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ARTIGO ORIGINAL

Bioatividade de fracdoes de sementes e pericarpo de
Annona squamosa (Annonaceae) em Aspergillus nidulans

Bioactivity of seeds and pericarp fractions of sugar apple
Annona squamosa (Annonaceae) in Aspergillus nidulans

Daniela Granella Gomes Guidoti 1, David Teixeira Guidoti 2=/, Adriano Lopes Ro-
mero®® Carmem Llcia de Mello Sartori Cardoso da Rocha*

As plantas sdo amplamente utilizadas na medicina popular e apresentam os chama-
dos constituintes bioativos, produzidos sob a forma de metabdlitos secundarios,
capazes de desencadear efeitos farmacolégico ou toxicolégico no homem e nos ani-
mais. Annona squamosa, conhecida popularmente como fruta-do-conde, €
empregada pela populacdo na cura de doencas; possui amplo espectro nutricional e
representa uma excelente fonte de diversas classes de constituintes bioativos, como
alcaloides, terpenos, taninos, compostos fendlicos e acetogeninas. Apesar das ativi-
dades bioldgicas ja descritas para essa planta, € necesséaria a investigacdo de
extratos e/ou isolados a fim de verificar a genotoxicidade de extratos de fra¢Bes obti-
das a partir de sementes e pericarpo de A. squamosa na germinacdo de conidios de
Aspergillus nidulans, utilizando como pardmetro a estimativa de mortos e malforma-
dos. Os resultados indicaram que a fragdo acetato de etila do pericarpo apresentou,
em menores concentragoes (2,5 e 25 ug.mL-1) efeitos pré-reparo, e antiapoptotico na
maior concentragao (250 pg.mL-1). A fragdo metandlica do extrato do pericarpo de-
monstrou efeito apoptdtico, também em menores concentracdes e efeito genotoxico
na maior concentracdo. Quanto ao extrato das sementes, a fracdo acetato de etila
também indicou ativacdo de apoptose em todas as concentracdes, enquanto a fragdo
metandlica apresentou efeito pré-reparo. A diversidade de bioatividades de fracdes
dessa planta reflete a presenga de inimeras classes de metabdlitos secundéarios que
poderéo atuar beneficamente na satde humana. Portanto, o presente trabalho contri-
bui na escolha de fragbes para futuro isolamento e identificagdo quimica de
metabdlitos com potencial medicinal.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Metabdlitos secundarios. Apoptose. Reparo.
Planta medicinal.

Plants are used in folk medicine and contain bioactive substances which are produced
as secondary metabolites and may trigger pharmacological or toxicological effects on
humans and animals. Annona squamosa, popularly known as sugar apple, is used to
cure diseases; has a broad nutritional spectrum and is an excellent source of several
bioactive substances, such as alkaloids, terpenes, tannins, phenolic compounds and
acetogenins. Although its several biological activities have already been described,
investigation on extracts and their isolates is required to verify the genotoxicity of frac-
tion extracts obtained from seeds and pericarps of A. squamosa in germinating
Aspergillus nidulans conidia by estimating dead and malformed conidia. Results indi-
cated that the fraction ethyl acetate of pericarp caused pro-repair effects at low
concentrations (2.5 and 25 pg.mL-1) and anti-apoptotic effects at a higher concentra-
tion (250 pg.mL-1). The methanol fraction of pericarp extract showed an apoptotic
effect at low concentration and a genotoxic effect at a high concentration. The ethyl
acetate seeds extract fraction also indicated the activation of apoptosis at all concen-
trations, whereas the methanol fraction revealed a pro-repair effect. The diversity of
bioactivities of the plant’s fractions indicated classes of secondary metabolites which
may be beneficial to human health. Therefore, current the study contributes towards
the choice of fractions for further isolation and the chemical identification of medicinal
potential metabolites.

Keywords: Bioactive compounds. Secondary metabolites. Apoptosis. Repair. Medic-
inal plant.
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Microrganismos, animais e plantas representam uma abundante fonte de produtos na-
turais. Particularmente, as plantas sdo empregadas tradicionalmente como remédios para inimeras
doencas em muitas regiées do mundo, como Asia (1), Africa (2) e América do Sul (3).

O efeito curativo e/ou preventivo das plantas se deve a presenca de componentes bioativos responsa-
veis por desencadearem efeitos farmacolégicos ou toxicoldégicos no homem e nos animais (4). Esses
compostos, produzidos sob a forma de metabdlitos secundarios, desenvolvem um papel crucial na
adaptacéo das plantas, permitindo que as mesmas respondam aos estimulos ambientais ou se defen-
dam da acgéo de patdgenos, herbivoros ou competidores (5).

De acordo com as vias hiossintéticas, os metabdlitos secundarios podem ser agrupados em alcaloides,
terpenodides e compostos fendlicos (5). Uma caracteristica marcante desses compostos € a variedade
de atividades biolégicas desempenhadas por eles, como antiviral (6), antiparasitaria (7), antibacteriana
(8), antioxidante (9) e antitumoral (10).

Annona squamosa Linn. (Annonaceae), conhecida popularmente como fruta-do-conde, possui amplo
espectro nutricional por constituir uma excelente fonte de componentes bioativos (11) como alcaloides,
taninos, compostos fendlicos (12,13), acetogeninas e diterpenos (14). Sua utilizacdo na medicina po-
pular é extensa, com utilizacdo de raizes (15), folhas, frutos e sementes (16).

O emprego pela populacdo de diferentes partes dessa planta como medida preventiva e/ou curativa
de doencas tem se justificado pelas atividades farmacoldgicas descritas para diferentes estruturas de
A. squamosa como: antipirética, antitlcera, antisséptica (17), quimiopreventiva (18), antidiabética (19),
hepatoprotetora (20), antigenotdxica (21), anti-inflamatéria, analgésica (22), antimicrobiana (23-25),
anti-HIV (26) e antioxidante (25,27).

O monitoramento de bioatividades de fracdes e compostos isolados a partir de produtos naturais é feito
por meio de ensaios bioldgicos (28). Essa investigacdo é necessaria, pois, metabdlitos secundarios, a
despeito de apresentarem efeitos benéficos para o organismo, podem desencadear algum efeito no-
civo, especialmente para a salde humana (29). Os testes buscam, entre outros fatores, por agentes
que possam afetar os niveis fisioldgico e molecular do organismo em estudo. Devido a universalidade
do cédigo genético, se o0 agente causar danos ao DNA, ele tem potencial para causar danos em qual-
quer tipo de célula, seja animal, vegetal ou microrganismo (30).

Nesse contexto, o emprego de Aspergillus nidulans como sistema biolégico preliminar constitui uma
alternativa eficaz por se tratar de célula eucariética com mecanismos celulares e genéticos mais com-
plexos que Salmonella thyphimurium (teste de Ames), fornecendo rapida triagem das atividades
biolégicas de agentes (31), como ja realizados por outros pesquisadores (32-38). Além disso, segundo
Fenech (39), a utilizacdo de ensaios microbioldgicos para avaliacdo de genotoxicidade é muito comum,
uma vez que sdo sistemas rapidos, baratos e produzem resultados valiosos.

Apesar das inimeras atividades bioldgicas descritas para A. squamosa, trabalhos com fragfes de pe-
ricarpo e sementes sao escassos, principalmente quanto a atividade mutagénica e/ou antimutagénica.
Além disso, ensaios preliminares devem ser realizados a fim de selecionar potenciais fragbes para
posterior isolamento quimico de compostos a serem empregados nas mais diversas areas da salde.

De acordo com Sousa (31), ensaios com A. nidulans séo vantajosos pelo curto periodo de tempo de
sua realizacdo e por apresentar sensibilidade na deteccéo de efeitos genéticos induzidos por agentes
ambientais, seja um componente isolado ou uma mistura heterogénea, como fracées complexas de
plantas, contribuindo no conhecimento da atuacao de diferentes substancias sobre o material genético.
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Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar a genotoxicidade de fracdes

S B obtidas a partir de sementes e pericarpo de A. squamosa, em conidios de A. nidulans
a Ios em germinacao, utilizando como parémetro a estimativa de mortos e malformados.
Revista de Saude e Biologia

METODOLOGIA

Material vegetal

Frutos maduros de A. squamosa L. (Annonaceae), provenientes da Estancia Peluma, Fazenda Jagora,
Fernandopolis, Sdo Paulo, Brasil (20°25'47.0"S 50°19'50.1"W, 403 metros de altitude), foram coletados
no verdao, em janeiro de 2013. O clima da regido é tropical semiumido (classificacdo climéatica de
Kdppen-Geiger: Aw). Material testemunho foi identificado e depositado no herbéario da Universidade
Estadual de Maringa, Maringa, Parand, Brasil sob registro HUEM 29903.

Extracdo quimica

Cascas (pericarpo) e sementes congeladas dos frutos in natura de A. squamosa (8 kg e 2,3 kg, res-
pectivamente) foram trituradas em liquidificador doméstico e submetidas a extracdo exaustiva com
acetato de etila (EtOAc), em temperatura ambiente (28 °C) por 14 dias, seguido de filtragem. Ambos
os extratos foram concentrados, separadamente, em evaporador rotativo a 50 °C, obtendo-se 59,5 e
173 g de extrato bruto (EtOAC), respectivamente. Os extratos foram particionados, separadamente, em
cloroférmio para obtencdo da fase CHCI3 e extrato aquoso. As fases CHCI3 de cada fragdo foram
concentradas e particionadas, separadamente, entre n-hexano e metanol, rendendo ao final 12,8 g e
23,1 g de fracdo metandlica de cascas e sementes, respectivamente.

Andlise de genotoxicidade na germinacao de conidios de Aspergillus nidulans

A linhagem utilizada para analise de germinacao foi biAlmethG1 de A. nidulans (biAl requisito para
biotina e methG1 requisito para metionina) com conidios verdes, crescimento e esporulacdo normais,
cedida pela Universidade de Glasgow, Escécia. O crescimento da linhagem foi feito em meio completo
(MC) sdlido, preparado padrao (40,41), incubada a 37 °C por cinco dias.

Concentracdes das fracdes

As fracdes foram diluidas em dimetilsulféxido 0,5% (DMSO) para obter as concentracdes 2,5, 25 e 250
pg mL-1. A concentragdo final de DMSO néo afeta a viabilidade celular. A padronizag&o das concen-
tracOes foi determinada mediante ensaios de sobrevivéncia da linhagem bialmethG1 de A. nidulans e
com base nas concentracgfes utilizadas nos testes de atividade antiproliferativa em linhagens celulares
humanas tumorais e ndo tumorais, adotadas pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bio-
l6gicas e Agricolas da Universidade de Campinas, Sdo Paulo - CPQBA-UNICAMP.

Suspenséo de conidios e tratamentos

Foram coletados conidios de col6nias de cinco dias cultivadas em MC sdélido a 370C em Tween 80
(0,01%) e filtrados em |&a de vidro. Metade do volume filtrado foi submetido a irradiagdo com luz UV por
dez segundos (0,24 mJ/cm2). Para cada concentragdo de cada fracéo foi feito um tubo com conidios
irradiados e um tubo com conidios nédo irradiados. Para o controle negativo, foi utilizada agua destilada
e conidios nao irradiados, além de controle com DMSO. Para o controle positivo, foi utilizada agua
destilada e conidios irradiados.

Ensaio de germinacao: analise de conidios mortos e malformados

As suspensoes de conidios (=500 x 104 esporos mL-1) irradiados e ndo irradiados, tratados e controles
foram inoculadas em MC liquido. Em seguida, 100 yL de suspensdo de cada condigdo foram
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:f transferidas para laminas de microscopia acondicionadas em camara Umida e
SaBIOS incubados a 37 °C por sete horas.
Revista de Satide e Biologia Apbs o periodo de incubacgéao, trés laminas de cada condicdo foram analisadas em

microscopio Optico com aumento final de 200x, por meio de captura de imagem (Canon

EOS Rebel 3TI), com adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x), para microscopio binocular.
Em cada leitura, foram analisados, randomicamente, 200 conidios e calculadas as porcentagens de
conidios germinados, mortos e malformados.

Andlise estatistica

Os resultados do ensaio de germinagdo foram submetidos a comparacao de médias, utilizando como
referéncia o erro padrdo da média (EPM) (42), e analisados por meio de ANOVA (one-way).

Interpretacdo de resultados

O ensaio de germinagdo dos conidios de A. nidulans e sua interpretacéo foram realizados conforme
Guidoti et al. (43). Neste ensaio, a estimativa de sobrevivéncia considera vivos, os conidios em botéo
e germinados; e mortos, apenas os conidios dormentes e embebidos; a estimativa de malformados,
considera os conidios com morfologia e crescimento anormal do segundo tubo de germinacgéo, con-
forme exemplos mostrados na Figura 1.

Figura 1 - Fases da germinagdo de conidios de A. nidulans e morfologia de malformados. Aumento de 100x com
adaptador SLR/DSLR NDPL-2 (2x). A. Dormente; B. Embebido; C. Botdo; D e E. Germinados; F, G e H. Malformados.
Fonte: Guidoti et al. (43).

A interpretados dos resultados da analise de germinag&o de conidios de A. nidulans leva em conside-
racdo duas situagdes: (1) analise na auséncia de irradiagdo UV para mutacdo espontanea e (2) andlise
na presenca de irradiacdo UV para mutacdo induzida. Os resultados podem ser interpretados conforme
possibilidades mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Interpretacao dos resultados da andlise de germinagdo de conidios de Aspergillus nidulans, conforme Guidoti et al. (43).

Resultado Observado Indicagéo

1 n.2 mortos e mantém n.° de malformados Substancia citotéxica

1 n.° mortos e T n.° de malformados Substancia citogenotoxica
1 n.2 mortos e { n.° de malformados Substancia pré-apoptotica
{ n.° mortos e T n.° de malformados Substancia anti-apoptética
4 n. mortos e { n.° de malformados Substéancia pré-reparo

T = aumenta; 4 = diminui.

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.16, e021013, 2021 - ISSN 1980-0002
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A andlise de conidios irradiados permite as mesmas conclusbes quanto a
citotoxicidade e genotoxicidade como descrito acima, desde que se compare 0 grupo
tratado irradiado com o grupo controle positivo, também irradiado.

Sa ijos
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A protecao da substancia-teste é evidenciada de duas formas: (1) no grupo néo
irradiado, comparado com o controle negativo, mostrando protecao pro-reparo ou proé-
apoptose em relacdo a mutacdo espontanea; (2) no grupo irradiado, comparado com o controle
positivo, mostrando protecao pro-reparo ou pro-apoptose em relagdo a mutacdo induzida pela luz UV.

Assim, se os valores médios de sobrevivéncia do tratamento forem maiores que os do respectivo
controle e os valores de malformados forem menores, a protecdo indica pro-reparo. Se a sobrevivéncia
do tratamento for menor que a do controle e os valores de malformados forem menores que os do
controle a protegdo indica pré-apoptose.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos sete horas de exposicao as fracdes acetato de etila e metandlica do pericarpo, foram realizadas
a analise de cada condicdo de tratamento com auxilio de captura de imagem e calculadas as porcen-
tagens de conidios mortos e malformados, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Porcentagem de conidios mortos e malformados de Aspergillus nidulans irradiados e ndo irradiados com UV (média +
EPM), seguido de tratamento com as diferentes concentragGes das fragcdes acetato de etila e metandlica do pericarpo de Annona

squamosa.

Concentragdo da fracdo acetato de etila Mortalidade + EPM (%)

(ug mL™Y n&o irradiado irradiado
0 15+0,3 10,4 +0,2
2,5 1,2+0.2 9,1*+0,2
25 1,0+0,3 8,2*+0,1
250 1,3+0,2 8,3*+0,2
DMSO 0,5% 1,4+0.2 -
Concentracdo da fracdo Malformacéo + EPM (%)
. néo irradiado irradiado

0 69+05 145+0,2
25 2,6*+0,1 58*+0,1
25 51*+0,2 8,4*+ 0,4
250 145* £ 0,4 155+04
DMSO 0,5% 6,8+0,6 -
Concentracdo da fracdo Mortalidade + EPM (%)

, néo irradiado irradiado
0 0,8+0,2 6,4 +0,6
25 0,6+0,1 6,2+04
25 1,3+0,2 79+04
250 2,9*+0,6 82+04
DMSO 0,5% 0,8+0,2 -
Concentracdo da fracdo Malformacéo + EPM (%)

. n&o irradiado irradiado
0 71+0.3 16,2 0,6
25 5,3*+0,3 9,7*+0,8
25 6,4+0,2 14,1*+ 0,7
250 454*+15 41,7+ 2,3
DMSO 0,5% 6,5+0,3 -

*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).

A analise conjunta de mortos e malformados dos grupos néo irradiado e irradiado permite inferir dados
referentes a morte/sobrevivéncia e ocorréncia/protecdo de danos causados pela substancia teste,
levando em consideracgéo as possibilidades descritas na Tabela 1.

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.16, 021013, 2021 - ISSN 1980-0002
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Foi verificado no grupo néo irradiado, para a fracao acetato de etila do pericarpo que

SaBIOS houve _dir_nin_uigéo (_ja porcentagem de cgnidios r_no_rtos, enqueflntf)_no_grupo irradiado
essa diminuigdo foi acentuadamente maior, estatisticamente significativa em todas as
concentragdes, com maior porcentagem de inibigdo na concentragdo de 25 ug mL™,
em ambos os grupos (irradiado e ndo irradiado) (Figura 2).

Revista de Saude e Biologia
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Figura 2 - Porcentagem de conidios mortos de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de trata-

mento com diferentes concentragdes da fragdo acetato de etila do pericarpo de Annona squamosa. *Significativamente

diferente dos seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25
microgramas; 250 microgramas.

Quanto a porcentagem de malformados, verifica-se que tanto no grupo nao irradiado quanto irradiado
houve acentuada diminuigdo nas concentragdes de 2,5 e 25 uyg mL™., estatisticamente significativo
para ambos. No entanto, na concentragédo de 250 ug mL, observa-se o efeito contrario, um aumento
significativo de malformados em ambos os grupos, sendo equivalente ao controle positivo, com luz
ultravioleta (Figura 3).

20,0
18,0
< 16,0
14,0 1 =
12,0 *
10,0
8,0 I
6,0 — *
4,0
2,0

0,0 *
Controle  Controle T[2,5] T [25] T [250] Controle T[2,5]UV T[25] UV T [250] UV
Agua DMSO uv

%)

Média de Malformados

Figura 3 - Porcentagem de conidios malformados de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de
tratamento com diferentes concentragdes da fragdo acetato de etila do pericarpo de Annona squamosa. *Significativa-
mente diferente dos seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5
microgramas; 25 microgramas; 250 microgramas.
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Por outro lado, a fragdo metandlica do pericarpo levou ao aumento na porcentagem de
conidios mortos (Figura 4). Apesar de estatisticamente significativo apenas no grupo
ndo irradiado na concentragdo de 250 ug mL™, verifica-se que o aumento ocorreu de
forma dose dependente.

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
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0,0

Meédia de Mortos (%0)

%
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I I I
antrole Controle T[2,5] T [25] T[250] ControleUV T[2,5]UV TI[25]UV T [250] UV
Agua DMSO

Figura 4 - Porcentagem de conidios mortos de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de trata-
mento com diferentes concentragdes da metandlica do pericarpo de Annona squamosa. *Significativamente diferente dos
seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25 microgramas;

250 microgramas.

A porcentagem de malformados, nas concentragdes de 2,5 e 25 ug mL™2, diminuiu em relagdo aos seus
respectivos controles (Figura 5). No entanto, na concentragdo de 250 ug mL*%, houve também um
aumento significativo de malformados, de forma semelhante ao ocorrido para a fracdo acetato de etila.
Porém, na fracdo metandlica, a porcentagem de conidios mortos aumentou, diferentemente do que
ocorreu na fracéo acetato de etila.

500
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40.0
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0o
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Média de Malformados (%)
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I *
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Figura 5 - Porcentagem de conidios malformados de Aspergillus nidulans, irradiados e nao irradiados com UV, seguido de trata-

mento com diferentes concentragdes da fragdo metandlica do pericarpo de Annona squamosa. *Significativamente diferente dos

seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25 microgramas; 250

microgramas.
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A fracdo acetato de etila compreende um extrato bruto inicial, e por isso, contém uma
SaB oS mistura de muitos compostos bioativos que podem estar em quantidades diferentes,
I tornando sua bioatividade mais ou menos evidente. Por outro lado, a fragdo metané-
Revista de Saude e Biologia i A . .
lica, mais purificada, pode conter compostos que estavam presentes na fracao acetato
de etila e ndo foram isolados na fragéo n-hexanica (dados néo apresentados).

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para o0 modo de agédo dos componentes dessas
fracOes. Alguns componentes da fracdo acetato de etila do pericarpo podem estar atuando de forma
pré-reparo (nas menores concentragdes 2,5 e 25 ug mL-1), uma vez que houve concomitante diminui-
¢ao na porcentagem de conidios mortos e malformados nos dois grupos (nao irradiado e irradiado).
Por outro lado, na concentragao de 250 ug mL-1, outros componentes da fracdo podem estar atuando
de forma antiapoptética, ou seja, impedindo a ocorréncia de apoptose, pois a porcentagem de conidios
malformados se apresentou elevada.

Nas menores concentracbes da fragcdo metandlica do pericarpo (2,5 e 25 yg mL-1), ha um indicativo
de inducao de apoptose, isso porque nessas concentracdes, houve aumento de conidios mortos com
consequente diminuicdo de conidios malformados, o que significa que os conidios com mutacdes que
nao foram corrigidas, foram eliminados. No entanto, na maior concentragao (250 ug mL-1), devido ao
aumento de conidios mortos e malformados, em ambos os grupos, ha indicativo de que a fragdo me-
tandlica do pericarpo possa conter compostos genotoxicos. Dessa forma, o efeito pré-apoptético ndo
pode ser observado isoladamente.

A indicacdo de apoptose, no presente trabalho, foi observada também em trabalho anterior (44), em
que foi isolado o acido caurenoico a partir da fracdo metandlica do pericarpo de A. squamosa. Os
autores verificaram que em todas as concentragdes testadas (2,5, 25 e 250 ug mL-1), houve aumento
da porcentagem de conidios mortos e diminuicdo de malformados, indicando o possivel mecanismo
de acéo por ativacao de vias apoptoticas. Tal indicagdo foi constatada por Lizarte-Neto et al. (45), pois
os resultados mostraram que o acido caurenoico induziu a apoptose em linhagens celulares U87
(glioblastoma), através da supresséo de genes antiapoptéticos (c-FLIP e miR-21) e expresséao de ge-
nes apoptéticos (Fas, caspase-3 e caspase-8). Cavalcanti et al. (46) também demonstraram que o
acido caurenoico poderia interagir ou intercalar-se ao DNA, além de inibir a atividade da topoisomerase
| e, conduzir a célula a apoptose.

Diversas classes de metabdlitos secundarios sdo encontradas em membros de Annonaceae (47). A
presenca de classes diferentes de compostos bioativos em fragBes de produtos naturais, torna esses
extratos complexos e passiveis de diferentes bioatividades, que se complementam ou atuam de forma
contrastante, como o observado nas fragbes acetato de etila e metandlica do pericarpo do presente
trabalho. Esse duplo comportamento tem sido descrito, inclusive, para extratos de outras plantas como
Anacardium occidentale (Anacardiaceae). O pré-tratamento com extrato metanélico do caule da planta
apresentou, em menor concentracdo, efeito protetor. Por outro lado, em concentracdes maiores foi
observado efeito genotoxico (48).

Resultados semelhantes ja foram obtidos (49) para os extratos aquoso e etanélico do caule de Hima-
tanthus articulatus (Apocynaceae). Os extratos apresentaram, em doses elevadas, aumento
significativo de micronucleos, enquanto em doses inferiores, esses mesmos extratos mostraram efeitos
protetores contra danos no DNA induzidos por peroxido de hidrogénio, indicando significativo efeito
antigenotéxico.

De forma similar, apés sete horas de exposicao as fragcdes acetato de etila e metandlica de sementes,
foram realizadas a andlise de cada condicéo de tratamento e calculadas as porcentagens de conidios
mortos e malformados, conforme Tabela 3.

SaBios: Rev. Saude e Biol., v.16, 021013, 2021 - ISSN 1980-0002 E



http://revista2.grupointegrado.br/revista/index.php/sabios
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1980-0002

DOI: https://doi.org/10.54372/sb.2021.v16.2917

Sa ijos

Revista de Saude e Biologia

Tabela 3 - Porcentagem de conidios mortos e malformados de Aspergillus nidulans irradiados e nao irradia-
dos com UV (médiatEPM), seguido de tratamento com as diferentes concentragdes das fragdes acetato de etila e metandlica de

sementes de Annona squamosa.

Concentracao da fragédo

Mortalidade + EPM (%)

acetato de etila (ug mL1) nao irradiado irradiado
0 0,8+0,1 159+0,5
2,5 1,7*+0,2 18,8*+ 0,6
25 2,1*+0,0 20,5+ 0,6
250 1,4*+0,1 18,5*+ 0,7
DMSO 0,5% 0,7+0,1 -

Concentracao da fragédo Malformacéo £ EPM (%)

acetato de etila (ug mL) n&o irradiado irradiado
0 6,1+0,8 12,0+0,3
2,5 47+0,3 6,1*+ 0,3
25 3,4*+0,1 4,1*+0,3
250 53+04 6,4*+0,4
DMSO 0,5% 6,0+0,2 -
Concentracao da fracéo Mortalidade + EPM (%)
metandlica (ug mLt) nao irradiado irradiado
0 1,2+0,1 15,4+0,2
2,5 0,9+0,2 8,6*+0,8
25 0,8+0,2 7,3*+0,2
250 1,0+0,3 11,5*+ 0,6
DMSO 0,5% 1,0+0,1 -
Concentracao da fragéo Malformacéo + EPM (%)
metandlica (ug mL?) nao irradiado irradiado
0 59+0,5 13,5+0,2
2,5 4,4+0,3 4,0+0,2
25 3,1*+0,2 2,3*+0,3
250 1,6*+0,2 0,9*+0,2
DMSO 0,5% 59+0,2 -

*Significativamente diferente dos controles (ANOVA one-way, p<0,05).
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SaBlos Foi verificado aumento na porcentagem de conidios mortos nos grupos nédo irradiado

Revista de Satide e Biologia e irradiado, estatisticamente significativo em todas as concentragfes, em relagdo aos
respectivos controles. A maior porcentagem de aumento foi verificada para a concen-
tracdo 25 pg mL-1, conforme Figura 6.
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Figura 6 - Porcentagem de conidios mortos de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de tratamento
com diferentes concentragGes da fragdo acetato de etila de sementes de Annona squamosa. *Significativamente diferente dos
seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25 microgramas; 250

microgramas.

Por outro lado, a porcentagem de conidios malformados diminuiu, em todas as concentracfes, em
ambos os grupos. A diminuicdo mais expressiva foi observada também na concentragéo de 25 pug mL-
1 do grupo irradiado (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de conidios malformados de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de
tratamento com diferentes concentragGes da fragdo acetato de etila de sementes de Annona squamosa. *Significativa-
mente diferente dos seus respectivos (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25
microgramas; 250 microgramas.
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A fragcdo metandlica de sementes, por outro lado, diminuiu a porcentagem de conidios
mortos em ambos 0s grupos com valores estatisticamente significativos para todas as
concentracdes do grupo irradiado (Figura 8).
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Figura 8 - Porcentagem de conidios mortos de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de tratamento
com diferentes concentragées da fragdo metandlica de sementes de Annona squamosa. *Significativamente diferente dos seus
respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25 microgramas; 250 micro-

gramas.

A maior diminuicdo ocorreu em 25 ug mL-1. A porcentagem de conidios malformados também dimi-
nuiu, de forma dose dependente, em ambos 0s grupos. Nesse caso, a maior diminui¢ao foi observada
na concentragéo de 250 pg mL-1 (Figura 9).
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Figura 9 - Porcentagem de conidios malformados de Aspergillus nidulans, irradiados e ndo irradiados com UV, seguido de

tratamento com diferentes concentragdes da fragdo metandlica de sementes de Annona squamosa. *Significativamente

diferente dos seus respectivos controles (ANOVA one-way, p<0,05). T: tratamento; UV: ultravioleta; 2,5 microgramas; 25
microgramas; 250 microgramas.
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SaBlos Os resultados da fracdo acetato de etila de sementes indicam que ha compostos

Revista de Satide e Biolagia atuando majoritariamente como pré-apoptéticos, uma vez que houve concomitante

aumento de conidios mortos e diminui¢cdo de conidios malformados. Essa atividade

pode estar relacionada com a presenca de acetogeninas na fragdo acetato de etila de

sementes, conforme mostrado por Yang et al. (50). Nesse trabalho, os autores demonstraram in vivo

e in vitro que as acetogeninas isoladas dessa fracdo induziram apoptose, de forma dose dependente

e aumentou a atividade das caspases 3, 8 e 9. Embora as acetogeninas exibam potente atividade

contra células tumorais, o seu efeito sobre o crescimento de células ndo tumorais é minimo. Assim,

essas substancias podem ser empregadas de forma seletiva sobre as células tumorais (51) e atuar

como protetora de células normais, conforme demonstrado anteriormente (52), onde a acetogenina

bulatacina, também presente em sementes de Annona squamosa (51), atuou inibindo seletivamente a

NADH oxiredutase da membrana plasmatica de linhagens de células HelLa (carcinoma cervical

humano) e HL-60 (leucemia promielocitica humana), deixando a NADH oxiredutase da membrana
plasmatica de células de figado (em ratos) ilesas.

Além de acetogeninas, outras classes de compostos bioativos também podem estar atuando, de forma
sinérgica com as acetogeninas, como por exemplo o diterpeno cauranico isolado e identificado a partir
do pericarpo (53), que por meio de ensaio bioguiado, constatou-se a presen¢a desse composto na
fracdo, posteriormente identificado como acido caurenoico, que induziu apoptose em linhagens HelLa
e DLA.

A fracdo metandlica de sementes, por outro lado, pode estar atuando pela ativacdo de mecanismos de
reparo, uma vez que houve concomitante diminuicdo da porcentagem de conidios mortos e
malformados nos dois grupos (ndo irradiado e irradiado). Portanto, os compostos responsaveis por
essa bioatividade, que estavam presentes inicialmente no extrato bruto inicial (acetato de etila),
poderiam estar colaborando com a diminui¢cdo da porcentagem de conidios malformados demonstrado
pela fracdo acetato de etila de sementes.

A. squamosa possui ampla gama de compostos bioativos que podem apresentar as mais diversas
atividades biologicas, como a pro-reparo. Essa bioatividade pode estar ocorrendo, em parte, pela
presenca de compostos fendlicos como flavonoides, que atuam como antioxidantes. Os antioxidantes
sdo capazes de impedir a acdo dos radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exégenas, evitando sua acéo sobre o DNA, mantendo a integridade celular (54). Além disso, podem
atuar no reparo das lesdes causadas pelos radicais livres, processo esse relacionado a remocgéao de
danos do DNA e reconstituicdo das membranas celulares danificadas podendo até mesmo levar ao
aumento da sintese de enzimas antioxidantes (55).

Esses antioxidantes, exégenos, sdo muito diversos, sendo frequentemente encontrados em fontes
vegetais (56), como na fracdo metandlica de sementes (11). A protecéo oferecida pelos antioxidantes
é fundamental, uma vez que danos no DNA causados pelos radicais livres também desempenham um
papel importante nos processos de mutagénese e carcinogénese (57).

CONCLUSAO

Considerando os tratamentos com fraces de pericarpo e sementes de A. squamosa sobre conidios
da linhagem bialmethG1 de A. nidulans em germinagéo ficou evidente que as fracdes possuem con-
sideravel bioatividade, em diferentes concentracdes.

A fragdo acetato de etila do pericarpo demonstrou, em menores concentragdes (2,5 e 25 ug mL-1),
efeito pro-reparo e antiapoptético na maior concentragdo (250 uyg mL-1). Por outro lado, a fracdo
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metandlica do pericarpo demonstrou efeito apoptético, nas menores concentracdes
S B (2,5 e 25 ug mL-1), e efeito genotdxico na maior concentragdo (250 ug mL1). Esse
Revigesmlgi duplo comportamento, pode ser devido a presenca de inimeras classes de metabdlitos
secundarios que estejam presentes em maior ou menor concentracao, sobressaindo
ou ndo sua bioatividade.

A frac@o acetato de etila das sementes, por outro lado, atuou de forma pré-apoptética, em todas as
concentracdes, possivelmente, pela presenca de acetogeninas que ativam o mecanismo de morte ce-
lular programada. De forma similar as menores concentra¢des da fracdo acetato de etila do pericarpo,
a fracdo metandlica das sementes apresentou efeito pré-reparo, em todas as concentracdes. Esse
efeito, pode ser devido & presenca de antioxidantes, como flavonoides, que atuam sobre os radicais
livres, evitando ou corrigindo sua acdo sobre o DNA.

Verifica-se, portanto, que fracdes do pericarpo e sementes de A. squamosa constituem uma rica fonte
de compostos bioativos que reflete nas diferentes atividades farmacoldgicas descritas para essa
planta, podendo ter mltiplas vias de acao no metabolismo celular.

Dessa forma, os resultados do presente trabalho enfatizam os dados da literatura cientifica quanto ao

uso tradicional de A. squamosa no combate e/ou prevengdo de doengas e colaboram na escolha de
fracOes para screening fitoquimico e futuro isolamento e identificacdo de compostos com potencial
medicinal.
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