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Resumo

O consumo de plantas medicinais tem apresentado um crescimento consideravel em diversos paises. Annona
sylvatica, conhecida vulgarmente como araticum-do-mato, é uma frutifera empregada na medicina popular para
baixar a pressao arterial. O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante
de extrato e fracGes de folhas de A. sylvatica. O extrato em etanol foi obtido por maceracdo e submetido a particéo
liquido-liquido para obtencdo das fracbes em hexano, cloroférmio e acetato de etila. As principais classes de
metabolitos secundarios foram detectadas por prospeccédo fitoquimica, o teor de fendis totais (FT) e a atividade
antioxidante foram quantificados pelos testes de Folin-Dennis e ensaio da atividade sequestradora do radical DPPH,
respectivamente. Através do coeficiente de Pearson, os teores de fenois totais foram correlacionados com os valores
de CEso observados no ensaio do DPPH. A prospecgdo fitoquimica detectou a presenca de flavonoides, saponinas,
alcaloides e triterpenos/esteroides. A fracdo ACOET apresentou o maior teor de fendis totais e maior atividade no
ensaio do DPPH, com os valores de 84,0+4,4 mg EAG. gt e CE50 9,28 pg. mL™, respectivamente. Observou-se uma
forte correlagdo negativa entre o teor de FT e os valores de CEso, sugerindo que parte da atividade antioxidante
observada esté relacionada ao teor de FT. Os resultados sugerem que a araticum-do-mato é uma importante fonte de
antioxidantes naturais.
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Abstract

The consumption of medicinal plants has shown considerable growth in several countries. Annona sylvatica,
commonly known as araticum-do-mato, is a fruit used in folk medicine to lower blood pressure. The objective of this
work was to investigate the phytochemical profile and evaluate the antioxidant activity of A. sylvatica leaf extracts
and fractions. The ethanol extract was obtained by maceration and submitted to liquid-liquid partition to obtain
fractions in hexane, chloroform and ethyl acetate. The main classes of secondary metabolites were detected by
phytochemical screening, the content of total phenols (TF) and the antioxidant activity were quantified by the Folin-
Dennis tests and the DPPH radical scavenging activity assay, respectively. Using the Pearson coefficient, the total
phenol contents were correlated with the ECso values observed in the DPPH assay. Phytochemical screening detected
the presence of flavonoids, saponins, alkaloids and triterpenes/steroids. The AcOET fraction showed the highest
content of total phenols and the highest activity in the DPPH assay, with values of 84.0+4.4 mg GAE. g and ECs
9.28 pg. mL™?, respectively. There was a strong negative correlation between TF content and ECsp values, suggesting
that part of the antioxidant activity observed is related to TF content. The results suggest that araticum-do-mato is an
important source of natural antioxidants.
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Resumen

El consumo de plantas medicinales ha mostrado un crecimiento considerable en varios paises. Annona sylvatica,
comunmente conocida como araticum-do-mato, es una fruta que se usa en la medicina popular para reducir la presion
arterial. El objetivo de este trabajo fue investigar el perfil fitoquimico y evaluar la actividad antioxidante de extractos
y fracciones de hojas de A. sylvatica. El extracto etandlico se obtuvo por maceracion y se sometié a reparto liquido-
liquido para obtener fracciones en hexano, cloroformo y acetato de etilo. Las principales clases de metabolitos
secundarios se detectaron mediante cribado fitoquimico, el contenido de fenoles totales (TF) y la actividad
antioxidante se cuantificaron mediante las pruebas de Folin-Dennis y el ensayo de actividad captadora de radicales
DPPH, respectivamente. Usando el coeficiente de Pearson, el contenido total de fenol se correlaciond con los valores
de CEsp observados en el ensayo DPPH. El cribado fitoquimico detectd la presencia de flavonoides, saponinas,
alcaloides y triterpenos/esteroides. La fraccion AcCOET mostré el mayor contenido de fenoles totales y la mayor
actividad en el ensayo DPPH, con valores de 84,0 + 4,4 mg EAG. gy ECs 9,28 pug. mL™, respectivamente. Se
observo una fuerte correlacion negativa entre el contenido de TF y los valores de CEsy, lo que sugiere que parte de la
actividad antioxidante observada esta relacionada con el contenido de TF. Los resultados sugieren que araticum-do-
mato es una fuente importante de antioxidantes naturales.

Palabras clave: Araticum-do-mato; Fitoquimica; Flavonoides; DPPH; Antioxidantes.

1. Introducéo

O uso dos produtos naturais iniciou-se ha milhares de anos por populacdes de varios paises com o intuito de tratar
diversas patologias. Sendo empregados pela populagio como forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos
(Chen et al., 2016). Plantas e fungos forneceram e/ou inspiraram produtos farmacéuticos essenciais para o tratamento de
diversas doencas, como o cancer, as doengas cardiacas, a deméncia, a malaria, dentre outras (Howes et al., 2020). Na area de
tratamento do cancer, por exemplo, entre as 185 moléculas de baixo peso molecular introduzidos no mercado mundial no
periodo de 1981-2019, 64,9 % sdo substancias derivadas ou inspiradas em produtos naturais (Newman e Cragg, 2020).

A familia Annonaceae é representada no Brasil por cerca de 386 espécies, sendo 158 endémicas, predominantes na
regido Amazonica (Lobo et al., 2012). O género Annona compreende cerca de 119 espécies, distribuidas na América e Africa
tropicais (Pinto et al., 2005). Espécies deste género sdo conhecidas pela producédo de frutos comestiveis e por suas propriedades
medicinais, sendo utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas doencas, como antiparasitario, inflamagdes,
diabetes e cancer (Mishra et al., 2013; Quilez et al., 2018; Leite et al., 2020). O seu uso medicinal motivou a realizacdo de
varios estudos farmacoldgicos com extratos, fracfes e substancias isoladas destas espécies, sendo verificadas suas propriedades
antitumorais, anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitarias, citotéxicas, dentre outras. Quimicamente,
espécies de Annona sdo caracterizadas pela biossintese de acetogeninas, alcaloides, flavonoides, triterpenos, esteroides e dleos
essenciais (Quilez et al., 2018; Leite et al., 2020).

Annona sylvatica, sinonimia Rollinia sylvatica, conhecida vulgarmente como coresma e araticum-do-mato, produz
frutos comestiveis e é empregada na medicina popular para baixar a pressdo arterial (Vendruscolo e Mentz, 2006). Estudos
farmacoldgicos com extratos de diferentes partes desta planta indicaram atividades anti-inflamatéria, anticancerigena,
antimicrobiana, antioxidante e inseticida (Formagio et al., 2013; Araujo et al., 2014; Benites et al., 2015; Gongalves et al.,
2015). O oleo essencial de folhas mostrou-se rico em sesquiterpenos (Formagio et al., 2013), na polpa dos frutos e sementes
detectaram-se fendis, flavonoides e vitamina C (Benites et al., 2015) e o estudo fitoquimico da fragdo em acetato de etila de
folhas conduziu a identificacdo da quercetina, luteolina e almunequina (Aradjo et al., 2014). Apesar do seu uso alimenticio e
medicinal, poucos relatos de estudos quimico-farmacoldgicos foram descritos para a espécie. Desta forma, o presente trabalho
propde realizar a prospeccdo fitoquimica, quantificar o teor de fendis totais e avaliar a atividade antioxidante de extratos e

fracOes de folhas de A. sylvatica coletadas no estado do Tocantins.
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2. Metodologia
2.1 Materiais e procedimentos gerais

Acido ascorbico, acido galico, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), reagente de Folin-Denis e carbonato de sodio
foram adquiridos pela Merck e Vetec. Solventes P.A. foram adquiridos pela Quimex e Nox Chemicals. Extratos e fragcdes
foram concentrados em evaporador rotativo Fisatom 802. Andlises fotométricas foram registradas em espectrofotdmetro UV-
VIS T60 PG instruments.

2.2 Coleta do material vegetal e preparacao de extratos

Folhas de A. sylvatica foram coletados no campus da Universidade Federal do Tocantins, Gurupi -TO. Uma exsicata
foi depositada no Herbario do Reconcavo da Bahia HURB - UFRB (nimero 26018). Folhas secas (300,0 g) foram triturados
em liquidificador e submetidos a maceracdo exaustiva em EtOH em condi¢cdes ambiente. O material extraido foi filtrado e
concentrado em rotaevaporador, fornecendo o extrato bruto em EtOH (c6digo ASE). Parte do extrato ASE (10,0 g) foi
dissolvido em uma solu¢do de MeOH:H,0 (3:7) e submetido a particdo liquido-liquido em funil de separacdo empregando-se
solventes em polaridades crescentes, sendo obtidas as fracbes em hexano (4,45 g, codigo ASH), cloroférmio (2,90 g, cédigo
ASC) e acetato de etila (1,65 g, cddigo ASAE).

2.3 Prospeccdo fitoquimica

O extrato e as frages organicas de folhas de A. sylvatica foram submetidos & triagem fitoquimica preliminar visando
verificar qualitativamente a presenca dos principais grupos quimicos naturais. As analises foram realizadas de acordo com
Matos (1997), observou-se a formagdo de espuma, reagdes colorimétricas e/ou de precipitacdo para determinar a auséncia e/ou
presenca das substancias. As classes de metabdlitos secundarios investigadas foram: taninos (precipitagdo de proteinas, teste da
gelatina), saponinas (formacgdo de espuma), triterpenos/esteroides (reacdo de Liebermann-Burchard), alcaloides (reagdo de
Dragendorff), antocianinas, antocianidinas, flavonoides, chalconas e xantonas (coloragdo das amostras em pH 3, 8 e 11),
leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas (aquecimento e coloragdo das amostras em pH 3 e 11). As andlises fitoquimicas
foram realizadas em trés repeticBes e os resultados, mudanca de coloragdo, formagdo de espuma e/ou precipitados, foram

comparados com o controle (somente extrato e/ou frag&o).

2.4 Teor de fendis totais

O teor de fendis totais (FT) foi determinado pelo método de Folin-Dennis (Singleton et al., 1999), com modificagdes.
A 2,5 mL do reagente de Folin-Dennis adicionou-se uma aliquota de 0,5 mL de solugdo de extrato e/ou fragdes (1,0 mg. mL™?)
e ap0s 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de solucdo aquosa de Na,CO3 14%. Apos duas horas, as absorbancias foram lidas a 760
nm em um espectrofotdmetro UV-VIS. Os ensaios foram realizados em trés repeticfes. O teor de FT foi quantificado a partir
de uma curva de calibracdo construida com o padrdo acido gélico (0 — 0,022 mg. mL™). Os resultados foram expressos como

miligramas de equivalente ao &cido galico por grama de extrato (mg EAG. g™2).

2.5 Atividade sequestradora do radical livre DPPH
O ensaio do DPPH foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Sousa et al. (2007), com modificagdes.
Adicionou-se uma aliquota de 2,7 mL de solucdo de DPPH (40 pg. mL™) a 0,3 mL de diferentes concentracdes de extratos

e/ou fragdes (1 a 200 pg. mL™) e do padréo &cido ascorbico (1 a 10 pg. mL™?). Apds 30 minutos, as absorbancias foram lidas a
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517 nm em um espectrofotdmetro UV-VIS. Utilizou-se uma mistura de DPPH (2,7 mL) e metanol (0,3 mL) como controle
negativo. A atividade sequestradora (% AS) foi determinada pela equacéo 1:

% AS= 100 X (Acontrole — Aamostra)/ Acontrole )

Onde Aamostra € @ absorbancia do radical na presenga do extrato e Acontrole € @ absorbancia do controle negativo. As
analises foram efetuadas em trés repeticGes A eficiéncia antirradicalar foi determinada por regressdo linear no intervalo de
confianca de 95% (p< 0,05). Os resultados foram descritos em CEso, que corresponde a concentracdo da amostra necessaria

para capturar 50% dos radicais livres de DPPH.

2.6 Analises estatisticas

As analises foram realizadas em trés repeticGes, com os valores expressos em médiatdesvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey. A correlacdo entre o teor de FT e os valores de CEsp foi avaliada de acordo com a abordagem
classica para distribuicdo de Pearson com a utilizagdo dos seguintes critérios: | r | <0,3 (correlagdo fraca), 0,3< | r | <0,6

(correlagdo moderada) e | T | >0,6 (correlagdo forte). As analises estatisticas foram feitas no programa GraphPad 5.0 DEMO.

3. Resultados e Discussao
3.1 Prospeccdo fitoquimica

O uso de plantas medicinais estd presente na terapéutica popular mundial. A utilizacdo de métodos qualitativos de
baixo custo como a prospec¢do fitoquimica é importante como screening inicial na triagem de espécies de importancia
farmacoldgica e/ou toxicolégica, especialmente aquelas oriundas de biomas de expresso interesse para preservacdo da
biodiversidade como o Cerrado (Matos, 1997; Bessa et al., 2013). Os dados da triagem fitoquimica de extrato e fracGes

organicas de folhas de A. sylvatica estdo descritos na Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica de extrato e fragBes de folhas de A. sylvatica.

Classes de metabélitos secundarios ASE ASH ASC ASAE
Esteroides e triterpenos + + + -
Saponinas + - - -

Alcaloides + - - +

Taninos - - - -

Antocianinas e antocianidinas - - - -
Flavonas, flavondis e xantonas + - + -
Chalconas e auronas - - - -
Flavanonois - - + +
Leucoantocianidinas - - - -
Catequinas - - - -

Flavanonas - - - +

(+) Detectado; (-) N&o detectado. Fonte: Autores (2021).
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Figura 1. Ensaios de prospeccéo fitoquimica de extrato e fragdes de folhas de A. sylvatica.

Fonte: Autores (2017).

A triagem fitoquimica mostrou a eficiéncia do fracionamento do extrato ASE de folhas de A. sylvatica por particéo
com solventes de polaridades crescentes (Tabela 01). De acordo com Simdes et al. (2016), a realizacdo de caracterizacdo dos
grupos de substancias vegetais diretamente no extrato bruto pode eventualmente mascarar o resultado, 0os ensaios com as
fragOes organicas possibilitam reacdes mais nitidas. O etanol possibilita a extracdo da maioria das substancias de interesse para
a andlise fitoquimica, inclusive os heterosideos. O acetato de etila é eficiente na extracdo de flavonoides e cumarinas, 0
cloroférmio em antraquinonas, alcaloides e glicosideos cardiotonicos, ja o hexano na extragdo de lipideos, ceras, pigmentos e
furanocumarinas (Simdes et al., 2016).

Os alcaloides foram detectados no extrato em EtOH e na fracdo em acetato de etila de folhas de A. sylvatica. Os
alcaloides formam sais duplos com metais, como o ouro, a platina e o mercdrio. Usualmente, esses sais séo obtidos na forma
de complexos insollveis usados na caracterizacdo desta classe de metabdlitos (Simdes et al., 2016). Espécies de Annona sdo
conhecidas pela biossintese de alcaloides (Quilez et al., 2018). Varias atividades farmacoldgicas sdo atribuidas aos alcaloides,
como antimicrobiana e anti-inflamatéria (Carvalho Junior et al., 2019).

Os flavonoides foram detectados no extrato em EtOH e nas fragdes em cloroférmio e acetato de etila de folhas de A.
sylvatica. Os flavonoides sdo sensiveis a mudancas de pH do meio, sendo suscetiveis a hidrolise 4cida e basica. A
identificacdo dos diferentes nucleos flavénicos foi realizada com base nas diferencas de solubilidade e nas reagdes de
coloracdo (Marco e Poppi, 2008; Paz et al., 2014). A andlise de fragdes de folhas de A. sylvatica por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) conduziu a identificacdo dos flavonoides quercetina, luteolina e almunequina
(Aradjo et al., 2014), corroborando com os resultados observados neste estudo. Os flavonoides sdo uma importante classe de
substancias bioativas, varios estudos in vivo e in vitro comprovam seu potencial antioxidante, antitumoral, antinociceptivo,
anti-inflamatério, dentre outros (Ferreira et al., 2016).

As saponinas foram detectadas no extrato em EtOH de folhas de A. sylvatica a partir da formagdo de espuma
persistente, o efeito espumante é devido as suas propriedades emulsificantes e da diminui¢do da tensdo superficial do liquido
(Azevedo et al., 2014). As saponinas foram identificadas na prospeccéo fitoquimica de extratos de folhas de outras espécies de
Annona, como A. reticulata (Babu e Lawrence, 2014), A. squamosa (Neethu Simon et al., 2016) e A. senegalensis (ljaiya et al.,
2014).
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Triterpenos e esteroides foram identificados no extrato em EtOH e nas fracbes em hexano e cloroférmio. Neste
ensaio, ocorrem reagdes de desidratacdo e oxidagcdo do sistema de anéis formando o esteroide e/ou triterpeno aromatico
responsavel pela coloracdo esverdeada observada no ensaio positivo (Paz et al., 2014). Os triterpenos e esteroides sao
conhecidos por suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antitumorais (Vechia et al., 2009). Este é o primeiro
estudo a relatar a prospeccdo fitoquimica de extratos de folhas de A. sylvatica, a presenca destes grupos de metabodlitos
secundarios pode contribuir para as propriedades medicinais atribuidas a esta espécie e estdo de acordo com o perfil quimico

descritos para espécies deste género (Quilez et al., 2018).

3.2 Teor de fendis totais e atividade antioxidante

O excesso de radicais livres esta associado a diversas doencas, como o cancer, doencas cardiovasculares, doengas
neuroldgicas, dentre outras. Dietas ricas em frutas e vegetais, com compostos antioxidantes, geralmente estdo relacionadas a
uma menor incidéncia de doengas relacionadas ao estresse oxidativo. Flavonoides e compostos fendlicos em geral sdo
poderosos antioxidantes, capazes de captar radicais livres prevenindo ou atenuando suas acdes deletérias no organismo
(Martins et al., 2018; Vetrania et al., 2020). O ensaio da atividade sequestradora do radical DPPH consiste em um método
simples, rapido e reprodutivel para analisar a atividade antioxidante de extratos vegetais e substancias naturais (Alves et al.,
2010). O teor de fenais totais do extrato e fracfes de folhas de A. sylvatica quantificados pela metodologia de Folin-Dennis e

atividade sequestradora do radical DPPH estéo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Teor de fendis totais e atividade antioxidante de extrato e fragdes de folhas de A. sylvatica.

Extrato, fracdes, padréo Teor de fenois totais DPPH
(mg EAG. g?) (CEso pug. mL™1)
ASE 22,7415 74,48+0,6
ASH 13,23+1,6 68,29+4,5
ASC 8,19+0,5 64,88+1,9
ASAE 84,0144 9,28+0,1
Acido ascorbico 2,01+0,1

Fonte: Autores (2017).

A fracdo em AcOEt de folhas de A. sylvatica mostrou o maior teor de FT (84,0+4,4 mg EAG. g'!) em comparagéo as
demais amostras analisadas (p<0,05). O teor de FT para os extratos hidrometandlicos da polpa dos frutos e das sementes de A.
sylvatica foram quantificados como 13,64+2,18 e 58,10+1,45 mg EAG. g de extrato, respectivamente (Benites et al., 2015).
Extratos em MeOH e em EtOH das folhas de A. squamosa apresentaram teores de FT de 117,2 e 112, 9 mg EAG. g*,
respectivamente (lbrahim et al., 2020). O extrato etandlico e as fragdes hexanica e CHCIs das folhas de A. vepretorum
apresentaram teor de FT de 76,60+5,57, 31,27+1,53 e 38,93+1,53 mg EAG. g, respectivamente (Almeida et al., 2014). Ja os
extratos em hexano e metanol das folhas do hibrido atemoia (A. cherimola Mill x A. squamosa L.) apresentaram os teores de
74,47+7,50 e 75+2,64 mg EAG. g, respectivamente (Rabélo et al., 2014). Estes resultados sugerem que a quantificacdo do
teor de FT pode variar dentro de uma mesma espécie dependendo do drgao analisado e também esta relacionada a polaridade
do solvente extrator. Considerando os resultados descritos observamos que os extratos de folhas de A. sylvatica apresentaram
um moderado teor de FT em comparacdo a outras espécies do género Annona.

O extrato e fracBes de folhas de A. sylvatica apresentaram atividade sequestradora de radical livre com CEsg variando

de 9,28+0,1 a 74,48+0,6 pug. mL* (Figura 2). A fracdo em AcOEt apresentou a maior atividade antioxidante dentre as amostras
6
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analisadas (CEso= 9,28+0,1 ug. mLY), entretanto foi menos ativa que o padrdo acido ascorbico (Teste de Tukey, p<0,05). O
Coeficiente de correlagéo de Pearson r=-0,954 indicou uma forte correlacdo negativa entre o teor de fendis totais e os valores
de CEso, indicando que quanto maior o teor de fenois totais maior a atividade sequestradora do radical DPPH das amostras
testadas. Esta andlise sugere que a atividade antioxidante esta relacionada ao teor de fendis presentes no extrato e fragdes de
folhas de A. sylvatica. Extratos de folhas de outras espécies do género Annona (ex. A. squamosa, A. vepretorum e A.
cherimola x A. squamosa) exibiram atividade antioxidante no ensaio com DPPH com valores de CEso variando entre 13,61 e
98,87 mg. mL™* (Almeida et al., 2014; Rabélo et al., 2014; Ibrahim et al., 2020).

Figura 2. Percentagem de atividade sequestradora do DPPH em relagdo a concentragdo em pg. mL™ das amostras de extratos e

fracOes de folhas de A. sylvatica.

Canam DFFN Jowws AN Lnnnie DPPH Feagte ASH)

Tnssie DPPH Fraghe ASC) . Ensale DUPH Grasts ARAL

Fonte: Autores (2021).

4. Concluséo

Este é o primeiro estudo fitoquimico de folhas de A. sylvatica que resultou na identificagdo de flavonoides, alcaloides,
saponinas, triterpenos e esteroides. Adicionalmente, relatamos o elevado teor de fendis totais e a promissora atividade
sequestradora de radicais livres no ensaio do DPPH de extrato e fracfes de folhas desta espécie. Estes dados justificam em
parte as propriedades medicinais atribuidas a espécie, bem como, a importancia desta frutifera como fonte de substancias
naturais capazes de captar radicais livres e atenuar seus efeitos deletérios no organismo. Os autores sugerem estudos
fitoquimicos adicionais visando a identificagdo e/ou isolamento dos principios ativos que possam estar relacionados a atividade

antioxidante observada.
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