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RESUMO

O araticum (Annona crassiflora) € uma espécie nativa do Cerrado, usada pela populagdo na culinéria e na medicina popular, no
tratamento de infecces e diarréia. Espécies do género Annona apresentam atividades bioldgicas diversas, incluindo acdo anticancerigena,
atribuida principalmente aos alcaloides aporfinicos. Neste estudo, as cascas do fruto foram secas, trituradas e submetidas & extragdo com
etanol por maceragdo. Em seguida, o extrato etandlico (EE) foi submetido a extragdo liquido-liquido com hexano (HEX), diclorometano
(CHzCly) e acetato de etila (AcOEt) para obter as frac6es organicas. As fragdes foram submetidas a anéalise por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando como revelador o reagente de Dragendorff, especifico para alcaloides, sendo possivel observar a presenga dessa
classe de compostos na fragdo CHCl,. Para avaliar o potencial antitumoral, o extrato etandlico e as fra¢cBes foram submetidas ao ensaio de
citotoxicidade utilizando linhagens celulares do carcinoma colorretal (HCT116). O EE e as fragcbes (HEX, CH2Cl, e AcOEt) foram
avaliados na concentracdo de 50 pg mL™ e inibiram co crecimento celular em 87,9,96,5, 81,5 e 35,96 %, respectivamente. Foram
consideradas ativas as amostras com percentagem de inibicdo acima de 75%, sendo gque o controle positivo foi doxorrubicina com 100% de
inibicdo nessa concentragdo. A fragdo em CH,ClI, foi selecionada para estudo quimico pelo potencial de inibicdo das células cancerigenas e
por ser rica em alcaloides, sendo submetida a cromatografia em coluna (CC) utilizando um gradiente de solventes de polaridade crescente
(hexano-CH.Cl,-AcOEt-MeOH), de onde foram coletadas 54 subfracGes que foram reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores
de R:. A subfracdo NVCO1F2q 251 apresentou diferentes manchas alaranjadas na analise por CCD quando aspergida com o reagente de
Dragendorff, indicando a presenca dos alcaloides. Esta fragdo foi submetida & CC, resultando no isolamento de um alcaloide que tem Rt
0,62, mesmo valor do padrdo de estefalagina (alcaloide aporfinico). Nas proximas etapas, este alcaloide sera caracterizado por técnicas
espectroscépicas (RMN e UV) e espectrométricas (espectrometria de massas) e também serd submetido a oensaio para avaliar o potencial
citotoxico frente as células tumorais HCT116. Nesse contexto, nosso estudo busca ampliar o conhecimento quimico e biol6gico sobre o
araticum, promovendo sua valorizagdo e incentivando a preservacdo e uso sustentavel do Cerrado brasileiro.
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As cascas do fruto foram secas em estufa, trituradas e o material

Introducéo
vegetal pulverizado foi submetido a extracdo com etanol por

O araticum (Annona crassiflora) é uma espécie frutifera nativa

do Cerrado brasileiro, amplamente apreciada tanto na culinéria,
onde seus frutos sdo utilizados no preparo de doces e geleias ou
consumidos in natura, quanto na medicina popular, sendo
empregada no tratamento de infeccdes e diarréia. Além de seu
valor gastronémico e medicinal, estudos farmacolégicos indicam
que o género Annona possui diversas atividades biologicas,
incluindo a acdo antioxidante e antimicrobiana [1,2]. Pesquisas
recentes tém explorado outras propriedades do género, como sua
acdo anticancerigena, atribuida principalmente a presenca de
alcaloides aporfinicos, demonstrando seu potencial para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos. Entretanto,
ainda sdo escassos os estudos envolvendo o potencial citétoxico
frente a células tumorais de A. crassiflora [3].

Experimental
Preparo do extrato etanolico e das fragOes:

maceracdo. Apos a destilacdo do solvente, o extrato etanélico (EE)
(100,0 g) foi solubilizado em 500,0 mL de MeOH-H,O (9:1) e
submetido a extracao liquido-liquido com HEX (5 x 200 mL, 4,7 g),
CHClI; (5% 200 mL, 8,3 g) e AcOEt (5 x 200 mL, 4,7 g). As fracdes
foram submetidas a analise por cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando como revelador o reagente de Dragendorff,
especifico para alcaloides, sendo possivel observar a presenca dessa
classe de compostos na fracdo CH.Cl,, devido ao surgimento de
manchas alaranjadas na cromatoplaca.

Purificacio por cromatografia em coluna da fracdo CH,Cl;

A fracdo CH.Cl, (1,69 g) foi submetida a cromatografia em
coluna, (95,3 g, 27,5 x 3,0 cm d.i.) utilizando como fase estacionaria
(FE) silica gel (63—-200 um) e como fase mével (FM)um gradiente de
solventes que iniciou com hexano-CH,Cl, (10:0—0:10), passando
por CH.Cl>-AcOEt (10:0—0:10) e AcOEt-MeOH (10:0—0:10) e
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finalizando com 100% de MeOH, de onde foram coletadas 258
fracdes, que foram reagrupadas em 54 subfracGes de acordo com a
similaridade dos valores de Ry, observados nas anélises de CCD. As
subfracGes NVCO1F200 251 (755,7 mg), apresentaram R; 0,62, que é 0
mesmo valor do padrdo (1), entretanto, continham impurezas sendo
necessaria uma nova etapa de purificacdo por cromatografia em
coluna (Figura 1).

Figura 1. CCD das subfracbes NVCO1F2p 251 € do padrdo de
estefalagina (1)
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FM: DCM-MeOH (9,5:0,5) e revelador Dragendorff.

A fragdo NVCO1Fyp0 251 foi submetida a CC (NVCO02)
(27,79,36 x 2,2 cm d.i.) utilizando como FE silica para
cromatografia flash (40-63 pm) e como FM um gradiente de
solventes iniciou com CH2Cl,-AcOEt (10:0—0:10) e AcOEt-MeOH
(10:0—0:10) e finalizando com 100% de MeOH, de onde foram
coletadas 300 frac@es, que foram agrupadas em 17 subfragdes de
acordo com a similaridade dos valores de Ry, observados nas anélises
de CCD. A subfracdo NVCO02F3 162 (11,3 mg) apresentou uma
Gnica mancha de coloracdo alaranjada (Rt 0,62) quando a
cromatoplaca foi aspergida com o reagente de Dragendorff,
indicando a presenca do alcaloide estefalagina (1).

Ensaio citotdxico frente a linhagens celulares do carcinoma
colorretal

As células HCT-116 foram cultivadas em placas de 96 pogos a
uma concentragdo de 1 x 10* células por poco em meio de
crescimento. Apds 24 h de incubacdo as células foram lavadas com
uma solugdo de PBS e adicionado as amostras em varias
concentracdes (0,0032 a 50 pug mL1). Os respectivos controles foram
incluidos em cada placa, compreendendo um branco (apenas meio),
um controle de solvente (DMSO a 0,05%) e um controle positivo
(doxorrubicina). Apdés 72 h de incubagdo, o sobrenadante foi
substituido por meio de cultura contendo MTT (0,5 pug mL™). Apds
3 h, o sobrenadante foi removido, e apds secagem da placa, o
precipitado contendo azul de formazan de MTT foi dissolvido em
150 uL. de DMSO, e a absorbéancia foi medida a 570 nm [4]. As
amostras sdo consideradas ativas quando a porcentagem de inibicéo
é superior a 75% (doxorrubicina inibiu HCT116 em 100%).

Resultados e Discussao

O EE obtido das cascas do araticum e as fragdes HEX, CH,Cl; e
AcOEt foram submetidos ao ensaio de citotoxicidade frente as
células do carcinoma colorretal, HCT116. O extrato inibiu o
crescimento celular em 37, 8 e 87,9% nas concentracfes de 5 e
50 ug mL%, respectivamente. As fragdes HEX e AcOEt ndo inibiram
o crescimento celular em 5 pg mL%, mas apresentaram inibicéo de

96,5 e 35,9 em 50 pug mL?, respectivamente. A fracdo em CH,Cl;,
inibiu o crescimento das células tumorais em 70,25% em 5 pg mL™*
e 81,52% em 50 pug mL L. Na analise em CCD das fragoes, foi
observado a presenca de alcaloides na fracdo CH.Cl,, que podem ser
responsaveis pela atividade citotoxica. Através da cromatografia em
coluna da fragdo em CH.Cl,, foi possivel isolar um alcaloide
aporfinico (1) (11,3 mg) da subfracdo NV CO02r143-162, que apresentou
uma Unica mancha alaranjada com R; 0,62, 0 mesmo que padrao de
estefalagina (Figura 2). O composto seré caracterizado por RMN, UV
e espectrometria de massas para confirmagcdo de sua estrutura.
Posteriormente, serd submetido a ensaios frente a células tumorais do
carcinoma colorretal para avaliar seu potencial citotoxico. As
amostras ativas sera feita uma curva de diluicdo com as amostras
(0,0032-50 pg mL™), para determinagéo do 1Cso.

Figura 2. CCD do composto isolado de NVCO02F143-162 cOmparado
com o padrdo de estefalagina (1).
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FM: DCM-MeOH (9,5:0,5) e revelador Dragendorff.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial
citotdxico do EE e das fragdes obtidos das cascas de A. crassiflora,
frente ao ensaio utilizando as células do carcinoma colorretal
HCT116. A fragdo em CHCl,, apresentou inibicdo significativa do
crescimento celular e revelou a presenca de alcaloides, possivelmente
responsaveis por essa atividade. A cromatografia permitiu o
isolamento de um alcaloide aporfinico estefalagina (1). Os proximos
passos incluem a caracterizacdo detalhada do composto e a realizagao
de novos ensaios para validar seu potencial farmacoldgico. Esses
achados reforcam a importéncia da pesquisa sobre espécies nativas
do Cerrado e abrem perspectivas para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos a partir de metabdlitos bioativos.
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