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Resumo

Introdugdo: As plantas apresentam potencial medicinal devido aos metabdlitos secundarios e possuem compostos com
alto potencial anti-inflamatdrio, com possibilidades terapéuticas. Das espécies vegetais de interesse destacamos e
comparamos a graviola (Annona muricata) e a fruta do conde (Annona squamosa). Objetivo: Comparar o potencial do
extrato alcodlico bruto de folhas da graviola e fruta do conde em ensaios fitoquimicos e citotdxicos. Método: Os extratos
de folhas de graviola e fruta do conde foram obtidos por percolacdo, com o uso de 20g de folhas secas e trituradas com
100 ml de alcool de cereais. Na padronizagdo dos extratos foram utilizadas analises de idenficagdo de componentes
quimicos, os taninos, flavonoides, saponinas e alcaloides, por meio de difrentes reacdes quimicas e os antioxidantes
foram analisados pela atividade do DPPH. A citotoxicidade das diferentes concentracGes dos extratos também foram
analisadas por hemdlise e pelo teste da membrana corioalantide (CAM). Resultados: As analises fitoquimicas indicaram
a presenca de alcaloides, taninos, flavonoides e saponinas para ambos os extratos com alta capacidade antioxidante. Os
testes de hemolise e CAM mostraram auséncia de citotoxicidade na concentracdo de 2% e 4% para ambos os extratos
e elevada citotoxicidade em 10% para o extrato de graviola. Conclusdo: O extrato alcodlico das folhas da graviola e fruta
do conde mostraram importante perfil antioxidante e com compostos anti-inflamatdrios com pouca diferenca entre os
extratos o que estimula estudos futuros e continuidade para exploracdo anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Annonas. Extratos brutos.

Abstract

Introduction: Plants have medicinal potential due to secondary metabolites and have compounds with high anti-
inflammatory potential, with therapeutic possibilities. Of the plant species of interest we highlight and compare the
graviola (Annona Muricata) and the fruit of the count (Annona squamosa). Objective: To compare the potential of crude
alcoholic extract of soursop and conde fruit leaves in phytochemical and cytotoxic assays. Method: The leaves extracts
of soursop and fruit of the count were obtained by percolation, with the use of 20g of dry leaves and crushed with 100
ml of grain alcohol. In the standardization of the extracts were used idenfication analyzes of chemical components,
tannins, flavonoids, saponins and alkaloids, through different chemical reactions and antioxidants were analyzed by the
activity of DPPH. The cytotoxicity of the different concentrations of the extracts were also analyzed by hemolysis and by
the corioalantide membrane test (CAM). Results: Phytochemical analysis indicated the presence of alkaloids, tannins,
flavonoids and saponins for both extracts with high antioxidant capacity. The hemolysis and CAM tests showed absence
of cytotoxicity at the concentration of 2% and 4% for both extracts and high cytotoxicity in 10% for graviola extract.
Conclusion: The alcoholic extract of the leaves of soursop and fruit of the count showed important antioxidant profile
and with anti-inflammatory compounds with little difference between the extracts which stimulates future studies and
continuity for anti-inflammatory exploration.
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Resumen

Introduccidn: Las plantas tienen potencial medicinal debido a los metabolitos secundarios y poseen compuestos con alto
potencial antiinflamatorio, ademas de ser utilizadas en tratamientos terapéuticos. De las especies vegetales de interés,
destacamos y comparamos la guanabana (Annona muricata) y la fruta del conde (Annona squamosa). Obijetivo:
Comparar el potencial del extracto alcohdlico crudo de hojas de guandbana y chirimoya en ensayos fitoquimicos y
citotdxicos. Método: El extracto de hojas de guanabana y fruta del conde se obtuvo por percolacion, utilizando 20g de
hojas secas y trituradas con 100 ml de alcohol de grano. En la estandarizacién de los extractos se utilizaron analisis para
identificar componentes quimicos, taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides, a través de diferentes reacciones
quimicas y los antioxidantes fueron analizados por la actividad de DPPH. También se analizd la citotoxicidad de diferentes
concentraciones de extractos por hemdlisis y por la prueba de membrana de corioalantida (CAM). Resultados: Los analisis
fitoquimicos indicaron la presencia de alcaloides, taninos y flavonoides y saponinas para ambos extractos con alta
capacidad antioxidante. Las pruebas de hemdlisis y CAM mostraron ausencia de citotoxicidad a una concentracion del
4% vy alta citotoxicidad a partir del 10% también para ambos extractos. Conclusion: El extracto alcohdlico de hojas de
guanabana y chirimoya mostrd importantes perfiles antioxidantes y con compuestos antiinflamatorios, lo que estimula

futuros estudios y continuidad para la exploracion antiinflamatoria.

Palabras clave: Medicamentos a base de plantas. Annonas. Extractos crudos.

INTRODUCAO

Segundo a pesquisa da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), 80% das populagGes que vivem nos paises
em desenvolvimento dependem quase exclusivamente
da medicina tradicional para as suas necessidades de
atencdo primaria a saude!. Nesse contexto, a exploragdo
dos constituintes quimicos das plantas e a triagem
farmacoldgica podem fornecer a base para o desenho de
novos medicamentos e possiveis metas para analises
cientificas?. Sendo assim, a triagem de plantas com
potencial medicinal, sua eficicia e seguranca é de
extrema importancia.

Um dos géneros de interesse nacional e
internacional é a Annona, uma planta medicinal com
frutas comestiveis, conhecida no Brasil como fruta do
conde, e a graviola. Estas plantas pertencem a Familia
Annonaceae e tém sido usadas como medicamentos
tradicionais devido suas capacidades antioxidante,
antidiabética, hepatoprotetora e antitumoral®.

As espécies Annona squamosa L. e Annona
muricata. sao plantas perenes e frutiferas localizadas
principalmente em regides tropicais e subtropicais,
sendo endémicas no Brasil, com uma longa histéria de
usos tradicionais*®. Todas as partes das arvores de A.
muricatae A. squamosa sao amplamente utilizadas como
medicamentos tradicionais e estudos evidenciaram a
atuagdo do extrato de ambas as plantas com grande
potencial antioxidante, anti-inflamatério e também
antitumoral, de acordo com os bioativos ja identificados
por analises fitoquimicas®’. Os beneficios a saude

promovidos pelas A. muricata, e A. squamosa sao

atribuidos a uma consideravel diversidade de
fitoquimicos. Esses bioativos incluem compostos a base
de fenol, como proantocianidinas, alcaloides e
flavonoides>”.

Os principais componentes bioativos que foram
extraidos de varias partes de A. muricata e A. squamosa
sao conhecidos como acetogeninas anonaceas. Estes sao
derivados de acidos graxos de cadeia longa (C32 ou C34)
sintetizados pela via policetidica®8. Muitos desses
derivados sao seletivamente tdxicos para células
cancerigenas, incluindo linhagens de células
cancerigenas multirresistentes®.

No entanto, ha interesse em aprofundar ainda
mais o conhecimento do perfil dos compostos dessas
plantas, sendo importante o conjunto das informagdes
sobre suas potencialidades, que permitam sua utilizagao
medicinal de forma segura. Diante deste cenario, o
seguinte estudo realizou a comparacdo fitoquimica dos
extratos alcodlicos brutos de A. squamosa e A. muricata,
bem como a avaliagdo de citoxicidade como forma de
contribuir para o estudo de suas possiveis propriedades

farmacoldgicas.

MATERIAL E METODO
Obtencao e padronizagao do extrato alcodlico

As folhas de Annona muricata e Annona
squamosa (exsicatas depositadas no herbario IRINA
DELANOVA GEMTCHUINICOV (BOTU) nUmero: 34716,
graviola e nimero: 33512, fruta do conde) foram obtidas
do Centro Universitario Padre Albino, de Catanduva-SP,
Brasil, em margo de 2019. Posteriormente, foram
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lavadas e secas a sombra em temperatura ambiente,
durante 15 dias, para sua completa dessecacao.

Os extratos brutos foram obtidos por
percolagdo com o uso de 20 g das folhas trituradas em
100 ml de alcool de cereais. Os extratos brutos
permaneceram em recipientes fechados, sem
interferéncia de luz externa, durante uma semana. Apos
esse periodo, foram filtrados pelo gotejamento por
esgotamento 3 vezes no baldo de filtracdo e realizadas
as analises de padronizacdo, por meio de diferentes
reacoes para as andlises de identificacdo de seus
componentes fitoquimicos®. Apds, os extratos brutos
foram levados ao rotavapor para a retirada da fracao
alcodlica e, entdo, ressuspendidos em agua em
diferentes concentracbes para as andlises de
citotoxicidade.

Identificacdo de taninos totais e taninos
especificos

A identificacdo de taninos totais foi realizada
por meio das reagdoes com Cloreto Férrico, Acetato de
Chumbo e Acetato de Cobre. Para a reacdao com Cloreto
Férrico (FeCl;), em tubo de ensaio, foi colocado 1 ml da
solucdo extrativa, 5 ml de agua destilada e uma gota de
Cloreto Férrico a 2%, escorrendo-o pela parede do tubo.
Na reacdo com Acetato Neutro de Chumbo, em tubo de
ensaio, foi diluido 1 ml da solugdo extrativa a uma
propor¢do 1:5, na qual foram adicionadas 2 gotas de
solucao aquosa de Acetato Neutro de Chumbo a 10%.
Finalmente, para a reacao com Acetato de Cobre, em
tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da solucdo extrativa
diluida na propor¢do de 1:5 e 2 gotas de solucao de
Acetato de Cobre a 5%?%

Os taninos especificos foram identificados pelas
reag0es com Acetato de chumbo e Acido Acético Glacial,
Reativo de Wasicky. Para a reagdao com Acetato de
Chumbo e Acido Acético Glacial, que identifica a
presenca de taninos galicos, em tubo de ensaio, foram
adicionados 3 ml da solucdo extrativa e 2 ml de Acido
Acético Glacial a 10% e 3 ml de Acetato de Chumbo a
10%. Enquanto que para a reacao com o Reativo de
Wasicky, foi utilizado o contetdo do tubo com a reacdo
com Acetato de Cobre, do qual foi descartado o
precipitado da reacdo anterior por filtragdo e adicionado
0,5 ml de Polimetilaminobenzaldeildo?©,

Identificacdo de saponinas

As saponinas foram identificadas por meio da
reacdo por agitagdo. Em um tubo de ensaio foi
adicionado 1 ml da solucdo extrativa, submetida a

agitacdo por um minuto?l,

Identificacao de flavonoides

A presenca de flavonoides foi pesquisada por
meio das reacbes com Cloreto Férrico e Hidroxido de
Sédio. Para a reacdo com Cloreto Férrico, em tubo de
ensaio, foi adicionado 1 ml da solugdo extrativa e 5 ml
de agua destilada, na proporgdo de 1:5. Em seguida, 1
ml dessa mistura foi descartado e, ao contetido restante,
foi adicionada, pela parede do tubo, 1 gota de Cloreto
Férrico a 1%. Na reagdo com Hidroxido de Sddio, em
tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da solucdo extrativa
e 5 ml de agua destilada, na proporcdo de 1:5. Em
seguida, 1 ml dessa mistura foi descartado e, ao
contelido restante, foram adicionadas, pela parede do
tubo, 2 gotas de NaOH a 5%.

Identificacdo de alcaloides

Para a identificacdao de alcaloides, os reagentes
de Bourchardat, Mayer e Dragendorff foram preparados
previamente de acordo com o preconizado pela
Sociedade Brasileira de Farmacognosia'?. Para a reagdo
de Bourchardat, em tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml
da solugdo extrativa, 1 ml de agua destilada e 5 gotas do
reagente de Bourchardat. No desenvolvimento da reagao
de Mayer, em tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da
solucdo extrativa, 1 ml de agua destilada e 5 gotas do
reagente de Mayer. Para a reacdo de Dragendorff, em
tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da solucao extrativa,
1 ml de agua destilada e 5 gotas do reagente de

Dragendorff.

Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi
determinada pela capacidade de sequestro de radicais
livres com o uso de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).
Apds adicdo de solugdo de DPPH a 2,4 mg/100 mL, a
amostra foi mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos
para posterior leitura em espectrofotdometro a 520 nm. A

atividade antioxidante é expressa como o percentual de
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inibicdo do radical DPPH (AA%) e em termos de CE50
(concentracdo minima necessaria para o antioxidante
reduzir em 50% da concentragdo inicial do DPPH). As

determinac0Oes foram realizadas em triplicata314.

Avaliagoes de citotoxicidade in vitro

A avaliagdo de citotoxicidade /in vitro'>6 foi
realizada com suspens@es de 1 ml de hemacias nas quais
foram adicionados 1 ml de concentracdes crescentes
(4%, 6%, 8%, 10%, 15% e 20%) dos extratos diluidos
em solugdo glicosilada. Para o controle negativo foi
colocado 1 ml da suspensdo de hemacias em tubo de
ensaio e adicionado 1 ml da solugdo glicosilada. Para o
controle positivo foi colocado 1 ml da suspensdo de
hemdcias em tubo de ensaio e 1 ml de Triton. A leitura
da absorbancia em 540 nm foi realizada em
espectofotometro.
Ensaio da membrana corioalantoide
(Chorioallantoic membrane assay - CAM) in vivo

O ensaio da membrana corioalantoide
(Chorioallantoic membrane assay - CAM) in vivo foi
realizado para complementar a avaliagdo toxicoldgica
dos extratos de graviola e fruta do conde. Os
procedimentos experimentais foram realizados nos
Laboratérios Multidisciplinares do Centro Universitario
Padre Albino (UNIFIPA), em Catanduva-SP, e conduzidos
de acordo com as normas da Comissdo de Etica para o
Uso de Animais (CEUA), UNIFIPA (07/18). Para a
realizacdo dos testes /in vivo, foram utilizados ovos
fertilizados de galinha (Gallus gallus), incubados a
temperatura de 38°C e umidade relativa de 45% a 65%
durante 3 dias'’1°. Os ovos embrionados foram divididos
em trés grupos experimentais: grupo controle, em que
0s ovos permaneceram fechados e sem intervencoes e
grupos tratados, nos quais foram aplicados na camara
de ar 100 pl dos extratos de graviola e fruta do conde
em concentragdes de 2%, 4%, 6%, 8%, 10%. A casca
dos ovos foi perfurada na regido da camara de ar para
administracdo do PBS ou do extrato e, apds, o orificio foi
selado com parafilme. No terceiro dia de incubacgdo, a
casca do ovo ao redor da cdmara de ar foi removida para
avaliacdo da vascularizagdo na membrana corioalantoide

e o desenvolvimento morfoldgico do embrido.

RESULTADOS

Identificacao de compostos fitoquimicos
Identificacdo de taninos totais (Cloreto Férrico,
Acetato de Chumbo, Acetato de Cobre) e taninos
especificos (Acetato de chumbo e Acido Acético
Glacial, Reativo de Wasicky)

Na reacdo com Cloreto Férrico (FeCls) a 2%,
houve formacao de precipitado esverdeado para ambos
os extratos. Também pela reacdo com Acetato de
chumbo a 10%, houve formagdo de precipitado castanho
avermelhado, evidenciando a presenca de taninos totais.
Diferentemente, na reacao com Acetato de cobre a 5%,
nao houve formacdao de precipitado castanho
avermelhado. A auséncia de tal precipitado demonstra

auséncia de taninos para esse reagente (Tabela 1).

Reativos Fitoquimico Presenca Presenca
2 1
muricata Squamosa
(Graviola) (Fruta do
conde)
Cloreto Férrico Taninos Gerais + +

Acetato de Cobre  Taninos Gerais - -

Acetato Neutro  Taninos Gerais + +
de Chumbo

Acetato . de Taninos - =
chumbo + Acido galicos

Acético Glacial

Reativo de Taninos - +
Wasicky catequimicos

Agitagdo Saponinas + -
Cloreto Férrico Flavonoides - -
Hidréxido de Flavonoides + -
Sédio

Reagente de Alcaloides + -
Bourchardat

Reagente de Alcaloides + +
Dragendorff

Reagente de Alcaloides + -

Mayer

Tabela 1 - Fitoquimica para identificagdo e caracterizagdo do extrato
bruto de folhas de graviola e fruta do conde

A presenca de taninos galicos foi confirmada
pela formagdo de precipitado castanho avermelhado
apenas na reacao para identificacdo de cumarina,
enquanto na reacdo com o Reativo de Wasicky, ndo foi
possivel evidenciar a presenca de taninos catequinicos
(Tabela 1).
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Identificacao de saponinas (reacao por agitacao)
Na reagdo por agitacdo do frasco, houve a
formacao de espuma, evidenciando a presenca de
saponinas para graviola, contudo a fruta do conde que
mostrou auséncia desse mesmo composto (Tabela 1).

Identificacdo de flavonoides (Cloreto Férrico,
Hidréxido de Sadio)

A presenca de flavonoides foi confirmada pela
reacao da solucdo extrativa diluida e o Hidroxido de
sodio, com o aparecimento de cor entre verde, amarelo-
castanho e violeta, para a comprovacao dos compostos.
Os flavonoides foram observados no extrato da graviola,
mas ndo no extrato da fruta do conde. Contudo, a reacdo
de shinoda foi negativa para ambos os extratos (Tabela 1).

Identificacao de alcaloides (Bourchardat, Mayer,
Dragendorff)

A busca por alcaloides foi feita pelos reagentes
Bouchardat, Mayer e Dragendoff. Nessas reagoes foi
observada a mudanga esperada para a presenga de
alcaloides para o extrato da graviola, enquanto o extrato
da fruta do conde foi positivo apenas para a reacao de
Dragendoff (Tabela 1).

Capacidade antioxidante

A andlise da atividade antioxidante do extrato
foi determinada pela capacidade de sequestro de radicais
livres com o uso de DPPH. Os estudos demonstraram que
o extrato bruto das folhas de graviola apresenta
atividade antioxidante de 88,14% enquanto para a fruta
do conde foi de 86,65%.

Avaliacoes de citotoxicidade in vitro

Os estudos de citotoxicidade /n vitro mostraram
baixa citotoxicidade do extrato de graviola na dosagem
de 4%, citotoxicidade relativa nas dosagens de 6% e 8%
e potencialmente citotdxica na concentragdo de 10%. O
extrato de fruta do conde n3o mostrou citotoxicidade
importante em nenhuma das concentragdes (Tabela 2 e

Figura 1).

Tabela 2 — Teste de hemdlise com andlise por espectrofotdmetro

Concentragdo do Absorbancia Absorbancia
extrato bruto A. muricata A. squamosa
(Graviola) (Fruta do conde)

CN 0,078 0,023

CP 1,508 1,495

2% 0,080 0,012

4% 0,142 0,031

6% 0,294 0,044

8% 0,375 0,047

10% 1,822 0,048

CN - Controle Negativo
CP -Controle Positivo

Figura 1 - Andlises de citotoxicidade por Hemolise (in vitro). Tubos da
esquerda para a direita: Controle negativo (PBS), Controle positivo (0.1%
Triton), diluicbes do extrato a 2%, 4%, 6%, 8%, 10%

Fruta do conde

Graviola

6% 8% 10%

Controle Controle 2% 4%
negativo Positivo

Avaliacoes de citotoxicidade in vivo

As anadlises de CAM ndo mostraram
citotoxicidade de ambos extratos em 4%, 6%, 8% com
desenvolvimento normal do embrido e auséncia de
vasoconstrigdo e coagulagdo, comparados ao controle. A
partir da concentracdo de 10% ha redugdo da

vascularizacao, hemolise e morte dos embrides (Figura 2).

Figura 2 - Teste de citotoxicidade /n vivo CAM: os ovos controles com
desenvolvimento embrionario normal. Na sequéncia os ovos que foram
injetados, respectivamente, com as seguintes concentragdes do extrato
bruto, 4%, 6%, 8% e 10%. Ndo se observam alteragbes na
vascularizagdo da membrana CAM e desenvolvimento até a concentragdo
de 8% em ambos os extratos

)

4

Fruta do conde

Graviola
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DISCUSSAO

A padronizacdo de extratos de A. muricata e A.
squamosa € importante para o conhecimento dos
compostos e o estabelecimento de dosagens seguras.
Diante disso, procedemos as analises fitoquimicas
qualitativas e avaliagdo de citotoxicidade /in vitroe in vivo
de extratos alcodlicos brutos das folhas de graviola e
fruta do conde.

Nossos resultados mostraram a presenca de
taninos, flavonoides e alcaloides, o que evidencia as
propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes do
extrato bruto de ambos extratos, com excecdao da
saponina que foi observada apenas na A. muricata, como
ja observado em outros estudos®. A capacidade
antioxidante elevada da solucdo extrativa das Annonas
foi confirmada pela analise de DPPH, sendo maior para
A. muricata. Nossas analises corroboram com
investigagdo anterior que avaliou a capacidade
antioxidante de extratos de sementes, cascas e polpas
da A. squamosa' e eliminacao de radicais livres em
estudos da A. muricata??.

Os fitoquimicos presentes nas folhas da A.
muricata e A. squamosa podem encontrar aplicagOes
para a preparacdo de alimentos, como chas, infusoes,
suplementacdo e bebidas para a formulacdo de
suplementos com o intuito de melhorar o funcionamento
do organismo e prevenir doengas, principalmente pelos
compostos fendlicos, flavonoides e alcaloides®420, Os
glicosideos, fitoesterois, proteinas, carboidratos,
saponinas, taninos, alcaloides, fendis, flavonoides,
peptideos e acetogeninas presentes nos extratos de A.
murfcata e A. squamosa mostram perfis promissores
como agentes antitumorais, antioxidantes,
antidiabetogénicos e antiparasitarios>’.

Além dos efeitos quimiopreventivos e
quimioterapicos relacionados ao cancer, os extratos de
A. muricata e seus constituintes, individualmente ou em
combinagdo, mostraram propriedades terapéuticas para
doengcas inflamatdrias e oxidativas cronicas, feridas nao
infecciosas e infecciosas e doencas microbianas e
parasitarias.

Diante da importancia de se estabelecer
dosagens seguras, na sequéncia do estudo foram
citotdxicas de  diferentes

realizadas  analises

concentragdes dos extratos em testes in vitro e in vivo.
Nossos estudos indicaram auséncia de citotoxicidade de
ambos os extratos nas concentragdes de 2% e 4% tanto
nos testes de hemdlise quanto no ensaio CAM, toxicidade
relativa por hemdlise nas concentrages de 6% e 8% e
alta toxicidade a 10% para A. muricata nas analises de
hemolise e CAM. Pelo teste CAM, a A. squamosatambém
mostrou toxicidade a 10%. Outra investigacdo mostrou
que o extrato de folhas e cascas da graviola foi capaz de
inibir significativamente as propriedades angiogénicas
em modelo CAM23,

Embora a maioria tenha proporcionado
beneficios a salde, alguns dos fitoquimicos derivados da
A. muricata, como as acetogeninas, demonstraram
neurotoxicidade in vitro e in vivo*®?*, Além disso, a
aplicacao de sementes de A. squamosa trituradas na
lavagem do cabelo para combate a piolhos também
mostrou efeitos adversos. Esse habito causou ceratite
tdxica por insulto quimico ou mecanico das sementes ao
epitélio da cdrnead. Essas situacGes enfatizam a
importancia do desenvolvimento de mais pesquisas para
identificar e quantificar a quantidade de fitoquimicos
téxicos, bem como determinar as doses a serem usadas

com seres humanos.

CONCLUSAO

O conjunto dos nossos dados evidenciaram a
presenca de compostos do metabolismo secundario com
atividades anti-inflamatorias e antioxidantes nos extratos
de folhas da graviola e fruta do conde. O extrato de fruta
do conde foi menos citotdxico, mas ambos os extratos
apresentaram citotoxicidade em altas concentragoes.
Esses resultados mostram perfil fitoquimico satisfatorio
dos extratos de folhas de A. muricata e A squamosa e
concentragdes seguras, especialmente em
concentracdes abaixo de 10%, o que estimula a
continuidade dos estudos sobre o uso terapéutico desses

extratos.
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