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1 Introducao

A floresta amazonica ¢ a maior floresta tropical do mundo, que abriga uma ampla
biodiversidade de animais e vegetais. Com o crescente interesse por compostos benéficos a
saude, frutas amazdnicas como o murici (Byrsonima crassifolia), rico em carotenoides,
vitamina C e compostos fenolicos, tém atraido atencdo cientifica por seus beneficios
antioxidantes (Aragjo et al., 2018; Pires et al., 2019). Dentre as diferentes técnicas realizadas
para extracdo de compostos, destaca-se a extracdo assistida por ultrassom (Pico, 2013;
Shirsath et al., 2012).

Diante disso, este estudo reporta a extracdo dos compostos fenolicos através da
utilizagdo da técnica de ultrassom e a avaliag@o do efeito antiproliferativo do extrato de murici
frente a linhagens celulares cancerigenas.

2 Objetivos

Extrair compostos bioativos do fruto Murici (Byrsonima crassifolia) por meio da téc-
nica de extragdo assistida por ultrassom e determinar seu potencial antiproliferativo frente a
células de cancer do tipo melanoma cutaneo.
3 Metodologia

O murici foi adquirido, higienizado e congelado previamente na cidade de Manaus
(AM), e posteriormente transportado para Chapeco, onde foi despolpado e seco em estufa a
50°C durante 5 dias até peso constante. Em seguida, foi triturado e peneirado de forma a obter

particulas com um diametro maximo de 0,60 mm. Para extra¢do dos compostos bioativos, um
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Delineamento Composto Central Racional (DCCR) foi realizado para avaliar a influéncia da
temperatura, da razao solido-liquido e da concentracao de etanol (Tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis e niveis do Delineamento Composto Central Racional (DCCR).

Variaveis Niveis
-a -1 0 +1 +a
(-1,68) (1,68)
Temperatura (°C) 30 40 55 70 80
Razao solido-liquido (mg/mL) 15 25 40 55 65
Concentracdo de etanol (%) 6 20 40 60 74

A extracdo foi realizada em tubos de ensaio com rosca em banho de ultrassom por 105
min. ApoOs a extragdo, as amostras foram centrifugadas durante 5 min a 5°C e 5000 rpm. O
sobrenadante foi filtrado e armazenado a -18°C para determinagdo do contetdo fenélico total
(CFT), atividade antioxidante (AAT) e perfil cromatografico dos extratos.

O conteudo fenolico total do extrato foi determinado através do método Folin-Ciocal-
teu, conforme descrito por Pires et al. (2019). A atividade antioxidante foi determinada por
meio do método DPPH, conforme descrito por Brand-Williams e Berset (1995), e para avalia-
¢ao do perfil cromatografico, foi utilizado um cromatédgrafo liquido acoplado a um detector de
massa (HPLC-MS) com fonte de ionizagdo por electrospray, seguindo a metodologia descrita
por Arruda et al. (2018).

Para avaliacdo do efeito antiproliferativo frente a células cancerigenas, foi produzido
um volume maior de extrato, nomeado ELE, a partir da condi¢do 6tima de extragdo (tempera-
tura de 80°C, razao solido-liquido de 25 e 60% de etanol). Posteriormente, as amostras foram
congeladas, liofilizadas e submetidas a analise de migragao celular. As células SK-MEL-28 e
fibroblastos CCD 1059 Sk foram cultivadas conforme descrito por Pelinson et al. (2019). Em
seguida, as células foram tratadas com o extrato diluido em meio de cultura DMEN em dife-
rentes concentracdes (0,25; 0,5; 1; 5 e 10 mg/L) por 24 horas. A viabilidade celular foi avalia-

da utilizando o reagente MTT, conforme descrito por Giudicessi e Ackerman (2013).

4 Resultados e Discussao
Os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante encontrada nos extratos
variaram de 3,3 a 14,78 mg AGE/g fruta seca e 25,19 a 70,79 umol TE/g fruta seca,

respectivamente, conforme pode ser observado no DCCR apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Conteudo fendlico total (CFT) e atividade antioxidante total (AAT) obtida a partir
da extracdo do murici para as diferentes condi¢des experimentais de acordo com o

Delineamento Composto Central Racional (DCCR).

Variaveis CFT (mg AAT (umol

Ensaio Temperatura Razao solido- Concentracdo AGE/g fruta  TE/g fruta
(°O) liquido (mg/mL)  de etanol (%) seca)* seca)*

1 40 (-1) 25 (-1) 20 (-1) 5,44 +0,1 4721+0,5
2 70 (1) 25 (-1) 20 (-1) 8,99+ 0,5 48,39 £ 0,6
3 40 (-1) 55 (1) 20 (-1) 4,49 +0,1 26,28 £2,5
4 70 (1) 55(1) 20 (-1) 4,96 0,7 28,96 + 2,0
5 40 (-1) 25 (-1) 60 (1) 5,44+ 0,6 51,93 +3,1
6 70 (1) 25 (-1) 60 (1) 6,47 +0,3 70,79 + 3,0
7 40 (-1) 55 (1) 60 (1) 4,56 +0,3 38,07+1,0
8 70 (1) 55 (1) 60 (1) 6,04 0,2 46,93 +1,2
9 30 (-1,68) 40 (0) 40 (0) 3,30+0,3 29,99 +0,8
10 80 (1,68) 40 (0) 40 (0) 14,78+ 0,6 70,39 +0,5
11 55(0) 15 (-1,68) 40 (0) 7,09 +0,7 60,02 + 2,9
12 55(0) 65 (1,68) 40 (0) 3,46+ 0,3 25,19+ 0,6
13 55(0) 40 (0) 6 (-1) 2,75+ 0,4 34,09 +0,7
14 55(0) 40 (0) 74 (1,68) 4,88 +0,2 32,73+1,0
15 55 (0) 40 (0) 40 (0) 3,40+£0,2 30,98 + 1,1
ELE 80 (1,68) 25 (-1) 60 (1) 40,50+ 0,1 255,76 £2,8

*valores da média das triplicatas + desvio padrao.

O ensaio 10 apresentou o melhor valor em termos do conteudo fendlico total (14,78 +
0,6 mg AGE/g fruta seca) e o ensaio 6 o melhor resultado em termos da atividade antioxidante
(70,79 £ 3,0 umol TE/g fruta seca). Por meio da anélise de variancia, com 95% de confianca,
obteve-se os valores de Fcalc para CFT de 11,5 e Fcalc para AAT de 30,9, que superaram em
cinco e treze vezes o Ftab, respectivamente. Além disso, obteve-se os coeficientes de
determinagdo (R?) de 74,80% para compostos fenolicos e 88,81% para a atividade
antioxidante. Para o extrato obtido em maior escala, foi possivel obter um contetido fenolico
total de 40,50 += 0,06 mg AGE/g e uma atividade antioxidante de 255,76 + 2,83 umol TE/g,
superando os resultados anteriores.

Analisando as amostras de extrato do fruto de murici via HPLC-MS, quatro compostos
foram identificados: quercetina, acido p-cumarico, 4cido siringico e acido galico. Para o
ensaio ELE (realizado em maior escala), foram quantificados quercetina (3,8 mg/L), acido p-
cumarico (0,4 mg/L), acido siringico (32,0 mg/L) e acido galico (1,0 mg/L). O acido p-
cumarico foi o mais abundante, seguido pela quercetina, com menores quantidades de acidos

siringico e galico. A analise dos compostos fendlicos revelou que o acido siringico foi o
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principal composto detectado em todas as condi¢des experimentais, ja a quercetina apresentou
concentracdes menores em temperaturas mais altas, indicando que sua concentragdo diminui
com o aumento da temperatura de extracdo. Além disso, o extrato de murici foi analisado
quanto a concentra¢do de carboidratos, o qual apresentou cerca de 1,675 g/L de glicose e 2,75
g/L de xilose, totalizando 4,00 g/L de aglicares totais.

A andlise da viabilidade celular em SK-Mel-28 mostrou que altas concentragdes de
extrato de murici (10 mg/mL) causaram um aumento excessivo na viabilidade celular, o que
pode indicar inadequagdo para essas células. Esse resultado pode ter sido influenciado devido
ao elevado teor de acgucares totais presentes no extrato (aproximadamente 4,00 g/L). No
entanto, apesar dos compostos fenolicos isolados ndo terem impacto significativo na
viabilidade das células SK-Mel-28, o extrato aumentou a viabilidade das células saudaveis
CCD 1059 Sk proporcionalmente em todas as concentracdes testadas, sem evidéncias de
citotoxicidade.

5 Conclusio

O estudo avaliou a extragdo de compostos fenodlicos do murici por ultrassom e seu
efeito em células de melanoma (SK-Mel-28) e fibroblastos normais (CCD 1059 Sk). A
extragdo foi eficaz e produziu extratos com alta atividade antioxidante, devido a compostos
como carotenoides e vitamina C. Embora os extratos ndo tenham reduzido significativamente
a viabilidade das células de melanoma, foram seguros para fibroblastos normais, mostrando
aumento na viabilidade celular com concentragdes maiores. Dessa forma, esses achados
ressaltam o potencial antioxidante do murici e sua seguranga para células normais, sugerindo
novas areas para pesquisa em terapias e aplicagdes alimentares.
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