na concentracao de 1000pg/mL (Figura 1).
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FIGURA 1. Inibigdo da formagao de TBARS in vitro pelos extratos e controle positivo (Trolox -150pug/mL).

(A. muricata-Polpa-Hidroetandlico, A. muricata- Folha-Etandlico; A. squamosa-Polpa-Hidroetandlico, A.
squamosa-Folha-Hidroetnaolico; A. crassiflora-Polpa-Hidroetanolico, A. crassiflora-Folha-Etandlico; A. cacans-
Polpa-Etandlico, A. cacans-Folha-Etanélico)

Obteve-se que a polpa de A. muricata o valor de 37,14% de inibi¢do (Figura 1). Em A.
squamosa a polpa apresentou 46,67%. Ja para A. crassiflora os resultados para polpa ¢ folha
foram 54,29% e 10,61%, respectivamente. A. cacans apresentou os melhores valores sendo
53,33% para a polpa e 39,39% na polpa. Os extratos das folhas de A. muricata e A. squamosa
ndo apresentaram resultados detectados pelo teste na concentragdo utilizada. Sendo os
resultados mais proximos do controle positivo Trolox (62,86%) os extratos de polpa de A.
crassiflora, e de folha de A. cacans.

De acordo com Sreelatha e Padma, (2009), durante o processo oxidativo, ocorre a
doacdo de um 4tomo de hidrogénio a partir de uma cadeia de acidos graxos insaturados de
fosfolipidios da membrana. O processo de peroxidagdo lipidica se inicia, e nele sdo gerados
peroxidos lipidicos e finalmente perdxidos ciclicos, que em ultima andlise sdo fragmentos de
aldeidos combinados como malonaldeido. Os extratos das Annonaceaes testadas inibiram a
quantidade de TBARS gerado pelo meio reacional AAPH, indicando um efeito protetor contra
a peroxidagdo lipidica. Conforme descrito por Luna, (2006) e Costa et al., (2012), resultados
positivos sugerem que os extratos podem exercer uma protecdo antioxidante em
biomoléculas, como fosfolipidos, triacilglicerois e acidos graxos polinsaturados, os quais sao

lipideos essenciais para a fungdo da membrana celular.

3.2 Atividade Fotoprotetora
3.2.1 Determinacdo da determinacdo do comprimento de onda maximo (A max.) e da
absorbancia maxima (A max.) dos extratos de folhas e polpa das espécies

A varredura do composto fotoprotetor padrio Metoxicinamato de Octila (Sigma®),
obteve pico de absorbancia em 1,481 no comprimento de onda 310nm. Para analise das
varreduras dos extratos foram consideradas as menores diluigdes com absorbancia positiva.

O extrato hidroetandlico da folha de A. crassiflora, e o extrato etandlico da folha de A.
muricata, atingiram, em todo seu comprimento de onda, valores de absor¢do maiores do que o
do padriio analisado Metoxicinamato de Octila (Sigma®) (Figura 2 e 4).

O extrato da folha hidroetanolico de A. crassiflora (Figura 2) atingiu o pico maximo
no comprimento de onda de 290nm, com 2.482 de absorbancia, porém em todos os

comprimentos de onda obtiveram valores maiores que os do padrao.
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FIGURA 2. Espectros de absor¢do UV-visivel e Comprimento de onda maximo (A) e Absorbancia (A) dos
extratos de A. crassiflora em comparacdo com o padrio (Metoxicinamato de Octila, Sigma®) — MTO=
Metoxicinamato de Octila, AcrPH= extrato polpa hidroetandlico A. crassiflora (1000 pg/mL), AcrPE= extrato
polpa etanolico A. crassiflora (1000 pg/mL), AcrFH= extrato folha hidroetandlico A. crassiflora (500 pg/mL),

AcrFE= extrato folha etanélico A. crassiflora (500 ug/mL).

Em A. squamosa, nenhum dos extratos obteve absorbancia maior que padrao, os picos
de absorbancia foram atingidos no comprimento de onda de 290nm, e os valores para o

extrato hidroetandlico da folha foi de 0.819, e etandlico de 0.810 (Figura 3).
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FIGURA 3. Espectros de absor¢do UV-visivel ¢ Comprimento de onda maximo (A) e Absorbancia (A) dos
extratos de A. sgquamosa em comparagdo com o padrdo (Metoxicinamato de Octila, Sigma®) — MTO=
Metoxicinamato de Octila, AsSPH= extrato polpa hidroetandlico A. squamosa (1000 pug/mL), AsPE= extrato
polpa etanolico A. squamosa (1000 pg/mL), AsFH= extrato folha hidroetanélico A. squamosa (250 pg/mL),

AsFE= extrato folha etandlico A. squamosa (250 pg/mL).
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A varredura do extrato etanolico da folha de A. muricata atingiu pico de absorbancia
em 290nm com valor de 1.730, porém, em todos os comprimentos de onda, foram obtidos

valores maiores do que os do padrao (Figura 4).
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FIGURA 4. Espectros de absor¢do UV-visivel e Comprimento de onda maximo (A) e Absorbancia (A) dos
extratos de A. muricata em comparacdo com o padrio (Metoxicinamato de Octila, Sigma®) — MTO=
Metoxicinamato de Octila, AmPH= extrato polpa hidroetandlico A. muricata (2000 pg/mL), AmPE= extrato
polpa etandlico A. muricata (2000 pg/mL), AmFH= extrato folha hidroetandlico A. muricata (1000 ug/mL),

AmFE= extrato folha etandlico A. muricata (1000 pg/mL).

O extrato etandlico da folha de A. cacans, obteve pico de absorbancia em 305nm, com

valor de 0.964 (Figura 5).
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FIGURA 5. Espectros de absor¢do UV-visivel ¢ Comprimento de onda maximo (A) e Absorbancia (A) dos
extratos de A. cacans em comparacdo com o padrio (Metoxicinamato de Octila, Sigma®) — MTO=
Metoxicinamato de Octila, AcPH= extrato polpa hidroetanodlico A. cacans (500 pg/mL), AcPE= extrato polpa
etandlico A. cacans (500 pg/mL), AcFH= extrato folha hidroetanolico A. cacans (250 pg/mL), AcFE= extrato

folha etanolico A. cacans (250 pg/mL).
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A busca por possiveis resultados positivos, se fundamenta com o proposto por
Tedesco et al. (1997) e Agar e Young (2005), de que a exposi¢ao aguda a radiagdo
ultravioleta, principalmente a UVB (290-320nm), além de provocar queimaduras na pele,
pode levar ao aumento da melanogénese. Petrova et al. (2011) e Oberley (2002) relatam que a
exposicao a UVB gera espécies reativas de oxigénio (ROS), que reagindo com moléculas
fotossensiveis, resulta num desequilibrio entre as ROS e promove danos para as estruturas
moleculares.

Embora Annona cacans ndo tenha obtidos melhores resultados quando comparados as
outras espécies analisadas, tem significativo potencial fotoprotetor e antioxidante, como ja foi
descrito por Saito (1990), que isolou flavonoides e os glicosideos rutinas, das folhas, e o dcido
p-cumarico, nas formas mono e dimetiladas, em frutos.

Matsumura ¢ Ananthaswamy (2002) e Guinea et al. (2012) demonstraram que a
exposicdo cronica ou repetida a radiacdo UVB promove tanto o fotoenvelhecimento da pele,
quanto a fotocarcinogénese, e assim ao aumento da busca e o desenvolvimento de
fotoprotetores, de origem natural e presentes na alimentacdo. No presente trabalho foram
detectados que extratos das Annonaceae, tem potencial fotoprotetor, ja que apresentaram, em
espectro de varredura, absorbancia significativa na regido de incidéncia da radiacdo UVB
(290-320nm) (Figuras 2 a 5).

Os resultados obtidos tornam as espécies de Annonaceaes avaliadas no presente
estudo, promissoras para fornecer compostos afim de potencializar, também com seu efeito

antioxidante, os filtros para preven¢ao aos danos causados pela radiagdo UVB.

4 Conclusoes

Diante dos resultados obtidos neste estudo foi possivel constatar que para o teste de
DPPH, os melhores resultados encontraram foram no extrato de A. crassiflora folha etanodlico,
A. squamosa polpa hidroetandlico com EC50 menores em A. crassiflora folha etanolico e A.
cacans polpa etandlico. Para o teste FRAP, os melhores resultados apresentados foram no
extrato de A. crassiflora folha hidroetandlico e A. cacans polpa etandlico, ja para o TBARS,
os melhores resultados obtidos foram nos extratos hidroetandlico de A. crassiflora e no
etandlico da folha de A. cacans. De acordo com o potencial fotoprotetor, os mais promissores
foram os extratos hidroetandlico da folha de A. crassiflora e etandlico da folha de A.

muricata.
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A. crassiflora e A. cacans apresentaram os melhores resultados na maioria dos testes
para antioxidantes e entre os tipos de extratos avaliados, bem como para potencial

fotoprotetor.

5 Referéncias

Agar, N., Young, A.R. (2005). Melanogenesis: a photoprotective response to DNA damage?. Mutation
Research - Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 571, 121-132.

Alali, F.Q., Liu, X., McLaughlin, J.L. (1999). Annonaceous Acetogenins: Recent Progress. Journal of
Natural Products, 62, 3, 504-540.

Araya, H. (2003). Studies on Annonaceous tetrahydrofuranic acetogenins from Annona squamosa
seeds. Tese Doutorado, Meiji University, Tokyo.

Chang, F.R., Yang, P.Y., Lin, J.Y., Lee, K.H., Wu, Y.C. (1998). Bioactive kaurane diterpenoids from
Annona glabra. Journal of Natural Products, 61, 437-439.

Chen, C.Y., Chang, F.R., Cho, C.P., Wu, Y.C. (2000). ent-Kaurane diterpenoids from Annona glabra.
Journal of Natural Products, 63, 1000-1003.

Costa, D.A., Oliveira, G.A.L, Sousa, D.P., Freitas, R.M. (2012) Avalia¢do do potencial antioxidante in
vitro do composto ciano-carvona. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada, 33, 4, 567-
575.

Ferelli, C., Dedalo, M.F.N. (2006). Avaliacao da Capacidade Antioxidante dos Extratos de Graviola
(Annona muricata) e Suas Fragdes. Dissertagdo mestrado, Universidade Metodista de Piracicaba, Sao
Paulo.

Ferreira, A.L.A., Matsubara, L.S. (1997). Radicais livres: conceitos, doengas relacionadas, sistema de
defesa ¢ estresse oxidativo. Revista da Associagcdo Médica Brasileira, 43, 61-68.

Gongalves, A.E.S.S. (2008). Avaliacdo da capacidade antioxidante de frutas e polpas de frutas nativas
e determinacdo dos teores de flavonoides e vitamina C. Dissertacdo mestrado, Faculdade de ciéncias
farmacéuticas - Pos-graduag@o em Ciéncia dos Alimentos, Sdo Paulo.

Guimaraes, A.G., Oliveira, G.F., Melo, M.S., Cavalcanti, S.C., Antoniolli, A.R., Bonjardim, L.R.,
Silva, F.A., Santos, J.P.A., Rocha, R.F., Moreira, J.C.F., Aratjo, A.A., Gelainn, D.P., Quintans-Junior,
L.J. (2010). Bioassay-guided evaluation of antioxidante and antinociceptive activities of carvacrol.
Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, 107, 6, 949-57.

Guinea, M., Franco, V., Araujo-Bazan, L., Rodriguez-Martin, 1., Gonzalez, S. (2012). In vivo UVB-
photoprotective activity of extracts from comercial marine macroalgae. Food and Chemical
Toxicology, 50, 1109-1117.

Heinrich, U., Moore, C.E., De Spirt, S., Tronnier, H., Stahl, W. (2011). Green tea polyphenols provide
photoprotection, increase microcirculation, and modulate skin properties of women. Journal of
Nutrition, 141, 1202-1208.

Huang, D., Ou, B., Prior, R. L. (2005). The chemistry behind antioxidant capacity assays. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 53, 1841-1856.



35

Janses, R., Wang, S.Q., Burnett, M., Osterwalder, U., Lim, H.W. (2013). Photoprotection : Part 1.
Photoprotection by naturally occurring, physical, and systemic agentes. Journal of the American
Academy of Dermatology, 69, 853e1-853¢l12.

Joly, A.B. (1979). Boténica, introducéo a taxonomia vegetal. Sdo Paulo: Nacional.

Katiyar, S.K., Elmets, C.A. (2001). Green tea polyphenolic antioxidants and skin photoprotection
(review). Internation Journal of Oncology, 18, 1307-1313.

Katiyar, S.K. (2003). Skin photoprotection by green tea: antioxidante and immunomodulatory effects.
Current Drug Targets - Immune, Endocrine & Metabolic Disorders, 3, 234-242.

Kullavanijaya, P., Lim, H.W. (2005). Photoprotection. Journal of the American Academy of
Dermatology, 52, 937-958.

Lage, G.A. (2011). Isolamento, identificacdo quimica e bioprospec¢do de metabolitos secundarios nas
folhas de Annona crassiflora Mart. Dissertacdo mestrado, Universidade Federal de Minas Gerais,
Minas Gerais.

Lage, G.A., Medeiros, F.S.; Furtado, W.L.; Takahashi, J.A.; Souza-Filho, J.D.; Pimenta, L.P.S.
(2014). The first report on flavonoid isolation from Annona crassiflora Mart. Natural Product
Research.

Lorenzi, H., Matos, F.J.A. (2002). Plantas Medicinais do Brasil. Sdo Paulo: Nova Odessa, Instituto
Plantarum.

Luna, A.F., Freitas, T.M.B., Alves, 1.C, Pinto, C.E.M., Luz, EEW.M. (s.d.) Atividade fitoquimica ¢
antioxidante da folha de Annona muricata L. frente ao radical ABTS -
http://connepi.ifal.edu.br/ocs/index.php/connepi/CONNEPI2010/paper/view/1003. Acessado em 10 de
junho de 2014.

Luna, J.S. (2006). Estudo de Plantas Bioativas. Tese Doutorado, Universidade Federal de
Pernambuco, Pernambuco.

Maas, P.J.M., Rainer, H., Lobdo, A.Q. (2001). Annonaceae. In: Lista de espécies da flora do Brasil.
Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Manian, R., Anusuya, N., Siddhuraju, R., Manian, S. (2008). The antioxidant activity and free radical
scavenging potential of two different solvent extracts of Camellia sinensis (L.) O. Kuntz, Ficus
bengalensis L. and Ficus racemosa L. Food Chemistry, 107, 1000-1007.

Matsumura, Y., Ananthaswamy, H. N. (2002). Short-term and long-term cellular and molecular events
following UV irradiation of skin: implications for molecular medicine, Expert Reviews in Molecular
Medicine, 4, 1-22.

Nagmoti, D.M., Khatri, D.K., Juvekar, P.R., Juvekar, A.R. (2012). Antioxidant activity and free
radical-scavenging potential of Pithecellobium dulce Benth. Seed extracts. Free radicals and
antioxidants, 2, 2.

Oberley, T.D. (2002). Oxidative damage and cancer, American Journal of Pathology, 160, 403-408.

Oliveira, B.H., Sant’ana, A.E., Bastos, E.D.Z. (2002). Determination of the diterpenoid, kaurenoic
acid, in Annona glabra by HPLC. Phytochemical Analysis, 13, 368-371.

Pietta, P.G. (2000). Flavonoids as antioxidants. Journal of Natural Products, 63, 1035-1042.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01909622
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01909622
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01909622/69/6

36

Petrova, A., Davids, L.M., Rautenbach, F., Marnewick, J.L. (2011). Photoprotection by honeybush
extracts, hesperidin and mangiferin against UVB-induced skin damage in SKH-1 mice. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, 103, 126-139.

Pourmorad, F., Hosseinimehr, S.J., Shahabimajd, N. (2006). Antioxidant activity, phenol and
flavonoid contents of some selected Iranian medicinal plants. African Journal of Biotechnology, 5, 11,
1142-1145.

Roesler, L.G., Malta, L.C., Carrasco, L.C., Holanda, R.B., Sousa, C.A.S., Pastore, G.M. (2007).
Atividade antioxidante de Frutas do Cerrado. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 27, 1, 53-60.

Rosa, M.B., Oliveira, T.G., Carvalho, C.A., Silva, F.D., Carvalho, L.M., Nascimento, P.C., Peres, R.L.
(2008). Estudo espectrofotométrico da atividade fotoprotetora de extratos aquosos de Achillea
millefolium, Brassica oleracea var. capitata, Cyperus rotundus, Plectranthus barbatus, Porophyllum
runderale (Jacq.) cass e Sonchus. Revista Eletronica de Farmécia, 5, 101-110.

Rufino, M.S.M., Alves, R.E., Brito, E.S., Morais, S.M., Sampaio, C.G., Pérez-Jimenez, J., Saura-
Calixto, F.D. (2006). Metodologia Cientifica: Determinacdo da atividade antioxidante total em Frutas
pelo métodos de reducdo do Ferro (FRAP). Comunicado técnico: EMBRAPA, Fortaleza, CE.

Saito, M.L. (1990). Fitoquimica de Annona cacans Warming e quimiossistematica de Annonaceae
Jussieu. Tese Doutorado, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Sreelatha, S., Padma, P.R. (2009). Antioxidant activity and total phenolic content of Moringa oleifera
leaves in two stages of maturity. Plant Foods Human Nutrition, 64, 4, 303-311.

Tedesco, A.C., Martinez, L., Gonzalez, S. (1997). Photochemistry and photobiology of actinic
erythema: defensive and reparative cutaneous mechanisms, Brazilian Journal of Medical Biological
Research, 30, 561-575.

Telles, M.P.C., Valva, F.D., Bandeira, L.F., Coelho, A.S.G. (2003). Caracterizagdo genética de
populagdes naturais de araticunzeiro (Annona crassiflora Mart. - Annonaceae) no Estado de Goias.
Revista Brasileira de Botanica, 26, 1, 123-129.

Velasco, M.V.R., Balogh, T.S., Pedriali, C.A., Sarruf, F.D., Pinto, C.A.S.O., Kaneko, T.M., Baby,
A.R. (2011). Novas metodologias analiticas para avaliacdo da eficicia fotoprotetora (in vitro) —
revisdo, Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada, 32, 27-34.

Williams, S., Tamburic, S., Lally, C. (2009). Eating chocolate can significantly protect the skin from
UV light. Journal of Cosmetic Dermatology, 8, 169-173.

Wulf, F.H.C., Sandby-Moller, J., Kobayasi, T., Gnidecki, R. (2004). Skin aging and natural
photoprotection. Micron, 35, 185-191.



37

CAPITULO 1I

Potencial antiglicante de extratos de espécies da familia Annonaceae.

Kamille D. Spera?, Regildo M. G. Silva?

dUniversidade Estadual Paulista (UNESP), Departamento de Ciéncias Biologicas —

Laboratorio de Fitoterapicos, Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis, Avenida Dom Antonio

2100, CEP 19806-900, Assis, Sao Paulo, Brasil.

RESUMO

A glicagdo ¢ uma reagdo dada como amplificadora dos efeitos do estresse oxidativo,
devido a atividade de seus produtos finais (AGES- Advantaced Glycation End-Products).
Tem sido alvo na busca de compostos vegetais com interesse farmacologico para minimizar
os efeitos desses produtos, visto que, no mercado ja existem inibidores de glicag@o sintéticos,
mas que no entanto, sdo limitados devido a seus efeitos colaterais. Sabendo que uma planta
que apresentar atividade antioxidante terd seu efeito antiglicante potencializado, a busca por
compostos fendlicos também aumenta. A familia Annonaceae possui espécies que apresentam
compostos bioativos com distintas propriedades medicinais. No presente trabalho foi realizada
a analise da capacidade antiglicante, pelo sistema BSA/glicose e Teste de Mobilidade Relativa
por Eletroforese (MRE); quantificada a composi¢do fendlica, e flavonoidica e realizada a
CCD (Cromatografia de Camada Delgada) para flavonoides, terpenoides e alcaloides em
extratos hidroetandlicos e etandlicos de folhas e polpa de Annona crassiflora, Annona
squamosa, Annona muricata, Annona cacans. No teste antiglicacdo a polpa de A. muricata e a
folha A. crassiflora apresentaram os melhores resultados. A. crassiflora teve os melhores
resultados na quantificagdo de fenodis. Para flavonoides tanto na quantificacdo, quanto na
CCD, os melhores resultados foram encontrados na folha de A. squamosa e na polpa de A.

cacans.

Palavra Chave: Glicacao; AGE; Annona; Fenois; Flavonoides.
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1 Introducao

A glicagdo consiste na adi¢do enzimatica de aglcares redutores e/ou seus produtos
degradados reativos em grupos de proteinas (Maillard, 1912; Thornalley, et al., 1999).
Existem dois estagios de glicagdo: no primeiro, o grupo amino da proteina reage com o grupo
aldeido do agucar fisiologico para iniciar a formacgdo da base Schiff, que, com o tempo, ¢
rearranjado, e forma os chamados produtos Amadori (Ho, et. al 2010). O segundo, conhecido
como estagio avancado da glicacdo, baseia-se na transformagdo dos produtos Amadori em
dicarbonil intermediérios reativos, como metilglioxal (MGO) (Ho, et. al 2010).

Apbs essa transformagdo, pode ocorrer reagdo com residuos de proteinas, como lisina,
arginina e cisteina, formando inumeros produtos com ligagdes crosslinks através de reagdes
complexas que envolvem desidratacdo, oxidagdo, fragmentacdo e condensagdo (Ho, et al.,
2010). Nesse processo, um dos responsaveis pelos danos sdo os seus produtos finais que sdo
denominados AGES (Advantaced Glycation End-Products) e podem levar a varias
consequéncias ao organismo (Bailey et al., 1998, Li et al., 2006).

O envelhecimento cutineo, assim como o desenvolvimento de doengas degenerativas,
esta parcialmente associado a glicagdo de proteinas (Brownlee, 2000). Os produtos finais de
glicacdo sdo acumulados e causam modificagdes principalmente em proteinas de vida longa,
como o colageno, componente da matriz extracelular. As reagdes com as cadeias laterais dos
aminodcidos arginina, lisina e o aspartato presentes no coldgeno tipo I, alteram as
propriedades fisico-quimicas e funcionais do coldgeno, influenciando na elasticidade vascular
(Brownlee, et. al 1988). Essas modificacdes resultam na redugdo da renovagdo das células,
promovendo e/ou acelerando o processo de envelhecimento (Chapmam et al., 1990; Reiser et
al., 1992).

Os produtos finais da glicagdo podem se ligar a receptores especificos da membrana
celular e induzir a expressdo de mediadores inflamatorios potencializando o estresse oxidativo
(Stern, et. al 2002). A glicagdo portanto, ¢ tida como amplificadora e integradora desse
estresse, sendo assim, necessario suprimir fatores correlacionados a ela, para proteger as
células dos possiveis danos desse estresse. Os antioxidantes, sd3o compostos responsaveis por
tal protecdo, entretanto, sdo inibidos pela glicagdo, ndo sendo, desse modo, suficientes para
proteger as células dos danos (Ramkissoon, et. al 2013).

Diante desse contexto, predomina a busca de compostos que possam inibir a glicacao
no organismo, afim de se prevenir os danos celulares, principalmente complica¢cdes vasculares

relacionadas a idade e ao diabetes. J& existem no mercado inumeros inibidores de glicagao
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sintéticos, como a aminoguanidina, entretanto, suas aplicagdes sdo limitadas devido a sua
toxicidade e seus efeitos colaterais (Peyroux e Sternberg, 2006).

A capacidade antiglicante de algumas plantas pode ser maior do que a atividade
relacionada as aminoguanidinas e esta correlacionada com a presenca de compostos fenolicos,
que exercem agdes especificas em alvos bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante
(Bousova et al., 2005; Lunceford e Gugliucci, 2005). Tendo reagdo oxidativa diretamente
envolvida na formacao dos produtos finais da glicacao, plantas com propriedades antiglicante
e antioxidante podem proteger de modo ainda mais eficiente o organismo de danos celulares
(Duraisamy et al., 2003; Farrar et al., 2007; Babu, et al., 2008; Peng et al., 2008; Wagner e
Ulrich-Merzenich, 2009). Compostos vegetais que apresentam propriedades hipoglicemiantes,
pode estar baseado na atividade antiglicante (Hsieh et al., 2005, 2007).

A familia Annonaceae compreende 128 géneros e 2.300 espécies, sendo Annona o
género mais representativo, com cerca de 120 espécies, distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (Joly, 1979; Maas et al., 2001; Lorenzi e Matos, 2002). E considerada
economicamente importante, devido as espécies como Annona muricata (graviola) e Annona
squamosa (fruta-do-conde) j& serem utilizadas popularmente (Telles et al., 2003; Araya,
2003). Espécies silvestres menos conhecidas como Annona crassiflora (marolo) e Annona
cacans (araticum cagdo), também apresentam potencial farmacologico (Lorenzi e Matos,
2002).

Estudos fitoquimicos da familia Annonaceae ja catalogaram cerca de 320 produtos
secundarios, das mais variadas partes da planta, oriundos de 150 espécies desta familia (Alali
et al., 1999). Os principais grupos de compostos quimicos presentes em extratos preparados
de cascas (Chen et al., 2000), folhas e frutos (Chang et al., 1998) sdo acetogeninas, alcaloides
isoquinolinicos e os diterpenos (Oliveira et al., 2002).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade antiglicante de extratos da
polpa do fruto e folhas de A. crassiflora, A. muricata, A. squamosa e A. cacans, bem como
quantificar os fenois e flavonoides totais, além de realizar a andlise cromatografica dos

extratos que apresentaram melhores resultados.

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta e preparacio do material vegetal

As folhas e frutos de Annnona crassiflora M., Annona muricata L., Annona squamosa
L. e Annona cacans W. foram coletadas no municipio de Assis/Sao Paulo/Brasil (latitude:
22°39 '42"S, longitude: 50°24'44"W, altitude: 546m), com colaboracdo do Instituto Florestal
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do Estado de Sao Paulo, localizado na cidade de Assis/SP. As folhas das espécies avaliadas
foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante (+40°C), logo ap6s pulverizado em
moinho de facas. Os frutos foram despolpados e as polpas congeladas a -18°C e liofilizadas.
2.2 Preparacio dos Extratos

Os extratos hidroetanolicos (70%) e etandlicos foram preparados na proporg¢do de 1:10
(p/v) em agua destilada, submetidos a agitacdio mecanica por um periodo de 24 horas em
temperatura ambiente. O residuo vegetal foi retirado por filtragem a vacuo e reextraido por
duas vezes. Os extratos obtidos foram levados ao rotaevaporador para eliminagao completa do
alcool. Para o preparo do extrato hidroetanoélico, a solu¢do aquosa resultante foi congelada e
posteriormente liofilizado para obten¢do do extrato seco. Ambos foram armazenados em

frasco de vidro ambar, protegidos da luz.

2.3 Atividade antiglicaciao
2.3.1 Avaliacdo do potencial antiglicacdo utilizando sistema albumina sérica bovina
(BSA)/glicose

A glicacdo de proteinas por glicose sera avaliada utilizando metodologia adaptada
utilizada por Peng et al., 2008 (Rabar et al, 2000, Wu e Yen, 2005). Em 2,5ml do volume total
da reacdo de glicagdo serdo incluidas diferentes diluicdes dos extratos das plantas (0,5mL),
20mg/mL de BSA, 500mM de glicose, 0,02% (p/v) de azida de s6dio e tampao fosfato
(100mM, pH 7.4). Apds incubacdo a 37°C durante trés semanas, a quantidade globais de
AGE:s fluorescentes formadas serd determinada utilizando um fluorimetro, em comprimento
de onda de excitagdao de 330nm e comprimento de onda de emissdo de 410nm. A porcentagem
de inibicao da formacao de AGE para cada extrato foi calculada pela seguinte equagao, % de
inibi¢do = [l - (fluorescéncia da solu¢do com inibidores / fluorescéncia da solug¢do, sem

inibidores)] x 100%.

2.3.2 Teste da Mobilidade Relativa em Eletroforese (MRE)

A MRE foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Miura et al., (1994),
BSA (0,3mg/mL de proteina) foi diluido em 10 mM tampao fosfato (PBS) e incubadas com
glicose (400 mM) a 37°C durante 24h, na presenca e auséncia dos extratos vegetais (0,1
mg/mL). A SDS-PAGE foi realizada com 4% de gel de empilhamento e 10% de gel de
separacdo. Uma aliquota de solucdo de BSA glicada foi misturada com um volume igual de
SDS tampao de amostra (20 mg/ml de SDS, 30% glicerol, 0,25 M tampao Tris-HCI, pH 6,8) e

fervida por 3 minutos. 15uL da solu¢do mista foram aplicadas no gel de empilhamento e gel



41

de separacdo foi executado em uma corrente constante de 20mA, por aproximadamente 3
horas. Apds a finalizacdo da eletroforese, o gel foi fixado com etanol a 60%, ¢ em seguida
corado com Coomassie-Blue (R-250). Os resultados sdo expressos na MRE utilizando o BSA
nativo como a base. A concentra¢ao final de BSA (0,3mg/mL de proteina, sem adi¢do do
extrato) serd utilizado como o controle negativo. Foi realizado com o melhor extrato entre os

avaliados.

2.4 Determinacao de Fendis Totais

O método utilizado foi o de Folin-Ciocalteu para a determinagdo dos compostos
fenodlicos totais, adaptado de Wu et al. (2004). A cada 0,ImL de amostra (extrato) foram
adicionados SmL de agua destilada e 0.5mL do reagente de Folin-Ciocalteu (molibdato,
tungstato e acido fosforico). Apds 3 minutos foi adicionado 1,4mL de solu¢do de Na,COs3
saturada a 10% e 3ml de agua destilada. O branco utilizado foi 5.ImL de agua destilada e
0.5mL do reagente Folin-Ciocalteu. A mistura foi agitada e armazenada por 1 hora, ¢ a
absorbancia medida a 765nm usando um espectrofotometro UV-Vis. Todos os testes foram

realizados em triplicata e os resultados expressos em mg de 4cido galico por g de extrato.

2.5 Determinacao de flavonoides totais

A dosagem dos flavonoides totais dos extratos foi quantificada por espectrofotometro
UV-Vis e as amostras preparadas segundo a metodologia de Zhishen et al. (1999), baseada na
complexagdo dos flavonoides com AICI3, ocorrendo o deslocamento das bandas de absor¢ao
para maiores comprimentos de onda. Uma aliquota de ImL dos extrato foi misturado a 4mL
de alcool a 70%, e 0.5ml de NaNO; saturado a 5%. Apos 6 minutos, 0.5mL de AICI3 a 10%,
3mL de NaOH 1M, e ImL de dgua destilada, foram adicionados. As amostras foram agitadas
em vortex e a absorbancia mensurada a 510nm. Todos os testes foram realizados em triplicata

e os resultados obtidos expressos em mg de rutina por g de extrato ou fragdes secas.

2.7 Cromatografias em camada delgada dos extratos brutos (etandlico, hidroetanoélico).
Cromatografias em camada delgada (CCD) para separacdo e identificagdo dos
compostos presentes nos extratos brutos (etandlico e hidroetanolico). Na analise por CCD,
realizada pela otimizacdo de metodologias descritas por Wagner e Bladt (1996), foram
preparadas amostras de 100mg/mL dos extratos brutos, a partir dos quais foram aplicadas com
capilares 20ul das amostras em cromatoplacas de silica gel em aluminio F250 (10 cm x 10

cm- MERCK), previamente ativadas em estufa a 100 C° por trés minutos.
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Para preparo das placas cromatograficas deve se utilizar placas de vidro de 20 x 20
cm, onde se aplica como auxilio de um carrinho aplicador uma mistura de 15g de silica gel 60
mech e 30mL de 4gua obtendo se uma camada de 25mm, em seguida deixar secar em estufa a
100 C° por +ou- 30min. O prepara deve ser feito em periodo proximo da utilizagdo sendo

ativada como citado anteriormente.

2.7.1 Deteccao Flavonoides

Como fase movel para detecgao dos compostos do grupo dos flavonoides foi utilizado
o sistema eluente cloroféormio-metanol-agua (75:23:2) e como padrdes quercetina, rutina e
acido galico. A revelagdo das placas foi realizada por nebulizacdo com os reveladores
anisaldeido e 2-aminoethyl diphenylborinate sendo analisado em seguida na luz ultravioleta
(254 e 366 nm). Apds a definicio das zonas cromatograficas, foram calculados seus

respectivos fatores de referéncia (Rf) utilizando a seguinte formula: Rf =Zcm/FRONT cm.

2.7.2 Deteccio Terpenoides

Para a detec¢do dos compostos do grupo dos terpenoides foi utilizado o sistema
eluente tolueno-acetato de etila (93:7) e como padrdes citronelol, 6leo essencial de eucalipto e
6leo essencial de alecrim. As placas foram reveladas com o auxilio de um nebulizador com o
revelador de vanilina sulftrica seguido de aquecimento a 110°C em sistema fechado sendo
analisado na luz ultravioleta (254 e 366 nm). Apds a definicdo das zonas cromatograficas,
foram calculados seus respectivos fatores de referéncia (Rf) utilizando a seguinte formula: Rf

=7Zcm/FRONT cm.

2.7.3 Deteccio Alcaloides

O tultimo grupo analisado foi o dos alcaloides empregado o sistema eluente acetato de
etila — metanol - dgua (100:13,5:10) e como padrdes cafeina, emeina e solasidina. A revelacao
das placas foi realizada por meio de nebulizacdo com o reagente dragendorff em sistema
fechado sendo analisado na luz ultravioleta (254 e 366 nm). Apds a definicdo das zonas
cromatograficas, foram calculados seus respectivos fatores de referéncia (Rf) utilizando a

seguinte formula: Rf =Zcm/FRONT cm.

3. Resultados e Discussao

3.1 Atividade antiglicacao
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3.1.1 Avaliacdo do potencial antiglicacio utilizando sistema albumina sérica
bovina (BSA)/glicose

Na figura 1 estdo apresentados os valores do potencial antiglicante do controle
positivo (aminoguanidinas) e dos extratos de Annona avaliados na concentracdo de 1000
png/mL. Todos os extratos apresentaram porcentagem de inibicdo da peroxidagdo lipidica. A.
muricata apresentou uma atividade de 50,72% para o extrato da polpa e 61,76% para folha. O
extrato da polpa de A. squamosa apresentou 47,20% e da folha 61,62%. O extrato da folha de
A. crassiflora foi o que apresentou melhor resultado entre as amostras analisadas, com
79,27%, atingindo valor semelhante ao padrdo de antiglicante utilizado Aminoguadina
(20mM), que teve como valor 81,04%, ja o extrato da polpa obteve resultado de 45,28%. A.

cacans apresentou 77,80% de inibi¢do no extrato da folha e 50,61% no extrato da polpa.
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FIGURA 1. Avaliagdo da porcentagem de inibi¢do da glicagdo dos extratos através do método BSA/glicose.
AMG — Aminoguanidina, A. muricata polpa hidroetanélico (AMP), A. muricata folha hidroetanolico(AMF), A.
squamosa polpa hidroetandlico (ASP), A. squamosa folha hidroetandlico (ASF), A. crassiflora polpa
hidroetanolico (ACrP), A. crassiflora folha etanolico (ACrF), A. cacans polpa etandlico (ACP), A. cacans folha
etanodlico (ACF).

Estudos recentes realizados por Lunceford e Gugliucci, 2005; Gugliucci et al., 2009;
Beaulieu et al., 2010; Ramkissoon et al., 2013, tém demonstrado a importancia da
investigacdo da capacidade antiglicante de compostos naturais de origem vegetal,
principalmente correlacionado com a atividade antioxidante dos mesmos, e suas agdes tanto
na prevencdo como no tratamento de doencas degenerativas correlacionadas com o

envelhecimento. Diante disso os extratos das espécies de Annona avaliados neste estudo



44

podem contribuir de forma direta para a elucidacdo completa do mecanismo de agdo dos
componentes naturais destas espécies, e suas acdes farmacoldgicas ja consagradas e
comprovadas em trabalhos cientificos. Apesar disso e de acordo Peng et al., 2008a, ¢ dificil
decidir exatamente em que sentido ou em qual fase ha intervencao dos extratos para reduzir a
formagao de AGEs. No entanto, considerando a sua alta capacidade antioxidante, acredita-se
que a antiglicagdo pode ser provocada pela eliminacdo de radicais livres e/ou atividades de

captura de ions de metais.

3.1.2 Antiglicacao por meio da Mobilidade Relativa em Eletroforese (MRE)

Na figura 2 estdo apresentados os perfis eletroforéticos das amostras de BSA sob
glicagdo na presenga ou auséncia do extrato de A. crassiflora tanto o da folha como o da polpa
do fruto, pois os mesmo foram o que apresentaram melhores resultados de acordo com o
ensaio de BSA/glicose. Na figura é possivel observar que o extrato de polpa de A. crassiflora
apresentou melhor atividade antiglicante em comparacdo com extrato da folha da mesma

espécie.

BSA 1 2 3
T ——

- “‘“

-+

FIGURA 2. Teste de mobilidade relativa em eletroforese para avaliacdo da capacidade antiglicacdo pelo sistema
BSA+Glicose, de extratos da folha hidroetanolico e polpa etandlico de A. crassiflora. Onde BSA=Albumina
Sérica Bovina; 1= BSA+glicose; 2=BSA+glicose+Extrato da polpa; 3=BSA-+glicose+Extrato da folha.
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Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por espécies de plantas
medicinais utilizadas na medicina tradicional ocidental, chinesa e indiana, que
concomitantemente também apresentam comprovada ag¢ao antioxidante e antidiabéticas como
demonstrado em estudos realizados por Beaulieu et al., 2010; Ramkissoon et al., 2013;
Morrone et al., 2013; Islam et al., 2014; Shankaraiah et al.,2014.

3.2 Determinac¢ao de Fendis Totais

A. muricata apresentou valor de compostos fenodlicos de acordo com o teste realizado
apenas no extrato hidroetanolico da folha (39,75mg EAG/g de extrato) (Tabela 1). Em A.
squamosa os melhores resultados foram no extrato hidroetanodlico da polpa com 23,36mg
EAG/g de extrato, ¢ a folha hidroetanolico 57,81mg EAG/g de extrato, tal resultado esta de
acordo com os estudos realizados por Shirwaikar et al. (2004), que demonstraram que a
presenca de flavonoides e alguns fendis no extrato das folhas de A. squamosa sejam os
responsaveis pela reducao do estresse oxidativo.

Para A. crassiflora os melhores valores do conteudo de fendis totais encontrados
foram no extrato hidroetandlico da polpa 28,08mg EAG/g de extrato, e o etanolico da folha
com 208,08mg EAG/g de extrato. Como ja foi descrito por Lage (2011), compostos fenolicos
sdo predominantes nas folhas de A. crassiflora, e apresentam menor quantidade em outras
partes da planta. Em A. cacans os melhores resultados foram em ambos os extratos etanolicos,
polpa com 25,86mg EAG/g de extrato, e folha 63,64mg EAG/g de extrato.

Os extratos das polpas (hidroetandlico e etandlico) e o etandlico da folha de A.
muricata; o etandlico e hidroetandlico da polpa de A. squamosa e A. cacans, respectivamente;
e o hidroetandlico de A. cacans ndo apresentaram quantidade de fenois totais que pudesse ser

representativa para o teste utilizado.

TABELA 1. Teor de fenois totais dos extratos hidroetandlicos e etanolicos de polpa e folha de A. crassiflora, A.
squamosa, A. muricata e A.cacans. (médias e desvio padrao

A. muricata A. squamosa A. crassiflora A. cacans

Polpa Hidroetanélico nd 23,36+1,35 28,08+1,27 nd
Etanolico nd nd nd 25,86+0,24
Folha Hidroetanolico 39,7543,00 57,81+£3,39 201,70+£2,88 58,91+1,66
Etanolico nd 53,08+5,77 208,08+6,94 63,64+4,00

Resultados expressos em mgEAG/g de extrato. nd=quantidade ndo detectada pelo teste

3.3 Determinacio de flavonoides totais
Ambos os extratos hidroetandlicos de A. muricata (polpa e folha) apresentaram os

melhores valores para flavonoides totais, sendo 41,56mgER/g de extrato e 79,52mgER/g de
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extrato, respectivamente. A squamosa também apresentou melhores resultados no extrato
hidroetanoélicos, sendo o da polpa com 21,46mg ER/g de extrato, e para a folha, 169,00mg
ER/g de extrato.

Para A. crassiflora, o maior contetdo de flavonoides totais foi encontrado no extrato
hidroetandlico da polpa, 21,46mg ER/g de extrato, e no extrato hidroetandlico da folha,
169,00mg ER/g de extrato, corroborando com Brito et al. (2008), que realizou testes positivos
para alcaloides, flavonoides, flavonas, triterpenoides, esteroides, flavonas, flavonois,
xantonas, saponinas, taninos e resinas em A. squamosa. Os melhores resultados em A. cacans,
foram em ambos os extratos etandlicos, 102,13mgER/g de extrato, para a folha, e para a
polpa, 164,66mg ER/g de extrato.

O extrato da polpa etandlico de A. squamosa e o hidroetandlico de A. cacans nao
apresentaram quantidade de flavonoides Totais que pudesse ser representativa para o teste

realizado (Tabela 2).

TABELA 2. Teor de flavonoides totais dos extratos hidroetanolicos e etanodlicos de polpa e folha de A.
crassiflora, A. squamosa, A. muricata e A.cacans. (média e desvio padrio)

A. muricata A.squamosa  A. crassiflora A. cacans
Polpa Hidroetanoélico 41,56+0,42 21,46+2,23 14,28+11,97 nd
Etanolico 27,68+0,49b nd 9,61+1,92 102,13+3,07
Folha Hidroetandlico 79,52+2,40 169,00+1,67 95,22+12,28 123.00+4.41
Etanolico 54,00+5,00 161,49+8,78 126,89+12,28 164.66+3.30

Resultados expressos em mgER/g de extrato. nd=quantidade ndo detectada pelo teste

3.5 Cromatografias em camada delgada dos extratos brutos (etandlico, hidroetanolico).
Foram realizadas as cromatografias em camada delgada para a deteccdo de compostos
flavonoidicos, terpénicos e alcaloidicos, sendo a revelagdo das placas realizadas por
nebulizacdo com os reveladores: (NP/PEG); vanilina sulfirica seguido de aquecimento a
110°C, e reagente dragendorff respectivamente, e analisadas na luz ultravioleta (254 e
366nm), estando identificado cada extrato e padrdo nas placas cromatograficas onde foram
aplicadas as amostras com seus respectivos valores de Rf como representado nas figuras 5, 6,

7e8.

3.5.1 Deteccao Flavonoides

A eluicdo cromatografica e os calculos dos referidos valores de Rf indicaram a
presenca de compostos polifendlicos nos diferentes extratos brutos (Figura 3) (RFS=
AMPH:0,43; AMFH: 0,97, 0,83, 0,72, 0,67, 0,63, 0,54, 0,34, 0,23, 0,15; ASPH: 0,30;
ASFH: 0,94, 0,79, 0,72, 0,64, 0,57, 0,50, 0,31, 0,28, 0,22, 0,17; ACrFE: 0,86, 0,76, 0,60,
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0,47, 0,39, 0,25; ACPE: 0,95, 0,27, ACFE: 0,92, 0,88, 0,80, 0,69, 0,53, 0,43, 0,37, 0,31,
0,27, 0,19), onde alguns destes valores foram semelhantes aos encontrado para os padroes
(Rutina:0,78; Quercetina:0,28 ¢ 0,18; Acido Galico: 0,22). ACrPH nao apresentou Rf para a

detec¢ao flavonoidica.

'\'(7'||)() MP MF ASPH ASFH ACrP ACHFE ACPE
RUTINA  QUERCETINA  GALICO AMPH AMFH rPH

FIGURA 3. Cromatograma dos extratos de A. muricata polpa hidroetandlico (AMPH), A. muricata folha
hidroetanolico(AMFH), A. squamosa polpa hidroetandlico (ASPH), A. squamosa folha hidroetanoélico (ASFH),
A. crassiflora polpa hidroetanodlico (ACrPH), A. crassiflora folha etanolico (ACrFE), A. cacans polpa etandlico
(ACPE), A. cacans folha etandlico (ACFE), e padrdes Rutina, Quercetina e Acido Galico em sistema eluente
Cloroformio-metanol-agua (75:23:2): com revelagdo em presenga (NP/PEG). Identificacdo das zonas
cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).

Os diferentes extratos de exibiram nas CCD sob luz UV apds a revelacdo, manchas
fluorescentes de coloracdo amarelo-alaranjado, sugerindo a presenga de flavonois derivados
de quercetina e miricetina e seus glicosideos, além de manchas azul claras e azul violacea, que
sugerem a presenca de acidos fenodlicos carboxilicos, como ja evidenciado pelos referidos
calculos de Rf citados anteriormente (Figura 3) (Wagner e Bladt, 1986). Extratos de A.
crassiflora foram caracterizados e dois alcaloides, aterospermidina e liriodenina foram
identificados, sobressaindo a atividade antimicrobiana e citotoxica (Gongalves et al., 2008;

Santana et al. 2009).

3.5.2 Deteccao Terpenoides
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A eluicdo cromatografica e os calculos dos referidos valores de Rf indicaram a
presenga terpenoides nos diferentes extratos brutos (RFS= AMPH: 0,98, 0,36; AMFH: 0,97,
0,71, 0,64, 0,51, 0,38, 0,14, 0,07, ASFH: 0,62, 0,44, 0,35, 0,30, 0,19), onde alguns destes valores
foram semelhantes aos encontrado para os padrdes (Eucalipto: 0,93, 0,89, 0,74, 0,60, 0,46,
0,37, 0,20; Alecrim: 0,83, 0,67, 0,51, 0,37, 0,33, 0,11; Citronelol: 0,96, 0,54, 0,09). AsPH nao
apresentou Rf para a deteccdo de terpenoides (Figura 4).

EUCALIPTO ALECRIM CITRONELOL AMPH AMFH

FIGURA 4. Cromatograma dos extratos de A. muricata polpa hidroetanélico (AMPH), A. muricata folha
hidroetanolico(AMFH), A. squamosa polpa hidroetandlico (ASPH), A. squamosa folha hidroetanolico (ASFH), e
padroes Eucalipto, Alecrim, Citronelol, em sistema eluente Tolueno-Acetato de etila (93:7): Com o revelador
vanilina sulftrica seguido de aquecimento a 110°C em sistema fechado para identificagdo de terpendides.
Identificag@o das zonas cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).

A eluicdo cromatografica e os calculos dos referidos valores de Rf indicaram a
presenca terpenoides nos diferentes extratos brutos (RFS= ACrFE: 0,97, 0,35, 0,22, 0,17;
ACPE: 0,96, 0,44, 0,33, 0,14; ACFE: 0,96, 0,42, 0,36, 0,30, 0,11), onde alguns destes valores
foram semelhantes aos encontrado para os padrdes (Eucalipto: 0,89, 0,81, 0,64, 0,58, 0,46,
0,34, 0,22; Alecrim: 0,90, 0,67, 0,57, 0,47 0,35, 0,21; Citronelol: 0,93, 0,70, 0,42). ACrPH

ndo apresentou Rf para a deteccdo de terpenoides (Figura 5).
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EUCALIPTO ALECRIM CITRONELOL ACrPH

FIGURA 5. Cromatograma dos extratos de A. crassiflora polpa hidroetanélico (ACrPH), A. crassiflora folha
etanolico (ACrFE), A. cacans polpa etanolico (ACPE), A. cacans folha etandlico (ACFE), e padrdes Eucalipto,
Alecrim, Citronelol em sistema eluente Tolueno-Acetato de etila (93:7): Com o revelador vanilina sulfurica
seguido de aquecimento a 110°C em sistema fechado para identificacdo de terpendides. Identificagdo das zonas
cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).

Quando observada a CCD dos diferentes extratos de ambas as plantas realizadas para
detecgdo de terpenoides apos a revelagdo, manchas de coloragdo azul e azul-violacea e violeta
foram observadas, demonstrando possivel presenga de alcoois, monoterpenos, ésteres e
derivados de fenilpropano, sendo que para ASPH ¢ ACrPH nenhuma mancha foi verificada

(Figuras 4 e 5) (Wagner e Bladt, 1986).

3.5.3 Detecciao Alcaloides

A eluicdo cromatografica e os calculos dos referidos valores de Rf indicaram a
presenca de compostos polifenolicos nos diferentes extratos brutos (RFS= AMFH: 0,94, 0,72,
0,60; ASFH: 0,91, 0,73, 0,43; ACrFE: 0,97, 0,81, 0,72, 0,47, 0,22; ACFE: 0,87, 0,55, 0,33),
onde alguns destes valores foram semelhantes aos encontrado para os padrdes (Cafeina: 0,51,
Emeina:0,12, Solasidina:0,36). AMPH, ASPH, ACrPH, ACPE ndo apresentou Rf para a
detec¢do de alcaloides (Figura 6).
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CAFEINA EMEINA  SoLasipina  AMPH AMFH ASPH ASFH ACrPH ACrFE ACPE

FIGURA 6. Cromatograma dos extratos de A. muricata polpa hidroetanolico (AMPH), A. muricata folha
hidroetanolico(AMFH), A. squamosa polpa hidroetandlico (ASPH), A. squamosa folha hidroetandlico (ASFH),
A. crassiflora polpa hidroetandlico (ACrPH), A. crassiflora folha etanélico (ACrFE), A. cacans polpa etanolico
(ACPE), A. cacans folha etandlico (ACFE) e padroes Cafeina, Emeina e Solasidina em sistema eluente acetato
de etila-metanol-agua (100:13,5:10): Como revelador foi utilizado o reagente dragendorff. Identificacdo das
zonas cromatograficas com seus respectivos valores de Rf (cm).

Os resultados corroboram com o proposto por Lima (2007) e Luna (2006), de que esta
familia € muito rica na biodiversidade de compostos quimicos como: compostos aromaticos,
acidos fenolicos, taninos, flavonoides, compostos benzénicos, catequinas, proantocianidina,
Oleos essenciais, terpenos, esteroides, alcaloides, acetogeninas, carboidratos, lipidios,
proteinas, lactonas, vitaminas, carotenos, saponinas, entre outros.

Flavonoides encontrados no género Annona foram flavonas (luteonina) e flavonois
(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, terpenodides foram

isolados do fruto de A. muricata e de A. reticulata (Rinaldi, 2007; Hiruma-Lima, 2003).



51

4 Conclusdes

Para o teste antiglicagdo BSA/MGO, obtiveram-se melhores resultados em ambos os
extratos etanolicos da polpa e folha de A.muricata e A. crassiflora, respectivamente. Para
quantificagdo de fenodis os melhores resultados obtidos foram em ambos os extratos (polpa e
folha) etandlicos de A. crassiflora. Para quantificacdo de flavonoides, os melhores resultados
foram o hidroetandlico da folha de A. squamosa e o etanolico da polpa de A. cacans,
confirmado pela CCD para Flavonoides. A CCD para Terpenoides apresentou resultados mais
significativos no extrato hidroetanolico de A. squamosa folha hidroetanélico, e etanolico da
polpa de A. cacans. E a CCD para alcaloides somente apresentou valores
no extrato etanolico de A. cacans.

A. crassiflora apresentou os melhores resultados para teste antiglicacdo, bem como
para quantificacao de fenois.

Para flavonoides tanto na quantificagdo, quanto na CCD, os melhores resultados foram
encontrados na folha de A. squamosa e na polpa de A. cacans.(que apresentou melhor

resultado antiglicacdo entre as polpas).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho, de acordo com as diferentes metodologias
adotadas tornaram possivel concluir que os extratos das folhas e polpas dos frutos das
espécies A. muricata, A. squamosa, A. crassiflora, e A. cacans, apresentam potencialidade
fotoprotetora e atividade antioxidante e antiglicante, possivelmente devido a presenca de
constituintes quimicos nos extratos, como compostos fenolicos, principalmente os
flavonoides.

Todas as plantas apresentaram em algum extrato, atividade representativa tanto para
atividade antioxidante, quanto para capacidade fotoprotetora, sendo assim promissoras para

testes mais especificos na busca de compostos bioativos



