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RESUMO 

 

O câncer é uma complexa doença de origem genética, resultante de mutações em proto-

oncogenes e/ou genes supressores tumorais. É considerada uma das principais causas de morte 

por doença no mundo. Estudos preliminares com o extrato acetônico e compostos isolados da 

espécie Annona muricata evidenciaram o seu potencial antitumoral. Annona muricata L. 

(Annonaceae) é popularmente conhecida como gravioleira; possui ampla distribuição, 

principalmente em regiões tropicais. No Brasil, a espécie é utilizada como analgésico, 

hipoglicemiante, anti-inflamatório, antitérmico, hepatoprotetor, antinevrálgico, antiparasitário 

e antirreumático. O presente trabalho descreve o isolamento de uma acetogenina, denominada 

anonacina, com anel mono-tetrahidrofurano, fórmula molecular C35H64O7 e massa de 596 u.m.a 

à partir do extrato acetônico das folhas da referida espécie, através de prospecção química 

bioguiada pela citotoxicidade usando o ensaio do MTT. Todas as frações obtidas e a 

acetogenina isolada na prospecção apresentaram potencial citotóxico nas linhagens tumorais 

testadas. Os valores de concentração inibitória média dessa acetogenina, apresentaram-se na 

ordem de nano-molar. O ensaio de citotoxicidade mostrou que esse composto apresenta 

atividade antiproliferativa frente à todas as linhagens tumorais testadas, com CI50 variando de 

3.280 nM a 1,56 nM em HL-60 e HCT-116, respectivamente após 72 horas de incubação, onde 

a substância foi mais ativa frente às linhagens HCT-116, OVCAR-8, SF-295 e PC-3M. Essa 

acetogenina não foi capaz de inibir a proliferação de células mononucleares do sangue 

periférico, embora tenha apresentado efeito hemolítico em eritrócitos de camundongos. A 

acetogenina AMFA-4, em linhagem de célula de câncer colorretal, apresentou efeito citotóxico 

dependente da dose e do tempo de incubação, sendo capaz de alterar o número de células viáveis 

e não-viáveis após 48 e 72 h de exposição. Nesses dois tempos de incubação, essa molécula foi 

capaz de alterar a morfologia das células HCT-116, onde a mesma teve aumento do núcleo e 

citoplasma e aspecto fusiforme. O presente trabalho mostrou que o extrato acetônico das folhas 

de A. muricata é uma fonte promissora para obtenção de compostos pertencentes a classe das 

acetogeninas com atividade citotóxica relevante em células tumorais de origem humana. 

 

Palavras-chave: Acetogeninas. Annonaceae. Citotoxinas.  

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Cancer is a complex disease of genetic origin, resulting from mutations in proto-oncogenes and 

/ or tumor suppressor genes. It is considered one of the major causes of death in the world. 

Preliminary studies with the acetone extract and isolated compounds from the Annona muricata 

species demonstrated their antitumor potential. Annona muricata L. (Annonaceae), popularly 

known as soursop, has wide distribution, mainly in the tropical regions. In Brazil, the species 

is widely used as analgesic, hypoglycemic, anti-inflammatory, antipyretic, hepatoprotective, 

anti-neuralgic, anti-parasitic and anti-rheumatic. This study reports the isolation of an 

acetogenin, called Annonacin, with a mono-tetrahydrofuran ring, the molecular formula: 

C35H64O7 and a mass of 596 u.m.a from the acetone extract of Annona muricata leaves through 

a bioguided chemical prospecting by cytotoxicity using the MTT assay. All the obtained 

fractions and the isolated acetogenin showed a cytotoxic potential in the tested tumor cell lines. 

The values of the mean inhibitory concentration of this acetogenin, had an order of nano-molar. 

The cytotoxicity assay demonstrated that the compound has anti-proliferative activity against 

all the tested tumor cell lines, with an IC50 ranging from 3.280 nM to 1.56 nM in HL-60 and 

HCT-116, respectively, after 72 hours of incubation, where the substance was most active 

against the following tumor cell lines: HCT-116, OVCAR-8, SF-295 and PC-3M. This 

acetogenin was not able to inhibit the proliferation of normal peripheral blood cells, although it 

showed a hemolytic effect on mice erythrocytes. The Annonacin, in a colorectal cancer cell 

line, showed a cytotoxic effect strongly related to the dose and incubation time, being able to 

change the number of viable and non-viable cells after 48 and 72 h of exposure. In both 

incubation times, this molecule was able to modify the HCT-116 cell morphology, where it had 

an increase on the cytoplasm and nucleus size, besides a fusiform appearance. This study 

showed that the acetone extract from the A. muricata leaves is a promising source for obtaining 

compounds belonging to the acetogenins class with significant cytotoxic activity on tumor cells 

of human origin.  

  

Key words: Acetogenins. Annonaceae. Cytotoxins. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer 

 

O câncer é uma complexa doença de origem genética, resultante de mutações em proto-

oncogenes e/ou genes supressores tumorais, sendo desenvolvida por alterações em vias de 

sinalização celular (OUYANG et al., 2012). Hoje, é aceito que o tumor não é apenas uma massa 

de células cancerosas em proliferação e sim, um tecido complexo constituído por vários tipos 

de células diferentes que interagem entre si, consolidando a teoria que o câncer apresenta 

origem policlonal (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Durante a progressão do câncer podem 

ocorrer novas mutações em células individuais e estas células recém-transformadas podem 

continuar a proliferar e formar clones (Figura 1) (GERLINGER et al., 2012; LANDAU et al,. 

2013). 

 

Figura 1. Heterogeneidade intratumoral.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de (LANDAU et al., 2013; GERLINGER et al., 2012) 

A acumulação progressiva de mutações somáticas resulta em um tumor policlonal heterogêneo 

em que os diferentes clones podem responder de forma diferente ao tratamento. 

 

 

O câncer foi amplamente considerado como uma doença de países desenvolvidos. No 

entanto, esse cenário vem mudando e a maior parte do ônus global do câncer pode ser observada 

em países em desenvolvimento, ficando atrás apenas das doenças cardiovasculares (NCI, 2013). 

Hoje, o câncer é considerado como um problema de saúde pública mundial e a Organização 

Câncer 

Clones 

Tumor policlonal 

Célula 

normal 
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Mundial da Saúde (OMS) estimou que, para o ano 2030, podem-se esperar 27 milhões de casos 

incidentes de câncer e 17 milhões de mortes por causa da doença (INCA, 2012). 

Ainda segundo o INCA (2013), as estimativas para os anos de 2014/2015, apontam a 

ocorrência de aproximadamente de 580 mil casos novos da doença no país, incluindo pele não 

melanoma. A figura 2 mostra os tipos mais incidentes para o sexo masculino e para o sexo 

feminino estimados para 2014 e 2015. 

 

Figura 2. Taxas brutas de incidência das localizações primárias estimadas para 2014, em 

homens e mulheres, exceto pele não melanoma. Valores apresentados a cada 100 mil casos. 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: INCA, 2014. 

 

Uma revisão de literatura sobre as características das células cancerosas foi publicada 

por Hanahan e Weinberg (2011), fornecendo uma sólida base para a compreensão da biologia 

do câncer. A partir desta revisão concluiu-se que as células cancerosas possuem instabilidade 

genômica, evidenciando que os tumores apresentam a expressão de genes mutados, com 

desregulação do metabolismo energético em comparação à células não tumorais, 

autossuficiência em fatores de crescimento, que ocorre através da desregulação da produção e 

liberação de sinais que promovem a proliferação celular, causando alteração na arquitetura e 

função do tecido normal (MORENO-SÁNCHEZ; RODRÍGUEZ-ENRÍQUEZ; MARÍN-

HERNÁNDEZ, 2007; HANAHAN; WEINBERG, 2011). A homeostase do tecido fica 

comprometida uma vez que as células apresentam resistência a morte celular programada 

(apoptose) e aos sinais antiproliferativos evocados pelos genes supressores de tumores. Os dois 

protótipos genes supressores tumorais codificam as proteínas RB (associada ao retinoblastoma) 

e p53 (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além das características supracitadas, as células 

tumorais apresentam competência para invasão de tecidos adjacentes e percorrem o organismo 

até se alojar em um outro tecido, diferente daquele de origem (RIETHDORF et al., 2007). Todas 

essas características estão esquematizadas e resumidas na figura 3. 
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Figura 3. Características das células tumorais. 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011). 

 

1.2 Bases do tratamento das neoplasias  

 

O câncer, em sua fase inicial, pode ser controlado cirurgicamente, método que pode ser 

aplicado com objetivo paliativo ou curativo. Cerca de 60% de todos os pacientes portadores de 

câncer necessitam de cirurgia para o seu tratamento (DUNCAM et al., 2003; SEGRETO, 2006). 

Dos métodos terapêuticos disponíveis para o tratamento dos tumores, destaca-se o uso 

da radiação ionizante (adotado desde o final do século XIX) cujo objetivo é alcançar um índice 

terapêutico favorável, levando as células neoplásicas a perderem a sua clonogenicidade e, ao 

mesmo tempo, preservando os tecidos normais (SEGRETO, 2006). Nesse método, o dano 

celular é um processo complexo, que ocorre em decorrência da absorção da energia ionizante 

com a matéria viva, formando produtos altamente reativos, levando-as a ativação das vias 

intracelulares de morte, como a apoptose (INCA, 2002). 

A quimioterapia antineoplásica consiste no emprego de substancias químicas, isoladas 

ou em combinação (poliquimioterapia). Os fármacos interferem nas funções bioquímicas vitais 

para as células, sendo o tratamento de escolha para doenças do sistema hematopoiético e para 
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os tumores sólidos, que apresentam ou não metástases regionais ou a distância (INCA, 2002). 

A maioria dos quimioterápicos antineoplásicos atua de forma não especifica, lesando tanto 

células malignas quanto benignas. Os antineoplásicos agem diretamente na célula, atuando nas 

diversas fases do ciclo celular (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004; SOUZA et al., 2007). 

Para o desenvolvimento do organismo e manutenção da homeostase tecidual, a taxa de 

proliferação celular deve ser compensada com a taxa de morte celular. Nesse aspecto, a morte 

celular possui grande importância quando o tecido sofre injúrias, como nos processos 

inflamatórios e no câncer (JAIN et al., 2013). A morte celular pode ser classificada em 

apoptose, necrose, autofagia ou catástrofe mitótica, dentre outras. Estas vias podem estar 

interagindo ou não para a eliminação das células cancerosas do organismo (KROEMER et al., 

2009). As drogas antitumorais, oriundas ou não de produtos naturais, visam restabelecer o 

processo de morte celular por um dos mecanismos supracitados. 

Apesar dos avanços nas bases do tratamento dos pacientes portadores do câncer, ainda 

não há o método ideal que possa ser adotado com o intuito de suprimir os efeitos adversos 

sistêmicos, como depressão da medula óssea e das funções renal, hepática, pulmonar, 

gastrintestinal (MARTINS; ROSA, 2004; INCA, 2002). Nesse cenário, torna-se imprescindível 

a realização de pesquisas para a descoberta de novas drogas com especificidade para células 

tumorais, com maior eficácia terapêutica, que proporcionem um perfil toxicológico 

insignificante do ponto de vista clínico para os pacientes e que possam vencer a resistência das 

células neoplásicas ao tratamento com múltiplas drogas. 

 

1.3 Produtos naturais utilizados no tratamento do câncer 

 

Fitoterapia (do grego phyton = vegetal e therapeia = tratamento) significa o uso de 

plantas para o tratamento de doenças. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza 

muitas vezes o único recurso terapêutico de muitas comunidades e grupos étnicos 

(NASCIMENTO et al., 2000). A OMS (2003) afirma que plantas medicinais são todas aquelas 

silvestres ou cultivadas, utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar ou modificar 

processos fisiológicos, patológicos ou não, ou ainda empregadas como fonte de fármacos ou de 

seus precursores/derivados. 

A Medicina Tradicional Chinesa é conhecida desde 2.500 anos a.C, e utiliza, até os dias 

atuais, plantas medicinais para o tratamento de várias enfermidades que acometem os seres 

humanos, como o câncer. Os recursos terapêuticos disponíveis até o século XIX eram 

exclusivamente oriundos de plantas medicinais e extratos vegetais (preparação de consistência 
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líquida, sólida ou intermediária, obtida a partir de matéria-prima de origem vegetal). No século 

XX, inicia-se a tendência de se isolar os princípios ativos, que é substância ou classe química 

caracterizada, cuja ação farmacológica é conhecida e responsável, total ou parcialmente, pelos 

efeitos terapêuticos do medicamento (GRUENWALD, 1998; GROTHEY, 1998; CHENG; 

LEUNG; LEUNG, 2003). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (2003), as plantas medicinais são as melhores 

fontes para se obter uma variedade de drogas para manutenção da saúde humana, e cerca de 

80% da população mundial usa a medicina tradicional na busca de alívio de alguma 

sintomatologia dolorosa ou desagradável (NASCIMENTO et al., 2000; CAETANO et al., 

2002).  

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas substâncias 

utilizadas diretamente como agentes medicinais. Para sobreviver e evoluir, os vegetais têm que 

competir por espaço e se defender do ataque de herbívoros e patógenos. Neste embate, as 

plantas foram desenvolvendo suas próprias defesas químicas. Esta é uma das razões pelas quais 

a constituição química das plantas é tão complexa. Metabólitos secundários de plantas são 

produzidos para modular seus próprios metabolismos e, consequentemente, também podem 

alcançar alvos terapêuticos de doenças humanas, como o câncer (FERREIRA; PINTO, 2010).  

Cragg e Newman (2013), em um artigo de revisão sobre produtos naturais, mostram que 

houve um enorme avanço na realização de pesquisas com produtos naturais no campo da 

oncologia, notadamente com plantas, organismos marinhos (cuja investigação descreveu mais 

de 840 novas estruturas biologicamente ativas) e microrganismos, propiciando a descoberta de 

diversas substâncias químicas utilizadas atualmente na terapêutica antineoplásica. Cerca de 

62% dos fármacos anticâncer introduzida na terapêutica nas últimas décadas tem sua origem 

nos produtos naturais. Nesse contexto, o conhecimento empírico tem grande relevância na 

descoberta de novas plantas medicinais, fornecedoras de substâncias químicas bioativas 

oriundas principalmente do metabolismo celular secundário do vegetal. O estudo desses 

mecanismos e o isolamento dos princípios ativos das plantas é uma das prioridades da 

farmacologia. 

 Diversos metabólitos vegetais são utilizados na quimioterapia antineoplásica, com 

destaque para os derivados e os correspondentes produtos naturais bioproduzidos pelas espécies 

Catharanthus roseus ou Vinca rósea (Apocynaceae), Camptotheca accuminata (Nyssaceae), 

Podophyllum peltatum e Podophyllum emodi (Berberidaceae). Estas substâncias naturais, 

incluindo os alcaloides camptotecina, vincristina e vimblastina e seus derivados sintéticos, 

atuam em diferentes tipos de câncer, revelando espectro de atividade e toxicidade diferentes, 
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ampliando a utilidade medicinal em benefício da saúde. O reixo-do-pacífico (Taxus brevifolia), 

do qual é extraído o paclitaxel, apresenta atividade anticancerígena em tumores de ovário, seios 

e pulmão, assim como a substância lasiodiplodina, com ação antileucêmica, que pode ser 

encontrado em Euphorbia splendus (Euphorbiaceae) e em Annona dioica, (Annonaceae) 

(CRAGG; NEWMAN, 2013).  

Muitas outras espécies, por meio de testes pré-clínicos, foram estudadas demonstrando 

atividade antineoplásica, onde podemos destacar Struthantus sp (Loranthaceae), Hymathanthus 

sucuuba (Apocinaceae), Apidosperma porvifolium (Apocinaceae), Physalis angulata L. 

(Solanaceae) e Annona muricata L. (Annonaceae) cujos extratos e frações são promissoras para 

o isolamento de substâncias antineoplásicas, demonstrando que em testes in vitro, inibem o 

crescimento de várias células tumorais (LORENZI & MATOS, 2002; HSIEH et al., 2006, 

ARAÚJO et al., 2007). 

 

1.4 Família Annonaceae 

 

A família Annonaceae corresponde a uma das principais angiospermas, e a maior 

família da ordem Magnoliales (APG III, 2009), com cerca de 2.500 espécies e 135 gêneros com 

distribuição marcadamente tropical e subtropical (CHATROU et al., 2004); geralmente estão 

distribuídas entre as áreas tropicais da América, África e Ásia, conforme Figura 4. No Brasil, 

está representada por 26 gêneros, dos quais sete são endêmicos, abrangendo cerca de 260 

espécies (ERKENS et al., 2006). Três gêneros, Annona, Rollinia e Duguetia, produzem frutos 

comestíveis, sendo o gênero Annona o de maior importância econômica, onde podemos 

encontrar diversas espécies, como Annona muricata e Annona squamosa, Annona cherimola, 

Annona dioica (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006; MANICA, 1997). 
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Figura 4. Mapa de distribuição da família Annonaceae no mundo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Missouri Botanical Garden, 2010. 

 

A família é constituída por árvores, arbustos, que se caracterizam por apresentar flores 

vistosas, andróginas, solitárias, ou em inflorescências; cálice de três sépalas, corola de seis 

pétalas, estames numerosos e livres e distribuídos espiraladamente em torno do receptáculo 

floral; a polinização é realizada predominantemente por coleópteros; fruto sincárpico ou 

apocárpico, muricado ou não; sementes com endosperma ruminado (PONTES; BARBOSA; 

MAAS, 2004, SOUZA; LORENZI, 2005). Flores de tamanhos variados, com cores que vão do 

esbranquiçado até cor-de-vinho; a dispersão das sementes ocorre principalmente por meio de 

animais, como pássaros, peixes e répteis (RINALDI, 2007).  

 

1.4.1 Gênero Annona 

 

O gênero Annona, que possui mais de 120 espécies catalogadas (JOLY, 1998), tem sido 

muito pesquisado devido ao isolamento e caracterização de diversas classes de substâncias 

químicas com atividades farmacológicas, principalmente as acetogeninas, também conhecidas 

como policetídeos, uma classe de substâncias de potente ação anti-neoplásica, citotóxica, 

pesticida, vermicida, antimicrobiana, imunossupressora, antimalárica, abortiva (YUAN et al., 

2003; LEBOEUF et al., 1982). Além das acetogeninas, as plantas deste gênero são ricas em 

alcalóides isoquinolínicos, como cherianoine, o salsolinol e glaucina isolados de A. cherimola, 

A. reticulata e A. hypoglauca, respectivamente. Esses alcalóides têm atividades antibacteriana, 

ansiolítica, antifúngica e são tóxicos para diversas linhagens celulares como linhagem de câncer 

de pulmão, cólon e leucemia (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVÉ, 1988; CHEN et al., 2001; 

RINALDI, 2007). 
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No gênero Annona, as principais espécies cultivadas nas regiões tropicais são: a Annona 

squamosa L., conhecida no Brasil como fruta-do-conde, ata ou pinha, Annona muricata L., 

popularmente chamada de graviola e a Annona reticulata L., denominada de fruta-da-condessa, 

todas exóticas (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS, 2006). Essas espécies de interesse 

comercial são consideradas importantes, principalmente, devido às propriedades nutricionais 

dos frutos, que são usados in natura ou na forma de sucos e sorvetes (LORENZI; MATOS, 

2002). 

 

1.4.2 Annona muricata L. 

 

A espécie A. muricata, cujo nome popular no Brasil é Gravioleira, tem hábito de 

crescimento ereto, pode alcançar 4 a 8 m de altura quando adulta, possui abundante sistema 

radicular, caule único com ramificação assimétrica (Figura 5A). As folhas possuem pecíolo 

curto, são do tipo oblongo-lanceoladas ou elípticas (Figura 5B) (SANTOS, 2010; ANTOUN; 

GERENA; MILHOUS, 1993). A inflorescência é cauliflora. Os pedúnculos são robustos e as 

flores são axilares, solitárias, subglobosas, amareladas, com seis pétalas grossas e carnosas, 

côncavas (Figura 5C). O fruto é uma baga de forma irregular, com epiderme verde-escura, 

espessa e areolada (Figura 5D). As sementes são castanhas ou pretas (SULIKERI; 

NALAWADI; SING, 1975). 

 

Figura 5. Fotos de Annona muricata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Planta inteira (A), folhas (B), flor (C) e fruto (D). 

Fontes: (A) www. rarexoticseeds.com, (B) www.ocruzetense.com, (C) www.flickr.com e (D) 

www.cantinhodacher.blogspot.com.br. Acesso em 03/11/2013. 

A D 

C 

B 

http://www.ocruzetense.com/
http://www.flickr.com/
http://www.cantinhodacher.blogspot.com.br/
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A. muricata apresenta uma ampla distribuição, principalmente em regiões tropicais, 

sendo a Venezuela e o Brasil os maiores produtores desta espécie. No Brasil, a região Nordeste 

é a maior produtora devido às condições climáticas (SOUZA, 2006). Praticamente todas as 

partes da planta são utilizadas para o tratamento de vários tipos de doenças, em diversas partes 

do mundo, principalmente em países tropicais. No Brasil, a espécie é amplamente utilizada 

como analgésico, anti-helmíntico, antiespasmódico, adstringente, broncodilatador, calmante, 

antitussígeno, hipoglicemiante, antidiarreico, anti-inflamatório, emético, antitérmico, 

hepatoprotetor, antinevrálgico, antiparasitário e antirreumático (LORENZI; MATOS, 2002; 

MORSA et al., 2000). 

 

1.4.3 Acetogeninas 

  

O metabolismo secundário da graviola produz uma classe de fitoquímicos bioativos, 

conhecidos como acetogeninas que estão presentes nas folhas, casca do caule, frutos e sementes 

(ZENG et al., 1996). Acetogeninas são derivadas de ácidos graxos de cadeia longa, sendo 

caracterizadas por possuírem uma cadeia alifática longa, geralmente C-35 ou C-37, com a 

presença de hidroxilas, carbonila, acetila e um anel γ-lactona terminal, que são extremamente 

importantes para a eficácia dessas moléculas (Figura 6). São originadas pela condensação de 

unidades do acetilCoA através da rota biossintética do acilpolimalonato (SIMÕES et al., 2010).  

Em 1982 foi publicado o isolamento da primeira acetogenina, a uvaricina, obtida da espécie 

Uvária accuminata (JOLAD et al., 1982). Desde então, o interesse por essa classe de substâncias 

vem crescendo em virtude das propriedades biológicas descritas (TORRES et al., 2012). 
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Figura 6. Estruturas químicas de acetogeninas citotóxicas isoladas de Annona muricata L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

As acetogeninas são classificadas de acordo com as quantidades de anéis 

tetraidrofurânicos (THF) e de subunidades de γ-lactonas. Elas podem ser mono-THF, bis-THF 

adjacentes, bis-THF não adjacentes, as que não possuem anéis THF e as acetogeninas não 

clássicas que possuem anel tetrahidropirânico. As estruturas das acetogeninas podem variar de 

acordo com o padrão do anel lactônico. Eles são classificados em γ-lactonas substituídas, 

cetolactonas (cis ou trans) ou anel hidroxilado (RUPPRECHT et al., 1990).  

Diversas atividades biológicas foram descritas na literatura para essa classe de 

metabólitos secundários, onde podemos citar propriedades leishmanicida, tripanocida, larvicida 

(VILA-NOVA et al., 2011; SANTOS; PIMENTA; BOAVENTURA, 2007), imunossupressora 

e citotóxica, sendo esta última relatada para diversas linhagens de células tumorais como 

leucemia prómielocítica (HL-60), células tumorais de pulmão (A-549), adenocarcinoma 

mamário (MCF-7 e MDA-MB-231), câncer cervical (HeLa) e de estômago (NUGC-3) 

(MATSUI et al., 2010; BARRACHINA et al., 2007); além de células cancerígenas de cólon 

(HCT-116, HCT-8 e HT-29) ovário (SKOV-3) e melanoma (SK-MEL-28) (LIAW et al., 2002; 

PEYRAT et al., 1997). 

Corossolona, sementes 

(VILA-NOVA et al., 2011) 

Murisolina, sementes 

(LI et al., 2008) 

Epoximurina A, fruta  
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O mecanismo de ação da atividade citotóxica das acetogeninas está relacionado com a 

inibição da NADH oxidase da membrana plasmática da célula tumoral e da membrana interna 

mitocondrial. Esse mecanismo ocorre através da inibição do complexo I (NADH: ubiquinona 

oxidorredutase) no sistema de transporte eletrônico mitocondrial, inibindo a fosforilação 

oxidativa, resultando na diminuição dos níveis de ATP celular e inibindo a proliferação das 

células tumorais. (TORMO et al., 2003). 

 

1.4.4 Alcaloides 

 

Alcaloides são substâncias orgânicas, de origem natural, cíclicas, contendo um 

nitrogênio em um estado de oxidação negativo e cuja distribuição é limitada entre os 

organismos vivos (SIMÕES et al., 2010). Leboeuf et al. (1982) publicaram uma revisão sobre 

a fitoquímica da família Annonaceae, onde é relatada a predominância de alcaloides aporfínicos 

e oxoaporfínicos dentre os metabólitos secundários isolados de espécies pertencentes à família. 

Vários alcaloides foram identificados em Annona muricata L., entre os quais podemos 

citar: (S)-norcoridina, (R)-4’ -O-metilcoclaurina, (R)-O, O-dimetilcoclaurina, annonamina, 

(R)-anonaina, N-metilcoclaurina, asimilobina, anonaína, conforme mostrado na figura 7 

(MATSUSHIGE et al., 2012; KOTAKE et al., 2004; HARAST et al., 1997). Os alcaloides 

extraídos do gênero Annona possuem diversas atividades biológicas descritas, onde se pode 

enfatizar o efeito citotóxico observado para HeLa (câncer cervical), NCIH-460 (câncer de 

pulmão), RPMI-8226 (leucemia) e PC-3 (câncer de próstata). Hoet e colaboradores (2004) 

mostraram que a atividade citotóxica estar relacionada à capacidade dos alcalóides se ligarem 

à dupla fita do DNA e as enzimas topoisomerases I e II, que resulta em quebra do DNA 

bifilamentar (RINALDI, 2007; HOET et al., 2004). 
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Figura 7. Alcaloides isoquinolínicos citotóxicos isolados de Annona muricata L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com a rica biodiversidade do Brasil, diversos recursos naturais encontram-se 

disponíveis para a prospecção de moléculas com atividade biológica. Muitos desses produtos 

naturais vêm sendo alvo de estudo para o tratamento de diversas doenças, como o câncer.  As 

plantas têm uma longa história de uso no tratamento do câncer, no entanto, poucas espécies 

foram analisadas no intuito de detectar o potencial antitumoral até hoje (HARTWELL, 1982). 

Uma grande quantidade de moléculas com atividade antitumoral derivadas de produtos naturais 

como organismos marinhos, microorganismos e de plantas ainda podem ser descobertos. 

Desde 1989, o Laboratório Nacional de Oncologia Experimental (labNOE) vem 

realizando vários estudos a fim de comprovar o potencial antitumoral de substâncias extraídas 

de produtos naturais (FÁVARO et al., 1990; MORAES; FONTELES; MORAES, 1997; 

BOLZANI et al., 1999; LEYVA et al., 2000; VERAS et al., 2004; PESSOA et al., 2006; 

COSTA-LOTUFO et al., 2010; OLIVEIRA, 2012). Trabalhos preliminares realizados no 

LabNOE com o extrato das folhas e das sementes da espécie Annona muricata evidenciaram 

potente ação antitumoral. Logo, o estudo das propriedades antitumorais de substâncias isoladas 

da espécie é de fundamental importância. Dessa forma, o presente trabalho visa prosseguir os 

estudos através de prospecção e caracterização de substâncias citotóxicas das folhas de A. 

muricata. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Realizar o fracionamento bioguiado do extrato de A. muricata para prospecção de 

moléculas com potencial citotóxico em linhagens celulares tumorais humanas.  

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Realizar o fracionamento do extrato acetônico das folhas de A. muricata guiado pela 

atividade citotóxica; 

 

 Avaliar o potencial citotóxico de compostos isolados em cultura de células tumorais e 

não tumorais; 

 

 Avaliar se o efeito citotóxico dos compostos extraídos de A. muricata é dose e/ou tempo 

dependente em cultura de células cancerígenas; 

 

 Estudar o possível mecanismo de ação responsável pelo efeito citotóxico das 

substâncias de A. muricata em cultura de células cancerígenas.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Materiais utilizados 

 

 A especificação dos equipamentos, dos softwares de aquisição e análise de dados, bem 

como a descrição do fabricante dos reagentes utilizados está detalhada junto à descrição dos 

métodos ou no Apêndice A. 

 

3.2 Desenho experimental 

 

 A figura 08 apresenta o desenho experimental adotado no presente trabalho, com as 

metodologias envolvidas para isolamento dos compostos e avaliação de suas propriedades 

citotóxicas. 

 

Figura 8. Desenho experimental do trabalho, com as etapas e metodologias adotadas.  
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3.3 Coleta e identificação do material 

 

As folhas de Annona muricata L. foram coletadas no município de Trairi – Ceará (S 

3°22’15,98”; W 39°17’34,46”) em abril de 2011. O material botânico foi identificado no 

herbário Prisco Bezerra, pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal do 

Ceará - UFC, local onde se encontra depositado uma exsicata da espécie com registro EAC 

49002. 

 

3.4 Obtenção do extrato bruto 

 

Foram coletados 3 kg de folhas de A. muricata, que foram limpas e postas para secagem 

ao sol; em seguida, o material foi triturado e submetido à extração exaustiva a frio por 

percolação com 10 litros de acetona (grau CLAE) durante 72 horas.  Posteriormente, a solução 

extrativa foi concentrada em evaporador rotativo sob pressão reduzida a uma temperatura de 40 

°C, obtendo-se 280 g de extrato acetônico bruto, denominado AMFA.  

O Extrato foi submetido, após destilação do solvente, à cromatografia líquida de alta 

eficiência e ao fracionamento químico. 

 

3.5 Métodos cromatográficos 

 

O fracionamento químico do extrato acetônico de A. muricata foi realizado no 

laboratório de cromatografia da Unidade de Farmacologia Clínica – UNIFAC, do departamento 

de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará, sob supervisão do Dr. Cláudio 

Costa dos Santos. Nos processos cromatográficos foram utilizados os solventes orgânicos 

hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol (todos com grau CLAE), puros ou em misturas 

binárias obedecendo sempre uma ordem crescente de polaridade. 

Para a realização do fracionamento químico do extrato orgânico bruto empregou-se a 

técnica de adsorção em coluna aberta, utilizando como fase estacionária géis de sílica comum 

(0,2 – 0,5 mm) da marca Vetec. Para a cromatografia flash, utilizou-se como fase estacionária 

géis de sílica com granulometria de 0,04 – 0,063 mm.  

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatoplacas 

revestidas de géis de sílica (Macherey-Nagel) e com suporte de alumínio, 20 x 20 cm e 

espessura de 0,20 mm, contendo indicador de fluorescência F254. A revelação das substâncias 

analisadas nas cromatoplacas foi obtida através da exposição destas à radiação ultravioleta (UV) 
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nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm pela utilização de câmera de luz ultravioleta 

(Biothec) e/ou pela pulverização da cromatoplaca com solução de vanilina e ácido perclórico a 

0,75 M em etanol, seguido de aquecimento em estufa à temperatura de 100 °C por 

aproximadamente 5 minutos.  

As cromatografias de exclusão molecular foram realizadas em colunas de diferentes 

tamanhos e diâmetros, de acordo com as alíquotas de amostras e as quantidades de gel dextrana 

Sephadex LH-20 (GE Healthcare) utilizadas. O eluente utilizado foi o metanol. 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) foi realizada em aparelho Shimadzu, 

Japão. As separações foram efetuadas em sistema analítico com coluna C18, 150 × 2,0 nm. Os 

solventes empregados foram adequadamente filtrados através de membranas de nylon com 

poros de 0,45 µm. 

 

3.6 Fracionamento guiado pela citotoxicidade do extrato acetônico de A. muricata. 

 

O fracionamento fitoquímico das frações obtidas do extrato orgânico bruto foi bioguiado 

pela verificação da atividade citotóxica (por meio do método do MTT) em cultura das células 

tumorais HCT-116 (carcinoma de cólon), HL-60 (leucemia prómielocítica), SF-295 

(glioblastoma) e OVCAR-8 (carcinoma de mama) obtidas através de doação do Instituto 

Nacional do Câncer dos Estados Unidos (Bethesda, MD). As frações foram testadas em 

concentração única de 25 µg/ml ou em concentrações seriadas que variaram de 0,04 a 25 

µg/mL. Todas as amostras resultantes do fracionamento químico foram diluídas em 

dimetilsulfóxido (DMSO) para as análises biológicas das mesmas.  

As frações selecionadas tanto para a determinação das respectivas concentrações de 

inibição média do crescimento celular (CI50) como para continuarem nas etapas subsequentes 

do estudo fitoquímico, apresentaram atividade antiproliferativa variando de 75 a 100% frente a 

todas as linhagens tumorais testadas.  

De acordo com o potencial antiproliferativo, as frações foram selecionadas para 

prosseguir o fracionamento bioguiado. Paralelamente, também foi realizado o teste de hemólise 

para avaliar o potencial do extrato e das frações em causar danos de forma direta na membrana 

plasmática de eritrócitos (WILKE, 2009).  

A fração enriquecida com a anonacina teve sua concentração inibitória média (CI50) 

determinada frente a 7 linhagens tumorais de origem humana, que foram cedidas pelo Instituto 

Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI-EUA) e 1 cultura primária não-tumoral, as 

células CMSP (células mononucleares do sangue periférico) como modelo para verificar a 
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citotoxicidade da substância frente a células do sistema imunológico humano, que são células 

não-mutantes e com taxa de divisão menor quando comparadas às células tumorais (Tabela 1). 

 

3.6.1 Elucidação estrutural da acetogenina presente na fração AMFA 4 

 

O tratamento cromatográfico do extrato acetônico de A. muricata L. forneceu uma 

substância com aparência de sólido branco. O composto denominado de anonacina, possui 

solubilidade em clorofórmio e acetona. 

A determinação estrutural foi realizada pelo Dr. Cláudio Costa dos Santos juntamente 

com os profs. Drs. Otília D. Loiola Pessoa, Edilberto Rocha Silveira do Laboratório de 

fitoquímica de plantas medicinais I do Departamento de Química Orgânica e Inorgânica da 

Universidade Federal do Ceará e da prof.ª Dra. Selene Maia de Moraes, da Universidade 

Estadual do Ceará. Para a determinação estrutural foi utilizada Ressonância Magnética Nuclear 

de 1H e de 13C usando clorofórmio deuterado como solvente. Os espectros de massa foram 

obtidos em Espectrômetro de massa de alta resolução (UltrOTOF-Q, Bruker Daltonics, 

Billerica, MA). Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrômetro da Perkin-

Elmer, Spectrum 100 FTIR, equipado com acessório UATR. 

 

3.7 Manutenção das linhagens tumorais 

 

 As linhagens foram cultivadas em garrafas para cultura de células (25 cm3, volume de 

50 ml ou 75 cm3, volume de 250 mL). O meio utilizado foi o RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina). As células 

foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC.  Diariamente 

acompanhava-se o crescimento celular com a utilização de microscópio de inversão. O meio de 

cultura era trocado sempre que o crescimento celular atingia confluência necessária. Para as 

linhagens aderidas utilizava-se tripsina + EDTA (0,25%) para que as células se desprendessem 

do plástico da garrafa. 
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Tabela 1. Linhagens tumorais usadas nos ensaios in vitro de citotoxicidade. 

 

Linhagem 
Tipo histológico da linhagem 

(Origem) 

Concentração de 

plaqueamento 

(Células/mL) 

HCT-116 Carcinoma colorretal 7 x 104 

HL-60 Leucemia prómielocítica 3 x 105 

K-562 Leucemia mielóide 3 x 105 

OVCAR-8 Carcinoma ovariano 1 x 105 

PC-3 Adenocarcinoma de próstata 1 x 105 

PC-3M Adenocarcinoma de próstata metastático 1 x 105 

SF-295 Glioblastoma 1 x 105 

CMSP Células mononucleares do sangue periférico  

 

 

3.7.1 Teste de citotoxicidade in vitro – Ensaio do MTT  

 

A avaliação do efeito citotóxico das frações obtidas foi realizada pelo método 

colorimétrico do 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazólio – MTT após 72 

horas de incubação. Este é um ensaio quantitativo in vitro usado para estimar a proliferação e 

sobrevivência celular. Baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do 

ciclo de Krebs ativa em mitocôndrias de células viáveis, em converter o sal de tetrazólio, que é 

hidrossolúvel e de cor amarela, em cristais de formazan, que são de cor púrpura. Neste trabalho, 

o ensaio do MTT foi utilizado para biomonitorar o efeito citotóxico das frações obtidas com o 

objetivo de selecioná-las para prosseguimento do fracionamento (BERRIDGE; TAN, 1993; 

MOSMANN et al., 1983). 

 

Procedimento experimental  

 

As células em suspensão ou em monocamadas foram plaqueadas em placas de 

microdiluição de 96 poços. A densidade das linhagens no plaqueamento encontra-se descrito 

na tabela 1. Após 24 horas de incubação, 100 µL das substâncias testes foram incubadas com a 

suspensão de células. Após 69 horas de incubação, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 

minutos) e o sobrenadante, descartado. Cada poço, recebeu 150 µL da solução de MTT a 0,5 

1 x 106 
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mg/mL, tendo sido incubadas por 3 horas, em estufa incubadora com atmosfera de 5% de CO2 

a 37ºC. Após esse período, as placas foram novamente centrifugadas à 3000 rpm por 10 

minutos, o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspendido em 150 µL de DMSO. Para 

quantificação do formazan obtido pela redução do MTT nas células viáveis, as absorbâncias 

foram lidas com auxílio de espectrofotômetro de placa empregando o software Multimode 

Detection, onde o comprimento de onda foi ajustado para 595 nm (MOSMANN et al., 1983). 

A doxorrubicina e/ou rotenona foram utilizadas como controle positivo dos experimentos. 

 

Análise estatística dos dados 

 

Os dados foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padrão. O valor das 

absorbâncias encontrado para as frações analisadas em dose única de 25 µg/mL foi 

transformado em porcentagem de inibição, relativo ao controle negativo. Para as frações 

testadas em diluição seriada, foi determinado a concentração inibitória média (CI50) com os 

respectivos intervalos de confiança (IC 95%) obtidos a partir de regressão não-linear usando o 

programa GraphPad Prism (Versão 5.0). 

 

3.7.2 Avaliação da atividade antiproliferativa em células mononucleares do sangue 

humano periférico – Ensaio do alamar blue 

 

O alamar blue, recentemente identificado como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é um 

indicador fluorescente e colorimétrico, com propriedades redox. Assim como os sais de 

tetrazólio, o alamar Blue será reduzido à resorufina em células em proliferação. A forma 

oxidada é azul (não fluorescente/célula não viável) e a forma reduzida é rósea 

(fluorescente/célula viável). Este método foi inicialmente utilizado para indicar crescimento 

e/ou viabilidade celular no monitoramento de proliferação de linfócitos (AHMED; GOGAL JR; 

WALSH, 1994) e atualmente apresenta várias aplicações.  

 

Procedimento experimental 

 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir do 

sangue periférico de voluntários clinicamente saudáveis. A coleta de sangue foi realizada em 

frascos heparinizados (vacuntainer) por profissionais da Unidade de Farmacologia Clínica 

(UNIFAC) da Universidade Federal do Ceará.  O isolamento foi feito através de um gradiente 
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de densidade utilizando Histopaque TM-1077, em temperatura ambiente. Uma amostra de 3 ml 

de sangue periférico foi diluída em 5 ml de tampão PBS.  Essa solução foi adicionada a um 

tubo Falcon contendo 2 mL de HistopaqueTM-1077 e, posteriormente, centrifugada por 30 

minutos a 1500 rpm.  Após a centrifugação, a solução foi separada, em virtude da densidade do 

Histopaque TM-1077, em três camadas visíveis.  Uma superior (soro), uma intermediária 

(células e Histopaque TM-1077) e uma inferior (hemácias). Em seguida, a região intermediária 

foi cuidadosamente removida e adicionada a um terceiro tubo contendo 10 mL de PBS, o qual 

foi centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de 

células foi ressuspendido em 2 mL de PBS.  As células foram utilizadas imediatamente após o 

processo de isolamento, sendo cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 

20% de soro fetal bovino, 1% de antibióticos e 2 a 4% do mitógeno para linfócitos, 

fitohemaglutinina.  

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades. Após 24 horas de 

incubação, as amostras dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada poço utilizando o 

HTS e incubadas por 72 horas. Rotenona (0,1 μM) foi utilizada como controle positivo. O 

controle negativo receberá a mesma quantidade de DMSO. Vinte e quatro horas antes do final 

do período de incubação, 10 μL da solução estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue foram 

adicionadas a cada poço. As absorbâncias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 

nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando um leitor de placa.  

 

 Análise dos dados 

 

A redução do alamar blue reflete a proliferação celular. A proliferação celular foi 

calculada utilizando a seguinte fórmula: % proliferação = ALW – (AHW x R0) x 100, onde, 

ALW e AHW são as absorbâncias no menor e maior comprimento de onda, respectivamente. 

O R0 será calculado utilizando a seguinte fórmula: R0 = AOLW/AOHW, onde, AOLW e 

AOHW são as absorbâncias do meio isolado subtraído das absorbâncias do meio adicionado ao 

alamar blue nos comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. 

 

3.7.3 Verificação da atividade hemolítica em eritrócitos de camundongos swiss 

 

Obtenção dos eritrócitos 
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Os eritrócitos utilizados foram obtidos do sangue de camundongos Mus musculus Swiss 

coletados com um capilar do plexo retro-orbital. 

 

Princípio do teste 

 

Este ensaio permite avaliar o potencial da substância teste em causar danos na membrana 

celular, seja pela formação de poros ou pela ruptura total através da quantificação 

espectrofotométrica da hemoglobina liberada em solução salina (JIMENEZ et al., 2004). 

 

Procedimento experimental 

 

O sangue coletado foi diluído em 150 mL de solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 

mM). Os eritrócitos foram lavados 3 vezes em solução salina contendo cloreto de cálcio e 

centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos para redução da contaminação plasmática. Após a 

terceira centrifugação, os eritrócitos foram ressuspensos em solução salina para obtenção de 

uma solução de eritrócitos a 2%. Os ensaios foram realizados em placas de microdiluição 

contendo 96 poços. Cada poço da primeira coluna recebeu 100 µL de solução salina. Os poços 

da segunda fileira receberam 80 µL de solução salina e 20 µL do veículo de diluição das 

amostras teste (DMSO 50%). Os poços da 12º coluna receberam 80 µL de solução salina e 20 

µL de Triton X-100 a 1% (controle positivo). Os poços da 11º coluna receberam 190 µL de 

solução salina e 10 µL de amostra teste na concentração de 5 mg/mL. Os poços da 10º coluna 

até a 3º coluna receberam, cada um, 100 µL de solução salina.  

As diluições foram feitas da 11º até a 3º coluna, retirando-se 100 µL da solução do poço 

anterior e transferindo para o poço seguinte, de modo que as concentrações eram diluídas pela 

metade, variando de 250 até 0,97 µg/mL. Em seguida, 100 µL da solução de eritrócitos a 2% 

foram adicionados em todos os poços. A placa foi incubada sob agitação constante a 

temperatura ambiente (25 ºC + 2 ºC), por 1 h. Após a incubação, a placa foi centrifugada a 2000 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante transferido para outra placa para realização da leitura da 

absorbância em espectrofotômetro de placa a 450 nm. A atividade hemolítica foi determinada 

de maneira relativa ao valor dos controles positivo e negativo.  

 

Análise dos resultados 
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Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padrão. As 

amostras foram testadas em diluição do tipo seriada. Foi plotado o gráfico absorbância x 

concentração e determinada a concentração efetiva média capaz de provocar 50% do efeito 

máximo (CE50) e seu respectivo intervalo de confiança (IC95%) para cada amostra a partir de 

regressão não-linear no programa GraphPad Prism, versão 5.0. 

 

3.7.4 Avaliação da atividade antiproliferativa em linhagem de câncer colorretal através 

do método de exclusão do corante azul de Trypan. 

 

Princípio do teste 

 

Este ensaio permite avaliar a cinética de crescimento das células de câncer colorretal 

HCT-116 tratadas com a anonacina e assim poder avaliar o efeito antiproliferativo desta 

substância após 48 e 72 h de incubação. 

O corante azul de Trypan permite fazer a distinção entre as células viáveis e as não-

viáveis, onde o corante penetra em todas as células, porém, somente as células viáveis 

conseguem bombear o corante para fora, fazendo com que as células mortas apresentem uma 

coloração azulada (STROBER, 2001). 

 

Procedimento experimental    

 

 As células de câncer colorretal HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 poços na 

concentração de 7 x 104 células/mL de meio de cultura RPMI 1640, e incubadas com a 

anonacina por 48 e 72 horas nas concentrações de 8, 80 e 800 nM. O controle negativo foi 

tratado apenas com DMSO e a rotenona, na concentração de 100 nM, foi utilizada como 

controle positivo do experimento.  

Após o período de incubação, faz-se a transferência do meio de cultura para tubo 

plástico de 1,5 mL, lava os poços com tampão PBS e adiciona tripsina. Devolve o meio do tubo 

para os poços e homogeneíza bem, em seguida transfere todo o meio novamente para o tubo 

eppendorf. Posteriormente, centrifuga a 1500 rpm/5 minutos e descarta o sobrenadante. 

Ressuspende o pellet em 1 mL de tampão PBS e retira uma alíquota de 90 µL da suspensão de 

células e adiciona a 10 µL de azul de Trypan. Em seguida uma alíquota de 10 µL será colocado 

em câmara de Newbauer e as células diferenciadas e contadas em viáveis e não-viáveis.  
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Análise dos dados 

 

O valor obtido para cada contagem foi plotado em um gráfico e construído uma curva 

com as variáveis: porcentagem de células viáveis x log da concentração, para cada tempo 

analisado, para a observação da cinética de crescimento das células tratadas. Para verificação 

da ocorrência de diferenças significativas entre os grupos, os dados foram comparados por 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo pós-teste Newman Keuls, com nível de 

significância de 5% (p < 0,05). 

 

3.7.5 Análise morfológica em células de câncer colorretal – Coloração diferencial com 

panótico rápido 

 

Princípio do teste 

 

As células são submetidas a ação de um fixador e duas soluções corantes, por meio de 

imersões de 5 segundos em cada, e ao final da última imersão encontram-se prontas para 

análise. A coloração pelo kit Panótico Rápido (Laborclin®) permite analisar as características 

morfológicas como alterações no citoplasma, no núcleo e na membrana celular, sendo útil para 

sugerir o mecanismo de ação da droga, seja por apoptose ou por necrose (GURR, 1971). 

 

Procedimento experimental 

 

As células de câncer colorretal HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 poços com 

lamínulas na concentração de 7,0 x 104 células/ml em meio de cultura RPMI 1640, e incubadas 

com a anonacina por 48 e 72 horas nas concentrações de 8, 80 e 800 nM. O controle negativo 

foi tratado apenas com DMSO e a rotenona, na concentração de 100 nM, foi utilizada como 

controle positivo do experimento.  

Após o período de incubação, o meio de cultura foi aspirado e as lamínulas foram 

fixadas com solução de triarilmetano a 0,1% por 5 segundos, onde, posteriormente foram 

imersas em solução a 0,1% de xantenos durante 5 segundos ou mais e imersas em solução a 

0,1% de tiazinas também por 5 segundos (Laborclin®). 

Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada corrente para remoção do 

excesso de corante. Após a lavagem, as lamínulas foram montadas em lâminas com bálsamo 

do Canadá e visualizadas em microscópio óptico. 
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Análise dos dados 

 

Os efeitos da acetogenina nas células HCT-116 foi investigado pela análise morfológica 

do citoplasma e do núcleo usando microscópio óptico com aumento de 400x (Olympus, Tokyo, 

Japan) comparando com o controle negativo e positivo. 
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4 RESULTADOS 

 

A figura abaixo representa a preparação do extrato bruto acetônico das folhas de Annona 

muricata L. mostrando o que foi realizado após a obtenção do mesmo. 

 

Figura 9. Preparação do extrato bruto acetônico das folhas de Annona muricata L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Fracionamento bioguiado de AMFA 

  

Para o fracionamento do extrato acetônico das folhas de A. muricata foram utilizadas 

100 g do mesmo, equivalente a 35,71% do extrato total. Após, o extrato foi submetido a uma 

cromatografia filtrante em coluna aberta utilizando géis de sílica como fase estacionária e 

hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol puros como fase móvel do ensaio 

cromatográfico seguindo ordem crescente de polaridade, obtendo-se quatro frações, hexano 

(23,65 g), clorofórmio (23,10 g), acetato de etila (32,93 g) e metanol (19,94 g), respectivamente.  

O fracionamento guiado pelo ensaio de citotoxicidade (MTT) do extrato acetônico das 

folhas de A. muricata L. encontra-se simplificado na figura 1. Abaixo, encontra-se descrito as 

Folhas de Annona muricata L.  

(3 kg) 

1. Trituração da amostra 

Extração com acetona 

 (72 h em percolador) 

 

2. Filtração 

Torta Extrato diluído 

Desprezada 3. Destilação do solvente (rotaevaporador) 

EXTRATO BRUTO ACETÔNICO  

AMFA (280 g) 

 

CROMATOGRAFIA 

ANALÍTICA 
CITOTOXICIDADE 

FRACIONAMENTO 
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Acetogeninas 

etapas principais do fracionamento, que resultou no isolamento de uma acetogenina 

denominada de anonacina.  

A escolha da fração a ser cromatografada no passo seguinte do fracionamento foi obtido 

com base no perfil fitoquímico das frações analisadas por CCDA, na citotoxicidade e na 

capacidade de causar hemólise. Para a atividade citotóxica, amostras que causaram inibição 

>75% do crescimento das células tumorais foram selecionadas para prosseguir o fracionamento. 

O extrato acetônico bruto obtido das folhas de A. muricata foi submetido à uma 

cromatografia líquida de alta eficiência para análise do perfil químico do mesmo, conforme 

Figura 10. O cromatograma evidencia dois campos distintos com picos definidos e que, devido 

as condições de análise da amostra, foi possível inferir a presença de acetogeninas no extrato 

no final da corrida cromatográfica.  

 

Figura 10. Cromatograma analítico do extrato acetônico de A. muricata.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condições de análise: coluna 250 x 4.6 mm, 5 µm, fase móvel: MeOH + H2O (Acido fórmico 0,1%) com gradiente 

de 5% de MeOH > 100% MeOH em 60 min. Vazão de 2ml/min e detecção em 254 nm. 
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Figura 11. Etapas do fracionamento bioguiado pelo ensaio de citotoxicidade (MTT) do extrato acetônico de A. muricata. As frações em destaque 

apresentaram maior atividade antiproliferativa. 
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O extrato acetônico bruto, denominado AMFA, com citotoxicidade previamente 

estabelecida, foi submetido a uma coluna cromatográfica filtrante que resultou em quatro 

frações com polaridades distintas: fração hexânica (AMFA-H), fração clorofórmio (AMFA-C), 

fração acetato de etila (AMFA-A) e fração metanólica (AMFA-M).  A figura 12 mostra os 

resultados do ensaio de citotoxicidade destas frações. As frações supracitadas também foram 

submetidas ao teste de atividade hemolítica. 

 

Figura 12. Avaliação da citotoxicidade in vitro em dose única de 25 µg/mL das frações oriundas 

do extrato acetônico de A. muricata através do método do MTT após 72 horas de incubação em 

3 linhagens de células tumorais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observa-se que as frações AMFA-A e AMFA-M mostraram-se mais efetivas na 

atividade antiproliferativa frente às linhagens tumorais em relação às frações AMFA-H e 

AMFA-C, que apresentaram pouca atividade citotóxica. Na análise da atividade hemolítica, 

nenhumas das frações supracitadas apresentaram capacidade de hemolisar eritrócitos coletados 

de camundongos Mus musculus nas concentrações testadas.  

As frações acetato de etila e metanólica foram escolhidas para a determinação da CI50 

com o objetivo de continuar o fracionamento bioguiado, conforme tabela 2.  
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Tabela 2. Concentração inibitória média (CI50) e avaliação do potencial hemolítico in vitro das 

frações AMFA-A e AMFA-M através do método do MTT após 72 horas de incubação frente a 

4 linhagens de células tumorais.  

 

FRAÇÕES 
CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança de 95% 
 

 SF-295 HL-60 HCT-116 OVCAR-8 
HEMÓLISE 

1 h 

AMFA-A 
1,61 

(1,46 – 1,78) 
< 25 

1,3 

(0,85 – 2,00) 

0,60 

(0,54 – 0,66) 
> 250 µg/ml 

AMFA-M 
4,57 

(4,01 – 5,22) 
< 25 

6,8 

(5,50 – 8,40) 

3,32 

(2,90 – 3,79) 
> 250 µg/ml 

DOXORRUBICINA 
0,24 

(0,2 – 0,27) 

0,02 

(0,01 – 0,02) 

0,12 

(0,09 – 0,17) 

0,26 

(0,17 – 0,30) 
NT 

NT: Não testado. 

 

Analisando a tabela 2, observa-se que a fração acetato de etila (AMFA-A) apresentou 

melhor efeito antiproliferativo, com CI50 menor quando comparado com a fração metanólica 

frente a todas as linhagens tumorais testadas. Esta amostra apresentou também maior 

quantidade de massa (32,93 g) e em virtude desses fatores, foi escolhida para dar continuidade 

ao fracionamento fitoquímico. 

 

4.2 Fracionamento bioguiado da fração acetato de etila 

  

A fração AMFA-A, foi fracionada em coluna empacotada com sílica gel e eluída com 

os solventes hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binárias, 

seguindo a ordem crescente de polaridade. As 65 frações obtidas foram analisadas e comparadas 

por cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) e reunidas em 14 sub-frações 

denominadas de AMFA-A1 à AMFA-A14. Após a reunião das frações, as mesmas foram 

submetidas ao ensaio do MTT em concentração única de 25 µg/mL, conforme figura 13. 

 

 

 

 



45 
 

 

%
 i

n
ib

iç
ã

o
 d

o
 c

r
e

s
c

im
e

n
t
o

A
M

F
A

-A
1

A
M

F
A

-A
2

A
M

F
A

-A
3

A
M

F
A

-A
4

A
M

F
A

-A
5

A
M

F
A

-A
6

A
M

F
A

-A
7

A
M

F
A

-A
8

A
M

F
A

-A
9

A
M

F
A

-A
1
0

A
M

F
A

-A
1
1

A
M

F
A

-A
1
2

A
M

F
A

-A
1
3

A
M

F
A

-A
1
4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

%
 i

n
ib

iç
ã

o
 d

o
 c

r
e

s
c

im
e

n
t
o

A
M

F
A

-A
1

A
M

F
A

-A
2

A
M

F
A

-A
3

A
M

F
A

-A
4

A
M

F
A

-A
5

A
M

F
A

-A
6

A
M

F
A

-A
7

A
M

F
A

-A
8

A
M

F
A

-A
9

A
M

F
A

-A
1
0

A
M

F
A

-A
1
1

A
M

F
A

-A
1
2

A
M

F
A

-A
1
3

A
M

F
A

-A
1
4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

%
 i

n
ib

iç
ã

o
 d

o
 c

r
e

s
c

im
e

n
t
o

A
M

F
A

-A
1

A
M

F
A

-A
2

A
M

F
A

-A
3

A
M

F
A

-A
4

A
M

F
A

-A
5

A
M

F
A

-A
6

A
M

F
A

-A
7

A
M

F
A

-A
8

A
M

F
A

-A
9

A
M

F
A

-A
1
0

A
M

F
A

-A
1
1

A
M

F
A

-A
1
2

A
M

F
A

-A
1
3

A
M

F
A

-A
1
4

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

Figura 13. Avaliação da citotoxicidade in vitro em dose única de 25 µg/mL das frações oriundas 

da partição de AMFA-A através do método do MTT após 72 horas de incubação em 3 linhagens 

de células tumorais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As frações AMFA-A8, A10, A11, A12, A13 apresentaram percentual de inibição 

superior a 80% frente a todas as linhagens tumorais testadas, sendo, portanto, submetidas 

novamente ao ensaio do MTT (utilizando diluições seriadas) para a determinação da CI50, 

conforme tabela 3. 
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Tabela 3. Concentração inibitória média (CI50) das frações AMFA-A através do método do 

MTT após 72 horas de incubação frente a 4 linhagens de células tumorais.  

 

FRAÇÕES 
CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança de 95% 

 SF-295 HL-60 HCT-116 OVCAR-8 

AMFA-A8 
1,36 

(0,69 – 2,68) 

1,15 

(0,717 – 1,867) 

0,31 

(0,056 – 1,728) 

4,27 

(2,50 – 7,30) 

AMFA-A10 
1,59 

(0,99 – 2,57) 

0,58 

(0,366 – 0,921) 

0,51 

(0,224 – 1,160) 

0,40 

(0,141 – 1,173) 

AMFA-A11 
1,24 

(0,82 – 1,88) 

0,56 

(0,285 – 1,113) 

0,92 

(0,452 – 1,879) 

0,63 

(0,191 – 2,121) 

AMFA-A12 
0,80 

(0,44 – 1,82) 

0,72 

(0,421 – 1,251) 

0,99 

(0,433 – 2,299) 

1,99 

(1,39 – 2,86) 

AMFA-A13 < 25 
3,89 

(2,48 – 6,10) 

0,42 

(0,16 – 1,10) 
< 25 

Doxorrubicina 
0,24 

(0,2 – 0,27) 

0,02 

(0,01 – 0,02) 

0,12 

(0,09 – 0,17) 

0,26 

(0,17 – 0,30) 

 

 

Analisando a tabela acima, observa-se que as frações não apresentaram diferenças 

significativas entre as CI50. Dessa forma, optou-se por escolher a fração com maior quantidade 

de massa para dar prosseguimento ao fracionamento químico.  

A fração AMFA-A12, com massa de 7,26 g, foi solubilizada em metanol P.A. e 

submetida à cromatografia por exclusão molecular em Sephadex LH-20, utilizando metanol de 

forma isocrática. Foram obtidas 38 frações, que após análise por CCDA, foram reunidas em 11 

frações, sendo posteriormente submetidas ao ensaio do MTT em concentração única de 25 

µg/ml, onde apenas a amostra denominada de A12.2 apresentou potencial citotóxico acima de 

80%.  

Com base nisso e com o intuito de verificar a dose eficaz que causaria 50% do efeito 

máximo, determinou-se os valores de CI50. A tabela 4 mostra que a fração conservou sua 

atividade antiproliferativa, apresentando excelente eficácia quando comparado ao controle 

positivo, doxorrubicina.  
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Tabela 4. Concentração inibitória média (CI50) da fração A12.2 através do método do MTT 

após 72 horas de incubação frente a 4 linhagens de células tumorais. 

 

 

  

Esta fração foi submetida a uma coluna cromatográfica por exclusão molecular usando 

gel Sephadex LH-20, da qual foi extraído 6 sub-frações (após análise por CCD). As sub-frações 

2, 3 e 4 foram as mais ativas pelo ensaio de citotoxicidade. Após análise por CCDA, observou-

se que a sub-fração 3 (575,1 mg) apresentava-se mais purificada, com menos concentração de 

clorofila e com aspecto diferente das demais, sendo escolhida para dar continuidade ao 

fracionamento fitoquímico.  

Realizou-se cromatografia “flash” desta e das amostras seguintes (para purificação dos 

compostos presentes) usando hexano, acetato e metanol, isolados ou em misturas binárias, 

seguindo a ordem de polaridade até a obtenção de 32,8 mg de um composto sólido branco 

solúvel em diclorometano e acetona. Esta substância, na cromatografia em camada delgada, 

mostrou-se como ponto marrom escuro, que corre até o meio da placa analítica quando a corrida 

cromatográfica é feita usando hexano/acetona 40% (para mais detalhes, ver anexo). A figura 14 

apresenta o cromatograma analítico da fração enriquecida com a anonacina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FRAÇÕES                             
CI50 (µg/mL) 

Intervalo de confiança de 95% 

 

A12.2 

 

HCT-116 HL-60 SF-295 OVCAR-8 

<0,04 

( - ) 

0,20 

(0,15 – 0,28) 

0,85 

(0,12 – 0,85) 

3,28 

(1,74 – 6,20) 

DOXORRUBICINA 
0,12 

(0,09 – 0,17) 

0,02 

(0,01 – 0,02) 

0,24 

(0,2 – 0,27) 

0,26 

(0,17 – 0,30) 
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Figura 14. Cromatograma analítico da fração enriquecida com a anonacina.  

 

 

Condições de análise: coluna C18, 150 x 2.0 mm, 5 µm, fase móvel: CH3CN + H2O com gradiente de 10 de CH3CN 

> 100% MeOH em 45 min. Vazão de 0,2mL/min e detecção em 254 nm. 

 

A fração contendo a anonacina apresentou no cromatograma analítico da figura 14 um 

pico de um composto majoritário (pico 2), representando 82,5% do total da fração. O composto 

corresponde a um sólido amorfo de cor parda com as seguintes características químicas: EM 

m∕z 597,4791 [M + H]+, correspondente a C35H65O7, 597,4791) EM/EM m∕z [M+H -H2O]+ (m∕z 

579), [M+H -2H2O]+ (m∕z 561), [M+H -3H2O]+ (m∕z 543), [M+H -4H2O]+ (m∕z 525). RMN 1H 

(CDCl3, 500 MHz)  7,20 (H-33,s),  5,04(H-34,s),  3,80 (H-21,s),  3,59 (H-12,s),  3,41 (H-

22,s),  2,53 (H-3a,s),  2,40 (H-3b,s),  1,97 (H-19b, H-20b,s),  0,87 (H-32,s); RMN 13C 

(CDCl3, 125 MHz)  174,9 (C-1),  131,3 (C-2),  152,2 (C-33),  78,2 (C-34),  19,3 (C-35) 

e 70,0 (C-4). No composto, a presença de quatro hidroxilas foi confirmada pela proeminente 

absorção em 3385 cm-1 na região do infravermelho e a porção lactona (C=0) com absorção em 

1750 cm-1 (ver anexo). 

Os dados de RMN 13C corroboram com a estrutura de uma acetogenina com anel mono-

tetrahidrofurano com 4 sinais característicos de hidroxilas confirmadas pelo RMN 1H. Os sinais 

das hidroxilas também foram confirmados, além dos sinais de infravermelho, pela perda de 

sucessivas moléculas de H2O no espectro de massa de alta resolução (Ver anexo).  

Com base nesses achados e com dados publicados na literatura, sugerimos que a 

acetogenina isolada trata-se da anonacina. A tabela 5 mostra as características químicas da 

molécula em questão.  

 

 

 

 

PDA Multi 1 
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Tabela 5. Estrutura e características químicas da anonacina. 

 

4.3 Avaliação in vitro da atividade citotóxica da anonacina 

 

 Inicialmente foi verificado o efeito citotóxico do composto teste em algumas linhagens 

tumorais e uma cultura primária de células mononucleares do sangue periférico (CMSP). O 

teste de citotoxicidade realizado com anonacina pelo método do MTT (usando concentrações 

que variaram de 0,0001 a 8.380 nM) mostrou que essa acetogenina apresenta atividade 

antiproliferativa frente à todas as linhagens tumorais testadas, com CI50 variando de 1,56 a 3.280 

nM em HCT-116 e HL-60, respectivamente após 72 horas de incubação, conforme tabela 6.   

Para analisar a seletividade do composto, um ensaio antiproliferativo pelo método do 

alamar blue com CMSP foi realizado. A acetogenina obtida das folhas de A. muricata 

apresentou CI50 > 8380 nM. A rotenona, usada como controle positivo do experimento, teve 

CI50 calculada em 11,56 nM para as CMSP e para as linhagens tumorais, os valores variaram 

de 154 nM para a linhagem leucêmica K-562 à 0,58 nM para a linhagem de câncer colorretal 

HCT-116. Conforme evidenciado na tabela 5, a anonacina manifestou maior atividade 

citotóxica para as linhagens SF-295, OVCAR-8, PC-3M e HCT-116, respectivamente, 

conforme tabela 6. 

 

 

 

 

ANONACINA 

 

 

 

 

Aspecto Sólido amorfo branco 

Fórmula estrutural C35H64O7 

Massa molecular 596 u.m.a 

Pureza 82,5% 

Solubilidade Diclorometano e Acetona 

OH
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Tabela 6. Concentração inibitória média da anonacina em linhagens celulares tumorais e não-

tumorais (CMSP) através do método do MTT após 72 horas de incubação.  

 

LINHAGEM 
CI50 72 h (nM) 

Intervalo de confiança de 95% 

 anonacina ROTENONA 

HCT-116 
1,70 

(0,93 – 3,12) 

0,58 

(0,21 – 1,62) 

HL-60 
3.280 

(2.969 – 10.151) 
NT 

K-562 
1.277 

 (967,3 – 1.685) 

2.326 

(1.067 – 5.075) 

OVCAR-8 
0,45 

(0,21 – 0,97) 

6,36 

(4,28 – 9,43) 

PC-3 
4,17 

(1,61 – 10,83) 

2,26 

(0,89 – 5,76) 

PC-3M 
0,88 

(0,32 – 2,39) 

1,15 

(0,40 – 3,27) 

SF-295 
0,01 

(0,006 - 0,032) 

14,15 

(5,72 – 34,96) 

CMSP 
> 8.380 

( - ) 

11,554 

( 7598 -  17570) 

NT: Não-testado.  

 

Para verificar uma possível seletividade da anonacina sobre a proliferação de células 

não-tumorais, o teste de citotoxicidade pelo método do alamar blue com células mononucleares 

do sangue periférico foi realizado. Neste ensaio, observamos que o composto não apresentou, 

entre as concentrações testadas, que variaram de 0,06 até 8,38 µM, efeito citotóxico, sendo, 

portanto, >8,38 µM.  

Em seguida, realizou-se o ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT após 24 e 48 h 

de incubação com a acetogenina na linhagem HCT-116, que foi escolhida para dar 

prosseguimento aos estudos de mecanismo de ação com base no ensaio do MTT após 72 horas 

de exposição. Em 24 horas de tratamento, esse composto não apresentou efeito citotóxico, 

sendo > 8,38 µM (dados não mostrados). No entanto, em 48 h, observa-se, como em 72 h, efeito 
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citotóxico na ordem de nanomolar, conforme apontado na tabela 6. A rotenona, usada como 

controle positivo, mostrou citotoxicidade no mesmo tempo de exposição, no entanto, 

apresentou CI50 maior quando comparado com o composto-teste.   

 

Tabela 7. Concentração inibitória média da anonacina determinado pelo método do MTT na 

linhagem tumoral HCT-116 após 48 h de incubação. 

 

LINHAGEM 
CI50 48 h (nM) 

Intervalo de confiança de 95% 

 ANONACINA ROTENONA 

HCT-116 
20,30 

(11,38 – 36,20) 

405,91 

(263,67 – 624,40) 

 

 

A figura 15, apresenta o perfil de inibição da acetogenina nas concentrações testadas 

nos tempos de 48 e 72 h de incubação, evidenciando perfil citotóxico dose e tempo dependente 

através do método do MTT e determinado através de regressão não-linear no programa 

GraphPad Prism, versão 5.0. A análise de variância mostra que os valores de CI50 da anonacina 

calculados nos tempos de 48 e 72 h para HCT-116, são estatisticamente significantes.  

 

Figura 15. Citotoxicidade dose-tempo dependente da anonacina na linhagem tumoral de cólon 

HCT-116 avaliado pelo método do MTT após 48 e 72 h de incubação. 
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4.4 Atividade hemolítica em eritrócitos de camundongos Mus musculus 

 

No ensaio de atividade hemolítica, consideram-se ativas, substâncias que apresentem 

concentração eficaz capaz de causar 50% de hemólise (CE50) em eritrócitos de camundongos 

Mus musculus < 250 µg/mL.  

A anonacina foi testada em concentrações que variaram de 0,97 até 250 µg/mL. O 

composto, após 1 hora de incubação em temperatura ambiente e constante agitação, apresentou 

efeito hemolítico nas maiores doses, com CE50 calculada em 71,62 µg/mL, o que equivale a 

120,2 µM.  

 

4.5 Atividade antiproliferativa em HCT-116 através do método de exclusão do corante 

azul de Trypan 

 

 As concentrações (8, 80 e 800 nM) testadas no ensaio do Trypan e nos demais 

experimentos foram baseadas nos valores de CI50 da anonacina obtidos após 48 e 72 h de 

incubação com HCT-116. Para esse e para os demais experimentos, rotenona, na concentração 

de 100 nM, foi utilizada como controle positivo. 

 A avaliação da viabilidade celular usando o azul de Trypan na linhagem HCT-116 após 

48 h de incubação, evidenciou que a acetogenina em estudo reduziu significativamente o 

número de células viáveis nas maiores concentrações testadas (80 e 800 nM) quando 

comparadas ao controle negativo, sem haver aumento no número de células não-viáveis. 

 Em 72 h de incubação, as três doses usadas foram efetivas na diminuição das células 

viáveis, com uma inibição da proliferação superior ao tempo de 48 h de incubação e uma 

diferença expressiva na porcentagem de inibição das doses nos dois tempos analisados. A dose 

80 nM apresentou, no tempo de 48 h, uma inibição de 50% da proliferação celular, no entanto, 

em 72 h, essa inibição foi de 70%. No tempo de 72 h de incubação, apenas a dose de 800 nM 

foi capaz de causar um discreto aumento nas células não-viáveis.  

Rotenona, usada como controle positivo, diminuiu consideravelmente o número de 

células viáveis nos dois tempos, com um aumento estatisticamente significante no número de 

células não viáveis no tempo de 72 h de incubação, conforme mostrado na figura 16. 
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Figura 16. Efeito da anonacina na viabilidade de HCT-116 determinado pelo método de 

exclusão do corante azul de Trypan após 48 (A) e 72 h (B) de incubação.  

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

O controle negativo recebeu apenas DMSO. A rotenona (100 nM) foi utilizada como controle positivo (ROT). Os 

dados correspondem a média ± E.P.M de 3 experimentos independentes. *p<0,05 e **p<0,05 comparado ao 

controle negativo e ao positivo, respectivamente, por ANOVA, seguido do teste de Newman Keuls.  

 

4.6 Análise morfológica das células HCT-116 tratadas com anonacina.  

 

As células da linhagem de câncer colorretal HCT-116 são caracterizadas 

morfologicamente por serem poligonais, com citoplasma visível e de forma irregular e núcleo 

bem definido e com muitos nucléolos (Figura 17). A análise morfológica das células tratadas 

com a anonacina evidenciou algumas alterações nas células, quando comparado com o controle 

negativo. Essas alterações são condizentes com o padrão de morte celular por necrose e/ou 

apoptose (picnose, oncose, fragmentação do DNA, condensação de cromatina ou formação de 

“blebs”). Algumas células apresentam vacúolos citoplasmáticos característicos, sugerindo uma 

possível autofagia. 

Após 48 e 72 h de incubação, as células tratadas com 8 nM, não apresentaram alterações 

significativas no citoplasma e/ou no núcleo, no entanto, para as concentrações de 80 e 800 nM, 

as células evidenciaram alterações aparentes na relação núcleo-citoplasma. anonacina na 

concentração de 80 nM, após 48 e 72 h de incubação, alterou o formato de HCT-116, em que 

as células adquiriram um aspecto fusiforme, com alteração na morfologia do núcleo (núcleo 

fusiforme). As alterações observadas sugerem células sofrendo morte tanto por necrose como 

por apoptose; a maioria das células apresenta-se como o controle negativo, no entanto houve 

rarefação celular.  
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Na concentração de 800 nM houve aumento substancial do núcleo (ovoide) e citoplasma 

volumoso na maior dose nos dois tempos analisados, células gigantes multinucleadas e células 

com características fusiformes e citoplasma escasso e vacuolizado. Há, nessa dose, uma 

diminuição relevante no número de células quando comparado com o controle positivo e 

negativo (Figura 15). As mudanças sugerem células em necrose, apoptose e autofagia.   

A rotenona, usada como controle positivo do experimento, também alterou a forma do 

núcleo e do citoplasma, com células adquiriram formato totalmente irregular, filamentoso, além 

de diminuir expressivamente o número total de células.  
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Figura 17 - Análise morfológica de células HCT-116 após 48 e 72 h de incubação com 

anonacina e coradas pelo kit panótico rápido.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Células visualizadas por microscopia óptica. (A e F) controle negativo de 48 e 72 h, respectivamente, tratado 

apenas com DMSO. (B e G) controle positivo tratado com rotenona. (C e H) células tratadas com a acetogenina 

na concentração de 8 nM. (D e I) células tratadas com o composto na concentração de 80 nM. (E e J) células 
tratadas com a anonacina na concentração de 800 nM. Células com núcleo e citoplasma fusiformes indicadas pelas 

setas pretas. Células com inchaço do núcleo e aumento de volume indicadas pelas setas vermelhas. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O câncer é uma das doenças que mais causam temor na sociedade em virtude dos altos 

índices de mortalidade, além do sofrimento advindo das formas de tratamento da doença. É 

uma doença que é alvo de pesquisas para o desenvolvimento ou descoberta de novos fármacos, 

sendo caracterizada pelo crescimento descontrolado de um tecido com capacidade de difundir-

se para outros órgãos. É responsável por mais de 12% de todas as causas de óbito do mundo, 

representando, assim, um problema de saúde pública mundial (CALIXTO, 2003; ALMEIDA 

et al., 2005; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005; BARBOSA, 2009).  

O câncer é tratado basicamente por procedimentos cirúrgicos, pelo uso de radiações 

ionizantes em doses elevadas e pela quimioterapia (INCA, 2002). Dentre os candidatos a 

medicamentos antineoplásicos, estão os que podem ser utilizados tanto para o tratamento como 

para a prevenção do câncer. Nesta classe incluem-se as drogas derivados de produtos naturais. 

A família Annonaceae tem sido alvo de intensas pesquisas tanto no enfoque químico 

como farmacológico, e muitas outras espécies pertencentes a esta família ainda são inéditas sob 

esses aspectos. Na fase inicial de estudos com plantas desta família, vários autores e seus 

grupos, destacando-se MacLaughlin (Purdue, EUA), Cave (CNRS, França), Fugimoto (Tokio, 

Japão), Pettit (Arizona, EUA) e Sneden (Virgínia, EUA) envidaram esforços para o isolamento, 

elucidação estrutural e caracterização biológica de diversas acetogeninas (LIAW et al., 2010). 

A espécie A. muricata já tem relatado na literatura o isolamento de vários alcaloides 

isoquinolínicos (com atividades antibacteriana, ansiolítica, antifúngica e citotóxicos para 

linhagens celulares de câncer de pulmão, cólon e leucemia) e acetogeninas, bem como suas 

ações farmacológicas. No entanto, sabe-se que o ambiente no qual o vegetal se desenvolve e os 

tipos de cultivo influem sobre a composição química do mesmo por variação de seu 

metabolismo (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVÉ, 1988; CHEN et al., 2001; RINALDI, 

2007).  

No presente trabalho, as folhas de A. muricata foram secas (o processo de secagem 

interrompe a etapa de degradação por inibir enzimas, processos fermentativos e impedir o 

desenvolvimento de microrganismos e as reações de oxidação e hidrólise) e colocadas em 

contato com acetona em percolador, por 72 h ao abrigo de luz, para extração dos metabólitos 

secundários (SHARAPIN et al., 2000). A utilização de álcoois (etanol, metanol ou misturas 

hidroalcoólicas) e solventes orgânicos em geral, tais como a acetona na obtenção de extratos 

orgânicos vegetais apresentam como vantagem a impossibilidade de ocorrer hidrólise durante 
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o processo extrativo, ou hidrotermólise no caso de uma extração a quente, bem como sua alta 

estabilidade em condições ambientais (LÜCKEMEYER, 2009).  

Após o processo de extração, a solução extrativa foi concentrada em rotaevaporador 

para eliminação do solvente e a investigação fitoquímica foi bioguiada pela verificação do 

potencial citotóxico (através do método do MTT) do extrato, das frações e do composto isolado, 

demonstrando a eficácia destes em inibir a proliferação de células cancerosas e legitimando as 

evidências empiricamente demonstradas em diversos estudos etnofarmacológicos.  

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de alterações 

da homeostase celular, que provoca uma série de modificações, que interfere na capacidade 

adaptativa das células, bem como na sua sobrevivência, multiplicação e realização de suas 

funções metabólicas.  

A lesão das células tumorais e a intensidade com que esse processo ocorre em virtude 

do tratamento com substâncias bioativas depende de diversos fatores, dos quais pode-se citar a 

lipofilicidade (habilidade de um composto químico dissolver-se em compostos lipídicos em 

geral) do composto em questão, assim como a concentração utilizada e o tempo de incubação 

com o mesmo; a linhagem celular adotada nos experimentos também influenciará nos efeitos 

observados para as substâncias em estudo. Além disso, a citotoxicidade pode ser também 

evidenciada por alterações em funções celulares, tais como síntese de proteínas, atividade 

lisossomal e atividade mitocondrial (NARDONE, 1977).  

O sal de tetrazólio (MTT) é um composto hidrossolúvel, que em solução apresenta 

coloração amarelo-pálido e é facilmente incorporado por células viáveis, que o reduzem em 

suas mitocôndrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido no composto 

formazan de coloração azul-escuro, não solúvel em água, que fica armazenado no citoplasma 

celular. O ensaio colorimétrico com MTT é um método sensível e quantitativo, pois mede a 

quantidade de formazan formado através de espectrofotometria, onde o valor da absorbância 

obtido é proporcional ao número de células viáveis (MOSMANN, 1983).  

Este ensaio possui como vantagens a possibilidade de testar rapidamente um grande 

número de amostras, sua facilidade de execução e a objetividade com a qual os resultados são 

obtidos (SIEUWERTS et al., 1995). 

Para a obtenção de frações de menor complexidade química, prosseguiu-se com o 

tratamento cromatográfico do extrato acetônico e das frações, utilizando solventes de 

polaridades crescentes. O extrato acetônico obtido das folhas de A. muricata foi selecionado 

para os estudos fitoquímicos com base em pesquisas realizadas anteriormente no LabNOE, 
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onde evidenciaram o potencial antiproliferativo do extrato em células tumorais de origem 

humana (OLIVEIRA, 2012).  

Oliveira (2012) mostrou o potencial citotóxico do referido extrato frente à um painel de 

10 linhagens celulares tumorais e 1 cultura de células normais (CMSP), demonstrando que esse 

extrato apresenta excelente potencial citotóxico nas linhagens K-562, HCT-8, HCT-116 e SF-

295, além de ter apresentado efeito citotóxico frente às células mononucleares do sangue 

periférico. Para as linhagens MALME-3M (melanoma), MCF-7 (mama) e PC-3M (próstata), o 

extrato não apresentou efeito antiproliferativo e para as demais linhagens (MDA-MB-435, 

SNB-19) o extrato evidenciou efeito citotóxico, porém com menor eficácia.  

De acordo com os critérios do Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos, para 

considerar um extrato bruto promissor para posterior isolamento, purificação e elucidação 

estrutural de seus princípios ativos, sua CI50 deve ser menor que 30 µg/mL, o que classifica o 

extrato do presente estudo como sendo bastante ativo para as linhagens tumorais investigadas 

(SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). 

Após o processo de obtenção do extrato, prosseguiu-se com análise do mesmo usando 

a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência para verificação do perfil químico do 

mesmo, onde pode-se evidenciar a presença de acetogeninas, flavonoides e outros compostos 

de classe não-definida. A presença de acetogeninas era esperado em virtude dos trabalhos 

publicados na literatura, onde mais de 500 acetogeninas foram isoladas de várias espécies de 

plantas pertencentes à família Annonaceae, incluindo A. muricata (LIAW et al., 2010; ZAFRA-

POLO; GONZALES; ESTORNELL, 1996; ALALI; LIU; MCLAUGHLIN, 1999). Os 

compostos dessa classe de metabólitos secundários são considerados atualmente potenciais 

candidatos para a futura geração de drogas anticâncer, sendo portanto, uma classe de grande 

interesse atualmente por pesquisadores no mundo inteiro. 

Posteriormente, foi realizado o fracionamento do extrato usando ensaios 

cromatográficos, como cromatografia em coluna e cromatografia analítica em camada delgada. 

Cromatografia (chrom = cor e graphie = escrita) é um processo físico-químico de separação de 

componentes de uma mistura, no qual fundamenta-se na migração diferencial desses 

componentes através de duas fases imiscíveis, a fase estacionária e a fase móvel (LIMA, 2007; 

DEGANI et al., 1998). Os métodos cromatográficos são os procedimentos de separação e 

isolamento mais amplamente utilizados atualmente. Servindo, também, para fins de 

identificação e análise de misturas e de substâncias isoladas (SIMÕES et al., 2010).   

O extrato foi submetido a coluna cromatográfica filtrante para obtenção de frações com 

menor complexidade química e com classes químicas definidas de acordo com a polaridade do 
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solvente usado para a extração. Desse modo, o extrato foi particionado nas frações hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol.  

Segundo Simões et al. (2010), o uso de hexano em extratos orgânicos vegetais permite 

a separação de compostos lipídicos em geral; o clorofórmio extrai preferencialmente bases 

livres de alcaloides; o acetato de etila, a obtenção de fração rica em compostos de polaridade 

intermediária, como flavonoides e acetogeninas e com o uso do metanol podemos ter frações 

ricas em compostos polares ligados ou não aos açúcares (heterosídeos). Assim, podemos ter em 

mente o grau de polaridade das substâncias bioativas no ensaio de citotoxicidade. 

Após o fracionamento inicial do extrato, as frações acetato de etila e metanólica 

mostraram-se ser mais citotóxicas nas linhagens testadas OVCAR-8, HCT-116 e SF-295, tanto 

na citotoxicidade em concentração única como no ensaio em concentrações seriadas, em relação 

às frações hexano e clorofórmio. O extrato e as frações foram submetidos, além do teste de 

citotoxicidade, ao ensaio de hemólise em eritrócitos de camundongos. O extrato e as frações 

não apresentaram potencial em causar dano direto na membrana celular de eritrócitos, como 

observado para a anonacina. 

A membrana dos eritrócitos é uma estrutura delicada que pode ser significantemente 

alterada através de interações com drogas, sugerindo um possível mecanismo de ação na 

membrana e/ou um efeito tóxico indesejável para o paciente (DINIZ, 2006).  

 Devido aos resultados encontrados, a fração acetato de etila foi escolhida para a 

continuação dos estudos fitoquímicos. Esta fração apresentou rendimento de 32,93% em 

relação ao somatório das quatro frações obtidas na coluna cromatográfica filtrante. A fração 

acetato foi particionada várias vezes em solventes de polaridades crescentes, isolados ou em 

misturas binárias, conduzindo a obtenção de uma acetogenina. 

A bioprospecção molecular do extrato acetônico de A. muricata permitiu obter um 

composto branco de natureza sólida, que foi submetida à Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) de 13C e 1H e, com a finalidade de analisar a massa do composto, submetemos o mesmo 

à técnica de espectrometria de massa de alta resolução acoplada à cromatografia líquida de alta 

eficiência - CLAE. De acordo com os dados espectroscópicos de RMN e EM/CLAE e por 

comparação com dados da literatura podemos afirmar que a substância em questão trata-se uma 

acetogenina apresentando fórmula molecular C35H64O7 e massa molecular de 596 u.m.a. 

Conforme comparação com dados da literatura, a acetogenina obtida apresenta apenas um anel 

THF distribuído ao longo da cadeia lateral de CH2 (LIU et al., 1998). A acetogenina em questão 

trata-se da anonacina, que já havia sido previamente isolada da casca do caule de Annona 

densicoma em 1987 por McCloud e colaboradores.  
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A fração contendo a anonacina foi submetida ao ensaio de citotoxicidade frente a um 

pequeno painel de células tumorais apresentando atividade citotóxica concentração e tempo 

dependente, conforme evidenciado na Figura 14. Segundo Geran et al. (1997), uma substância 

promissora para ser antitumoral deve apresentar concentração inibitória média de no mínimo 4 

µg/mL. Em virtude do grau de pureza da fração, consideramos que o potencial antiproliferativo 

da mesma é devido à anonacina presente. 

Os resultados com a acetogenina isolada são semelhantes aos resultados encontrados 

por Oliveira (2012) na análise citotóxica do extrato orgânico de A. muricata. A acetogenina 

apresentou atividade antiproliferativa frente à todas as linhagens tumorais testadas, com CI50 

variando de 3.280 nM a 1,56 nM em HL-60 e HCT-116, respectivamente após 72 horas de 

incubação, conforme Tabela 6. Quando comparada com o controle positivo dos experimentos 

(rotenona), anonacina apresentou maior potencial antiproliferativo frente às linhagens celulares 

SF-295, OVCAR-8, PC-3M e K-562. Rotenona pertence a uma classe de inseticidas conhecidos 

como rotenóides. Tais compostos são encontrados em raízes de espécies vegetais pertencentes 

ao gênero Derris e Lonchocarpus (LIMA, 2007).  O mecanismo de ação relatado para a 

atividade citotóxica da rotenona em células tumorais é a inibição do complexo I da cadeia 

transportadora de elétrons na membrana mitocondrial interna.  

A atividade citotóxica da anonacina já era esperada em virtude de diversos trabalhos 

publicados na literatura evidenciarem o potencial citotóxico dessa classe de substâncias 

oriundas do metabolismo secundário de espécies vegetais pertencentes à família Annonaceae. 

Shimada, Kozlowski e McLaughlin (1998), compararam o potencial citotóxico dessa 

acetogenina com a doxorrubicina nas linhagens A-549 (pulmão), MCF-7 (mama) e HT-29 

(cólon). A acetogenina apresentou valores de CI50 na ordem de nanomolar, com maior potencial 

antiproliferativo quando comparado com a doxorrubicina. Yuan et al. (2003), mostrou, através 

do método do XTT, que essa acetogenina apresenta atividade citotóxica nas linhagens PA-1 e 

SKOV3 (ovário), HeLa e HeLa S3 (câncer cervical), T24 (bexiga) e BCC-1 (pele).   

Assim como a rotenona, é amplamente descrito que as acetogeninas causam efeito 

citotóxico em linhagens celulares de tumores em virtude da inibição da enzima mitocondrial 

NADH-ubiquinona oxidorredutase, que compõe o complexo I da cadeia transportadora de 

elétrons (TORMO et al., 1999; BARRACHINA et al., 2007; SCHLIE-GUZMÁN et al., 2009; 

LIANG et al., 2009; LIU et al., 2012).  

O complexo I da CTE tem como função catalisar a transferência de um íon hidreto do 

NADH para a ubiquinona (complexo II) e transferir um próton da matriz para o espaço entre as 

membranas mitocondriais. Como o processo é interrompido, não haverá a transferência de 
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elétrons do ubiquinol (forma reduzida da ubiquinona) para o citocromo c (complexo III) com 

concomitante transporte de prótons para o espaço intermembranoso; dessa forma, o oxigênio 

molecular não será reduzido à água pela citocromo oxidase (complexo IV) (FATO et al., 2009; 

NELSON; LEHNINGER, 2002).  

É descrito na literatura que a inibição do complexo I é responsável por gerar Espécies 

Reativas de Oxigênio (EROs) através de redução do oxigênio molecular, gerando 

principalmente o ânion superóxido, o que causaria morte celular por estresse oxidativo, 

ativando a via mitocondrial da apoptose ou causando necrose (FATO et al., 2009; GREEN; 

REED, 2013). Sendo assim, a geração de EROS pode ser o passo inicial de ativação das vias 

intracelulares de morte após a inibição do complexo I.    

Degli et al. (1994) usa pela primeira vez mitocôndria de mamíferos para estudar se e 

como as acetogeninas atuariam no complexo I da cadeia transportadora de elétrons (CTE). 

Neste trabalho, é relatado que a Bulatacina inibe a função do complexo I com eficácia similar 

à rotenona e à piericidina (inibidores de classe A do complexo I).  Em virtude dessa habilidade 

de bloquear a CTE, as acetogeninas são consideradas candidatas para a geração futura de drogas 

antitumorais (LIAW et al., 2010; FATO et al., 2009).  

O fluxo de elétrons ao longo dos complexos estar acoplado ao movimento vetorial de 

prótons, gerando uma energia eletroquímica (força próton motriz) que dirige a síntese de ATP 

à medida que os prótons fluem de volta para a matriz mitocondrial através de um poro associado 

à enzima ATP sintase. Assim, as células tumorais entram nos processos de morte através da 

inibição da síntese de ATP nas mitocôndrias (FATO et al., 2009; NELSON; LEHNINGER, 

2002). A mitocôndria participa ativamente dos processos de morte das células. Uma variedade 

de eventos-chaves que ocorre na apoptose e também na necrose e autofagia, tem como foco a 

mitocôndria (GREEN; REED, 2013). 

As acetogeninas podem diminuir e/ou suprimir o mecanismo de resistência de células 

neoplásicas a múltiplas drogas. O mecanismo dessa resistência ocorre em função da P-

Glicoproteína que atua como uma bomba retirando a molécula do quimioterápico do interior da 

célula mesmo antes da sua ação. Como esse mecanismo é ATP dependente, a redução do ATP 

provocada pelas acetogeninas pode diminuir e/ou suprimir essa resistência (OBERLIES; 

CHANG; MCLAUGHLIN, 1997; OBERLIES et al., 1997).  

Trabalhos evidenciam que a doxorrubicina (uma antraciclina citotóxica derivada do 

gênero streptomyces) pode apresentar efeito citotóxico sob condições nas quais a síntese de 

DNA não é afetada. Estudos mostram uma interação direta da doxorrubicina com enzimas redox 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McLaughlin%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207950


62 
 

 

da membrana plasmática, como a NADH oxidase, cuja ativação leva a proliferação das células 

e sua inibição, a morte celular por apoptose (MORRÉ et al., 1996).  

É largamente descrito na literatura que acetogeninas tem como alvo a NADH oxidase 

mitocondrial, no entanto, estudos prévios mostram que as acetogeninas bullatacina, annonacina 

A, asimicina e a bullatacinona inibem a atividade da enzima NADH oxidase presente na 

membrana plasmática de células HeLa (linhagem de câncer cervical) (MORRÉ et al., 1995). A 

anonacina pode estar inibindo a função desta enzima na membrana plasmática da célula 

tumoral. Trabalhos mostram que essa inibição pode desencadear a ativação dos processos de 

morte celular (MORRÉ et al., 1996; WOLVETANG et al., 1996; LÖW; CRANE; MORRÉ, 

2012).  

As acetogeninas apresentam diferenças estruturais que potencializam ou não a atividade 

citotóxica destes compostos. Em estudos de relação estrutura-atividade, observa-se que as 

unidades hidroxilas são extremamente importantes para a bioatividade dessas moléculas. A 

acetilação ou a preparação de outros derivados dos grupos hidroxilas reduzem a atividade 

citotóxica. A subunidade γ-lactona α, β-insaturadas é essencial para a atividade citotóxica. 

Redução da ligação dupla do anel γ-lactona diminui a atividade citotóxica (RUPPRECHT et 

al., 1990; FANG et al., 1993).  

O potencial citotóxico das acetogeninas dependerá, além dos grupos funcionais 

presentes, da presença, do número e da disposição dos anéis tetrahidrofuranos – THF. O anel 

THF é importante também para a classificação destas substâncias, que podem ser mono-THF, 

como a anonacina, isolada de A. densicoma; bis-THF, como a esquamocina e a bullatacina, 

obtidas de A. squamosa e A. bullata, respectivamente; Os anéis THF podem ser não-adjacentes, 

a exemplo da bullatalicina, também obtida de A. bullata e, algumas acetogeninas apresentam, 

em vez de anel THF, um anel tetrahidropirano – THP, como a mucocina.  Relatou-se o 

isolamento de algumas moléculas sem a presença de anéis THF ou THP, classificadas como 

acetogeninas não clássicas, representada pela diepomuricanina (LIANG et al., 2009; LIAW et 

al., 2008; YUAN et al., 2003; FUGIMOTO et al., 1988; LIAW et al., 2010).   

A estereoquímica da molécula é fundamental para a relação estrutura-atividades. A 

mudança na estereoquímica de um centro assimétrico pode resultar em aumento na atividade 

citotóxica. A presença de dióis vicinais e dupla ligação ao longo da cadeia também aumentam 

a atividade citotóxica (LIMA, 2007). 

As diferenças encontradas nas CI50 para as linhagens celulares testadas pode ter relação 

com a estrutura química de anonacina, uma vez que, conforme descrito na literatura, 

acetogeninas com apenas um anel THF possuem atividade citotóxica menor em relação às que 
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são bis-THF adjacentes ou não (DE PEDRO et al., 2013). As diferenças nas linhagens celulares 

utilizadas neste trabalho também contribuem para as diferenças significativas observadas na 

tabela 5 dos resultados para HL-60 e k-562 em relação às linhagens HCT-116, PC-3M, SF-295 

e OVCAR-8. Vale ressaltar que os resultados obtidos, por si, já são relevantes, pois os valores 

encontrados das CI50 encontram-se na ordem de nano molar. Para a continuação dos estudos de 

mecanismo de ação, a linhagem celular HCT-116 (carcinoma colorretal) foi escolhida com base 

nos resultados do MTT com 72 h de incubação.  

Embora o câncer de próstata configure-se como o mais incidente no sexo masculino 

conforme evidenciado na Figura 2, o câncer de cólon se manifesta tanto em homens como em 

mulheres. Segundo o INCA (2012), o câncer do cólon e reto configura-se como o terceiro tipo 

de câncer mais comum entre os homens. Já para o sexo feminino, essa neoplasia é a segunda, 

com 570 mil casos novos no mundo. Além disso, os cânceres de cólon apresentam a 

superexpressão do oncogene Ras, o que confere um certo grau de resistência ao tratamento. 

Este oncogene possui função de GTPase e estar intimamente relacionado na sinalização de 

diversas vias transdutoras de sinal. Nos tumores, esse oncogene pode sofrer mutação, 

amplificação ou alterações na regulação da transcrição (ADJEI, 2001).  

Verificou-se que anonacina apresentou um efeito citotóxico dose e tempo dependente 

para HCT-116. Após o ensaio do MTT com 24 h de exposição com a amostra, não evidenciamos 

nenhum efeito antiproliferativo evidente; no entanto, após 48 h de incubação, nota-se que a 

substância apresenta capacidade de inibir a proliferação celular na ordem de nanomolar, sendo 

a CI50 doze vezes maior que a concentração calculada para 72 h de tratamento, conforme 

observamos nas Tabela 6, dos resultados. Quando a anonacina é comparada com o controle 

positivo, a rotenona, essa inibição da proliferação celular é cerca de 20 vezes maior no tempo 

de 48 h. Sugerimos que essa atividade antiproliferativa, como descrito previamente, possui 

como mecanismo inicial de ação, a inibição do complexo I da CTE na linhagem HCT-116.  

Em relação ao efeito antiproliferativo dose e tempo dependente da anonacina, DePedro 

et al. (2013) verificaram o potencial citotóxico de acetogeninas estruturalmente distintas (mono 

e bis-THF adjacente e não adjacente, mono e bis-THF com lactona insaturada e saturada) em 

linhagens celulares tumorais de pulmão (A-549), fígado (HepG2), cólon (HT-29), mama (MCF-

7) e duas linhagens de útero, a última apresentando perfil de resistência à múltiplas drogas 

(MES-SA e MÊS-SA/Dx5), em diferentes tempos de incubação. Além das células tumorais, 

foram testadas duas linhagens celulares não tumorais, uma de mama e a outra de pulmão 

(184A1 e CCD16, respectivamente), para verificar a seletividade destes compostos.  
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No trabalho de Pedro et al. (2013) é relatado que as diferenças encontradas na 

citotoxicidade das acetogeninas testadas nos diferentes tempos de incubação, pode ter relação 

direta com a forma como esses compostos atingem ou ligam-se aos seus alvos, com diferenças 

na capacidade de atravessar a membrana da célula e/ou a membrana mitocondrial, bem como a 

estabilidade metabólica da molécula no interior da célula. Trabalhos prévios com anonacina 

mostram que, devido à alta lipofilicidade da molécula, a mesma tem a capacidade de permear 

livremente a bicamada lipídica da membrana plasmática da célula tumoral.  

A citotoxicidade de anonacina também foi avaliada usando o método de exclusão do 

corante azul de Trypan. Este método baseia-se na incorporação do corante por células viáveis 

e não viáveis; no entanto, as células viáveis conseguem bombear o azul de Trypan para fora, 

enquanto as células mortas não o fazem, adquirindo coloração azul. Para tal ensaio, foi utilizado 

as concentrações de 8, 80 e 800 nM nos tempos de 48 e 72 h, que foram escolhidas de acordo 

com os resultados do MTT. Os resultados mostrados na figura 14 mostram que, conforme 

evidenciado no ensaio do MTT, a anonacina é dose e tempo dependente, onde podemos 

verificar que após 72 h de tratamento o efeito antiproliferativo do composto potencializa quando 

comparado com 48 h de incubação. O número de células viáveis diminui de acordo com a dose 

e o tempo e o número de células não viáveis permanece inalterado em relação ao controle 

negativo que recebeu apenas o veículo de diluição; faz-se exceção o controle positivo, rotenona, 

e a dose de 800 nM após 72 h de exposição com a substância.  

Observa-se que no ensaio de citotoxicidade pelo método do MTT, a IC50 para HCT-116 

(1,70 nM) obtida com 72 h de tratamento é inferior a menor concentração (8 nM) utilizada no 

ensaio de citotoxicidade utilizando o método de exclusão do corante azul de Trypan. Nesse 

último método, verifica-se que apenas a dose de 800 nM e a rotenona apresentaram efeito 

citotóxico evidente no tempo de 72 h, observado através da acentuada diminuição no número 

de células viáveis concomitante com aumento no número de células não viáveis. Essa diferença 

entre os resultados tem relação com a sensibilidade dos métodos e, pode estar relacionado com 

o mecanismo de ação da anonacina sobre a mitocôndria, local onde as redutases reduzem o 

MTT à formazan (MOSMANN, 1983; BERRIDGE & TAN, 1993).  

Na análise morfológica, as alterações observadas nas células tratadas com anonacina 

permitem inferir células sofrendo apoptose e/ou necrose. As células que estão sofrendo 

apoptose podem apresentar características evidentes, como diminuição do volume celular, 

condensação de cromatina, fragmentação nuclear, formação de corpos apoptóticos ou 

surgimento de blebs. As células necróticas podem ser identificadas por esta técnica através de 

aumento, na fase inicial, do volume celular e perda de integridade da membrana plasmática, 
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com extravasamento do conteúdo citoplasmático (STRASSER; O’CONNOR; DIXIT, 2000). O 

aumento celular é uma das características da célula necrótica, o que foi evidenciado nesse 

trabalho em todas as concentrações testadas.   

Bacallao et al. (1994) mostraram que a lesão celular causada pela depleção das reservas 

intracelulares de ATP pode estar relacionada com o rearranjo do citoesqueleto, notadamente, 

da actina cortical; além disso, é descrito na literatura que várias acetogeninas, incluindo a 

anonacina, podem estar inibindo a progressão do ciclo da célula em G1 ou na fase S, o que 

contribui para que a mesma ative os processos de morte (YUAN et al., 2003; YUAN et al., 

2006; TORRES et al., 2013; KO et al., 2011). Com base nas alterações observadas na figura 

15, poderíamos sugerir um efeito do composto sobre o citoesqueleto da célula e/ou sobre o ciclo 

celular, no entanto, para validação de tais suposições, faz-se necessário experimentos usando 

microscopia confocal e citometria de fluxo. 

Uma droga ideal para o combate ao câncer é aquela que seja tóxica para células 

cancerosas, mas pouco prejudicial às células normais. Na realidade, a grande maioria das drogas 

antineoplásicas é bastante lesiva para o organismo que a recebe, daí a validade dos ensaios de 

citotoxicidade como triagem preliminar (FÁVARO et al., 1990). 

Para verificar se a acetogenina estaria causando efeito citotóxico em células normais, 

testamos a mesma em células mononucleares do sangue periférico – CMSP, cuja proliferação 

foi estimulada por fitohemaglutinina. As concentrações de anonacina para esse ensaio variaram 

de 8,38 até 0,06 µM e o composto não inibiu a proliferação dos linfócitos em nenhuma 

concentração testada. No entanto, não podemos falar em seletividade de anonacina para células 

tumorais, uma vez que, para isso, seria necessário aumentar o painel de células de tecidos 

normais a serem analisadas e conduzir a realização de estudos in vivo afim de avaliar a 

citotoxicidade da droga em tecidos. 

Com o intuito de verificar um possível efeito direto da anonacina sobre a membrana 

celular e evidenciar um possível efeito tóxico potencialmente indesejado, testamos a capacidade 

da mesma em induzir hemólise em eritrócitos. Essa atividade foi dependente da concentração 

de anonacina utilizada, não chegando a ser 100%. Na maior dose testada, houve hemólise em 

torno de 80% e na dose de 31,3 µg/ml já não evidenciou-se hemólise significativa. A 

concentração eficaz capaz de causar 50% de desestabilização da membrana plasmática foi 

calculada em 71,62 µg/ml (120,2 µM). No entanto, as doses que foram escolhidas com base 

nos resultados do MTT (8, 80 e 800 nM) para o prosseguimento dos estudos, não apresentam a 

capacidade de causar hemólise. 
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Os resultados do presente trabalho abrem perspectivas para a elucidação do possível 

mecanismo de ação da atividade citotóxica da anonacina em linhagem de células de câncer 

colorretal de origem humana. Assim como abre perspectiva para o uso dessa molécula como 

uma ferramenta farmacológica na associação com drogas antitumorais já estabelecidas 

clinicamente.  

A determinação dos níveis de ATP intracelulares, a produção e o papel de espécies 

reativas de oxigênio (principalmente do ânion superóxido) na morte celular induzida por essa 

acetogenina, bem como o potencial da mesma em inibir a atividade da enzima da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial NADH-oxidorredutase, são de fundamental 

importância para a determinação do mecanismo de ação.  

Além disso, é oportuno realizar estudos de relação estrutura-atividade para entender o 

efeito citotóxico dose e tempo dependente relatado neste trabalho para a linhagem HCT-116, 

assim como estudar o papel das caspases, de proteínas dos pontos de checagem do ciclo celular, 

e o efeito dessa molécula sobre as proteínas do citoesqueleto, como actina e tubulina.  

É extremamente necessário estudar os possíveis efeitos tóxicos dessa acetogenina em 

modelos tumorais in vivo e in vitro (através de linhagens humanas não-tumorais), assim como 

o seu potencial antitumoral. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 O fracionamento bioguiado do extrato acetônico foi eficaz na obtenção de uma fração 

contendo a acetogenina anonacina, com fórmula molecular C35H64O7 e massa de 596 u.m.a. 

Essa acetogenina possuiu relevante atividade citotóxica frente às linhagens tumorais testadas, 

onde evidenciou-se maior efeito em HCT-116, PC-3M, SF-295 e OVCAR-8.  

A acetogenina anonacina apresentou efeito inibitório sobre a proliferação celular de 

HCT-116 dose e tempo dependente, de acordo com os resultados obtidos no ensaio do MTT e 

do azul de Trypan; Essa substância apresentou potencial hemolítico dose dependente e não 

inibiu a proliferação de células mononucleares do sangue periférico.  

 

O extrato acetônico obtido das folhas de A. muricata L. tem atividade citotóxica frente 

a linhagens celulares tumorais, sendo uma fonte promissora para a obtenção, por meio de 

métodos cromatográficos, de compostos pertencentes à classe das acetogeninas, com atividade 

citotóxica proeminente. 
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APÊNDICE A - EQUIPAMENTOS 

 

 

 Agitador de placa shaker PSU - 2T plus 

 Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2. 

 Agitador de tubo, Donner AD 8850. 

 Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di 

 Câmera de luz ultravioleta, Biothec 

 Centrífuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403. 

 Coluna cromatográfica 

 Cromatógrafo líquido de alta eficiência 

 Espectrofotômetro de placa DTX-880, Beckman Coulter. 

 Espectrômetro de massa 

 Fluxo laminar, VECO. 

 High Throughput Screening (HTS)/ Laboratory Automation Workstation, Biomek 

3000, Beckman Coulter. 

 Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRETS Autoflow. 

 Máquina fotográfica digital, Olympus C-7070. 

 Microscópio óptico de inversão, Nikon Diaphot. 

 Microscópio óptico, Metrimpex Hungary/ PZO-Labimex Modelo Studar lab. 

 PHmetro, Micronal B474. 

 Pipetas automáticas, Gilson 

 Ressonância Magnética Nuclear 

 Sonicador, unique – ultra cleaner 1600ª 
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APÊNDICE B - SOLUÇÕES E REAGENTES 

  

 

 Acetato de etila 

 Acetona 

 Azul de tripan 10% (Vetec): 10 mg de azul de tripan + PBS q.s.p. 100 mL de solução. 

 Clorofórmio 

 Dimetilsulfóxido 

 Doxorrubicina, Sigma 

 Fitohemaglutinina 

 Hexano  

 Histopaque  

 Metanol 

 MTT (Sigma): 20 mg de MTT + PBS q.s.p. 100 mL solução. 

 Rotenona, Sigma 

 Sephadex LH-20 

 Sílica gel 

 Solução salina para hemólise: 8,5 g Cloreto de sódio 0,85% (Labsynth) + 1,11 g 

Cloreto de Cálcio- 10 mM (Reagen) + água destilada q.s.p. 1L solução. 

 Soro Fetal Bovino [SFB] (Cultilab) 

 Tampão fosfato de sódio (PBS): 8,766 g cloreto de sódio (Labsynth) + 2,14 g + 

NaHPO4.7H2O (Labsynth) + 0,276 g NaHPO4.H2O (Labsynth) + água destilada 

q.s.p. 1L solução-pH 7,2. 

 Tripsina 0,25%: 50 mL de tripsina 2,5% (Cultilab) + 0,125 g EDTA (Proquímios) + 

450 mL PBS. 

 Vanilina: 5 g de vanilina + 100 mL de Álcool Etílico + 100 mL sol. 0,75 M Ácido 

Perclórico. Vanilina dissolvida em álcool e armazenada em frasco âmbar. 
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APÊNDICE C – CITOTOXICIDADE DAS FRAÇÕES OBTIDAS DE AMFA-A12.2  

 

Avaliação da citotoxicidade in vitro em dose única de 25 µg/mL das frações oriundas da 

fraçãomAMFA-A12.2 através do método do MTT após 72 horas de incubação frente a 3 

linhagens de células tumorais. 

 

 

FRAÇÕES 

HCT-116 OVCAR-8 SF-295 

Inibição média 

(%) 

DP Inibição média 

(%) 

DP Inibição média 

(%) 

DP 

A12.2-1 100 0,47 98,59 2,31 66,85 0,76 

A12.2-2 100 0,23 100 0,23 100 0,11 

A12.2-3 100 0,10 100 - 100 0,11 

A12.2-4 100 0,28 100 0,08 100 - 

A12.2-5 53,00 0,25 64,00 0,80 61,00 0,55 

A12.2-6 70,02 - 84,69 - 60,24 0,92 

 

 

 

Concentração inibitória média (CI50) das frações de 2-4 obtidas de A12.2 através do método do 

MTT após 72 horas de incubação frente a 4 linhagens de células tumorais. 

 

FRAÇÕES                             
Intervalo de confiança de 95% 

CI50 (µg/mL) 

 

A12.2 

(Fração 2) 

HCT-116 HL-60 SF-295 OVCAR-8 

0,04 

(0,00 – 0,23) 

0,41 

(0,24 – 0,69) 

0,06 

(0,04 – 0,07) 

0,06 

(0,05 – 0,07) 

AMFA-A12.2 

(Fração 3) 

0,2 

(0,06 – 1,08) 

0,45 

(0,25 – 0,80) 
<5  <5 

AMFA-A12.2 

(Fração 4) 

1,18 

(0,82 – 1,71) 

1,15 

(0,78 – 1,69) 

0,06 

(0,04 – 0,08) 

0,05 

(0,04 – 0,06) 

DOXORRUBICINA 
0,12 

(0,09 – 0,17) 

0,02 

(0,01 – 0,02) 

0,24 

(0,2 – 0,27) 

0,26 

(0,17 – 0,30) 
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 ANEXO A – ESPECTROS DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 

Figura 1. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear do 1H (300 MHz, CDCl3) da anonacina. 
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Figura 2. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear do 13C (75 MHz, CDCl3) da anonacina. 
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Figura 3. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear de 13C DEPT 135º (75 MHz, CDCl3) da anonacina. 
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Figura 4.  Espectro de Ressonância Magnética Nuclear bidimensional de 1H, 1H COSY  (300 MHz, CDCl3) da anonacina. 
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Figura 5. Espectro de Ressonância Magnética Nuclear bidimensional de 1H, 13C HMQC  (300 MHz, CDCl3) de anonacina. 
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Figura 6. Espectro de massa da anonacina (A) e espectro com fragmentação do composto (B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EM/EM. m/z no modo +. Pico base 619,4587 



 

 

88 

    

8
8
                                           

Figura 7. Espectro de infravermelho da anonacina. 
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Tabela 1: Comparação dos dados de RMN 1H e 13C da acetogenina isolada no presente estudo 

com os da anonacina. 

 

 cis-Annonacina  
Acetogenina 

isolada 
 

Posição  1H (J em Hertz)  13C  1H (J em Hertz)  13C 

1  174,6  174,8 

2  131  131,2 

3a 2,38; 1H (ddt, 15,1; 8; 1,4) 33,4 2,38; 1H; m 33,5 

3b 2,51; 1H (dddd, 15,1; 4; 1,4)  2,51; 1H; m  

4 3,82; 1H; m 69,8 3,8; 1H 70 

5-8 1,1-1,6; m 22-38 1,2-1,7 22-38 

9 1,1-1,6; m 22-38 1,2-1,7 22-38 

10 3,59; 1H; m 71,6 3,59; 1H 71,9 

11 1,1-1,6; 2H; m 22-38 1,2-1,7 22-38 

12-14 1,1-1,6; 6H m 22-38 1,2-1,7 22-38 

15 3,42; 1H m 74,3 3,45; 1H 74,4a 

16 3,82, 1H m 82,7 3,8; 1H 82,7* 

17 a,b 1,94; 1H m 28,2 1,97; 1H 29 

 1,76; 1H m  1,64; 1H 29 

18 a,b 1,94; 1H m 28,2 1,97; 1H 29 

 1,76, 1H m  1,64; 1H 29 

19 3,82; 1H m 82,7 3,8; 1H 82,9* 

20 3,42; 1H m 74,3 3,45; 1H 74,3a; 1H 

21-31 1,1-1,6, 22H m 22-38 1,2-1,7; 22H 
22-38; 

22H 

32 0,88, 3H (q, J=6,7) 14,1 0,87; 3H (q, J=6,7) 14,3 

33 7,18; 1H (q, J=1,4) 151,8 7,2; 1H (s) 152,1 

34 5,01; 1H (q, J=6,4) 78 5,04; 1H (q, J=6,6) 78,2 

35 1,38; 3H (d, J=6,8) 19,2 1,4; 3H (d, J=6,8) 19,2 

 

Fonte: GU et al., 1996.  


