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RESUMO

Annona muricata, conhecida popularmente como gravioleira, € uma planta usada
amplamente na medicina popular na forma de chéas e infusdes para o tratamento de
diversas doencas, como o cancer. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
citotoxicidade e a atividade antitumoral do extrato acetbnico das sementes de
Annona muricata. O presente estudo foi realizado frente a um painel de 4 linhagens
de células tumorais, as células HL-60, HCT-116, SF-295 e OVCAR-8 obtiveram os
valores de 1Cso 0,1944pg/mL, 0,1488ug/mL, 0,0601pg/mL e 0,0987 pg/mL
respectivamente. Na analise frente a eritrocitos de camundongos obtivemos a ICsg
de 9,23ug/mL. O estudo de toxicidade aguda foi realizado in vivo e a DLz foi de
310,2 mg/kg. O estudo da atividade hemolitica foi feita utilizando suspensédo de
eritrocitos de camundongos ndo causando lise. O estudo da avaliagcdo antitumoral
nas doses (7,5; 15 e 30mg/kg/dia por via oral) em camundongos transplantados com
Sarcoma 180 revelou atividade em todas as doses, causando uma reducdo de
48,41% do crescimento tumoral na maior dose. As analises do figado e rins
revelaram que houve algumas alteracées no figado, como esteatose e necrose focal
sugerindo toxicidade hepética nos camundongos tratados com o extrato aceténico
das sementes da Annona muricata. Essas alteracbes sdo, entretanto, consideradas
de possivel reversao do tecido com a descontinuidade do tratamento ou adequacéo
da dose. As andlises bioquimicas, revelaram um aumento nos niveis séricos da
creatinina nas doses de 15 e 30 mg/kg/dia. Nos testes hematologicos ndo houve
alteracdes nos grupos tratados com o extrato aceténico das sementes da Annona
muricata. Os resultados mostraram poucas alteracées dos animais nos parametros
fisicos, bioquimicos e hematoldgicos, mostrando que o extrato € bem tolerado e

pouco téxico.

Palavras-chave: Annona, Annona muricata, Sarcoma 180, Crescimento tumoral.



ABSTRACT

Annona muricata, popularly known as soursop, is a plant widely used in folk medicine
as teas and infusions for the treatment of various diseases such as cancer. The aim
of this study was to cytotoxicity evaluate the antitumor activity of the acetone extract
of the seeds of Annona muricata. This study was conducted with a panel of four
tumor cell lines, HL-60 cells, HCT-116, SF-295 and OVCAR-8 IC50 values obtained
0.1944 pg/ ml, 0.1488 pg/mL, 0.0601 pg/mL and 0.0987 pg/mL, respectively. In the
analysis across from erythrocytes of mice obtained the ICsy of 9.23 pg/mL. The acute
toxicity study was conducted in vivo and DLsg was 310.2 mg/kg. The study of
hemolytic activity was performed using cell suspension from mice without causing
lysis. The evaluation study antitumor doses (7.5, 15 and 30mg/kg/day orally) in mice
transplanted with Sarcoma 180 showed activity at all doses, causing a reduction of
48.41% of tumor growth at the highest dose . Analyses of liver and kidney revealed
that there were some changes in the liver, such as steatosis and focal necrosis
suggesting liver toxicity in mice treated with acetone extract of the seeds of Annona
muricata. These changes are, however, considered the possible reversal of the
tissue with treatment discontinuation or dose adjustment. Biochemical analysis
revealed an increase in serum creatinine at doses of 15 and 30 mg/kg/day. In
haematological tests there were no changes in the groups treated with acetone
extract of the seeds of Annona muricata. The results showed little change in physical
parameters of the animal, biochemical and hematological showing that the extract is

well tolerated and less toxic.

Keywords: Annona Annona muricata, Sarcoma 180, T

umor growth.
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1 Introducéo

1.1 Cancer

O céancer tem afligido os seres humanos ao longo de sua historia, por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor, € uma das doencas que mais causam
temor na sociedade. Nado é surpresa que desde os primordios os médicos tém
escrito sobre o cancer. Alguns dos primeiros registros de cancer foram encontrados
em tumores ésseos fossilizados, em mumias do Egito Antigo e manuscritos antigos.
A descricdo mais antiga sobre o Cancer (embora esse termo ndo tenha sido
utilizado) data de aproximadamente 1600 a.C no Egito e foi encontrada no papiro de
Edwin Smith que descreve oito casos de Ulceras e tumores de mama tratados com
cauterizagao utilizando uma ferramenta chamada de “broca de fogo” (PAPAC, 2001,
KUMMAR et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005;).

O Cancer é considerado um conjunto de doencas complexas caracterizadas
pela instabilidade genética e capacidade de se replicar descontroladamente. Existem
mais de cem tipos de cancer e subtipos de tumores que podem ser encontrados em
orgaos especificos. Entre as alteracdes (mutaces) presentes em tumores malignos
podemos destacar: auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a
inibicdo de fatores de crescimento, inibicdo da morte celular programada (apoptose),
potencial replicativo ilimitado, invasdo de tecidos e metastase. Além disso, 0s
tumores evoluiram de forma a garantir apoio nas células do estroma, a atrair novos
vasos sanguineos, e, finalmente, adquiriram estratégias para escapar da deteccéo
imunologica (HANAHAN & WEINBERG, 2011; KNOWLES & SELBY, 2005;
BALDUCCI, 2007; KROEMER & POUYSSEGUR, 2008; LUO et al., 2009). LUO et
al., 2009 adicionam outras caracteristicas fenotipicas para as células cancerigenas,
gue sdo: estresse metabdlico, proteotdxico, mitético, oxidativo e de dano ao DNA
(Figura 1).

Muitas dessas caracteristicas fenotipicas foram adquiridas por meio de
alteracbes genéticas que envolveram mutacdes com ganho de funcdo e/ou
ampliagdo de oncogenes juntamente com a perda de fungdo e/ou silenciamento
epigenéticos de genes supressores de tumor (HANAHAN & WEINBERG, 2002; LUO
et al., 2009).
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Figura 1: Caracteristicas esséncias da células tumorais

Resisténcia a sinais
anti-proliferativos

Invasao tecidual
e metastase

Fonte: Adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Essas mutacdes séo resultados, frequentemente, de erros ocorridos durante a
replicacdo do DNA e podem ocorrer, também, por exposicdo a misturas quimicas
complexas encontradas no ambiente ou no nosso estilo de vida e nas dietas. A
“carcinogénese quimica” é dividida conceitualmente em quatro etapas: iniciacao,
promocdo, conversdo para a malignidade e progressdo tumoral. As mudancas
genéticas resultante da interacdo quimica-DNA é definida como iniciagdo. Com o
passar do tempo, ocorrem mudancas genéticas adicionais, oncogenes tornam-se
ativos e genes supressores de tumor juntamente com genes de reparo do DNA
tornam-se inativos, levando a uma instabilidade genémica. Com a continuidade do
processo, 0 cenario direciona-se para as transformacdes malignas (expressédo de
fendtipos malignos), progresséo tumoral e metastase (WEINBERG, 2008; KUMMAR
et al., 2004; RIEGER, 2004; BERTRAM, 2001).

As células cancerosas sao, geralmente, menos especializadas nas suas
fungbes que as suas correspondentes saudaveis. Conforme as células cancerosas
vao substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas funcgodes;
assim, por exemplo, a invasdo neoplasica dos pulmdes gera alteragdes respiratérias;
com isto ha a disfuncdo organica que pode levar a faléncia do 6rgado ou, em casos

mais graves, leva a morte do paciente (ALMEIDA et al., 2005).
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O céancer é a primeira maior causa de morte no mundo em paises
desenvolvidos, atras apenas das doencas cardiovasculares. Segundo recente
relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/Organizacao
Mundial da Saude (OMS), o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos.
Para o ano de 2015 espera-se que ocorram cerca de 60,8 milhdes de 6bitos em todo
0 mundo, destes, 9,2 milhdes (15,13%) serdo de cancer; ja para o ano de 2030, se
espera que 11 milhdes (17,5%) das causas de mortes mundiais sejam de cancer
(FLEMING, 2003; HEALTH STATISTICS AND INFORMATICS DEPARTMENT,
2008; BOYLE & LEVIN, 2008; INCA, 2012). Figura 2

Figura 2- Comparagdo entre 0s numeros de mortes mundiais para enfermidades
cardiovasculares e cancer no periodo de 2002-2030 para a populacdo mundial abaixo dos
70 anos. Fonte: Adaptato de Mathers & Loncar, 2006.
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No Brasil, as estimativas, para o ano de 2012, serdo validas também para o
ano de 2013, e apontam para a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer. Os
tipos mais incidentes, a exce¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os
canceres de proéstata e de pulmdo no sexo masculino e os canceres de mama e do

colo do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude

2030
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observada para a América Latina. Em 2012, sdo esperados 257.870 casos novos
para o sexo masculino e 260.640 para sexo feminino. Estima-se que o cancer de
pele do tipo ndo melanoma (134 mil casos novos) sera 0 mais incidente na
populacédo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (60 mil), mama feminina (53
mil), célon e reto (30 mil), pulméao (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do utero (18 mil)
(INCA, 2012) (Figura 3).

Figura 3: Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012, exceto pele ndo melanoma,

na populagéo brasileira. Fonte: INCA, 2012.
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Diante de tal cenéario, fica clara a necessidade de continuidade em

investimentos no desenvolvimento de a¢gbes abrangentes para o controle do céncer,
nos diferentes niveis de atuacdo como: na promocado da saude, na deteccao
precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na formacdo de recursos
humanos, na comunicagdo e mobilizagdo social, na pesquisa e na gestdo do SUS
(INCA, 2012).
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1.2 Produtos Naturais

A natureza é uma fonte atrativa de compostos farmacologicamente ativos
candidatos ao tratamento de patologias devido a enorme diversidade quimica
encontrada nas milhdes de espécies de plantas, animais e microorganismos
(ROCHA et al., 2001).

No século passado diversas classes de produtos naturais foram isoladas e
caracterizadas. Estas descobertas, juntamente com a elucidacdo de mecanismos
biolégicos e bioguimicos de agéo terapéutica, tém sido fundamentais para o trabalho
da quimica organica e medicinal, sendo, portanto areas complementares e co-
dependentes, similar ao conceito chinés de Yin & Yang: um ndo esta presente ou
suficiente sem o outro (Figura 4) (LEE, 2010). Por exemplo, entre 1981 e 2002, 5%
das 1.031 novas entidades quimicas aprovadas pelo FDA (“Food and Drug
Administration”) eram produtos naturais, e outros 23% eram moléculas derivadas de
produtos naturais (CLARDY & WALSH, 2004).

Produtos Naturais & Figura 4: Complementaridade da Quimica e

Decobrimento de Novas Biologia. Quimica Medicinal é uma arte que
Drvgas Vang) o Quinea Nedena -
combina a Quimica e a Biologia no descobrimento

de novas drogas. Adaptado de LEE, 2010.

Os produtos naturais sdo metabolitos secundarios, produzido por plantas,
bactérias, protozoarios e animais em resposta a estimulos externos como: mudanca
nutricional, infecgdo, competicdo e predacdo. Muitos desses metabdlitos ja foram
isolados e o0s compostos ativos biologicamente possuem grande potencial
terapéutico (CHIN, et al., 2006; PESSOA et al., 2006).

Os produtos naturais tém demonstrado ser uma fonte garantida e eficiente
de novos agentes anti-neoplasicos. Assim, NEWMAN & CRAGG mostraram que
63% dos anti-neoplasicos introduzidas nos ultimos 25 anos sao produtos naturais ou
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derivados de produtos naturais. Uma andlise feita por BUTLER, 2004 lista que 79
agentes anti-cancer derivados de produtos naturais ou analogos de produtos
naturais entraram em ensaio clinico nos anos de 2005-2007. Os produtos naturais
nado fornecem apenas novas drogas eficazes, mas também trazem um entendimento

sobre novos mecanismos de agéo no tratamento do cancer. (KINGSTON, 2009).

1.2.1 Produtos Naturais Anti-Cancer Originados de Plantas

A procura por produtos naturais com propriedades anti-cancer remonta, pelo
menos, ao papiro de Ebers em 1550 a.C. Porém, o periodo em que se intensificaram
0S estudos nessa area € muito mais recente, a comecar por Hartwell e
colaboradores por volta dos anos 1960 (SRIVASTAVA, 2005).

Um programa de triagem para agentes antitumorais a partir de plantas foi
iniciado em 1960 sob a supervisdo de Dr. Jonathan L. Hartwell do Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em parceria com o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Nesse programa, mais de 600 espécies de
plantas foram coletadas nos estados de Califérnia, Washington e Oregon, incluindo
casca, galhos, folhas e frutos de Taxus brevifolia Nutt . (Taxaceae) (Figura 5a)
(Taxaceae) no estado Washington (PAZDUR et al.,, 1993; WALL & WANI, 1996;
SANTOS, 1998; CRAGG & NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).

Mais de 60% dos agentes anti-cancer usados na clinica sdo derivados de
fontes naturais como: plantas, organismos marinhos e microorganismos (CRAGG &
NEWMAN, 2005). Entre os compostos derivados de plantas mais relevantes que tém
sido Uteis no tratamento do cancer temos: paclitaxel (TAXOL®) e docetaxel;
alcaldides da vinca, a vimblastina e vincristina; os derivados da camptotecina,
topotecan e irinotecan, e os derivados da podofilotoxina, etoposideo e tenoposideo
(CRAGG & NEWMAN, 2005).

O paclitaxel € um diterpendide polioxigenado (Figura 5b) da familia dos
taxanos, encontrado inicialmente na casca da planta nativa do Pacifico Taxus
brevifolia Nutt. Foi isolado em Junho de 1966 e apresentou atividade antitumoral
contra tumor de Walker e atividade citotoxica contra as linhagens de leucemia L1210
e L1534 (PAZDUR et al., 1993; WALL & WANI, 1996; SANTOS, 1998; CRAGG &
NEWMAN, 2005; REDDY et al. 2003; SRIVASTAVA et al., 2005).



26

Desde, entdo, mais de 300 taxdides ja foram isolados e caracterizados em
plantas do género Taxus. O Taxol® foi uma droga desenvolvida pelo NCI e em 1992
a industria farmacéutica Bristol-Myers Squibb® recebeu, através do FDA (U.S. Food
and Drug Adminstration), a aprovacdo para comercializa-lo para o tratamento de
Cancer de ovario, metastase em mama, cancer de pulméo e sarcoma de Kaposi em
uma dose de 135mg/m?. A grande desvantagem do taxol é a sua baixa
biodisponibilidade e baixa solubilidade em agua. Docetaxel (Taxotere®) (figura 5c) é
um derivado semi-sintético do taxol com uma atividade anticAncer mais potente e
com melhor solubilidade em agua; o uso dessa droga esta associado com varios
efeitos colaterais como: supressédo de medula 6ssea, reacdes de hipersensibilidade,
vomitos, alopecia, etc (SRIVASTAVA et al., 2005).

O paclitaxel atua como um agente estabilizante de microtibulos; enquanto
que outras drogas anti-cancer atuam desestabilizando estas proteinas.
Normalmente, o monémero tubulina é polimerizado a microtubulina que por sua vez
€ despolimerizada a tubulina, processo este que ocorre em equilibrio. O paclitaxel
liga-se a tubulina ndo permitindo o processo de despolimerizagéo. Isso faz com que
os feixes de microtubulos sejam anormais e ndo ocorra formacdo do fuso mitético.
Células cancerosas, frequentemente, apresentam mau funcionamento do ponto de
checagem do fuso e, ao tentar se dividir dentro de uma circunstancia instavel ou
desfavoravel, sdo levadas a morte (PAZDUR et al.,, 1993; WALL & WANI, 1996;
SANTOS, 1998; CRAGG & NEWMAN, 2005; REDDY et al. 2003; SRIVASTAVA et
al., 2005).



Paclitaxel (b)—-R;= ©/; R, = COCH3

Docetaxel (c) - R; = OC(CH3); R, =H

Figura 5. Taxus brevifolia (a); estruturas quimicas do paclitaxel (b) e docetaxel (c).
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Os alcal6ides da vinca, Vimblastina e Vincristina (Figura 6b e 6c), isolados
da planta Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae) (Figura 6a), foram utilizados
por muitas culturas para o tratamento de diabetes. Em prospeccdo da planta como
fonte potencial de hipoglicemiantes orais, notou-se que 0s extratos causavam
leucopenia e depressdo de medula 6ssea em ratos; e posteriormente, verificou-se
sua atividade contra leucemia linfocitica em camundongos (CRAGG & NEWMAN,
2005).

Apesar de a planta ser originalmente endémica de Madagascar, as amostras
utilizadas na descoberta da Vimblastina e Vincristina foram coletadas na Jamaica e
Filipinas. Mais recentemente, alguns analogos dessas substancias foram semi-
sintetizados, Vindesina e Vinorelbina (Figura 6d e 6e). Esses agentes sao usados
em combinacdo com outros quimioterapicos para uma variedade de céanceres,
incluindo leucemias, linfomas, cancer avancado de testiculo, cancer de mama e
pulmdo e Sarcoma de Kaposi (FAHY et al.,, 1997; CRAGG & NEWMAN, 2005;
KRZAKOWSKI et al., 2007).

Os alcal6ides da vinca ligam-se a tubulina, impedindo a polimerizacédo dos
microtbulos e consequiente formacdo do fuso mitético, resultando na parada do
ciclo celular durante a mitose (LING et al., 1996; MANN, 2002).
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Vimblastina (b) — R1 = CHj3; R, = CO,CHj3; R3= OCH,CH3; R4;= OH
Vincristina (c) — Ry = COH; R, = CO,CHgs; R3= OCH,CH3s; R4= OH
Vindesina (d) — Ry = CH3; R, = CONHgs; R3= OH; R4=OH
Vinorelbina (e) — R;1 = CHs; R, = CO,CH3; R3= OCH,CH3; R4=H

Figura 6. Catharanthus roseus (a); estruturas quimicas da Vimblastina (b), Vincristina (c),

Vindesina (d) e Vinorelbina (e).
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No inicio dos anos 1960, a descoberta da Camptotecina (Figura 7b) pelos
pesquisadores WALL & WANI como um farmaco antineoplasico e de modo de acéo
Gnica, inibindo a topoisomerase |, acrescentou uma nova dimensao no campo da
quimioterapia (SRIVASTAVA et al., 2005). A camptotecina € um alcaldide do grupo
dos quinolinoalcaldides e foi isolada primeiramente da arvore nativa da China
Camptotheca acuminata Decne. (Nyssacea) (Figura 7a), conhecida também como
“arvore da alegria” e “arvore do amor”. Essa substancia pode ser encontrada em
diferentes partes da planta, como, raizes, galhos e folhas (PAZDUR et al., 1993;
WALL & WANI, 1996; ROCHA et al., 2001; ZHANG, 1998; MANN, 2002; CRAGG &
NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).

Estudos preliminares “in vitro” revelaram atividade antitumoral em células
leucémicas de camundongo o que logo tornou o alcaldide um possivel agente
antitumoral. A molécula da Camptotecina tornou-se tdo importante que, entre os
anos de 1966-2004, mais de 3.000 trabalhos cientificos sobre ela foram publicados.
Atualmente, os primeiros anélogos da Camptotecina, Topotecan (Hycantin®) (Figura
7c) e Irinotecan (Camptosar®) (Figura 7d), sdo comercializados pelas indistrias
farmacéuticas Glaxo-SmithKline® e Pfizer®, respectivamente, para o tratamento de
cancer de ovario e célon retal (SRIVASTAVA et al., 2005).

O principal alvo da Camptotecina na célula € a enzima topoisomerase |,
enzima responsavel pelo relaxamento do DNA durante a replicacdo. A camptotecina
liga-se a esse complexo DNA-topoisomerase, deixando-o estavel, e impedindo que
as duas fitas do DNA se separem e possam entdo ser replicadas e transcritas
(PAZDUR et al., 1993; WALL & WANI, 1996; ROCHA et al., 2001; ZHANG, 1998;
MANN, 2002; CRAGG & NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).
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(@)

Camptotencina (b) - R;=H; R,=H

CHg

Topotecan (¢) — Ry = H; HC—N R, =

Irinotecan (d) - Ry :CMGM%O_; R, = CH,CH

Figura 7. Camptotheca acuminata (a); estruturas quimicas da Camptotecina (b), Topotecan

(c) e Irinotecan (d).
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A Podofilotoxina (Figura 8b) é uma lignina bioativa que foi isolada
primeiramente por Podwyssotzki em 1880, a partir da planta norte americana
Podophyllum peltatum Linnaeus (Berberiadaceae) (Figura 8a) vulgarmente
conhecida como “macgé americana”. Posteriormente, ela foi isolada de varias outras
espécies como P. emodi Wall e P. pleianthum. Essas plantas foram muito utilizadas
por americanos e asiaticos no tratamento de cancer de pele e verrugas (ROCHA et
al., 2001; MANN, 2002; CRAGG & NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).

Podofilotoxina possui atividade citotoxica em varias linhagens de células
cancerigenas e € eficaz no tratamento de varios tumores como: tumores de Wims,
varios tumores genitais, tumores de pulmao e linfomas. Seu principal mecanismo de
acado € a inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos, causando parada do ciclo
celular em metéfase, e bloqueio de atividade da topoisomerase Il. As tentativas de
uso em neoplasias humanas néo tiveram éxito devido ao fato da mesma apresentar
varios efeitos colaterais como: nauseas, vomitos, danos aos tecidos normais, etc. (
CRAGG & NEWMAN, 2005; SRIVASTAVA et al., 2005).

Extensas modificacbes na estrutura foram realizadas para obter agentes
antitumorais mais potentes e menos téxicos, o que resultou em dois compostos
semi-sintéticos: etoposideo (Figura 8c) e tenoposideo (Figura 8d). Esses, por sua
vez, sdo amplamente utilizados no tratamento de linfomas, leucemia aguda, cancer
testicular, pulmonar, ovario, bexiga, cérebro, etc. (SRIVASTAVA et al., 2005).

Essas modificacdes na estrutura da Podofilotoxina mudaram o mecanismo
de acdo dos dois semi-sintéticos, que passaram a apresentar somente atividade
inibitoria sobre a topoisomerase Il (SRIVASTAVA et al., 2005).
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Figura 8. Podophyllum peltatum (a); estruturas quimicas da Podofilotoxina (b), Etoposideo (c) e

Tenoposideo (d).
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1.3 Planta estudada: Annona muricata L.

A familia Annonaceae compreende grande namero de géneros e espécies,
a maioria nativa das regifes tropicais ou subtropicais. Possuem gineceu apocarpico,
estames livres e numerosos, distribuidos espiraladamente em torno do receptaculo
floral e polinizagdo realizada predominantemente por besouros ( FAEGRI & PIJL,
1980; VIDAL HERNANDEZ, 1993, MOSCA, et al., 2006).

A familia Annonaceae é composta por aproximadamente 120 géneros, dos
quais apenas trés, Annona, Rollinia e Duguetia, produzem frutos comestiveis, todos
originarios de regides tropicais da Asia, Africa e América. O género Annona é o mais
importante com mais de 50 espécies. Muitas dessas espécies tém interesse como
frutiferas comerciais (JOLY, 1979; CRANE & CAMPBELL, 1990; MOSCA, et al.,
2006).

No Brasil, apenas as espécies do género Annona sao cultivadas
comercialmente, sendo uma das mais importantes a Annona muricata L., conhecida
popularmente como gravioleira, e o fruto conhecido por Graviola, Araticum de
Comer, Araticum Grande, Araticum Manso, Areticum, Jaca, Jaca de Pobre, Coracao
de Rainha, Jaca do Para, Jaqueira Mole, Condessa. O fruto graviola é conhecido
pelos antigos aborigenes haitianos como Anon. Na Holanda é conhecida como
Zuurzak, na Alemanha como Sauersack, Stachel-Annone e Stachelannone, no
México como Anona amarilla, Cabeza de Negro e Zapote de Viejas; Soursop na
lingua inglesa, Guanabana, Guandbano, Catuch e Zapote agrio em espanhol;
Cachiman Epineux, Cachiman Morreux, Corossol Epineux, Sapotille, Corossolier,
Corossol em francés, Brazilian pawpaw, Prickly Custard Apple, Soursap, Soursapi e
Soursop em inglés (ANTOUN, et al., 1993; BRANCH; SILVA, 2003; FEO, 1992;
MORS, et al., 2000; http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?3492).


http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?3492
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1.3.1 Caracteristicas Botanicas

1.3.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Divisdo: Spermatophyta
Sub-Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae (Magnoliatae)
Ordem: Ranales

Sub-Ordem: Magnoliales

Familia: Annonaceae

Género: Annona

Espécie: Annona muricata L.

Sinonimia: Annona macrocarpa; Annona bonplandiana; Annona cearensis;

Guanabanus muricatus (L) M. Gomez
NOME CIENTIFICO: Annona muricata L.

NOME POPULAR: Gravioleira (a arvore); Graviola (a fruta)
1.3.1.2 Habitat

Considerada como originaria das Antilhas por Oviedo (1526, citado por Patifio
em 1963), a gravioleira ocorre em toda América Tropical, mais especificamente da
América Central e Vales Peruanos, e dai distribuida para todas as regides tropicais
do mundo. E resistente ao solo pobre e ocorre mais frequentemente nas areas ao
nivel do mar (0 m) a 1.200 m de altitude (FALCAO et al., 1982; MANICA, 1997).
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1.3.1.3 Descricao Botéanica

A gravioleira (Figura 9) € uma arvore de pequeno porte, com altura de 3,5-8
m, copa pequena, de ramificacdo assimétrica e de folhagem compacta. As folhas sdo
inteiras, simples, alternas, pecioladas, ovaladas, oblongas ou elipticas, coriaceas,
duras, de peciolos curtos, de cor verde-escuro-brilhante na parte superior e verde-
amarelada na parte inferior, medindo de 5 a 18 cm de comprimento por 2 a 7 cm de
largura, quando adultas (MANICA, 1997; MOSCA, et al., 2006).

FIGURA 9. Annona muricata L. Acessado em 18 de setembro de 2011; Fonte:

http://www.rarexoticseeds.com/Fruits/Graines_Annona_Muricata_Seeds_Soursop_Corosollier

As flores no estadio de “capulho” tem um formato subgloboso ou piramidal,
sdo hermafroditas, grandes, solitarias, actinomorfas, diclamideas, com cheiro forte,
de cor verde-escura quando em crescimento e verde clara quando proximas da

antese. Quando abertas, sdo amareladas, amarelo-enxofre ou creme, com seis


http://www.rarexoticseeds.com/Fruits/Graines_Annona_Muricata_Seeds_Soursop_Corosollier
http://www.rarexoticseeds.com/Fruits/Graines_Annona_Muricata_Seeds_Soursop_Corosollier
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pétalas grossas e carnosas, cbncavas, até 4 centimetros de comprimento e 3
centimetros de largura, cordadas na base e acuminadas no apice, as interiores um
pouco menores e menos espessas, imbricadas. Distribuidas em pedunculos curtos
axilares ou diretamente do tronco, solitarias ou agrupadas de 2 a 4 flores, originadas
de raminhos curtos dos ramos de plantas velhas que, ap0s a fecundacgdo, formam

cachos de frutos, conhecidos como graviola (Figura 10).

O fruto é uma baga composta, frutos multiplos ou sincarpo, carnoso, grande,
ovoide ou cordado-oblongo, podendo ter até 30 cm de comprimento por 20 cm de
didametro, chegando a pesar 10 kg ou mais. A casca é delgada, de aparéncia
reticulada de coloracéo verde-escura, quando o fruto estd em desenvolvimento e de
cor verde clara brilhante em frutos maduros, possuindo espiculas carnosas, moles e
recurvadas, correspondendo cada uma a um carpelo. A polpa € formada por gomos
de coloracdo branca, perfumada, muito sucosa, ligeiramente &cida e muito
aromatica, de sabor agradavel; sementes numerosas, negras ou marrons, brilhantes
(Figura 11). (FALCAO et al., 1982; MOSCA et al., 2006).
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Figura 10. Annona muricata L. Fonte: www.maniadeamazonia.com.br .Acessado em 20
de agosto de 2012.
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3Z-38cm

15-2.0cm

Figura 11. Desenho esquematico dos ramos, folhas, frutos e sementes (fotos) da Annona

muricata L. (Graviola) (Fontes: FOTO e desenhos).

A gravioleira (Annona muricata L.) € uma das importantes frutiferas cultivadas
no Nordeste Brasileiro, principalmente nos Estados da Paraiba, Ceara, Pernambuco
e Bahia, sendo seus frutos utilizados na fabricacdo de suco, sorvetes, compotas,
geléias, doces, iogurte e cremes. Possui grande valor comercial sendo
industrializado em varios paises (SACRAMENTO, et al., 2003).
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1.3.1.4 Constituintes

A Annona muricata L. foi estudada por varios pesquisadores, que
determinaram seus constituintes quimicos, teor de carboidratos, lipideos, acidos
graxos, proteinas, aminoacidos, polissacarideos, vitaminas e sais minerais. Os frutos
sao ricos em carboidratos com baixissimos teores de gorduras, e ndo é considerado

como de grande valor protéico.

A composicéo e o valor nutritivo de cada 100 gramas de polpa € de: Agua
— 78 a 85,3%; Proteinas — 0,62 a 1,7 g; Lipidios — 0,2 a 0,7 g; Glicidios — 11,5 a 18,2
g; Acidez — 0,8 a 3,0 %; Acucar total — 10,1 a 16,8 %; pH — 3,6 a 4,2; Taninos — 3,6 a
4,2 g; Calorias — 60; Fibra — 1,10 a 4,21 g; Célcio — 22,0 a 41,6 mg; Fosforo — 28 a
78,4 mg; Ferro — 0,5 a 6,0 mg; Vitamina A — 20 U.l.; Vitamina B1 — 0,1 a 1,0 mg;
Vitamina B2 — 0,05 a 0,07 mg; Niacina — 0,9 mg; Vitamina C — 10,5 a 57,0 mg;
Aminoécidos Triptofano — 11 mg; Metionina — 7 mg; Lisina — 60 mg (PAULL, 1983;
CASTRO et al., 1984; MORTON, 1987; SACRAMENTO et al., 2003, SOUZA, et al.,
2008).

1.3.1.5 Pesquisa Fitoguimica

O metabolismo secundéario da graviola produz um grupo de fitoquimicos
bioativos, onde se destacam as acetogeninas que estdo presentes nas folhas, na
casca do caule e nas sementes (FERAS et al., 1999; WANG et al., 2002; ZENG et
al., 1996; PAULL, 1983; CASTRO et al., 1984; MORTON, 1987; SACRAMENTO et
al., 2003).

A transformacg&o quimica qualitativa mais marcante que ocorre na maturacao
dos frutos da gravioleira é a decomposicdo de carboidratos, notadamente a
conversdo de amido em agucares soluveis. Essa transformacao tem efeito no sabor
e na textura dos frutos (CHITARRA & CHITARRA, 1990; MOSCA, et al., 2006).

O metabolismo secundario da Annona muricata L. produz grupos de
fitoquimicos bioativos, como os alcalbéides, compostos fendlicos, 6leos essenciais,
flavondides, terpenos e acetogeninas, estas sao exclusivas do género (PONTES et

al., 2004). Outros constituintes do fruto da gravioleira sdo acidos citrico, oxalico,
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caféico, cumarico, estearico, linoléico, malico, y-aminobutirico (GABA) e acido oléico;
anonol, campesterol, citrulina, dextrose, etanol, fitosteréis (B-sitosterol,

estigmasterol), frutose, ipuranol, manganés, leucoantocianinas, sacarose, taninos.
1.4 As Acetogeninas

A maioria dos estudos da fitoquimica de Annonaceae ndo se concentra mais
nos alcaldéides, mas numa nova classe de compostos extremamente bioativos que
sdo referidos como Acetogeninas anonaceas(RUPPRETCH et al., 1990; FANG et
al., 1993).

As acetogeninas sdo metabolitos secundarios obtidos pela via do acido
acético, derivados de acidos graxos de cadeia longa exibindo expressiva atividade
biolégica e tem sido considerado como importantes alternativas para o
desenvolvimento de drogas antitumorais. Bioquimicamente, as acetogeninas sdo um
grupo de metabdlitos secundarios constituido por uma longa cadeia hidrocarbdnica,
geralmente, Cs35-C37, sustentando um anel terminal y-lactona a,B-insaturado, as
vezes rearranjado a cetolactona, comum a trés anéis tetrahidrofuranos localizados
ao longo da cadeia hidrocarbénica, onde podem ser encontradas também funcdes
oxigenadas (hidroxilas, acetoxilas, cetonas, epoxidos, tetrahidrofuranos e
tetrahidropiranos), podendo estar presentes ligacdes dulpas e triplas (ALALI et al.,
1998; BERMEJO et al., 2005; LEITE, 2009).

A primeira acetogenina isolada foi a uvaricina, em 1982, com propriedades
antitumorais. A partir de entdo, o interesse por essas substancias vem crescendo,
principalmente pela variada agéo biologica que apresentam e por serem candidatas
promissoras para um futuro de geracdo de drogas contra tumores quimioterapico-
resistentes (JOLAD et al., 1982; WRIGHT, 2005).

Ja foram descritas mais de 400 acetogeninas, isoladas de sementes, frutos,
caules e folhas da planta e muitas delas com suas estruturas quimicas estabelecidas
(ARROYO et al., 2005; GLEYE et al., 1998; ESPOSTI et al.,, 1994; HOPP et al.,
1996; LANDOLT et al., 1995; OBERLIES et al., 1997; ALALI et al.,1999; GLEYE et
al., 2000; CHANG; WU, 2001; GONZALES-COLOMA et al., 2002; LIAW et al., 2002;
CHIU et al., 2003; BERMEJO et al., 2005; CHIH et al., 2001; LIAW et al., 2005;
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SANTOS et al.,, 2007; BRITO et al.,, 2008; KOJIMA; TANAKA, 2009). Alguns
exemplos de acetogeninas sdo: Annocatalina; annohexocina, annomonicina,
annomontacina; annomuricatina A e B; annomuricinas A, B, C, D, E, F,
annomutacina, anonacina (multiplos iso, cis, um, etc.), annonacinona,
annopentocina, cohibina A, B, C e D; corepoxilona; coronina; corossolina,
corossolona; donhexocina; epomuricenina A e B; epomuricenina; gigantetrocina A e
B; gigantetrocinona (cis, trans); goniothalamicina; javoricina; montanacina,
montecristina; muracina A, B, C, D, E, F, G; muricapentocina;, muricatalicina,;
muricatenol, muricatetrocina A e B; muricatina D; muricatocina A, B e C; muricina H e
I; muricoreacina; murihexocina 3; murihexocina A, B e C; murihexol; murina;
murisolina; reticulatacina; robustocina; rolina; rolliniastatina 1 e 2; sabadelina;
solamina; uvariamicina | e IV; xylomaticina (RIESER et al.. 1991; RIESER et al..
1993; WU et al.. 1995a; WU et al.. 1995b; WU et al.. 1995c; WU et al.. 1995d; ZENG
et al.,1996a; ZENG et al.,1996b; RIESER et al.. 1996; GLEYE et al., 1998; KIM et al.,
1998a; KIM et al., 1998b; FERAS et al., 1999; ALALI et al., 1999; LIAW et al., 2002;
WANG et al., 2002).( Figura 12)

As acetogeninas sdo classificadas de acordo com as quantidades de
anéis tetraidrofuranicos (THF) e de subunidades de y-lactonas. Elas podem ser
mono-THF, bis-THF adjacentes, bis-THF ndo adjacentes, as que ndo possuem anéis
THF e as ndo classicas, acetogeninas que possuem anel tetrahidropiranico. Nas
estruturas das acetogeninas podem variar o padrdo do anel lactbnico. Eles séo
classificas em y-lactonas substituidas, cetolactonas (cis ou trans) ou anel hidroxilado
(RUPPRECHT et al., 1990).

Algumas avaliacfes de citotoxicidade com relagdo a estrutura-atividades
(SAR) Dbiolégicas ja foram estudadas para as acetogeninas anonaceas
(RUPPRECHT et al., 1990; FANG et al.,1993). Estes estudos mostraram que:

v' As acetogeninas do tipo bis-THF com anéis adjacentes sdo as mais potentes,
seguidas em ordem decrescente de atividade pelas bis-THF ndo adjacentes,
pelas mono-THF e, por ultimo, aquelas que ndo possuem anéis THF.

v' As unidades hidroxila sdo extremamente importantes para a bioatividade
destes compostos. A acetilacdo ou a preparacdo de outros derivados destes
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grupos reduzem a atividade citotoxica. Reducdo das carbonilas cetbnicas da
esquamona resulta em um aumento substancial da citotoxicidade.

v" A subunidade vy-lactona a,B-insaturadas é essencial para a atividade
citotdéxica. Reducédo de ligacdo dupla diminui a atividade.

v A estereoquimica da molécula é fundamental para a relacdo estrutura-
atividades. A mudanca na estereoquimica de um centro assimétrico pode
resultar em aumento na atividade citotoxica. A asimicina é um bilh&o de vezes
menos ativa que a bulatacina, devido a sua estereoquimica.

v A presenca de didis vicinais e dupla ligacdo ao longo da cadeia também

aumentam a atividade.
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Figura 12 - Acetogeninas isoladas da familia Annonaceae

As acetogeninas sao conhecidas por serem compostos com potente
citotoxicidade. Foi demonstrado que o mecanismo de agdo das acetogeninas esta
relacionado com a nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH):

ubiquinonaredutase no complexo |, que € a proteina ligada a membrana do sistema
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de transporte de elétrons mitocondrial e & NADH oxidase ligada a ubiquinona nas
membranas plasméaticas das células cancerosas (ALALI et al., 1999).

Acetoageninas anonaceas Sao agora consideradas as mais potentes e
eficazes em concentracdes nanomolares dentre os diversos inibidores do complexo
mitocondrial I. Por enquanto, ainda ndo ha trabalhos demonstrando os mecanismos
moleculares destes compostos, porém Shimada et al. (1998a; 1998b) e Miyoshi et
al. (1998) usaram membranas lipossomais e particulas vesiculares submitocondriais,
respectivamente. Estes experimentos poderiam explicar e verificar se os perfis das
relacdes estruturas-atividades estdo corretos, ou mudar drasticamente o
entendimento da significancia da esteroquimica relativa e absoluta dos sistemas de
anéis tetrahidrofuranos ou tetrahidropiranos. Shimada et al. encontraram que as
acetogeninas, contendo moléculas com anéis tanto mono-adjacente, bis-adjacente
ou bis-THF n&o-adjacente, tiveram seus anéis THF residentes nas regides
interfaciais das membranas lipidicas. Foi concluido que os grupos THF servem como
ancoras hidrofilicas nas membranas lipidicas. Foi encontrado também que a posicao
do anel THF de ancoragem ao longo da cadeia da acetogenina determina a
profundidade de penetracdo do grupo funcional lactona na bicamada lipidica. Desta
forma, o anel de lactona, amarrado a por¢cbes espacadoras de diferentes
comprimentos, penetra no bicamada lipidica a diferentes profundidades, agindo
diretamente nos sitios das proteinas receptoras, e adaptando-se a geometria de
tipos de células especificos. Esta seria a explicacdo para a seletividade de tipos

celulares observados nestes compostos (ALALI et al., 1999).

1.5 Alcaldides

Varios alcaldéides foram identificados na Annona muricata L., entre 0s
quais se destacam: annonaina, anomuricina, anomurina, asimilobina, anomonicina,
anonaina, aterospermina, aterosperminina, coclaurina, coreximina, estefarina,
muricina, muricinina, nornuciferina, reticulina (alcaldide principal), tiramina,
tetrahidrobenzilisoquinolinas (LEBOEUF et al., 1981; HASRAT et al., 1997; KOTAKE
et al., 2004).
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A reticulina (C19H23NO,4) € um alcaldide benzilisoquinolinico (Figura 13)
sendo conhecida como precursor comum na rota biossintética da morfina e
papaverina, e estruturalmente relacionado a papaverina, agente espasmolitico
(MARTIN et al.,, 1993). Além disso, é descrito que a reticulina apresenta efeito
vasorelaxante por inibir o influxo de calcio através dos canais céalcio dependente de
voltagem; apresenta efeito no sistema dopaminérgico central, e acdo bloqueadora
neuromuscular (WATANABE et al., 1981; MARTIN et al., 1993).

Figura 13. Alcaloide reticulina isolado da familia Annonaceae.

1.6 Outros Constituintes

Acidos citrico, oxalico, cafeico, cumarico, estedrico, linoléico, malico, y-
aminobutirico (GABA) e acido oléico; anonol, campesterol, citrulina, dextrose, etanol,
fitosterois (B-sitosterol, estigmasterol), frutose, ipuranol, manganés,
leucoantocianinas, sacarose, taninos (PAULL et al., 1983; MOSCA, et al., 1997,
MOSCA, et al., 2006).

1.7 Uso na Medicina Tradicional

A Graviola tem uma longa e rica histéria de uso como medicamento
tradicional pelos amerindios centro e sul-americanos, muito antes da descoberta da
Ameérica. Praticamente todas as partes da planta (casca, folhas, raizes, flores, fruta e

sementes) sao utilizadas para o tratamento de varios tipos de doencas, em diversas
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partes do mundo, principalmente em paises tropicais. Segundo a medicina popular,
todas as partes da arvore da gravioleira sédo utilizadas na medicina natural, ou seja,
a casca, raizes, folhas, flores e as sementes do fruto, com propriedades diferentes
as diversas partes dela. Geralmente o fruto ou seu suco é tomado contra vermes e
parasitas. As sementes esmagadas sdo usadas como vermifugos anti-helminticos.
As cascas e as raizes sao consideradas sedativas, antiespasmaodicos, hipotensivos,
antitumorais e para 0s nervos. As raizes, as cascas e as folhas sdo utilizadas para
diabetes, como sedativo e antiespasmddico. O cha da folha é para problemas do
figado e no combate ao catarro e o 6leo que sai do fruto é misturado com 6leo de
azeitona para combater a nevralgia, reumatismo e artrites (LE COINTE, 1947,
FENG, 1962; MORTON, 1968; MISAS, 1979; MORTON, 1980; BRANCH; SILVA,
1983; WENIGER et al., 1986; VASQUEZ, 1990; CARBAJAL et al., 1991; FEO, 1992;
HEINRICH et al.,, 1992; ALONSO, 1998; MORS et al., 2000; LORENZI; MATOS,
2002; ABDULLAH; SINA, 2003; DAUD, 2005; LUNA et al.,, 2009). A utilizagao

etnofarmacoldgica no Brasil e no mundo esta relacionada na Tabela 1.
1.8 Principais Usos da Graviola na Medicina Popular

Cancer; Antimicrobiano de amplo espectro; Antifingico nas dermatomicoses
superficiais; Parasitoses intestinais; Infestagcbes por ectoparasitas; Hipertensao;
Hipoglicemiante; Depresséao, estresse e disturbios do sistema nervoso (ALMEIDA,
2005; ALONSO, 1998; ANTOUN et al., 1993; BRANCH; SILVA, 1983; FEO, 1992;
MORS et al., 2000).

Tabela 1. Utilizacdo Etnofarmacolégica da Graviola no Brasil e no Mundo. Fonte: Adaptado
de The Healing Power of Rainforest Herbs by Leslie Taylor, 2005.

PAIS USO ETNOFARMACOLOGICO

Analgésico, Anti-helmintico, Antiespasmadico, Adstringente,
Broncodilatador, Calmante, Antitussigeno, Hipoglicemiante,

Brasil Antidiarréico, Antiinflamatério, Emético, Antitérmico,
Antiespasmadico, Hepatoprotetor, Antinevralgico, Antiparasitario e
Antireumatico.
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Caribe

Antiespasmadico, Antitérmico, Antigripal, Digestivo, Ansiolitico,
Sedativo, Ectoparasiticida, Antiasmatico, Antidiarréico, Anti-
Hipertensivo, Galactagogo, Vermifugo e no tratamento do
Escorbuto.

Curacao

Colerético, Ansiolitico e Sedativo.

Haiti

Estimulante, Cicatrizante, Antitussigeno, Antidiarréico, Emético,
Antitérmico, Antigripal, Galactagogo, Ansiolitico, Vermifugo,
Pediculicida, Sedativo, Antiespasmadico, Gastroprotetor, Digestivo
e no tratamento da Pelagra.

Jamaica

Antiespasmadico, Estimulante, Broncodilatador, Diurético,
Antitérmico, Cardiotdnico, Anti-hipertensivo, Galactagogo,
Calmante, Parasiticida, Sedativo e Vermifugo.

Maléasia

Adstringente, furinculo, Antitussigeno, Antidiarréico, Antifungico,
Anti-hipertensivo, Antireumético, Hemostatico.

México

Adstringente, Antidiarréico, Antitérmico, Expectorante, Antifingico
nas Dermatomicoses e Antiescorbutico.

Panaméa

Anti-helmintico, Antidiarréico, Antiacido, Diurético, Pesticida,
Gastroprotetor e Vermifugo.

Peru

Parasiticida, Antiespasmadico, Antiinflamatorio, Hipoglicemiante,
Antidiarréico, Antitérmico, Anti-hipertensivo, Digestivo, Inseticida,
Ectoparasiticida, Gastroprotetor e Sedativo.

Trinidad

Depurativo, Estimulante, Antigripal, Galactagogo, Anti-Hipertensivo
e Ansiolitico.

Outros

Analgésico, Antiinflamatério, Antiasmatico, Adstringente,
Anticancer, Antidepressivo, Colerético, Antidiarréico, Antitérmico,
Cardiotonico, Inseticida, Diurético, Galactagogo, Hepatoprotetor,
Antimalarico, Expectorante, Pediculicida, Pesticida,
Ectoparasiticida, Antifiungico nas Dermatomicoses, Antiescorbutico,
Sedativo, Digestivo, Gastroprotetor e Tranquilizante.




48

1.9 Propriedades Farmacoldgicas

v

ANTIBACTERIANA: extratos metanolico, hexanico e de acetato de etila
obtido do caule, casca e sementes apresentam efeito bactericida em
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus
aureus e S. albus (VIEIRA et al., 2010).

ANTIMALARICA: o extrato de folha tem mostrado atividade antimalarica, in
vitro, contra Plasmodium falciparum (GBEASSOR et al.,, 1990; ANTOUN et
al., 1993).

ANTIVIRAL: o extrato aguoso de caule tem efeito antiproliferativo sobre
células infectadas, in vitro, com HIV, o extrato etandlico de casca tem efeito
sobre o virus da herpes simplex 1, enquanto que o extrato da raiz apresenta
atividade contra o tipo simplex 2 in vitro (PADMA et al.,2001).
CICATRIZANTE: as folhas contem acido aminobutirico e a poupa é rica em
acido malico. O acido malico é um acido carboxilico encontrado naturalmente
em frutas como a macé e péra que apresenta atividade anti-séptica e também
€ empregado na regeneracado de ferimentos e queimaduras (ALONSO, 1998).
FUNGICIDA: o cha das folhas apresenta atividade contra Microsporum canis,
Microsporum  gypseum,  Epidermophyton  floccosum,  Trichophyton
mentagraphytes e Trichophyton rubrum (HEINRICH et al.,1992).
MOLUSCICIDA: extratos etandlico de caule, casca e folhas tém acao contra
Biomphalaria glabrata, o caramujo responsavel pela transmissdo da
esquistossomose (SANTOS et al., 2001; LUNA et al., 2006).

PARASITICIDA: o0s extratos metanodlico, hexano, acetato de etila de
sementes, caules e casca apresentam atividade biocida contra Entamoeba
histolytic (diarréia), Nippostrongylus brasiliensis, Molinema dessetae,
Leishmania trypanosoma, Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis e
Leishmania promastigotes (BORIES et al., 1991; HEINRICH et al.,1992;
ALALI et al., 1998; JARAMILLO et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2006).
SISTEMA NERVOSO CENTRAL: alguns alcaloides apresentam efeito
modulador do SNC. A reticulina € um estimulador do SNC, enquanto a
estafarina e a aterospermina atuam como sedativo. O extrato alcodlico do
fruto diminui a atividade motora, agindo como hipnético e sedativo. A

atividade antidepressiva e sedativa é atribuida aos alcalbides isoquinolinicos
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e ao acido y-aminobutirico. O mecanismo de a¢do desses alcalbides parece
estar associado aos receptores para a hidroxitriptamina. O extrato dos frutos
apresenta efeito neutralizador de estresse cerebral indicando ter um potencial
adaptégeno (HASRAT et al., 1997; NNGOUEMO et al., 1997).

v CITOTOXICA (in vitro): as acetogeninas apresentam efeito citotoxico sobre
algumas linhagens de células tumorais como adenocarcinoma prostatico;
carcinoma pancreatico (PACA-2), leucemia murina L1210 e P388,
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231 e MCF-7) e células tumorais de
pulméo (A-549). Estas substancias apresentam alta seletividade citotoxica e o
mecanismo de acdo esta associado a inibicdo da NADH oxidase da
membrana plasmatica da célula tumoral. Esse mecanismo ocorre através da
inibicdo do complexo | (NADH: ubiquinona oxidoreductase) no sistema de
transporte eletronico mitocondrial, inibindo a fosforilagdo oxidativa, resultando
na diminuicdo dos niveis de ATP celular e inibindo o desenvolvimento de
células tumorais. A inibicdo da enzima NADH oxidase nas membranas
plasmaticas das células neoplasicas, resulta também na diminuicdo da busca
de ATP celular. As acetogeninas sédo descritas como um dos mais potentes
inibidores do transporte de elétrons em mamiferos. Através dos mecanismos
de acédo supracitados, as acetogeninas diminuem a fosforilagdo oxidativa e a
producdo citosdlica de ATP, cuja privacdo induz as células tumorais a
apoptose (LIAW et al., 2002; LOPEZ, 1979; OBERLIES et al., 1995;
OBERLIES et al., 1997; TORMO et al., 2003; KOJIMA et al., 2004).

v’ Além disso, as células neoplasicas na fase S do ciclo celular sdo mais
vulneraveis a acdo das acetogeninas. A anonacina induz o ciclo celular a
parar na fase G1 e inibe a progressao da fase S, além de estimular a acédo de
p53 e p21, proteinas do ponto de checagem do ciclo (YUAN et al., 2003).

v' ADJUVANTE NA QUIMIOTERAPIA: trabalhos experimentais in vitro com
células neoplasicas demonstraram a inibicdo do mecanismo de resisténcia a
multiplas drogas que ocorre em pacientes submetidos a quimioterapia do
cancer. O mecanismo dessa resisténcia ocorre em funcéo da Glicoproteina-P
que atua como uma bomba retirando a molécula do quimioterapico do interior
da célula mesmo antes da sua acdo. Como esse mecanismo € ATP

dependente, a reducédo do ATP provocada pelas acetogeninas pode contribuir
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para reduzir ou mesmo suprimir a atividade da Glicoproteina-P e, dessa
forma, auxiliar na quimioterapia do cancer (NICOLAS et al., 1997; OBERLIES
et al., 1997).

v' OUTRAS ATIVIDADES: o extrato aquoso e o etandlico de folhas e cascas
apresentaram  atividades  hipoglicemiante, relaxante  muscular e
antiespasmaddica (ADEWOLE & OJEWOLE, 2009; FEO, 1992; LUNA, 2009).

1.10 Justificativa do trabalho

Com intuito de esclarecer os efeitos farmacologicos da planta e sugeri-la
como possivel fitoterapico, realizamos o teste de citotoxicidade e determinacdo da
reducdo do crescimento tumoral pela determinacdo da dose letal para 50% dos
animais (DLsp), do extrato acetbnico das sementes bruto por via oral em
camundongos, uma vez que esse conhecimento é exigido pela ANVISA para que o
produto seja registrado como fitomedicamento. A auséncia de dados toxicoldgicos e
0 uso popular generalizado do cha de graviola foram os fatos principais que

motivaram a execucéao deste trabalho.
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2 Objetivo
2.1 Objetivo Geral

- Avaliar atividade citotoxica e o potencial antitumoral do extrato acetdnico das

sementes de Annona muricata L, em modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a atividade citotoxica do extrato acetbnico das sementes de Annona
muricata L.(AMSAF2) em células tumorais de diferentes linhagens (ensaio do
MTT e Alamar blue);

- Avaliar a atividade hemolitica do extrato acetdnico das sementes de Annona

muricata L.(AMSAF2) em eritrcitos de camundongos;

- Determinar a DLs, do extrato acetbnico das sementes Annona muricata L.

- Avaliar a atividade antitumoral in vivo do extrato acetbnico das sementes de
Annona muricata L.(AMSAF2) em camundongos (Mus musculus) Swiss

transplantados com o tumor Sarcoma 180;

-Analisar as caracteristicas histopatolégicas dos orgaos (rim, figado, estbmago e
baco) de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com o tumor
Sarcoma 180, tratados por 7 dias com o extrato acetbnico das sementes de
Annona muricata L.(AMSAF2);

-Analisar os parametros hematologicos e bioquimicos dos camundongos (Mus
musculus) Swiss transplantados com o tumor Sarcoma 180, tratados por 7 dias

com extrato acetdnico das sementes de Annona muricata L.(AMSAF2).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Equipamentos

SRR N N N N U U N N NN

DN N N N NN

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2°.

Agitador de tubo, Donner AD 8850°.

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®.

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212°.

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206°.

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403°.

Deionizador de agua Milli-Q, Milipore®.

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter®.

Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRETS Autoflow®.

Fluxo laminar, VECO®.
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High Throughput Screening (HTS)/ Laboratory Automation Workstation, Biomek

3000, Beckman Coulter®.

Maquina fotogréfica digital, Olympus C-7070°.

Microscopio 6ptico, Metrimpex Hungary/ PZO-Labimex Modelo Studar lab®.
Microscopio 6ptico de invers&o, Nikon Diaphot®.

Micrétomo, Slee Mainz®.

PHmetro, Micronal B474°.

Pipetas automaticas, Gilson®.

Solugdes

v" Azul de Tripan 10%
e 10 mg de azul de tripan (Vetec®)

e PBS g.s.p. 100 mL de solucéo

v Formaldeido 10%



e 100 mL de formaldeido (Dinamica®)
e Agua deionizada g.s.p. 1L
v Hematoxilina 0,1%
e 0,5 g de hematoxilina (Doles®)
e 10 mL de Glicerina (Labsynth®)
e 25 g de sulfato de aluminio (Labsynth®)
e 0,1g de iodeto de potassio (Labsynth®)
e Agua destilada g.s.p. 500 mL solucéo

e 20 mg de MTT (Sigma®)
e PBS g.s.p. 100 mL solucéo
v' Solucao fisiologica Ringer-lactato (Laboratorios Biosintética®)
v' Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab®)
v" Solugao salina
e 8,5g Cloreto de sodio (0,85%) (Labsynth®)
e 1,11 g Cloreto de Calcio (10 mM) (Reagen®)
e Agua destilada g.s.p. 1L solucéo
v Tripsina 0,25%
e 50 mL de tripsina 2,5% (Cultilab®)
e 0,125 g EDTA (Proquimios®)
e 450 mL PBS
v Xilol 10%
e 100 mL formaldeido
e Agua destilada g.s.p. 1L

Reagentes e Farmacos

Alcool etilico (VETEC®)

Corante de Leishman (Cinética®)
Cloreto de sodio (Labsynth®)
Dimetilsulféxido (DMSO) (VETEC®)

Doxorrubicina (Sigma®)

N X X

Estreptomicina 10 mg/mL (Cultilab®)
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Ficoll (Sigma®)

Fitohemaglutinina (Sigma®)

Meio de cultura de células RPMI 1640 (Cultilab®)
Penicilina-estreptomicina (Cultilab®)

Penicilina 10.000 U.1./mL (Cultilab®)

Resazurina (Sigma®)

Triton X-100 (Isofar®)

5-Fluorouracil, 25mg/Kg (ICN FARMACEUTICA)

AN N N VD N N NN

3.2 Métodos

3.2.1 Material vegetal, extracéo e isolamento da AMFA-2

O procedimento de isolamento da substéncia foi realizado na Unidade de

Farmacologia Clinica (UNIFAC) da Universidade Federal do Ceara.

3.2.2 Material vegetal

As sementes de Annona muricata Linn. (Annonaceae) selecionadas para
este estudo foram coletadas na fazenda lolla no municipio de Trairi — CE. Encontra-
se depositada no herbario Prisco Bezerra, sob numero 49002, da Universidade
Federal do Ceara. Foi coletada por OLIVEIRA, B. R. C. em 29/04/2011, no municipio
de Trairi (estado do Ceara) cuja latitude é 3°22'15,98"S e longitude de
39°17°34,46”W. O rendimento do extrato aceténico bruto foi de 17,4%.

3.2.3 Obtencéo do extrato acetbnico das sementes de A. muricata (AMSA).

Apbs a coleta 2,80 Kg das sementes de Annona muricata, depois de secas e
moidas, foram submetidas a extracdo com acetona a frio por 72 horas. O extrato foi
concentrado por meio de destilagdo do solvente sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, obteve-se um extrato viscoso e de coloragdo amarela. O

processo descrito anteriormente foi repetido por mais duas vezes, sendo o tempo de
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extracdo das sementes, neste segundo momento, por apenas de 24 horas. Apos
destilacdo do solvente sob pressédo reduzida em evaporador rotativo, 0 extrato
concentrado foi cuidadosamente secado, para completa remocdo do solvente e
pesado. O extrato obtido apresenta-se como um 6leo viscoso com trés fases bem
definidas e distintas (Figura 14.a). A fase mais densa de cor amarelo claro,
viscosidade baixa e menor volume foi denominada de Annona muricata sementes
acetbnico Fase 1 - AMSAF1. A fase intermediaria de cor marrom e viscosidade
elevada denominada AMSAF2. O sobrenadante e majoritario de coloracao
amarelo- avermelhado denominada AMSAF3. (Figura 14.b).

OBS. Inicialmente, achou-se que separacdo de fases poderia tratar-se de agua
resultante do processo de extragdo o que teria ocasionado a emulsificacdo do
mesmo. O extrato AMSA foi dissolvido novamente em acetona e tratado com sulfato
de soédio anidro (Na2SO4) para remocdao da agua. O material foi concentrado
novamente, ndo havendo mudancas significativas. Por entender que no material ha
uma grande possibilidade de haver metabdlitos secundarios diferentes em cada fase
optou-se por separa-las em fracdes diferentes designadas como segue:

AMSAF1 — E a fase mais densa. De cor amarelo claro e de viscosidade baixa.

E a fracdo com menor volume (m = 26 g).

AMSAF2 — E a fase intermediaria. De cor marrom e viscosidade elevada (m =
44 q).

AMSAF3 — E a fase menos densa. De cor amarelo avermelhado de

viscosidade baixa. E a fragdo com maior volume (m = 418 g).

Rendimento 17,4%.
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Figura 14 a, b — Extrato acetdnico da Annona muricata L. Fonte. UNIFAC

3.3 Modelos Biolégicos

3.3.1 Linhagens celulares

As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade estédo listadas quanto ao

tipo histolégico e a origem na Tabela 2.

Tabela 2 - Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade. Fonte. LabNOE -UFC

: Concentracao
Linhagem : : : .
Tipo Histologico Origem de
Celular
plagueamento
HL-60 Leucemia promielocitica Humana 0,3x 10°
SF- 295 Glioblastoma Humana 0,1x 10°
HCT- 116 Carcinoma de célon Humana 0,7 x10°
OVCAR-8 Ovério Humana 0,1x 10°
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3.3.1.1 Obtencéao e cultivo das células tumorais

A linhagem tumoral foi gentiimente cedida pelo Instituto Nacional do Céncer
(EUA). As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (75 cm?, volume
de 250 mL) em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina). As células foram incubadas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, tendo sido observado o

crescimento celular com ajuda do microscopio de inversao a cada 24 horas.

3.4 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas - Teste do MTT(3-
(4,5-DIMETILTIAZOL-2-YL)-2,5 DIFENILTERTRAZOLIM BROMETO)

3.4.1 Principio do teste

A avaliacdo do efeito citotoxico dos compostos testes em células tumorais
humanas foi realizada pelo Teste do MTT apos 24 h de incubacédo. Este € um ensaio
guantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mosmann em 1983 para estimar a
proliferacdo e a sobrevivéncia celular. E definido na literatura como apropriado para
estimar a citotoxicidade (PESSOA et al., 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2004;
BEZERRA et al.,, 2005; BEZERRA et al.,, 2008) e baseia-se na capacidade da
succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de
células viaveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que € hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais
de formazan, que séo de cor purpura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo assim, bastante Util para avaliar a
citotoxicidade.

3.4.2 Procedimento experimental
O extrato AMSAF2 foi testado nas linhagens celulares descritas na tabela 04

para a determinacao de suas Clsp (concentracao capaz de inibir 50% do crescimento

celular), como descrito a seguir.
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As células foram distribuidas em placas de 96 po¢os numa densidade de 0,3
x 10° células/mL, para células de HL-60, 0,1 x 10° células/mL, para SF-295 e
OVCAR-8 e 0,7 x10° células/mL, para HCT-116.

Para as células tumorais de HL-60, o extrato AMSAF2 é adicionado logo apds
o plagueamento; j4 para SF-295, OVCAR-8 e HCT-116 o extrato & adicionado
somente apds 24 h de incubacédo. O extrato foi pesado e dissolvido em DMSO puro
estéril ficando na concentracédo de 5 pg/mL foi adicionados a cada poco, utilizando o
HTS (high-throughput screening), e as placas incubadas por 72 horas. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo com concentracdes variando de
0,003 a 0,25 pg/mL. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO
(0,4%).

Apébs o periodo de incubacao, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15
min), e o0 sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 150 pL da solugéao
de MTT (0,5 mg/mL em meio RPMI 1640) e a placa foi re-incubada por 3 horas, em
estufa a 37 °C e a 5% CO,. ApoOs esse periodo, as placas foram novamente
centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi
ressuspendido em 150 pL de DMSO(Figura 15). Para a quantificacdo do sal
reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas com o auxilio do
espectrofotometro de placa, no comprimento de onda de 595 nm (MOSMANN et
al.,1983)

Figura 15- Placa de 96 po¢cos com DMSO. Fonte. LabNOE —UFC
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3.4.3 Anélise dos dados

O composto foi testado em diluicdo seriada, em triplicata. Foi registrada a
porcentagem de inibicdo x log da concentragcdo e determinadas suas Clsg
(concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressdo nao-linear, utilizando, o

programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

3.5 Atividade Citotoxica em Linfécitos-Teste Alamar blue

A atividade citotoxica do extrato AMSAF2 frente a linfécitos de camundongos
Swiss foi determinada através do método do Alamar Blue. A técnica do Alamar blue
faz uso de um indicador de éxido-reducédo (redox), o Alamar Blue ou resazurina (azul
e nao fluorescente) que é reduzido por células viaveis a resorufina (réseo e
altamente fluorescente) (ZHI-JUN et al., 1997) (Figura 16). No ensaio do Alamar
blue é quantificado apenas a reducdo da resazurina a resorufina. O Alamar blue é

um indicador sensivel da funcdo mitocondrial (SPRINGER et al., 1998).

Para tanto, os linfocitos foram incubados em estufa a 37 °C com atmosfera de
5 % de CO; durante 48 h antes da adicdo do extrato AMSAF2 nas concentracoes
finais de 0,039-5 ug/ml. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de
CO; a 37°C. Ao téermino deste, foram adicionados 10 pl de solucdo estoque (0,312
mg/ml) de Alamar blue (resazurina, Sigma-Aldrich Co) em todos 0s pogos e
incubados por 4 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, a absorbancia
foi determinada nos comprimentos de onda de 570nm (estado oxidado) e 595nm
(estado reduzido), utilizando um leitor multiplaca (DTX 880 Multimode Detector,
Beckman Coulter). A percentagem de Alamar blue reduzido foi calculada segundo a

férmula: % reduzido = ALw — (Axw X Ro) x 100, onde:
ALw = representa a leitura do estado oxidado.

Anw = representa a leitura do estado reduzido

Ro = representa a divisdo AO,y /AOuw.
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AOw = representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da

absorbancia do meio com Alamar blue em baixo comprimento de onda.

AOuw = representa a absorbancia do meio sozinho subtraido da

absorbancia do meio com Alamar blue em alto comprimento de onda.

Figura 16- Placa com Alamar blue. Fonte. LabNOE -UFC
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3.5.1 Anédlise dos dados

O extrato AMSAF2 foi testado em diluicdo seriada, em triplicata. Sua Clsp e
seu intervalo de confiancga foi calculado a partir de regressdo néo-linear utilizando o

programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software)

3.6 Estudo da atividade antitumoral in vivo

3.6.1 Obtencéo e manutengdo dos animais
Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albino (Mus musculus) oriundos do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Estes foram alojados dentro de

gaiolas de polipropileno e grades metélicas apropriadas em pequenos grupos do
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mesmo sexo (ndo excedendo 10 animais por gaiola). A temperatura do local foi de
22 °C £ 5 °C. A iluminacéo foi artificial, com uma alternancia de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Os animais tiveram livre acesso a alimentacéo (racdo especifica) e
agua (Figura 17).

Foram utilizados animais machos adultos, jovens, saudaveis e que nao
tenham sido anteriormente submetidos a processos experimentais. O numero de
animais utilizados foi reduzido ao minimo cientificamente aceitavel. No inicio do
estudo, a variacdo de massa dos animais foi a minima possivel, ndo excedendo + 25
% da massa média de cada grupo.

Os animais foram identificados de forma inequivoca, e foram aclimatados as
condicbes do biotério durante pelo menos cinco dias. A dor e o sofrimento dos
animais no decurso dos ensaios foram minimizados de acordo com o0s principios
éticos de experimentacdo animal da COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal). Todos os experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos
de experimentacdo preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal do Ceara.

Figura 17. Animais em manutenc¢do. Fonte. LabNOE -UFC
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3.7 Determinacéo da Atividade Hemolitica em Eritrécitos de Camundongos

Esta metodologia, segundo Costa-Lotufo et at. (2002), permite avaliar o
potencial das substancias em causar lesdes ha membrana plasmatica da célula, seja

pela formacgao de poros ou pela ruptura total.

3.7.1 Procedimento experimental

O sangue foi coletado de trés camundongos Swiss (Mus musculus) por via
orbital (Figura 18) sendo diluido em 30 volumes de solugdo salina (NaCl 0,85 % +
CaCl, 10 mM). Os eritrécitos foram lavados 3 vezes em solucdo salina por
centrifugacdo (1500 rpm/3 min) para reducdo da contaminacdo plasmatica e
ressuspendidos em salina para obten¢édo de uma suspensao de eritrocitos a 2 %. Os
ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. Cada poco da 12 fileira recebeu
100 pL da solucéo salina. Na 22, os pogos receberam 50 uL da solucdo salina e 50
uL do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10 %. Aos pocos
da 32 fileira, foram adicionados 100 uL de solug&o salina e 100 uL da substéancia
teste. Da 42 fileira em diante os pocos receberam 100 puL da solucdo salina,
excetuando-se os da ultima fileira, que receberam 80 uL de solugéo salina e 20 uL
de Triton X-100 1 % (controle positivo). As diluicbes foram feitas da 32 a 112
cavidade, retirando-se 100 pL da solugao da cavidade anterior e transferindo para a
seguinte de modo que as concentracbes foram sempre diluidas pela metade,
variando de 1,56 a 200 pug/mL. Em seguida, 100 uL da suspensado de eritrécitos
foram plaqueados em todos o0s poc¢os. ApoOs incubacdo de 1 h, sob agitacéo
constante a temperatura ambiente (26 + 2 °C), as amostras foram centrifugadas
(5000 rpm/3 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura
da absorbancia no espectrofotdmetro de placas a 540 nm.
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Figura 18- Coleta de sangue em camundongos Swiss. Fonte. LabNOE -UFC

3.7.2 Andlise dos resultados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de 2
experimentos. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os
diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)

seguida de Student Newman Keuls, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3.8 Manutenc¢ao do tumor Sarcoma 180 em camundongos

O animal de manutencdo ou doador foi anestesiado com éter etilico e
sacrificado por meio de deslocamento cervical. Fez-se o procedimento asséptico
com alcool iodado e, em seguida, coletou-se o liquido ascitico da cavidade
abdominal, tendo sido preparada uma suspensao de células com 5,0 mL de Ringer
lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para posterior
contagem das células. Os animais receptores foram inoculados com 2 x 10°

células/0,5 mL na regido intraperitoneal. O procedimento é realizado a cada 10 dias.
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3.9 Investigagcdo da Toxicidade Oral Aguda do Extrato Acetdonico das Sementes
de A. muricata (AMSAF2) Pelo Método Up-and-Down

Para a realizacdo do teste de toxicidade oral agudo conhecido como up-and-

down (OECD 425) foram utilizados camundongos (n=6), pesando entre 25-35 g.

Os animais foram mantidos em jejum alimentar por 2 horas antes da
administracdo do extrato acetbnico. O extrato acetdnico foi diluido em Tween
80(surfactante), uma vez que ndo é soluvel por si s6 em meio aquoso, obtendo-se
uma suspensdo bem homogénea. O percentual de Tween 80 serd 1% para a

preparacao das doses de 175 mg/kg e 550 mg/kg.

Foi utilizado um programa estatistico preconizado pela OECD 425
(AOT425StatPgm) que indica qual a dose deve ser administrada no animal seguinte
de acordo com desfecho (morte ou sobrevida) do animal anteriormente tratado com
a substancia em estudo. ApGs a administracdo de cada dose, foram observados os
efeitos tdxicos que porventura pudessem ser manifestados devido a ingestdo do
AMSAF2 tais como alteracbes de pélo, pele e mucosas, comportamento,
taquicardia, ptose, convulsdes, diarréia, letargia e coma serdo observados por 15, 30
e 60 minutos bem como 24 horas apG8s o tratamento. Todos os animais ainda foram
observados diariamente, durante um periodo de 14 dias apés a primeira
administracdo, sendo posteriormente sacrificados para a retirada dos 6rgaos (figado,
pulm&o, cérebro, estbmago, baco, rim e coracao) e analise histologica dos mesmos.
No teste de toxicidade aguda no extrato de Annona muricata L apresentou valor
para a dose letal média (DLsp) de 310,2 mg/Kg. Com o intervalo de confianga de 175
a 550 mg/Kg.

3.9.1 Analise Estatistica

Para analise dos dados obtidos apds 24 horas e 14 dias da administragdo do
extrato, os mesmos foram plotados no programa AOT425StatPgm. O intervalo de

confianca aceito foi de 95%.
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3.10 Determinagédo da atividade antitumoral in vivo do extrato acetdnico
(AMSAF2) em camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com o

tumor Sarcoma 180.

A avaliacdo da atividade antitumoral esta relacionada a regresséo total de
tumores nos animais, a reducdo no crescimento dos tumores e ao aumento da
expectativa de vida durante o tratamento, comparado com 0s animais nao tratados.
SCHABEL et al.,, 1977 demonstraram que o melhor resultado desses fatores
depende do procedimento do tratamento, que devera ser comecado até 48 h apos o
transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a formacao do
nodulo tumoral. O tumor utilizado foi o Sarcoma 180, o qual foi descoberto em 1914
no ‘Crocker Laboratory (Columbia University, New York), sendo originalmente um
tumor sélido, surgido espontaneamente na regido axilar de camundongos.
Inicialmente o tumor foi classificado como um carcinoma mamario, mas por volta de
1919, apds a realizacdo de varios transplantes subcutaneos, o tumor assumiu a

forma de sarcoma, e desde entdo mantém-se inalterado.

3.10.1 Procedimento Experimental

Para a avaliacdo do efeito antitumoral do extrato AMSAF2 foram utilizados
camundongos (Mus musculus Swiss) machos provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). Esses animais foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos (n = 10 para cada grupo) com pesos variando entre 30 e
40 g (p>0,05).

O modelo tumoral - tumor solido do tipo Sarcoma 180 - foi utilizado com 10
dias de implantagc&o na regiao axilar direita. O animal doador, ou da manutencao, foi
sacrificado por deslocamento cervical, sendo realizado assepsia com alcool iodado.
Em seguida, foi retirado o liquido ascitico da cavidade abdominal e preparada uma
suspensao de células com 5,0 mL de Ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5
mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico, para posterior contagem de células. Nos
animais receptores, foram injetadas 2 x 10 ° céls/0,5 mL na regi&o axilar esquerda
dos camundongos (Figura 19 ). Apos 24 h de inoculagéo, o tratamento foi iniciado e

realizado durante 7 dias consecutivos, utilizando como controle negativo, o veiculo
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de diluicio (TWEEN 80 1 %) e como controle positivo, o quimioterapico 5-
Fluorouracil (25 mg/kg/dia) por via intraperitoneal (i.p.). A AMSAF2 foi testada nas
doses de 7,5 ,15 e 30 mg/kg/dia, por via oral, com seu respectivo grupo controle
negativo TWEEN 80- 1 % v.o.(Figura 20).

Todos os grupos foram mantidos sob as mesmas condi¢gdes e sob regime de
ingestdo “ad libitum” de racdo comercial (Purina, S&o Paulo) e agua clorada durante
todo o periodo do experimento.

No final do experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, sendo seus 6rgaos (rins, baco, figado e estdtmago) e tumores dissecados
para avaliacdo do peso relativo e da atividade antitumoral, respectivamente.

O percentual de inibicdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela
férmula:

IT (%) = [(A-B)/A] x 100
Onde: A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados

FIGURA 19- Animal transplantado FIGURA 20-Animal em tratamento
Fonte. LabNOE —UFC Fonte. LabNOE -UFC

el

3.10.2 Analise dos dados

Os resultados (peso relativo dos 6rgaos e peso dos tumores) foram expressos
como média + E.P.M. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas
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entre os grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.11 Observacdes histopatolégicas da atividade antitumoral do extrato
AMSAF2 em camundongos transplantados com Sarcoma 180.

3.11.1 Principio do teste

A técnica de coloracdo hematoxilina e eosina (H/E) permite diferenciar o
citoplasma do ndcleo, possibilitando, assim, a andlise de algumas estruturas
celulares. A analise morfolégica e histopatoldgica de tecidos dos animais tratadas
permitem identificar alteracdes que possam estar ocorrendo e fornecer subsidios

para sugerir os efeitos toxicos causados pela droga.

3.11.2 Procedimento Experimental

Imediatamente apds a dissecacdo, 0s 0rgdos e o0s tumores foram
armazenados em formol 10 % para posterior analise macroscopica em relacdo a cor,
tamanho e presenca de focos hemorragicos. Em seguida, os tecidos foram
processados, embebidos em parafina e sec¢des de 3-5 ym de espessura foram
preparadas em laminas. Depois de fixadas em formol 10 %, desparafinizadas em
xilol por 15 min e desidratadas em alcool em crescentes concentracdes, as laminas
foram lavadas em agua destilada, coradas com H/E e examinadas em microscopio
optico (x400).

3.11.3 Anéalise dos Dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para
avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle tratados
com Tween 80 1%. O registro das alteracbes celulares foi feito por fotografia em

microscopia optica.
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3.12 Determinacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

A determinacao dos parametros hematoldgicos avalia possiveis mudancas na
concentragdo de leucdcitos totais e na contagem diferencial de leucdcitos (linfécitos,
monacitos, neutrofilos e eosinofilos). Os testes bioquimicos avaliaram a funcéo renal
através dos parametros séricos de dois marcadores da integridade renal, a uréia e a
creatinina. Para investigacdo de dano no hepatécito € determinada, no soro dos
animais, a atividade da alanina amino transaminase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), enzimas de elevada atividade no hepatécito, sendo

importantes marcadores de dano neste 6rgao.

3.12.1 Procedimento experimental

O sangue foi coletado do plexo orbital, imediatamente antes do sacrificio dos
animais. Em seguida, foram colocados 20uL de sangue em 380uL de solucéo de
Turk para contagem total de leucécitos em camara de Newbauer em microscépio
Otico. Para a contagem diferencial de leucdcitos foram feitas laminas do sangue, que

foram submetidas & contagem em microscépio 6ético.

Para analise bioquimica foram utilizados kits da LABTEST® sistemas para

diagnéstico, seguindo-se o método descrito por este fabricante.
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4 Resultados

4.1 Estudo da Atividade Citotoxica- MTT e Alamar blue

A avaliacdo da atividade citotoxica do extrato AMSAF2 pelo método do MTT
foi avaliado em quatro linhagens de células tumorais. apds 72 horas de exposicéo.

A maior concentracéo testada do extrato foi de 5 pg/mL.

As Clsg, determinadas apds 72 h de incubagcdo com o extrato AMSAF2, esta
representada na Tabela 3. Os valores de Clso variaram de 0,06 a 1,194 ug/mL nas
linhagens tumorais. O extrato de AMSAF2 apresenta um elevado potencial
citotéxico em todas as linhagens quando comparado com o controle positivo a

doxorubicina.

Tabela 3 — Atividade citotoxica in vitro do extrato acetbnico AMSA F2 frente as linhagens
tumorais humanas de leucemica (HL-60), glioblastoma (SF-295), Ovario (OVCAR-8), colon
(HCT-8) e linfécitos.

Linhagens Tumorais

AMOSTRAS HL-60 SF295 OVCAR-8 HCT-116
TESTADAS
Clso - ug/mL
(IC 95 %)
0,194 0,060 0,098 0,14
AMSAF2
0,11-0,34 0,058 - 0,063 0,055-0,176 0,09-0,23
0,07 0,03 0,27 0,08
Dox
0,06 -0,08 0,34 -0,66 0,19-0,25 0,03-0,05

Valores originados de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de Clsg
obtidos por regresséo nao-linear com intervalo de confianca de 95%. A Dox foi usada como
controle positivo.
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4.2 Estudo da Atividade Citotoxica Alamar blue

A avaliacdo da atividade citotoxica do AMSAF2 pelo método do Alamar blue
foi feito com células de eritrocito de camundongos, apds 72 horas de exposi¢cdo. O
valor da Clsg nas células linfocitarias foi de 9,23 pyg/mL.

4.2 Atividade Hemolitica

Os estudos de atividade hemolitica foram feitos usando suspensdo de
eritrocitos de camundongos a 2%. O extrato AMSAF2 ndo foi capaz de lisar células
vermelhas até a concentragdo maxima testada (200 ug/mL) nos tempos de 1h, 2h e
4h, sugerindo que a atividade citotoxica ndo seja causada por danos a membrana

celular.

4.3 Toxicidade Aguda pelo método do Up and Down

O AMSAF2 foi testado seguindo o método Up and Down. Foram utilizados
seis camundongos fémeas para a estimativa da DLsy do extrato acetbnico das
sementes de Annona muricata L. em cada ensaio realizado.

O primeiro animal foi tratado com a dose de 175mg/kg, que foi a recomendada
pelo programa estatistico. Apdés 24h da administracdo, observou-se que o animal
sobreviveu. A dose administrada no préximo animal foi 550mg/kg, de acordo com o
software utilizado. Entretanto, aproximadamente 3h apds a administracéo, verificou-
se a morte do segundo animal. Com esse resultado, a dose subseqiente
administrada ao terceiro animal foi a de 175mg/kg e apos 24h da gavagem houve
sobrevida. Seguindo, a sequéncia de doses estipulada pelo programa estatistico,
administrou-se as doses de 550mg/kg, 175mg/kg e 550mg/kg para os animais 4, 5 e
6, respectivamente. Destacando-se que 0 quarto e 0 sexto animal morreram antes
do periodo de 24 horas.

Durante o periodo de experimentacdo foram realizadas algumas observacdes

no que diz respeito as mudancas de comportamento e alguns sinais indicativos de
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toxicidade, sendo a reducdo do comportamento geral, piloerecdo e movimentos
estereotipados os que mais se destacaram.

E importante ressaltar que ap6s 14 dias da administracdo do AMSAF2, os
animais que sobreviveram ndo apresentaram mais nenhuma alteragdo além das ja
descritas. Durante a retirada dos oOrgdos foram visualizadas alteragcfes
macroscopicas dos animais que sobreviveram, ou seja, aqueles tratados com as
doses de 175mg/kg.

Os animais que sobreviveram até o 14° dia de experimento foram
acompanhados quanto a sua massa corporal, uma vez que esse dado pode ser
utilizado com um indicador de toxicidade.

O relatério esta apresentado na Tabela 4 os dados dos experimentos na

Tabela 5 e o resultado estatistico final na Tabela 6.
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Tabela 4- Relatério contendo os dados dos ensaios do teste de toxicidade aguda pelo

método Up and Down.

Relatorio DL 50- AMSAF2

Programa Estatistico AOT425statpgm (Versao: 1.0)

Result Test - :
esultados dos ~es ese Toxicidade Oral Aguda (Teste Guia OECD 425)
recomendacbes

Data Sexta, 24 de agosto de 2012, 10:53:23 PM

Dados de preenchimento da DLs, AMSAF2.dat

amostra
Ultima modificac&o 24/08/12 10:53:23 PM
Teste/Substancia AMSAF2 DLs
Tipo de teste teste principal
Dose limite (mg/kg) 2000
DLsg assumida (mg/kg) Desconhecida

Valor de sigma assumido sigma

0,5
(ma/kg)

Progressao de doses

2000, 550, 175, 55, 17.5, 5.5, 1.75
recomendadas

Critério de parada 5 reversdes em 6 testes

Tabela 5- Dados dos experimentos usando o método Up and Down.
Onde (X = morreu, O = Sobreviveu).

Dados dos experimentos

Ensaio 1 Ensaio 2
Dose Usada (mg/Kg) Morte/Sobrevivéncia
(n° animais) (n° animais)
1 1 175 O O
2 2 550 X X
3 3 175 O 0]
4 4 550 X X
5 5 175 O 0]
6 6 550 X X
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Tabela 6- Resultados estatisticos dos ensaios de toxicidade aguda usando o método Up

and Down.

Estatistica estimada baseada nos resultados

DL50 estimada 310,2 (Baseada em um sigma assumido de 0,5)

IC 95% 175-550

4.4 Avaliacdo da atividade antitumoral da AMSAF2 em camundongos

transplantados com Sarcoma 180.

A avaliacdo da atividade antitumoral do extrato AMSAF2 foi realizada em
camundongos Mus musculus Swiss utilizando o modelo experimental do Sarcoma
180. O extrato foi administrado nos animais pela via oral nas dosagens (7,5; 15 e 30
mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos. No 9° dia, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e dissecados para a retirada do tumor, estdbmago, figado,
baco e rins.

Nas trés doses testadas, o extrato acetdbnico AMSAF2 foi capaz de diminuir
significativamente o crescimento da massa tumoral em relacdo ao controle negativo
TWEEN 80 1%. O peso médio dos tumores dos animais tratados com TWEEN 80
1% foi de 2,767+0,31 enquanto que nos animais tratados com 7,5; 15 e 30mg/kg/dia
do AMSAF2 por via oral foi de 1,84+0,16g, 1,77+0,14g e 1,316+0,10g
respectivamente (Grafico 1). Dessa maneira foi possivel determinar os percentuais
de inibicdo do crescimento tumoral. O AMSAF2 administrado por via oral inibiu em
30,90%, 33,27% e 48,41% o crescimento do tumor nas doses de 7,5; 15 e
30mg/kg/dia, respectivamente. O 5-FU inibiu em 69,55 % do crescimento tumoral.

A avaliacdo do peso dos animais foi realizado no inicio do tratamento e no
final do tratamento no 9° dia. Ndo houve diferenca significativa do grupo controle

para os trés grupos tratados. (Tabela 7)
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Gréfico 1- Efeito do AMSA-F2 nas doses de 7,5;15 e 30 mg/Kg/dia v.0. sobre a proliferacao
tumoral de camundongos (Mus musculos) Swiss transplantados com Sarcoma 180, apés 7

dias de tratamento.

Tumor Sarcoma 180

4-
c)
2 3.
= T
5 2,76
§ 2 4 =
© 1,84 1,77 *
(7))
Sir
0 1 1 ]
C.Neg. 5-FU 7,5 15 30 (mg/kg/dia)
AMSAF2

O controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a droga TWEEN 80( 1%). 5-
FU: o 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi utilizado como controle positivo. Os valores
correspondem a média + E.P.M. de 10 animais. *p < 0,01, **p<0,05 comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.



78

Tabela 7 — Peso dos animais inicial e final dos animais e do tumor nos dias de
tratamento (07 dias).

Peso Inicial Peso Final Massa
Dose imai imai Tumoral
Tratamento dos animais dos animais
(mg/kg/dia) (9) 100g de (9) 100g de g/100g de
massa corpérea massa corpérea peso bruto
Controle -
33+1,1 42 +1,7 2,76 £0,3
TWEEN 80(1%)
5-FU 25i.p. 25+1,2 29+1,3 0,68+0,12
7,5 v.0. 35+0,0 38,5+1,5 1,84+ 0,16
AMSAF2 15 v.o. 36+0,6 38+1,5 1,77 £ 0,14
30v.o 39+0,6 41+2,1 1,31+0,10

O quimioterapico 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi utilizado como controle positivo. *p<0,01.
Dados apresentam a média £+ E.P.M. a, (p < 0,05) quando comparado com o grupo de
animais saudaveis por ANOVA seguido por Newman-Keuls (n = 10).

4.5 Analise macroscopica e histopatolégica dos 6rgéos.

A andlise macroscépica mostrou que nao havia lesées nos 6rgdos retirados
dos animais de todos os grupos. Os pesos dos 0rgaos dos animais tratados com o
extrato AMSAF2 nas doses de 7,5 mg/Kg, 15mg/Kg e 30mg/Kg ndo demonstraram
diferenca significativas quando comparados com os do grupo controle, sendo
notavel apenas um pequeno aumento no tamanho do estdmago (p < 0,05) dos
animais tratados na dose de 7,5 mg/Kg, em comparacdo com 0 controle
negativo(Tabela 8).

As analises histopatologicas dos tumores retirados de camundongos tanto
do grupo dos animais com o tumor tratados com TWEN 80 (1%), como dos outros
grupos tratados com o extrato AMSAF2, mostraram neoplasia maligna mesenquimal
composta por células poligonais exibindo anisocariose, pleomorfismo celular e

nuclear, figuras mitéticas area de necrose e coagulacéo (Figura 21 A, B C e D).
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As analises histopatoldgicas dos figados o grupo tratado com a dose de 7,5
mg/Kg/dia v.0. ja apresenta algumas alteracdes morfolégicas, além disso no grupo
de 15mg/Kg/dia v.o0. é visualizada esteatose e necrose focal sugerindo toxicidade
hepética. Porém ndo houve diferenca entre as doses de 15 e 30. Apesar da
desorganizacédo dos cordfes de hepatécitos em nenhum grupo observou-se fibrose
intersticial, portanto ha possibilidade de regeneracdo do tecido com a
descontinuidade do tratamento ou adequacao da dose o extrato AMSAF2 (Figura 22
A,B C e D).

Na andlise do baco, encontramos as mesmas alteracfes para todos os
grupos. Muita congestdo de polpa vermelha e aumento (de forma subjetiva) no
namero de megacariocitos(Figura 23 A, B, C,D e E).

Os cortes histolégicos dos rins mostram arquitetura glomerular preservada
para todos os grupos. A dose de 15mg/Kg/dia v.0. mostra alteracbes morfoldgicas
mais intensas do que o de 7,5mg/Kg/dia v.0. Ndo ha diferencas entre os grupos de
15mg/Kg/dia v.0. e 30mg/Kg/dia v.0. As alteracdes indicam dificuldades do rim na
filtracao principalmente de proteinas(Figura 24 A,B,C,.D,E e F).

Os cortes histologicos do estbmago tanto na estrutura cardia e fundica ndo

encontramos alteracdes histologicas (Figura 25 A,B,C eD).
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Tabela 8 — Efeito da AMSAF2 nas doses de 7,5mg/Kg, 15mg/Kg e 30mg/Kg/dia v.0. sobre o
peso umido relativo dos orgdos de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com

Sarcoma 180, apds 7 dias de tratamento.

Figado Estomago Baco Rim
Dose
Grupo
(meg/ke/dia) Peso relativo (g/100 g)

Controle
. - 1,76 £0,19 0,30+£0,05 0,16 £ 0,03 0,55+0,02

negativo
5-FU 20 1,30+ 0,12 0,38 £0,02 0,16 £ 0,05 0,42 £0,01
7,5 1,73+£0,14 0,35+0,07 0,17 £ 0,09 0,53+0,01
AMSAF2 45 1,58+0,21 0,36 + 0,08 0,17+0,01 0,47 +0,01
30 1,97 £ 0,21 0,39+ 0,06 0,17 +£0,01 0,57+£0,01

C: o controle negativo foi tratado com o veiculo usado para diluir a droga TWEEN 80(1%). O
quimioterapico 5-Fluorouracil (25 mg/Kg/dia) foi utilizado como controle positivo. *p<0,01.
Dados apresentam a média £+ E.P.M. a, (p < 0,05) quando comparado com 0 grupo de
animais saudaveis por ANOVA seguido por Newman-Keuls (n = 10).
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Figura 21- Fotomicrografia do tumor de camundongos (Mus musculus) Swiss
transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados apds 7 dias de tratamento. O controle
negativo (A) foi tratado com veiculo de diluicdo da substancia TWEEN 80 (1 %). O
guimioterapico 5-Fluorouracil na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B).
AMSAF2 foi administrada nas doses de 7,5 (C) 15 e 30mg/kg/dia gavagem (D). Coloragéo
por hematoxilina/eosina e visualizagao por microscopia optica. Aumento = 400x
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Figura 22- Fotomicrografia do Figado de camundongos (Mus musculus) Swiss
transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados apés 7 dias de tratamento. O controle
negativo (A) foi tratado com veiculo de diluigdo da substédncia TWEEN 80 (1 %). O
guimiotergpico 5-Fluorouracil na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo.
AMSAF2 foi administrada nas doses de 7,5 (B), 15(C) e 30mg/kg/dia v.o. (D). Colorag&o por
hematoxilina/eosina e visualizagéo por microscopia Optica. Aumento = 400x.
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Figura 23- Fotomicrografia do bago de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados
com Sarcoma 180 e sacrificados apds 7 dias de tratamento. O controle negativo (A) foi
tratado com veiculo de diluigdo da substancia (TWEEN 80 (1 %). O quimioterapico 5-
Fluorouracil na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (E). AMSAF2 nas
doses de 7,5 (C) , 15 (D) 15 E 30 (B)mg/kg/dia v.o.. Coloracdo por hematoxilina/eosina e
visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 200x e 400x.
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Figura 24 - Fotomicrografia do rim de camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados
com Sarcoma 180 e sacrificados apds 7 dias de tratamento. O controle negativo (A) foi
tratado com veiculo de diluigdo da substancia (TWEEN 80 (1 %). O quimioterapico 5-
Fluorouracil na dose de 25 mg/kg/dia foi usado como controle positivo (B). AMSAF2 nas
doses de 7,5(C),15(D) e 30(E)mg/kg/dia v.o. Coloragdo por hematoxilina/eosina e
visualizagdo por microscopia optica. Aumento = 400x
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Figura 25-Fotomicrografia do Estbmago de camundongos (Mus musculus) Swiss
transplantados com Sarcoma 180 e sacrificados apds 7 dias de tratamento. O controle
negativo (A) foi tratado com veiculo de diluicdo da substancia (TWEEN 80 (1 %). AMSAF2
nas doses de 7,5 (B) 15mg/kg/dia (C) e 30mg/Kg/dia v.o. Coloracdo por hematoxilina/eosina
e visualizagéo por microscopia Optica. Aumento = 100x.
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4.6 Determinagdo dos parametros Hematoldgicos e Bioquimicos

Foi realizada a analise bioquimica do sangue dos camundongos
transplantados com o tumor Sarcoma 180 e observou-se que os animais tratados
pela via oral com AMSAF2 na dose de 7,5; 15 e 30 mg/Kg/dia com relacdo as
enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) o grupo com tumor tratado com TWEEN 80 (1 %) ndo apresentaram
alteracdes nos niveis séricos. Nas dosagens da funcao renal analisado, a uréia, em
relacdo ao grupo controle ndo apresentou alteracdo no nivel sérico, ja a creatinina
nas doses 15 e 30 mg/Kg/dia (0,46+0,012) e (0,46+ 0,011mg/dL) respectivamente
apresentou um discreto aumentos nos niveis séricos desta enzima (p < 0,05),
quando comparado com o grupo dos animais saudaveis (0,387 + 0,02 mg/dL), o que
representa uma toxicidade renal, e que nao foi encontrado no grupo tratado com
AMSAF2 por via oral(Tabela 9).

A partir da andlise hematoldgica, observou-se que o numero de plaquetas e
de leucécitos totais ndo foi alterado em nenhum dos grupos tratados, ao contrario do
5-FU (p > 0,05) (Grafico 2 e 3).

Na contagem diferencial, a porcentagem de neutréfilos nos grupos tratados
com tumor quando comparado com o grupo dos animais tratados com TWEEN 80

(1%) por via oral (p < 0,05) ndo houve diferenga significativa (Tabela 10).
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Tabela 9- Efeito do extrato acetbnico isolado da planta Anona muricata (AMSAF2) sobre os
parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos Mus musculus
transplantados com Sarcoma 180. ALT = Alanina aminotransferase, AST = aspartato
transaminase, Ureia e Creatinina

Controle Sl AMSAF2
Parametros negativo
bioquimicos ;
25 mg/kg/dia i i i

TWEEN 80 1% ( g/kg/dia) 7,5 mg/kg/dia 15 mg/kg/dia 30 mg/kg/dia
AST (U/L) 157,5+13,85 80,38+ 7,1* 137,7+7,0 140,6 £ 11,34 125,4+9,4
ALT (U/L) 30,6 +2,3 29,63+ 3,03 39,6 £2,3 36,0+1,9 34,38+1,75
Uréia (mg/dL) 41,50+ 4,1 40,25+ 1,3 37,10+ 4,8 41,30%£3,6 40,75 £2,5
Creatinina (mg/dL) 0,38 +0,07 0,45 £0,018 0,38 £0,04 0,46 +0,03* 0,45 +0,05*

Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni e correspondem a
média + E.P.M. de cinco animais, p < 0,05 quando comparado com o grupo de animais
saudaveis.
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Tabela 10 - Efeito do extrato acetdnico isolado da planta Annona muricata (AMSAF2) sobre
0s parametros Hematol6gicos de sangue periférico de camundongos Mus musculus
transplantados com Sarcoma 180.

Parimetros ;2:::\‘; 5-Fluoracil AMSAF2

PEIER TWEEN 80 1% (25 mg/kg/dia) 7,5 mg/kg/dia 15 mg/kg/dia 30 mg/kg/dia
Eritrécitos (x 106/uL) 6,53 +£0,27 8,43 +0,40 7,24 +0,45 7,23 0,26 7,38+0,48
Hemoglobina (g/dL) 11,33+0,49 12,88 +0,56 12,22 +£0,78 11,65 +0,36 12,65 +0,35
Hematécrito (%) 37,08+1,74 50,54 +2,07 40,83 + 2,65 38,82+1,33 40,30 + 2,55
RDW (%) 14,25+1,02 13,30+1,39 14,37 + 2,49 13,67 +2,92 14,87 +1,80
VCM (fL) 56,77+2,33 60,11 +£4,07 56,35 3,69 53,67 +0,83 54,63 + 3,47
HCM (pg) 17,35+0,27 15,24 +0,30 16,87 £ 0,43 16,12 £ 0,26 16,75+0,42
CHCM (g/dL) 30,60+0,45 25,49+0,77 29,75 +0,77 30,07 £0,26 30,67 +1,21
Plaquetas (x 10*/uL)  1279+58,33 827,6 + 78,01 1331 +56,99 1523 +£147,0 1323 £ 69,28
Leucscitos totais (x 10%/ul)  5,11+0,65  1,13+0,14 3,31+0,32 4,56 + 0,79 4,08 + 0,53
Segmentados (%) 45 + 8,46 14,25 + 5,09 46 + 8,28 55,67 £ 9,68 54,67 + 4,08
Linfocitos (%) 44,33 +3,44 84,50%2,0 53,0+3,4 44,0 £ 3,99 44,84 + 1,68
Mondcitos (%) 0,5+0,22 0,0 0,3+0,21 0,0 0,1+0,016
Eosindfilos (%) 0,2+0,16 0,0 0,5+0,34 0,3+0,21 0,3+0,21

Os dados foram analisados por ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni e correspondem a
média + E.P.M. de cinco animais, p < 0,05 quando comparado com 0 grupo de animais

saudaveis
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Gréfico 3 -Numero de plaquetas apds tratamento por 07 dias com extrato
acetbnico das sementes de Annona muricata (AMSAF2). Os resultados dos
grupos experimentais (n=10) foram representados como média + erro padrdo da
média (E.P.M) ANOVA e pos-teste de Newman-keuls). Média do valor de
normalidade: 1159x10%/uL (SUCKOW et al., 2006).
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Grafico 4-Numero de leucdcitos totais apos tratamento por 07 dias com extrato
acetonico das sementes de Annona muricata (AMSAF2). Os resultados dos
grupos experimentais (n=10) foram representados como média + erro padrdo da
média (E.P.M) ANOVA e pos-teste de Newman-keuls). Média do valor de
normalidade: 12,43x10°%/uL (SUCKOW et al., 20086).
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5. Discusséao

A utilizacdo de plantas no tratamento, cura e prevencdo de doencas é uma
das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (BALLADRIN et al.,
1993). Nos ultimos 25 anos, de todos os compostos bioativos descobertos, 63% séo
produtos naturais, derivados deles ou possuem estruturas baseadas em produtos
naturais (NEWMAN & CRAGG, 2007). O valor dos produtos naturais pode ser
avaliado por trés critérios: (1) taxa de introducdo de novas entidades quimicas, (2)
namero de doencas tratadas e/ou evitadas pela molécula e (3) frequéncia no uso e

no tratamento da doenca.

Uma forma de buscar novas substancias com propriedades antitumorais é
através de screening com modelos in vitro. Neles sdo determinados a citotoxicidade
das substancias de forma rapida e eficaz (CRAGG & NEWMANN, 2005). Neste
contexto, os testes em linhagens celulares humanas substituiram os ensaios com
células leucémicas in vivo, mostrando mais rapidez, economia e reprodutibilidade
(FORNELLI et al., 2004; SHOEMAKER et al., 1984; VENDITI, 1983). Entretanto,
agueles compostos com mecanismos de acdo dependente do hospedeiro ou que

sofrem processos de metabolizacdo ndo sédo detectados nesses testes.

Outra fonte de busca de agentes anticancer a partir de fontes vegetais iniciou-
se por volta dos anos cinquenta com a descoberta de varios agentes citotoxicos.
Segundo o FDA, 75% das drogas aprovadas e utilizadas no tratamento do cancer
provém de produtos naturais (NEWMAN et al., 2003; CRAGG & NEWMAN, 2005;
CHIN et al., 2006; HARVEY, 2008). Ha um grande numero de agentes anti-
neoplasicos derivados de vegetais sob avaliacdo pré-clinica e clinica (SRIVASTAVA
et al., 2005), e apesar do desenvolvimento da quimica combinatoria e da
modelagem molecular, a quimioterapia do cancer ainda permanece desalentadora,
devido a multipla resisténcia as drogas e aos sérios efeitos colaterais resultantes das
similaridades morfoldgicas e fisioldgicas entre as células normais e transformadas, o
gue torna dificil evitar a toxicidade advinda do tratamento (KAMB, 2005). Por isso, é
importante identificar moléculas naturais com potencial atividade terapéutica para a

realizacdo de futuros estudos clinicos e que sirvam de fonte de conhecimento para a
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sintese de novos compostos com atividade tumoral mais efetiva e menos tdxica e/ou
novos mecanismos de acao.

A planta Annona muricata L. vem despertando a atenc&o dos cientistas pelo
fato de ser utilizada por diferentes culturas em vérias partes do mundo, sendo
considerada como uma fonte potencial de compostos anticancer. Tradicionalmente
sdo utilizadas as folhas para diversas doencas. Muitos compostos bioativos e
fitoquimicos tém sido encontrados na graviola, e suas propriedades tém sido
estudadas desde a década de 1940. Vérios estudos cientificos realizados por
diversos pesquisadores tém validado o uso popular da graviola (FENG et al., 1962;
MEYER, 1982).

O extrato etandlico de sementes de araticum (Annona crassiflora) também foi
estudado e, segundo Santos et al. (1996) ele apresentou citotoxicidade in vitro para
células de carcinoma de pulmdo e melanoma. Partindo deste relato na literatura

nosso estudo também demonstrou citotoxicidade.

Revisando a literatura, foi encontrado apenas relatos a respeito de estudos
citotoxicos sobre Annona muricata L. Porém, ha trabalhos que mostram que o
consumo de Annona muricata e Annona squamosa pode estar relacionado a
presenca de um parkinsonismo atipico que foi evidenciado na populacao da ilha de
Guadalupe, no Caribe (CAPARROS-LEFEBVRE & ELBAZ, 1999). Segundo Champy
et al. (2004) a annonacina, bem como outras acetogeninas, pode causar a

neurodegeneracdo em ratas e estar relacionada a esse dano.

Trés grupos separados de pesquisadores isolaram as acetogeninas da
graviola, que demonstraram significante atividade antitumoral e propriedades
anticancerosas, além da toxicidade seletiva contra varias linhagens celulares
tumorais in vitro, sem causar danos as células normais (ZENG et al., 1996; RIESER
et al.,, 1996; 1993; 1991; WU et al.,, 1995a; 1995b; 1995c; 1995d). Muitas das
acetogeninas tém demonstrado seletiva toxicidade contra varios tipos de células
tumorais em doses bastante baixas como em as células do carcinoma pancreatico e
prostatico (PACA-2 e PC-3) (KIM et al., 1998; HOPP et al., 1997; 1996), carcinoma
pulmonar (A-549) (ZENG et al., 1996; WU et al., 1995a; WU et al., 1995b; WU et al.,
1995c), adenocarcinoma de mama resistente a multiplas drogas (MCF-7/Adr) (WU
et al., 1995c; OBERLIES et al., 1997),carcinoma epidermoide (LIAW et al., 2002),
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células HepG2 (células de hepatoma humano) (CHANG et al., 2001; 2003;
BETANCUR-GALVIS et al., 1999), células Hep 2,2,15 (hepatoma celular causado
por hepatite B) (LIAW et al., 2002; CHANG et al, 2001), linfoma humano
(JARAMILO et al., 2000).

Diante deste fato, foi coletado o material vegetal, as sementes, na fazenda
lolla no municipio de Trairi — CE também demonstrou potente atividade citotoxica.
Quando testada em diferentes linhagens celulares e em tumor solido. Em nosso
estudo a Clsp desse extrato em linhagens celulares , especialmente em HL-60
(Leucemia) foi de 0,194 pg/mL, na SF-295 (Glioblastoma) e OVCAR-8 (Ovério) foi
de 0,060 pg/mL e 0,098 pg/mL respectivamente e na HCT-116 (Carcinoma) de 0,14
pg/mL.

Cultura de células de mamiferos, dentre elas a linhagem leucémica de HL-60
representam uma importante ferramenta exaustivamente utilizada nos estudos dos
efeitos de uma droga sobre a proliferacao e densidade celular, a progresséo do ciclo
e a indugcdo de morte celular (PAILARD et al., 1999; MILITAO et al., 2006). Esta
linhagem derivou de sangue periférico de um paciente com leucemia promielocitica
aguda, caracterizada, cultivada e estabelecida inicialmente por COLLINS et al.
(1977).

Por outro lado, testamos o extrato contra linfocitos de camundongos para
verificar 0 quanto essa substancia poderia ser tdéxica em nosso organismo, e
observamos que a ICsy foi 9,23 pg/mL. Embora deva considerar-se relevante tal
citotoxicidade frente as células normais, vale ressaltar que, tomados em conjunto, 0s
valores de Clsg para HL-60 pode ser traduzia numa maior sensibilidade das células
leucémicas ao AMSAF2, cerca de 47 vezes mais citotoOxica em detrimento das
células normais. Segundo alguns autores,na avaliacdo do potencial citotdxico de
uma substancia, € de fundamental importancia a utilizacdo de células normais, tais
como os linfécitos, para avaliar a seletividade da droga teste para células normais ou
tumorais (ZUCO et al., 2002; ANAZETTI et al., 2003).

Diante de nossos resultados, acredita-se na presenca de acetogeninas, no
extrato estudado, pois 0 mesmo apresentou citotoxicidade in vitro para diferentes
células. Embora ndo encontramos nenhum relato feito na literatura em relacdo a

citotoxicidade de Annona muricata contra linfécitos humanos.
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Nem sempre os efeitos observados in vitro podem ser extrapolados para
modelos in vivo, desta forma é necessario estudar os efeitos desse composto em
sistemas biol6gicos completos. Animais de laboratorio representam um poderoso
sistema experimental para a compreenséo da intricada patogénese do cancer em
seres humanos. De fato, a maioria dos conceitos de tumorigénese atualmente
aceitos é fortemente influenciada por modelos de desenvolvimento do cancer em
camundongos, uma vez que esses organismos sao modelos acessiveis e possuem
sistemas, 6rgdos e genes semelhantes aos nossos (KAMB, 2005). Fundamentando
no uso de tumores experimentais para a identificacdo de substancias com potencial
antitumoral, a atividade in vivo do composto AMSAF2 foi avaliada utilizando
camundongos transplantados com Sarcoma 180. O Sarcoma 180 é um tumor
original de camundongo e uma das linhagens celulares mais frequentemente usadas
na pesquisa de atividade antitumoral in vivo (LEE et al., 2003; MAGALHAES et al.,
2006).

Pode-se citar como exemplo, um polissacarideo isolado do fungo Ganoderma
lucidum, que néo foi capaz de impedir a proliferacdo do tumor in vitro, mas quando
administrado no animal com Sarcoma 180, foi capaz de inibir até 61,88% na maior
dose utilizada, de 200 mg/kg (CAO & LIN, 2004). Ja foi demonstrado que ambos 0s
alginatos isolados da alga Sargassum vulgare (SVLV e SVHV) apresentam potente
atividade antitumoral em modelo murino de sarcoma 180, tanto quando
administrados por via intraperitoneal, como por via oral, a qual apresentou uma
inibicdo pelo alginato SVHV de 66,2% para a dose de 50 mg/m?/dia e de 88,8% na
dose de 100 mg/m?/dia (SOUSA et al., 2008).

Para podermos avangar em nosso estudo,foi necessario testar nosso extrato

em trés doses , mas para isso faz-se necessario o célculo da DLsg,

O teste da DL foi inicialmente introduzido em 1927 por Trevan para avaliar
substancias que seriam utilizadas por seres humanos como a Digitallis e a Insulina.
Entretanto, na década de setenta, este teste, que tinha como objetivo encontrar uma
Unica dose letal de uma substancia para metade dos animais dos grupos testes
comecou a ser empregado amplamente como base de comparacéo e classificacao
da toxicidade de substancias. Este teste tornou-se gradativamente um teste pré-

requisito para varias agéncias reguladoras, como a americana Food and Drugs
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Administration (FDA), responsaveis pela a aprovacdo de novos farmacos, aditivos
alimentares, ingredientes cosmeéticos, produtos domésticos, quimicos industriais e
pesticidas. (KRYSIAK; RYDZYNSKI,1997; STAMMATI et al., 2005; GUBBELS-VAN
HAL et al., 2005).

Em 1981, a Organizacdo para Cooperagdo EconOGmica e Desenvolvimento
(Organization for Economic Cooperation and Development; OECD) incorporou o
Teste da DLsp em suas diretrizes. Entretanto, neste periodo foi amplamente aceito
gue precisdo estatistica juntamente com dados, como a inclinagdo da curva dose-
resposta, intervalo de confianca da DLsp, € sinais toxicos, ndo seriam necessarios

para propostas de avaliagdo de risco.

Em 1984 lain Purchase articulou a criagdo de um grupo de trabalho na
Sociedade Britanica de Toxicologia. Este grupo propés um novo método para a
avaliacdo da toxicidade aguda oral, o qual evitava utilizar o critério morte dos
animais como o objetivo final e propds a observacdo do aparecimento de sinais
claros de toxicidade decorrentes da exposicdo a uma série de doses fixas. Este
método ficou conhecido como o Teste da Dose Fixa (TDF), avaliado por agéncias
internacionais, sendo posteriormente publicado em 1990 (VAN DENHEUVEL et al.,
1990).

Em 1998, surgiu o Teste “Up and Down” (TUD) sendo, também,
posteriormente recomendado pela OECD, este teste sugere objetiva estimar o valor
da DLsp testando sequencialmente animais individuais, com a dose para cada
animal sendo ajustada para cima ou para baixo, dependendo do resultado prévio do
animal anterior.Assim utilizando o método “Up and Down” o AMSAF2 revelou uma
DLso de 310,2 mg/kg de peso corporeo, sendo considerado de mediano toxicidade
de acordo com as categorias de toxicidade estabelecidas por Hodge & Sterner
(1944), baseadas para provaveis DLgsy para 0 homem, as quais permanecem até 0s
dias atuais. Apesar da dose testada, via oral, ser menor que a DLsp, 0 extrato
AMSAF2 se mostrou atdéxico quando administrado, evidenciando que o fator
comumente responsavel pela sua toxicidade pode estar sendo degradado pelo trato

gastrointestinal, fato que explicaria sua menor toxicidade via oral.

O procedimento de obtencdo do extrato testado neste trabalho sugere que a

menor citotoxicidade revelada pelo extrato degradada deve-se a sua boa absorcao
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em meio acido. Com base neste achado, decidiu-se avaliar a atividade antitumoral
da AMSAF2 em trés doses distintas de 7,5; 15 e 30mg/kg/dia, todas administradas
via oral por gavagem. Esse tratamento oral se mostrou eficaz em reduzir a massa

tumoral.

Os resultados do presente trabalho confirmam a atividade antitumoral in vivo
do extrato AMSAF2, que quando administrado por via oral, inibiu em 48,41%,
33,27% e 30,90 % o crescimento do tumor nas doses de 30,15 e 7,5mg/kg/dia,
respectivamente. Esses dados sugerem que esse composto contribua para as
propriedades terapéuticas descritas para diferentes formulacées de Annona muricata
L.

Muitas drogas anti-cancer sdo administradas v.o. ou v.i. A intraperitoneal é a
mais rapida e direta, uma vez que garante uma completa biodisponibilidade. A
biodisponibilidade oral de drogas esta sujeita a barreiras de absorcao e aos efeitos
de primeira passagem. Como resultado, agentes orais tém, caracteristicamente,
variacdes farmacocinéticas maiores que aqueles administrados no peritdnio. Em um
estudo com o etoposideo, o coeficiente de variacdo foi quase dobrado quando esse
antitumoral foi usado v.0. No TGl, a absorcédo de drogas é governada por diversos
fatores como a area de superficie absortiva, tempo de transito, fluxo sangtineo e
pelo pH géstrico e intestinal, além da possibilidade de metabolizagdo e transporte
(UNDEVIA et al., 2005).

Um dos aspectos mais faceis e logicos de serem avaliados quando o
organismo € submetido a um tratamento € o ganho de peso corpéreo. O peso dos
camundongos submetidos a administracdo do AMSAF2(oral) mostra que em
nenhuma das trés doses interferiu no crescimento dos animais, (BARDOCZ et al.,
1996).0 TWEEN 80 (Sorbitol Polioxietilieno 80) € um surfactante(rico em gordura)
nao-ibnico derivado do éster sorbitol solivel em agua utilizado como agente
emulsificante e dispersante em produtos medicinais. Devido a essas propriedades o
TWEEN 80 é usado como veiculo. Outra evidéncia in vivo que aponta toxicidade de
substancias sdo as alteracdes poés-tratamento (aumento ou diminuicdo) no peso
relativo dos 6rgaos (BARDOCZ et al., 1996). Dos érgdos dissecados, em nenhuma

das trés doses apresentaram alteracfes de importancia estatistica (p < 0,01). O



97

extrato também pode ser outra fonte de gorduras, uma vez que a acetona utilizada

para extrai-lo também dissolve substancias relativamente apolares.

Alguns produtos medicinais naturais tém efeitos hepato e nefrotoxicos (LIN et
al., 2003; AKDOGAN et al., 2003). Danos a esses 0rgaos frequentemente resultam
em elevacdo nos parametros quimicos clinicos (ADEDEJI et al., 1981; KALLNER;
TRYDING, 1989; STONARD; EVANS, 1995) tais como as enzimas AST e ALT e
andlises de bilirrubina total e conjugadas, uréia e creatinina (AKDOGAN et al., 2003).
Muitas dessas enzimas encontradas no soro ndo se originam do fluido extracelular.
Durante o dano tecidual, algumas dessas enzimas caem no soro sanguineo devido a
alteracbes na permeabilidade das membranas celulares (WILLS, 1985). A
mensuracdo dessas enzimas é uma valiosa ferramenta no diagndéstico clinico,
fonecendo-nos informac@es sobre o efeito patoldgico das susbtancias sobre alguns
tecidos. As enzimas AST e ALT estdo presentes no citossol das células hepaticas
(SHAHJAHAN et al., 2004). Danos a integridade estrutural dos tecidos sempre séo
refletidas com uma elevacédo de algumas dessas enzimas no soro.

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos mostrou que somente a dose de
15 e 30 mg/Kg aumentou a dosagem de creatinina durante o ensaio antitumoral que,
embora tenha sido estatisticamente significante, ndo foi uma diferenca téo elevada.
Este resultado indica que o extrato AMSAF2 , mesmo na presenca do tumor, pode
reduzir a taxa de filtracdo renal .Alterando a capacidade renal de excrecdo do
metabdlito. Isto seria também um reflexo da integridade renal preservada dos
camundongos tratados, corroborado pela ndo alteracédo nos niveis de ureia(ANIAGU
et al., 2005).

Creatina, uréia e acido Urico sdo os principais produtos catabdlicos do
metabolismo dos musculos, proteinas e purinas respectivamente. A auséncia de
efeitos nesses parametros, assim como nos parametros hepaticos sugere que o
AMSAF2 nao causou inflamacdo ou constriccdo ao nivel celular nos orgaos dos
camindongos(AFOLAYAN et al., 2009).

Os resultados dos estudos hematologicos do sangue dos animais
mostraram que 0s animais tratados com o extrato AMSAF2, nenhuma das trés doses
apresentaram alteracdes de importancia estatistica (p < 0,01). A manutencéo dos
niveis plaquetarios sugere que o AMSAF2 néo foi toxico na medula 6ssea, afetando

a producdo das células que originam as plaquetas assim como ndo afetou as



98

proteinas envolvidas na cascata de coagulagdo sanguinea, como a trombopoeitina
(LI et al., 1999).

Ressaltamos a grande importancia dos resultados obtidos com o veiculo
utilizado para dissolver o AMSAF2, o Tween 80 1%. Em nenhum dos parametros
avaliados, seja bioquimico ou hematoldégico, o veiculo teve resultados alterados,
evidenciando que o veiculo ndo exerce nenhum efeito toxico sobre os animais e

parece nao influenciar na acéo do extrato.

Na avaliacdo do potencial terapéutico de uma nova molécula, pode-se
considerar tdo importante ou mais a comprovacao de sua seguranca que da prépria
eficacia, uma vez que novas estratégias terapéuticas devem fundamentalmente
incorporar uma melhoria nos efeitos toxicos ou colaterais observados (MORAES et
al., 2003). Desta maneira, em paralelo a comprovacao da atividade antitumoral in
vivo, procedeu-se com uma avaliagdo toxicoldgica preliminar do AMSAF2, com base
na analise das alteracfes histopatologicas em 6rgados como figado, baco e rins, e na

alteracdo do peso corpéreo dos animais tratados.

Como o principal 6rgéo detoxificador e metabolizador do corpo, o figado esta
sujeito a danos por uma enorme variedade de substancias quimicas farmacéuticas e
ambientais. Embora a maior parte da conversdo metabdlica das toxinas ocorra no
figado, células renais, células da mucosa intestinal e dos pulmdes e até mesmo da
pele também podem estar envolvidas (LIEBLER & GUENGERICH, 2005). De
qualguer modo, mesmo lesdes hepéticas substanciais ocorridas na presenca de
xenobidticos (como o 5-FU) séo potencialmente reversiveis desde que a arquitetura
do tecido conjuntivo se mantenha integra e capaz de favorecer a regeneracao
hepatocelular, ao ponto que mesmo apds a morte de 50 % dos hepatdcitos por leséo
aguda, caso a matriz extracelular e seus componentes estejam intactos, ainda sim

pode haver regeneracgéo de I6bulos hepaticos inteiros (KUMAR et al., 2005).

Os estudos histopatolégicos dos animais tratados com AMSAF2 7,5;15 e 30
mg/kg/dia mostraram discreta hepatotoxicidade ndo dose-dependente representada
por congestdo venosa portal e esteatose microvesicular focal. A moderada
hiperplasia das células de Kupffer vista nesses animais pode ser explicada pela
ativacdo de células mononucleadas envolvidas na degradacdo eritrocitaria, na

fagocitose de detritos celulares, absorcéao de ferro ou por focos hemorragicos devido
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a congestdo vascular. Além disso, esses macréfagos teciduais, quando ativados,
liberam citocinas pro-inflamatorias que estdo diretamente relacionadas a toxicidade
tecidual local ou sistémica (KUMAR et al., 2004).

A nefrotoxicidade nos rins causada pelo AMSAF2 nas doses de 7,5; 15 e 30
mg/kg/dia se deve a moderada tumefacao do epitélio tubular e intersticial. Discretas
tumefacdes celulares foram vistos no grupo controle negativo e no tratado com 5-
FU. A moderada tumefacédo do epitélio tubular indica leve toxicidade caracterizada
por alteragbes incipientes e reversiveis, devido a arquitetura glomerular estar
preservada.

A toxicidade ao baco causada pelo composto AMSAF2 foi evidenciada nas
trés doses,muita congestdo de polpa vermelha e aumento (de forma subjetiva) no
namero de megacariécitos. Podendo esta relacionado ao tumor e ndo ao tratamento.
Para esclarecer tera que associar com outros dados que serdo pesquisados.

No estudo histologico do estbmago dos animais tratados v.o0. tanto na cardia
com na parte fundica ndo foram encontradas alteracdes histologicas resultantes de

insultos toxicos, sem focos hemorragicos e mucosa e submucosa normais.

No geral, a auséncia de eosinofilia acentuada, nucleos picnaéticos, neutréfilos e
membranas celulares desintegradas confirmam a inobservancia de areas necréticas
isquémicas ou apoptéticas na presenca de insulto téxico (AMSAF2) ou imunoldgico
de carater irreversivel em todos os 6rgdos corados por H/E e analisados por
microscopia Optica (KUMAR et al., 2005), achados que comprovam a discreta
toxicidade do AMSAF2.

De qualquer modo, os resultados in vivo demonstram o potencial antitumoral
do extrato AMSAF2, chegando a inibir mais de 48% do crescimento tumoral sem
causar graves danos toxicos e irreversiveis nos animais. Segundo ORTHOLAND et
al. (2004) um produto natural ndo necessariamente precisa ser o melhor composto
para 0 uso na clinica. Esses compostos podem servir como protétipo para o
desenvolvimento de outros farmacos que apresentem melhores caracteristicas,
como o aumento da atividade, a melhora das propriedades farmacocinéticas e
principalmente o aumento da seletividade, assim como, da reducdo dos efeitos

adversos.
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6 Conclusao

O extrato AMSAF2 obtido das sementes da Annona muricata L. possui
atividade citotéxica, por demonstrar grande seletividade para células tumorais. Além
disso, a reducdo de 48,41 % no crescimento tumoral e alteragBes histologicas
apenas incipientes pelo extrato AMSAF2 e a moderada toxicidade sistémica,

ressaltam um promissor potencial antitumoral desse extrato.
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