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RESUMO

O maracuja possui cinco partes: o albedo, flavedo, o arilo carnoso, polpa e as sementes. O arilo carnoso
apresenta beneficios a saide humana, em fungo de seu conteudo de compostos fenoélicos. Assim, o objetivo
do presente estudo foi extrair compostos hidrossoluveis do arilo carnoso autoclavado de maracuja e avaliar
sua atividade citotoxica/antiproliferativa em células tumorais hepaticas humanas (HuH7.5). Para analisar o
efeito das varidveis experimentais de extragdo, foi utilizado o delineamento composto central rotacional 22,
com duas variaveis independentes (tempo e temperatura de extracao). Os resultados obtidos mostraram que
em 78,4 °C e 23,5 min foram determinadas as melhores condigdes de extracdo sélido-liquido, em termos
de compostos fenodlicos, sendo ambas as variaveis avaliadas estatisticamente significativas. A analise fisico-
quimica deste extrato mostrou seu carater acido, com 3,5 °Brix de solidos soluveis, umidade de 8,41% ¢
atividade antioxidante com 49,20% de inibi¢do do DPPH. O teste do MTT com as células HuH7.5 mostrou
que todas as concentragdes (exceto a de 300 pg mL™"), nos trés tempos de avaliagdo (24, 48 e 72 horas)
apresentaram efeito indutor da proliferagdo celular. Os dados indicam que outros solventes e/ou linhagens
tumorais devem ser avaliadas, buscando identificar melhor atividade biologica.

Palavras-chave: arilo autoclavado, delineamento experimental, linhagem HuH?7.5, maracuja, MTT.

ABSTRACT

Passion fruit has five parts: the albedo, flavedo, the fleshy aril, pulp and the seeds. The fleshy aryl has
benefits to human health, due to its content of phenolic compounds. Therefore, the objective of the present
study was to extract water-soluble compounds from the autoclaved fleshy aryl of passion fruit and evaluate
its cytotoxic/antiproliferative activity in human liver tumor cells (HuH7.5). To analyze the effect of the
experimental extraction variables, the central composite rotational design 2> was used, with two
independent variables (time and temperature of extraction). The results obtained showed that at 78.4 °C
and 23.5 min the best conditions for solid-liquid extraction were determined, in terms of phenolic
compounds, both variables being statistically significant. The physicochemical analysis of this extract
showed its acid character, with 3.5 °Brix of soluble solids, 8.41% moisture and antioxidant activity with
49.20% DPPH inhibition. The MTT test with HuH7.5 cells showed that all concentrations (except for 300
pug mL1), in the three evaluation times (24, 48 and 72 hours) had an inducing effect on cell proliferation.
Data indicate that other solvents and/or tumor strains should be evaluated, seeking to identify better
biological activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo usadas como medicamentos caseiros em regides tradicionais, ou como matéria-
prima para a producdo de fitoterapicos e aplicadas para fins terapéuticos (FIRMO et al., 2011), com papel
importante no apoio a saude das pessoas (GEORGE et al., 2016).

O maracuja, pertencente a familia Passifloracea, por exemplo, € uma planta medicinal muito utilizada como
sedativo para distirbios de sono ¢ ansiedade (ARANTES; LOPES; TIYO, 2017). O fruto possui cinco partes:
albedo (mesocarpo), flavedo (excocarpo), o arilo carnoso (endocarpo), a polpa e as sementes (FAEP, 2020).
Seus subprodutos (casca, sementes e arilo carnoso - endocarpo), além de apresentarem atividade antitumoral
(MOTA et al., 2018; SILVA et al., 2012), cont€ém potencial benéfico a satde, por causa dos carboidratos ¢
proteinas, além de compostos fendlicos, importantes para as atividades antioxidantes, fibras soluveis e acidos
graxos (CANTERI et al., 2010; TUOPING et al., 2014).

A extragdo ¢ um dos métodos mais empregados para isolamento de produtos ativos encontrados em plantas
medicinais (PONTES et al., 2018). A extracao so6lido-liquido, por exemplo, com ajuda de solvente, ocorre
quando os compostos soluveis do material solido sdo extraidos por um solvente liquido. Métodos eficazes de
extragdo devem melhorar a recuperagdo de compostos alvo, com pouca quantidade de degradacdo ou
modificagdo de seu estado natural (GUINDANI et al., 2014).

Uma das formas de se avaliar a qualidade dos extratos obtidos ¢ testar suas atividades biologicas. O teste
de citotoxicidade do MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 brometo de difenil tetrazélio), por exemplo, avalia
o efeito toxico de novos medicamentos, drogas e extratos em linhas celulares (VAN MEERLOO; KASPERS;
CLOOS, 2011).

Assim, o objetivo do presente estudo foi produzir e avaliar os efeitos citotoxicos/antiproliferativos do
extrato hidrossoluvel do arilo carnoso (endocarpo) autoclavado do maracuja, frente as células HuH7.5
(carcinoma hepatico humano).

2  METODOLOGIA
2.1 Preparo do Arilo do Maracuja e dos Extratos

Os maracujas foram adquiridos no comércio local da cidade de Francisco Beltrao — Parana. O endocarpo
lavado foi seco em estufa de circulagdo de ar por 24 horas (até massa constante), na temperatura de 50 °C.
Apos, foi moido e o po foi tamisado em peneira de 0,69 mm de abertura, seguido pelo tratamento em autoclave
vertical durante 30 minutos a 120 °C, a fim de extrair maior quantidade de compostos fendlicos.

Para a extragdo solido-liquido, foram adicionados 0,25 g do arilo carnoso moido e autoclavado do maracuja
em 10 mL do solvente extrator (4gua Mili Q), sendo o processo realizado por infusdo. A mistura foi mantida
em banho ultrassonico, com uma agitacdo constante de 100 rpm na temperatura ¢ no tempo de extracdo
definidos pelo planejamento experimental composto central rotacional (DCCR) 2%, Em seguida, os extratos
aquosos foram filtrados a vacuo através de filtro tecido sintético de trama fechada (poliéster).

A analise estatistica da variavel resposta de concentragdo de compostos fenolicos foi realizada pelo teste
de variancia ANOVA para estimar os parametros estatisticos e avaliar a predicdo ou ndo do modelo
matematico. Os coeficientes do modelo foram analisados pelo teste t de Student a 5% de significancia (p <
0,05). Além disso, a analise dos resultados foi feita pela distribuicao de residuos e superficie de resposta.
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2.2 Determinacio de Compostos Fenoélicos, Atividade Antioxidante e Analises Fisico-Quimicas

Para a determinacdo de teor de fenodlicos totais dos extratos infusionados do endocarpo do maracuja foi
feito o ensaio colorimétrico Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999),
com adaptagdes e, os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico por g de amostra
(mg AG g).

Para a determinacao da atividade antioxidante dos extratos do arilo carnoso do maracuja foi utilizado o
método do sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo com Brand-Williams
(1995). A determinagdo da atividade antioxidante foi feita por meio da porcentagem de inibi¢do (%I) em
relacdo ao controle, conforme a Eq. (1), em que (Ac) representa a absorbancia do controle DPPH e (Aa)
representa a absorbancia da amostra.

_ (Ac—-Aa)
Ac

%I * 100 (1)

As andlises fisico-quimicas do extrato do arilo carnoso do maracuja foram realizadas seguindo as técnicas
sugeridas pelo manual de Métodos Fisico-quimicos para analises de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008),
determinando-se: pH, acidez total titulavel e solidos soluveis. Também foi determinada a composicao
centesimal aproximada do endocarpo do maracuja, estimada pelo teor de umidade, por secagem direta a 105
°C durante 48 horas.

2.3 Teste de Citotoxicidade/Atividade Antitumoral

O ensaio de citotoxicidade/atividade antitumoral foi realizado pelo MTT de acordo com o protocolo
sugerido por Mosmann (1983). Foram utilizadas placas de cultura de 96 pocos onde, em cada pogo, foram

semeadas 3,0 x 104 células HuH7.5 (derivavas do carcinoma hepatocelular). Apds estabilizacao por 24 horas,
o meio de cultura foi descartado e adicionado 100 pL de meio completo com os tratamentos: meio de cultivo
(controle negativo - CO-), agente citotoxico metil metanossulfonato (MMS — 150 uM), (controle positivo -
CO+) e tratamentos com o extrato aquoso autoclavado do endocarpo do maracuja, diluido em meio de cultura,
nas concentragdes finais de 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 ¢ 1000 pug mL™".

Apbs 24, 48 e 72 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por meio de cultura acrescido de
MTT (0,364 mg mL"). As placas foram incubadas por mais quatro horas antes do descarte do meio contendo
MTT, seguido da adi¢do de 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizagdo dos cristais de formazan.
A leitura das absorbancias foi realizada em leitora de microplacas (Thermo Plate) a 560 nm utilizando o
espectrofotometro UV-Vis. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrao das absorbancias e
submetidos a analise de varidncia (one way ANOVA), seguida do teste de Dunnet, pelo software Action Stat.
As diferengas foram consideradas sendo estatisticamente significativas quando o valor de p menor que 0,05.

3 RESULTADOS

Os resultados das concentragcdes dos compostos fenolicos, obtidos pela realizagdo do planejamento
experimental com as variaveis independentes tempo de extracdo e temperatura, sdo mostrados na Tab. 1. O
coeficiente de correlagio (R?) obtido para o ajuste do modelo matematico proposto aos dados experimentais
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indicou uma explicagdo dos dados de 78,76%. Analisando os resultados obtidos, foi possivel observar que o
modelo em estudo ¢ valido, visto que 0 Fcarculado fo1 de 25,95, sendo este maior que 0 Fapelado que foi de 2,71.

Tabela 1 — Teor médio e desvio padriao de compostos fenolicos obtidos para cada ensaio do delineamento
experimental com duas variaveis independentes.

Variaveis independentes Variavel dependente
Ensaio Temperatura Tempo de Compostos Fendlicos (mg g)
(°O) extracao (min) 1 2 3 Meédia + desvio-padrao
1 21,6 6,5 14,43 14,23 14,17 14,34 £ 0,15
2 21,6 23,5 14,65 14,28 14,28 14,40 £ 0,21
3 78,4 6,5 16,84 16,50 16,58 16,64 + 0,18
4 78,4 23,5 18,06 17,90 17,84 17,93 £0,11
5 10,0 15,0 13,65 13,80 13,95 13,80+ 0,15
6 90,0 15,0 16,35 15,87 15,80 16,01 £0,30
7 50,0 3,0 17,47 17,35 17,46 17,43 £ 0,07
8 50,0 27,0 16,32 15,98 15,57 15,96 + 0,37
9C 50,0 15,0 16,68 16,61 16,47 16,59 + 0,11
10C 50,0 15,0 15.35 15,39 15,32 15,35+ 0,03
11C 50,0 15,0 17,10 16,73 16,58 16,91 £0,26

Fonte: Autoria Propria (2021).

A andlise da superficie de resposta mostrou que ocorreu um aumento na concentragdo de compostos
fenolicos para temperaturas de extragao mais elevadas (acima de 50 °C) e que a variacdo do tempo de extragdo,
dentro da faixa avaliada, ndo representa significativa alteracdo da concentragdo de compostos fenolicos,
estando em todos os casos em niveis elevados destes compostos. De maneira geral, pela analise feita na
superficie, foi possivel concluir que em temperaturas na faixa de 60 a 90 °C e nos menores ¢ maiores tempos
de extracao, observam-se as maiores concentra¢des de compostos fenolicos. Assim, foram utilizados os valores
de 78,4 °C e 23,5 min para temperatura ¢ tempo de extragdo, respectivamente, pois estes apresentaram os
valores de maxima extracdo de compostos fenodlicos indicados nos ensaios delineados do planejamento para
garantir que o tempo de extragcdo fosse adequado, visto que este ndo indicou influéncia expressiva na eficiéncia
da extragdo aquosa do arilo autoclavado do maracuja.

A atividade antioxidante do extrato aquoso do arilo carnoso autoclavado do maracujé apresentou valor de
49,20% de atividade de sequestro do radical livrte DPPH. Com relagdo aos resultados fisico-quimicos do extrato
do arilo carnoso autoclavado do maracuja, nota-se pelo valor do pH seu carater acido (3,97). Na andlise de
acidez total, o extrato do endocarpo autoclavado apresentou valor de 10,54% em acido citrico. Com relagao
aos solidos soltveis, pode-se observar baixos indices (3,50 °Brix), explicados, por exemplo, devido a baixas
temperaturas ou pouca luminosidade no desenvolvimento dos frutos. A porcentagem de umidade encontrada
no arilo autoclavado foi de 8,41%, sendo este resultado com pequena diferenca do valor relatado por Canteri
et al. (2010) (6,0%), que também avaliou a umidade do arilo ndo autoclavado do maracuja.

Os dados da Fig. 1 apresentam os valores médios de absorbancia e desvios-padrdes obtidos com as células
de carcinoma hepatocelular HuH7.5 tratadas com as diferentes concentragdes do extrato aquoso do arilo
carnoso autoclavado do maracuja nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os dados mostram que todas as
concentragdes (exceto a concentragdo de 300 pg mL™! no tempo de 48 horas) do extrato do arilo autoclavado
do maracuja apresentaram absorbancias médias maiores e diferentes estatisticamente do controle negativo, o
que indica estimulo da divisao celular destas concentra¢des avaliadas nos trés tempos.
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Figura 1 — Absorbéancia média e desvio-padrio de células tumorais de figado humano HuH?7.5 tratadas por 24,
48 e 72 horas com as concentracdes do extrato aquoso do arilo carnoso autoclavado do maracuja.
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CO-: Controle Negativo; CO+: Controle Positivo; 3,0x10* células por poco.
* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de Dunnet, p<0,05).
Fonte: Autoria Prépria (2021).

4 CONCLUSAO

O presente estudo apresentou bons resultados para a extragdo de compostos fendlicos do arilo carnoso
(endocarpo) autoclavado da Passiflora edulis f. flavicarpa na temperatura de 78,4 °C e no tempo de 23,5 min.
A avaliagdo fisico-quimica identificou a acidez do arilo e atividade antioxidante do endocarpo do maracuja.
Nos ensaios com células HuH7.5 humanas, praticamente todas as concentra¢des do extrato do endocarpo
autoclavado do maracuja apresentaram absorbancias médias maiores ¢ diferentes estatisticamente do controle
negativo, o que indica estimulo da divisdo celular destas concentragdes e tempos avaliados.

Assim, os dados do presente trabalho indicam que outras linhagens tumorais e normais devem ser
avaliadas, buscando identificar melhor atividade biologica do extrato aquoso do arilo carnoso autoclavado do
maracuja produzido.
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