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RESUMO

Desde a década de 1980, as espécies da familia Annonaceae tém sido foco de pesquisas por
biossintetizarem, principalmente, acetogeninas biologicamente ativas. Esta classe de
metabdlitos secundarios derivada da via dos policetideos exibe diversas atividades biolégicas,
em especial, a citotoxicidade nas células cancerigenas e efeitos induzindo a morte celular
programada, apoptose. Nesse sentido, com o objetivo de disponibilizar, de forma compilada, as
evidéncias disponiveis na literatura sobre os efeitos antitumorais atrelados a apoptose das
espécies da familia Annonaceae e suas acetogeninas, foi realizada uma revisdo com o intuito
de fornecer dados que possam guiar novas pesquisas. Para tanto, utilizou-se como fontes de
buscas as plataformas de acervos digitais e como descritores, por exemplo, a familia
Annonaceae, acetogeninas, atividade citotoxica, cancer, morte celular e apoptose. Assim, varios
estudos comprovaram a atividade citotoxica dos extratos/fracGes e das acetogeninas em
linhagens de células tumorais. Também, mostraram a inducdo de apoptose nestas células por
conduzirem a fragmentacdo do DNA e a externalizacdo da fosfatidilserina, caracteristicas
tipicas gerais de uma celula quando entra em apoptose. Além disso, varios estudos realizaram
ensaios em que foi possivel comprovar a ativacao da via intrinseca da apoptose em varios tipos
de células neoplasicas, pois os dados apresentados pelos trabalhos revisados estdo ligados a
uma regulacdo positiva das proteinas pro-apoptoéticas Bax e Bak, regulacao negativa da proteina
anti-apoptotica Bcl-2, o que resulta na perda do potencial de membrana mitocondrial e,
consequentemente liberacdo de citocromo C para ativagao de caspases iniciadoras e efetoras do
processo apoptotico. Com estes resultados, pode-se predizer que as acetogeninas podem ser
julgadas como candidatas promissoras para uma futura geracdo de medicamentos para o
tratamento dos tumores resistentes a quimioterapia. Dessa forma, esta pesquisa de revisdo
pretende auxiliar na orientacdo de investigagdes futuras e reafirmar o potencial biolégico das
acetogeninas na terapia do cancer, com a esperanca de estimular ainda mais o desenvolvimento

de novas alternativas de tratamento.

Palavras-chave: Acetogeninas; Apoptose; Annonaceae.



ABSTRACT

Since the 1980s, species from the Annonaceae family have been the focus of research because
they mainly biosynthesize biologically active acetogenins. This class of secondary metabolites
derived from the polyketide pathway exhibits diverse biological activities, in particular, its
cytotoxicity in cancer cells and effects on inducing programmed cell death, apoptosis. In this
sense, with the aim of making available, in a compiled form, the evidence available in the
literature on the antitumor effects linked to the apoptosis of species from the Annonaceae family
and their acetogenins, a review was carried out with the aim of providing data that can guide
new research. To this end, digital collection platforms and descriptors were used as search
sources, for example, the Annonaceae family, acetogenins, cytotoxic activity, cancer, cell death
and apoptosis. Thus, several studies have proven the cytotoxic activity of extracts/fractions and
acetogenins in tumor cell lines. They also showed the induction of apoptosis in these cells by
leading to DNA fragmentation and the externalization of phosphatidylserine, typical general
characteristics of a cell when it enters apoptosis. Furthermore, several studies carried out tests
in which it was possible to prove activation of the intrinsic apoptosis pathway in various types
of neoplasic cells, as the data presented by the reviewed works are linked to a positive regulation
of the pro-apoptotic proteins Bax and Bak, negative regulation of anti-apoptotic protein Bcl-2,
which results in the loss of mitochondrial membrane potential and, consequently, the release of
cytochrome C to activate caspases that initiate and effect the apoptotic process. With these
results, it can be predicted that acetogenins can be considered promising candidates for a future
generation of drugs for the treatment of chemotherapy-resistant tumors. Therefore, this review
research aims to help guide future investigations and reaffirm the biological potential of
acetogenins in cancer therapy, with the hope of further stimulating the development of new

treatment alternatives.

Keywords: Acetogenins; apoptosis; Annonaceae.
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1 INTRODUCAO

A natureza apresenta grande biodiversidade, tanto no reino vegetal, como no reino
animal, o que resulta em uma enorme variedade de produtos naturais disponiveis, sendo eles
majoritariamente oriundos dos vegetais. Plantas com propriedades medicinais séo amplamente
utilizadas como tratamento para enfermidades, seja na forma de chas ou medicamentos
fitoterapicos.

A familia Annonaceae é uma fonte de produtos naturais (PNs) que vem ganhando
destaque, uma vez que, além de ser encontrada com facilidade, as plantas desta familia podem
ser usadas no tratamento de diversas patologias, das mais simples como dores e diarreia (Attiq;
Jalil; Husain, 2017), até as mais complexas, como canceres, doenca de chagas e malaria
(Aradjo, 2019). Dentre todas as suas propriedades farmacoldgicas, o seu grande potencial
citotoxico em células cancerigenas tem chamado a atencdo de diversos pesquisadores.

Diante disso, 0 potencial citotdxico das Annonaceae esta relacionado com a presenca de
acetogeninas (ACGs) nas mesmas. Vale destacar que, as ACGs apresentam extensas atividades
bioldgicas, incluindo atividades antimalédricas e imunossupressoras. Entretanto, seu efeito
antitumoral é o mais investigado, visto que sdo capazes de inibir o crescimento de varias
linhagens celulares cancerigenas (Neske et al., 2020).

O cancer é resultado de uma falha no controle do crescimento celular (Lodish et al.,
2014). Com isso, a busca por métodos que induzam a morte das células cancerosas €
frequentemente realizada, pois através disso é possivel manter o controle ou atingir a cura do
cancer. Dentre o0s tipos de morte celular, tem-se a apoptose, também conhecida como morte
celular programada, ou seja, que nao ocorre de forma acidental.

A partir da investigacdo da apoptose foi constatado que varios agentes quimioterapicos
agem atraveés da inducéo desse tipo de morte celular, incluindo as acetogeninas. Com base nisso,
0 presente estudo consiste em uma abrangente revisdo bibliogréfica com o objetivo de
selecionar, analisar e compilar informagdes descritas na literatura sobre os efeitos de inducédo
de morte celular por apoptose, correlacionados com a atividade antitumoral das espécies da
familia Annonaceae e suas acetogeninas em diversos tipos de cancer, levando a uma base
racional para prever o mecanismo de morte celular ativado e quais tipos de canceres podem ser

alvos destas substancias.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE FARMACOS

Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim (1493-1541),
popularmente conhecido como Paracelso, afirmou: “A Medicina se fundamenta na natureza, a
Natureza é a Medicina, e somente naguela devem os homens busca-la. A Natureza é o mestre
do médico, ja que ela é mais antiga do que ele ¢ existe dentro e fora do homem” (Nogueira;
Montanari; Donnici, 2009, p. 232). Logo, compreende-se que a natureza em toda sua
grandiosidade e biodiversidade é capaz de fornecer os produtos naturais (PNs) mais sofisticados
(Valli; Bolzani, 2019). Nesse sentido, os produtos naturais sdo substancias quimicas com
atividades bioldgicas (Monteiro; Brandelli, 2017) que se originam de fontes bacterianas,
fangicas, vegetais, animais e organismos marinhos (Katz et al., 2016), sendo a fonte vegetal a
predominante para a descoberta de novas terapias medicamentosas (Thomas et al., 2021).

Ademais, o uso de plantas medicinais para o tratamento de patologias € uma pratica
antiga e, antes do surgimento da escrita, 0 conhecimento adquirido era repassado entre as
geragdes através da comunicacdo oral (Thomford et al., 2018). O que acontecia era um exercicio
de tentativa e erro, tal pratica clinica motivou a escrita de documentos como enciclopédias e
tratados médicos (Zhang et al., 2020), por exemplo, o papiro de Ebers, que elenca cerca de 100
doencas e relata diferentes ervas e formulacdes de uso medicinal (Monteiro; Brandelli, 2017).

Os produtos naturais derivados de plantas apresentam mdaltiplos usos, sendo eles na
medicina humana e veterinaria e na agricultura (Katz et al., 2016). Isso é possivel gracas ao
fato de que as plantas biossintetizam varias moléculas que as tornam capazes de emitir cheiros
agradaveis, cores e toxicidade (Thomford et al., 2018). A ampla variedade quimica e estrutural
também ocasiona diversidade em suas atividades bioldgicas (Yuan et al., 2016).

A partir da papoula (Papaver somniferum L.) foram isolados alguns principios ativos.
O primeiro composto puro e ativo da planta, a morfina (Lima; Oliveira, 2018), foi isolado em
1806 pelo farmacéutico Friedrich Serturner. Em seguida, no ano de 1824, Pierre-Jean Robiquet
isolou a codeina e em 1848 George Fraz Merck a papaverina (Monteiro; Brandelli, 2017).
Desde a determinacéo da estrutura molecular da morfina, muitos medicamentos originarios dos
produtos naturais ou derivados sintéticos foram lancados (Valli; Bolzani, 2019), como o
farmaco anticancerigeno Vimblastina, obtida da Catharanthus roseus e o antimalarico Quinina,

extraida da Cinchona spp. (Thomford et al., 2018).
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A fitoterapia baseada nos PNs caracteriza estes como candidatos promissores para
terapias oncologicas, uma vez que tendem a matar células tumorais e ocasionar baixo efeito
toxico em células normais (He; Xia; Li, 2021). Além do tratamento oncoldgico, o0s
fitocosméticos também estdo em alta, e sdo utilizados cada vez mais para a prevengdo e
tratamento do envelhecimento cutaneo (Silva, 2020). Outros bioprodutos também podem ser
desenvolvidos, como os suplementos alimentares (Valli; Bolzani, 2019).

Destarte, compreende-se que a Medicina Tradicional, a forma mais antiga de assisténcia
a satde do mundo, uma vez ofuscada pela Medicina Moderna, estd ganhando novamente espaco
para a promocdo da salde e o tratamento de doencas humanas, inclusive em paises
desenvolvidos (Thomford et al., 2018). Notadamente, devido a variedade e funcionalidade de
metabdlitos secundarios das espécies vegetais, 0s produtos naturais e estruturas relacionadas se
tornardo ainda mais importantes para o desenvolvimento de novos medicamentos (Ngo;
Okogun; Folk, 2013).

2.2 FAMILIA ANNONACEAE

A classe Magnoliopsida, a subclasse Magnoliidae possuem a ordem Magnoliales
(Alcantara, 2015), que compreende seis familias, Annonaceae, Magnoliaceae, Myristicaceae,
Degeneriaceae (Judd et al., 2008), Eupomatiaceae e Himantandraceae (Attiq; Jalil; Husain,
2017). Na atualidade, a familia Annonaceae € composta por cerca de 130 géneros e 2.106
espécies (Cascaes et al., 2021). Os principais géneros sdao o Guatteria com 250 espécies,
Xylopia com 150 espécies, Annona com 119 espécies, Uvaria com cerca de 110 espécies,
Polyalthia e Artabotrys tendo aproximadamente 100 espécies cada e, Rollinia com 65 espécies
(Judd et al., 2008).

Devido a grande quantidade de espécies em Annonaceae, foi necessaria a realizacao de
uma classificacdo intrafamiliar, baseada em diversas fontes de dados, como morfologia floral,
de frutos e sementes e, palinologia (Chatrou et al., 2012). Foram descritas quatro subfamilias e
12 tribos.

A familia Annonaceae € a mais diversificada entre as Angiospermas basais e tem
predominancia em areas tropicais e subtropicais, esta presente em florestas tmidas e em baixas
altitudes, exceto o género Asimina, que ocorre em florestas temperadas da América do Norte
(Oliveira, 2018). Sdo plantas anatdbmica e estruturalmente uniformes, floridas, compostas por
arvores e arbustos e representam um importante componente dos ecossistemas de florestas

tropicais em todo o mundo (Lissambou et al., 2018).
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Algumas partes das plantas de determinadas espécies possuem utilidades, como o 6leo
das sementes para a producdo de sabdo e as flores na perfumaria (Aguiar, 2022). Ainda, hd o
consumo de frutas frescas, como Annona cherimola Mill. (cherimdlia), Annona squamosa L.
(pinha) e Annona muricata L. (graviola) (Cascaes et al., 2021). Além do género Annona, apenas
dois géneros produzem frutos comestiveis, sdo eles Rollinia e Duguetia (Luiz et al., 2006).

Muitas espécies dessa familia sdo utilizadas na medicina popular visando tratar
patologias, como dores, diarreia, reumatismo, neuralgia (Attig; Jalil; Husain, 2017), canceres,
doenca de chagas e malaria (Aradjo, 2019), pois apresentam diversas classes de metabolitos
secundarios, como alcaloides, acetogeninas e flavonoides que sdo providos de atividades
farmacolodgicas (Pacheco, 2014; Cascaes et al., 2021). De todos 0s componentes, as
acetogeninas estdo sendo as mais estudadas, pois tém demonstrado atividade citotoxica frente

as varias linhagens de células cancerigenas (Pacheco, 2014).

2.3 ACETOGENINAS DE ANNONACEAE

As acetogeninas, uma classe nova de produtos bioativos de ocorréncia natural,
constituem uma série de policetideos encontrados quase exclusivamente em plantas da familia
Annonaceae (Liaw et al., 2016). Desde a descoberta da uvaricina, em 1982, a partir das raizes
de Uvaria accuminata, anunciada como novo composto antitumoral, mais de 500 acetogeninas
foram identificadas em diferentes partes das plantas da familia Annonaceae (Moghadamtousi
et al., 2015b), especialmente nas sementes, em decorréncia dos avancos na tecnologia de
separagéo.

Foram relatados o isolamento de acetogeninas em 16 géneros desta familia, sendo o
género Annona com maior destaque, seguido por Uvaria, Rollinia, Asimina, Goniothalamus,
Disepalum, Mitrephora, Polialtia, Xylopia, Ampelocissus, Artabotrys, Cananga,
Dasymaschalon, Ophrypetalum, Porcelia e Saccopetalum (Neske et al., 2020).

A biossintese das acetogeninas ainda ndo esta completamente elucidada, portanto,
algumas hipoteses sdo propostas desde o isolamento da uvaricina. Apesar da presenca de
variados centros assimétricos devido a grupos oxigenados, a biogénese progride por processos
enzimaticos simples, desidrogenacédo e oxidacdo (Cavé et al., 1997). O fato das acetogeninas
serem compostos com um anel y-lactonico (as vezes rearranjado para metilcetona) e possuirem
um ou mais anéis de tetrahidrofurano (THF) ou tetrahidropirano (THP) incorporados na cadeia,
sugere que elas se derivam da via do policetideo. Dessa forma, compreende-se que 0 precursor

das acetogeninas pode ter sido originado pela combinacéo linear de duas ou trés unidades de
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carbono (&cido acético e propanoico) via acetil-CoA, malonil-CoA ou propanil-CoA, através
de mecanismos andlogos a rota para biossintese de acidos graxos (Rupprecht; Hui; McLaughlin
etal., 1990).

Nesse contexto, sugere-se que a formacdo do anel THF é consecutiva a lactonizacdo,
uma vez que h& compostos sem qualquer anel, mas possuindo hidroxilas, cetonas, ligacGes
duplas ou grupos epoxi (Cavé et al., 1997). Além disso, os anéis de tetrahidrofurano sdo obtidos
por epoxidacdo de intermediarios de trieno, dieno ou trieno-cetona, seguida de aberturas e
fechamentos do anel (Rupprecht; Hui; McLaughlin et al., 1990), isso explicaria as diferentes
formas de substituicdo das acetogeninas. Tais informacdes permitiram a proposicédo das vias

biossintéticas supracitadas (Cavé et al., 1997).

2.3.1 Estrutura quimica e classificacéo das acetogeninas de Annonaceae

As acetogeninas sdo uma classe Unica de metabdlitos especializados podendo conter,
normalmente, em sua estrutura 35 ou 37 atomos de carbono (Moghadamtousi et al., 2015b).
Elas sdo geralmente caracterizadas por uma combinacao de acidos graxos com uma unidade 2-
propanol em C-2 que forma uma y-lactona a,B-insaturada substituida com metila (Neske et al.,
2020), juntamente com vérias funcionalidades oxigenadas, por exemplo, fragdes de grupo
hidroxi, cetona, epoxido, tetrahidrofurano e tetrahidropirano (THP), além de apresentar ligacGes
duplas e triplas como caracteristicas estruturais (Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022). Em
sintese, as caracteristicas comuns nas estruturas das acetogeninas sio um anel y-lacténico
terminal e uma cadeia lateral alifatica que se conecta a alguns grupos funcionais hidrofilicos,
como um a trés anéis THF/THP e varios grupos hidroxi.

As acetogeninas de Annonaceae podem ser classificadas de acordo com o nimero e
disposicdo dos anéis THF ao longo da cadeia alifatica, aléem disso, estes podem ser o,o-
hidroxilados ou a-hidroxilado. Sua classificacdo consiste em: mono-THF e/ou THP (T-A, T-
B, T-G3), bis-THF e/ou THP adjacentes (T-C, T-E, T-G2), bis-THF e/ou THP ndo adjacentes
(T-D, T-H, T-G1), e tri-THF (T-F) (Figura 1) (Paes, 2016).
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Figura 1 - Classificacdo dos anéis THF e/ou THP em acetogeninas de Annonaceae.
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Fonte: Paes (2016, p. 35).

Em casos de auséncia do anel ou anéis THF/THP e presenca de anéis epoxido, define-
se como Tipo E (Cavé et al., 1997), ou tipo E-A, E-B e E-C (Figura 2) (Paes, 2016).

Figura 2 - Classificacdo dos anéis epdxido em acetogeninas de Annonaceae.
@)

Fonte: Cavé (1997).

Além disso, ocorre a classificacdo do anel lactonico presente na estrutura das ACGs

(Cavé etal., 1997). Este pode ser y-lacténico substituido, cetolactonas ou hidroxilados. Os tipos
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retratados na literatura até o0 momento sdo: L-A, L-B1, L-B2, L-C, L-D, L-E e L-F (Figura 3)
(Paes, 2016).

Figura 3 - Classificacdo dos anéis y-lactdnico em acetogeninas de Annonaceae.
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Fonte: Paes (2016, p. 36).

Ademais, a classificacdo pode ser feita a partir das caracteristicas estruturais gerais
(Liaw et al., 2016) que podem ser divididas em seis grandes grupos: acetogeninas lineares,
mono-THF, bis-THF adjacentes, bis-THF ndo adjacentes, ndo THF e THP, e ndo classicas
(Figura 4) (Paes, 2016). E valido salientar que, as acetogeninas bis-THF sdo mais ativas que as
mono-THF como inibidores da cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) e, a0 mesmo tempo,

mais ativas que a rotenona (Neske et al., 2020).
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Figura 4 - Classificagdo geral das acetogeninas.
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Fonte: Paes (2016, p. 37).

Portanto, para a elucidagdo da estrutura de acetogeninas utiliza-se um método de cinco
etapas, sendo elas: determinacdo do peso molecular; caracterizacdo da lactona do anel de cinco
membros (y-lactona); identificacdo dos grupos funcionais na cadeia alquilica, anéis de THF ou
THP, epdxidos, hidroxilas, insaturagdes etc; localizacdo dos grupos funcionais; e determinacgéo

da configuracdo relativa dos centros quirais (Cavé et al., 1997).
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Além dessas acetogeninas supracitadas, € possivel encontrar acetogeninas C-15 em
algas, que apresentam diferencas em relacédo as acetogeninas de plantas porque geralmente sdo
halogenadas (Wanke et al., 2015).

2.3.2 Atividade biol6gica gerais das acetogeninas e seu potencial citotdxico

As acetogeninas apresentam extensas atividades bioldgicas, incluindo atividades
antimal&ricas, antibacterianas, antiparasitérias e pesticidas (Moghadamtousi et al., 2015b), tal
como efeitos antineoplésicos, citotoxicos, imunossupressores, neurotdxicos (Al Kazman;
Harnett; Hanrahan, 2022), vermicidas, antimicrobianos, antieméticos, inibidores do apetite
(Krinski; Massaroli; Machado, 2014), inseticidas, fungicidas e herbicidas (Neske et al., 2020).

Dentre a ampla gama de propriedades biol6gicas documentadas, seus efeitos citotoxicos
e antitumorais, bem como os mecanismos subjacentes a esses efeitos, receberam mais atengdo
(Al Kazman; Harnett; Hanrahan, 2022; Neske et al., 2020), por exemplo, a atividade inibitoria
contra o complexo mitocondrial I (NADH mitocondrial: ubiquinona oxidorredutase)
(Moghadamtousi et al., 2015b). O complexo | é o primeiro componente proteico da CRM e
desempenha um papel importante na producé@o de ATP e na funcdo mitocondrial (Neske et al.,
2020).

A citotoxicidade das acetogeninas tornou esta familia promissora para o
desenvolvimento de novos medicamentos anticancerigenos (Cascaes et al., 2021). Nesse
sentido, tém-se buscado entender a bioatividade e 0 mecanismo de ac¢éo das acetogeninas, e sua
interacdo com o complexo mitocondrial I, relacionadas a geracdo de ATP e inibicdo das NADH
oxidases nas mitocondrias. A NADH oxidase é uma enzima capaz de permitir que a célula
cancerosa produza ATP em condi¢Ges anaerdbicas por restaurar os niveis de NAD, permitir a
glicolise e a continuacgéo da fosforilagcdo ao nivel de substrato.

De toda forma, como o complexo | envolve a transferéncia de elétrons do NADH até a
ubiquinona, contribuindo para a producéo de energia pelas mitocéndrias, a sua inibigéo interfere
na producdo de ATP, induzindo a morte celular programada na célula pelo mecanismo de

apoptose.

2.4 CANCER

As células dos organismos multicelulares formam tecidos organizados e regulados por

controles internos e externos ao tecido (Junqueira; Carneiro, 2012). Durante a vida, sistemas de
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controle genético regulam o equilibrio entre o nascimento e a morte celular. O cancer ocorre
guando os mecanismos que mantém essas taxas normais de crescimento falham, causando um
excesso de divisdo celular (Lodish et al., 2014). O céncer, ¢ formado a partir de uma Unica
célula que sofreu mutacdo, proliferou, e que suas descendentes tenham acumulado mais
mutacOes, ndo obedecendo aos mecanismos de controle do ciclo celular e se multiplicando
continuamente (Junqueira; Carneiro, 2012). Ou seja, 0 cancer € o crescimento anormal das
células de um determinado tecido ou oOrgdo (Roy; Saikia, 2016), devido a falhas nos
mecanismos que normalmente controlam o crescimento e a proliferacdo celular (Oppermann,
2014).

As células se proliferam e formam uma massa celular, que pode ser referida como um
crescimento, tumor, noédulo, caroco ou lesdo. Exceto canceres do sangue e da medula dssea
(leucemias e linfomas) — que frequentemente nao produzem uma “massa” (Roy; Saikia, 2016).
Apesar de comumente utilizar-se o termo tumor, a denominacgdo correta ¢ neoplasia, que
significa novo crescimento (Junqueira; Carneiro, 2012). As neoplasias podem ser tanto
benignas quanto malignas (Oppermann, 2014).

De modo geral, tumores benignos nao sao classificados como cancer, estes podem ser
tratados através de cirurgia, sem nenhum dano ao organismo e raramente colocam em risco a
vida dos pacientes (Oppermann, 2014). Isso acontece porque nesse caso as células permanecem
localizadas, prejudicando apenas o 6rgdo em que se originou o tumor e os tecidos adjacentes
(Junqueira; Carneiro, 2012). Engquanto os tumores malignos sdo considerados cancer. As células
desses tumores se multiplicam desordenadamente e sdo invasivas, capazes de atingir tecidos
adjacentes, vasos sanguineos e linfaticos. A partir disso ocorrem as metastases, que € o implante
de células tumorais em outros 6rgéos e tecidos que ndo os de origem da doenca (Oppermann,
2014). Sendo assim, o tratamento cirdrgico dos tumores malignos somente ¢ eficaz se realizado
antes de ocorrerem as metastases (Junqueira; Carneiro, 2012).

Diversos fatores multiplicam o risco das neoplasias malignas, estes podem ser genéticos
(internos) ou ambientais (externos). As causas externas estdo relacionadas com o0 meio ambiente
e 0s habitos do individuo no meio social e cultural. J& as causas internas, geralmente, sdo
geneticamente determinadas e estdo associadas a capacidade do organismo de se defender das
agressoes externas. Dessa forma, percebe-se a prevaléncia do cancer em pessoas cujo sistema
imunoldgico esta suprimido devido a qualquer fator, incluindo estresse cronico, idade avancada,
doenca cronica debilitante, uso prévio de quimioterapia e abuso de drogas como analgésicos,

antibioticos e corticosteroides (Roy; Saikia, 2016), além da exposi¢cdo a carcindgenos,
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substancias encontradas no meio ambiente, que incluem certos compostos quimicos e a radia¢do
(Lodish et al., 2014).

O estabelecimento do cancer também pode estar relacionado a mutagdes em duas
grandes classes de genes, 0s proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais. Os proto-
oncogenes promovem o crescimento celular, apds mutacBes, sdo entdo transformados em
oncogenes, 0 que resulta no crescimento excessivo, pois a célula perde o controle sobre seu
ciclo mitético (Junqueira; Carneiro, 2012). Os genes supressores tumorais so 0S responsaveis
pela limitagdo do crescimento, entdo, quando sofrem mutagéo, eles séo inativados, o que
consequentemente gera uma divisdo celular inadequada. H& uma terceira classe de genes, 0s
genes caretaker, que protegem a integridade do genoma, e “quando sdo inativados, as células
adquirem mutacGes adicionais em taxa crescente — incluindo mutagdes que causam a

desregulacéo do crescimento celular, proliferacéo e cancer” (Lodish et al., 2014).

2.4.1 Morte celular e Cancer

Existem varias formas de tratamento para o cancer, a mais usada é a quimioterapia que
conta com medicamentos que matam a célula do tumor com a sua toxicidade. Nesse contexto,
é importante conhecer alguns tipos de morte celular.

A morte celular é comum durante o desenvolvimento embrionario, pois é necessaria
para remover tecidos provisorios, eliminar células supérfluas, gerar ductos e orificios, entre
outros. Na vida apds o nascimento, a morte celular ocorre para remodelar tecidos ou remover
células danificadas, desnecessarias, redundantes, envelhecidas ou perigosas para sua saude,
como, por exemplo, as células infectadas, as tumorais ou as autorreativas (Robertis; Hib, 2014).

Por conta desses fatores supracitados, a morte celular foi considerada um processo
passivo por muito tempo. Porém, nem todos os eventos de morte celular sé&o processos passivos.
Organismos multicelulares sdo capazes de induzir a morte celular programada como resposta a
estimulos intracelulares ou extracelulares. Esses processos sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas em: apoptose, autofagia, necrose, catastrofe mitética
e senescéncia (Grivicich; Regner; Rocha, 2007).

Autofagia € um processo adaptativo conservado evolutivamente e controlado
geneticamente, que ocorre em resposta a um estresse metabolico que resulta na degradacéao de
componentes celulares. Por outro lado, a necrose é um tipo de morte na qual as células sofrem
um insulto que resulta no aumento do volume celular, agregacéo da cromatina, desorganizacao

do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura celular.
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Essa ruptura causa danos as células vizinhas e uma reagdo inflamatéria no local (Grivicich;
Regner; Rocha, 2007).

Ja a catastrofe mitotica € um processo passivo que resulta numa segregacdo
cromossomica erronea. Normalmente, ndo é considerada uma forma de morte, mas sim uma
sinalizacdo irreversivel para a morte. Enquanto a senescéncia € um processo metabdlico ativo
essencial para o envelhecimento, pois as células que entram em senescéncia perdem a
capacidade proliferativa apos um determinado nimero de divisdes celulares (Grivicich; Regner;
Rocha, 2007).

Por ultimo, o termo "morte celular programada” foi proposto para designar um tipo de
morte celular que ocorre de forma néo acidental, atualmente, esse processo é conhecido como
apoptose. A apoptose € amplamente investigada, uma vez que foi demonstrado que este é um
mecanismo inato de defesa antineoplasica e que Vvarios agentes quimioterapicos agem através

da inducgéo desse tipo de morte celular (Grivicich; Regner; Rocha, 2007).

2.4.2 Apoptose e Cancer

A apoptose, geralmente, ocorre quando os fatores que mantém as celulas vivas séo
suprimidos, quando se tém a unido de substancias que induzem a morte celular com receptores
especificos, ou quando mutacbes capazes de colocar o organismo em risco afetam o DNA
nuclear (Robertis; Hib, 2014).

Ainda de acordo com Robertis e Hib, (2014), as alteragdes que ocorrem nas células
guando morrem por apoptose sdo caracteristicas. Estas, acontecem porque sdo ativadas
proteases citosélicas especiais denominadas caspases (proteases asparticas de cisteina) e

ocorrem na seguinte ordem:
O citoesqueleto é desarranjado devido a ruptura de seus filamentos.
Consequentemente, a célula perde contato com suas vizinhas (ou com a matriz
extracelular) e torna-se esférica; A célula encolhe-se, pois o citosol e as organelas
condensam-se sem que suas estruturas sejam afetadas. A condensagdo deve-se a
alteracdo da permeabilidade das membranas celulares; Os laminofilamentos
dissociam-se, com a consequente desintegracdo do envoltério nuclear; A cromatina é
compactada e as moléculas de DNA seccionam-se por a¢do de uma endonuclease,
dividindo o nudcleo em pequenos fragmentos que se distribuem no citoplasma; Da
superficie da célula emergem numerosas saliéncias, quase todas com fragmentos
nucleares em seu interior; Logo as saliéncias desprendem-se, convertidas em
segmentos celulares denominados corpos apoptéticos. Cabe dizer que suas organelas

se encontram relativamente bem conservadas; As fosfatidilserinas das membranas que
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envolvem os corpos apoptoéticos — previamente localizadas na monocamada citosélica
da membrana plasméatica — deslocam-se em direcdo & monocamada externa;
finalmente, atraidos por estas fosfatidilserinas, numerosos macréfagos chegam ao

local da apoptose e fagocitam 0s corpos apoptéticos.

Nesse sentido, compreende-se que a apoptose € um programa de morte celular
extremamente regulado e eficiente, que necessita da interacao de inimeros fatores (Grivicich;
Regner; Rocha, 2007).

As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases, que tém a capacidade de
reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato. A clivagem desses substratos
leva a condensacdo e fragmentacdo nuclear, além de sinalizar para estas células serem
fagocitadas por macréfagos. Das 14 caspases humanas conhecidas, apenas seis (caspases -3, -
6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose. Dentre 0s substratos das caspases, tém-se a proteina
mdm-2 (murine double minute), que se liga a p53 e a mantém no citoplasma. Ao sofrer
clivagem, a mdm-2 libera a p53, que ativa a transcri¢do de genes pré-apoptoticos como o Bax
(Grivicich; Regner; Rocha, 2007).

Ademais, as caspases também sdo conhecidas por desempenharem um papel essencial
na proliferacdo, migracédo e diferenciacdo celular, o que é de extrema relevancia em casos de
cancer (Ferrer; Berthenet; Ichim, 2020).

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por apoptose
que regulam a mesma. Os membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL inibem a apoptose,
pois previnem a liberagdo de citocromo C e sdo chamados de reguladores anti-apoptoticos. Por
outro lado, Bax, Bid e Bak séo proteinas pro-apoptéticas (Grivicich; Regner; Rocha, 2007).

Desse modo, a apoptose pode ser iniciada pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela
via intrinseca (mitocondrial), ambas sdo capazes de ativar as caspases (Ferrer; Berthenet; Ichim,
2020). A via extrinseca depende da ligacao de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF), que é capaz de
ativar a cascata das caspases (Ferrer; Berthenet; Ichim, 2020). Porque, segundo Grivicich;
Regner; Rocha (2007):

“Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular rico em
cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus ligantes. Tal fato resulta na
trimerizagdo e consequente ativacdo dos receptores de morte especificos. A
sinalizacdo a seguir é mediada pela porcdo citoplasmatica desses receptores que
contém uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada ‘dominio de morte’ sendo, por
isso, chamados de ‘receptores de morte celular’.

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, 0s seus

dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-1.
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Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar a caspase-

3, executando a morte por apoptose.”

No que tange a via intrinseca, 0 estresse intra ou extracelular é capaz de ativa-la. Os
sinais transduzidos em resposta a estes insultos convergem para o principal mediador desse tipo
de morte, a mitocdndria. Essa organela integra os estimulos de morte celular, induz a
permeabilizacdo mitocondrial e libera moléculas pré-apoptoticas (Grivicich; Regner; Rocha,
2007). Dessa forma, a via intrinseca depende da permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial (MOMP), que é controlada por membros pré-apoptéticos e anti-apoptoticos da
familia de proteinas Bcl-2 (Ferrer; Berthenet; Ichim, 2020). O equilibrio entre as proteinas é
desfeito quando um sinal de ativacdo da via intrinseca é disparado na célula. Uma vez ocorrendo
o desequilibrio entre as proteinas anti-apoptdticas e pré-apoptdticas (EImore, 2007), as pro-
apoptdticas (Bax e Bak) induzem a formacdo de poros na membrana da mitocdndria, levando
ao colapso do potencial da membrana mitocondrial interna (Loeffler; Kremer, 2000) e,
consequentemente, ocorre a liberacdo de citocromo C. O citocromo C ativa a proteina citosolica
Apaf-1, formando um complexo chamado de apoptossomo, que cliva e ativa a caspase-9, que
por sua vez, ativa as caspases 3, 6 e 7, executoras do processo apoptotico (Elmore, 2007).

No cancer, a apoptose € um mecanismo supressor tumoral, cuja perda do controle
apoptotico permite que as células cancerosas sobrevivam por mais tempo (Ferrer; Berthenet;
Ichim, 2020). Por esse motivo, a apoptose é alvo para um potencial uso terapéutico da morte
celular programada ou para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a radioterapia e a

guimioterapia (Grivicich; Regner; Rocha, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisado bibliografica sobre os efeitos antitumorais correlacionados com a

apoptose, das espécies da familia Annonaceae e suas acetogeninas, em diversos tipos de cancer.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar, analisar e compilar informacdes descritas na literatura sobre as espécies da

familia Annonaceae e a citotoxicidade de suas acetogeninas;

e Explorar na literatura e compendiar dados sobre extratos/fracBes e acetogeninas de
espécies da familia Annonaceae no processo de inducdo da apoptose em células
cancerigenas;

e Investigar a efetividade dos efeitos antineoplasicos das espécies da familia Annonaceae.
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4 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo abrangente da literatura sobre as espécies da familia
Annonaceae e seu efeito na morte celular de células tumorais com o intuito de compilar as
informac0es de estudos sobre extratos/fracdes e acetogeninas das espécies desta familia que
atuem no processo de inducdo da apoptose em células cancerigenas.

Posto isso, utilizou-se como fonte de dados a literatura sobre produtos naturais, familia
Annonaceae, incluindo suas acetogeninas, extratos e fracfes, assim como a atividade citotoxica
desta familia, cancer, morte celular e apoptose.

Portanto, as fontes de buscas utilizadas foram as plataformas de acervos digitais,
incluindo o PubMed (Medline), Science Direct, Scielo, Flora do Brasil, Biblioteca Virtual da
Universidade Federal do Oeste da Bahia, os buscadores do Google (Google Scholar), entre
outros. De modo a abranger todas as descobertas da referida temética, foram incluidos artigos,
teses, dissertacdes e monografias publicados desde o primeiro registro até os mais atuais.

A pesquisa de trabalhos cientificos efetuada fez o uso de palavras-chave em portugués
e inglés. Os descritores utilizados sdo: produtos naturais; natural products; familia Annonaceae;
family Annonaceae; espécies de Annonaceae; Annonaceae Species; acetogeninas; acetogenins;
acetogeninas da familia Annonaceae; acetogenins from Annonaceae family; atividade
citotdxica; cytotoxic activity; cancer; neoplasias; neoplasms; morte celular; cell death;

apoptose; apoptosis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS DAS ACETOGENINAS ISOLADAS DA FAMILIA ANNONACEAE COM
POTENCIAL APOPTOTICO

Desde a descoberta da atividade citotoxica em células tumorais da uvaricina, em 1982,
as acetogeninas tém sido rotineiramente estudadas sobre seus efeitos antitumorais atrelados ao
mecanismo de inducédo de apoptose.

Assim, com a finalidade de reunir pesquisas sobre o potencial apoptoético destas
moléculas, a Tabela 1 elenca um total de 22 acetogeninas, destas sdo 16 diferentes estruturas,
que foram exploradas com este potencial em diversos ensaios para averiguar a inducédo de morte

celular.
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Tabela 1 - Acetogeninas testadas quanto ao seu efeito na indugdo de morte celular.

Acetogenina Linhagem Tipo de Ensaios/Alvos Dados de Espécie Parte da planta Extrato Referéncias

celular cancer Citotoxicidade bibliogréficas

Género Annona

. Hepatocarcino Annona
Annomontacina HepG2 Ciclo celular N.I. Frutos Metanol Chen et al., 2004
ma glabra
Ciclo celular; Anexina
. Cancer de V; Caspase 3, 7 e 9; Annona Acetato de Moghadamtousi et
Annomuricina E HT-29 ) 1Cs0 1,62 ng/mL . Folhas .
célon Citocromo C; Bax; muricata etila al., 2015a
Bcl-2
) Céncer de Ciclo celular; Caspase Annona
Annonacina T24 ) I1Cs0 0,324 pg/mL ) Sementes N.I. Yuan et al., 2003
bexiga 3; Bax reticulata
Céncer de Ciclo celular; Anexina Annona
Annonacina MCF-7 N.I. ) Folhas N.I. Ko etal., 2011
mama V/IP; Bcl-2 muricata
. Linfoma Ciclo celular; JC-1, Annona ) Etanol: agua
Annonacina U-937 L ) 1Cs50 6,00 umol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
) Hepatoma ) Annona )
Bullatacina 2.2.15 Anexina V N.I. Sementes N.I. Chiu et al., 2003
humano atemoya
o Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona . Etanol: agua
Cherimolina-1 U-937 . ) I1Cs0 6,09 pmol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
o Hepatocarcino Annona De Pedro et al.,
Cherimolina-1 HepG2 Caspase-9 N.I. o N.I. N.I.
ma cherimolia 2013
) Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona i Etanol: agua
Esquamocina U-937 . ] 1Cs0 6,39 umol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
. Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona i Etanol: 4gua
Isoannonacina U-937 . ] I1Cs0 10,53 pmol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
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Acetogenina Linhagem T'PO de Ensaios/Alvos . Dado_s _de Espécie Parte da planta Extrato F_zef_erer]c_las
celular cancer Citotoxicidade bibliograficas
Isocherimolina- Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona i Etanol: 4gua
U-937 o ] 1Cs50 11,49 pmol/L o Raizes Paes, 2016
1 histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
] Hepatocarcino Annona De Pedro et al.,
Laerradurina HepG2 Caspase-9 N.I. o N.I. N.I.
ma cherimolia 2013
. Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona i Etanol: 4gua
Motrilina U-937 . ] 1Cs0 21,17 pmol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
. Hepatocarcino Annona De Pedro et al.,
Motrilina HepG2 Caspase-9 N.I. o N.I. N.I.
ma cherimolia 2013
] Ciclo celular; JC-1;
) Linfoma . Annona ) Etanol: agua
Paraguaina U-937 . Anexina V/IP; Caspase 1Cs50 2,30 umol/L o Raizes Paes, 2016
histiocitico dioica (9:1)
3; Caspase-9
Paraguaina Linfoma Ciclo celular; JC-1; Annona i Etanol: agua
] U-937 L ) I1Cs0 16,12 pmol/L o Raizes Paes, 2016
acetilada histiocitico Anexina V/IP dioica (9:1)
Género Rollinia
o ) Hepatocarcino Rollinia De Pedro et al.,
Rolliniastatina-1 HepG2 Caspase-9 N.I. N.I. N.I.
ma mucosa 2013
Género Uvaria
Desacetiluvarici Cancer Ciclo celular; Caspase- Uvaria i
SW480 . 1Cs0 14,00 nM . Raizes N.I. Xue et al., 2014
na colorretal 3; Anexina V/IP calamistrata
o Hepatocarcino ) Uvaria Thongnest et al.,
Uvamicranina B HepG2 Ciclo celular 1Cs0 2,89 uM ] N.I. N.I.
ma micrantha 2022
o Hepatocarcino ] Uvaria Thongnest et al.,
Uvarigrina HepG2 Ciclo celular 1Cs50 0,37 uM . N.I. N.I.
ma micrantha 2022
Género Nao Informado
Esquamocina K562 Leucemia Ciclo celular N.I. N.I. N.I. N.I. Lu et al., 2006
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Acetogenina Linhagem T'PO de Ensaios/Alvos . Dado_s _de Espécie Parte da planta Extrato F_zef_erer]c_las
celular cancer Citotoxicidade bibliograficas
mieloide
cronica
) Leucemia Eletroforese em gel de
Esquamocina HL-60 I1Cs0 0,17 pg/mL N.I. N.I. N.I. Zhu et al., 2002

promielocitica

agarose; Caspase-3

Bax = proteina pro-apoptética; Bcl-2 = proteina anti-apoptotica; 1Cso = Concentracao Inibitoria Média; IP = lodeto Propidio; JC-1 = lodeto de 5,5, 6,6’ tetracloro 1,1,3,3’
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; N.I. = N&o Informado.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

A Tabela 2 informa os dados quimicos estruturais para cada acetogenina que foi citada na Tabela 1.

Tabela 2 - Informac®es estruturais das acetogeninas reportadas na literatura testadas quanto ao seu efeito apoptético.

Acetoaenina NUmero total de Massa Férmula Posicio da OH Classificacio Referéncias
g carbonos molecular molecular ¢ ¢ bibliograficas
Annomontacina 37 624 C37Hss07 4,10, 17, 22 Mono-THF Jossang et al., 1991
Annomuricina E 35 612 CasHe4Os 4,10, 11, 15, 20 Mono-THF Kimetal., 1998
Annonacina 35 596 CasHgsaO7 4,10, 15, 20 Mono-THF Yuan et al., 2003
) Bis-THF
Bullatacina 37 622 Cs7Hes0O7 4,15,24 ] Chang et al., 1999
adjacentes
o Bis-THF néo
Cherimolina-1 37 638 Ca7Hes0s 4,16, 19, 24 ] Duret et al., 1994
adjacentes
] o Bis-THF
Desacetiluvaricina 37 606 Ca7Hss06 15,24 ] Xue et al., 2014
adjacentes
) Bis-THF
Esquamocina 37 622 Cs7Hs607 15, 24, 28 Lu et al., 2006

adjacentes
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Acetogenina Nimero total de Massa Formula Posicdo da OH Classificacdo Referer]c_las
carbonos molecular molecular bibliograficas
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Isoannonacina 35 596 CasHesO7 10, 15, 20 Mono-THF Xuetal., 1989
o Bis-THF néo
Isocherimolina-1 37 638 Ca7Hes0s 16, 19, 24 ] Duret et al., 1994
adjacentes
) Bis-THF
Laerradurina 37 624 Ca7HesO7 15, 24, 35 ] Cortes et al., 1991
adjacentes
- Bis-THF
Motrilina 37 622 Ca7Hes07 15, 24, 29 ] Tormo et al., 2005
adjacentes
Bis-THF
Paraguaina 37 620 Cs7He407 15, 24, 29 ) Paes, 2016
adjacentes
] _ Bis-THF
Paraguaina acetilada 40 702 CaoHs2010 15, 24, 29 ) Paes, 2016
adjacentes
Bis-THF
Rolliniastatina-1 37 622 C37Hs607 4,15, 24 ) De Pedro et al., 2013
adjacentes
Uvamicranina B 39 649 C39Hs90O7 17,22 Mono-THF Thongnest et al., 2022
Uvarigrina 37 607 C37Hs706 15,17, 22 Mono-THF Thongnest et al., 2022

Fonte: elaborado pela autora (2023).
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De modo geral, a partir da analise dos 22 estudos, constatou-se que cerca de 73% das
acetogeninas testadas pertencem ao género Annona, 14% ao género Uvaria, 4% ao género
Rollinia, enquanto 9% n&o tiveram seus géneros informados, como mostra o Grafico 1. Sendo

assim, as mais investigadas foram do género Annona.

Grafico 1 - Géneros estudados da familia Annonaceae.

M Annona
M Rollinia
Uvaria

Nao
Informado

Fonte: elaborado pela autora (2023).

O género Annona possui espécies com grande potencial farmacoldgico, que sao
culturalmente utilizadas para o tratamento de doengas humanas e amplamente estudadas para o
mesmo fim (Dev; Joseph, 2021). Dentre seus componentes fitoquimicos, as acetogeninas sao
0s principais e vem ganhando cada vez mais destaque e inclusdo nas pesquisas, uma vez que
estas também estdo sendo investigadas de forma individual (Nugraha et al., 2019).

Mais de 119 espécies estdo inclusas no género Annona (Dev; Joseph, 2021). Nesse
compilado de informacdes, averiguou-se que a maioria das acetogeninas estudadas foram
isoladas de 6 espécies de Annona, sdo elas: A. atemoya; A. cherimolia; A. dioica; A. glabra; A.
muricata; A. reticulata.

As espécies de Annona anteriormente mencionadas sdo comumente utilizadas na
medicina popular para o tratamento e prevencdo de diversas doencas, como é o caso da A.
muricata, uma arvore frutifera, popularmente conhecida por ‘“assassina do céancer”
(Moghadamtousi et al., 2015a). Ilango e colaboradores (2022) compilaram informagdes a
respeito do uso dessa espécie no tratamento popular contra o cancer em diversos lugares do
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mundo, como na Jamaica para o cancer de mama e de prostata, em Trinidad para o cancer de
mama, prostata e colorretal, na Nigéria para prevencéo do cancer de prostata e no México para
0 cancer gastrico. Ademais, também foi relatado seu uso nas Filipinas e no Peru. Por fim, Ko
et al. (2011) sugerem que essa planta é usada como terapia popular anticancer nas Américas do
Norte, Central e do Sul, e no Sudeste Asiatico.

De forma geral, os metabdlitos secundarios e derivados exercem um importante papel
na quimioterapia, porém o caminho destas moléculas até que sejam inseridas na clinica,
compreende-se em muitas etapas laboratoriais. Neste processo, avaliar estas moléculas quanto
a sua citotoxicidade e o seu potencial de indugdo da apoptose nas células cancerigenas sdo uns
dos principais parametros para dar seguimento aos estudos. Assim, na Tabela 1, no que diz
respeito aos ensaios para deteccdo de apoptose, os mais realizados em acetogeninas foram:
Anexina V/IP, andlise do ciclo celular (Sub-G1) e JC-1. Outros ensaios como identificacdo da
atividade das caspases 3, 7 e 9, expressdo de Bax, Bcl-2, eletroforese em gel de agarose, também
foram executados. Cabe ressaltar, que os valores de 1Csg sobre a citotoxicidade destas moléculas
também foram inseridos na Tabela 1.

Dada a importancia da apoptose para terapia antitumoral, vale comentar sobre os
principais tipos de ensaios mencionados na Tabela 1.

Sobre o ensaio Anexina V/IP, a Anexina V é uma proteina, que possui a capacidade de
ligar-se a superficie de fosfolipidios de membrana plasmatica, por meio de sua carga negativa
e dependente de ions calcio (Valente, 2011). Na fase inicial da apoptose, as células externalizam
na membrana plasmatica o fosfolipidio fosfatidilserina (PS). Sendo assim, o uso da anexina V,
geralmente marcada com o corante FITC, permite observar os niveis de fosfatidilserina
expostas na membrana que se associaram a essa proteina, e constatar se houve o processo de
apoptose precoce (Duarte, 2010).

Outro marcador utilizado em associagdo nesse método € o lodeto de Propidio (IP), o
qual permite estimar que a célula esta na fase tardia de apoptose ou necrose, isto ocorre pela
mensuracdo das células com permeabilidade da membrana, visto que o IP consegue entrar no
citosol (Pec et al., 2003). O uso de ambos corantes sob microscopia de fluorescéncia distingue
as células vivas das apoptdticas e necrdticas. Todavia, 0 ensaio de anexina V nado é capaz de
diferenciar células em apoptose tardia ou necrose, pois em ambos 0s casos as células apresentam
as mesmas caracteristicas, principalmente em relagdo a permeabilidade membranar. Nesse caso,
para maior especificidade faz-se necessario uma complementacdo ao ensaio com um método
que permita diferenciar com maior eficacia os estagios apoptoticos, como por exemplo, o
método de Hoechst-lodeto (Duarte, 2010).
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A avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo é uma técnica que permite identificar
a distribuicao das células em diferentes fases do ciclo. O ciclo da divisao celular é responsavel
por manter os nimeros de células em um determinado organismo ou tecido. Esse ciclo é
dividido em fases com funcdes e duragdes diferentes, sdo a: Fase M, periodo da mitose, onde
tem-se a divisdo nuclear e separacdo das células filhas; Interfase, periodo entre uma mitose e
outra; Fase S, periodo de sintese, que ha replicacdo do DNA nuclear; Fase G1, espaco de tempo
entre o final da fase M e inicio da fase S; Fase G2, intervalo entre o término da fase S e comeco
da fase M. Entretanto, apds a conclusdo da mitose, as células recém formadas podem deixar o
ciclo celular, convertendo-se em células com baixa atividade metabdlica em estado de repouso
— Fase GO (Nakajima, 2010).

Para a avaliacdo da apoptose pelo ciclo celular, sugere-se a combinacgédo de ensaios que
analisem as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e o conteido de DNA das células, como
€ 0 caso da estimativa do conteudo fracionario de DNA (Sub-G1), que é comumente utilizado
em pesquisas (Almeida, 2015).

O Sub-G1 compreende células que apresentam uma quantidade de DNA, devido a
fragmentacdo do mesmo, menor que o estado G1, sendo consideradas apoptoticas ou necréticas
(Almeida, 2015). Desse modo, ao utilizar essa técnica para identificacdo de apoptose €
importante ter cautela na interpretagdo dos resultados e considerar a possivel influéncia de
outras formas de morte celular.

O ensaio JC-1 consiste num método citofluorimétrico qualitativo e quantitativo que é
validado pela analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM) (Chen et al., 2018), tendo
em vista que a deplecdo do PMM é considerada a etapa preliminar da apoptose, antecedendo
até mesmo a condensacao da cromatina e quebra do DNA. Desse modo, corantes lipofilicos
atravessam a membrana celular e agregam-se a mitocéndria atuando como marcador de
fluorescéncia, como € o caso do corante JC-1 (Lu et al., 2018).

Nesse sentido, mitocondrias com baixo potencial da membrana mitocondrial emitem
fluorescéncia verde devido a formacdo de mondémeros de carbocianinas (indicativo de células
em apoptose). Por outro lado, nas mitocéndrias com alto potencial, esses mondémeros se
agregam (J-agregados) e emitem fluorescéncia vermelha (indicativo de células “normais™)
(Angrimani et al., 2015, p. 279).

Em suma, compreende-se que o ensaio Anexina V-FITC/IP detecta o inicio da apoptose
a partir da externalizacdo da fosfatidilserina e a andlise do ciclo celular na regido de sub-G1
detecta a fragmentacdo do DNA, ou seja, a fase tardia da apoptose, enquanto o ensaio JC-1

avalia o potencial de membrana mitocondrial. E vélido salientar que, a apoptose é complexa e
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multifacetada, portanto, faz-se necessario a combinacdo de varios ensaios para obter-se uma
avaliacdo abrangente e confiavel desse processo.

Além dos ensaios para deteccdo de apoptose mencionados, outros também séo
importantes, como o0 ensaio de TUNEL, ensaio de Deteccdo de Fragmentacdo do DNA,
Microscopia Eletrdnica e Imunofluorescéncia para Marcadores Apoptéticos.

Sobre as células tumorais usadas nos ensaios de deteccdo de apoptose, 9 diferentes
linhagens celulares humanas foram testadas, nos 22 estudos citados. As linhagens de linfoma
histiocitico (U-937) e o hepatocarcinoma (HepG2) foram as mais estudadas, 8 e 7 vezes,
respectivamente. As demais linhagens foram estudadas apenas 1 vez cada.

A linhagem U-937 deriva do linfoma histiocitico verdadeiro (LHV) e representa um dos
canceres mais raros e agressivos entre os linfomas Nao-Hodgkin (Stimamiglio, 2004), e este,
origina-se nas células do sistema linfatico e se espalha desordenadamente (Instituto Nacional
do Céncer, 2022d). Essa linhagem foi obtida por meio da efusdo pleural de um paciente
acometido por LHV (Sundstrom; Nilsson, 1976). O isolamento da U-937 mostrou utilidade
frente a investigacdo dos efeitos de variados agentes sobre a evolucdo de células cancerigenas
(Stimamiglio, 2004), assim como para o estudo de diferenciacdo de células hematopoiéticas
(Minafra et al., 2011).

A HepG2 ¢é uma linhagem celular hepética popular, foi uma das primeiras a exibir as
caracteristicas dos hepatocitos. Essa linhagem se mostra Gtil para pesquisas que vao da
oncogénese a citotoxicidade de substancias no figado. Seu isolamento derivou-se do tecido
hepatico de um rapaz com carcinoma hepatocelular diferenciado, e foi descrita como carcinoma
hepatocelular (ou hepatoma, CHC) (Arzumanian; Kiseleva; Poverennaya, 2021). Todavia, a
classificacdo foi incorreta, Lopez-Terrada et al. (2009) descobriram que essa linhagem se
caracteriza como um hepatoblastoma (HB), um tumor maligno que surge no figado de criancas,
predominantemente abaixo dos trés anos, mais comum no sexo masculino (Instituto Nacional
do Cancer, 2022D).

Além de métodos comparativos, um fator importante que contribui para o entendimento
das propriedades farmacoldgicas e bioldgicas das acetogeninas é a determinacdo do ICso
(concentracdo inibitoria média) (He et al., 2016; Dosatti; Judice, 2010). Nesse interim, de
acordo com o National Cancer Institute (NCI), substancias puras com o valor da ICso <4 ug/mL,
sdo consideradas ativas (Suffness; Pezzuto, 1991). Diante disso, na Tabela 1, observa-se que

cerca de 64% dos estudos que realizaram o0s ensaios de apoptose, também, avaliaram a



39

citotoxicidade, ou seja, obtiveram o valor de ICso. Tais valores foram bastante variados de
acordo com a linhagem celular e a acetogenina.

As acetogeninas, como supracitado, sdo subdivididas em seis grandes grupos. Os tipos
de acetogeninas mais testadas foram as bis-THF adjacentes, seguidas pelas mono-THF e bis-
THF ndo adjacentes. Enquanto nenhuma ACG linear, ndo THF e/ou THP e ndo classicas foram
investigadas. Dados mostraram que as acetogeninas com o sistema bis-THF adjacentes sdo
biologicamente mais ativas (He et al. 1997), principalmente quando apresentam 35 atomos ao
invés de 37 (Lima et al., 2012), seguidas em ordem decrescente pelas bis-THF ndo adjacentes,
mono-THF, e as que ndo possuem anéis (Costa, 2016). Além disso, estruturalmente, a presenca
de “trés grupos hidroxila, dois vizinhos aos anéis THF e outro em qualquer posicdo ao longo
da cadeia hidrocarbénica, favorecem a polaridade necessaria para potencializar a atividade das
acetogeninas” (Costa, 2016).

Na Tabela 1, também é possivel observar as partes da planta nas quais as acetogeninas
estudadas foram isoladas. Nos estudos averiguados, a parte da planta mais utilizada foi a raiz.

Em principio, os resultados de citotoxicidade das acetogeninas apresentadas na Tabela
1 foram bastante satisfatorios, o que certamente levou a conducao do estudo para 0s ensaios
mais aprimorados de investigacdo de morte celular. Ressalta-se alguns estudos que serdo
descritos a seguir.

Moghadamtousi et al. (2015a), isolaram a acetogenina annomuricina E, a partir das
folhas da Annona muricata. Os resultados obtidos indicam que a annomuricina E foi capaz de
parar o ciclo celular das células cancerigenas HT-29 na fase G1, pois apds 48h, cerca de 94,60%
das células estavam acumuladas nesta fase. Além disso, no ensaio com dupla marcacdo de
Anexina V com iodeto de propideo, nota-se que a annomuricina E demonstra seus efeitos
citotoxicos atraves da inducdo da apoptose, uma vez que apds 12 horas de tratamento a
populacdo de células em apoptose precoce e tardia representavam 13.9% e 6.9%,
respectivamente. Apos 24 horas, a populagdo de células em apoptose precoce e tardia aumentou
para 27.3% e 13.6%, respectivamente.

Ainda neste estudo, os autores confirmaram que a apoptose foi mediada através da
atividade das caspases 3/7 e 9, pois a annomuricina E provocou dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial e a liberacdo de citocromo C, que consequentemente resultou na
ativacdo da caspase 9. Devido a sua capacidade de interferir com a PMM das células HT -29,
notou-se que Bax (expressa positivamente) e Bcl-2 (expressa negativamente) também estavam
envolvidas no processo apoptotico, sendo assim, fundamenta-se que a apoptose ocorreu pela

via mitocondrial. Todos os ensaios que foram realizados neste estudo apresentaram bons
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resultados e indicaram que a atividade da annomuricina E € eficiente contra células tumorais da
linhagem HT-29. Todavia, outros testes fazem-se necessarios, principalmente em relacdo a
outras linhagens cancerigenas.

Yuan e outros autores (2003) realizaram um dos primeiros estudos que descrevia
detalhadamente os efeitos bioldgicos da annonacina em células neoplésicas, no que diz respeito
a morte celular por apoptose e sua atividade no ciclo celular. Eles isolaram a annonacina a partir
das sementes de Annona reticulata, e analisaram sua citotoxicidade e capacidade de inducgéo da
apoptose em células tumorais T24.

Neste estudo em questdo, a annonacina induziu a parada do ciclo celular das células T24
na fase G1 através da ativacdo de p21 e causou apoptose em uma via relacionada a Bax e
ativacdo de caspase 3. Isso indica que a annonacina € uma substancia anticancerigena
promissora, e que deve continuar sendo estudada.

J& no estudo realizado por Ko e colaboradores (2011) averiguou-se a capacidade da
annonacina de induzir a parada do crescimento e a apoptose em células da linhagem MCF-7
através de vias relacionadas ao receptor de estrogénio o (REa). A annonacina aumentou a morte
celular em 48h, induziu a parada do ciclo celular na fase GO/G1. Junto a isto, a expressao da
proteina Bcl-2 foi diminuida por essa acetogenina.

Paes (2016) em uma das etapas do seu estudo buscou confirmar a atividade de diversas
acetogeninas (annonacina, cherimolina-1, esquamocina, isoannonacina, isocherimolina-1,
motrilina, paraguaina e paraguaina acetilada) na linhagem celular U-937.

No que diz respeito a annonacina, esta ACG foi isolada a partir das raizes da Annona
dioica. Os resultados obtidos mostraram que essa mono-THF pdde exercer atividade citotoxica
na linhagem U-937 tdo bem quanto as outras acetogeninas bis-THF adjacentes e nao adjacentes.
Quanto a inducdo da morte celular por apoptose, constatou-se que annonacina € eficiente,
porém ndo tanto quanto algumas das outras acetogeninas testadas, a exemplo, a paraguaina.

No estudo de Paes (2016), na analise do ciclo celular, na concentracdo de 100 pmol/L a
annonacina foi capaz de promover um deslocamento de 20,70% da populacdo de células
neoplésicas para sub-G1, indicativo de apoptose. Na avaliacdo da morte celular, através da
marcacdo com Anexina V FITC e lodeto de Propideo (IP), apds 12 horas, foi possivel observar
23% das células em apoptose. No ensaio de avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial,
a annonacina foi capaz de acarretar o colapso do PMM de modo consideravel apenas na
concentracdo de 100 pumol/L, causando esse efeito na faixa de 30% das células.

Com base nos resultados obtidos acerca da annonacina nesses trés estudos

supramencionados, compreende-se que ela é uma acetogenina com grande potencial citotdxico,
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mesmo sendo uma mono-THF, que normalmente é considerada menos potente. Além disso,
observa-se que sua eficiéncia, como esperado, varia de acordo com a linhagem que ela é testada
e quando se compara com outras acetogeninas naturalmente mais potentes.

De forma geral, os artigos mostram resultados bastante promissores sobre o potencial
citotoxico e sobretudo sobre a indugdo de morte celular por apoptose das acetogeninas, podendo

guiar futuros estudos e dando fundamentos para testagem in vivo.



Figura 5 - Estrutura das acetogeninas.
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Fonte: elaborado pela autora (2023).
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5.2 ESTUDOS DOS EXTRATOS ISOLADOS DA FAMILIA ANNONACEAE COM
POTENCIAL APOPTOTICO

De modo semelhante ao levantamento bibliogréfico realizado com as acetogeninas
isoladas e exploradas com o potencial apoptético (Tabela 1), também foram compilados dados
sobre 34 diferentes estudos de extratos e fracGes derivados de espécies da familia Annonaceae
(Tabela 3). Algumas pesquisas da mesma espécie variam entre si pelo extrato utilizado, pela
linhagem de cancer, ensaios, citotoxicidade e parte da planta. As pesquisas encontradas
abordam, predominantemente, espécies do género Annona (32 estudos).



Tabela 3 — Espécies da familia Annonaceae testadas quanto ao seu efeito na inducdo de morte celular.
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Nome da espécie Parte da planta Extrato/Fracéo Linhagem Tipo de cancer Citotoxicidade Ensaios/alvos Referéncias
celular bibliogréaficas
Género Anonna
. Linfoma Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Hexano U-937 . 1Cs0 6,07 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
. Leucemia Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Hexano THP-1 " 1C5028,57 pg/mL Paes, 2016
monocitica aguda agarose
) o Linfoma Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Cloroformio U-937 . 1Cs0 6,99 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
) o Leucemia Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Cloroférmio THP-1 » 1C5024,70 pg/mL Paes, 2016
monocitica aguda agarose
) Linfoma Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Metanol U-937 o 1C506,07 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
) Leucemia Eletroforese em gel de
Annona acutiflora Folhas Metanol THP-1 » 1Cs0 12,07 pg/mL Paes, 2016
monocitica aguda agarose
o Ciclo celular; Anexina
) Leucemia mieloide ) Haykal et al.,
Annona cherimola Sementes Etanol KG-1 I1Cs0 57 pg/mL V/IP; Citocromo C;
aguda 2019
Caspase 8 e 9; Bcl-2
Ciclo celular; Anexina
. ) Younes et al.,
Annona cherimola Folhas Etanol MDA-MB-231 Cancer de mama 1C50390,2 pg/mL.  V-FITC/IP; Citocromo 2020
C; Bcl-2
Ciclo celular; Anexina
. ) Younes et al.,
Annona cherimola Folhas Etanol MCF-7 Cancer de mama N.I. V-FITC/IP; Citocromo 2020
C; Bcl-2
Annona cherimola Folhas Etanol KG-1 Leucemia mieloide N.I. Anexina VIPI; BC-2 - Ammoury et
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Nome da espécie

Parte da planta

Extrato/Fracéo

Linhagem
celular

Tipo de cancer

Citotoxicidade

Ensaios/alvos

Referéncias
bibliogréaficas

aguda al., 2019
. Leucemia mieloide Anexina V/PI; Bcl-2 Ammoury et
Annona cherimola Folhas Etanol MonoMac-1 N.I.
aguda al., 2019
o Ciclo celular; Anexina
) Leucemia mieloide Haykal et al.,
Annona cherimola Folhas Aquoso KG-1 N.I. V/PI; Bcl-2; Caspase 8
aguda 2021
e9
Annona ] . ) Caspase 3¢9 Silva et al.,
] Folhas Hexano SiHa Cancer cervical 1C505,53 pg/mL
crassiflora 2019
o i o Linfoma Eletroforese em gel
Annona dioica Raizes Cloroférmio U-937 . 1C50 6,83 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
o i o Leucemia Eletroforese em gel de
Annona dioica Raizes Cloroférmio THP-1 " 1Cs50 10,01 pg/mL Paes, 2016
monocitica aguda agarose
o . ) Linfoma Eletroforese em gel de
Annona dioica Raizes Acetato de etila U-937 . 1C50 10,97 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
o . ) Leucemia Eletroforese em gel de
Annona dioica Raizes Acetato de etila THP-1 . 1C50 26,66 pg/mL Paes, 2016
monocitica aguda agarose
o i ) Linfoma Eletroforese em gel de
Annona dioica Raizes Acetato de etila U-937 . 1Cs0 34,24 pg/mL Paes, 2016
histiocitico agarose
Annona muricata Folhas Etanol HepG2 Hepatocarcinoma  1Cso 150 pg/m,  Ciclo celulary TUNELS 5 et a1 2016
) Extracdo aquosa de . Ciclo celular; Caspase- .
Annona muricata Frutos MDA-MB-468 Cancer de mama 1C504,8 pg/mL Daietal., 2011
acetona 50% 3
] Folhas, galhos e Leucemia PMM,; Ciclo celular Pieme et al.,
Annona muricata . Etanol HL-60 . 1Cs06-12 pg/mL
raizes promielocitica 2014
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Nome da espécie Parte da planta Extrato/Fracéo Linhagem Tipo de cancer Citotoxicidade Ensaios/alvos Referéncias
celular bibliogréaficas
I ——— — —  — — —  — — — — 58656 —— —— — — ——— — — — — —— —  — ——  — — — —  —  — —  ———  — —  — — —— ——— —— —— ——  ——  — — . —————m——I—
Anexina V-FITC/IP;
] ) . 3 ) Moghadamtous
Annona muricata Folhas Acetato de etila A549 Cancer de pulmao 1Cs0 5,09 pg/mL Ciclo celular; Caspase tal. 2014
ietal., a
-3/7 -8 e -9; Bax; Bcl-2
] Leucemia mieloide Caspase-3; TUNEL Ezirimet al.,
Annona muricata Folhas Etanol K562 . 1Cs02,5 mg/mL
cronica 2013
. . . Ciclo celular; Anexina )
Annona muricata Sementes Acetato de etila HCT-116 Cancer colorretal 1Cs501,91 pg/mL Silva, 2019
V-FITC/IP
. Ciclo celular Kimetal.,
Annona muricata Folhas Aquoso MDA-MB-231 Céancer de mama N.I. 2018
Ensaio de dupla )
) Rachmani et
Annona muricata Folhas Etanol T-47D Céncer de mama  1Cs017,149 pg/ml.  marcagéo (brometo de L 2012
al.,
etidio-laranja acridina)
] ) A Ciclo celular; Bax e Moghadamtous
Annona muricata Folhas Acetato de etila HCT-116 Cancer colorretal 1C50 8,98 pg/ml )
Bcl-2 ietal., 2014b
Ciclo celular; Bax e
_ ) ) Bcl-2; caspase 3,7¢9, Moghadamtous
Annona muricata Folhas Acetato de etila HT-29 Cancer de colon 1Cs0 11,43 pg/ml ) ) )
citocromo C; Anexina ietal, 2014b
V-FITC/IP
] o . Ciclo celular; Anexina  Daddiouaissa
Annona muricata Frutos Liquido idnico MCF-7 Céancer de mama 1Cs504,75 pg/mL
V-FITC/IP etal., 2019
) . Ciclo celular; Anexina  Najmuddin et
Annona muricata Folhas Aquoso 4T1 Céncerde mama  1C50251,67 pg/mL
V-FITC/IP al., 2016
. . Anexina-V/PI; Bcl-2; Roham et al.,
Annona reticulata Folhas Metanol T-47D Céancer de mama 1C505,0 pg/mL
Bak; Bax; Caspases 3, 2016
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Nome da espécie Parte da planta Extrato/Fracéo Linhagem Tipo de cancer Citotoxicidade Ensaios/alvos Referéncias
celular bibliogréaficas

8, 9; Ciclo celular

Anexina V-FITC; Al-Seragy;
Annona squamosa Sementes Etanol T-47D Cancer de mama 1Cx0 8,72 png/ml Ciclo celular Kharat; Dhabe,
2018
Género Polyalthia
Polyalthia Carcinoma Ciclo celular; Anexina  Vijayarathna et
o Folhas Metanol HelLa ] N.I.
longifolia cervical humano V-FITC/IP; JC-1. al., 2017
Polyalthia . ] Ciclo celular Afolabi et al.,
o Folhas Metanol PC3 Cancer de prostata N.I.
longifolia 2019

Bax = proteina pro-apoptotica; Bcl-2 = proteina anti-apoptotica; FITC: Fluoresceina; 1Cso = Concentragdo Inibitoria Média; IP = lodeto de Propidio; JC-1 = Iodeto de 5,5’,
6,6’ tetracloro 1,1,3,3” tetraetilbenzimidazolilcarbocianina; N.I. = Ndo Informado.
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Os 32 estudos envolvendo o género Annona abrangeram apenas 7 espécies, dando
destaque a espécie Annona muricata, como mostrado no Gréafico 2. Enquanto o género

Polyalthia teve apenas 2 estudos, sendo ambos com a espécie Polyalthia longifolia.

Gréfico 2 - Espécies investigadas do género Annona.

B A. muricata
u A acutiflora
H A. cherimola
A. dioica
A. squamosa
A. crassiflora

A. reticulata

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Evidéncias etnobotanicas sugerem que os extratos obtidos das diferentes espécies de
Annona e variadas partes da planta sdo comumente utilizados para o tratamento de diversas
patologias na medicina tradicional, que se d& por conta da presenca de compostos bioativos nas
plantas e derivados (Anaya-Esparza et al., 2020). Constatou-se que as folhas foram mais
utilizadas que as outras partes da planta, como raizes, sementes e frutos.

No que tange o0s extratos utilizados, o etanol ganhou destaque, seguido pelo acetato de
etila, metanol, cloroformio, &gua, hexano, extragdo aquosa de acetona 50% e liquido i6nico.

Em relacdo as linhagens celulares investigadas, a U-937, assim como aconteceu com as
acetogeninas, foi a mais testada, seguida pela THP-1, T-47D, KG-1, MDA-MB-231, HCT-116,
MCEF-7, e outras 12 linhagens.

A linhagem celular THP-1 foi estabelecida através do sangue periférico de uma crianca
portadora de leucemia monocitica aguda. Estudos tém sido realizados com essa linhagem
visando o entendimento acerca das respostas imunoldgicas enquanto as células estdo no estado
de mondcito e parecido com macrdfagos (Chanput; Mes; Wichers, 2014).
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Quanto aos tipos de cancer, a leucemia foi a mais pesquisada com abordagem em 6
linhagens diferentes, 0 mesmo aconteceu com o cancer de mama que teve 5 linhagens
investigadas, o cancer de célon/colorretal e o cancer cervical tiveram 2 linhagens estudadas
cada, os demais canceres tiveram apenas uma linhagem celular pesquisada.

O Instituto Nacional do Cancer (2022c) nomeia a leucemia como “os canceres das
células sanguineas da medula Ossea”. As leucemias sdo organizadas de acordo com o
crescimento, onde o crescimento rapido caracteriza uma leucemia aguda e o crescimento lento
uma leucemia crénica. Ainda, ha a diferenciacdo com base nas células que séo afetadas, se sdo
mieloides ou linfoides. Os principais tipos de leucemia séo: leucemia mieloide aguda; leucemia
mieloide crénica; leucemia linfoide aguda; leucemia linfoide crénica (Instituto Nacional do
Cancer, 2022c).

A leucemia mieloide aguda (LMA) tem sua incidéncia aumentada com a idade, portanto
é vista com mais frequéncia em adultos e raramente em criancas. Nesse tipo de cancer, a medula
6ssea produz células anormais que se espalham rapidamente para o sangue, gerando acimulo
no corpo (Haykal et al., 2021). A leucemia mieloide crénica (LMC) tende a acometer idosos,
evoluir lentamente e produzir excessivamente os globulos brancos. Ja a leucemia linfoide aguda
(LLA) é a que mais afeta criancas e também se desenvolve rapidamente. Enquanto a leucemia
linfoide cronica (LLC) estd mais presente entre adultos beirando a fase idosa e dificilmente
acomete criancas (Instituto Nacional do Cancer, 2022c).

O cancer de mama tem como causa a multiplicacdo desordenada de células na mama,
ocorre majoritariamente em mulheres, porém também pode acometer homens com baixissima
frequéncia. Os Varios tipos de cancer mamario podem progredir rapida ou lentamente (Instituto
Nacional do Cancer, 2022a). O desenvolvimento desta patologia tem grande influéncia dos
fatores de riscos relacionados a vida reprodutiva da mulher, por exemplo, menarca precoce,
primeira gestacdo com mais de 30 anos, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia, e a
prépria idade em si (Sartori; Basso, 2019).

Assim como para as acetogeninas, os extratos e fracfes também tiveram sua
citotoxicidade investigada, apenas 7 dos 34 estudos ndo apresentaram seus valores de I1Cso. As
informacdes da Tabela 3 mostram que os estudos realizaram a avaliagéo do ciclo celular, ensaio
de Anexina-V/IP, eletroforese em gel agarose, identificacdo da atividade das caspases, presenca
de Bax, Bcl-2 e Bak, TUNEL, imunofluorescéncia, dupla marcacdo com brometo de etideo e

laranja de acridina e JC-1.
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A aplicabilidade dos ensaios de ciclo celular e Anexina-V foram descritas
anteriormente, visto que, como observado na Tabela 3 estes também foram os ensaios
realizados com maior frequéncia pelos pesquisadores.

A atividade/presenca das caspases e das proteinas Bax, Bak e Bcl-2, podem ser
identificadas, por exemplo, por Western Blotting que consiste huma técnica utilizada para
analisar proteinas e modificacdes pds-traducionais em proteinas, como as proteinas pro-
apoptoticas. E um procedimento que conta com varias fases, onde qualquer alteragdo em uma
destas pode influenciar o resultado. Por isso, também é um método passivel de erro (Mishra;
Tiwari; Gomes, 2017).

A técnica da Eletroforese em Gel de Agarose é capaz de separar fragmentos de DNA ou
outras macromoléculas baseando-se em seu tamanho e carga (Lee et al., 2012), pois é em funcéo
disto que as moléculas se movem no gel em diversas velocidades, permitindo entdo a separacéo.
O ensaio de ELISA de morte celular consegue quantificar os niveis de fragmentacéo ocorrido
no DNA (Haykal et al., 2019). Enquanto, o ensaio de TUNEL detecta a fragmentacédo do DNA
tipica da apoptose. Nessa técnica, a enzima TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase)
adiciona marcadores fluorescentes ou enzimas ligadas a biotina nas extremidades 3'OH de DNA
de cadeia Unica, que séo tipicas da quebra do DNA apoptético (Moore; Savenka; Basnakian,
2021).

Alguns estudos foram selecionados para serem brevemente apresentados, cada um
abordando uma espécie diferente de Annona, com o intuito de mostrar a diversidade e potencial
dos extratos obtidos através de partes dessas plantas.

Haykal e colaboradores (2019) realizaram um estudo cujo objetivo foi investigar as
propriedades antineoplasicas do extrato etandlico de sementes de Annona cherimola na
linhagem KG-1. Esse extrato foi capaz de induzir efeitos apoptoticos sendo demonstrados pelo
aumento da populacéo celular na fase sub-G1 do ciclo celular, que significa células com DNA
fragmentado (indicativo de apoptose), externalizacdo da fosfatidilserina, expressao da proteina
pré-apoptotica Bax e ativacdo das caspase 8 e 9.

Moghadamtousi et al. (2014b) desenvolveram um estudo com o intuito de investigar
propriedades anticancerigenas do extrato de acetato de etila das folhas de Annona muricata na
linhagem HT-29 do cancer de colon. Por meio de alguns ensaios, confirmou-se que o extrato
exerceu efeitos citotdxicos significativos nesta linhagem. Ja a inducdo da apoptose foi
confirmada pela parada do ciclo celular na fase G1 e externalizacdo da fosfatidilserina. Alem
disso, houve perda do potencial de membrana mitocondrial (PMM), liberacdo de citocromo C,

ativacdo de caspases 3, 7 e 9, regulacéo positiva de Bax e negativa de Bcl-2.
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Roham e outros autores (2016) avaliaram os efeitos citotoxicos e antiproliferativos do
extrato metanolico das folhas de Annona reticulata contra a linhagem T-47D do cancer de
mama. Foi confirmada a ativacdo da apoptose pela via mitocondrial, uma vez que houve
regulagéo positiva de Bax e Bak e negativa de Bcl-2, concomitante com a ativagdo de caspases
3 e 9. Ademais, confirmando ainda mais sua eficiéncia, mostrou-se que esse extrato foi capaz
de interromper o ciclo celular na fase G2/M.

Por fim, Silva e colaboradores (2019) avaliaram a capacidade de promover morte celular
por apoptose e a citotoxicidade da fracdo hexanica das folhas de Annona crassiflora frente a
linhagem SiHa do céncer cervical. Os resultados revelaram que a fracdo hexanica induz
apoptose pela via intrinseca, devido a ativacdo das caspase 3 e 9. Junto a isso, a fracdo ainda
conseguiu apresentar efeitos antitumorais in vivo nessas células.

Analisando os resultados dos artigos apresentados na Tabela 3, os estudos mostram
dados favoraveis sobre o potencial citotoxico e sobre a indugdo de morte celular por apoptose
dos extratos e fracGes da familia Annonaceae e especificamente espécies do género Annona.
Estas analises preliminares sdo importantes para estimular a realizacdo de estudos fitoquimicos
destes extratos/fracOes para que possam ser identificadas as substancias responsaveis por tais
efeitos, principalmente, devido ao histérico de que estas espécies produzem biossinteticamente
as acetogeninas. Os resultados obtidos servirdo como base cientifica para a realizacdo de mais
estudos in vitro e, consequentemente, in vivo sobre a eficacia dessas plantas para o tratamento

de canceres.
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6 CONCLUSAO

Apesar dos avangos farmacoterapéuticos, o cancer continua a ser uma das principais
causas de morte em todo 0 mundo. Tomando como principio que a natureza ja se mostrou como
uma grande fonte para a descoberta de medicamentos anticancer, esta revisdo procurou
demonstrar o potencial das espécies da familia Annonaceae, bem como das acetogeninas, no
contexto da atividade antitumoral.

Dessa forma, os achados deste estudo apresentam resultados satisfatorios quanto a
citotoxicidade das acetogeninas e dos extratos e/ou fracdes advindos das espécies da familia
Annonaceae. Atrelado a isso, confirmou-se também sua eficiéncia no que diz respeito a indugédo
da apoptose em células tumorais.

Concomitantemente, os dados obtidos permitiram inferir uma linha racional do
mecanismo de acdo empregado tanto pelas acetogeninas, como pelos extratos/fracdes. Sugere-
se que este € baseado na ativacdo da apoptose pela via intrinseca em varios tipos de linhagens
de células tumorais. Isso porque os dados expostos estdo ligados a uma regulacédo positiva das
proteinas pré-apoptéticas Bax e Bak, bem como a regulacdo negativa da proteina anti-
apoptética Bcl-2, que resulta na perda do potencial de membrana mitocondrial e,
consequentemente, liberacdo de citocromo C para ativagéo de caspases iniciadoras e efetoras
do processo apoptotico.

Sendo assim, o compilado destas investigacdes mostra que estes resultados in vitro séo
cruciais para estimular a realizacdo de novos estudos dessas substancias frente a outras
linhagens cancerigenas. Ademais, esses dados também instigam a progressao para estudos in
vivo em modelos de roedores e, finalmente, para ensaios clinicos, visando avaliar a seguranca

e eficacia terapéutica das acetogeninas e extratos/fragdes mais promissores.
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