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Abstract: A presente pesquisa objetiva-se avaliar a citotoxicidade do extrato bruto feito a partir da folha de
Annona muricata (graviola) em linhagens tumorais géstricas. Estima-se cerca de 1.660 novos casos de cancer
gastrico a cada 100 mil habitantes na regido norte do Brasil (INCA, 2020). Desse modo, observa-se a
importancia do estudo a respeito de novos bioativos que sejam capazes de complementar na terapia oncologica
atual. Nesse estudo, foi realizada, por meio de ensaio de MTT, a analise da citotoxicidade de acordo com a
concentragdo do extrato, para o calculo do Cly, (concentracdo inibitéria média), intervalo de confianga (CI195%)
e R? em 5 linhagens celulares distintas. Os extratos, tanto o etandlico como o acetdnico, apresentaram
citotoxicidade nas células de céncer géstrico, principalmente nas linhagens AGP01 e AGP0O1 PIWILI” sem
diferencga estatisticamente significativa.
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Introduciao

O cancer ¢ uma doenca multifatorial e heterogénea, que ¢ caracterizada pela desordem
do ciclo celular, ocorrendo deficiéncia nas taxas de morte celular com desvio dos mecanismos
de controle que surgem devido a mutacdes genéticas (FELISBERTO Y. dos S et al., 2021).
Assim, classificado como um dos principais problemas de saude publica mundial de acordo
com a OMS, ocupando a segunda posicao das causas de morte mais comuns.

Dentre os tipos de cancer, o cancer gastrico se mostra preocupante devido a sua alta
taxa de mortalidade, sendo o quinto mais incidente no mundo (BRAY et al., 2018). No Brasil,
a situacdo ainda ¢ mais alarmante j4 que essa neoplasia ¢ a quinta mais presente entre os
brasileiros. Estima-se que o Pard, onde se realiza o presente estudo, possui 4,05% dos casos
de cancer gastrico do Brasil, sendo o terceiro mais incidente, acometendo tanto homens
quanto mulheres (INCA, 2020).

Dessa maneira, a busca por novas formas de terapia mais eficazes € com menos efeitos
colaterais se faz necessaria. Nesse cendrio, produtos naturais originarios de plantas
mostram-se como principais alternativas para amenizar essa situacao, uma vez que tém sido
usados para fins medicinais em séculos por inumeras civilizagdes (DADDIOUAISSA; AMID,
2018), como a Annona muricata, que ¢ pertencente a uma familia de produtos naturais ja
estabelecida, e possui uma significativa bioatividade j& analisada, podendo induzir a morte
celular de vérias células tumorais (YAJID et al., 2018). Essa bioatividade j& foi analisada em
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diversos estudos que mostram sua eficacia em diferentes tipos de cancer, como mama
(NAIK; SELLAPPAN, 2021), colon (Djabir Daddiouaissa et al., 2021), pancreas (M.P. et al.,
2011) e cancer de prostata (Yang et al., 2015), porém poucos sao os estudos analisando sua
atividade em células neoplésicas gastricas.

Posto isso, o estudo acerca da bioatividade da espécie Annona muricata em linhagens
de cancer gastrico faz-se necessario, devido a alta incidéncia desta neoplasia, na regiao Norte,
onde realiza-se o presente estudo. De tal maneira, a pesquisa busca avaliar o uso de Annona
muricata como mais uma alternativa terapéutica de origem natural.

Materiais e Métodos
Linhagem Celular e Cultivo

As células foram cultivadas em garrafas proprias para cultivo celular, em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementadas com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e 1% de antibidticos (estreptomicina e penicilina) e foram mantidas em
estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. A confluéncia foi constantemente acompanhada
com auxilio de microscopio invertido, € o meio foi trocado sempre que os nutrientes foram
consumidos, para dar continuidade a manutencdo das células. Para os experimentos, 0 meio
foi desprezado, as células foram lavadas com PBS 1x e posteriormente submetidas a lavagem
com tripsina para desprendé-las do fundo das garrafas.

Ensaio de Citotoxicidade por MTT

As células foram semeadas em placas de 96 pocos na concentragao de 3 x 10°
células/poco (100uL/poco) e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C pelo
periodo de 24 horas para aderéncia. O extrato de 4. muricata foi diluido separadamente em
DMSO para solucdo de uso a 10 mg/mL. A partir desta solucdo foi feita uma dilui¢do em
DMEM para obter uma concentragdo de 100 pg/mL, a partir da qual foi realizadas dilui¢des
seriadas para a obten¢do de uma curva concentragao-resposta (100 pg/mL-1,5625 pg/mL) na
placa de 96 pogos (100uL/pogo), além do controle negativo ndo tratado. Todas as
concentragdes foram testadas em quadruplicata para cada linhagem. Apds um periodo de
incubacdo de 72 horas, o sobrenadante das células foi descartado. Posteriormente, foi
adicionado 100uL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL em PBS) e a placa foi incubada
novamente na estufa a 5% de CO, por mais 3 horas. O ensaio para a obtencdo da curva de
resposta foi baseado na Concentracdo Inibitoria Média (CI50) da substancia, buscando-se
avaliar a resposta citotoxica. As placas foram lidas no espectrofotdmetro de placa SpectraMax
13 (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA) a um comprimento de onda de 570nm. A
analise dos dados foi realizada através do percentual de inibicdo x log da concentragdo,
determinando suas CI50 e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a partir de
regressao nao-linear, utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

Resultados
Ensaio de Citotoxicidade por MTT

Os dois extratos brutos, Extrato Etanolico (EEAM) e Extrato Acetonico de Anonna
Muricata (EAAM), foram cedidos por colaboradores do museu Emilio Goeldi, chefiados pela
Dra. Eloisa Andrade, feitos a partir das folhas da espécie Anonna muricata. Inicialmente, o



primeiro experimento realizado foi o ensaio de MTT. Assim, foi realizado o screening inicial
com quatro linhagens celulares de cancer gastrico, AGP01, AGPO1 PIWILI”, ACP02, ACP03
e a MRCS5, que ¢ uma linhagem de tecido pulmonar humano ndo neoplasica utilizada como
controle. Dessa forma, foi calculado nesse experimento os valores da concentragao inibitéria
média, do R? e do intervalo de confianga (Tab. 01 e 02).

Tabela 1: Valores da concentra¢do da Cl;, (concentragdo inibitoria média do crescimento celular em
pg), com a realizagdo do teste do MTT, apds 72h de incubacgdo tratatas com EEAM, para quatro linhagens
tumorais (AGPO1, AGPO1 PIWIL1-/-, ACP02 e ACP03) e linhagem ndo neoplasica de fibroblasto pulmonar
humano (MRCY).

AGP-01 AGPO1 ACP02 ACP03 MRC5
PIWIL1-/-
CI50 25.14 23.92 24.39 30.90 33.23
Intervalo de (18.94 -33.37) (15.44-37.07) (17.98-33.10) (28.00-34.09) (30.75-35.91)
confianca
R 0.9596 0.9424 0.9620 0.9869 0.9925

Fonte: Dados obtidos por regressdo nao-linear, utilizando o software Graph Pad prism. 9. ND: ndo
determinado. Intervalo de confianga de 95% (p<0,05) com linhagens tratadas com extratro etadlico de
Anonna muricata

Tabela 2: Valores da concentragdo da Cl;, (concentrag@o inibitoria média do crescimento celular em pg), com a
realizagdo do teste do MTT, apos 72h de incubacdo tratatas com EAAM, para quatro linhagens tumorais
(AGPO1, AGPO1 PIWILI1-/-, ACP02 ¢ ACP03) e linhagem ndo neoplasica de fibroblasto pulmonar humano
(MRCS5).

AGP01

AGP-01 ACP02 ACP03 MRC5
PIWIL1-/-
CI50 27.63 24.43 20.38 22.12 30.41
Intervalo de
confiana (20.44-37.35) (22.46-26.56) (18.92-21.94) (19.69-24.85) (24.39-37.91)
R 0,9531 0.9748 0.9945 0.9758 0.9348

Fonte: Dados obtidos por regressdo nao-linear, utilizando o software Graph Pad prism. 9. ND: ndo
determinado. Intervalo de confianca de 95% (p<0,05) com linhagens tratadas com extrato acetonico de
Anonna muricata

Discussao

Ambos os extratos apresentaram atividade citotoxica frente as linhagens tumorais,
caracterizando uma promissora bioatividade a ser analisada. Contudo, ndo houve diferenga
significativa entre os resultados dos extratos (acetdonico e etanolico). Por conseguinte, a



linhagem ACPO3 apresentou um maior valor na CI50 (Tabela 1), ou seja, foi necessaria uma
maior concentracdo do extrato etanolico para inibir pelo menos 50% das células. Ademais, as
linhagens AGPO1 e AGPO1 PIWILI" apresentaram resultados semelhantes entre si em ambas
substancias (Tab. 01 e 02).

Dessa maneira, foi selecionada a linhagem AGPO1 para dar continuidade aos
experimentos, assim como a utilizagdo do extrato etanodlico, uma vez que ele apresentou um
menor intervalo de confianca em relagdo a linhagem selecionada. As concentragdes
selecionadas para os testes foram o valor do CI50 (25 pg/mL), metade do valor da CI50 (12,5
pg/mL) e o dobro (50 pg/mL).

Conclusao

Sendo assim, com os resultados apresentados, observa-se que potencial
antineoplasico do extrato de Anonna Muricata frente as linhagens celulares de ascite gastrica
paraense. Desse modo, um composto se mostra com uma significativa bioatividade nas
concentragoes a partir de 19 pg/mL, tanto na linhagem AGPO1 quanto na AGP01 PIWIL1-/-
.A substancia ndo apresentou mudancas significativas sob influéncia do gene PIWILI. Desse
modo, infere-se que sua aplicabilidade abrange tanto pacientes com o gene mutado quanto
pacientes com o gene PIWILI selvagem.
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