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RESUMO

Nos ultimos anos, novos desafios tém surgido para os pesquisadores no ambito das ciéncias
médicas; sobretudo, destacam-se: a procura por novas terapias contra cancer, a busca por
novos agentes anti-inflamatdrios que ndo apresentem as rea¢Ges adversas tipicas e o combate
a multirresisténcia microbiana. Annona muricata L. (Annonaceae), conhecida vulgarmente
como gravioleira e na medicina popular, tem sido empregado no tratamento de inflamacdes,
febres, infeccbes e diabetes. Além disso, tem demonstrado ser potencialmente eficaz na
terapia contra o cancer. Com base nisso, objetivou-se, nesse trabalho, analisar o perfil
fitoquimico de extratos obtidos das folhas de A. muricata L. e executar uma triagem
farmacologica visando a avaliacdo do seu potencial antimicrobiano, citotdxico e anti-
inflamatdrio. Primeiramente, foi realizada a extracdo das folhas de A. muricata L., utilizando
0s solventes hexano, acetato de etila, etanol e 4gua, através da técnica de Soxhlet e obteve-se
como respostas 0s respectivos rendimentos (3,37%, 3,20%, 6,22% e 9,09%). Em seguida,
através da técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), foram identificados os
grupos de metabolitos secundarios. Posteriormente, avaliou-se a atividade antimicrobiana
dos quatro diferentes extratos em questdo frente a cepas de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e de fungos leveduriformes, assim como as atividades citotdxicas frente a trés
diferentes linhagens de células tumorais e as atividades anti-inflamatérias através da
avaliacdo da producdo de oxido nitrico (NO). A triagem fitoquimica revelou a presenca de
mono e sesquiterpenos, triterpenos e esteroides, flavanoides, taninos, cumarinas e alcaloides.
Os extratos hexanico e acetato de etila ndo apresentaram atividade frente as cepas testadas, ja
0s extratos etanolico e aquoso exibiram atividade frente a cepas Gram-positivas, com halos
de 19 mm frente a Micrococcus luteus, para o extrato etanolico, e 18 mm frente a
Staphylococcus coagulase-negativa para o extrato aquoso, e em algumas Gram-negativas, 11
mm frente a Proteus mirabilis para o extrato etanolico, porém sem atividade frente aos
fungos. A respeito da atividade citotdxica, todos 0s extratos apresentaram atividades
inibitérias frente as linhagens testadas, sobretudo a linhagem HEp-2 onde todos
apresentaram inibicdo de 100% na concentracdo avaliada. A acdo anti-inflamatdria dos
extratos também foi efetiva, todos os extratos analisados reduziram a producdo de NO
induzida a niveis basais em todas as concentracdes estudadas, especialmente os extratos
etanolico e aquoso. Pode-se considerar que A. muricata trata-se de uma opcao para a busca
de novos agentes terapéuticos e como fonte de moléculas de grande interesse cientifico. Os
resultados corroboraram com o seu uso tradicional, reforcando mais ainda sua comprovacéo
cientifica a respeito de suas propriedades, possibilitando assim maiores estudos para a sua
viabilidade terapéutica.

Palavras-chave: Annona. Citotoxicidade. Antimicrobiana. Inflamagé&o.



ABSTRACT

In the recent years, new challenges have arisen for researchers in the field of medical
science such as the quest for new therapies against cancer, the search for new anti-
inflammatory agents that do not represent the typical adverse reactions and also the the
struggle against microbial multidrug resistance. Annona muricata L. (Annonaceae),
commonly known as soursop and famous for its therapeutic properties in folk medicine, has
been employed in the treatment of inflammations, fevers, infections and diabetes. Moreover,
it has shown to be potentially effective in cancer therapy. On this basis, the goal of this
work was to analyze the phytochemical profile of extracts obtained from the leaves of A.
muricata L. and run a pharmacological screening aimed at assessing its antimicrobial,
cytotoxic and anti-inflammatory potential. Firstly, the extraction process was employed in
the leaves of A. muricata L., using several solvents such as hexane, ethyl acetate, ethanol
and water by Soxhlet extractor and were obtained their respective yields as responses
(3.37%, 3.20%, 6.22% and 9.09%). Then, through Thin Layer Chromatography (TLC), the
groups of secondary metabolites were identified. Subsequently, the four different extracts
were evaluated concerning the antimicrobial activity against strains of Gram-positive
bacteria, Gram-negative, and yeast fungi, as well as the cytotoxic activity against three
different tumor cell lines and also the anti-inflammatory activities by assessing the
production of nitric oxide (NO). The phytochemical screening revealed the presence of
mono and sesquiterpenes, triterpenes and steroids, flavonoids, tannins, alkaloids and
coumarins. The hexane extracts and ethyl acetate showed no activity against the strains
tested, since the ethanol and aqueous extracts showed activity against Gram-positive strains,
with halos of 19 mm against Micrococcus luteus for ethanolic extract, and 18 mm against
Staphylococcus coagulase-negative for the aqueous extract, and in some Gram-negative
strains, 11 mm against Proteus mirabilis for the ethanolic extract, but without activity
against the yeasts. Regarding the cytotoxic activity, all extracts showed inhibitory activities
across the tested strains, especially Hep-2 line where all showed inhibition of 100% in the
assessed concentration. The anti-inflammatory action of the extracts was also effective,
since all analyzed extracts reduced NO production induced levels at all the concentrations
studied, especially ethanol and aqueous extracts. It can be considered that A. muricata is an
alternative to the search for new therapeutic and as a source of great scientific interest
molecules agents. The results corroborate with its traditional use, further strengthening its
scientific evidence regarding their properties, thus enabling further study for its therapeutic
viability.

Key-words: Annona. Citotoxicity. Antimicrobian. Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Ao longo do tempo, a utilizagdo de novas formas de tratamento de enfermidades,
sobretudo de doencas sobre as quais a terapéutica convencional tem encontrado diversas
dificuldades, tem sido buscada. Essa necessidade de encontrar novos meios para a obtengédo
de novos produtos terapéuticos tem levado muitas pessoas, desde pesquisadores a
populacdo em geral, a optar pelas plantas medicinais. Isto, principalmente, devido a grande
biodiversidade e a facilidade de acesso bem como de seu baixo custo (GILANI; ATTA-UR-
RAHMAN, 2005; HEINRICH; GIBBONS, 2001).

O Brasil trata-se de um pais possuidor de um gigantesco ecossistema, possuindo
uma grande biodiversidade em todo seu territério espalhada em diversos biomas.
Entretanto, mesmo com uma enorme variedade de espécies nativas, muitas destas ainda ndo
foram submetidas a pesquisas e ensaios mais detalhados. Em muitos casos, 0 uso de tais
produtos é feito por métodos tradicionais, através do conhecimento popular adquirido de
uma mescla das tradicGes indigenas nativas e as trazidas pelos colonos europeus. Muitos
dos estudos tendo como modelos plantas medicinais tomaram partida através desse
conhecimento, sendo este o campo de estudo da etnofarmacologia. Porém, a falta de
padronizacdo e de acompanhamento técnico-cientifico pde em risco as pessoas que
costumam adquirir e utiliza-los, pois apesar de serem substancias encontradas na natureza,
n&o estdo isentas de risco a saude (BRANDAO et al., 2008; VALLI et al., 2013).

Diversas plantas possuem propriedades terapéuticas que acabam criando uma
identidade terapéutica para si, dentre elas, Annona muricata L. (Annonaceae), conhecida
popularmente como gravioleira, esta € reconhecida por suas propriedades terapéuticas, ha
relatos de seu uso para o tratamento da inflamacdo, de febre, infeccBes, diabetes, porém
destaca-se a sua agdo na terapia contra o cancer (BADRIE; SCHAUSS, 2010; LUZIA;
JORGE, 2012; TAKAHASHI et al., 2006).

Nos ultimos anos novos desafios surgiram para as areas das ciéncias médicas,
especialmente tratando-se da terapia do cancer. Porém alguns estudos, especialmente na
area da biologia molecular tém buscado elucidar todo o mecanismo por tras da acdo das
celulas neoplasicas, sobretudo entender os mecanismos de inducdo de sua apoptose. Assim
criando novos alvos para o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos (PAPAC,
2001; ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014).
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Além deste, outro problema que vem ha anos desafiando os pesquisadores € a
multirresisténcia microbiana. Pois 0 uso exacerbado de antibidticos pela populacgéo,
geralmente de modo indiscriminado, proporciona aos microorganismos a gerarem
mecanismos que garantem sua sobrevivéncia no ambiente bioldgico onde se encontram.
Ocasionando assim maiores problemas, principalmente na salde publica onde ocorrem
maiores gastos com internacdo de pacientes que contrairam tais infeccdes, bem como de
gastos com antibiodticos de Gltima geracdo correndo o risco de desenvolver resisténcia a
esses medicamentos (BANDOW et al., 2003; WESTH; ZINN; ROSDAHL, 2004).

A terapia anti-inflamatoria estd centrada no controle dos sinais cardinais da
inflamacdo (SERHAN et al., 2007). Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES),
utilizandos atualmente, agem tipicamente no alivio da inflamacdo e da dor. Contudo, muitos
dos agentes anti-inflamatdrios utilizados sdo cada vez menos aceitaveis devido as reagdes
adversas graves, tais como a intolerancia gastrica, depressdo da medula dssea e de retencédo

de &gua e sal, resultante de uma utilizagao prolongada (LIMA et al., 2011).

A partir de tais pressupostos, ha a necessidade de estudos que visem identificar e
caracterizar as acOes farmacoldgicas de novos produtos, em especial 0s de origem natural
obtidos de plantas, sendo norteados pelo conhecimento tradicional. Assim, este trabalho
buscou realizar um estudo do perfil fitoquimico e farmacoldgico dos extratos das folhas de

A. muricata L.



18

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Efetuar uma triagem farmacol6gica para avaliar o potencial antimicrobiano,

citotoxico e anti-inflamatorio de extratos obtidos das folhas de Annona muricata L.

2.2. Objetivos especificos

e Obter os extratos das folhas de Annona muricata L.: hexano, acetato de etila,
etanol e agua;

e Descrever o perfil fitoquimicos para a caracterizagdo de seus metabdlitos
secundarios;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos aquoso, etandlico,
acetato de etila e hexanico das folhas de Annona muricata L. frente a micro-
organismos ATCC e isolados clinicos de bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos leveduriformes;

e Verificar possiveis atividades citotdxicas in vitro dos extratos dos extratos
aquoso, etandlico, acetato de etila e hexanico das folhas de Annona muricata
L. frente a diferentes linhagens celulares;

e Estudar a acdo anti-inflamatdria dos extratos dos extratos aquoso, etandlico,
acetato de etila e hexanico das folhas de Annona muricata L. avaliando seus
efeitos na liberacdo de dxido nitrico (NO).
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3. ESTADO DA ARTE

3.1. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae trata-se de uma grande familia de dicotiledéneas constituida
por arvores frutiferas de médio porte encontradas em regides tropicais e subtropicais
(LEBOEUF et al., 1980; PINTO et al., 2005). O numero de géneros e espécies da familia
Annonaceae ainda € debatido. Bailey (1949) descreveu que esta familia possui em torno de
46 géneros e entre 500 e 600 espécies, enquanto Geurts (1981), descreveu que ele contém
119 géneros e mais de 2000 espécies, a maioria dos quais sdo arbustos e arvores pequenas.
Ja Alali et al. (1999) descreveram que a familia Annonaceae possui cerca de 130 géneros e
2300 espécies distribuidas amplamente em diversas regides tropicais e subtropicais do
planeta, as quais incluem a Africa, Australia, Asia e grande parte do continente americano
(FIGURA 1). Um numero limitado de espécies produzem frutos comestiveis, incluindo
muitos que se reuniram no meio natural, e alguns que foram domesticadas (PINTO et al.,
2005).

Figura 1- Distribuicdo da familia Annonaceae no mundo.

Fonte: <http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/annonaceae.gif>.
Acessado em 07 mai 2015.

Dentre os géneros abrangidos por esta familia, destacam-se Annona, Rollinia e
Duguetia, 0s quais possuem uma grande importancia econémica devido a produgdo de

frutos comestiveis. O género Annona possui um especial destaque, pois além de possuir


http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/annonaceae.gif
http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/annonaceae.gif
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mais de 50 espécies, também é caracterizada por seu grande valor comercial
(SACRAMENTO et al., 2003), a palavra “annona” deriva do latim que significa "colheita
anual” (LIZANA; REGINATO, 1990). O género apresenta inUmeras caracteristicas
unificadoras, especialmente em relacdo a altura da planta, sistema de raiz, casca, caule,
biologia floral, polinizagéo, frutificagéo e tipo de fruto (GEURTS, 1981). Existem variagdes
importantes entre mudas de annonas nas mesmas especies, que afetam ndo s6 a folhagem
madura e produtividade das plantas, mas também o tamanho dos frutos, sua forma, cor,
qualidade e nimero de sementes no fruto. Estas variacdes sao muitas vezes pronunciadas o

suficiente para ter resultado em varios nomes botanicos para a mesma espécie.

Em geral, as anonas sdo arbustos ou arvores pequenas, cuja altura varia de 5a 11 m,
dependendo de varios fatores, como espécie, clima, solo e manejo da cultura. Elas sdo um
pouco eretas ou espalhando-se em hébito, com casca marrom-acizentada, muitas vezes
aspera e ondulada (PINTO et al., 2005). Geralmente suas hastes sdo ferruginosas a
acinzentadas, tornando-se glabra quando em estado de amadurecimento. Com poucas
excecdes, anonas sdo caducifdlias, até mesmo espécies tropicais, especialmente quando

cultivadas em areas com estacGes secas ou frescas e sem irrigacao.

O sistema radicular tem raizes laterais finas e abundantes uma raiz principal que nédo
é tdo forte como em outras fruteiras tropicais, como manga (Mangifera indica L.). A raiz
principal de uma arvore adulta de graviola pode atingir de 1,5 a 1,8 m de profundidade em
latos solos do ecossistema Cerrado (savana brasileira) no Brasil Central (PINTO; SILVA,
1994).

O ndmero de nomes comuns é grande para algumas das espécies, e precisam ser
utilizados com precaucéo, pois alguns nomes podem ser aplicados a duas ou mais espécies
em diferentes paises, ou mesmo em diferentes regides do mesmo pais. Claramente,
portanto, as descri¢cdes botanicas sao essenciais para pesquisadores, estudantes e produtores
para distinguir uma espécie de outra. A confusdo de identidades entre anonas botanicamente
semelhante é relativamente frequente. Por exemplo, atemoia (um hibrido entre cherimdlia e
pinha) foi erroneamente chamada pinha por muitos anos (MORTON, 1987), quando este
nome refere-se mais adequadamente para A. reticulata. A cherimdlia as vezes € confundida
com A. glabra e A. montana tem sido confundido por alguns produtores brasileiros com
A. muricata. De acordo com Geurts (1981), das 119 espécies descritas do género Annona,
109 sdo nativas da América tropical e 10 para a Africa tropical. Todas as espécies

domesticadas sdo americanas, ao passo que uma espécie africana (A. senegalensis) é
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provavelmente originada por processo de domesticagéo.

A gravioleira provavelmente se originou na Ameérica Central, Antilhas ou do Norte
da América do Sul, e é encontrada nos vales andinos do Peru, presumivelmente como uma
introducdo antiga. Os colonizadores espanhois distribuiram para outras regides tropicais do
mundo (POPENOE, 1974). A distribuicdo atual dessas cinco espécies abrange quase todos
0s continentes, com graviola e maca acucar mostrando a mais ampla distribuicdo,
principalmente em regifes tropicais. Embora haja controvérsia sobre a origem da graviola,
alguns autores (FOUQUE 1972; POPENOE, 1974) a atribuem sua origem dos Vales
andinos do Equador, Peru e Chile, em altitudes de 1600 a 2000 m. Hermoso et al. (1999)
sugeriram um centro secundario da diversidade na América Central, utilizando marcadores
moleculares. A cultura da graviola é uma antiga préatica caseira: algumas sementes foram
identificadas em sitios arqueoldgicos no Peru e seus frutos sdo retratados em ceramicas da
Era pré-Inca (POPENOE, 1989). As populacBes selvagens podem ser encontradas no
Equador, Peru e Bolivia, ao passo de que na area de Loja, sudoeste do Equador, aparenta ser

um centro de diversidade da espécie selvagem (PINTO et al., 2005).

A existéncia de varios tipos selvagens de gravioleira na regido amazonica sugere
que este pode ser um centro de diversidade, mas os tipos poderiam ser originados de restos
de cultivo. Populacgdes selvagens de gravioleira sdo bem conhecidas nas indias Ocidentais e
no Panama (MANICA, 1997; PINTO; SILVA, 1994).

No sudeste do Brasil, o cultivo da graviola fora introduzido durante o século XVI.
Atualmente é encontrada em quase todos os estados brasileiros, exceto nos estados mais
meridionais, onde temperaturas baixas e queda de neve ocasional ndo permitem que a
arvore para crescer e produzir (PINTO; SILVA, 1994). A graviola é agora uma fruta
popular em Cuba, México, América Central e na América do Sul. Ela também é encontrada
em Sri Lanka até altitudes de 460 m, na China e em muitas partes da Polinésia. Nos Estados
Unidos é cultivada no sul da Florida (PINTO et al., 2005).

No Brasil, apenas as espécies do género Annona sao cultivadas comercialmente,
sendo Annona muricata L. a de maior importancia, conhecida popularmente como
gravioleira e seu fruto conhecido por graviola, araticum de comer, araticum grande,
araticum manso, areticum, jaca, jaca de pobre, coracdo de rainha, jaca do Para, jaqueira
mole, condessa. A maioria das espécies € encontrada nos tropicos, com apenas alguns

géneros presente na zona temperada (MORS et al., 2000). A Tabela 1 exibe sua
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distribuicdo geografica com seus nomes populares e aspectos etnofarmacolégicos.



Tabela 1 - Distribuicdo geografica, nome popular e etnofarmacologia de Annona muricata L.

25

Local Nome Popular Uso Popular Referéncias

AFRICA

Gana Soursop, Apre Antiparasitario; antifebril; anti-inflamatorio. (DAYEEF; KARYONO;

SUJUTI, 2013)

Nigéria Soursop Antitumoral; colagogo; adstringente; (ADEWOLE; CAXTON-

hipoglicemiante; hipotensivo. MARTINS, 2006; EKALUO
et al.,, 2014; ZOROFCHIAN
MOGHADAMTOUSI et al.,
2015)

Senegal Ndélesor Antisséptico; antifungico em dermatoses; (WELE etal., 2004)

antimalarico.
AMERICA
Brasil Araticum; coracdo-da-rainha; Analgésico; anti-helmintico; antiespasmodico; (TAYLOR et al.,
condessa; graviola; jaca-do-pard;  adstringente; antitussigeno; hipoglicemiante; 2005)(FERREIRA et al., 2013;
jaca-de-pobre; fruta-do-conde. anti-inflamatorio;antitérmico; antiespasmodico; TAKAHASHI et al., 2006)
hepatoprotetor; antinevralgico; antirreumatico.

Jamaica Jamaica soursop Antiespasmadico; estimulante; (TAYLOR et al. 2005)
broncodilatador; diurético; antitérmico; (BADRIE; SCHAUSS, 2010)
cardiotdnico; anti-hipertensivo; galactagogo,
parasiticida; sedativo e vermifugo.

Peru Guandébano; guanabana Parasiticida; antiespasmadico; anti- (BADRIE; SCHAUSS, 2010)

inflamatorio; hipoglicemiante; antidiarreico;

Continua
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Concluséo

Local Nome Popular Uso Popular Referéncias
antitérmico; hipotensivo; sedativo.
México Catuche; catucho; guanabana; Antidiarreico;  antitérmico;  expectorante; (TAYLOR et al.,
guanabano; tak-ob; Ilama-de- antifungico em dermatomicoses e 2005)(BADRIE; SCHAUSS,
tehuantepec. antiescorbdtico. 2010)
Venezuela Catoche; guanédbana; sirsak. Antiespasmaddico; antitérmico; antidiarreico; (RAYBAUDI-MASSILIA et
anti-hipertensivo. al., 2015a)
ASIA
Malésia Durian belanda; durian blanda; Adstringente; antitussigeno;  antidiarreico; (FOONG; HAMID, 2012;
durian maki; durian belanda; tratamento de dermatoses; anti-hipertensivo, MOGHADAMTOUSI et al.,
nangka. antirreumatico. 2014)
india Mamphal Antitumoral; anti-térmico; cicatrizante; (BASKAR; RAJESWARI;
antiparsitario; antiespasmadico; anti- KUMAR, 2007; PAARAKH;
hipertensivo. CHANSOURIA; KHOSA,

2009)
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3.2. Botanica

A gravioleira trata-se de uma pequena arvore que pode medir entre 5-8 metros de
ramificacdo assimétrica (FIGURA 2). Suas folhas s&o grandes, verde-escuras e brilhantes na
parte superior e verde-amarelada na parte inferior, podendo medir at¢é de 15 cm de
comprimento por 7 ¢cm de largura. As flores possuem um formato piramidal, grandes,
diclamideas, de cor verde-escura quando em crescimento até verde-claras quando proximas a
antese, hermafroditas e com cheiro caracteristico (FIGURA 3). Apds abertas, apresentam uma
coloracdo amarelada com seis pétalas grossas e cOncavas podendo estar solitarias ou
agrupadas em até quatro flores, originadas de raminhos curtos de plantas velhas que apos a
fecundacdo formam cachos de frutos conhecidos como graviola (MOSCA; CAVALCANTE;
DANTAS, 2006; OWOLABI et al., 2013; VIJAYAMEENA et al., 2013).

Figura 2 - Annona muricata L. (gravioleira) em seu habitat natural.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Suas flores sdo hermafroditas, geralmente um pouco perfumadas, solitarias ou em
fasciculos com 2-4 flores, com trés sépalas verdes e seis pétalas arranjadas em dois
verticilos. O verticilo externo possui trés pétalas amarelo-esverdeadas e o interno tem trés
pétalas amareladas. As flores possuem varios conglomerados e estames arranjados de forma
espiralada abaixo e ao redor de uma globosa superior em forma de cupula de inimeros
carpelos unidos, que cada um apresenta 6vulo. Apo6s a fecundacgdo, os carpelos unidos
formardo um sincarpo ou fruto composto. A floracdo comeca quando a planta possui de trés
a quatro anos de idade, embora possa, ocasionalmente, a ocorrer mais cedo, dependendo das
condi¢cbes ambientais. A antese (abertura flor) comeca lentamente, com a separacdo do
apice das pétalas externas e leva de 6 a 8 horas para se completar. As flores comegcam a
abrir no inicio da manha e antese completa demora cerca de 6 horas, dependendo do clima.
A floracdo € mais ou menos continua. Esta espécie também experimenta polinizacdo natural
ineficiente (normalmente feita por besouros) e frequentemente frutificacdo pobre; portanto,
a polinizacdo manual é uma importante pratica de gestdo pomar (MANICA et al., 1997;
MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006; PINTO et al., 2005).

A polinizacdo é realizada, principalmente, por insetos ou as vezes pelo vento. O fato
de que as flores sdo protoginosas (os pistilos estdo maduros antes de o polen ser liberado
das anteras) sugere que a auto-polinizacdo ndo é a regra para anonas. Devido as flores
protoginosas, sua frutificacdo pode ser pobre quando as populagdes de insetos polinizadores
sdo pequenas, bem como que frutos assimétricos podem ser produzidos, uma vez que 0
tamanho dos frutos e forma depende do nimero e posi¢cdo dos évulos fecundados. Como
resultado, o nimero de frutos por planta e tamanho dos frutos e forma sdo altamente
dependentes de polinizacdo por insetos abundantes e passiveis de controle por meio de
polinizacdo manual onde os insetos polinizadores séo raros (MANICA et al., 1997; PINTO
et al., 2005).

A gravioleira tem um habito de crescimento ereto com uma grande diametro e altura
do dossel, embora ele tenda a possuir baixa ramificacdo e espessa, com membros erguidos.
E uma arvore pequena, estreita, e perene, com 4-8 m de altura quando totalmente madura.
Ela foi domesticada nas planicies e vales da América do Sul como uma planta de
jardim. Suas hastes sdo arredondadas, asperas e ndo puberes, com uma cor marrom-escura.
As folhas tém peciolos curtos, e sdo oblongos a cilindricos, com 14 a 16 cm de

comprimento e 5-7 cm de largura. Devido a semelhancas do dossel da planta e a morfologia
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da folha, a gravioleira e a guanabana (A. montana Macf.) s&o frequentemente confundidas.
As flores de anona sdo muito maiores do que aqueles das outras quatro espécies de
anonéceas populares, sendo 3,2-3,8 cm de comprimento (NAS, 1975; PINTO; SILVA,
1994).

A graviola, seu fruto, é comestivel e mostra-se como um sincarpo grande, carnoso e
ovalado ou oblongo, assemelhando-se a forma de um grande coragdo, medindo de 5 a 20
cm de didmetro, chegando a pesar de 0,9 até 10 kg, sendo este o maior do género Annona.
Sua casca possui coloracdo esverdeada e aspecto delgado, possuindo espiculas carnosas,
moles e curvadas, cada uma correspondendo a um carpelo. Em seu interior, a polpa
apresenta-se com varios gomos esbranquicados, de consisténcia macia, perfumada, muito
suculenta e de sabor ligeiramente &cido e agradavel, com sementes escuras e brilhantes. O
fruto possui 127-170 sementes, espalhados por toda a polpa. O tamanho da semente varia
de 1 a2 cm de comprimento e 0,33-0,59 g de peso, com uma cor negra logo apos a colheita,
mas tornando-se castanho escuro mais tarde (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006;
PINTO; SILVA, 1994).

Esta possui grande valor comercial no Brasil, especialmente nos Estados da Bahia,
Ceard, Paraiba e Pernambuco, devido ao grande consumo dos seus frutos, seja in natura, ou
processados na forma de sucos, sorvetes, compotas, geleias, doces, iogurtes e cremes.
Sendo a graviola um fruto rico em carboidratos, com baixo teor de gorduras e ndo é
considerado de grande valor protéico (SACRAMENTO et al., 2003).

Suas polpas possuem uma grande utilidade alimenticia, pois contém proteinas,
acidos graxos, carboidratos, fibras, minerais e vitaminas. No entanto, seus frutos nédo
contribuem com muitas calorias para a dieta (PINTO et al., 2005). A polpa da graviola €
considerada aromatica e exotica, € € consumida principalmente apos transformacdo em
bebidas frias ou por vezes frescas. A parte comestivel constitui 67,5% do peso total do
fruto. O sabor caracteristico da fruta é produzido pela amilo e acidos geranilico e caproico
(PINTO; SILVA, 1994). A polpa processada é usada para preparar sucos e sorvetes. Em
Cuba, a polpa é processado para preparar uma bebida alcodlica chamado champola. Os
acucares mais importantes sdo frutose (1,8%), glicose (2,3%) e sacarose (6,6%). O &cido
mais comum em sua polpa é o citrico, ha também a presenca do acido malico e, menos
comumente, isocitrico. Contém tambeém vitaminas A e B5, além disso, é a Unica espécie
com taninos em sua polpa. Sugeriu-se que a pectina nos frutos poderia tornar-se um

importante sub-produto, porém este ndo fora desenvolvido (CASTRO et al., 1984; NAS,
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1975; PINTO; SILVA, 1994).

Os frutos de graviola sdo ocasionalmente consumidos frescos ou, mais comumente
feito em sucos, sorvetes (PINTO; SILVA, 1994). A maioria das pessoas consideram que é
muito &cido para comer fresco, mas é apreciado para a producdo de bebidas refrescantes,
néctares, sorvetes e alimentos similares. Néctar (polpa adocado) podem ser preparados e
utilizados apos diluicdo com 3 partes de dgua. Em Java, Indonésia, frutos de graviola séo
adicionados a sopa (sajoer) (PINTO et al., 2005).

3.3. Fitoquimica

O metabolismo secundario das partes gravioleira é capaz de sintetizar, em geral,
uma diversa quantidade de compostos, como por exemplo, fendis, alcaloides, terpendides,
0leos essenciais e acetogeninas, sendo estas ultimas caracteristicas do género.

Em seu fruto encontra-se os &cidos citrico, oxalico, caféico, cumarico, estearico,
linoleico, malico, y-butirico (GABA) e oleico; anonol, campesterol, citrulina, dextrose,
etanol, fitosterois  (B-sitosterol, estigmasterol), frutose, ipuranol, manganés,
leucoantocianidinas, sacarose e taninos (PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004).

As folhas, raizes, caule, frutos e sementes de annonaceas contém numerosas
substancias quimicas bioativas, tais como acetogeninas, alcaldides, terpenos, flavondides e
6leos. Pelo menos algumas acetogeninas (FIGURA 7) possuem propriedades inseticidas,
citotoxicas, antitumoral, fastidiosa, antibacteriana, imunossupressora, propriedades
pesticidas ou anti-helminticos (RUPPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990). Substancias
tais como alcal6ides, flavonoides e terpenos sdo potencialmente Gteis na medicina, entre 0s
compostos fendlicos destacam-se o &cido caféico, &cido p-cumarico, (-)-epicatequina e

procianidina, e dentre os esteroides sobressai-se o sitosterol (LEBOEUF et al., 1980).

Ha também as notaveis acetogeninas, sendo estas isoladas e caracterizadas a partir
de diferentes espécies de anonas possuindo grupamentos como monotetrahidrofurano
(MTH) ou bis-tetra-hidrofurano (THF-bis), com os sistemas adjacentes e ndo adjacentes
bis-THF, nas suas estruturas (CORTES; FIGADERE; CAVE, 1993; CORTES et al., 1993;
DURET et al., 1994). Estas substancias podem ser extraidas a partir de sementes usando

solventes tais como etanol, metanol ou éter de petrdleo (RUPPRECHT; HUI,
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MCLAUGHLIN, 1990). A cherimdlia, uma das anonas, possui a0 menos 6 tipos de
acetogeninas que foram identificados nas raizes e alguns deles exibem atividades
citotoxicas e antiparasitarias (CORTES et al., 1993; DURET et al., 1994). Trés alcaldides
foram identificados a partir das folhas e caule (DEL FRESNO; CANAVATE, 1983). Os
extratos etandlicos das sementes de cherimolia também tém acetogeninas bioativas
(CORTES; FIGADERE; CAVE, 1993; CORTES et al., 1993; SAHPAZ et al., 1996) e
alcaldides (DEL FRESNO; CANAVATE, 1983).

Além disso, suas sementes tém 6leos fixos que contém &cido oleico (43%), linoleico
(35%), &cido palmitico (12%), estearico (8%), linoleico (1%) e tragos de &cidos araquidico
(PINTO; SILVA, 1994; MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006). J& a gravioleira, em
suas raizes, caules e folhas ha diferentes tipos de acetogeninas. Algumas delas exibem
atividades antitumorais e agem contra linhagens celulares de cancer humano (KIM et al.,
1998; WU et al., 1995a, 1995b; ZENG et al., 1996). As acetogeninas encontradas em folhas
de gravioleira sdo usadas para preparar 0s extratos que contém atividades inseticidas. Estes
compostos sao semelhantes as anoninas e muricinas (PINTO; SILVA, 1994). Além disso,
os intermediarios de biogenética de acetogeninas sdo encontrados (GLEYE et al., 1997).
Em suas sementes de gravioleira existem amildides (KOOIMAN, 1967), acetogeninas
(RIESER et al., 1996; ROBLOT et al., 1993; PHILIPQOV et al., 1994; WU et al., 1995b; YU
et al., 1998), e insaturado e &cidos graxos saturados (PINTO et al., 2005). Os principais
tipos de acidos graxos insaturados encontrados em sementes de gravioleira sdo oleico
(41%), linoleico (33%) e palmitoleico (2%) acidos, fazendo-se em conjunto 76% de gordura
total. Os &cidos graxos saturados sdo palmitico (19%) e estearico (5%), fazendo-se em
conjunto 24% (PINTO et al., 2005).

Algumas acetogeninas encontradas na raiz de annonaceas Sdo conhecidas por
apresentarem efeitos citotoxicos (GLEYE et al., 1998): panatellina, uvariamicina 1V,
uvariamicina I, reticulatacina, reticulatacin-10-ona e solamina. Sua casca contém alcaloides;
as folhas tém Oleos essenciais com propriedades parasiticidas, antidiarreica, reumatoldgica e
propriedades antinevralgicas (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006). Infusbes de
agua fervida das folhas apresentam caracteristicas adstringentes e propriedades
antiespasmodicas gastricas (PINTO; SILVA, 1994; KHAN; KORNINE; OMOLOSO,
1997), ajudam a tratar a diabetes e disturbios gastricos, e sdo usados em doencas renais
(PINTO; SILVA, 1994). As flores e pétalas cozidas sdo usados para curar inflamac6es dos

olhos; o tratamento requer 2-3 lavagens por dia (PINTO; SILVA, 1994). Frutos imaturos da
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gravioleira exibem propriedades medicinais contra a disenteria, cancer, efeitos diuréticos,
escorbuto, processos antitérmicos, doencas de pele, erupcgdes cuténeas, febre, malaria,
Ulceras pépticas, colicas e edema (KHAN; KORNINE; OMOLOSO, 1997). A casca de
frutos imaturos tem componentes que agem contra a dispepsia atonica, diarreia e disenteria
cronica; é adstringente e provoca vomitos. A polpa &cida € utilizada para curar parasitas do
pé e as doencas do figado. A fruta também tem propriedades que atuam sobre a vesicula
biliar (PINTO; SILVA, 1994). As sementes tém propriedades antiespasmddicas e
antiparasitarias (BORIES et al., 1991; PHILIPOV et al., 1994; MOSCA; CAVALCANTE;
DANTAS, 2006). Elas contém amiloides, acido oleico e esteroides (PINTO et al., 2005).

O uso popular e na medicina moderna das anonas sdo claros, porém as propriedades
toxicas da maioria destes compostos podem ter efeitos secundéarios indesejaveis. Caparros-
Lefebvre & Elbaz (1999) mostraram que os alcaloides presentes nas folhas, cascas e
sementes de annonaceas, quando consumido por seus efeitos sedativos e hipnédticos nas
Antilhas Francesas, sdo responsaveis por induzir efeitos neurotdxicos com sintomas de
parkinsonismo. Dai qualquer utilizagdo terapéutica dos anonas s6 deve ser realizada com

orientacdo medica.

Diversos alcaloides foram identificados em Annona muricata L., dentre os quais se
destacam: annonaina, anomuricina, anomurina, asimilobina, anomonicina, aterospermina,
coclaurina, coreximina, estefarina, muricina, muricinina, nornuciferina, reticulina, tiramina
e tetrahidrobenzilisoquinolinas (KOTAKE et al., 2004).

Dentre os alcaloides presentes, a reticulina (FIGURA 3) possui maior destaque,
trata- se de um composto de anel central benzilisoquinolinico, sendo conhecida como
precursor na rota biossintética da morfina e da papaverina, sendo mais estruturalmente
relacionado a papaverina, sendo esta um agente conhecido por sua atividade espasmolitica
(MARTIN et al.,, 1993). Além disso, descreve-se que a reticulina apresenta efeito
vasorelaxante por inibir o influxo de céalcio através dos canais de calcio dependentes de
voltagem, também apresenta efeitos dopaminérgicos centrais e acdo bloqueadora muscular
(MARTIN et al., 1993; WATANABE et al., 1981).



33

Figura 3 - Alcaloide Reticulina
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Fonte: <http://www.coompo.com/compounds/Reticuline+from+Plants+C1693.html> Acessado em 22 jun
2015.

Atualmente, os estudos fitoquimicos de espécies da familia Annonaceae ndo se
concentram apenas nos alcaloides, mas numa nova classe de compostos altamente
bioativos, conhecidos como acetogeninas anonaceas (FANG et al., 1993). Estes compostos
sdo metabolitos secundarios oriundos da via do acetato, derivados de &cidos graxos de
cadeia longa demonstrando consideraveis atividades bioldgicas, sendo considerados
também uma potencial alternativa para novas drogas antitumorais. Do ponto de vista
bioquimico tais substancias caracterizam-se como metabdlitos de longa cadeia de
hidrocarbonetos, possuindo entre 35-37 4tomos de carbono, exibindo também um anel -
lactonico a,p-insaturado, podendo até haver um rearranjo cetolactdnico, comum a trés
anéis tetrahidrofuranos ao longo da cadeia hidrocarb6nica, sdo encontradas também outras
funcBes oxigenadas tais como hidroxilas, acetoxilas, cetonas, epoxidos, tetrahidrofuranos e
tetrahidropiranos (FIGURA 4) (BERMEJO et al., 2005; LEITE, 2009).


http://www.coompo.com/compounds/Reticuline+from+Plants+C1693.html
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Figura 4 - Acetogeninas anonéaceas.
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Fonte: Adaptado de Rios (2013).

Foram descritas na literatura cientifica mais de 400 acetogeninas, obtidas de
diversas partes da planta: sementes, frutos, caules e folhas; e muitas delas com suas
estruturas quimicas estabelecidas (BERMEJO et al., 2005; CHANG; WU, 2001; LIAW et
al., 2002, 2005). Alguns dos exemplos de acetogeninas sdo: Annocatalina, annohexocina,
annomonicina, annomontacina, annomuricatina A e B, annomuricinas A, B, C, D, E e F,
annomutacina, annonacina (mdaltiplos, iso, cis, etc.), annonacinona, annopentocina, cohibina
A, B, C e D, corepoxilona, coronina, corossolina, corossolona, donhexocina, epomuricenina
A e B, gigantetrocina A e B, gigantetrocina (cis e trans), goniothalamicina, javoricina,
montanacina, montecristina, muracina A, B, C, D, E, F e G, muricapentocina,
muricatalicina, muricatenol, muricatetrocina A e B, muricatina D, muricatocina A, B e C,
murihexol, murina, murisolina, reticulatacina, robustocina, rolina, roliniastatina 1 e 2,
sabadelina, solamina, uvariamicina | e IV; e xylomaticina (ALALI; LIU; MCLAUGHLIN,
1999; GLEYE et al., 1998; KIM et al., 1998; LIAW et al., 2002; RIESER et al., 1996;
WANG et al., 2002).

As acetogeninas sdo classificadas de acordo com a quantidade de anéis
tetrahidrofuranicos (THF) e de subunidades de y-lactonas. Podendo ser mono-THF, bis-
THF adjacentes, bis-THF ndo-adjacentes, as que ndo possuem anéis THF e as ndo-classicas,
acetogeninas que possuem anel tetrahidropiranico. Nas estruturas das acetogeninas podem
variar 0 padrdo do anel lactonico. Elas sdo classificadas em y-lactonas substituidas,
cetolactonas (cis ou trans) ou anel hidroxilado (RUPPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN,
1990).
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Dentre elas, a primeira acetogenina descoberta na década de 80 foi a uvaricina, a
qual apresentou uma atividade antileucémica in vivo e também diversas agdes bioldgicas
que apresentam as tornaram candidatas promissoras para um futuro de geracdo de drogas
contra tumores resistentes ao tratamento quimioterapico tradicional, fazendo também com
que aumentasse o interesse pelo estudo desta familia. Elas também tém sido amplamente
investigadas em pesquisas farmacéuticas, durante as duas ultimas décadas devido a muitos
constituintes quimicos antifungicos e citotoxicos encontrados em suas folhas e casca. Estas,
hoje, sdo uma das classes que mais crescem como fontes de novo produtos naturais e
apresentam algumas atividades farmacoldgicas, tais como anti-helmintica, antitumoral,
antimalarica, antimicrobiana, antiprotozoéria, e pesticida (ALALI; LIU; MCLAUGHLIN,
1999; WRIGHT, 2005).

3.4. Atividades Farmacoldgicas

3.4.1. Atividade Antiproliferativa e Citotoxica

Jaramillo et al. (2000) avaliaram a atividade citotoxica de extratos hexanio, acetato
de etila e metandlico do pericarpo de Annona muricata L. contra linhagens de células
isoladas de linfoma histocistico (U 937) usando o método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5- difeniltetrazdlio (MTT), apresentado o extrato acetato de etila como mais ativo
que o padrdo de referéncia (Glucantime®), o fracionamento deste extrato levou ao

isolamento de trés acetogeninas: annonacina, annonacina A e annonamuricina.

Recentemente foram averiguadas também o desempenho do extrato metandlico de
partes diante de linhagens tais como HelLa e PC3 (cancer cervical e cancer prostatico
respectivamente), inibindo 80% das células tumorais (PAUL et al., 2013), o
mesmo demonstrado por Sun et al. (2014) a respeito da linhagem PC3 utilizando extrato
aquoso/acetonico do fruto. Enquanto que Owolabi et al. (2013) estudaram esta atividade
através da extracdo de Oleos essenciais de suas folhas por meio de hidrodestilagdo contra
células de linhagem de adenocarcinoma celular humano (MCF-7), havendo uma taxa de
morte celular de 99,2% + 0,1% com uma concentragdo de 100 pg/mL, atribuindo tal
atividade aos componentes majoritarios do 6leo (E)-cariofileno, eugenol e &-cadineno.

Também foi relatada acdo contra esta ultima linhagem celular, sendo ela atribuida a
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annonacina (KO et al., 2011).

Ja Gavamukulya et al. (2014) determinaram a atividade citotdxica com os extratos

etanolico e aquoso das folhas contra células de carcinoma de ascite Ehrlich (EACC) e
linhagem de células esplénicas normais, e o0 etandlico separadamente testado contra
linhagens de células de adenocarcinoma pleural (SKBR3) e cancer mamario (MDA), sendo
que somente 0 extrato etanolico mostrou alguma acdo nas concentracdes avaliadas,
entretanto ndo houve nenhuma acéao de inibicdo de crescimento celular das células normais.
Ao passo de que em Gana encontraram atividade do extrato aquoso frente a celulas de
linhagem prostética (BPH-
1) promovendo um upregulation no gene Bax e um downregulation no gene Bcl-2, também
foi relatado em Taiwan além do upregulation do gene citado, também da proteina p53, este
altimo atribui tais acGes a (-)-annonaina (ASARE et al., 2014; LI et al., 2013). Averiguou-
se também a atuacdo de extratos obtidos por capsulas de suplemento contendo folhas e
casca pulverizadas de Annona muricata L. apresentando 1Cso (Concentracdo que inibe 50%
das células) de 200 e 73 pg/mL para as linhagens FG/COLO357 e CD18/HPAF
respectivamente (TORRES et al., 2013).

Foi realizada uma analise comparativa da citotoxicidade de 10 diferentes
acetogeninas anonaceas através do painel do National Cancer Institute (NCI-60) (NCI,
1955), demonstrando uma similaridade nos valores de ICso para cada uma (FANG et al.,
1993).

Ja se tratando da atividade antiproliferativa, estudos envolvendo o extrato aquoso de
suas folhas utilizando como modelo ratos F344, foram administradas doses de 30 e 300
mg/kg durante um periodo de 60 dias. Os extratos reduziram o tamanho da proéstata, a qual
apos andlise histologica notou-se a presencga de células glandulares epiteliais em apoptose,
além disso, a secre¢do prostatica a nivel epitelial foi mantida. Além disso, a vesicula
seminal também foi significantemente reduzida em todos os grupos testados (ASARE et al.,
2014). Enquanto que o extrato acetato de etila das folhas nas doses de 250 e 500 mg/kg
apresentaram uma redugdo no foco de criptas aberrantes induzido em células do coldn
intestinal em ratos (ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2015).
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Ademais, o0 extrato etanolico das folhas apresentou acdo quimioprotetora nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg contra papiloma de pele induzidos por 7,12-dimetilbenza(a)antraceno
(DMBA) em ratos ICR (HAMIZAH et al., 2012). J& um estudo realizado por Dai et al.
(2011), onde utilizou um extrato do fruto de A. muricata obtido por uma mistura
H>O:Acetona como solvente, encontrou um efeito de supressdo do gene do receptor do fator
de crescimento epidermal expresso em cancer de mama quando administrada dose de 200

mg/kg de extrato por 5 semanas em modelos murinos.

3.4.2. Atividade Antibacteriana

Extratos aquoso e etanolico obtidos da casca do caule de Annona muricata L. foram

testados frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Vibrio cholerae (569B
classico), Escherichia coli (4 cepas diferentes — isoladas de peixe, camardo, rio e lago
respectivamente -
-) e Salmonella Enteritidis, sendo que apenas o extrato aquoso mostrou-se ativo, sendo estas
atividades frente a S. aureus, V. cholerae e a cepa de E. coli isolada em rio (VIERA et al.,
2010). A medida que no trabalho realizado por Takahashi et al. (2006), os extratos hexanico e
etandlico ndo apresentaram atividade contra Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus
ATCC 9341, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835, S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC
25922.

Pesquisas efetuadas na india com os extratos metandlico e aquoso das folhas foram
realizadas para testar tal agdo contra S. aureus ATCC (American Type Culture Collection)
29213, E. coli ATCC 8739, Proteus vulgaris ATCC 13315, Streptococcus pyogenes ATCC
8668, B. subtilis ATCC 12432, Salmonella typhimurium ATCC 23564, Klebsiella
pneumoniae NCIM No0.2719 e Enterobacter aerogenes NCIM (National Collection of
Industrial Microorganisms) No. 2340, sendo eles mais ativos frente a S. aureus, B. subitilis, S.
typhimurium e P. vulgaris (PRACHI, 2010). Também na India, outros estudos
mostraram que 0 extrato aquoso, metanolico e etandlico das folhas, casca e raiz obtiveram
atividade em confronto com Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, E.

coli sendo estas originadas do Departamento de Microbiologia do Sri Sankara Arts and
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Science College, Enathur/india (VIJAYAMEENA et al., 2013). Li et al. (2013) citaram que a
molécula (+)-anonaina possui forte atividade de inibicdo contra Bacillus cereus,

Staphylococcus epidermidis, Micrococcus sp., S. aureus e E.coli.

Extratos metandlico das sementes e aquoso da polpa do fruto mostraram atividade
significante quando avaliadas por metodologia de difusdo em disco com as cepas Salmonella
enterica ser. Enteritidis (CVCM 497), S. aureus (CVCM 456) e Listeria monocytogenes
(CVCM 449), todas oriundas do Centro Venezuelano de Colecdes de Microorganismos
(RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2015b).

3.4.3. Atividade Antinociceptiva e Anti-inflamatdria

Foram avaliadas as atividades anti-inflamatdrias através da metodologia do edema de
pata induzido por carragenina e edema de orelha induzido por xileno em ratos langando-se
mé&o de extratos obtidos do sobrenadante do sumo do fruto imaturo de Annona muricata L.
Este experimento apresentou uma reducdo do edema de pata com um pico de efeito em 6 h de
tratamento em comparacdo ao padrdo utilizado, também o edema de orelha foi reduzido
através de um pré-tratamento com o extrato (ISHOLA et al., 2014). Na Malasia foi realizado
um estudo desta acdo pela mesma metodologia utilizada para edema de orelha induzido por
xileno em modelos murinos administrando extrato etandlico das folhas por via oral,
apresentando resultados satisfatorios quando administrado na dose de 30 mg/kg (FOONG,;
HAMID, 2012).

De Sousa et al. (2010) langaram mé&o da metodologia de edema de pata induzida por
carragenina, demonstrando que o extrato etandlico das folhas mostrou-se ativo nas doses
administradas (200 mg/kg e 400 mg/kg) oralmente nos modelos experimentais apos 3 e 4 h da
aplicagdo da carragenina respectivamente, registrando também redugdo do volume do exudato
e da taxa de migracdo leucocitaria. O mesmo estudo avaliou também as acOes
antinociceptivas do mesmo extrato, obtendo como resultados uma redugdo do numero de
contorcBes abdominais em 14,42% (dose de 200 mg/kg) e 41,41% (400 mg/kg). As mesmas
doses inibiram ambas as fases do tempo de lambida de pata: primeira fase (23,67% e 45,02%)

e a segunda fase (30,09% e 50,02%), respectivamente. Assim como aumentou o tempo de
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reacao sobre uma placa quente nas doses de 200 (30,77% e 37,04%) e 400 mg/kg (82,61% e
96,30%) apos 60 e 90 minutos de tratamento.

Em um estudo executado por Wu et al. (2012) demonstrou que a acetogenina
denominada isodesacetiluvaricina, isolada do extrato metandlico das sementes, inibe a
expressdao da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) blogueando as vias de transcricdo da
ativacdo de tal enzima, ao passo de que a sinalizacdo intracelular mediada pelo célcio

permaneceu inalterada.

A mesma andlise realizada por Hamid et al. (2012) contemplou a metodologia da
contor¢do abdominal induzida por acido acético, o teste da formalina e o teste da placa
aquecida. No primeiro teste foi apresentada uma relacdo dose-dependente onde o extrato na
dose de 100 mg/kg apresentou poténcia similar ao piroxicam (controle). No teste da
formalina, o extrato exibiu uma significante dose-dependéncia nas fases inicial e tardia. Ja o
teste da placa aquecida demonstrou uma prolongacdo do tempo de reagdo do camundongo na
dose de 100 mg/kg.

Ishola et al. (2014) utilizando o sobrenadante do sumo do fruto de A. muricata
encontrou em doses de 50, 100, e 200 mg/kg) uma inibicdo dose-dependente das contor¢des e
dor induzidos por formalina na fase tardia. Tanto o extrato quanto a morfina produziram um

aumento no tempo de limiar da dor no teste da placa aquecida.

3.4.4. Atividade Antioxidante

Extratos obtidos das sementes, via aparelho de Soxhlet usando metanol, via maceracéo
lancando-se mdo também de metanol e por decoccdo utilizando agua como solvente, e da
polpa (por meio de decoccdo e agua como solvente extrator) foram avaliados quanto a sua
acao frente ao DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil), onde os extratos das sementes obtidos por
maceragédo e decocgdo apresentaram uma maior atividade que os outros avaliados. Atribui-se
esta acdo ao fato de as sementes possuirem compostos fenolicos, tais como o acido galico
(LUZIA; JORGE, 2012; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2015b). Houve também estudos que
demonstraram que os extratos etandlico e aquoso das folhas provocaram uma significativa

reducdo da concentragdo do DPPH, sendo o0 extrato aquoso possuindo um
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efeito mais pronunciado. Este ultimo foi submetido a diversas fracdes onde todas
apresentaram acdo antioxidante (GAVAMUKULYA et al., 2014).

Baskar et al. (2007) efetuaram um estudo in vitro a respeito da atividade antioxidante
das folhas de 3 espécies de Annona (A. muricata, A. squamosa e A. reticulata) frente a
modelos como DPPH, &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), 6xido
nitrico (NO), superoxido, radical hidroxila e peroxidacéo lipidica. O extrato etandlico de A.
muricata na concentracdo de 500 pg/mL mostrou maxima atividade de extingdo com o ABTS
(90,05%), seguido pelo radical hidroxila (85,88%) e 6xido nitrico (72,60%). Entretanto
mostou-se moderadamente ativo em relacéo a inibicdo da peroxidacgdo lipidica. Vijayameena
et al. (2013) detectaram a presenca de componentes antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos no extrato aquoso das folhas e sementes, sendo 0s primeiros as enzimas catalase e
superoxido dismutase (SOD), e entre 0s componentes ndo-enzimaticos destacam-se as

vitaminas C e E, e compostos fendlicos.

Relatou-se também que o extrato acetato de etila de suas folhas exibiu um aumento na
acdo da SOD no tecido do colon de modelos murinos, assim como o extrato aquoso das folhas
demonstrou tal capacidade quando administrado em doses de 100 mg/kg em ratos diabéticos,
aumentando ndo s6 a SOD, mas também a catalase nos rins, figado e artéria aorta e além
destes, glutationa (GSH), glutationa peroxidase e malondialdeido (MDA) (ADEWOLE;
CAXTON-MARTINS, 2006; FLORENCE et al, 2014, ZOROFCHIAN
MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

3.4.5. Atividade Antiparasitaria

Tomando parte dos extratos hexanico, acetato de etila e metandlico do pericarpo do
fruto de A. muricata L., Jaramillo et al. (2000) avaliaram a atividade dos mesmos in vitro
contra Leishmania braziliensis e Leishmania panamensis no estagio de promastigota, notou-
se que o extrato acetato de etila foi 0 mais ativo frente a esses protozoarios, mais ativos até
que o padrdo usado (Glucantime®), apos o fracionamento do extrato obteve-se o isolamento
de trés acetogeninas. Dentre eles, o acetato de etila mostrou-se mais ativo em relagdo L.
braziliensis, Leishmania amazonenses e Leishmania donovani em suas formas

promastigotas e frente a
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Trypanossoma cruzi em sua forma epimastigota, porém néo apresentou significante inibicéo
contra Plasmodium falciparum tanto uma cepa sensivel tanto uma resistente a cloroguina
(OSORIO et al.,, 2007). Raynaud-Le Grandic et al. (2004) atribuiram estes efeitos,
particularmente frente a forma promastigota de L. donavani, a acetogeninas, especialmente a
rolliniastatina (ICsp a 4,7 uM), tendo esta Gltima também uma ICso de 2,5 puM contra a mesma
cepa, porém na sua forma amastigota intra-macréfago. Evidenciou-se também que os efeitos
inibitérios das cepas L. donovani, Leishmania mexicana e Leishmania major foram mais
expressivos com a annonacinona isolada do extrato metandlico das sementes (VILA-NOVA
etal., 2013).

Analisando a acdo dos extratos pentanico, etanélico e aquoso, obtidos das folhas, em
relagdo a 2 cepas de P. falciparum — uma resistente e outra sensivel a cloroquina --, 0s
resultados demonstraram que o extrato pentanico foi o mais efetivo, necessitando de
concentragdes menores (< 20 pg/mL) em comparacdo aos outros para inibir 50% da
populacio do protista (MENAN et al., 2006). A atividade contra ambas as cepas foi relatada
por Li et al. (2013) como relacionadas a (-)-anonaina. J& estudos como os de Yamthe et al.
(2015) isolaram varias fracOes derivadas dos extratos da casca, raiz e pericarpo de A. muricata
L., sendo a fragdo cloreto de metileno do extrato bruto etandlico destas partes da planta as que
apresentaram melhores resultados de inibigdo do crescimento de P. falciparum, tendo isolado
compostos tais como B-sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo, lichexantona e &cido galico.

De Luna et al. (2005) avaliaram o potencial moluscicida do extrato etandlico das
folhas contra Biomphalaria glabrata, mostrando uma inibicdo de 100% dos adultos numa
concentracdo de 100 ppm. Encontrou-se também, investigando a atividade frente a B.
glabrata, resultados significativos com os extratos etandlicos das folhas e casca tanto para 0s
moluscos em sua forma adulta quanto para seus ovos (DOS SANTOS; SANT’ANA, 2001).
Também se estudou a acdo do extrato aquoso das folhas contra os ovos, larvas infectantes e
formas adultas do parasita nematoide Haemonchus contortus encontrado em ovinos. Em
doses mais elevadas, o extrato mostrou 84,91% e 89,08% de eficicia em teste de viabilidade

de ovos e teste de motilidade larval, respectivamente (FERREIRA et al., 2013).
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3.4.6. Atividade Hipoglicemiante

Um estudo realizado por Adeyemi et al. (2009) demonstrou que o extrato metandlico
de A. muricata L. possui efeito hipoglicemiante quando utilizado para tratamento de ratos
Wistar quando os mesmos foram tratados com estreptozocina (STZ), mantendo o peso e a
concentracdo de glicose sanguinea mais proximos do grupo controle. Enquanto que outra
investigacdo, desta vez com o extrato aquoso das folhas lancando-se médo da indugdo do
diabetes por STZ evidenciou uma significante alteracdo a nivel tecidual das células p quando
tratadas com o extrato, preservando sua integridade estimulando agentes antioxidantes
endogenos (ADEWOLE; CAXTON-MARTINS, 2006).

Em ratos diabéticos, uma Unica administracdo do extrato aquoso das folhas reduziu
significativamente os niveis de glicose no sangue em 75% e 58,22%, respectivamente, na dose
de 100 mg/kg e 200 mg/kg quando comparado com o valor inicial. O tratamento de ratos
normais 3 dias antes da inducdo de diabetes mostraram gque o extrato ndo tem qualquer efeito
no prazo de 72 horas apds a injecao de STZ (FLORENCE et al., 2014).

3.4.7. Atividade Inseticida

Ensaios para avaliar as atividades inseticidas do extrato etandlico das sementes de A.
muricata L. foram tomadas por Ribeiro et al. (2014) contra as larvas das espécies
Trichoplusia ni, uma espécie de traga conhecida como “cabbage looper”, € Myzus persicae
(pulgdo-do-pessegueiro). Este extrato apresentou uma dose letal para matar 50% de T. ni de >
4000 mg/kg comparado ao inseticida baseado em acetogeninas Anosom® (700,37 mg/kg) por

via oral e 430,78 e 40,24 mg/kg por via topica respectivamente.

De Luna et al. (2005) estudaram as acfes do extrato etandlico de varias partes de
diversas plantas, dentre elas A. muricata L. com esta exibindo uma taxa de mortalidade de
100% sob concentracdo de 500 ppm frente a larvas de Aedes aegypti. Ao passo de que em
outro estudo, o extrato etandlico da raiz apresentou uma concentragdo letal de 200 pg/mL para
matar 90% das larvas de A. aegypti (DE MENDONCA et al., 2005). Contudo o extrato bruto

etanolico das sementes demonstraram atividade contra a lagarta Spodoptera litura,
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porém resultados nédo tao significativos quando comparado a Annona squamosa L.
(LEATEMIA; ISMAN, 2004).

Outro estudo realizado buscou descrever uma potencial eficacia de extratos das
sementes de A. muricata L. e A. squamosa L. usadas como inseticidas naturais para o controle
de larvas e formas adultas dos vetores Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus, sendo estes
obtidos com &gua e solventes organicos (etanol, diclorometano e acetona), estudos quimicos
exibiram que tais extratos contém alcaloides e flavonoides, provavelmente conferindo as
propriedades inseticidas. Os extratos de A. muricata induziram alta taxa de mortalidade para
ambas as espécies de mosquito em comparagdo com extratos de A. squamosa em todas as
concentragdes testadas. A LCso de extratos das sementes variou entre 1% e 5% para adultos e
de 0,5% a 1% para as larvas (RAVAOMANARIVO et al., 2014). Enquanto que em outra
analise, o extrato etandlico das folhas de A. muricata apresentaram LCso de 56,47 ug/mL
frente a larvas em seu 3° estagio de C. quinquefasciatus (MAGADULA; INNOCENT;
OTIENO, 2009).

3.4.8. Outras Atividades

Algumas outras atividades de A. muricata L. foram investigadas, dentre elas destaca-
se 0 estudo guiado por Moghadamtousi et al. (2014) que investigou a agdo gastroprotetora do
extrato acetato de etila de suas folhas. Este apresentou uma significativa atividade anti-
ulcerogénica em ratos em doses de 400 mg/kg, sendo que esta acdo se deu principalmente pela
reducdo do estresse oxidativo causado pela lesdo induzida. Ja Hamid et al. (2012) avaliou a
mesma acdo, porém usando o extrato etandlico das folhas, provocando uma intensa reducéo
da lesdo ulcerosa numa escala dose-dependente (10-300 mg/kg), atribuindo a acdo a
compostos tais como taninos, flavonoides e triterpenos que aumentam a producdo do grupo
sulfidrila ndo-proteico do muco. O extrato metanolico das folhas apresentou efeito anti-
hiperlipidémico quando administrado em um grupo de ratos comparados a um grupo de ratos
com diabetes ndo tratada, reduzindo o nivel de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de
baixo peso molecular (LDL) e da lipoproteina de baixissimo peso molecular (VLDL) e
aumentando as taxas de lipoproteina de alto peso molecular (HDL) (ADEYEMI et al., 2009).
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Também foi realizado um monitoramento do efeito hepatoprotetor do extrato
etanolico da casca de A. muricata através das estimativas das transaminases sericas (TGO e
TGP), fosfatase alcalina sérica, oxidagdo lipidica e conteudo proteico. Este extrato foi capaz
de prevenir o aumento das taxas das transaminases, da fosfatase alcalina e da oxidacédo
lipidica, bem como auxiliou na reducdo do contetdo proteico do figado de ratos lesionados
por tetracloreto de carbono (PADMA; CHANSOURIA; KHOSA, 1998).

O extrato etandlico da casca também foi avaliado, porém desta vez o seu potencial
cicatrizante utilizando como modelo o método de ferida aberta em ratos por um periodo de
12 dias. Os resultados obtidos demonstraram uma maior reducdo na dimenséo do ferimento
que do grupo controle a partir do 4° dia de tratamento (PAARAKH; CHANSOURIA;
KHOSA, 2009).

Nwokocha et al. (2012) sugeriu um possivel mecanismo de acdo do efeito
hipotensivo do extrato aquoso das folhas, tendo em vista os resultados obtidos nas doses de
9,17-48,5 mg/kg frente, sendo este efeito ndo mediado via as rotas muscarinica,
histaminérgica, adrenérgica e do 6xido nitrico, porém a acdo foi possivel através de um

mecanismo periférico envolvendo o antagonismo do célcio.

Hasrat et al. (1997) estudou a atividade ligante do receptor 5-HT1a de algumas
espécies do género Annona, incluindo A. muricata através do ensaio de ligacdo de ligantes
(LBA), demonstrando uma grande atividade ligante, e foram isolados, a partir de varias

fracGes do fruto, alguns alcaloides isoquinolinicos: asimilobina, nornuciferina e anonaina.

Alguns outros ensaios foram realizados com esta espécie como para verificar suas
possiveis atividades antifingicas e antivirais. A respeito da atividade antifngica, Johnny et
al. (2011) avaliou esta atividade em folhas de 15 espécies de plantas, dentre elas A.
muricata L., utilizando extratos metandlico, cloroférmio e acetbnico. Seus resultados
demonstraram que os extratos metanolico, cloroférmio e aceténico inibiram o crescimento
radial de Colletothricum capsici — esta cepa fora adquirida da Faculdade de Agricultura,
Universidade de Putra na Malasia — na ordem de 39,96, 18,01, 33,55 mm respectivamente
para uma concentracdo de 10 pug/ml e com uma concentragdo minima inibitoria de > 20
pg/ml para todos os solventes testados. Ao passo de que Abubacker & Deepalakshmi
(2013) ao realizar um estudo tendo como objeto o extrato aquoso das folhas de A. muricata
L. em vista das cepas de Alternaria solani (NCBT 118), Aspergillus albicans (NCBT-120)
Aspergillus erithrocephalus (NCBT- 124), Aspergillus fumigatus (NCBT-126) e
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Penicillium chrysogenum (NCBT-162) todas estas obtidas do Departamento de
Biotecnologia do National College, Tiruchirappalli. Apresentando inibicdo total do
crescimento das cepas A. solani, A. albicans, A. erithrocephalus e A. fumigatus numa
concentracdo de 15 mg/ml, sendo que os autores atribuiram estas a¢fes ao metil-éster do

acido hexadecandico, componente majoritario do extrato.

Tratando-se das possiveis atividades antivirais, Padma et al. (1998) analisaram a
possivel acdo inibitoria dos efeitos citopaticos dos extratos etanolico e aquoso da casca de
A. muricata L. frente a cepas de Herpes simplex virus-1 (HSV-1), apenas o extrato
etanolico apresentou atividade, obtendo uma concentracdo minima inibitéria na ordem de 1
mg/ml. J& Betancur-Galvis et al. (1999) estudaram a atividade antiviral de diversos extratos
de espécimes da familia Annonaceae, dentre eles A. muricata L., tomando parte do extrato
etanolico de suas folhas, observaram atividades satisfatdrias contra cepas de Herpes simplex
virus-2 (HSV-2) quando este fora cultivado em células HEp-2 (células de carcinoma
epidermdide de laringe humana, ATCC CCL23) e MDBK (células de rim bovino, ATCC
CCL22).

3.5. Estudos de Toxicidade

Antes de quaisquer estudos para a avaliacdo de atividades bioldgicas especialmente
in vivo ou alguma projecdo para a producdo de algum medicamento para uso, S&o

necessarias etapas que avaliem a toxicidade dos compostos a serem testados.

Omoja et al. (2014) avaliaram possiveis efeitos de toxicidade aguda em modelos
murinos através da metodologia de deteccdo da dosagem letal minima para a mortalidade de
50% da populacéo estudada (LDsp), foram testadas as doses de 175, 313 e 550 mg/kg do
extrato metandlico das folhas frescas de A. muricata L. Os resultados demonstraram uma
LDso calculada de 354,8 = 8 mg/kg, porém estudos post mortem ndo revelaram nenhuma
alteracdo patologica a nivel anatdmico nos rins e figado dos grupos analisados. Também
ndo foram registradas alteragdes a nivel morfolégico e comportamental em um trabalho
realizado na Nigéria com 0 mesmo extrato, porém utilizando doses de 20, 50, 100, 200, 400
e 600 mg/kg em 72 h de observacdo (ADEYEMI et al., 2010)
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De Sousa et al. (2010) partindo do mesmo extrato com as doses administradas de 0,5,
1, 1,5, 2 e 3 mg/kg encontraram uma LDso na ordem de 1,67 mg/kg apds 48 h de observagéo.
Tomando-se parte também do extrato etandlico, foram avaliados seus efeitos de
hepatoprotecgdo frente a ratos Wistar com seus figados injuriados por administracdo de doses
de 2 g/kg de paracetamol utilizando doses de 200 e 400 mg/kg do extrato em comparagdo com
0 padrdo silimarina. Porém este mesmo extrato foi estudado sobre possiveis danos renais em
concentragdes de 10, 20 e 40 mg/kg em ratos durante 40 dias, foram registrados aumento nos
niveis de creatinina sérica e apresentou danos na estrutura das células tubulares, com uma
maior expressdo da enzima caspase-9 — uma protease envolvida em processos apoptoticos --,
levando a insuficiéncia renal (DAYEEF; KARYONO; SUJUTI, 2013).

J& nos estudos de Moghadamtousi et al. (2014), o extrato etandlico das folhas foi
submetido a observacdo frente a ratos em duas diferentes concentracdes (1 e 2 g/kg) por 2
semanas. Porém, apds este periodo ndo foram registrados nenhum evento de toxicidade aguda,
como perda de peso, comportamento (isto €, ataxia, hiporatividade e hiperatividade),
morfologia microscopica e alteracbes em testes de funcionalidade dos rins e figado,
concluindo que a LDso por via oral deste extrato € maior que 2 g/kg de massa corporal. Em
contrapartida observaram os niveis séricos de enzimas tais como transaminase oxaloacética
(TGO), transaminase piruvica (TGP), fosfatase alcalina e bilirrubina, além da observacéo de
alteracdes tissulares; apresentando uma reducao nos niveis sanguineos das enzimas relatadas e
da bilirrubina, especialmente na dose de 400 mg/kg e nao foram verificados sinais de necrose
(OYEDEPOQ, 2014).

Em outros trabalhos foram realizados ensaios de toxicidade através da metodologia
usando Artemia salina (Artemiidae), conhecida como artémia. Com seus nauplios com 24 h
de idade nos estagios Il e Il expostos as concentragdes de 10000, 1000, 100, 10 e 1 ppm por
varios segundos. Os trés compostos isolados do extrato etandlico das folhas (escoparona,
corossolona e annonacinona) demonstraram uma toxicidade frente a A. salina com ICso na
ordem de 59,4, 7,09 e 17,05 pg/ml respectivamente (VILA-NOVA et al., 2013).

Foram relatados também casos em que o consumo da graviola, fruto de A. muricata
L., em Guadalupe (departamento ultra maritimo da Franca) gerou alguns casos (cerca de 1/3)
de pacientes apresentando parkinsonismo atipico. Isto fora atribuido a a¢do da annonacina,
encontrada especialmente nas folhas e no fruto, por agir como um inibidor do complexo
mitocondrial I, atuando na rota desta sindrome neurologica (CAPARROS-LEFEBVRE;
ELBAZ, 1999; LANNUZEL et al., 2007).
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Ao passo de que Florence et al. (2014) efetuaram tanto os estudos de toxicidade aguda
quanto os de toxicidade subcrbnica. O primeiro foi realizado em ratos os quais receberam uma
administracdo do extrato aquoso das folhas nas doses de 2000 e 5000 mg/kg para cada grupo
teste. Ndo foram observadas alteracdo no comportamento, tampouco ocorreram 0bitos,
também ndo foram evidenciadas alteragdes macroscopicas, sugerindo uma LDso maior que
5000 mg/kg. Enguanto que a toxicidade subcronica fora avaliada em quatro grupos,
recebendo 200, 400 e 800 mg/kg — um dos grupos foi o controle — diariamente durante um
periodo de 4 semanas. Contudo ndo foram registradas diferencas significantes entre os grupos
testados e o grupo controle durante o periodo de estudo. Um estudo semelhante fora
conduzido por Arthur et al. (2011) onde tomaram camundongos suigos albinos e tratados com
0 extrato aquoso nas doses de 100, 1000. 2500 e 5000 mg/kg, estes animais foram submetidos
a avaliacdo de sinais de toxicidade e mortalidade desde as primeiras 4 h criticas até 7 dias. J&
tratando-se da avaliagdo da toxicidade subcronica, houve a administracdo de doses de 100,
1000 e 2500 mg/kg durante um periodo de 14 dias. Ndo houve mudancas no comportamento,
na coloracdo e massa dos 0rgaos, na natureza das fezes, urina e cor dos olhos; por via oral a
dose de 5000 mg/kg foi bem tolerada até o Gltimo dia, sendo esta a dose estimada para a LDsy,
contudo houve reducédo dos niveis plasmaticos de glicose, de colesterol e LDL e um aumento
da creatinina sérica em dosagens superiores a 1000 mg/kg. Estes resultados indicaram uma
seguranga em seu uso, até efeitos de protecdo contra lesGes hepéticas, porém ha a necessidade

de monitoramento renal em usos crénicos.

3.6. Microorganismos de Interesse Clinico

Doencas infecciosas sdo as principais causas de mortes prematuras no mundo, ha uma
estimativa de 15 milhdes de o6bitos por ano. Um dos fatores que favorecem a essa crescente
mortalidade trata-se do crescimento da resisténcia bacteriana, ao passo de que, este evento

dificulta a cura e onera os gastos com a assisténcia a saude (WHO, 2010).

Dentre as bactérias, as Gram-positivas, sobretudo as que pertencem ao género
Staphylococcus sp. sdo importantes causadoras de infecgbes tanto comunitarias como
hospitalares, sendo que varios estudos as associaram as causas de mortalidade, sendo que
53,92% das infeccdes sdo causadas por Staphylococcus aureus e coagulase negativos. Além
de tal género, o género Micrococcus sp. pode também estar associado a ocorréncia de
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infeccbes como em certos abscessos, casos de pneumonia, artrite séptica, meningite e choque

séptico em pacientes imunodeprimidos.

Ja tratando-se das estirpes Gram-negativas, estas apresentam-se associadas a casos de
septicemia, infecgBes pos-cirdrgicas e principalmente do trato urinario. De Sousa et al. (2014)
demonstraram a presenca dessas bactérias em cerca de 48% das hemoculturas positivas de
pacientes de uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Dentre as cepas relacionadas as
infeccOes recorrentes por Gram-negativos, estdo relacionadas: Klebsiella pneumoniae,

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.

Alguns outros tipos de microorganismos, tais como as leveduras do género Candida
sdo responsaveis pela maioria das infecgdes hospitalares originadas por fungos. Dentre os
pacientes hospitalizados, varios fatores sdo relacionados ao risco do desenvolvimento de
candidiase: idade avancada, sexo feminino, antibioticoterapia de amplo espectro, o uso de
corticosteroides e imunossupressores, presenca de anormalidades anatdmicas do trato
urinario, diabetes, sondagem vesical e pos-operatorio de cirurgias de grande porte
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003).

3.6.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus trata-se de uma bactéria Gram-positiva, que pertence a familia
Staphyloccocaceae, sdo microorganismos anaerobios facultativos sob a forma de cocos
distribuidos em forma de “cachos de uva” apresentando um perfil de colonias de coloracao
amarelo-dourada. S8o positivos aos testes da coagulase, catalase, DNAse e fermentadores do
manitol, além de negativas ao teste da oxidase (KONEMAN, 2008).

Sendo esta a espécie mais conhecida do género, € constituinte da microbiota natural do
ser humano, sdo encontradas na pele, narinas, axilas, perineo e intestino, porém pode tornar-se
patogénica em condicdes tais como a quebra da barreira cutdanea ou imunossupressao.
Diversas infeccdes sdo causadas por este microorganismo, por exemplo infecgdes na pele e
subcuténeas, infecgdes pos-cirurgicas, osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites e
septicemia. Sdo o0s agentes mais comuns de infeccBes hospitalares e comunitarias,
apresentando-se como responsavel por altos indices de morbidade e mortalidade (GELATTI

et al., 2009). A secregdo de toxinas antigénicas é o fator responsavel por sua viruléncia, as
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quais sdo capazes de causar Sindrome do Choque Toxico (SCT) e uma exacerbada producéo

de citocinas a partir dos macréfagos e células T (FEY et al., 2003).

Desde os anos 60 do século passado, S. aureus tem trazido preocupacdo quanto a
resisténcia continua apresentada aos antibidticos, ap6s a introducdo da penicilina na
terapéutica (EVANGELISTA; OLIVEIRA, 2015). Para contornar o problema, foi introduzida
a meticilina, resistente a acdo das enzimas beta-lactamases, produzidas pelos S. aureus. Porém
relatos de resisténcia adquirida a meticilina, nos Estados Unidos, associados & expressdo da
multirresisténcia, introduziram o uso da sigla MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus), utilizada para identificar as cepas com tais caracteristicas (GELATTI et al., 2009;
LOWY, 1998). As cepas MRSA apresentam o gene MecA, o qual codifica a sintese da
proteina PBP2a, uma ligante de penicilina alterada, que, embora capaz de realizar o “cross
link” entre as moléculas de peptidoglicano, tem afinidade de ligacdo extremamente baixa a

muitos antibioticos betalactamicos, justificando a resisténcia.

Atualmente, algumas situagdes ocorrem simultaneamente no mundo, a existéncia de
cepas MRSA com susceptibilidade reduzida aos glicopeptideos vancomicina e teicoplanina,
denominadas S. aureus com Resisténcia Intermediaria a Vancomicina (VISA) ou cepas
resistentes a vancomicina, conhecidas como S. aureus Resistentes & Vancomicina (VRSA)
(CDC, 2002), a prevaléncia de clones de MRSA multirresistentes considerados endémicos em
hospitais de diversas localidades no mundo, e a emergéncia de cepas ndo-multirresistentes de

MRSA, isoladas principalmente de infec¢cbes comunitarias (OKUMA et al., 2002).

3.6.2. Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

Staphylococcus coagulase negativo (SCN) é o componente majoritario da microbiota
da pele e por viverem em equilibrio com os ecossistemas onde estdo inseridos, foram tratados
durante muito tempo como microrganismos isentos de viruléncia. Atualmente, porém, estes
microrganismos apresentam-se como bactérias oportunistas emergentes, especialmente em
pacientes hospitalizados, imunodeprimidos, neonatos prematuros e com dispositivos
implantados (VUONG; OTTO, 2002).

As principais espécies de SCN envolvidas em infecgfes s&o: Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
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warneri, Staphylococcus hominis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus xylosus, embora outras espécies possam também causar infeccbes em
humanos. Entre elas, S. epidermidis é o agente mais associado com as infecgdes,

especialmente com as septicemias (CHANG et al., 2003).

Staphylococcus coagulase negativos sédo produtores de slime ou biofilme, fator de
viruléncia que permite estas bactérias aderir as superficies lisas de biomateriais, sendo por
iss0, associadas aos processos de infeccdo por meio dos procedimentos invasivos. Através
disso, estudos tém demonstrado que cepas de SCN tém apresentado alta resisténcia a
oxacilina (BERNARDI; PIZZOLITTO; PIZZOLITTO, 2007; CORDEIRO, 2007;
TERASAWA, 2015) e avaliada a producdo do gene MecA, até mesmo em cepas isoladas da

saliva de profissionais da Enfermagem.

3.6.3. Pseudomonas aeruginosa

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo bacilos Gram-negativos,
aerobios e ndo fermentadores de glicose. Dentre as principais espécies patogénicas deste
género, destacam-se Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cepacia, P.
stutzeri, P. maltophilia e P. putrefaciens. Dentre estas, a P. aeruginosa é a que apresenta
maior importancia clinica, por além de estar relacionada com consideraveis taxas de
morbidade, prolongada hospitalizacdo e aumento dos custos com tratamentos nas unidades
hospitalares (MICEK et al., 2015), ainda tem apresentado amplo espectro de resisténcia a
varias classes de antimicrobianos (FIGUEIREDO et al., 2007; LAGATOLLA et al., 2004).

P. aeruginosa apresenta uma capacidade em desenvolver mecanismos de resisténcia,
sendo 0s genes que codificam essas enzimas geralmente adquiridos através de mecanismos de
transferéncia genética intra e/ou interespécies. Por isso, alguns estudos tém sido
desenvolvidos para determinar a frequéncia genotipica de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e apresentando resultados preocupantes a respeito do surgimento de novos
genes em locais onde ndo havia, contribuindo significativamente para a disseminacdo da

resisténcia por isolados destas bactérias (KOBA et al., 2007).



51

3.6.4. Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae abrange mais de 30 géneros e 130 espécies. Dentre 0s
géneros mais comumente isolados em amostras bioldgicas estdo Escherichia, Klebsiella,
Proteus, Enterobacter, Citrobacter, Morganella, Salmonella, Shigella, Serratia, Providencia
e Yersinia. Estes microrganismos sdo bacilos Gram-negativos, aerobios ou anaerdbios
facultativos, moveis ou imoéveis e ndo formadores de esporos. Geralmente apresentam
positividade para a prova da catalase, porém, sdo negativos para a oxidase. As bactérias
pertencentes a esse género sdo 0s maiores componentes da microbiota intestinal humana
(NAVON-VENEZIA et al., 2003).

Possuem diversos fatores de viruléncia e sdo agentes etioldgicos em infeccBes
hospitalares e comunitarias, especialmente infecgdes do trato urinario (ITU), infeccdo de
ferida cirdrgica, infeccOes respiratorias e infeccGes da corrente sanguinea. Também podem
estar envolvidos em abscessos abdominais e peritonites. Espécies desta familia sdo
responsaveis por cerca de 50% das septicemias, 70% a 90% das ITU (hospitalares e

comunitarias) e uma significante percentagem das infecgdes intestinais (OLIVEIRA, 2008).

Um importante mecanismo de resisténcia desenvolvido pelas bactérias dessa familia
foi a producdo de ESBLs. O tratamento de infecgdes causadas por cepas produtoras de ESBL
oferece um substancial desafio a terapia antimicrobiana, pois tais enzimas sdo capazes de
hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de todas as geragfes e monobactamicos, reduzindo as
alternativas terapéuticas. Os principais géneros produtores dessas enzimas sdo Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus sp, Providencia sp. e Enterobacter sp. Enterobactérias
produtoras das enzimas estdo amplamente disseminadas, ja tendo sido reportadas em varios
paises europeus e do continente americano (SHAH et al., 2004; CARATTOLI et al., 2009;
LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010).

No entanto, entre os anos 2001 e 2003 foram descritas novas enzimas que hidrolisam
0s antibioticos carbapenémicos, elas foram isoladas inicialmente em Klebsiella pneumoniae, e
por isso denominadas Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) (YIGIT, 2003). Essas
bactérias tiveram rapida expansdo nos Estados Unidos, paises europeus e América do Sul,
incluindo o Brasil. Estudos realizados por Borges et al. (2015) evidenciaram altas

mortalidades em pacientes infectados por KPC, o que tem tornado preocupantes os quadros
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destas infeccdes. Além disso, verificou-se que o mecanismo de resisténcia da KPC foi

implicado em surtos causados por outros membros da familia das enterobactérias.

3.6.5. Candida sp.

O género Candida corresponde a grande maioria das infec¢Bes atribuidas a fungos
registradas, tornando assim um grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades
devido aos problemas envolvendo o diagndstico e a terapéutica das infec¢bes causadas por
tais agentes. As leveduras de Candida tém grande importancia pela grande freqiiéncia com
que colonizam e sua capacidade de infeccdo em humanos. Espécies de Candida sao
normalmente encontradas como parte da microbiota do tubo gastrointestinal em adultos
saudaveis. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizagdo por Candida na
vagina. Estes microorganismos comensais podem tornar-se patogénicos em alteracdes no
sistema imunoldgico do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatdbmicas
secundariamente a queimaduras ou procedimentos invasivos (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

Dentre as principais espécies de interesse clinico enquadram-se: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
guilliermondii e Candida lusitaniae. Contudo, casos de doencas superficiais e invasivas
relacionadas e espécies emergentes de Candida tém sido descrito, envolvendo isolamentos de
novas espécies como: Candida dubliniensis, Candida kefyr, Candida rugosa, Candida
famata, Candida utilis, Candida lipolytica, Candida norvegensis, Candida inconspicua entre
outras (DIGNANI; SOLOKIN; ANAISSIE, 2003).

Dentre as espécies, Candida albicans trata-se da isolada com mais frequéncia em
casos de infecgbes superficiais e invasivas em VArios ambientes anatdbmicos. Este
microorganismo trata-se de uma levedura com potencial patogénico bem compreendido,
apresentando como principais fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade de
aderéncia a diferentes mucosas e epitélios, o dimorfismo com producdo de estruturas
filamentosas que auxiliam a invasao tissular, a termotolerancia significativa, e a producédo de

enzimas. Ela é sensivel a todos os antifingicos de uso sistémico, mas casos de resisténica



adquirida a antifangicos azdlicos sdo relatados em casos de pacientes que foram expostos
prolongadamente a estes medicamentos (SANGLARD; ODDS, 2002).
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4. METODOLOGIA

4.1. Material vegetal

A coleta das folhas de Annona muricata L. foi realizada entre 0s meses de marco e
maio de 2014, no municipio de Camocim de S&o Félix — PE (Latitude: 08°21°317;
Longitude: 35°45°43”; Altitude: 691 metros), no sitio Palmeira. A exsicata foi depositada no
Herbario da Empresa Pernambucana de Pesquisas Agropecuarias (IPA), sob o nimero de
registro 89139.

4.1.1. Procedimentos extrativos

Apbs a coleta, as folhas foram submetidas a secagem, pesadas e extraidas sob
refluxo por meio de um aparelho de Soxhlet utilizando os solventes hexano, acetato de etila,
etanol e gua. As extracOes partiram de 49,3 g das folhas da mesma amostra vegetal, sobre
as quais foram realizadas sucessivas extragOes, de acordo com a ordem crescente de
polaridade dos solventes utilizados, durante seis horas para cada ciclo extrativo. Apds as
extracOes, os solventes foram evaporados com auxilio de um evaporador rotatorio e 0s

extratos secos armazenados a uma temperatura de 8-10 °C.

4.1.2. Anélise Fitoquimica

O perfil fitoquimico foi identificado a partir dos extratos brutos secos: hexanico,
acetato de etila, etanolico e aquoso das folhas. Os extratos foram analisados através da técnica
de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando placas de gel de silica, empregando-
se diversas fases mdveis e reveladores em relacdo aos metabolitos a serem pesquisados, de

acordo com a metodologia descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 - Sistemas cromatograficos, padroes e reveladores empregados na prospeccao fitoquimica de
Annona muricata L.

CLASSE DE METABOLITO SISTEMA DE PADRAO REVELADOR REFERENCIA
ELUICAO
Alcaloides AcOEt-HCOOH-AcOH- Pilocarpina Dragendorff (WAGNER,;
H,O* BLADT, 1996)
Mono e Sesquiterpenos Tolueno-AcOEt? Timol Vanilina (WAGNER;
Sulfarica BLADT, 1996)
Triterpenos e Esteroides Tolueno-AcOEt? j-sitosterol Liebermann (HARBORNE,
Buchard 1998)
Cumarinas n-Hexano-AcOEt* Umbeliferona KOH 10% em (WAGNER;
EtOH BLADT, 1996)
Flavonoides, AcOEt-HCOOH-AcOH- Rutina NEU + UV (WAGNER,;
Fenilpropanoglicosideos e H,O! BLADT, 1996)
Derivados Cindmicos
Taninos Condensados ACOEt-HCOOH-ACOH- Epicatequina Vanilina (WAGNER;
H,0° Cloridrica BLADT, 1996)
Taninos Hidrolisaveis ACcOEt-HCOOH- AcOH-  Acido gélico NEU + UV (WAGNER,;

H,0*

BLADT, 1996)

1100:11:11:27 viv; 297:3 viv; 390:10 viv; #95:5 v/v; °100:3:3:3 v/v; °97:3 v/v; AcOEt = Acetato
de Etila; HCOOH = Acido Acético; AcOH = Acido Férmico; H,O = Agua; CHCI3 = Cloroférmio;

MeOH = Metanol; UV = Ultravioleta; KOH = Hidréxido de Potassio.

4.2. Atividade antimicrobiana

4.2.1. Linhagens microbianas

Neste estudo foram utilizadas dezesseis cepas bacterianas, das quais sete delas

Gram- positivas e nove Gram-negativas. Dentre as Gram-positivas, trés foram pertencentes

a espécie Staphylococcus aureus (duas cepas padrdo e um isolado clinico), trés foram

isolados clinicos de Staphylococcus coagulase negativo e um isolado clinico da espeécie
Micrococcus luteus (TABELA 3).
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Tabela 3 - Cepas de bactérias Gram-positivas utilizadas nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE CODIGO ORIGEM
Staphylococcus aureus AM 103 ATCC 6538
Staphylococcus aureus AM 106 ATCC 6538P

Staphylococcus aureus MSSA AM 1235 Secrecdo
Staphylococcus coagulase negativo ~ AM 235 Esperma
Staphylococcus coagulase negativo ~ AM 1162 Fragmento 6sseo

Staphylococcus epidermidis AM 1198 Secrecdo
Micrococcus luteus AM 1200  Liquido peritoneal

AM: Codigo da colecdo do Laboratério de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias
Farmacéuticas — UFPE; ATCC: American Type Culture Collection; MSSA: Staphylococcus aureus
Meticilina Sensivel.

Dentre as Gram-negativas foram estudados seis isolados clinicos Unicos e trés cepas
padrdo, sendo duas de Escherichia coli, duas de Klebsiella pneumoniae, duas de

Salmonella, duas de Pseudomonas aeruginosa e uma de Proteus mirabilis (TABELA 4).

Tabela 4 — Cepas de bactérias Gram-negativas utilizadas nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE CODIGO ORIGEM
Escherichia coli AM 251 ATCC 25922
Escherichia coli AM 1281 ATCC 35218

Klebsiella pneumoniae AM 342  Ponta de Cateter
Klebsiella pneumoniae AM 411 Bile
Salmonella sp. AM 1182 Fezes
Salmonella choleraesuis AM 1280 ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa AM 457 Urocultura
Pseudomonas aeruginosa AM 458 Urocultura
Proteus mirabilis AM 1115 Urocultura

AM: Cadigo da colecdo do Laboratério de Analises Microbiol6gicas — Depto. de Ciéncias
Farmacéuticas — UFPE; ATCC: American Type Culture Collection

Para a determinacdo da atividade antifingica dos extratos brutos secos utilizados,
foram utilizados dois fungos leveduriformes, todos pertencentes a espécie Candida

albicans, desta foram um isolado clinico e uma cepa padrdo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Fungos leveduriformes utilizados nos ensaios e suas respectivas origens.

ESPECIE cODIGO ORIGEM
Candida albicans AM 1284 Sangue
Candida albicans AM 1288 ATCC 14053

AM: Codigo da colecdo do Laboratério de Analises Microbioldgicas — Depto. de Ciéncias
Farmacéuticas — UFPE; ATCC: American Type Culture Collection.

4.2.2. Preparacao dos inéculos

A partir de culturas recém-obtidas (em 24 h) bacterianas e fungicas, foram
realizadas suspensfes de 5 mL em solucdo fisioldgica esterilizada, ajustando o padrdo de
turbidez do tubo de acordo com a escala 0,5 de McFarland, obtendo-se 10° e 10° UFC/mL
(Unidades Formadores de Colonias por mililitro), respectivamente para cada linhagem
(CLSI, 2003; 2004).

4.2.3. Preparacao dos padrdes antimicrobianos e dos extratos

Para os ensaios realizados, todos os extratos foram solubilizados em solucéo aquosa
de Dimetilsulféxido (DMSO) a 20% (v/v). Os antimicrobianos padrdes utilizados nos testes
foram a Tetraciclina (300 ug/mL) e a Ceftriaxona (300 pg/mL), para as bactérias; e o
Cetoconazol (100 pg/mL) para as leveduras. Para a determinacdo da Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI), utilizaram-se 0s mesmos antimicrobianos, porém, foram preparadas

diversas concentragoes.

4.2.4. Técnica de pogos / Difusdo em Agar

Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser
graduado. Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de cultura
s6lido com o microrganismo inoculado. Diante disso, 0s indculos previamente preparados
foram semeados em placa de Petri contendo 20 mL de Agar Mueller-Hinton (para bactérias)
e Agar Sabouraud Dextrose (para fungos). Em seguida, foram realizadas as perfuracdes
assépticas dos pocos com auxilio de um perfurador (de 6 mm de didmetro) e as aplicacdes
das solucdes dos extratos secos em DMSO a 20% em duas diferentes concentragfes (10mg

e 5mg mg/pogo), utilizando-se pipeta automatica na razdo de 100 plL/pogo. Os



58

antimicrobianos- controle foram: tetraciclina (300 ug/mL), ceftriaxona (300 pug/mL) e o
cetoconazol (100 pg/mL). Como controle do solvente, foi utilizada a solugdo de DMSO a
20%.

Ap0s a incubagdo a 37°C + 1°C (bactérias) e 30°C + 1°C (fungos) por 24 horas, a
atividade antibacteriana foi avaliada pela medicdo dos halos de inibicdo (CLSI, 2003;
2004).

4.2.5. Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) por Microdilui¢cdo em
caldo

Os extratos testados que apresentaram atividade antimicrobiana preliminar, pela
técnica de pocos/difusdo em Agar, foram submetidos a determinacdo da Concentracdo
Minima Inibitoria (CMI) pela técnica de microdiluicdo em caldo. Os testes foram realizados
em caldo Muller Hinton contidos em placa de microtitulagdo de 96 pocos, tipo ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Uma aliquota de 20 pL de cada extrato
nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125 e 62,5 mg/mL foi depositada em cada poco da
placa contendo caldo Muller-Hinton e 10 pL suspensdo de microorganismos para um
volume final de 100 mL em cada poco. Foram realizados controles dos extratos, do caldo
Muller Hinton, das suspensfes de microorganismos e do DMSO a 20% (utilizado para
solubilizar os extratos). Os antimicrobianos utilizados foram a tetraciclina e a ceftriaxona,
todos em concentracdes de 0,062 a 128 pg/mL. As placas foram cobertas e incubadas a 35
°C por 24 h. As placas, adicionaram-se 10 pL de Rezasurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-
ona-10-6xido), a fim de se determinar o crescimento de acordo com a coloracdo
apresentada. Os ensaios foram realizados em triplicata e considerou-se como CMI a menor

concentragé@o do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano.

No que se referem ao potencial de atividade antimicrobiana, as medidas dos halos de
inibicdo foram estabelecidas de acordo com os pardmetros descritos por Alves et al. (2000):
< 9 mm, inativo; 9 - 12 mm, pouco ativo; 13 - 18 mm, ativo; e, > 18 mm, muito ativo.
Quanto ao potencial antimicrobiano, pela medida da concentra¢cdo minima inibitéria (CMI)
dos extratos vegetais, sdo considerados como muito ativos aqueles que apresentarem CMI <
100 pg/mL; ativos com CMI entre 100 - 500 ug/mL e moderadamente ativos com CMI de
500 - 1000 pg/mL, baixa atividade com CMI de 1000 - 2000 pg /mL e inativos com CMI >
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2000 pg/mL. O estudo da CMI foi realizado apenas com o0s extratos que apresentaram boa

atividade pela técnica de pogos/difusdo em Agar, ou seja, halos > 13 mm.

Os resultados foram expressos pelas médias das triplicatas realizadas através da
andlise estatistica ANOVA.

4.3. Atividade Citotoxica

A atividade antiproliferativa dos extratos hexanico, acetato de etila, etanol e 4gua de
A. muricata L. foi avaliada nas seguintes linhagens de células cancerigenas humanas: NCI
H292 (carcinoma de pulmdo) HL-60 (leucemia pro-mielocitica) e HEp-2 (carcinoma
epidermoide de laringe humana) fornecido pelo Banco de Células do Rio de
Janeiro/Brasil, mantidas pelo laboratério de cultura de células do departamento de
antibidticos/UFPE. Todas as células cancerigenas foram mantidas em meio RPMI 1640 e
DMEN suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM, 100 U/ml de
penicilina, 100 mg mL de estreptomicina a 37 °C com 5% de CO,. A citotoxicidade de
todos os extratos foi testada utilizando o ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazélio (MTT) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA).

A avaliacdo da atividade citotdxica dos extratos hexanico, acetato de etila,
etanolico e aquoso das folhas de Annona muricata foi realizada em 3 tipos de linhagens
celulares diferentes, todas elas obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro/Brasil, a

origem delas pode ser verificada pela Tabela 6.

Tabela 6 - Origem das linhagens celulares utilizadas no ensaio de atividade citotoxica.

Nome da Linhagem celular Origem da Linhagem
NCI H292 Carcinoma de pulmao
HL-60 Leucemia pro-mielocitica
HEp-2 Carcinoma epidermoide de laringe humana

Dentre os diversos métodos para a avaliacdo das propriedades bioldgicas de diversos
produtos de origem natural, foi utilizado o método de microcultura baseado na redugéo

metabdlica do MTT. O sal de tetraz6lio é reduzido através do metabolismo de células
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viaveis resultando num composto chamado azul de formazan que é mensurado
espectrofotometricamente. Os resultados obtidos por esta técnica foram expressos em
porcentagem de inibicdo das linhagens celulares frente aos extratos, foram utilizados como
padrdes-controle os antineoplasicos cisplatina e doxorrubicina.

Os ensaios foram realizados no laboratorio de farmacologia e cancerologia

experimental (UFPE). Em todos os ensaios realizados, as células tumorais foram

plagueadas em placas de 96 pocos (10° células/ml para células aderentes ou 3x10°
celulas/ml para as células leucémicas). Os extratos foram dissolvidos em DMSO a 1%,
partindo de 10 mg a fim de se obter a concentracdo final de 25 pg/mL, seguidamente
adicionados a cada poco e incubados durante 72 h. Os grupos controle receberam uma
mesma quantidade de DMSO. Apds 69 h de tratamento, 25 pl de MTT (concentracdo de 5
mg/ml) foram adicionados, trés horas mais tarde, o produto formazana obtido do MTT foi
dissolvido em 100 ml de DMSO, e a absorbancia foi medida a 595 nm em aparelho
espectrofotométrico de leitura de microplacas. Foram utilizados como controles para a
proliferacdo celular doxorrubicina e cisplatina Os valores de ICso e seus intervalos de
confianca de 95% para dois experimentos diferentes foram obtidos por regressao ndo
linear, utilizando o programa Graphpad Prism 5.0 (Software intuitivo para a Ciéncia, San
Diego, CA) (BARROS et al., 2014a).

4.4. Atividade Anti-Inflamatéria

As amostras utilizadas foram derivadas do sobrenadante de células submetidas ao
tratamento com o extrato em diferentes concentracfes e estimuladas com LPS ou meio de
cultura DMEM. A dosagem de oOxido nitrico (NO) foi realizada de acordo com a
metodologia de Griess. Para realizacdo do teste, foi preparada uma solucéo de nitrito a 69
uM e gerada a curva padrdo e inoculadas 50 uL das amostras em uma placa de 96 pocos.
Sob protecdo da luz, foram adicionados 50 uL do reagente de Griess e a leitura foi
realizada ap6s 10 minutos em leitor de microplacas a 540 nm (BARROS et al., 2014b). Os

resultados foram expressos através da analise estatistica ANOVA, teste de Bonferroni.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccao Fitoquimica

A triagem fitoquimica de todos os extratos evidenciou a presenca de diversos
metabdlitos secundarios, como pode ser visto na Tabela 6. Pode-se observar que o extrato
hexanico de Annona muricata apresentou mono e sesquiterpenos, além de triterpenos e
esteroides. Nos extratos acetato de etila e etandlico, foram encontrados cumarinas,
flavonoides, taninos hidrolisaveis e condensados, mono e sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides. Por fim, no extrato aquoso se observou a presenca de cumarinas, flavonoides,

taninos hidrolisaveis e alcaloides.

Foram detectados 319 metabdlitos na familia Annonaceae, dentre as espécies A.
muricata apresenta em sua composicdo diversos metabdlitos tais como alcaloides,
compostos fendlicos, esteroides e terpenoides como descrito anteriormente. Dentre 0s
alcaloides, sdo comumente encontrados reticulina, coreximina, coclarina, annomuricina e
annourina. Ja entre os compostos fenolicos destacam-se o &cido caféico, acido p-cumarico,
(-)-epicatequina e procianidina, e dentre os esteroides sobressai-se o sitosterol (LEBOEUF
et al., 1980).

Nos extratos de espécies da familia Annonaceae, incluido de A. muricata, sdo
encontrados com mais frequéncia flavonoides, taninos, terpenoides, cumarinas, esteroides e
alcaloides (Tabela 7) (ARUN JYOTHI et al., 2011; VIJAYAMEENA et al., 2013).
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Tabela 7 - Prospecgdo fitoquimica dos extratos brutos de Annona muricata L.

Metabolitos Ext-Hex- Ext-AcOEt- Ext-EtOH-  Ext-H>O-
Am Am Am Am
Alcaloides + ++ +++ -
Mono e Sesquiterpenos ++ +++ ++ -
Triterpenos e Esteroides ++ ++ + -
Cumarinas - + + +
Flavonoides + + ++ ++
Taninos Condensados - - ++ ++
Taninos Hidrolisaveis - + + +4+
Rendimento (%) 3,37 3,20 6,22 9,09

Ext. Hex. : Extrato Hexanico; Ext. ACOEt: Extrato Acetato de Etila; Ext. EtOH: Extrato
Etanolico; Ext. Ag. : Extrato Aquoso; +++ Mais de 6 bandas; ++ 4 a 6 bandas; + 1 a 3 bandas; -

Auséncia.

Chauhan & Mittu (2015) encontraram por triagem fitoquimica no extrato metanélico
das folhas obtido por Soxhlet, flavonoides, taninos, terpenoides, esteroides, saponinas,
glicosideos cardioativos e alcaloides. Ao realizar 0 mesmo estudo com o extrato aquoso
encontrou flavonoides, terpenoides, esteroides, glicosideos cardioativos, saponinas,
antraquinonas e cumarinas, estes em conformidade com o encontrado por Arthur et al.
(2011) e Prachi (2010). Uma investigagdo com o macerado metandlico das folhas
demonstrou apenas a presenca de saponinas, taninos e alcaloides e auséncia de
flavonoides (OMOJA et al., 2014). Vijayameena et al. (2013) também identificou os
mesmos compostos para 0 extrato aquoso realizado por maceragdo, porém encontrou a
presenca de alcaloides e auséncia de terpenoides e antraquinonas nos extratos metandlico e

etandlico.
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Diferentemente deste trabalho que ndo identificou no extrato aquoso terpenoides,
esteroides e saponinas. A identificacdo de glicosideos cardioativos e antraquinonas nédo
foram realizadas, assim como ndo foram identificados alcaloides na composi¢édo do extrato
aquoso. Entretanto no extrato etanolico foram identificados, alcaloides e terpenoides.
Embora, estudos com o0s extratos aquosos das sementes e polpa de A. muricata
demonstraram a presenca de alcaloides em sua composicdo (RAVAOMANARIVO et al.,
2014; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2015a).

Em conformidade com este trabalho foram encontrados nos extratos etanélicos das
folhas (FOONG; HAMID, 2012; HAMID et al., 2012). No extrato etandlico obtido por
decoccdo, foram encontrados também taninos, terpenoides, esteroides, flavonoides,
alcaloides, saponinas, antraquinonas, glicosideos cardioativos, cumarinas e lactonas
(GAVAMUKULYA et al., 2014).

No extrato n-butanolico, obtido pela técnica de Soxhlet, foram identificados
flavonoides, terpenoides, taninos e glicosideos cardioativos e registrada a auséncia de

esteroides, antraquinonas e saponinas (GEORGE et al., 2012).

5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de Annona muricata L.

Através da técnica de difusdo em &gar, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de
um extrato é determinada através da medida do didmetro do halo de inibicdo desse frente
aos microrganismos testados (LENETTE et al., 1987), ja pela Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) verificamos a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de um

determinado microorganismo.

Os extratos hexanico e acetato de etila ndo demonstraram atividade antimicrobiana
em todas as especies testadas seja por técnica de difusdo em agar, tampouco pela técnica de
CMI. Na literatura ndo houveram registros de estudos utilizando tais solventes em técnicas
extrativas, além dos estudos reportados por Takahashi et al. (2006), onde avaliaram a
atividade dos extratos hexanico e etandlico das folhas de A. muricata, esses ndo exibiram
atividade frente as cepas testadas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC
9341, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835, S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC
25922. Porém isto pode ser explicado pela dificuldade de difusdo do extrato no meio de

cultura, pois de acordo com Rios et al. (1988), que apresentaram pesquisas sobre atividade
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antimicrobiana de extratos de plantas e de substéncias isoladas encontram problemas devido
a caracteristica lipofilica de algumas amostras, como é o caso de extratos utilizando hexano
e acetato de etila como solventes extratores.

Ja se tratando do extrato etandlico de Annona muricata, como se pode observar na
Tabela 6, foi considerado moderadamente ativo ou muito ativo frente as cepas Gram-
positivas utilizadas nos ensaios (TABELA 7). O maior halo de inibicdo apresentado foi de
19 mm, na concentracdo de 10 mg/poco, para a cepa de Micrococcus luteus (AM 1200) em
contrapartida do achado por Takahashi et al. (2006) os quais testaram uma cepa ATCC de
M. luteus, enquanto que Li et al. (2013) informou que o alcaloide (+)- anonaina apresentou
inibicdo de M. luteus, atestado pela presenca de alcaloides no extrato etandlico como

verificado no screening fitoquimico.

Houve também uma moderada inibicdo das cepas de Staphylococcus aureus AM
103, onde o extrato exibiu halos de 13 mm, na concentracdo de 10 mg/poco e 12 mm na
concentracdo de 5 mg/poco; ja frente a cepa de S. aureus AM 106, foram observados halos
de 14 mm e 12 mm, nas concentra¢Ges de 10 mg/poco e 5 mg/poco, respectivamente; ja
frente a cepa de S. aureus AM 1235, o extrato apresentou apenas um halo de 12 mm na
concentracdo de 10 mg/poco, consequentemente demonstrando ser pouco ativo, nédo
encontrou-se atividade antimicrobiana frente a cepas de S. aureus em outros estudos tais
como os de Takahashi et al. (2006), assim como Vijayameena et al. (2013) encontraram
halo de 18 mm para S. aureus (obtido de cultura local), sendo os alcaloides, flavonoides e
taninos 0s compostos mais presentes nesse extrato, de acordo com o reportado por Li et al.
(2013) onde o alcaloide benzilisoquinolinico (+)-anonaina apresentou atividade frente a S.
aureus, sendo que alcaloides se mostram presentes no extrato etandlico, ja Prachi (2010)
utilizando extrato metandlico das folhas registrou atividade contra S. aureus (ATCC
29213).

Haro et al. (2014) encontrou halos que variaram de 8,6 a 16,4 mm nas respectivas
concentragdes de 5 a 300 mg/mL do extrato metanolico das folhas de A. muricata quando
avaliou a acdo frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, do mesmo extrato
partiu-se para a fracdo com cloroférmio, obtendo halos de 8,8 a 12,1 mm respectivamente
as concentracdes de 50 e 300 mg/mL. Foi atribuida tal acdo a presenca de compostos
fenolicos tais como taninos e flavonoides, ambos detectados no extrato metandlico e apenas
0 segundo na fracdo cloroférmica em baixa quantidade. Os mesmos compostos foram

identificados em Ext-EtOH-Am avaliado neste trabalho. Essa atribuicdo foi justificada pela
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capacidade de desarranjar a membrana citoplasmatica da bactéria pela coagulacéo proteica
provocada pelos taninos, e os flavonoides dificultando a permeabilidade da parede celular

bacteriana.

Em relacdo as cepas Staphylococcus coagulase negativos, uma delas, a AM 1162
apresentou um halo de inibicdo na ordem de 11 mm na concentracdo de 10 mg/poco.
Enquanto que em relagdo as outras duas cepas, AM 235 e AM 1198, o extrato demonstrou-
se ativo nas maiores concentragdes e pouco ativos nas menores, com halos de 15 mm e 12
mm (a 10 mg/poco e 5 mg/poco, respectivamente) para a primeira e de 15 e 11 mm (a 10
mg/po¢o e 5 mg/poco, respectivamente) para a ultima, também no mesmo estudo efetuado
por Li et al. (2013) também atribuiu atividade inibitoria contra Staphylococcus epidermidis
(uma espécie de estafilococo coagulase negativo) a (+)-anonaina.

Em contrapartida, quando verificada sua atividade frente as cepas Gram-negativas, o
extrato apresentou atividade em apenas duas delas, Salmonella typhimurium serovar
choleraesuis AM 1280, com halos de 13 mm na maior concentracdo e frente a Proteus
mirabilis AM 1115 com uma baixa atividade, apresentando um halo de inibi¢do de 11 mm
na maior concentragdo (10 mg/pogo). Em um estudo realizado por Prachi (2010) utilizando
extrato metandlico das folhas encontrou acdo antimicrobiana frente a S. typhimurium
(ATCC 23564) e Proteus vulgaris (ATCC 13315) atribuindo essa agdo aos taninos
presentes,  visto que 0s mesmo ja foram reportados por possuir propriedades
antibacterianas, diferentemente dos alcaloides para os Gram-positivos, ao passo de que
Vijayameena et al. (2013) observaram atividade frente a Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, todas as cepas adquiridas do Departamento de

Microbiologia do Sri Sankara Arts and Science College, Enathur/india.

Os estudos realizados por Haro et al. (2014) demonstraram atividade do extrato
metanolico frente a Escherichia coli (ATCC 25922), obtendo um halo de 15,3 mm na
concentragcdo de 300 mg/mL, ja a fracdo cloroformica do extrato exibiu um halo de 11,5
mm na mesma concentracdo de 300 mg/mL sugerindo tais atividades relacionadas aos
taninos e flavonoides (extrato metanolico) e somente aos flavonoides tratando-se de sua
fracdo cloroférmica, sendo entdo a acdo dos taninos responsavel por destruir a membrana
citoplasmatica bacteriana coagulando suas proteinas e os flavonoides por danificar a
permeabilidade da parede celular, justificando uma agdo sinérgica entre os dos

componentes.
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O extrato ndo apresentou atividade frente aos fungos leveduriformes testados. Para
todos os experimentos realizados, os antimicrobianos padrdes confirmaram o perfil de

sensibilidade/resisténcia das bactérias ensaiadas.

As concentra¢cfes minimas inibitorias confirmaram os resultados preliminares
obtidos pela técnica de pocos. Diante disso, foi notada atividade frente a cepa Gram-
negativa Salmonella choleraesuis AM 1280, com CMI de 125 pg/mL. Para as cepas de
Staphylococcus aureus AM 103, Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 e
Micrococcus luteus AM 1200, o extrato também foi ativo, estabelecendo CMI de 500
ug/mL. Ja em relacdo as cepas Staphylococcus aureus AM 106 e Staphylococcus
coagulase-negativa AM 1162, Ext-EtOH- Am apresentou moderada atividade, com CMI >
1000 pg/mL. Até o presente momento ndo foram encontrados estudos mais aprofundados

da anélise antimicrobiana por CMI.



Tabela 8 - Atividade antimicrobiana do Extrato Etandlico de Annona muricata L. frente cepas padréo e de interesse clinico.

HALOS DE INIBICAO (mm)

CEPA! 10 mg/pogco  DP 5 mg/poco DP Padrodes* DP CMI** DP
Staphylococcus aureus AM 103 13 1,0 12 2,0 34 4,0 1000 1,0
Staphylococcus aureus AM 106 14 2,0 12 3,0 35 2,0 1000 1,0
Staphylococcus aureus AM 1235 12 3,0 -- 0 35 1,0 NT 0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 15 2,0 12 0 35 5,0 1000 1,0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 11 1,0 -- 0 32 1,0 NT 0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 15 1,0 11 1,0 20 3,0 1000 1,0
Micrococcus luteus AM 1200 19 2,5 16 3,0 50 2,0 500 1,0
Escherichia coli AM 251 -- 0 -- 0 35 0 NT 0
Escherichia coli AM 1181 -- 0 -- 0 40 3,0 NT 0
Klebsiella pneumoniae AM 342 -- 0 -- 0 32 4,0 NT 0
Klebsiella pneumoniae AM 411 -- 0 - 0 38 1,0 NT 0
Salmonella choleraesuis AM 1280 13 3,0 10 2,0 31 3,0 500 1,0
Salmonella sp. AM 1282 -- 0 -- 0 34 50 NT 0
Pseudomonas aeruginosa AM 457 -- 0 -- 0 - 0 NT 0
Pseudomonas aeruginosa AM 458 -- 0 -- 0 24 2,0 NT 0
Proteus mirabilis AM 1115 11 3,0 -- 0 43 3,0 NT 0
Candida albicans AM 1284 -- 0 -- 0 -- 0 NT 0
Candida albicans AM 1288 -- 0 - 0 19 4,0 NT 0

1: AM - Colecdo do Laboratdrio de Andlises Microbioldgicas - UFPE; * Padr@es utilizados: Tetraciclina 30 pug (Gram-positivas); Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas);

Cetoconazol (Leveduras); --: Sem halo de inibicdo; **Concentracdo Minima Inibitoria em pg/ml; DP: Desvio padrdo amostral; NT: Né&o testado.
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Tratando-se do Extrato Aquoso de Annona muricata (Ext-H2O-Am) observou-se
atividade frente as cepas Gram-positivas, entretanto frente as Gram-negativas, 0 extrato
demonstrou pouca ou nenhuma atividade. Assim como o0 extrato ndo exibiu nenhuma

atividade frente as leveduras (Tabela 9).

Os halos de inibicao foram de ativos a muito ativos para as cepas Gram-positivas, para
as cepas de Staphylococcus aureus, houve uma baixa atividade frente & cepa AM 103 --
apresentando um halo de apenas 10 mm na concentra¢do de 10 mg/poco — j& para a AM 106
apresentou halos na ordem de 14 e 12 mm para a maior e menor concentracdo
respectivamente, enquanto para S. aureus AM 1235 exibiu um halo de 13 mm na
concentragdo de 10 mg/pogo, em contrapartida com o achado no Ext-EtOH-Am, nesse nao
houve a detecgdo de alcaloides em sua composi¢do, ao contrario do encontrado por Li et al.
(2013) onde os mesmos citaram a respeito da (+)-anonaina. Assim como o descrito a respeito
do estudo de Prachi (2010) lancando mao do extrato aquoso de suas folhas, também néo
detectou a presenca de alcaloides no mesmo, atribuiu — como o fizera no extrato metandlico —

a taninos.

Enquanto para as estirpes de Staphylococcus coagulase-negativo o0s resultados
demonstraram-se mais expressivos, sobretudo em relacdo a cepa AM 1198, onde ocorreram
halos de inibicdo de 18 mm para a concentracdo de 10 mg/pogo e 16 para 5 mg/poco,
enquanto a cepa AM 235 exibiu halos de 15 e 12 mm para a maior e menor concentracdo
respectivamente, a estirpe AM 1162 apresentou apenas halo na concentragcdo de 10 mg/poco
(12 mm). Ja para a cepa de Micrococcus luteus AM 1200 o extrato apresentou halos de 15 e
12 mm nas concentracfes de 10 e 5 mg/poc¢o respectivamente, assim como relatado para o
extrato etandlico — para as cepas de Staphylococcus epidermidis (coagulase negativo) e M.
luteus --, sugere-se que a inibicdo do crescimento seja devido a presenca de compostos
fendlicos tais como flavonoides e taninos, tal como relatado por Prachi (2010), detalhado por
Paulo et al. (1992).

Dentre as Gram-negativas, apenas Salmonella typhimurium sorovar choleraesuis AM
1280, Pseudmonas aeruginosa AM 457 e Proteus mirabilis AM 1115, exibiram halos de
inibicdo, porém somente a AM 1280 apresentou halo de inibicao relevante (considerado ativo)
demonstrando um halo de 14 mm (10 mg/poco) e 11 mm (5 mg/pogo), as cepas AM 457 e
AM 1115 apresentaram halos somente na maior concentracdo na ordem respectiva de 10 e 12

mm. Segundo Prachi (2010), as atividades do extrato aquoso frente a bactérias Gram-
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negativas se deu pela presenca de taninos, demonstrando atividade frente a S. typhimurium
(ATCC 23564) e Proteus vulgaris (ATCC 13315). Ao passo de que Vijayameena et al. (2013)
estudaram também a atividade do extrato aquoso e registraram que 0 mesmo demonstrou acao
frente a Gram-negativos tais como P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli,
sendo todas as cepas originadas do Departamento de Microbiologia do Sri Sankara Arts and
Science College, Enathur/india, o extrato apresentou flavonoides, taninos e terpenoides como
constituintes e reportou a auséncia de alcaloides.

A respeito da concentracdo minima inibitéria (CMI), o extrato aquoso de Annona
muricata apresentou pouca atividade frente as cepas Gram-positivas Staphylococcus aureus
AM 106 e AM 1235 (CMI de 1000 pg/mL). Enquanto para as cepas de Staphylococcus
coagulase-negativa AM 235 e AM 1198 apresentaram CMI na ordem de 1000 e 500 pg/mL.
As concentragfes minimas que inibiram o crescimento estiveram entre 250 e 500 pug/mL

respectivamente. Para Micrococcus luteus AM 1200, observou-se CMI de 500 pg/mL.

Apenas uma das cepas Gram-negativas foi testada com o extrato aquoso, Salmonella
typhimurium serovar choleraesuis AM 1280, o qual exibiu uma CMI na ordem de 500 pg/mL.
Até o presente momento ndo foram encontrados estudos mais aprofundados da andlise

antimicrobiana por CMI.



Tabela 9 - Atividade antimicrobiana do Extrato Aquoso de Annona muricata L. frente cepas padrao e de interesse clinico.
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HALOS DE INIBICAO (mm)

CEPA! 10 mg/pogo  DP 5 mg/pogo DP Padroes* DP CMI** DP
Staphylococcus aureus AM 103 10 3,0 -- 0 37 2,0 NT 0
Staphylococcus aureus AM 106 14 1,0 12 2,0 38 50 1000 1,0
Staphylococcus aureus AM 1235 13 2,0 -- 0 39 4,0 1000 1,0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 235 15 4,0 11 2,0 39 1,0 1000 1,0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1162 12 4,0 -- 0 33 2,0 NT 0
Staphylococcus coagulase-negativa AM 1198 18 3,0 16 3,0 29 3,0 500 0
Micrococcus luteus AM 1200 15 2,0 12 2,0 45 0 500 0
Escherichia coli AM 251 -- 0 -- 0 36 1,0 NT 0
Escherichia coli AM 1181 - 0 -- 0 38 1,0 NT 0
Klebsiella pneumoniae AM 342 - 0 -- 0 37 3,0 NT 0
Klebsiella pneumoniae AM 411 - 0 -- 0 32 4,0 NT 0
Salmonella choleraesuis AM 1280 14 1,0 11 1,0 32 3,0 500 0
Salmonella sp. AM 1282 -- 0 -- 0 34 2,0 NT 0
Pseudomonas aeruginosa AM 457 10 1,0 -- 0 -- 0 NT 0
Pseudomonas aeruginosa AM 458 -- 0 -- 0 25 5,0 NT 0
Proteus mirabilis AM 1115 12 0 -- 0 44 1,0 NT 0
Candida albicans AM 1284 -- 0 -- 0 21 0 NT 0
Candida albicans AM 1288 -- 0 -- 0 -- 0 NT 0

1: AM - Colegdo do Laboratério de Analises Microbioldgicas - UFPE; * Padrdes utilizados: Tetraciclina 30 pg (Gram-positivas); Ceftriaxona 30 pg (Gram-negativas);

Cetoconazol (Leveduras); --: Sem halo de inibicdo; **Concentragcdo Minima Inibitdria em pug/mL; DP: Desvio padrdo amostral; NT: Nao testado.



5.3. Estudos de Atividade Citotéxica dos extratos de Annona muricata L.
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Na tabela 10, pode-se observar os dados obtidos com seus respectivos desvios-

padrdo amostrais. Nos resultados € notada uma intensa capacidade de inibicdo do

crescimento celular dos extratos, particularmente quando se trata da linhagem celular

HEp-2, onde todos os extratos apresentaram uma inibicdo em 100% da populacdo de

celulas testadas, assim como o0s antineoplasicos usados como controle. J& a respeito da

linhagem NCI H292, houve uma diversidade tratando-se da inibi¢cdo, onde observamos os

extratos hexanico, etandlico e aquoso apresentando uma porcentagem de inibicdo de

71,90, 72,69 e 73,05 respectivamente; ao passo de que o extrato acetato de etila exibiu

inibicdo de 100% da populacéo celular, este em correspondéncia com o padréo.

Tabela 10 - Resultados da Atividade Citotdxica dos Extratos das Folhas de Annona muricata L.
expressos em porcentagem de inibi¢do da viabilidade celular.

Amostras HEp-2 NCI H292 HL60

% de DP % de DP % de DP
inibicao inibicdo inibicdo

Ext-Hex-Am 100 3,00 71,90 3,65 100 2,15
Ext-AcOEt-Am 100 3,01 100 3,65 102,60 1,43
Ext-EtOH-Am 100 2,70 72,69 1,76 98,83 0,52
Ext-H.0-Am 100 2,25 73,05 1,82 95,62 512
Cisplatina 100 2,37 85,59 2,20 96,04 1,10
Doxorrubicina 100 571 100 5,26 100 0,20

HEp-2: linhagem de células tumorais de laringe; NCI-H292: linhagem de células tumorais de pulméo;
HL-60: linhagem de células tumorais de colon uterino; Ext-Hex-Am: Extrato Hexanico de Annona
muricata L.; Ext- AcOEt: Extrato Acetato de Etila de A. muricata L.; Ext-EtOH-Am: Extrato Etandlico
de A. muricata L.; Ext- H,O-Am: Extrato Aquoso de A. muricata L.; DP: Desvio-padréo.

Todos os extratos apresentaram citotoxicidade para as linhagens testadas. Em
relacdo a linhagem HL60 os extratos apresentaram altas porcentagens de inibicéo,
tendo os extratos elucidando inibicdo de 100, 102,60, 98,83 e 95,62% para 0s extratos
hexanico, acetato de etila, etandlico e aquoso concomitantemente. Os ultimos
correspondendo com a acdo dos padrdes cisplatina e doxorrubicina que demonstraram

inibicdo respectiva de 96,04 e 100% dentro do coeficiente de variagao.

Para a linhagem celular HEp-2, foram relatadas atividades inibitérias com o

extrato metandlico das folhas de A. muricata, exibindo uma concentracdo inibitoria



73

minima (ICso) de 54,92 pg/mL, o mesmo estudo encontrou uma ICso 24,94 pg/mL
frente a linhagem NCI H292 (DE MELO et al., 2010).

Enquanto que outro estudo investigou a atividade citotoxica de extratos hexanio,
acetato de etila e metandlico do pericarpo de A. muricata contra linhagens de células
isoladas de linfoma histocistico (U 937) usando o mesmo método do MTT, demonstrou
que o extrato acetato de etila foi 0 mais ativo até mesmo, sendo ele posteriormente
fracionado encontrando em seguida trés acetogeninas: annonacina, annonacina A e
annonamuricina, tendo a acdo antiproliferativa atribuida as moléculas isoladas
(JARAMILLO et al., 2000).

Paul et al. (2013) encontraram uma inibicdo do crescimento das linhagem celular
HelLa (cancer cervical) na ordem de 80% quando testado o extrato metandlico das folhas, e
obteve uma ICsp de 50,74 pug/mL ao passo de que apresentou 67,73 pg/mL para a linhagem
PC3 (céner prostéatico), foi feito um estudo de docking destacando o potencial citotoxico da
anonamina, outra acetogenina anonacea. Enquanto que numa investigacdo conduzida por
Sun et al. (2014) utilizando fracdes aquosa/acetdnica do fruto pulverizado de A. muricata,
chegaram ao isolamento de trés novas acetogeninas: muricina J, K e L. Estas moléculas

apresentaram acdo inibitdria frente a linhagem PC3.

Foi-se demonstrado também que os extratos etandlico e aquoso das folhas de
Annona muricata L. agiram contra células de carcinoma de ascite Ehrlich (EACC) e
linhagens de células esplénicas normais, tendo sido o extrato etandlico avaliado
isoladamente contra linhagens de células de adenocarcinoma pleural (SKBR3) e céancer
mamario (MDA), contudo o extrato etandlico foi o Unico que mostrou alguma agdo
(GAVAMUKULYA et al., 2014). Entretanto em outra investigacdo, esta realizada em
Gana, encontrou acdo inibitoria do extrato aquoso frente a células de linhagem prostatica
(BPH-1), esta acdo foi atribuida ao upregulation do gene Bax e downregulation do gene
Bcl-2, sugerindo um mecanismo de ac¢ao apoptético do extrato.

Em Taiwan foi relatado além do upregulation do gene Bax, também para proteina
p53, sendo que este Ultimo atribui tais acdes a (-)-annonaina (ASARE et al., 2014; Ll et al.,
2013). Li et al. (2013) ao estudar a acdo do alcaloide (-)-anonaina, encontraram atividade
frente a linhagens tais como HelLa, HepG2 e H1299, sugerindo através de pesquisa
bibliogréafica que além dos efeitos frente aos genes Bax, Bcl-2 e a proteina p53, houve

também a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), todos esses mecanismos
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convergindo para a indugdo da morte celular.

Torres et al. (2013) desmonstraram que as capsulas de suplemento contendo folhas e
caule pulverizados de A. muricata apresentaram 1Cso de 200 e 73 pg/mL para as linhagens
pancredticas FG/COLO357 e CD18/HPAF respectivamente. Enquanto Ko et al. (2011)
ponderou a atividade da annonacina frente a linhagem MCF-7 (adenocarcinoma celular
humano) ERa-positiva, possuindo esta molécula propriedade de agir no ciclo celular,
sobretudo na fase Go/G1, quando associada ao 4-hidroxitamoxifeno houve uma reducdo da

expressao da proteina ERa.

Além das propriedades citotoxicas citadas, o trabalho de Owolabi et al. (2013)
demonstrou que os 6leos essenciais das folhas de A. muricata exibiu acdo citotdxica frente a
células de linhagem MCF-7, com inibicéo celular de 99,2% + 0,1% com uma concentracao
de 100 pg/mL, o grupo de pesquisa conferiu tal atividade aos componentes majoritarios do
6leo: (E)-cariofileno, eugenol e 3-cadineno.

George et al. (2012) relataram atividade citotoxica do extrato n-butanolico das
folhas frente a linhagens MDA-MB-435S (carcinoma mamario humano) e HaCaT (célula
queratindide imortalizada humana), os quais atribuiram tal acdo a flavonadis, polifenois e
flavonas. Gavamukulya et al. (2014) apesar de terem encontrado diversos metabolitos
secundarios tais como alcaloides, esterdis, flavonoides, terpenoides, cumarinas,
antraquinonas, lactonas e saponinas, tanto no extrato etandlico como no aquoso, a atividade
citotoxica foi atribuida a outra classe de compostos, as acetogeninas anonaceas, sendo esta

classe ndo detectavel por métodos de screening fitoquimicos convencionais.

A respeito das acetogeninas, hd uma grande predominancia destas em varias partes
de plantas da familia Annonaceae, tal como com A. muricata, Gajalakshmi et al. (2012)
listaram que algumas destas substancias estdo presentes nas sementes, raizes e folhas.
Nestas ultimas foram isoladas a partir dos extratos etandlicos a muricoreacina,
annohexocina e muricohexocina C. O mesmo estudo identificou outras acetogeninas
isoladas de extratos alcoolicos (etanol e metanol) das sementes (annomuricatocina B e C,
annonacina A, annomuricatocina A e clonhexocina). A partir do extrato metanélico das
raizes também foram encontradas 6 acetogeninas, dentre elas as cohibinas A e B
(GAJALAKSHMI; VIJAYALAKSHMI; DEVI RAJESWARI, 2012; GLEYE et al., 1997,
1998).

As acetogeninas também foram avaliadas ap6s seu isolamento de extratos de A.
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muricata utilizando como solventes hexano, etanol e metanol, dentre vérias acetogeninas, a
annonacina apresentou uma intensa atividade citotdxica, sobretudo na fase de mitose
durante o ciclo celular (RUPPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990). Enquanto Kojima &
Tanaka (2009) avaliando a sintese e variacdes estruturais de acetogeninas, dentre elas a
corossolona e a solamina, encontraram uma inibicdo de crescimento em 100% das células
nas concentracdes de 68 e 24 pg/mL para HL-60 e 31 e 59 pg/mL para K562 (leucemia
mieloide humana) respectivamente, correspondendo também ao encontrado por Liaw et al.
(2002). A medida de que a partir dos extratos hexanico, acetato de etila, etandlico e
metanolico das folhas foi isolada a Annomuricina E, a qual demonstrou ICsg 1,62 pg/mL
para a linhagem HT-29, bem como evidenciaram a acdo sobre o ciclo Gi e sua atuagéo
como indutora da acdo das caspases 3,7 e 9 gerando um mecanismo de apoptose
(ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014, 2015).

Os estudos reforcam a universalidade da distribuicdo das acetogeninas em
diferentes solventes extrativos, aléem de que foi feita uma anélise comparativa da
citotoxicidade de 10 diferentes acetogeninas anonaceas através do painel NCI-60 (NCI,
1955), demonstrando uma similaridade nos valores de ICso para cada uma (FANG et al.,
1993), podendo assim ser justificado os valores proximos dos resultados obtidos neste

trabalho.

5.4. Resultados da Avaliacdo da Atividade Anti-Inflamatdria dos extratos de Annona
muricata L.

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria dos extratos de A. muricata L. foi
realizada a fim de mensurar sua capacidade de inibicdo da sintese de NO por macrofagos
induzidos por LPS. Os resultados estéo descritos nas Figura 2, 3, 4 e 5, onde foram testadas
concentragdes de 12,5, 25, 50 e 100
pg/mL para cada extrato (hexanico, acetato de etila, etandlico e aquoso), todos os extratos
avaliados em todas suas respectivas concentragdes ndo apresentaram efeitos citotoxicos
frente aos macrofagos. Estes resultados apresentaram significancia estatistica (p < 0,0001)

para todos os extratos.



Figura 5 - Efeito do extrato Ext-Hex-Am sobre os niveis de 6xido nitrico no exsudato inflamatério.
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Valores expressos em média = DP (n = 3), *** p < 0,0001 v.s controle. ANOVA, teste de Bonferroni.

Figura 6 - Efeito do extrato Ext-AcOEt-Am sobre 0s niveis de 6xido nitrico no exsudato inflamatério.
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Valores expressos em média + DP (n = 3), *** p < 0,0001 v.s controle. ANOVA, teste de Bonferroni.
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Figura 7 - Efeito do extrato Ext-EtOH-Am sobre os niveis de dxido nitrico no exsudato inflamatério.
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Valores expressos em média = DP (n = 3), *** p < 0,0001 v.s controle. ANOVA, teste de Bonferroni.

Figura 8 - Efeito do extrato Ext-H,O-Am sobre os niveis de 6xido nitrico no exsudato inflamatdrio.
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Valores expressos em média + DP (n = 3), *** p < 0,0001 v.s controle. ANOVA, teste de Bonferroni.
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O NO é um importante agente mediador da resposta inflamatoria, tanto nas fases
aguda quanto na crénica, agindo como um potente vasodilatador. Usualmente seu
envolvimento se relaciona com a capacidade de aumentar a permeabilidade dos vasos
sanguineos possibilitando a formacdo de edemas justamente devido a alteracdo da
circulacdo sanguinea local, estimulando também a atividade da COX, e levando a uma
exarcebada producdo de prostaglandinas (SALVEMINI et al., 1993).

Normalmente se aceita que a lesdo tecidual ocorrida em processos inflamatérios é
atribuida a infiltracdo de neutréfilos e macrofagos, posteriormente pela producdo e
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, tais como os produtos da via do acido
araquidoénico, ROS e enzimas. Por conseguinte, varios farmacos anti-inflamatorios tém
como mecanismo de acdo a inibicdo da funcdo de macrofagos e neutrofilos (SALVEMINI
et al., 1996). Nos resultados nota-se que houve uma inibicdo significativa da producédo de
NO em todos os extratos avaliados, os quais reduziram sua producdo a niveis basais nas
concentracbes de 12,5, 25 e 50 pg/mL. Os macrofagos presentes em processos
inflamatdrios expressam invariavelmente a isoforma indutivel de 6Oxido nitrico sintase
(iINOS) a qual gera uma maior producéo de NO, que desempenha um papel bastante diverso
na inflamacao que atuas desde um aumento da permeabilidade vascular até a formacéao de
edema de tecido citotoxico (MONCADA et al., 1991). Neste trabalho, os extratos de A.
muricata inibiram significativamente a producdo de NO, entretanto ndo foi visualizado

efeito dose dependéncia em Ext-EtOH-Am e Ext- H,O-Am na producéo de NO.

Enquanto um estudo realizado por Quilez et al. (2015) evidenciou uma inibicao
dose- dependente da producdo de NO do decocto das folhas de A. Muricata L. nas
concentragdes de 100, 200 e 500 pg/mL. Entretanto, no estudo realizado por Nunes et al.
(2011) o extrato aquoso dos frutos de A. muricata L.demonstrou uma inibicdo minima da
producdo de NO numa concentracdo de 500 pug/mL, sugerindo que em altas concentragoes,
0 extrato possa induzir sua producdo em contrapartida a menores concentragdes. Segundo
0s autores, 0 mecanismo pelo qual os extratos inibem o NO aparenta estar envolvido na

reducdo da indugéo da iNOS.

Os extratos Ext-AcOEt-Am, Ext-EtOH-Am e Ext-H,O-Am exibiram a presenca de
flavonoides, enquanto 0 Ext-Hex-Am apresentou menos bandas destes compostos, porém
com abundéncia de terpenoides. Por conseguinte sugere-se que a atividade inibidora da

formacdo de NO ocorra por agdo sinérgica entre diversos compostos, sobretudo
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flavonoides, taninos e terpenoides.

Certos derivados de flavonoides demonstram atividade anti-inflamatoria in vitro e in
vivo. Foi revelado que algumas flavonas e flavonois demonstraram atividade inibitdria
sobre a producdo de iNOS, por meio de supressdo de sua inducdo. Entre os derivados
citados, incluindo compostos prenilados como morusina, kuwanona C, e D e biflavonoides
tais como bilobetina e ginkgetina inibiram a producdo de NO a partir de células RAW
induzidas por LPS em concentragdes > 10 uM. A inibi¢do da produgdo de éxido nitrico foi
mediada através supressdo da enzima iNOS, mas ndo por inibigcdo direta da atividade da
enzima iNOS. Uma vez que o NO produzido pela iNOS desempenha um papel importante
em doencas inflamatorias, a inibicdo da producdo de NO por estes flavonoides contribuem,

ao menos parcialmente, para o seu potencial anti-inflamatério (CHEON et al., 2000).

Enquanto que a inibicdo de iINOS por taninos foi descrita, em parte, devido a sua
interferéncia na sua ativagio pela calmodulina. E improvavel que o tanino deslocaria a
calmodulina a partir do seu dominio de ligacdo, sobretudo da iNOS. Mas pode evitar que a
mudanca de conformacdo que ocorre durante a interacdo de calmodulina com as varias
isoformas de NOS (CHIESI; SCHWALLER, 1995).

Alguns autores relataram a acdo anti-inflamatoria também de terpenoides, tais como
o celastrol, o qual reduziu a poducdo de citocinas pré-inflamatdrias como TNFa e IL-1p em
macrofagos humanos. Tal substancia ndao teve nenhum efeito sobre a producdo de NO na
auséncia de IFN-y e estimulacdo com LPS, porém inibiu fortemente quando induzido por
estas citocinas (ALLISON et al., 2001). Também foi registrado que lactonas
sesquiterpénicas, estruturalmente diferentes, as quais possuam um grupamento a-metileno-
g-lactona e um grupo carbonila conjugado, reduzem a producdo das citocinas citadas,

incluindo 1L-6 no exsudato peritoneal de modelos murinos (KOCH et al., 2001).
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6. CONCLUSAO

v Do ponto de vista fitoquimico, A. muricata exibiu neste trabalho uma presenca de
diversas classes de metabolitos importantes tais como taninos, flavonoides,
cumarinas, triterpenos e esterois, mono e sesquiterpenos, sobretudo de alcaloides os
quais estdo envolvidos com uma grande variedade de propriedades biol

ogicas;

v" Nos ensaios de atividade antimicrobiana, os extratos apresentaram uma moderada
atividade frente a diversas cepas testadas, sejam isolados clinicos ou cepas padréo.
Tais agOes foram atribuidas a uma variedade de compostos como flavonoides,
taninos e alcaloides, estes presentes em certa abundancia. Porém as propriedades
ndo foi densamente explorada, particularmente em estudos envolvendo CMI e com

mais cepas de origem de isolados clinicos;

v" Ao observar os resultados dos ensaios farmacol6gicos, A. muricata apresentou
atividades citotdxicas e anti-inflamatorias, inibindo o crescimento celular em todas
as linhagens avaliadas, bem como reduziu a niveis basais a producdo do éxido
nitrico — um importante mediador da resposta inflamatéria —, sem apresentar
citotoxidade aos macrdfagos, em todos os extratos testados, demonstrando assim

um excelente potencial farmacoldgico e terapéutico;

v/ A. muricata é uma valiosa alternativa para a busca de novos agentes terapéuticos
para diversas enfermidades e como fonte de moléculas de grande interesse
cientifico. Sendo os resultados encontrados corroboraram com o seu uso tradicional,
reforcando mais ainda sua comprovacéo cientifica a respeito de suas propriedades,

possibilitando assim maiores estudos para a sua viabilidade terapéutica.



6.1. Perspectivas

e Dosear os metabolitos dos respectivos extratos e obter suas fracdes, sobretudo os

mais ativos para chegar ao isolamento de compostos;

e Realizar ensaios de atividade antimicrobiana com mais cepas oriundas de isolados

clinicos, especialmente Staphylococcus aureus MRSA multirresistentes;

e Efetuar novos ensaios antifungicos utilizando outras espécies de Candida;

e Prosseguir com novos estudos de atividade anti-inflamatéria, como por exemplo,

estudos de liberacdo de citocinas e ensaios in vivo.
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