Luminaria, Unido da Vitéria, v. 25, n. 01, p. 05-17
ISSN: 2359-4373. Guidoti et al. (2023)

Fragio de extrato de sementes de Annona squamosa L.
apresenta potente atividade antiproliferativa em linhagens
tumorais humanas

Daniela Granella Gomes Guidoti
Universidade Estadual de Maringa - UEM
Contato: danielaguidoti@live.com

David Teixeira Guidoti

Universidade do Estado de Minas Gerais - UEMG
Contato: davidguidoti@live.com

Adriano Lopes Romero
Universidade Tecnolégica Federal do Parana - UTFPR
Contato: adrianoromero@utfpt.edu.br

Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
Contato: aa_ruiz@hotmail.com

Mary Ann Foglio
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
Contato: foglioma@gmail.com

Jodo Ernesto de Carvalho
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP
Contato: carvalho_je@yahoo.com.br

Carmem Lucia de Mello Sartori Cardoso da Rocha
Universidade Estadual de Maringa - UEM
Contato: clmscrocha@gmail.com

Resumo: Muitas plantas sio empregadas pela populagio como medicinais devido suas propriedades
farmacolégicas. Annona squamosa 1., conhecida popularmente como pinha, possui ampla distribui¢io em
regides tropicais e subtropicais e é rica em componentes bioativos que incluem diterpenos, flavonoides,
alcaloides, taninos, glicosideos, fitoesterois, acetogeninas, ciclopeptideos e O6leos essenciais. Tais
componentes apresentam diversas bioatividades, como antidiabética, hepatoprotetora, antioxidante,
antigenotoxica, antitumoral e antiproliferativa. Este estudo avaliou a atividade antiproliferativa da fragao
metandlica de sementes de A. squamosa, semipurificada por cromatogratia de coluna, testada nas
concentra¢des de 0,25 pg mI.™" 2,5 ug mI.", 25 pg mL" e 250 pg ml.", em nove linhagens celulares tumorais
humanas U251, UACC-62, MCF-7, NCI-ADR/RES, 786-0, NCI-H40, PC-3, HT-29, K562 ¢ na linhagem
celular nao tumoral humana HaCat, frente ao controle positivo com doxorrubicina. Os resultados
mostraram potente efeito antiproliferativo para todas as linhagens testadas. No entanto, houve seletividade
sobre a linhagem NCI-H460 (TGI 0,80 ug mL") para atividade citostatica e, para linhagem U251 (TGI 4,1
ug mL") para atividade citocida, atingindo 100%, indicando potencial uso da fracio para futuros
isolamentos de moléculas anticancer.
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Annona squamosa L. seed extract fraction exhibits potent antiproliferative activity on human
tumor cell lines

Abstract: Many plants are used by the population as medicinal due to their pharmacological properties.
Annona squamosa 1., popularly known as custard apple, is widely distributed in tropical and subtropical
regions and is rich in bioactive components that include diterpenes, flavonoids, alkaloids, tannins,
glycosides, phytosterols, acetogenins, cyclopeptides and essential oils. Such components have several
bioactivities, such as antidiabetic, hepatoprotective, antioxidant, antigenotoxic, antitumor and
antiproliferative. This study evaluated the antiproliferative activity of the methanolic fraction of A. squamosa
seeds, semipurified by column chromatography, tested at concentrations of 0.25 ug mlL.", 2.5 ug mL.", 25
ug mL" and 250 pg mL", on nine human tumor cell lines U251, UACC-62, MCF-7, NCI-ADR/RES, 786-
0, NCI-H40, PC-3, HT-29, K562 and on the human non-tumor cell line HaCat, compared to the positive
control with doxorubicin. The results exhibited potent antiproliferative effect for all strains tested. However,
there was selectivity over the NCI-H460 strain (TGI 0.80 pg mL.") for cytostatic activity, and for the U251
strain (TGI 4.1 pg mL") for cytocidal activity, reached 100%, indicating potential use of the fraction for
tuture isolation of anticancer molecules.
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INTRODUCAO O estudo de plantas de cunho medicinal

L possui nuances complexas, havendo a possibilidade
As plantas medicinais sao aquelas com . A
. . de varios enfoques, como o etnobotanico que
capacidade  para  minimizar ou  curar T D
aborda as implicagdes sociais, éticas e a

enfermidades e sS40, tradicionalmente, ~ , .
2 o compreensio cultural e folclérica do uso de
empregadas pela populagao. Uma tnica planta . o
determinada planta, o que pode ser o inicio para as

medicinal possui inumeras diferentes substancias . L
pesquisas cientificas que venham comprovar ou

ue, se wusadas corretamente, atuam no ~ . . L
que, ’ nao suas propriedades ditas medicinais (LOPES;

organismo, seja prevenindo, tratando ou curando TOCANTINS, 2013; LIMA; GOMES, 2014)
enfermidades e, podem ainda, constituir a base Além ’ do p’otencia’l me dicin’al es';u dos

para a claboragio de fitoterdpicos (ANVISA, etnobotanicos contribuem para a avaliagado da

2022). ) .
) . finalidade principal da planta, a forma correta de
As plantas constituem, portanto, uma . L
manuseio e possiveis riscos em superdosagens

rica fonte Qatural de .rr.letabohtos que,pf)dem BADKE et al, 2011), o que contribui para o
apresentar diferentes atividades farmacoldgicas e, desenvolvimento de produtos naturais como

or isso, sao frequentemente empregadas pela . .
p > 9 preg p alternativa no tratamento de enfermidades

populagao  como  recurso  terapeutico  no (REMPEL et al., 2019) e evitar o uso inadequado

m inum I . A
tratamento de inimeras doencas (M(?RA 'S' etal., de plantas (ANGELO; RIBEIRO, 2014). As
2016). Em alguns casos, as plantas sao utilizadas . e . :
. propriedades medicinais descritas para muitas
como tratamento adicional a outros tratamentos . : X
espécies vegetals, se devem a presenga nestes, de

Ja prescritos, no enfanto, em razao de seu uso diferentes classes de compostos bioativos,
milenar e/ou indicaciao de familiares, muitas sio . .
. . 7 resultantes do metabolismo secundario vegetal
utilizadas como o unico recurso terapéutico (BERNHOFT, 2010)
, .

(MACHADO et al.,, 2014; EDRISSIAN et al.,
2016; JUTTE et al.,, 2017; SZERWIESKI et al.,
2017; WEGENER, 2017; DIAS et al., 2018).

Os metabolitos secundarios recebem esse
nome por nio estarem diretamente relacionados
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aos processos primarios, como fotossintese e
respiragao. No entanto, sdo vitais para as plantas,
atuando na defesa contra a acao de herbivoros e
patogenos, na alelopatia, protegao contra raios
ultravioleta e poluicdo, atragdo de agentes
polinizadores e dispersores, regulacio do
metabolismo e sinalizagdo molecular, processos
essenciais para a vida e perpetuagdo vegetal
(MEYER et al., 2013).

Em geral, os metabdlitos secundarios
possuem estrutura complexa, baixo peso
molecular, apresentam-se em baixas
concentragoes ¢ em determinados grupos de
plantas com bioatividades marcantes (BERG;
LUBERT, 2008). Podem receber, também, o
nome de principio ativo e sao responsaveis por
definir uma planta como sendo medicinal ou
toxica, uma vez que em extratos vegetais, a agao
conjunta ou isolada de certas substincias ¢
responsavel pela atividade biolégica. Além disso,
os componentes bioativos sio muito diversos,
sendo que mais de 50.000 ja foram descritos em
angiospermas (MEYER et al., 2013). De acordo
com as vias biossintéticas, os metabdlitos
secundarios vegetais sao agrupados em  trés
grandes classes: compostos fendlicos,
terpenoides e alcaloides (RAVEN et al.,, 2007),
ou, conforme Taiz e Zeiger (2009) em terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados,
sendo que a distribuicio de cada classe de
metabolito pode variar nos diferentes grupos de
plantas e com relagao a época de sua produgao,
0 que constitui uma ferramenta para estudos de
quimiotaxonomia (BOURGAUD et al., 2001).

Pesquisas recentes tém demonstrado que
o emprego de diferentes bioprodutos vegetais,
como farelo, casca de sementes, sementes,
bagaco, casca e folhas, por exemplo, sio
importantes fontes de fitoquimicos e podem ser
empregados como ingredientes inovadores na
alimentacio (KUMAR et al,, 2019; KUMAR et
al., 2021; NISHAD et al., 2021; PUNIA;
KUMAR, 2021).

Annona  squamosa 1. (Annonaceae),
conhecida popularmente como pinha, fruta-do-
conde ou ata, possui ampla distribuicio em
regides tropicais e subtropicais (DONADIO,
1997). Frutos de A. squamosa sio amplamente
utilizados em preparos alimenticios. Na medicina
tradicional, diferentes partes dessa planta tém

sido empregadas, como por exemplo, raizes
(PANDEY; BARVE, 2011), folhas, fruto e
sementes (PARVIN et al., 2003).

Pesquisas tém sido feitas com diferentes
partes de A. squamosa e revelaram a presenca de
varios  fitoquimicos, incluindo  diterpenos,
flavonoides, alcaloides, taninos, glicosideos,
fitoesterois, acetogeninas, ciclopeptideos e 6leos
essenciais (MA et al., 2017; ZAHID et al., 2018;
MANNINO et al., 2020; AL-NEMARI et al., 2020;
GUIDOTT et al, 2021). Os diversos compostos
isolados de diferentes partes de A. sguamosa tem
demonstrado  inumeras bioatividades, como
antidiabética ~ (KALEEM et al,  2008),
hepatoprotetora  (SALEEM et al, 2008),
antigenotoxica (SURESH et al., 2008), antioxidante
(NANDHAKUMAR; INDUMATHI, 2013), anti-
HIV  em modelos in  siica  (LISINA;
PIRAMANAYAGAM, 2014) e antiproliferativa
(PARDHASARADHI et al. 2004,
PARDHASARADHI et al., 2005).

A atividade antiproliferativa tem sido
descrita para diferentes extratos de varias partes de
A. squamosa e os resultados tém sido significativos
contra linhagens tumorais humanas (ZHANG,
2006; JOY; REMANI, 2008; ANAYA-ESPARZA
et al., 2020; GUIDOTT et al., 2021). No entanto,
ainda é pouco conhecido o mecanismo pelo qual o
efeito antitumoral ocorre (MA et al., 2017).

Mesmo assim, sabe-se que
aproximadamente 60% dos compostos
empregados nos tratamentos de cancer foram
isolados a partir de produtos naturais (PALOMBO,
2000) e as plantas constituem a mais rica fonte
desses compostos (MUNDY, 2002;
WEILBAECHER et al., 2011), por apresentarem
metabolitos que atuam como inibidores de varios
estagios da tumorigénese e processos inflamatérios
associados, indicando a importancia dessas fontes
naturais como auxiliadores na prevencdo e na
terapia de cancer (SOLOWEY et al., 2014).

O cancer é um problema de saude publica
de propor¢oes mundiais (SUNG et al., 2021). Nos
ultimos dez anos, houve aumento de 20% em sua
incidéncia e as projecoes para 2030 indicam a
ocorréncia de 25 milhdes de novos casos
(SANTOS et al, 2023). Os produtos naturais
representam excelentes possibilidades para a busca
de componentes terapéuticos, uma vez que mais de
60% dos medicamentos empregados em diferentes

b
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terapias anticancer tém, em alguma instancia, sua
origem a partir de fontes naturais, o que ressalta
a necessidade de pesquisas pela busca de novos
compostos com atividade anticancer (COSTA-
LOTUFO et al, 2010).

Apesar das propriedades bioativas e
terapcuticas descritas para A squamosa, ¢é
necessaria  a  investigagdo  do  efeito
citostatico/citocida de fracoes da planta em
linhagens normais e tumorais humanas, a fim de
indicar seu comportamento e subsidiar futuros
experimentos que visem o isolamento de
compostos  bioativos que  possam  ser
empregados em tratamentos quimioterapicos.
Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial citostatico e citocida em
linhagem normal e linhagens tumorais humanas,
em resposta a tratamentos com diferentes
concentragoes da fracio semipurificada por
cromatografia de coluna da fase metanodlica de
sementes de Annona squamosa.

METODOLOGIA

Material Vegetal

Frutos maduros de Annona squamosa 1.
(Annonaceae) foram coletados em janeiro de
2013 na Estancia Peluma, Fazenda Jagora no
municipio de Fernandoépolis, Sao Paulo, Brasil
(20°25'47.0"S  50°19'50.1"W, 403 metros de
altitude). Material testemunho foi identificado e
depositado no herbario da Universidade
Estadual de Maringa, Maringa, Parana, Brasil sob
registro HUEM 29903.

Extragdao Quimica

A extragdo quimica foi realizada
conforme Chang et al. (1999). Foram utilizados
2,3 kg de sementes congeladas de _Awnona
squamosa, 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. O extrato
organico obtido foi concentrado em evaporador
rotativo a 50°C, obtendo-se 123,5 g de extrato
bruto (EtOAc). O extrato foi diluido em
cloroférmio (400 mL), seguido de trés extragoes
com agua destilada (50 mL) para obtencdo da
fase CHCI; e do extrato aquoso. A fase CHCl; foi

concentrada e particionada, entre n-hexano (400
mlL), seguida de extragdo com metanol (3 x 50 mL),
rendendo ao final 23,1g de fragdo metanodlica de
sementes.

O extrato metandlico foi submetido a
cromatografia em coluna (@ 20 mm) silica gel 60
(26g), com granulometria 70-230 mesh, eluida com
n-hexano (100%), cloroférmio (100%), gradientes
de mistura de cloroférmio/metanol (99:1, 19:1, 9:1
e 4:1) e metanol (100%), resultando em 72 frascos.
As cromatografias em camada delgada (CCD)
foram realizadas em placas de aluminio cobertas de
sflica-gel 60 UV254 com 0,20 mm de espessura,
adquiridas da Merck, como fase estacionaria,
utilizando n-hexano/EtOAc (2:1), como fase
mével. Para o presente estudo, foi utilizado o tubo
52, com base no perfil cromatografico obtido por
cromatografia de camada delgada (CCD).

Analise da Atividade Antiproliferativa in vitro

A atividade antiproliferativa foi avaliada
em nove linhagens celulares tumorais humanas,
doadas pelo National Cancer Institute (Frederick,
MA, USA): U251 (glioma); UACC-62 (melanoma);
MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovirio com
fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-
0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo nao pequenas
células); PC-3 (prostata); HT-29 (colon); K562
(leucemia) e HaCat (queratindcitos imortalizados,
linhagem nao tumoral).

As linhagens foram crescidas em 5 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco BRL), suplementado com
5% de soro bovino fetal e adi¢ao de gentamicina
(50 mg mL"). As células foram dispostas em placas
contendo 96 pogos (10 uL. células/pogo) e expostas
as concentracoes da amostra dissolvidas em
DMSO/RPMI (0,25; 2,5; 25 e 250 pg m1."), a 37°C
com 5% de CO, atmosférico, por 48 horas, em
triplicata. A concentragao final de DMSO nio afeta
a viabilidade celular, conforme tesultados de
ensaios prévios. Foi utilizado a doxorrubicina como
controle positivo.

As células foram entdo fixadas com acido
tricloroacético 50% e a proliferacio celular
determinada por quantificacao espectrofotométrica
(570 nm) do conteddo de proteina celular,
empregando o teste sulforradamina B (MONKS et
al.,, 1991). A concentracio de inibicio total do
crescimento (TGI) foi determinada pela curva-
resposta de cada linhagem celular, por meio de
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analise de regressao nao-linear pelo software
ORIGIN 7.5.

Se T > C, existiu estimulacio do
crescimento celular. Se T = T0, mas > C, existiu
uma atividade citostatica e a férmula utilizada
sera 100 x [(T-T0)/(C-T0)]. Se T < TO, existiu
atividade citocida e a formula utilizada sera 100 x
[(T-T0)/T0]. T = média das células tratadas, C =
controle das células e TO = controle das células
no dia de adicao das amostras.

Os resultados dos ensaios de dose
foram relatados como TGI (inibicio total do
crescimento). Os resultados do ensaio para a
fracdo foram separados em quatro categorias:
inativos (TGI > 50 pg mL™"), atividade fraca (15
ug ml' < TGI < 50 pg ml"), atividade
moderada (6,25 pg mI."' < TGI < 15 ug mL.") e
atividade potente (TGl < 6,225 pg ml"),
conforme estabelecido por Fouche et al. (2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracdo metanolica semipurificada de
sementes (FMSS) de A. sqguamosa foi submetida a
avaliacdo da atividade antiproliferativa em nove
linhagens de células tumorais humanas: glioma
(U251), melanoma (UACC-62), mama (MCF-7),
ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos
farmacos (NCI-ADR/RES), rim  (786-0),
pulmao, tipo nio pequenas células (NCI-H40),
prostata (PC-3), colon (HT-29), leucemia (K562)
e na linhagem celular nao tumoral humana de
queratinocitos imortalizados (HaCat), como
parametro para avaliar a toxicidade da fragao.
Como controle positivo foi utilizada a
doxorrubicina. Os valores da concentracio
necessaria para promover inibicdo total do
crescimento celular (TGI) estio mostrados na
Tabela 1. Dados da atividade antiproliferativa da
doxorrubicina (controle positivo) e da FMSS,
encontram-se nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

A fracdo metanolica semipurificada de
sementes de A. squamosa induziu a inibicao total
do crescimento celular (TGI) de todas as
linhagens em teste, com exce¢ao da linhagem de
leucemia (K-562). A fragao foi seletiva para a
linhagem de pulmao, tipo nao pequenas células
(NCI-H460), com TGI de 0,80 ug mL.". Mostrou
também, potente atividade para as linhagens:

glioma (U251) com TGI de 4,1 pg mI.", ovario com
fenotipo de resisténcia a multiplos farmacos (NCI-
ADR/RES) e mama (MCF-7), ambas com TGI de
4,9 ng mL", prostata (PC-3), com TGI de 5,6 pg
mL" e colon (HT-29), com TGI de 6,0 pg mlL.".
Além disso, a FMSS apresentou moderado efeito
antiproliferativo para as linhagens tumorais
humanas de tim (786-0), com TGI de 6,8 ug mL." e
melanoma (UACC-62) com TGI de 7,7 pg mL".

Tabela 1. Concentragdo necessaria para inibicao
total do crescimento celular (T'GI) de linhagens
tumorais ¢ ndo tumoral humanas tratadas com
diferentes concentracbes de fracdo metandlica
semipurificada de sementes de 4. squamosa.

Tratamentos

TGI (ug mL1) Doxorrubicina FMSS
U251 0,65 4,1
UACC-62 0,16 7,7
MCEF-7 0,93 49
NCI-ADR/RES 1,0 49
786-0 13,5 6,8
NCI-H460 0,19 0,80
PC-3 0,45 5,6
HT-29 32 6,0

K-562 >25 >250
HaCat 0,28 4,6

Linhagens tumorais humanas: 2 = U251 (glioma); u = UACC-
62 (melanoma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES
(ovario com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos); 7
= 786-0 (rim); 4 = NCI-H40 (pulmao, tipo nio pequenas
células); p = PC-3 (prostata); b = HT-29 (célon); k = K562

(leucemia). Linhagem ndo tumoral humana: q = HaCat
(queratindcitos imortalizados). FMSS: Fracdo metandlica
semipurificada de sementes.

A linhagem nao tumoral HaCat sofreu
inibicio com TGI de 4,6 ug ml.". Contudo, mesmo
com valor superior ao do controle positivo com
doxorrubicina (0,28 ug mL."), sua inibigio indica a
toxicidade da fragdo para células normais. A
doxorrubicina ¢ um quimioterapico amplamente
empregado no tratamento de diferentes tipos de
cancer, bloqueando o crescimento e a progressao
de certos tumores. No entanto, possui efeitos
colaterais como causar danos teciduais e formacao
de bolhas durante aplicagdo intravenosa (PESSINA
et al.,, 2001).

A analise preliminar da atividade
antiproliferativa de fra¢des pode ser realizada por
meio de testes iz vitro empregando linhagens de
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células tumorais para triagem de novos agentes
antitumorais, o que pode ser ampliado
posteriormente para ensaios em modelos
animais. O estudo comparativo entre a cultura de
linhagens derivadas de células cancerosas em
relagdo as linhagens ndo tumorais é comumente
empregada para avaliar as propriedades de
fitoquimicos e extratos de plantas medicinais
(FERNANDO; RUPASINGHE, 2013).

A atividade citocida da fracio foi
observada em todas as linhagens tumorais
testadas, a partir da concentragio de 25 pg mL",
com exce¢ao da linhagem de leucemia (K-562),
que ndo sofreu efeito citocida para nenhuma das
concentragoes testadas, apresentando somente
efeito citostatico, sendo o mais significativo na
concentracio de 25 ug mL', em torno de 92%,
conforme Figura 2. Segundo Tsiftsoglou et al.
(2003), a linhagem K-562 apresenta alto grau de
plasticidade que permite sua diferenciagao,
quando submetida a diferentes agentes quimicos,
o que poderia explicar, em parte, seu
comportamento no presente trabalho.

A atividade citocida foi atingida em
100% para a linhagem de glioma (U251), nas
concentracoes de 25 pg mL" e 250 ug mlL.". Foi
observada, ainda, significativa atividade citocida
para as linhagens de melanoma (UACC-62)
(96%), de rim 786-0 (94%), ambas na
concentragio de 250 pg mL'; para a linhagem
PC-3 (92%) nas concentracdes de 25 pg mL' e
250 ug mI" e HT-29 (91%), na concentracdo de
25 pg mL'. Foi observada, também, na
concentragio de 250 pg ml.", atividade citocida
moderada da FMSS para as linhagens de mama
MCF-7  (78%), ovario com fendtipo de
resisténcia a multiplos farmacos NCI/ADR-RES
(69%) e de pulmao, tipo nio pequenas células
NCI-H460 (67%).

A analise comparativa entre O
comportamento  das  diferentes  linhagens
celulares expostas as diferentes concentragdes da
FMSS de A. squamosa utilizadas no presente
trabalho e os valores da concentraciao necessaria
para inibicao total do crescimento celular (TGI),
apresentados na Tabela 1, é possivel verificar que
a fragaio FMSS de A. squamosa apresentou
seletividade de atividade citostatica para a
linhagem NCI-H460 (TGI 0,80 ug mL") e de
atividade citocida a U251 (TGI 4,1 pg mL"),

10

indicando o potencial uso desta fragao para futuros
isolamentos de componentes anticancer.

Em trabalho anterior, Guidoti (2010)
avaliou as fracoes metandlica e acetato de etila de
sementes de .A. squamosa, que foram utilizadas para
obtenc¢ao da fragio metanolica semipurificada do
presente  estudo. Nesse trabalho, foram
empregadas as mesmas linhagens tumorais e nao
tumoral do presente estudo. A atividade
antiproliferativa da fracio metandlica foi muito
similar em ambos os trabalhos, indicando que a
bioatividade verificada no presente trabalho, seja
resultante de componentes bioativos presentes
também em suas fra¢oes de origem.

Prado et al. (2020), utilizando as mesmas
linhagens  tumorais U251, MCF-7, NCI-
ADR/RES, NCI-H40, PC-3, HT-29, K562, a
linhagem nao tumoral HaCat e a linhagem tumoral
OVCAR-3 (ndo utilizada no presente trabalho),
observaram que a fracao de compostos fenolicos de
sementes de A. cassiflora apresentou atividade
antiproliferativa seletiva para a linhagem de
adenocarcinoma de ovario resistente a multiplas
drogas NCI-ADR/RES). Os autores identificaram
que o flavonoide quercetina  encontra-se
majoritariamente nesta fracao, além de alto teor de
compostos fenolicos com capacidade antioxidante.

Mbonica et al. (2020) observaram potente
atividade citotéxica de extrato etandlico de
sementes de 4. squamosa nas linhagens tumorais
PC-3, HT-29 (utilizadas no presente trabalho) e as
linhagens tumorais MDA-MB231 (cancer de
mama), SiHa (cancer cervical) e A549 (cancer de
pulmio); sendo que a principal concentragio
inibitéria (IC50) correspondeu a 17,54 pg ml." para
MDA-MB231; 13,07 ug mL" para PC3; 39,68 pg
mlL" para A549; 16,09 pg m1." para SiHa e 19,74 ug
ml." para HT-29.

Resultados obtidos por Pardhasaradhi et
al. (2005), mostraram o efeito citotoxico do extrato
organico de sementes de A sguamosa sobre
linhagens MCF-7 (mama) e K-562 (leucemia),
sendo que no presente trabalho, foi observado
efeito citostatico e citocida para MCF-7 e
citostatico para K-562. A citotoxicidade observada
pelos autores foi atribuida as acetogeninas,
compostos bioativos de Annonaceae com inumeras
bioatividades, que causou condensac¢ao nuclear e
fragmentagao de DNA nas linhagens celulares
tumorais.
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Figura 1. Porcentagem de crescimento celular das linhagens tumorais e normal humanas em diferentes
concentragdes (0,025; 0,25; 2,5 € 25 pg mL.") de doxorrubicina, apés 48 horas de exposicio.
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Pardhasaradhi et al. (2005) mostraram,
ainda, que o efeito antiproliferativo sobre
linhagens tumorais MCF-7 e K-562 ocorreu por
apoptose, apoOs tratamento com Os extratos
organico e aquoso de sementes de A. squamosa. A
comprovagio de apoptose se deu pelo
aparecimento  de  condensagio  nuclear,
fragmentacao de DNA, geracio de espécies
reativas de oxigénio e redugao dos niveis
intracelulares de glutationa, além da baixa
regulagao de Bcl-2, o que nido aconteceu para
linhagens COLO-205, indicando que os extratos
podem atuar seletivamente sobre certos tipos de
células tumorais.

Embora muitos compostos isolados de
plantas sejam avaliados quanto sua atividade
antitumoral, sabe-se que os efeitos benéficos das
plantas se devem a uma complexa intera¢ao de
compostos presentes na planta inteira, podendo
apresentar efeitos aditivo, sinérgico ou
antagonista, O que nao acontece com
constituintes isolados (LIU, 2003; KARNA et al.,
2012).

Chen et al. (2016), mostraram que
sementes de A. squamosa apresentam em sua
composicio quimica 4acidos graxos (acido
palmitico, acido linoleico, acido oleico e acido
estearico) com total de rendimento de 22,65%.
Os autores detectaram conteudo significativo de
acetogeninas (em torno de 41 mg/g) que
inibiram o crescimento de células tumorais em
camundongos, apresentando taxa inibitoria
maxima de 53%, via administracio oral.
Verificaram, ainda, que o efeito antitumoral
ocorreu através da diminui¢ido da expressao de
interleucina-6  (IL-6), janus quinase (Jak) e
transdutores de sinal fosforilados e ativadores da
transcrigao (p-Stat3).

As plantas pertencentes a Annonaceae
produzem  as  chamadas  acetogeninas,
metabélitos que tém apresentado uma ampla
gama de bioatividades, inclusive a antitumoral e
extraidas de diferentes partes de espécies de
Apnnona, inclusive de sementes (JOLAD et al,

1982; YANG et al, 2009; LISINA;
PIRAMANAYAGAM, 2014). Acetogeninas
isoladas de A.  squamosa podem inibir a

proliferacio de células tumorais e apresentar
seletividade. Em alguns casos, tal especificidade
pode ser explicada pela alta atividade da oxidase
NADH e demanda de adenosina trifosfato,
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peculiar nas células tumorais e inerente devido seu
crescimento descontrolado (KUMAR et al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

A atividade antiproliferativa da fracao
metanolica semipurificada de sementes de Annona
squamosa observada nas diferentes linhagens de
células tumorais avaliadas, nas condi¢des e tempo
de tratamento do presente trabalho, foi seletiva
para a linhagem NCI-H460 (TGI 0,80 ug mL"),
com efeito citostatico e para a linhagem U251 (T'GI
41 pg mL"), com efeito citocida de 100%.
Adicionalmente, a fracdo apresentou significativa
atividade antiproliferativa para as linhagens
tumorais U251, UACC-62, 786-0, PC-3, HT-29,
MCF-7, NCI-ADR/RES e NCI-H40, indicando
que esta é uma fragdo em potencial para futuros
isolamentos de componentes anticancer. Estudos
futuros poderdo ainda, caracterizar os compostos
obtidos a partir da fragdo empregada neste
trabalho, além da analise da estrutura quimica e
mecanismo de agdo antitumoral que devera ser
avaliada em futuros ensaios 7 vivo.
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