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RESUMO: O género Annona pertence a familia Annonaceae que representa uma das
familias botancias de Angiospermas mais antigas que existem, com cerca de 128 géneros e
2.106 espécies, muitas das quais tém sido estudadas pela produgdo de compostos do
metabolismo especializado, como alcaloides, acetogeninas e terpenos. Estes compostos,
produzidos nos diversos 6rgdos vegetais, sdo de elevado interesse pois possuem atividades
bioldgicas contra bactérias, fungos, e at¢ mesmo células cancerigenas. O cancer ¢ uma das
principais causas de mortes no mundo e necessita de alternativas para combaté-lo. Uma vez
que os compostos sdo biossintetizados de maneira especifica nos 6rgaos vegetais, o estudo
da quimiodiversidade dos o6rgdos de diferentes espécies do género Annona representa
importante ferramenta na busca por compostos que apresentem atividade biologica, dentre as
quais atividade citotoxica, o que podera auxiliar na produ¢do de fairmacos anticancerigenos.
Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo geral explorar a quimiodiversidade de
espécies do género Annona com foco no potencial citotoxico contra células cancerigenas,
visando a bioprospec¢ao de compostos bioativos. Neste contexto, a tese estd organizada em
dois capitulos; o primeiro consta de revisdo sistematica, afim de selecionar trabalhos que
identificaram compostos presentes em 6rgaos vegetais de espécies de Annona com o objetivo
de analisar se hé relagdes entre a quimiodiversidade dos diferentes 6rgdos e a atividade
anticancerigena de espécies de Annona; o segundo tem como objetivo geral avaliar se ha
quimiodiversidade em o6rgdos de espécies de Annona capaz de provocar variagdes na
atividade citotoxica contra células cancerigenas, em especial contra cancer de prostata (PC-
3). No primeiro capitulo, foi observado na revisdo sistematica que as variagdes na
quimiodiversidade dos orgdos vegetais de espécies de Annona resultam em diferentes
citotoxicidades contra as diversas linhagens de células cancerigenas. No segundo capitulo,
verificou-se que diferencas na composicdo quimica dos 6rgdos das diferentes espécies de
Annona resultaram em variagdes na citotoxicidade contra PC-3. O extrato de acetato de etila
de sementes de A. emarginata apresentou maior citotoxicidade contra células de cancer de
prostata (PC-3) em relacdo aos demais extratos estudados, sendo o primeiro relato de
atividade anticancerigena de A. emarginata. Tal citotoxidade pode estar relacionada a
presenga de compostos no extrato de acetato de etila de sementes de A. emarginata que nao
foram detectados nas sementes das demais espécies estudadas, demonstrando diferencas na

quimiodiversidade de um mesmo 6rgdo em espécies do mes mo género.

Palavras-chave: Annonaceae, citotoxicidade, 6rgdos vegetais, cancer.



ABSTRACT: The genus Annona belongs to the Annonaceae family, which represents one
of the oldest botanical families of Angiosperms that exist, with around 128 genera and 2,106
species, many of which have been studied for the production of specialized metabolic
compounds, such as alkaloids, acetogenins and terpenes. These compounds, produced in
various plant organs, are of great interest as they have biological activities against bacteria,
fungi, and even cancer cells. Cancer is one of the main causes of death in the world and
requires alternatives to combat it. Since the compounds are biosynthesized in a specific way
in plant organs, the study of the chemodiversity of the organs of different species of the genus
Annona represents an important tool in the search for compounds that present biological
activity, including cytotoxic activity, which could assist in the production of anticancer drugs.
Therefore, the present work had the general objective of exploring the chemodiversity of
species of the genus Annona with a focus on the cytotoxic potential against cancer cells,
aiming at bioprospecting for bioactive compounds. In this context, the thesis is organized
into two chapters; the first consists of a systematic review, in order to select works that
identified compounds present in plant organs of Annona species with the aim of analyzing
whether there are relationships between the chemodiversity of different organs and the
anticancer activity of Annona species; the second has the general objective of evaluating
whether there is chemodiversity in organs of Annona species capable of causing variations
in cytotoxic activity against cancer cells, especially against prostate cancer (PC-3). In the
first chapter, it was observed in the systematic review that variations in the chemodiversity
of plant organs of Annona species result in different cytotoxicities against different cancer
cell lines. In the second chapter, it was found that differences in the chemical composition of
the organs of different Annona species resulted in variations in cytotoxicity against PC-3.
The ethyl acetate extract from 4. emarginata seeds showed greater cytotoxicity against
prostate cancer cells (PC-3) in relation to the other extracts studied, being the first report of
anticancer activity of A. emarginata. Such cytotoxicity may be related to the presence of
compounds in the ethyl acetate extract of A. emarginata seeds that were not detected in the
seeds of the other species studied, demonstrating differences in the chemodiversity of the

same organ in species of the same genus.

Keywords: Annonaceae, cytotoxicity, plant organs, cancer.
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1. INTRODUCAO

A familia Annonaceae possui cerca de 128 géneros e 2.106 espécies, sendo o género
Annona um dos maiores da familia, composto por aproximadamente 166 espécies (WFO,
2024).

As espécies de Amnnona apresentam diversas propriedades bioldgicas, como
antioxidante (Silva et al., 2018), antimicrobiana (Lage et al., 2014), anti-inflamatoria (Foong
et al., 2012) e anticancerigena (Nakano et al., 2013). Tais propriedades biologicas se devem
a presenca de compostos produzidos pelo metabolismo especializado das plantas nos
diversos 6rgaos vegetais (Leite et al., 2020). Os compostos sdo biossintetizados de forma
especifica, de acordo com sua funcdo de adaptagdo e defesa (Wink, 2010, Hartmann, 2007),
como alcaloides antifingicos nas raizes, (De-la-Cruz-Chacon et al., 2011), terpenos de defesa
contra herbivoria nas folhas (Singh e Sharma, 2015) e acetogeninas que protegem as
sementes contra insetos e patégenos (Hernandez et al., 2015, De-la-Cruz-Chacén et al.,
2012).

A atividade anticancerigena do género Annona tem sido amplamente estudada,
utilizando extratos e compostos isolados de varias espécies (Nakano et al., 2013) contra
diversas linhagens de células cancerigenas, como PC-3 (cancer de prostata), MCF-7 (cancer
de mama) ¢ HT-29 (cancer de colon) (Costa et al., 2013).

Os alcaloides (Yun et al., 2021), acetogeninas (Jacobo-Herrera, et al., 2019), terpenos
(Greay e Hammer, 2015), flavonoides (Kopustinskiene et al., 2020), cumarinas (Thakur et
al., 2015), ciclopeptideos (Zhang et al., 2021) e saponinas (Man et al., 2010) sdo compostos
que apresentam mecanismos de acdo contra células cancerigenas como paralizagdo do ciclo
celular, apoptose e autofagia (Yun et al., 2021; Jacobo-Herrera, et al., 2019; Greay e
Hammer, 2015; Kopustinskiene et al., 2020; Thakur et al., 2015; Zhang et al., 2021; Man et
al., 2010). Tais compostos ja foram relatados em espécies de Annona (Rabelo et al., 20211,
Chiu et al., 2003, Cascaes et al., 2022, Vega et al., 2007, Sosa-Rueda et al., 2022, Fuel et al.,
2021, Pena et al., 2022), podendo fazer parte do potencial anticancerigeno de seus extratos.

O cancer ¢ um grave problema de saude publica, sendo uma das principais causas de
mortes no mundo (Thun et al., 2010, Santos et al., 2023). Os canceres de prostata, mama,
pulmao e cdlon estdo entre os mais recorrentes (Thun et al., 2010). O cancer de prostata € o

mais comum em homens e por ser uma doenca altamente prevalente, tem sido alvo de
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pesquisas utilizando vérios modelos, dentre eles as linhagens celulares, onde uma das mais
utilizadas sdo as células PC-3 (Tai et al., 2011).

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho ¢ explorar a quimiodiversidade
de espécies do género Annona com foco no potencial citotdxico contra células cancerigenas,
visando a bioprospeccdo de compostos bioativos. Para atender tal objetivo, o presente
trabalho foi dividido em dois capitulos, onde o primeiro consiste em uma revisao sistematica,
afim de analisar se ha relagdes entre a quimiodiversidade dos diferentes 6rgaos e a atividade
anticancerigena de espécies de Annona; e o segundo tem como objetivo geral avaliar se ha
quimiodiversidade em o6rgdos de espécies de Annona capaz de provocar variagdes na
atividade citotoxica contra células cancerigenas, em especial contra cancer de prostata (PC-

3).
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2. CAPITULO I: Atividade anticancerigena de espécies de Annona: uma revisio

sistematica

2.1 RESUMO: O género Annona, que pertence a familia Annonaceae, possui diversas
atividades bioldgicas, dentre as quais atividade anticancerigena. O cancer ¢ uma das maiores
causas de mortes no mundo, demandando investigacdo de novas alternativas para combaté-
lo. A presente revisdo sistemdtica tem como objetivo observar se ha relagcdes entre a
quimiodiversidade dos diferentes orgdos vegetais do género Amnona e sua atividade
anticancerigena. Foi realizada uma busca sistematica nos bancos de dados Scopus, PubMed
e Web of Science, utilizando os termos de pesquisa: “Annona” AND “antitumor OR
anticancer OR cytotoxic OR antitumoral OR cancer”. Foram estabelecidos critérios de
inclusdo e exclusdo, onde foram incluidos na presente revisdo estudos que mencionaram
quais compostos estavam presentes nos extratos de espécies de Annona que apresentaram
acao contra células cancerigenas. De 166 espécies do género Annona, apenas 29 tiveram seus
extratos ou compostos estudados em relacdo a sua atividade anticancerigena, sugerindo que
ainda existe muito a ser explorado. Os 6rgaos vegetais mais estudados sao folhas e sementes,
sendo as acetogeninas extraidas de sementes, os compostos mais testados isoladamente
contra células cancerigenas, indicando grande interesse em seu potencial citotoxico. A
presenga de compostos com atividade anticancerigena comprovada como alcaloides,
acetogeninas, terpenos, flavonoides, cumarinas, ciclopeptideos e saponinas variou de acordo
com os diversos 0rgdos vegetais. Sendo assim, foi possivel concluir que a quimiodiversidade
dos 6rgaos vegetais das diferentes espécies de Annona atua de maneira diferente contra as

células cancerigenas.

Palavras-chave: Annonaceae, quimiodiversidade, cancer

2.2 ABSTRACT: The genus Annona, which belongs to the Annonaceae family, has several
biological activities, including anticancer activity. Cancer is one of the biggest causes of
death in the world, requiring investigation of new alternatives to combat it. The present
systematic review aims to observe whether there are relationships between the
chemodiversity of different plant organs of the genus Annona and their anticancer activity.

A systematic search was carried out in the Scopus, PubMed and Web of Science databases,
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using the search terms: “Annona” AND “antitumor OR anticancer OR cytotoxic OR
antitumor OR cancer”. Inclusion and exclusion criteria were established, where studies that
mentioned which compounds were present in extracts of Annona species that showed action
against cancer cells were included in the present review. Of 166 species of the Annona genus,
only 29 have had their extracts or compounds studied in relation to their anticancer activity,
suggesting that there is still much to be explored. The most studied plant organs are leaves
and seeds, with acetogenins extracted from seeds being the compounds most tested in
isolation against cancer cells, indicating great interest in their cytotoxic potential. The
presence of compounds with proven anticancer activity such as alkaloids, acetogenins,
terpenes, flavonoids, coumarins, cyclopeptides and saponins varied according to the different
plant organs. Therefore, it was possible to conclude that the chemodiversity of plant organs

from different Annona species acts differently against cancer cells.

Keywords: Annonaceae, chemodiversity, cancer

2.3 INTRODUCAO

A familia Annonaceae, que faz parte da ordem Magnoliales, possui cerca de 128
géneros e 2.106 espécies, representando uma das familias de angiospermas mais primitivas.
Possui importancia evolutiva, ecologica e econdmica, estando distribuida nas areas tropicais
da América, Africa e Asia. O género Annona é um dos maiores géneros da familia
Annonaceae, possuindo aproximadamente 166 espécies (Chatrou, 1999; WFO, 2024).

As espécies de Annona apresentam diversas atividades biologicas, como
antimicrobiana (Lage et al., 2014), inseticida (Krinski et al., 2014), antioxidante (Silva et al.,
2018), anti-inflamatéria (Foong et al., 2012), anticancerigena (Nakano et al., 2013),
despertando o interesse para que sua composi¢ao quimica fosse alvo de pesquisas cientificas
(Leite et al., 2020).

A atividade anticancerigena do género Annona é uma das propriedades biologicas
amplamente investigada, tendo sido relatada contra diversas linhagens de células tumorais,
tais como MCF-7 (mama), OVCAR-3 (ovario), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (prostata), HT-
29 (co6lon), U-251 (cérebro) K-562 (leucemia) e 786-0 (rim) (Volobuff et al., 2019).

14



O cancer ¢ a terceira principal causa de morte em todo o mundo, e estima-se que até
2030 havera cerca de 26 milhdes de novos casos e 17 milhdes de mortes por ano. Os canceres
de prostata, mama, pulmao e colon estdo entre os mais comuns em todo o mundo (Thun et
al., 2010).

Alcaloides (Yun et al., 2021), acetogeninas (Jacobo-Herrera, et al., 2019), terpenos
(Greay e Hammer, 2015), flavonoides (Kopustinskiene et al., 2020), cumarinas (Thakur et
al., 2015), ciclopeptideos (Zhang et al., 2021) e saponinas (Man et al., 2010) s3o compostos
que apresentam mecanismos de a¢do contra células cancerigenas, como parada do ciclo
celular, apoptose e autofagia (Yun et al.,, 2021; Jacobo-Herrera, et al., 2019; Greay e
Hammer, 2015; Kopustinskiene et al., 2020; Thakur et al., 2015; Zhang et al., 2021; Man et
al., 2010). No género Annona ja foi relatada a presenca de tais compostos, onde alcaloides
(Rabelo et al., 20211), acetogeninas (Chiu et al., 2003), terpenos (Cascaes et al., 2022)
flavonoides (Vega et al., 2007) e ciclopeptideos (Sosa-Rueda et al., 2022) foram testados
isoladamente, comprovando seu potencial citotoxico.

A biossintese de compostos ¢ especifica de cada 6rgao vegetal, estando relacionada
as suas fungdes na planta, de defesa e adaptacdo ao ambiente (Wink, 2010, Hartmann, 2007),
como por exemplo os terpenos nas folhas, com intuito de repelir herbivoros (Singh e Sharma,
2015), alcaloides nas raizes como defesa a fungos fitopatogénicos (De-la-Cruz-Chacon et al.,
2011) e acetogeninas nas sementes para protecao contra insetos e patdgenos (Hernandez et
al., 2015, De-la-Cruz-Chacén et al., 2012).

Frente a importancia de se encontrar novos tratamentos para o combate ao cancer, aos
diversos relatos de atividade anticancerigena do género Annona e a especificidade na
biossintese de compostos de acordo com os 6rgdo vegetais, a presente revisdo sistematica
tem como objetivo observar se ha relacdes entre a quimiodiversidade dos diferentes 6rgaos
vegetais e a atividade anticancerigena de espécies de Annona, fornecendo informagdes que

possam direcionar novas pesquisas, incentivando o uso de fontes vegetais menos exploradas.

2.4 MATERIAL E METODOS

Foi utilizada uma estratégia de pesquisa em bancos de dados, onde os artigos

encontrados foram submetidos a critérios de inclusdo e exclusdo; dados foram extraidos dos
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artigos incluidos na presente revisdo, de acordo com o objetivo do trabalho (adaptado de

Chan et al. 2020, Kazman et al., 2020, Cascaes et al., 2021).

2.4.1 Estratégia de pesquisa

Uma busca sistematica foi realizada através dos bancos de dados Scopus, PubMed e
Web of Science. Foram pesquisados artigos publicados até 2023 (ultimo acesso em 13 de
Dezembro de 2023), usando os termos de pesquisa: “Annona” AND “antitumor OR
anticancer OR cytotoxic OR antitumoral OR cancer”, que resultou em 801 artigos em
Scopus, 404 artigos em PubMed e 389 artigos em Web of Science. Apos a busca inicial, os
artigos foram filtrados para excluir estudos duplicados, revisdes, estudos que nao envolviam
espécies de Annona, que ndo realizaram teste in vitro contra células cancerigenas e artigos

ndo acessiveis.

2.4.2 Critérios de inclusiao e exclusio

Foram incluidos na revisdo estudos que mencionaram quais compostos estavam
presentes nos extratos de espécies de Ammona que apresentaram agdo contra células
cancerigenas.

Foram excluidos estudos que ndo mencionavam quais compostos estavam presentes

nos extratos de espécies de Annona testados contra células cancerigenas.
2.4.3 Extracao de dados

Os dados extraidos dos estudos incluiram espécie de Annona, érgao vegetal utilizado
para extragdo, composto presente no extrato testado contra células cancerigenas, composto

isolado testado contra células cancerigenas, linha de célula cancerigena testada, autor e ano

de publicacao.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na Figura 1, um total de 1.594 resumos foram identificados na
busca inicial. Apos triagem de titulos e resumos e remogao de artigos duplicados, artigos que
ndo envolviam espécies de Annona, que nao realizaram teste in vitro contra células
cancerigenas, revisdes e artigos ndo acessiveis, 263 artigos foram selecionados quanto a
relevancia para o objetivo da revisao.

Dos 263 artigos identificados, foram excluidos 91 trabalhos por ndo relatarem os
compostos presentes nos extratos testados contra células cancerigenas. Sendo assim, um total

de 172 artigos foram incluidos nesta revisao (Figura 1).

Registros identificados por meio de Artigos excluidos: (n =1.331)
pesquisa em banco de dados : :

o . « Artigos duplicados

i (Scopus, PubMtzd e Web of Science) - Artigos sem espécie de

_g (n=1.594) - Annona

= s = 801 v » Estudos sem teste in vitro

3 P ctc))l\r;luz(n ~ 404) contra células cancerigenas

=2 uohte (n= _ ) * Artigos irrelevantes (por

Web of Science (n = 389) exemplo: revisdes)
. ) * Artigos nao acessiveis

- v Artigos excluidos: (n = 91)

[ . ~ o

= Relatérios avaliados para * Artigos que nao identificaram

E elegibilidade (n = 263) 0s compostos presentes nos
extratos testados contra
células cancerigenas

Estudos incluidos na reviséo
(n=172)

o
2
e
3]
=

Figura 1: Fluxograma PRISMA para revisoes sistemdticas (Page et al., 2020)
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Foram encontrados artigos com 29 espécies do género Annona (Figura 2), sendo A.
muricata a espécie mais estudada, estando presente em 29,06 % dos artigos, seguida por A.
squamosa, presente em 18,02% dos artigos (Figura 2).

Os orgados vegetais mais estudados foram folhas (45,3% dos artigos) e sementes
(33,1% dos artigos), seguidos por caules (11%), frutos (12,7%) e raizes (4%) (Figura 3). Nao
foram encontrados trabalhos com flores, sendo uma lacuna em relacdo aos 6rgaos vegetais
de Annona e sua atividade anticancerigena.

Foram identificados compostos que possuem mecanismos de acdo contra células
cancerigenas (Yun et al., 2021; Jacobo-Herrera, et al., 2019; Greay e Hammer, 2015;
Kopustinskiene et al., 2020; Thakur et al., 2015; Zhang et al., 2021; Man et al., 2010), em
Annona, como alcaloides, acetogeninas, terpenos, flavonoides, cumarinas, ciclopeptideos e
saponinas (Tabela 1). O composto mais encontrado em estudos com caules, raizes, frutos e
sementes foram as acetogeninas, ¢ em folhas os flavonoides (Figura 4). Acetogeninas,
alcaloides e flavonoides foram identificados em todos os 6rgaos estudados. Terpenos nao
foram relatados apenas nas raizes. Saponinas foram encontradas em folhas, frutos e sementes,
enquanto ciclopeptideos foram identificados apenas em sementes (Figura 4).

Dos 172 artigos, 46,5% testaram apenas extratos gerais (majoritariamente etanolicos),
48,8% testaram apenas compostos isolados e 4,6% testaram extratos gerais € compostos
isolados.

Dos trabalhos que testaram compostos isoladamente, 72,8% utilizaram acetogeninas
isoladas (Figura 5A), das quais 52,2% foram extraidas de sementes (Figura 5B), sugerindo
grande interesse por seu potencial anticancerigeno. Os alcaloides e terpenos representam,
separadamente, apenas 6,5% dos compostos estudados de forma isolada, representando uma
lacuna a ser explorada (Figura 5A).

Apesar da identificagdo de determinados compostos nos extratos vegetais, ndo
significa que existam apenas esses compostos nos orgdos de onde foram extraidos, nem
mesmo no proprio extrato, uma vez que diferentes solvente extratores e técnicas de detec¢do
selecionam compostos distintos.

Os solventes extraem compostos de acordo com sua polaridade (Katritzky et al.,
2004), portanto, os compostos que estardo presentes no extrato dependem do solvente

utilizado. J& em relacdo as técnicas de deteccdo, elas sdo especificas para determinado
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composto, porém nao exclui a possibilidade de haver outros compostos no mesmo extrato,

como por exemplo o reagente Kedde que ¢ especifico para determinar a presenga de

acetogeninas (Lima et al., 2012®), assim como o teste de Salkowski para deteccdo de

terpenos e de Dragendorff para alcaloides (Verma et al., 2020).

Sendo assim, ndo € possivel afirmar que apenas os compostos citados nos artigos

desta revisdo sejam os responsaveis pela atividade anticancerigena dos extratos testados, mas

sim, a sinergia de todos os compostos presentes, mesmo que nado identificados.

Tabela 1: Compostos identificados nos extratos dos 6rgaos vegetais de espécies de Annona

testadas contra linhagens de células cancerigenas

Espécie Orgio
vegetal
A. cacans Fruto
A. cherimola Fruto e
semente
A. cherimola Folha
A. cherimola Semente

Compostos
presentes nos
extratos testados
contra células
cancerigenas

- Acetogenina:
anoreticuina-9-ona
- Flavonoides:
quercetina-3-O-b-
glicosideo-6-O-
arhamnosideo e
kaempferol-3-O-b-
glicosideo

- Polifenois

- Flavonoides

- Taninos

- Terpenos:
terpenoleno e
germacrene D
(majoritarios)

- Fenilpropanoides:
acido 3-O-cafeoil-
5-O-malonilquinico
- Flavonoides:
procianidina B1,
procianidina B2,
quercetina-3-O-a-
L-ramnopiranosil-
(1—6)-B-D-
galactopiranosido e
rutina

- Terpenos: salanin,
lineariifolianoide
A, trichagmalin D e
acido dulcioico

- Acetogeninas:
anohexocina,
anopentocina A,
(2,4-cis)-
isoanonacina e
anocatalina

- Glicosideo:
difilina

- Saponina:
filiasparoside C

Células
cancerigenas

Cérebro (U-251),

mama (MCF-7),
ovario
(NCI/ADR-RES
e OVCAR-3),
pulméo (NCI-
H460), prostata
(PC-3), colon
(HT-29) e
leucemia (K-
562) e rim (786-
0)

Linfoma (CRL-
1596)

Leucemia
(Mono-Mac-1 e
KG-1)

Colon (T84,
HCT-15, SW-
480)

Compostos
isolados
testados contra
células
cancerigenas
- Acetogenina:
anoreticuina-9-

ona

Células
cancerigenas

Cérebro (U-251),
mama (MCF-7),
ovario
(NCI/ADR-RES
e OVCAR-3),
pulméo (NCI-
H460), prostata
(PC-3), colon
(HT-29) e
leucemia (K-
562) e rim (786-
0)

Autores

Volobuff et al.,
2019

Al-Shaya et al.,
2020

Ammoury et al.,
2019

Fuel et al., 2021
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. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

. cherimola

Semente

Folha

Semente

Folha

Folha

Semente

Raiz

Semente

Semente

Semente

Semente

Semente

- Acetogeninas

- Fitoesterois: Beta-

Sitosterol e Beta-
estigmasterol
(majoritarios)

- Flavonoides:
astragalina e
catequina

- Acidos graxos
- Terpenos

- Fenois

- Acidos cindmicos

- Compostos
fendlicos
- Flavonoides

- Alcaloides

- Acetogeninas:
annonacinone ¢
annonacina

- Acidos graxos:

acido laurico, acido

miristico, acido
palmitico, acido
estedrico, acido
elaidico, acido
oleico, acido
linoléico e acido
linolénico

Colon (CaLo)

Leucemia (KG-1,
Mono-Mac-1) e
linfoma (U-937)

Leucemia (KG-1
e Mono-Mac-1)

Pele (A-2058 ¢
Sk-Mel-28)

Leucemia (K-
562),

cérebro (U-251),
prostata (PC-3),
colon (HCT-15),
mama (MCF-7)

Estomago (SNU-
D

- Acetogeninas:
molvizarina,
cherimolina-1,
motrilina,
anonacina e
anonisina

- Acetogeninas:
annomolina e
annocherimolina

- Alcaloides:
coritenchina e
isocoreximina

- Ciclopeptideo:
cherimolaciclope
ptideo C

- Ciclopeptideos:
cherimolaciclope
ptideo E e
cherimolaciclope
ptideo F

- Acetogeninas:
cis -annonacina e
(2,4) -cis e trans-
isoannonacinas

- Acetogeninas:
anocherina e
(2,4)-cis-e
trans -
anocherinonas

Ovario (IGROV-
1) e utero (HeLa)

Pulmaio (A-
549), mama
(MCF-7),

c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas (MIA
PACA-2)
Leucemia (K-
562),

cérebro (U-251),
prostata (PC-3),
colon (HCT-15),
mama (MCF-7)
Nasofaringe
(KB)

Nasofaringe
(KB)

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
cblon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas (MIA-
PACA-2)
Pulmaéo (A-
549), mama
(MCEF-7),

cblon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas (MIA-
PACA-2)

Garcia-Aguirre
et al., 2008
Gutiérrez et al.,
2020

Haykal et al.,

2019

Haykal et al.,
2021

Iacopetta et al.,
2022

Kim et al., 2001

Martinez-
Vazquez et al.,
2005

Welé et al., 2004

Welé et al., 2005

Woo et al.,
19990

Woo et al.,
1999«

Macuer-Guzman
etal., 2023
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A. coriace

A. coriace

A. coriace

A. cornifolia

A. cornifolia

A. cornifolia

A. cornifolia

A. crassiflora

Folha

Raiz

Folha

Semente

Semente

Semente

Semente

Fruto

- Alcaloides

- Acetogeninas:
bulatacina,
anonacina,
anohexocina,
anomuricina E e
coriaheptocinina

- Acetogeninas

- Acidos graxos

- Acetogeninas

- Acidos fenolicos:
p-cumarico, galico,
quinico e feralico
- Flavonoides:
apigenina,
epicatequina, 2'-5-
dimetoxiflavona,
3',7-dimetoxi-3-
hidroxiflavona,
kaempferol-3-O-
glicosideo e 3-O-
rutinosideo ,
quercetina-3-O-
glicosideo,
procianidina B2 e
rutina

- Alcaloides:

xilopina, estefagina

e romucosina
- Acetogenina:
anonacina

Utero (CaSki,
HeLa e SiHa)

Cérebro (U-251 ¢
GAMG)

Pele (UACC-62),
rim (TK-10) e
mama (MFC-7)
Fibroblasto
tumorgénico
(L929), cérebro
(C6), pele
(MeWo) e mama
(MDA-MB-231)

Cérebro (U-251),
mama (MCF-7),
prostata (PC-3),
ovario (OVCAR-
3), célon (HT-
29) e figado
(Hep-G2)

- Acetogeninas:
coriadienina,
bisepoxicoriadie
nina,

coriacina, 4-
desoxicoriacina e
gigantetronenina

- Acetogenina:
cornifolina

- Octaacetato de
sacarose

- Acetogeninas:
4-
desoxylongimici
na, folianina A,
folianina B,
squamocina M,
squamocina L,
squamocina E,
squamocina H,
annofolina,
isolongimicina
B, glaucanisina,
glaucanetina,
bullatacina,
cornifolina,
annotacina e
longimicina B

Nasofaringe
(KB)

Fibroblasto
tumorgénico
(L929), cérebro
(C6), pele
(MeWo) e mama
(MDA-MB-231)
Pele (UACC-
62), rim (TK-10)
e mama (MCF-7)
Pele (UACC-
62), rim (TK-10)
e mama (MCF-7)

Gomes et al.,
2019

Silva et al., 1996

Sousa et al.,
2023

Lima et al.,
20120

Lima et al.,
2012

Limaetl, 2013

Limaetl, 2014

Carvalho et al.,
2022
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A. crassiflora

A. crassiflora

A. crassiflora

A. crassiflora

A. crassiflora

A. crassiflora

A. dioica

Fruto

Folha

Fruto e
semente

Folha

Semente

Folha

Folha

- Alcaloides:
isopilina,
isoboldina,
isocorydina,
anonaina,
nuciferina,
xilopina,
estefalagina,
liriodenina e
aterospermidina
- Acetogeninas:
bulatanocina,
bulatacina,
anomontacina e
desacetiluvaricina

- Compostos
fenolicos:
catequina,
epicatequina,
rutina, quercetina,
naringenina, acido
protocatecuico,
acido 4-
hidroxibenzdico,
acido vanilico,
acido clorogénico,
acido cafeico, acido
p-cumarico e acido
rertlico

- Taninos

- Flavonoides:
quercetina 3-O-
glicosideo,
quercetina-O-metil-
O-hexosideo e
kaempferol-3-O-
ramnosideo

- Acidos graxos

- Alcaloides:
nornuciferina,
hidroxidehidronucif
erina e norglaucina
- Acetogeninas:
coriaciclodienina,
anoglaucina,
rolliniastatina,
reticulacinona,
goniotriocina e
coriaheptocina

- Flavonoides:
quercetina 3-O--
galactosideo e
kaempferol-3-O-p-
galactosideo

Figado (Hep-G2)

Cérebro (U-251),
mama (MCF-7),
ovario
(NCI/ADR-RES
e OVCAR-3),
pulméo (NCI-
H460), prostata
(PC-3), colon
(HT-29) e
leucemia (K-
562)

Utero (CaSki,
SiHa e HeLa)

Utero (HtTA-1,
HR5, HeLa,
SiHa, BU25TK,
HR5-CL11 e
CaSki)

Cérebro (U-251),
pele (UACC-62),
mama (MCF-7),
ovario
(NCI/ADR-RES
e OVCAR-3),
rim (786-0),
pulméo (NCI-
H460), colon
(HT-29) e
leucemia (K-
562)

- Alcaloides:
crassiflorina,
xilopina,
litseglutina B e
estefalagina

- Policetideo:
araticulina

Célon (HCT-
116) e mama
(MCEF-7)

Pulmio (A-549),
c6lon (HT-29),
mama (MCF-7),
pele (RPMI-
7951) e cérebro
(U-251)

Justino et al.,
2021

Pena-Hidalgo et
al., 2021

Prado et al.,
2020

Rosa et al., 2021

Santos et al.,
1996

Silva et al., 2019

Formagio et al.,
20130
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A. dioica

A. diversifolia

A.
dolabripetala

A. glabra

A. glabra
A. glabra

A. glabra

A. glabra

A. glabra

Folha

Semente

Folha

Fruto

Fruto

Fruto

Folha

Folha

Folha

- Flavonoides:
quercetina-3-O-a-
L-ramnopiranosil-
(1 — 2)-a-L-
arabinopiranose,
kaempferol-3-O-a-
L-ramnopiranosil-
(1 — 2)-a-L-
arabinopiranose,
quercetina-3-O-
arabinosideo,
kaempferol-3-B-D-
(6-O-trans-p-
coumaroil)-
glucopiranosideo,
quercetina 3-O-o-
L-ramnopiranosil-
(1 —3)-a-L-
arabinopiranose,
kaempferol-3-O-
[3",6"-di-O-p-
coumaroil]-B-D-
galactosideo

- Alcaloide:
liriodenina

Linfoma (U-937)

- Flavonoides:
kaempferol, 3-O-
[3",6"-di-O-p-
hidroxicinamoil]-
beta-
galactopiranosil-
kaempferol, 6"-
O-p-
hidroxicinamoil-
beta-
galactopiranosil-
kaempferol e 3-
O-beta-
galactopiranosil-
caempferol

- Acetogeninas:
laherradurin e
cherimolina-2

- Glicosideos
ent-caurano:
annoglabasina H

- Acetogenina:
annomontacina
- Icariside D2

- Acetogeninas:
glabracinas A e
B

- Acetogeninas:
glacinas A ¢ B

- Acetogeninas:
annoglacinas A e
B

Ascite de Ehrlich
(EACC)

Utero (HeLa) e
colon (SW-480)

Pulméo (LU-1),
mama (MCF-7),
pele (SK-Mel-2)
e nasofaringe
(KB)

Figado (Hep-G2)

Leucemia (HL-
60)

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
cblon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmiéo (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Vega et al., 2007

Schlie-Guzman
et al., 2009

Pereira et al.,
2023

Anheta., 2014

Chen et al., 2004
Hien et al., 2016

Liu et al., 19980

Liu et al., 1998

Liu et al., 19990
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A. glabra

A. glabra

A. glabra

A. glabra

A. glabra

A. glabra

'

. globiflora

'

. hypoglauca

A. jahnii

A. jahnii

A. leptopetala

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Semente

Semente

Caule

Caule

Caule

Folha

- Flavonoides

- Terpenos

- Glicosideos

- Esterdides

- Saponinas

- Taninos

- Antraquinonas
- Tritriacontano
- 13, 17-dimetil-
tritriacontano

- Limoneno
(majoritarios)

- Alcaloides
- Compostos
fendlicos

- Terpenos:
espatulenol e a-
limoneno
(majoritarios)

Leucemia (MC-
1010)

Colon (CACO-2,
ATB-37), figado
(Hep-G2), mama
(MCF-7, HTB-
22), pulmdes (A-
549), prostata
(PC-3)e
pancreas
(PANC-1)

Mama (MCF-7)

Cérebro (U-251),
mama (MCF-7),
ovario
(NCI/ADR-RES
e OVCAR),

rim (786-0),
pulméo (NCI-
H460), prostata
(PC-3), colon
(HT-29) e
leucemia (K-
562)

Fenilpropanoide:
Pondaplin

- Acetogeninas:
annoglaxina e
27-
hydroxybullataci
na

- Blumenol A

- Acetogenina:
isodesacetiluvari
cina

- Ciclopeptideos:
squaminas C - F

- Acetogeninas:
annojahnina e
annomontacina

- Acetogeninas:
annodienina e
jahnonacina

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmiéo (A-549),
mama (MCF-7),
célon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Pele (A-431)

Prostata (DU-
145) e
utero (HeLa)

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3)
pancreas
(PACA-2)
Pulmiéo (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3)
pancreas
(PACA-2)

Liu et al., 1999

Liu et al., 1999

Liu et al., 1999

Liuetal., 2018

Soleman et al.,
2023

Wu et al., 2012

Sosa-Rueda et
al., 2022

Suffredini et al.,
2007

Colman-
Saizarbitoria et
al., 1998

Colman-
Saizarbitoria et
al., 1999

Brito et al., 2018
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A.
macroprophyll
ata

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

Folha

Semente

Semente

Semente

Folha

Folha

Folha

Caule

- Terpenos

Linfoma (U-937)

- Terpeno:
geranylgeraniol

- Acetogeninas:
montalicinas A -
E, cis-
annoreticuina,
montalicinas F, I
el,
annonacinone,
cis-
annonacinone,
gigantetronenina,
annonacina, cis-
annonacina,
xylopianina,
annoreticuina e
goniothalamicina
- Acetogeninas:
montacina e cis-
montacina

- Acetogeninas:
montalicinas G e
H, monlicinas A
e B, (+)-
monhexocina, (-
)-monhexocina,
murisolina, 4-
deoxyannomonta
cina e
muricatacina

- Acetogenina:
montanacina D

- Acetogeninas:
montanacina B e
C e G, (34-epi)-
montanacina H
(2,2"), (34-epi)-
montanacina J
(3,3,
gigantetrocina A,
gigantetrocina B,
annonacina e cis-
annonacina

- Acetogenina:
montanacina F

- Amidas acidas:
N-trans-
feruloiltiramina,
Np-
cumaroiltiramina
e N-trans-
cafeoiltiramina;

- Lignana: (-)-
siringaresinol;

- Aldeido
aromatico:
siringaldeido

Linfoma (U-937)

Figado (Hep-G2
e Hep-3B), colon
(HCT-8), cérebro
(U-87-MQG),
prostata (PC-3),
ovario (PTX10 e
1A9), pulméao
(A-549), mama
(MCF-7) e
nasofaringe (KB
e KB-VIN)

Nasofaringe
(KB), colon
(HCT-8), pulméo
(A-549), mama
(MCE-7),
prostata (PC-3),
pele (SK-Mel-2)
e rim (CAKI)
Pulmiéo (A-549),
figado (Hep-G2 e
3B)

Rim (ACHN),
mama (MCF-7),
prostata (PC-3),
c6lon (HT-29),
pancreas
(PACA) e
pulmao (A-549)
Sarcoma (Meth-
A) e pulmio
(LLC)

Pulmdo (LLC)

Leucemia (HL-
60 ¢ P-388),
nasofaringe
(KB), pulmao
(A-549) e colon
(HT-29)

Calzada et al.,
2020

Liaw et al.,
20040

Liaw et al.,
2004

Liaw wt al.,
2005

Takahashi et al.,
2009

Wang et al.,
2001

Wang et al.,
2002
Wu et al., 1995
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A. montana

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

Folha

Folha

Fruto

Folha

Folha

Folha

Folha /
caule
Semente

Folha

Fruto

Caule

- Acido palmitico
- 2-cloroetil
linoleato

- Metil
eladolinoenato
-1,2
epoxiotadecano
- y-tocoferol

- Campesterol

- B-sitosterol

- B-stigmasterol
- Solanesol

- Alcaloides

- Terpenos

- Flavonoides

- Cumarinas

- Esteroides

- Acidos graxos
- Fendlicos

- Taninos

- Flobataninos
- Saponinas

- Flavonoides:
astragalina

- Taninos

- Cumarinas

- Alcaloides

- Quinonas

- Policetideos

- Policetideos

- Alcaloides
- Acetogeninas

- Flavonoides:
kaempferol

- Alcaloides:
coclaurina,

Utero (HeLa),
figado (Hep-G2),
pulmio (A-549),
pele (A-431 ¢
SK-MEL-28) e
mama (MDA-
MB-231 e MCF-
7

Mama (MCF-7 e
MDA-MB-231)

Utero

(HeLa), figado
(Hep-G2) e
mama (MDA-
MB-231)

Utero (HeLa)

Linfoma (Raji)

Pele (UW-BCC1
e A-431)

Utero (HeLa)

xilopina, estefarina,
N-metilcoclaurina,
isoboldina,
reticulina e 2,5-
Dihidroximetil-3,4-
dihidroxipirrolidina
- Fenilpropanoides
- Esteres

- Carboidratos

- Acetogeninas

- Alcaloides

- Flavonoides

- Taninos

- Saponinas
Acetogeninas

Célon (HT-29)

Prostata (PC-3)

- Flavonoides:
rutina e cis-
reticulatacina

- Acetogeninas:
muricinas A—G,
muricatetrocina
AeB,
longifolicina,
corossolina e
corossolone

Acetogenina:
annonacina

Linfoma (U-937)

Figado (Hep-G2
e Hep2.2.15)

Prostata DU-145

Veisaga et al.,
2023

Akpan et al.,
2021

Araujo-Padilla et
al., 2022

Artanti et al.,
2017

Artanti et al.,
2018

Calzada et al.,
20200

Chamcheu et al.,
2018

Chang et al.,
2001

Coria-Téllez et
al., 2019

Daddiouaissa et
al., 2021

Foster et al.,
2020
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A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

Folha

Folha

Folha e
fruto

Folha

Folha

Folha

Semente

Folha

Folha

Folha

Folha

- Alcaloides

- Saponinas

- Terpenos

- Flavonoides
- Cumarinas

- Lactonas

- Antraquinonas
- Taninos

- Glicosideos
cardiacos

- Fenois

- Fitoesterdis

- Flavonoides
-Terpenos

- Taninos

- Glicosideos
cardiacos

- Agucares
redutores

- Acetogeninas

- Fenois

- Flavonoides

- Antocianinas
- Taninos

- Acetogeninas

- Alcaloides

- Terpenos

- Taninos

- Saponinas

- Flavonoides

- Acetogeninas:
muricatacina,
muricina H, A ¢ C,
annonacina,
isoannonacina A,
muricatetrocina B,
muricatina B,
muricatalicina,
muricatalina,
muricapentocina,
annopentocina A,
annopentocina B,
muricatocina B,
annopentocina C,
annomuricin-D-
one, annomuricina
A, muricatina A e
annomutacina

- Acetogeninas

Ascite de Ehrlich
(EACC) e mama

(MDA e SKBR3)

Mama (MDA-
MB-435S)

Mama (MCF-7,
MDA-MB-468),
colon (HCT-116)
e pele (A-375)
Mama (MCF-7)
e colon (HT-29)

Mama (MCF-7)

Mama (MCF-7)

Mama (MDA-
MD-231, 4Tl e
BT-549)

Mama (MDA-
MB-231 e MCF-
7)

- Acetogeninas:
annomuricina E e
muricapentocina

- Acetogeninas:
muricoreacina e
murihexocina C

- Acetogenina:
annonacina

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Mama (MCF-7)

Gavamukulya et
al., 2014

George et al.,
2012

Gonzalez-
Pedroza et al.,
2021

Grijalva-
Verdugo et al.,
2022

Hadisaputri et
al., 2021
Hasan et al.,
2020

Kariyil et al.,
2021

Kim et al., 19980

Kim et al., 1998

Kim et al., 2018

Ko etal., 2012
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A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

Semente

Semente

Folha

Folha

Folha

Folha

Folha

Raiz

- Acetogeninas:
muricatenol, 2,4-
cis-
Gigantetrocinone,
2,4-trans-
gigantetrocinone,
2,4-trans-
Isoannonacina- 10-
one, 2,4-trans-
isoaiinonacina,
gigantetrocina-A e

B, annomontacina e

gigantetronenina

- Alcaloides
- Fenois

- Taninos

- Terpenos

- Esteroides

- Saponinas

- Flavonoides
- Glicosideos
cardiotonicos
- Atocianina
- Taninos

- Flavonoides:

rutina, nicotiflorina

e narcissina

- Acido 3-
hexenoico

- Acido hexenoico,
- 2-Pirrolidinona,
-1,2,3-
Propanetriol, 1-
acetato

- 4H-Piran-4-
ona,2,3-di-hidro-
3,5-di-hidroxi-6-
metil

- Fenol, 4-etenil-,
acetato

-1,2,3-
Propanetriol, 1-
acetato

- Acido fumérico,
éster 4-clorofenil
etilico

- Acetato de fitol
- Fitol
-Tocoferol

Nasofaringe
(KB), colon
(HCT-8), figado
(Be-1) e pulmédo
(A-549)

Estomago (AGS)

Laringe (HEp-2)
e pulmdo (NCI-
H292)

Mama (4T1)

Coélon (HT-29 ¢
HCT-116)

- Acetogeninas:
muricinaHe I,
cis-

annomontacina,

cis-corossolone e

annocatalina

- Acetogenina:
annomuricina E
- Alcaloides:
(+)-coclaurina,
(+)-reticulina,
argentina,

aterosperminina

e (+)-xilopina

Figado (Hep-G2
e Hep2.2.15)

Célon (HT-29)

Leucemia (HL-
60),

pulmio (A-549),
figado (Hep-G2)

Lietal., 2001

Liaw et al., 2002

Mayor et al.,
2022

Melo et al., 2010

Merlin-Lucas et
al., 2021

Moghadamtousi
etal., 2014

Moghadamtousi
etal., 2015
Nugraha et al.,
2021
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A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

Folha

Folha
/caule
Raiz

Fruto e
semente

Folha

Semente

Folha

Fruto

Folha

Caule

Folha

Fruto

Fruto

Fruto

Folha

Aceto de etila:

- Flavonoides

- Esteroides

- Alcaloides

- Cumarinas

- Antraquinonas
- Antrones

- Fenois

- Taninos

- Indoles

Metanol

- Fenois

- Taninos

- Indoles

- Acetogeninas

- Polifendis

- Flavonoides
- Fenois

- Esteroides

- Taninos

- Flavonoides
- Terpenos

- Glicosideos
cardiacos

- Alcaloides

- Carboidratos
- Esteroides

- Compostos
fendlicos

- Polifendis

- Flavonoides

- Alcaloides

- Glicosideos

- Flavonoides

- Feoforbide A
Difenilciclopropen
ona

- Flavonoides

Agua

- Flavonoides:
quercetina e
kaempferol

Etanol
- Flavoinoides:
kaempferol

Pulmdo (A-549)

Ovirio (PA-1)
Leucemia (HL-
60)

Mama (MCF-7 e
MDA-MB-231)

Mama (MCF-7 e
MDA-MB-231)

Pancreas (Capan-
9]
Mama (MCF-7)

Pulmao (A-549)

Mama (4T1)

Utero (HeLa)

- Acetogeninas:
cis-annonacina,
cis-annonacin-
10-one, cis-
goniothalamicina
, arianacina e
javoricina

-17,18-
dihydroxy
montecristin

- Acetogeninas:
muricinas J, K e
L

- Acetogeninas:
muricinaM e N e
muricenina

- Acetogeninas:
annonamuricinas
A,B,CeDe
annonacina

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7) e
c6lon (HT-29)

Leucemia (P-
388)

Prostata (PC-3)

Prostata (PC-3)

Prostata (PC-3)

Pefia et al., 2022

Periyasamy et
al., 2021
Pieme et al.,
2014

Prasad et al.,
2020

Rahman et al.,
2018

Rieser et al.,
1996

Rosdi et al.,
2015

Sabapati et al.,
2019

Salac et al., 2022

Salempa et al.,
2018

Salsabila et al.,
2021
Sun et al., 2014

Sun et al., 2016

Sun et al., 2017

Valdez-Guerrero
etal., 2021
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A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. pickelii
A. salzmannii

A. pittieri

A. purpurea

A. purpurea

A. purpurea

Folha

Semente

Folha

Folha

Folha

Fruto

Folha

Folha

Semente

Semente

Raiz

- Flavonoides:
rutina, quercetina-
3-glicosideo,
quercetina e
kaempferol

- Acetogeninas

- Alcaloides

- Cumarinas

- Esteroides

- Fenois

- Taninos

- Antraquinonas

- Flavonoides

- Carbonato de
dietila

- 4-acetoxi-2,11-
dodecadieno

- Acido
hexadecanoico

A. pickelii

- Terpenos:
bicyclogermacrene
e (E)-caryophyllene
(majoritarios)

A. salzmannii
- Terpenos:d-
cadinene e (E)-
caryophyllene
(majoritario)

Prostata (PC-3)

Mama
(HCC1954 ¢
MCF-7)

Mama (MDA-
MB-231 e MCF-
7) e pulmao (A-
549)

Cérebro (U-251),
pele (UACC-62),
mama (MCF-7),
pulméo (NCI-
H460), ovario
(OVCAR-03 ¢
NCI-ADR/RES),
prostata (PC-3),
c6lon (HT-29),
rim (786-0) e
leucemia (K-
562)

- Acetogenina:
annonacina

- Acetogeninas:
murihexocinas A
eB

- Acetogeninas:
annopentocinas
A,B,eCecis-¢
trans-
annomuricin-D-
ones

- Acetogenina:
squamocina

- Acetogeninas:
purpurediolina e
purpurenina

- Acetogeninas:
purpuracenina e
annoglaucina

- Acetogeninas:
annopurpuricina
A-E

Endométrio
(ECC-1e
HEC-1A)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Leucemia
(CCRF-CEM e
CEM-ADR5000)
e pancreas (MIA-
PACA-2)
Pulméo (A-549),
mama (MCF-7),
cblon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmiéo (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Mesotélio
(MSTO-211H),
utero (HeLa),
figado (Hep-G2)

Yang et al.,
2015M

Yap et al., 2017

Zeng et al., 1995

Zeng et al., 1996

Lopez et al.,
2023

Almutairi et al.,
2023

Costa et al., 2013

Parra et al., 2021

Chavez et al.,
1998

Chavez et al.,
1999

Hernandez-
Fuentes et al.,
2019
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A. reticulata

A. reticulata

A. reticulata

A. reticulata

A. reticulata

A. reticulata

A. reticulata

A. squamosa

A. salzmannii
A.

scleroderma

A.
senegalensis

A.

senegalensis

A.
senegalensis

Semente

Semente

Raiz

Folha

Semente

Semente

Folha

Raiz

Semente

Folha

Folha

Caule

- Alcaloides

- Acetogeninas
- Carboidratos
- Proteinas

- Flavonoides

- Alcaloides
- Glicosideos
- Terpenos

- Flavonoides
- Fitoesterois
- Compostos
fendlicos

- Taninos

- Esteroides

- Saponinas

- Alcaloides

- Terpenos

- Alcaloides
- Saponinas
- Taninos

- Glicosideos

Pulmiéo (A-549),
leucemia (K-
562),

utero (HeLa),
mama (MDA-
MB)

Linfoma (DL)

Leucemia (MT-1
e MT-2)

Pulmiéo (A-549),
cblon (HT-29),
mama (MCF 7),
pele (RPMI-
7951) e cérebro
(U-251)

Ovario (A-2780)

- Acetogeninas:
cis-/trans-
Isomurisolenina,
cis-/trans-
murisolinone,
cis-/trans-
bullactacinone e
annoreticuin-9-
one

- Acetogenina:
squamocina

- Acetogenina:
annonacina

- Acetogenina:
squamocina

- Alcaloides:
liriodenina,
lisicamina e
lanugiosina

- Acetogenina:
salzmanina

Ciclopeptideos:s
clerin e
cyclosenegalin A

- Diterpenos ent-
cauranos:

ent -3B-
Hydroxykaur-16-
eno,

acido ent-Kaur-
16-en-19-6ico,
acido ent-16,17-
diacetoxicaurano
-16-6ico

acido ent-19-
carbometoxicaur
ano-19-dico

Figado
(Hep2.2.15¢
Hep-G2),
nasofaringe (KB)
e colon (CCM-2)

Nasofaringe
(KB)

Ovirio (PA-1 ¢
SKOV3), utero
(HeLa e HeLa
S3), mama
(MCF-7), bexiga
(T24) e pele
(BCC -1)
Bexiga (T24),
ovario (PA-1 e
SKOV3), utero
(HeLa e HeLa
S3), mama
(MCF-7) e pele
(BCC-1)
Leucemia (MT-1
e MT-2)

Nasofaringe
(KB)

Prostata (DU-
145)

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Chang et al.,
1998

Duval et al.,
2005
Suresh et al.,
2011

Verma et al.,
2020

Yuan et al., 2003

Yuan et al., 2006

Nakano et al.,
2013

Queiroz et al.,
19990
Cen-Pacheco et
al., 2019

Ahmed et al.,

2010

Ajaiyeoba et al.,

2006

Fatope et al.,
1996
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A. Folha
senegalensis

A. spinescens Semente
A. spinescens Semente
A. spraguei Semente
A. squamosa Folha/
caule
A. squamosa Folha
A. squamosa Semente
A. squamosa Semente
A. squamosa Semente
A. squamosa Semente
A. squamosa Semente
A. squamosa Fruto

- Alcaloides

- Terpenos:
germacreno-D
(majoritario)

- Taninos

- Fenois

- Flavonoides
- Alcaloides

- Saponinas

- Terpenos

- Esterois

- Flavoinoides
- Fenois

- Acetogeninas:
12,15-cis-
squamostatina-A e
bullatacina

- Acidos graxos

Nasofaringe
(KB-3,KB-V1)

Colon (Lovo e
HCT-116)

Rim (HEK-293),
mama (MCF-7) e
figado (Hep-G2)

Mama (MDA-
MB231), prostata
(PC-3), utero
(SiHa), pulmao
(A-549) e colon
(HT-29)

Pulmiéo (A-549),
utero (Hela),
mama (MCF-7) e
figado (Hep-G2)
Figado (SMMC-
7721)

- Alcaloide: (-)-
roemerina

- Acetogeninas:
carolinas A -Ce
squamocina

- Acetogenina:
araticina

- Acetogeninas:
guanacona, 15-
acetil-guanacona,
24-acetil-
guanacona e
diacetil-
guanacona

- Alcaloides:
coclaurina e 6, 7-
dimethoxy-1-(a-
hydroxy-4-
methoxybenzyl)-
2-methyl-1, 2, 3,
4-
tetrahydroisoquin
olina

- Acetogeninas:
annosquacina-I,
annosquatina-I,
annosquatina-II,
uvarigrandina A,
bullatacina,
squamostatina-A
e squamostatina-
D

- Acetogeninas:
annosquacinas
A-D,
annosquatina A e
annosquatina B

Pele (A-431),
mama (BCl e
ZR-75-1), célon
(Col-2),
fibrossarcoma
(HT),
nasofaringe (KB-
3,KB-Vle KB-
VI), prostata
(LNCaP),
pulméo (Lul),
pele (Mel-2),
leucemia (P-388)
e cérebro (U-
373)
Nasofaringe
(KB)

Nasofaringe
(KB)

Mama (MCF-7),
figado (Hep-G2),
c6lon (HT-29),
pulméo (A-549)
e ovario (MES-
SA e MES-
SA/Dx35)

Mama (MCF-7),
colon (HCT-
116) e

figado (Hep-G2)

Pulmio (A-549),
utero (HeLa),
mama (MCF-7) e
figado (Hep-G2
e SMMC-7721)

Pulmaéo (A-549),
utero (Hela),
mama (MCF-7),
figado (Hep-G2 e
SMMC-7721) e
estdomago
(MKN-45)

You etal., 1995

Queiroz et al.,
1998

Queiroz et al.,
1999

Barrachina et al.,
2007

Al-Ghazzawi,
2019

Al-Nemari et al.,
2020

Alageel, et al.,
2022

Carrillo et al.,
2020

Chen et al., 2011

Chen et al.,
20120

Chen et al.,
2012

Chen et al., 2022
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. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

. squamosa

Caule

Caule

Caule

Caule

Fruto

Folha

Semente

Semente

Semente

Semente

Folha

Semente

Semente

- Diterpenos ent-
cauranos

- Ent-kaur-16-en-
19-0l

- Acetato de 18-
oxokauran-17-il
- B-sitosterol

Linfoma (DL) e
utero (HeLa)
Pele (B16-F10)

- Acetogeninas:
squamotacina,
molvizarina e
bullatacina

- Acetogeninas:
(2,4-cis and
trans)-Mosinone
A, mosinBeCe
annoreticuin-9-
one

- Acetogeninas:
4-
deoxyannoreticui
na, cis-4-
deoxyannoreticui
na e (2,4-cis and
trans)-
squamoxinone

- Acetogeninas:
(2,4-cis and
trans)-
squamolinone,
(2,4-cis and
trans)-9-oxo-
asimicinone e
bullacina B

- Acetogeninas:
squafosacinas B,
C,F,eG,
squadiolinas
A—Cecis-
annotemoyina-1

- Acetogeninas:
squamocina P,
annosquatina I1I
e dieporeticenina
B

- Acetogeninas:
squamotina A-D,
annosquatina [V-
V, muricina O,
squamosten B e
gigantecina

- Acetogeninas:
annotemoyina L,
YeX

- Acetogenina:
murihexocina C
- Acetogeninas:
squamocina-IV,
squamocina-V e
squamoxinone-E

- Acetogeninas:
squamocina-I, II
ellle
squamoxinone-D

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmiéo (A-549),
mama (MCF-7),
célon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)
Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Pulmio (A-549),
mama (MCF-7),
c6lon (HT-29),
rim (A-498),
prostata (PC-3) e
pancreas
(PACA-2)

Mama (MDA-
MB-231 e MCF-
7), pulmao (A-
549), figado
(Hep-G2 e Hep-
3B)

Figado (SMMC-
7721), mama
(MCF-7) e
pulmio (A-549)

Figado (SMMC-
7721), mama
(MCF-7) e
pulmao (A-549)

Figado (SMMC-
7721), mama
(MCF-7) e
pulméo (A-549)
Colon (Col-2)

Figado (Hep-G2,
SMMC-7721 e
BEL-7402),
estomago (BGC-
803) e pulmao
(H-460)

Figado (Hep-G2,
SMMC-7721 e
BEL-7402),
estomago (BGC-
803) e pulmao
(H-460)

Hoop et al., 1996

Hopp et al., 1997

Hopp et al.,
19980

Hopp et al.,
1998

Joy et al., 2008

Ko et al., 2020

Liaw et al., 2008

Maetal., 2017

Maetal., 2019

Ma et al., 2022
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Figura 2: Quantidade de artigos onde as espécies de Annona incluidas na presente revisao
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Figura 3: Porcentagem de artigos que estudaram folhas, caules
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Figura 4: Porcentagem de artigos onde foram identificados alcaloides, acetogeninas,

terpenos, flavonoides, cumarinas, ciclopeptideos e saponinas em folhas, caules, raizes, frutos

€ sementes.
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Figura 5: A- Porcentagem de artigos que testaram compostos isoladamente. B- Porcentagem

de artigos que isolaram acetogeninas de folha, caule, raiz, fruto e semente.
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2.5.1 Folhas

As folhas foram estudadas em 78 trabalhos incluidos nesta revisdo. Foram estudadas
folhas das espécies A. cherimola, A. coriace, A. crassiflora, A. dioica, A. dolabripetala, A.
glabra, A. leptopetala, A. macroprophyllata, A. montana, A. muricata, A. pickelii, A. pittieri,
A. reticulata, A. salzmannii, A. squamosa, A. senegalensis, A. sylvatica, A. vepretorum e
Annona atemoya.

Em A. cherimola foram estudados extratos de folhas contendo compostos fendlicos e
flavonoides contra células A-2058 e Sk-Mel-28 (pele) por lacopetta et al. (2022), onde o
menor IC50 (concentragdo inibitdria necessaria para inibir 50% da proliferacdo celular) foi
observado em A-2058 (5,6 x 1073 + 0,8 ug/ml); e extrato de folhas contendo flavonoides,
acidos graxos, terpenos, compostos fendlicos e acidos cindmicos contra KG-1 e Mono-Mac-
1 (leucemia) por Haykal et al. (2021), resultando em IC50 de 5,03% (%v/v - porcentagem
em volume) as 24h para KG-1 e 3,25% (%v/v) as 48h para Mono-Mac-1.

Estudo realizado por Ammoury et al. (2019) também utilizou extrato de folhas de A4.
cherimola contra KG-1 e Mono-Mac-1 (leucemia). Tal extrato continha os terpenos
terpenoleno e germacrene D como compostos majoritarios e apresentaram menor IC50 para
KG-1 (254,5 pg/mL as 24h) do que para Mono-Mac-1 (333,4 pg/mL as 24h).

Em estudo realizado por Mannino et al. (2020), foi avaliada a a¢do de extratos de 7
variedades de 4. cherimola (var. Campas, Chaffey, Daniela, Fino de Jete, Torrel, Torre2,
and White) contendo flavonoide e alcaloides contra células HeLa (titero) e Hep-G2 (figado).
As variedades Campas, Chaffey, Daniela e Fino de Jete apresentaram maior citotoxicidade,
em relacdo as demais variedades, com GI50 variando de 1,76 = 0,06 ug/mL a 2,87 = 0,06
pg/mL e de 1,50+ 0,02 pg/mL a 3,86 = 0,03 pg/mL contra HeLLa e Hep-G2, respectivamente.

As acetogeninas molvizarina, cherimolina-1, motrilina, anonacina e anonisina foram
isoladas de folhas de A. cherimola e testadas contra células IGROV-1 (ovario) e HelLa
(Gtero), onde cherimolina-1 e anonacina apresentaram valores de viabilidade celular
inferiores a 10% (Gutiérrez et al., 2020).

Extrato de folhas de 4. coriace contendo alcaloides e acetogeninas testado contra
células CaSki, HeLa e SiHa (titero) apresentou menor IC50 contra células HeLa (12,2 = 1,5

pg/mL) em relagdo as demais linhagens testadas (Gomes et al., 2019). Ja extrato de folhas de
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A. coriace contendo acetogeninas testado contra células U-251 ¢ GAMG (cérebro)
apresentou IC50 de 7 pg/mL para ambas as linhagens (Sousa et al., 2023).

Em estudos com A4. crassiflora foram utilizados extratos de folhas contendo alcaloides
e acetogeninas contra HtTA-1, HRS, HelLa, SiHa, BU25TK, HR5-CL11 e CaSki (utero)
(Silva et al., 2019) e contendo flavonoides contra células CaSki, SiHa e HeLa (atero) (Rosa
et al., 2021). Os menores IC50 foram observados utilizando o extrato contendo alcaloides e
acetogeninas contra as células HR5-CL11 (0,18 +£0,07 pg/mL), HtTA-1 (0,47 = 0,05 pg/mL)
e HR5 (0,49 £0,19 pg/mL) (Silva et al., 2019).

Os alcaloides crassiflorina, xilopina, litseglutina B e estefalagina isolados de folhas
de A. crassiflora foram testados contra células HCT-116 (c6lon) e MCF-7 (mama). Os
valores de IC50 foram calculados apenas para alcaloides com inibi¢ao de crescimento celular
>75%. Litseglutina B ndo teve inibicdo >75% para nenhuma das linhagens testadas; para
MCF-7 apenas xilopina teve inibigdo >75%, apresentado IC50 de 32,9 uM; ja para HCT-116
os alcaloides crassiflorina, xilopina e estefalagina apresentaram IC50 de 143,4 uM, 30,2 e
48,5 uM, respectivamente (Pefia-Hidalgo et al., 2021).

Em estudos com A. dioica foi utilizado extrato de folhas contendo flavanoides contra
células U-251 (cérebro), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES ¢ OVCAR-3
(ovario), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao), HT-29 (c6lon) e K-562 (leucemia) (Formagio et
al., 2013M), e flavonoides isolados contra células EACC (Ascite de Ehrlich) (Vega et al.,
2007). O extrato contendo flavonoides apresentou menor GI50 contra NCI-H460 (0,03
pg/mL) e HT-29 (0,10 ug/mL) (Formagio et al., 2013(D), e o flavonoide kampferol foi o mais
citotoxico contra EACC (7,8 £0,1 mmol ml™!") em rela¢do ao demais flavonoides testados
(Vega et al., 2007).

Extrato de folhas de A. dolabripetala contendo flavonoides e alcaloides foi testado
contra células U-937 (linfoma). A fracdo rica em flavonoides apresentou IC50 de
44,65 £ 1,12 uM (Pereira et al., 2023).

Em estudo com A. glabra foi realizado teste com extrato de folhas
contendo tritriacontano,  13,17-dimetiltritriacontano e limoneno como compostos
majoritarios contra células CACO-2 e ATB-37 (c6lon), Hep-G2 (figado), MCF-7 e HTB-22
(mama), A-549 (pulmao), PC-3 (prostata) e PANC-1 (pancreas), tendo sido observado menor
IC50 contra CACO-2 (47 + 0,74 pg/mL) (Soleman et al., 2023). J4 em estudo com extrato
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de folhas de A. glabra contendo flavonoides, terpenos, glicosideos, esteroides, saponinas,
taninos e antraquinonas testado contra MC-1010 (leucemia) foi observada reducdo na
viabilidade celular em 1,8%, 8,4%, 12,8%, 22% e 27,3% ap0s incubagdo com extrato de 20,
40, 60, 80 e 100 pg/mL, respectivamente (Liu et al., 2018).

Acetogeninas annoglaxina, 27-hydroxybullatacina (Liu et al., 19991), annoglacinas A
e B (Liu et al., 1999M), glabracinas A e B (Liu et al., 1998(1), glacinas A e B (Liu et al.,
1998®), além dos compostos pondaplin (Liu et al., 1999?)) e blumenol A (Liu et al., 1999®)
isolados de folhas de 4. glabra foram testados contra células A-549 (pulmao), MCF-7
(mama), HT-29 (c6lon), A-498 (rim), PC-3 (prostata) e PACA-2 (pancreas). A acetogenina
annoglaxina teve menor ED50 (dose efetiva necessaria para inibir 50% da proliferacao
celular) contra MCF-7 (4.3x10* ug/mL) e 27-hydroxybullatacina contra PC-3 (<107
ug/mL) e PACA-2 (<10 pg/mL) em relagdo as demais linhagens testadas (Liu et al.,
19991). As acetogeninas annoglacinas A e B apresentaram menores ED50 contra PACA-2
(5.1 x 107 pg/mL e 1.2 x 10°° pg/mL, respectivamente) (Liu et al., 19991). J4 as
acetogeninas glabracinas A e B apresentaram menores LC50 (concentragdo letal necessaria
para levar a letalidade de 50% das células) contra A-549 (2.8x107° ug/mL ¢ 1.6x107® pg/mL,
respectivamente) (Liu et al., 19981). A acetogenina glacina A foi mais ativa contra MCF-7,
com LC50 de 4.42 x 1073 pg/mL e glacina B contra PACA-2, com LC50 de 2.74 x 10”2 ug/mL
(Liu et al., 1998?). Em relagdo aos compostos pondaplin e blumenol A, pondaplin foi mais
ativo contra MCF-7 (ED50 2,3 pg/mL) (Liu et al., 1999®) ¢ blumenol A contra A-549 (LC50
11,3 ug/mL) (Liu et al., 1999@).

O o6leo volatil de folhas de A. leptopetala, contendo os compostos majoritarios
espatulenol e a-limoneno, foi testado contra células U-251 (cérebro), MCF-7 (mama),
NCI/ADR-RES e OVCAR (ovario), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao), PC-3 (prostata), HT-
29 (colon) e K-562 (leucemia), apresentando maior efeito contra K-562, com TGI (inibi¢ao
total de crescimento) de 0,64 pg/ml (Brito et al., 2018).

Extrato de folhas de 4. macroprophyllata contento terpenos, bem como o terpeno
geranylgeraniol de forma isolada, foram testados contra células U-937 (linfoma), onde foi
observado maior efeito de geranylgeraniol isolado (LD50 0,995+0,42 pg/ml) em relagdo ao
extrato contendo terpenos (LD50 17,26+0,58 pg/ml) (Calzada et al., 2020).
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Extrato de folhas de A. montana contendo 4cido palmitico, 2-cloroetil linoleato, metil
eladolinoenato, 1,2 epoxiotadecano, y-tocoferol, campesterol, B-sitosterol, B-stigmasterol e
solanesol foi testado contra células HeLa (itero), Hep-G2 (figado), A-549 (pulmao), A-431
e SK-MEL-28 (pele), MDA-MB-231 e MCF-7 (mama). Os menores IC50 foram observados
contra células HeLa (20,2+1,5 pg/mL) e MCF-7 (20,5+0,8 pg/mL) (Veisaga et al., 2023).

De folhas de A. montana foram isoladas as acetogeninas montanacinas B, C e G, (34-
epi)-montanacina H (2, 2'), (34-epi)-montanacina J (3, 3'), gigantetrocina A, gigantetrocina
B, annonacina, cis-annonacina (Wang et al., 2001), montanacina F (Wang et al., 2002) e
montanacina D (Takahashi et al., 2009). As acetogeninas montanacinas B, C e G, (34-epi)-
montanacina H (2, 2'), (34-epi)-montanacina J (3, 3’), gigantetrocina A, gigantetrocina B,
annonacina ¢ cis-annonacina foram testadas contra células Meth-A (sarcoma) e LLC
(pulmao), tendo annonacina apresentado menor ED50 contra ambas as linhagens (2,1 pg/ml
e 0,012 pug/ml, respectivamente) (Wang et al., 2001). Acetogenina montanacina F também
foi testada contra LLC, apresentando ED50 de 0,083 pg/mL (Wang et al., 2002), resultado
pouco menos efetivo que o observado com annonacina contra LLC (0,012 pg/ml) em Wang
et al. (2001).

J& a acetogenina montanacina D testada contra células ACHN (rim), MCF-7 (mama),
PC-3 (prostata), HT-29 (colon), PACA (pancreas) e A-549 (pulmao) apresentou menor ED50
contra ACHN (4.5 x 107! pg/ml) (Takahashi et al., 2009).

Estudos com A. muricata utilizaram diversos extratos de folhas contra varias linhagens
de células cancerigenas. Os menores IC50 foram observados com extrato de folha contendo
flavonoides e alcaloides contra cé¢lulas HeLa (Gtero) com IC50 de 2,42 pg/mL (Coria-Téllez
et al., 2019) e extrato de folha contendo acetogeninas contra MCF-7 (mama) com IC50 de
2,86 ng/mL (Hadisaputri et al., 2021).

Flavonoides rutina e cis-reticulatacina isolados de folhas de 4. muricata foram testados
contra células U-937 (linfoma), apresentando EC50 de 4,9 mgkg e 6,4 mg/kg,
respectivamente (Calzada et al., 2020D).

J& dentre as acetogeninas annomuricina E (Moghadamtousi et al., 2015), annonacina
(Ko et al., 2012), muricoreacina e murihexocina C (Kim et al., 1998()), annopentocinas A,
B, e C e cis- e trans-annomuricin-D-ones (Zeng et al., 1996) e murihexocinas A e B (Zeng et

al., 1995) isoladas de folhas de 4. muricata, os menores valores de IC50 foram observados
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com a acetogenina cis- e trans-annomuricin-D-ones contra células A-549 (pulmio) (<1072,
HT-29 (c6lon) (<10-?) e PACA-2 (pancreas) (<107?) (Zeng et al., 1996).

Estudo realizado por Costa et al. (2013) testou 6leos essenciais de folhas de A. pickelii
e A. salzmannii contra células U-251 (cérebro), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama), NCI-H460
(pulmao), OVCAR-03 e NCI-ADR/RES (ovario), PC-3 (prostata), HT-29 (cdlon), 786-0
(rim) e K-562 (leucemia). O 6leo essencial de 4. pickelii, contendo os compostos majoritarios
biciclogermacreno e (E)-cariofileno, apresentaram menores valores de TGI para U-251
(43,34 pgmL") e MCF-7 (43,23 ng mL!') em relagdo as demais linhagens testadas. O 6leo
essencial de A. salzmannii, que também possui (E)-cariofileno como composto majoritario,
também apresentou menor TGI contra U-251 (38,68 pg mL™!), sugerindo que (E)-cariofileno
pode estar relacionado com a citotoxicidade contra a linhagem celular U-251.

De folhas de 4. pittieri foi isolada a acetogenina squamocina e testada contra células
CCRF-CEM e CEM-ADRS5000 (leucemia) e MIA-PACA-2(pancreas), onde squamocina
apresentou menor IC50 contra CEM-ADRS5000 (3,09 uM) em relagdo as demais linhagens
testadas (Parra et al., 2021).

De folhas de A. reticulata foi testado extrato contendo alcaloides, terpenos,
flavonoides, compostos fendlicos, taninos e saponinas contra células DL (linfoma),
apresentando IC50 de 975 pg/mL (Verma et al., 2020). Ja os alcaloides liriodenina e
lisicamina isolados de folhas de A. reticualata foram testados contra células MT-1 e MT-2
(leucemia), onde liriodenina apresentou menores valores de IC50 MT-1 e MT-2 (3,09+0,54
uM e 3,62+0,25 uM, respectivamente), comparado com o alcaloide lisicamina (Nakano et
al., 2013).

Extratos de folhas de 4. senegalensis foram estudados por You et al. (1995), Ajaiyeoba
et al. (2006) e Ahmed et al. (2010), onde o menor ED50 foi observado em extrato contendo
terpenos contra células RPMI-7951 (pele) (2 x 102 pg/mL) (Ahmed et al., 2010). Ja o
alcaloide (-)-roemerina isolado de folhas de A. senegalensis testado contra A-431 e Mel-2
(pele), BC1 e ZR-75-1 (mama), Col-2 (co6lon), HT (fibrossarcoma), KB-3, KB-V1e KB-VI
(nasofaringe), LNCaP (prostata), Lul (pulmio), P-388 (leucemia) e U-373 (cérebro)
apresentou menor ED50 contra A-431 (4,3 ng/mL) (You et al., 1995).

Extratos de folhas de A. squamosa foram testados contra células B16-F10 (pele) (Ko
et al., 2020), Lovo e HCT-116 (c6lon) (Al-Nemari et al., 2020; Awada et al., 2023) e HeLa
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(Gtero) (Swantara et al., 2022; Swantara et al., 2023). As células B16-F10 apresentaram
viabilidade celular de aproximadamente 70% quando tratadas com 10 ng/mL de extrato
contendo compostos ent-kaur-16-en-19-ol e acetato de 18-oxokauran-17-il e B-sitosterol (Ko
etal., 2020). As células Lovo apresentaram aproximadamente 56% de citotoxicidade e HCT-
116 cerca de 74% de citotoxicidade quando tratadas com 100 pg/mL de extrato contendo
terpenos, sendo germacreno-D o composto majoritario (Al-Nemari et al., 2020). Quando
tratadas com extrato contendo alcaloides, flavonoides, terpenoides, fendis, taninos, saponinas
e quintonas, as células HCT-116 apresentaram aproximadamente 60% de viabilidade celular
a 180 ug/mL"! de extrato (Awada et al., 2023). Ja células HeLa apresentaram IC50 de 70,9021
ppm quando submetidas ao extrato contendo terpenos, aminas, dcidos graxos e alcaloides
(Swantara et al., 2022) e IC50 de 35,65 ppm quanto tratadas com extrato contendo diversos
compostos, dentre eles etildietilenoglicol, 3,7-Dimetil-6-octenal e 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-
dimetil (Swantara et al., 2023).

O alcaloide lanugiosina isolado de folhas de A. squamosa foi testado contra células
MT-1 e MT-2 (leucemia), apresentando ED50 de 1,34+0,09 uM e 4,49+0,24 uM,
respectivamente (Nakano et al., 2013). A acetogenina murihexocina C também isolada de
folhas de A. squamosa foi testada contra células Col-2 (cdlon) e apresentou IC50 de 0,50
ug/mL-! (Mazahery et al., 2009).

O dleo essencial de folhas de 4. sylvatica, onde os compostos majoritarios sao hinesol
e Z-cariofileno, foi testado contra células U-251 (cérebro), UACC-62 (pele), MCF-7 (mama),
NCI/ADR-RES e OVCAR-3 (ovario), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmio), PC-3 (prostata) e
HT-29 (co6lon), apresentando menor GI50 contra PC-3 (36,04 pg/mL) em relagdo as demais
células testadas (Formagio et al., 2013?).

Extratos de folhas de A. vepretorum foram testados contra linhagens de células
cancerigenas, tendo apresentado maior citotoxicidade contra células HCT-116 (célon),
resultando em 98.16 + 0.92 de porcentagem de inibi¢do da proliferacao celular com 50 pg/mL
de extrato contendo alcaloides, flavonoides e terpenos (Silva et al., 2017), e chegando a 100%
de inibi¢do de crescimento celular com 50 pg/mL de extrato contendo fendis e flavonoides

(Almeida et al., 2014).
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Extrato de folhas de Annona atemoya contendo alcaloides e flavonoides foram testados
contra células HeLa (utero) e Hep-G2 (figado), apresentando GI50 de aproximadamente 3,0
pg/mL para ambas as linhagens (Mannino et al., 2020).

2.5.2 Caules

Os caules foram relatados em 19 estudos presentes nesta revisdo. Em alguns casos
foram obtidos extratos apenas a partir de caules, e em outros, caules misturados com folhas.

Foram estudados caules das espécies A. hypoglauca, A. jahnii, A. montana, A.
muricata, A. senegalensis, A. squamosa, A. vepretorum e Annona atemoya.

Foram encontrados alcaloides, acetogeninas, compostos fendlicos, amidas acidas,
lignanas, aldeidos aromaticos, polifenois, flavonoides, taninos, quintonas e terpenos.

Em extrato de metanol/diclorometano de caules de A. hypoglauca foram encontrados
alcaloides e compostos fenolicos. Tal extrato foi testado contra células MCF-7 (mama) a 100
mg/mL, apresentando 32,77% de letalidade celular (Suffredini et al., 2007).

Dois trabalhos estudaram acetogeninas isoladas de caules de A. jahnii contra células
A-549 (pulmio), MCF-7 (mama), HT-29 (c6lon), A-498 (rim), PC-3 (prostata) e PACA-2
(pancreas) (Colman-Saizarbitoria et al., 1998; Colman-Saizarbitoria et al., 1999). A
acetogenina annojahnina apresentou os menores ED50 contra PC-3 (0,016 pg/mL), PACA-
2 (0,023 pg/mL) e HT-29 (0,059 pg/mL), comparados com as demais linhagens celulares
testadas (Colman-Saizarbitoria et al., 1998). Annomontacina (Colman-Saizarbitoria et al.,
1998) e annodienina (Colman-Saizarbitoria et al., 1999) apresentaram maior citotoxicidade
contra PACA-2, com valores de ED50 de 0,0021 pg/mL e LC50 1,4 x 103 pg/mL,
respectivamente. J4 a acetogenina jahnonacina apresentou menor LC50 contra HT-29 (4,0 x
107} pg/mL) (Colman-Saizarbitoria et al., 1999).

De caules de A. montana foram isoladas amidas 4acidas, lignanas e aldeidos
aromaticos para serem testados contra células HL-60 e P-388 (leucemia), KB (nasofaringe),
A-549 (pulmio) e HT-29 (colon). As amidas acidas Np-cumaroiltiramina ¢ N-trans-
cafeoiltiramina, a lignana (-)-siringaresinol e o aldeido aromatico siringaldeido apresentaram
efeito citotoxico apenas contra P-388 (2,26 ug/mL, 2,92 pg/mL, 0,67 pg/mL e 3,28 pg/mL,

respectivamente). J4 a amida 4cida N-trans-feruloiltiramina, além de apresentar
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citotoxicidade contra P-388 (7,97 ug/mL), foi citotdxica também contra HL-60 (2,90 pg/mL).
Nas demais linhagens celulares testadas, os valores de ED50 foram >10 (Wu et al., 1995).

Os caules de A. muricata foram estudados em 3 trabalhos presentes nesta revisao e a
mistura de caules e folhas por outros 2 trabalhos. Em Salempa et al. (2018), foi isolado dos
caules de A. muricata a molécula 17,18-dihydroxy montecristina para ser testada contra
células P-388 (leucemia), onde foi observado IC50 de 34,05 pg/mL. Em Foster et al., 2020,
foi testado extrato de acetato de etila contendo acetogeninas contra células PC-3 e DU-145
(préstata) e acetogenina annonacina isolada contra células DU-145 (préstata). O resultado
observado do extrato contendo acetogeninas contra PC-3 foi de inibicdo de 30% na
viabilidade celular com 100 pg/mL. J& contra DU-145, o extrato contendo acetogeninas
apresentou IC50 de 55,501+0,55 pg/ml e annoacina isolada resultou em 1C50 0,0793+0,07
pg/ml. Pieme et al. (2014) estudou caules, folhas e raizes de A. muricata, onde foi observado
diferentes valorores de IC50 contra células HL-60 (leucemia), sendo 49 + 3,2 ug/mL (caule),
14 + 2,4 pg/mL (folha) e 9 + 0,8 pg/mL (raiz), indicando diferentes efeitos dos 6rgaos em
relagdo a uma mesma linhagem celular.

Em relacdo aos trabalhos que estudaram caules e folhas de 4. muricata misturados,
Chamcheu ef al. (2018) utilizou extrato contendo alcaloides e acetogeninas contra linhagens
celulares UW-BCC1 e A-431 (pele), observando IC50 de 36,44 pg/mL contra UW-BCCI e
73,36 pg/mL contra A-431, demonstrando variagdo no efeito do extrato contra diferentes
linhagens celulares. Ja estudo utilizando extrato de caule e folha contendo acetogeninas
contra células PA-1 (ovario) observou diminui¢do na viabilidade de células PA-1 induzida
pelo fator de crescimento epidérmico, indicando os efeitos inibitorios dos fatores de
crescimento epidérmico pelas acetogeninas (Periyasamy et al., 2021).

De caules de A. senegalensis foram isolados diterpenos ent-cauranos e testados contra
células A-549 (pulmao), MCF-7 (mama), HT-29 (c6lon), A-498 (rim), PC-3 (prostata) e
PACA-2 (pancreas). O composto acido ent-Kaur-16-en-19-6ico apresentou menor IC50 para
MCF-7 (1,0 pg/mL) em relacdo aos demais diterpenos e linhagens celulares testadas (Fatope
et al., 1996).

Em caules de 4. squamosa foram encontrados diterpenos ent-cauranos (Zhou et a.,
2013), alcaloides, flavonoides, fenoéis, taninos e quintonas (Awada et al.,, 2023) e

acetogeninas (Hoop et al., 1996; Hoop et al., 1997; Hoop et al., 19981); Hoop et al., 1998®).
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Em estudo de Zhou et al. (2013), foram isolados 3 diterpenos ent-cauranos para serem
testados contra células 95-D (pulmao) e A-2780 (ovario). Os compostos (4a)-19-nor-ent-
kaurane-4,16,17-triol e (4a,16a)-17-(acetyl-oxy)-19-nor-ent-kaurane-4,16-diol apresentaram
IC50 maiores que 50 pg/mL para ambas as linhagens celulares € o composto 17-hydroxy-
ent-kaur-15-en-19-al apresentou IC50 de 25,10 pg/mL para 95-D e 7,23 pg/mL para A-2780.
J& o extrato contendo alcaloides, flavonoides, fenois, taninos e quintonas foi testado contra
células HCT-116 (co6lon) e apresentou viabilidade celular de aproximadamente 30% a 180
ug/mL-! de extrato (Awada et al., 2023).

As acetogeninas squamotacina, molvizarina, bullatacina (Hoop et al., 1996), (2,4-cis
e trans)-mosinone A, mosin B, mosin C, annoreticuin-9-one (Hoop et al., 1997), 4-
deoxyannoreticuina, cis-4-deoxyannoreticuina, (2,4-cis e trans)-squamoxinone (Hoop et al.,
1998M), (2,4-cis e trans)-squamolinone, (2,4-cis e trans)-9-oxo-asimicinone ¢ bullacina B
(Hoop et al., 1998®) isoladas de caules de A. squamosa foram testadas contra A-549
(pulmao), MCF-7 (mama), HT-29 (c6élon), A-498 (rim), PC-3 (prostata) e PACA-2
(pancreas). Os menores ED50 para A-549 (8,9 x 10”7 pg/mL) e MCF-7 (2,47 x 1077 pg/mL)
foram com utilizagdo da acetogenina bullacina B (Hoop et al., 1998®); ja4 o menor ED50
para HT-29 (1,00 x 102 ug/mL) foi utilizando squamotacina (Hoop et al., 1996); ¢ a
acetogenina bullatacina apresentou os menores ED50 para A-498 (4,85x10 pg/mL), PC-3
(<10 ug/mL) e PACA-2 (<10 ug/mL) (Hoop et al., 1996).

Do extrato de caule e folha misturados de A. squamosa foram isolados os alcaloides
coclaurina e 6,7-dimethoxy-1-(a-hydroxy-4-methoxybenzyl)-2-methyl-1, 2, 3, 4-
tetrahydroisoquinolina para serem testados contra células MCF-7 (mama), HCT-116 (c6lon)
e Hep-G2 (figado). Ambos os alcaloides, coclaurina e 6,7-dimethoxy-1-(a-hydroxy-4-
methoxybenzyl)-2-methyl-1, 2, 3, 4-tetrahydroisoquinolina, apresentaram menores valores
de IC50 contra Hep-G2, sendo 1,67 pug/mL e 5,19 pg/mL, respectivamente (Al-Ghazzawi,
2019).

De caules de A. vepretorum foram isolados diterpenos ent-cauranos para serem
testados contra B16-F10 (pele), Hep-G2 (figado), K562 ¢ HL60 (leucemia) (Dutra et al.,
2014), CT-116 (co6lon), SF-295 (cérebro) e PC-3 (prostata) (Araugjo et al., 2023). De acordo
com Dutra et al., 2014, os diterpenos ent-cauranos ent-3-hidroxi-kaur-16-en-19-al e ent-33-

hidroxi-kaur-16-eno foram os mais citotoxicos, apresentando menores valores de IC50 contra
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K562 (2,49 pg/mL e 2,94 pg/mL, respectivamente) e HL60 (9,92 pg/mL e 9,86 pg/mL,
respectivamente). Ja nos resultados observados por Aratijo et al. (2023), todos os compostos
testados apresentaram baixa atividade citotoxica, pois a inibi¢do do crescimento celular
inferior a 75% contra todas as linhagens celulares testadas.

Da mistura de caule e folha de Annona atemoya, foram identificados os terpenos
espatulenol e octadecanal como compostos majoritario. Tal extrato hexanico foi testado
contra células HCT-116 (co6lon), SF-295 (cérebro), OVCAR-8 (ovario) e HL-60 (leucemia),
onde o maior percentual de inibi¢ao (91,77%) foi observado contra células SF-295 (Rabelo

etal., 2021?),

2.5.3 Raizes

Em relacdo aos trabalhos envolvendo raizes, foram encontrados 7 estudos que
testaram extratos e/ou compostos isolados deste 6rgdo vegetal contra linhagens de células
cancerigenas.

Foram estudadas raizes das espécies A. cherimola, A. coriace, A. muricata, A.
purpurea, A. reticulata e A. salzmannii. Foram encontrados alcaloides, acetogeninas,
carboidratos, proteinas, flavonoides e polifendis.

Em estudo realizado com A. cherimola, foram testadas fragdes do extrato de raiz, bem
como os alcaloides coritenchina e isocoreximina. Todas as fragdes apresentaram agao
citotoxica contra células de K-562 (leucemia), U-251 (cérebro), PC-3 (prostata), HCT-15
(c6lon) e mama (MCF-7). Em relacdao aos alcaloides testados isoladamente, coritenchina
apresentou menor IC50 contra MCF-7 (2,4 + 0,7 uM) e isocoreximina apresentou valores >
100 (uM) contra todas as linhagens celulares testadas, indicando maior citotoxicidade de
coritenchina em relagdo a isocoreximina contra tais linhagens (Martinez-Vazquez et al.,
2005).

De raizes de A. coriace foram isoladas as acetogeninas coriadienina,
bisepoxicoriadienina, coriacina, 4-desoxicoriacina e gigantetronenina para serem testadas
contra linhagem celular KB (nasofaringe). A acetogenina bisepoxicoriadienina foi que

apresentou menor ED50 contra KB (2,5 x 10 -7 pg/mL) (Silva et al., 1996).
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De raizes de A. muricata foram isolados os alcaloides (+)-coclaurina, (+)-reticulina,
argentina, aterosperminina e (+)-xilopina para serem testados contra as células HL-60
(leucemia), A-549 (pulmao) e Hep-G2 (figado). O alcaloide mais citotoxico contra as trés
linhagens celulares foi (+)-xilopina, exibindo os valores de IC50 mais baixos (variando de
aproximadamente 20—80 uM) (Nugraha et al., 2021). Outro estudo realizado com 4. muricata
investigou o efeito do extrato etandlico de suas raizes, onde identificaram polifendis e
flavonoides, contra HL-60 (leucemia). Foi observado maior efeito citotoxico do extrato das
raizes, com IC50 de 9 + 0,8 pg/mL, em relagdo aos extratos de folhas (14 + 2.4 pg/mL) e
caule (49 + 3,2 pg/mL), onde também foram encontrados polifendis e flavonoides (Pieme et
al., 2014), sugerindo que a presenga de outras moléculas possa estar relacionada ao efeito
citotoxico de suas raizes.

Em estudo com A. purpurea, foram isoladas as acetogeninas annopurpuricina A, B,
C, D ¢ E de suas raizes e testadas contra cé¢lulas MSTO-211H (mesotélio), HeLa (utero) e
Hep-G2 (figado). Para MSTO-211H o menor GI50 foi observado com a utilizagdo da
acetogenina annopurpuricina B (6,9+1,9 nM), ja para HeLa e Hep-G2 os menores GI50
foram observados com annopurpuricina A e B (HeLa: annopurpuricina A - 0,06+0,01 nM e
annopurpuricina B - 0,09+0,02 nM; Hep-G2: annopurpuricina A - 0,45+0,16 nM e
annopurpuricina B - 0,66+0,09 nM) (Herndndez-Fuentes et al., 2019).

Em extrato de raizes de A. reticulata testado contra células A-549 (pulmao), K-562
(leucemia), HeLa (utero) e MDA-MB (mama) foram identificados alcaloides, acetogeninas,
carboidratos, proteinas e flavonoides. Os valores de IC50 variaram entre 34,2 e 39,1 ug/ml
(A-549 — 34,2 + 2,52 pg/ml, K-562 — 38,4 + 3,18 pg/ml, HeLa — 36,7 + 1,19 pg/ml e MDA-
MB — 39,1 + 3,17 pg/ml) (Suresh et al., 2011), indicando que o extrato etanolico de raiz de
A. reticulata tem agao citotoxica semelhante contra tais linhagens celulares.

De raizes de A. salzmannii foi isolada a acetogenina salzmanina e testada contra
linhagem celular KB (nasofaringe), apresentando ED50 de 0,1 x 10 ** ug /mL (Queiroz et
al., 1999M),
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2.5.4 Frutos

Os frutos foram estudados em 22 trabalhos presentes nesta revisdo, sendo frutos das
espécies A. cacans, A. cherimola, A. crassiflora, A. glabra, A. muricata e Annona atemoya.

Extrato de frutos de A. cacans contendo acetogeninas e flavonoides testado contra
células U-251 (cérebro), MCF-7(mama), NCI/ADR-RES ¢ OVCAR-38 (ovario), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (prostata), HT-29 (colon), K-562 (leucemia) e 786-0 (rim), foi mais
citotoxico contra células K562 (GI50: 6,10 pg/mL) e OVCAR-3 (GI50: 8,8u g/mL) em
relagdo as demais linhagens testadas. A acetogenina anoreticuina-9-ona isolada dos fruto de
A. cacans também apresentou maior citotoxicidade contra OVCAR-3 (GI50: 6,4 pg/mL) e
valores de GI50 > 23,65 pg/mL contra todas as outras linhas celulares testadas (Volobuff et
al., 2019).

De frutos de 4. cherimola foi realizado extrato contendo polifenois, flavonoides e
taninos e testado contra células CRL-1596 (linfoma). Tal extrato a 125 pg/ml levou a morte
de 90% a 95% das células (Al-Shaya et al., 2020).

Extrato de frutos de 4. crassiflora contendo compostos fendlicos e taninos foi testado
contra células U-251 (cérebro), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES e OVCAR-3 (ovario), NCI-
H460 (pulmao), PC-3 (prostata), HT-29 (c6lon) e K-562 (leucemia). Tal extrato foi mais
ativo contra U-251 em relacdo as demais células testadas, apresentando atividade citostatica
com 37,64 ng/mL (Prado et al., 2020). J& Justino et al. (2021), relataram a presenga de
alcaloides e acetogeninas nos frutos de A. crassiflora, e utilizaram extrato rico em tais
moléculas em teste contra células Hep-G2 (figado), onde observaram resultado dependente
da dose de extrato utilizada, chegando a aproximadamente 12% de células viaveis com 500
ug/mL! de extrato. Carvalho et al. (2022) também relataram a presenga de alcaloides e
acetogeninas em frutos de 4. crassiflora, bem como de flavonoides e 4cidos fenolicos. O
extrato contendo tais moléculas foi testado contra células U-251 (cérebro), MCF-7 (mama),
PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon) e Hep-G2 (figado), onde o menor GI50
foi observado contra U-251 (21,34 ng/mL), resultado semelhando ao observado por Prado et
al. (2020), que também observou maior citotoxicidade do extrato de frutos de A4. crassiflora

contra U-251.
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Em frutos de 4. glabra foi relatada a presenga da acetogenina annomontacina (Chen
et al., 2004), do glicosideo ent-caurano annoglabasina H (Anh et a., 2014) e de icariside D2
(Hien et al., 2016). A acetogenina annomontacina foi testada contra células Hep-G2 (figado)
e levou ao aumentou do dano ao DNA, indicando que annomontacina produz eventos
apoptoticos (Chen et al., 2004). Annoglabasina H foi testada contra células LU-1 (pulmao),
MCF-7 (mama), SK-Mel-2 (pele) e KB (nasofaringe) apresentou IC50 variando entre 3,7uM
e 4,6uM, indicando citotoxicidade similar frente as linhagens celulares testadas (Anh et a.,
2014). A molécula icariside D2 foi testada contra célula HL-60 (leucemia) e apresentou IC50
de 9.0+ 1.0 uM (Hien et al., 2016).

Em extratos de frutos de 4. muricata foram encontrados acetogeninas, taninos,
cumarinas, alcaloides, quinonas, flavonoides, saponinas, fenois, esteroides, terpenos,
glicosideos, carboidratos (Gonzalez-Pedroza et al., 2021; Araujo-Padilla et al., 2022;
Daddiouaissa et al., 2021; Sabapati et al., 2019; Prasad et al., 2020), carbonato de dietila, 4-
acetoxi-2,11-dodecadieno e acido hexadecanoico (Almutairi et al., 2023). Foram realizados
testes contra células MCF-7, MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-468 (mama), HCT-116 e HT-29
(colon), A-375 (pele), HeLa (atero), Hep-G2 (figado) e A-549 (pulmao) (Gonzalez-Pedroza
et al., 2021; Araujo-Padilla et al., 2022; Daddiouaissa et al., 2021; Sabapati et al., 2019;
Prasad et al., 2020; Almutairi et al., 2023). Dentre os resultados encontrados, o menor IC50
(10,56 pg/ml) foi do extrato contendo acetogeninas, alcaloides, flavonoides, taninos e
saponinas contra HT-29 (Daddiouaissa et al., 2021).

Dos frutos de A. muricata foram isoladas as acetogeninas muricinas J, K e L (Sun et
al., 2014), muricina M e N, muricenina (Sun et al., 2016), annonamuricinas A, B, Ce D ¢
annonacina (Sun et al., 2017), para serem testadas contra células PC-3 (prostata). As
acetogeninas mais citotoxicas contra PC-3 sdo muricina K (crescimento celular de 0-10% a
20 pg/ml) (Sun et al., 2014), muricina N (crescimento celular de 0-10% a 20 pg/ml) (Sun et
al., 2016) e annonamuricina C (inibi¢do de 97,7% do crescimento celular a 20 pg/ml) (Sun
et al., 2017).

Em extratos de frutos de 4. squamosa foram identificados diterpenos ent-cauranos
(Joy et al., 2008), compostos fenolicos, flavonoides, polissacarideos sulfatados, taninos,
terpenos (Shehata et all., 2021) e acidos graxos (Chen et al., 2022). Foram realizados testes
contra células DL (linfoma), HeLa (utero) (Joy et al., 2008), CACO-2 (co6lon), PC-3
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(prostata), Hep-G2 (figado), MCF-7 (mama) (Shehata et all., 2021) e SMMC-7721 (figado)
(Chen et al., 2022). Frente aos testes realizados, a maior citotoxicidade foi observada contra
DL, onde 1,65 ng/ml do extrato contendo diterpenos ent-cauranos exibiram mais de 50% de
citotoxicidade as 24h ) (Joy et al., 2008).

Dos frutos de Annona atemoya foi isolada a acetogenina bullatacina (Chih et al.,
2001) e extraido seu 6leo essencial (Rabelo et al., 2021?). Bullatacina foi testada contra
células Hep2.2.15 (figado), onde 10°' uM inibiu significantemente a prolifera¢do celular,
diminuindo de 100% para 30-40% apds 24h (Chih et al., 2001). O 6leo essencial dos frutos
de Annona atemoya, que possui linalool como composto majoritario, foi testado contra
células HCT-116 (colon), SF-295 (cérebro), OVCAR-8 (ovario) e HL-60 (leucemia),
apresentando maior porcentagem de inibi¢do do crescimento celular contra HCT-116

(49,67%) (Rabelo et al., 2021?).

2.5.5 Sementes

As sementes foram estudadas em 57 artigos desta revisdo. Foram estudadas sementes
de A. cherimola, A. cornifolia, A. crassiflora, A. diversifolia, A. glabra, A. globiflora, A.
montana, A. muricata, A. purpurea, A. reticulata, A. scleroderma, A. spinescens, A. spraguei,
A. squamosa e Annona atemoya.

Extratos de sementes de A. cherimola foram testados contra linhagens de células
cancerigenas, porém a maior citotoxicidade foi observada quando foram utilizados
compostos isolados.

Acetogeninas isoladas de sementes de 4. cherimola foram testados contra células A-
549 (pulmao), MCF-7 (mama), HT-29 (c6lon), A-498 (rim), PC-3 (préstata) e MIA PACA-
2 (pancreas) (Woo et al., 1999, Woo et al., 1999®, Kim et al., 2001), bem como
ciclopeptideos isolados foram testados contra células KB (nasofaringe) (W¢l¢é et al., 2004,
Welé et al., 2005). As células A-549 e MIA PACA-2 apresentaram menores ED50 (1,88 x
103 pg/mL e 5,22 x 107 pg/mL, respectivamente) quando tratadas com a mistura da
acetogeninas (2,4)-cis e trans-isoannonacinas (Woo et al., 19991). J4 as células MCF-7 e
HT-29 apresentaram menores de ED50 (4,06x10° pg/mL e 2,49x10° pg/mL,

respectivamente) quando submetidas ao tratamento com annocherimolina, enquanto A-498
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e PC-3 tiverem menores ED50 (6,88 x 10* ug/mL e 5,39 x 10® pug/mL, respecticamente)
quando tratadas com annomolina (Kim et al, 2001). Os ciclopeptideos
cherimolaciclopeptideo C (W¢l¢ et al., 2004), cherimolaciclopeptideo E e
cherimolaciclopeptideo F (W¢I¢ et al., 2005) testados isoladamente contra células KB
apresentaram IC50 de 0,072 uM, 0.017 uM e 0.06 uM, respectivamente.

Frente aos estudos realizados com sementes de 4. cornifolia (Lima et al., 201201,
Lima et al., 2012?, Lima et al., 2013, Lima et al., 2014), os menores valores de IC50 foram
observados contra células MCF-7 (mama) tratadas com acetogeninas annofolina e
glaucanisina (IC50 de < 3,0 x 10 —1uM para ambas as acetogeninas contra MCF-7) (Lima et
1.,2014).

Extrato de sementes de A. crassiflora contendo compostos fenolicos e taninos foi
testado contra células U-251 (cérebro), MCF-7 (mama), NCI/ADR-RES e OVCAR-3
(ovario), NCI-H460 (pulmdo), PC-3 (prostata), HT-29 (c6lon) e K-562 (leucemia),
apresentando maior citotoxicidade contra células NCI/ADR-RES, com valor de TGI de 5,36
pg/mL (Prado et al., 2020). Ja o policetideo araticulina isolado de sementes de 4. crassiflora
e testado contra células A-549 (pulmao), HT-29 (c6lon), MCF-7 (mama), RPMI-7951 (pele)
e U-251 (cérebro), apresentando menor ED50 contra células RPMI-7951 (107 pg ml!)
(Santos et al., 1996).

De sementes de A. diversifolia foram isoladas as acetogeninas laherradurin e
cherimolina-2 e testadas contra células HeLa (utero) e SW-480 (célon). A acetogenina
laherradurin apresentou menores valores de IC50 para HeLa e SW-480 (0,015 pg/mL para
ambas as linhagens celulares), em relagdo a cherimolina-2 (Schlie-Guzman et al., 2009).

J& a acetogenina isodesacetiluvaricina isolada de sementes de 4. glabra, testada
contra células A-431 (pele), ndo apresentou efeito significativo, ndo afetando a proliferacao
celular (Wu et al., 2012).

Ciclopeptideos squamina C, D, E e F isolados de sementes de A. globiflora foram
testados contra células DU-145 (prostata) e HeLa (atero). Contra células DU-145, o
ciclopeptideo mais citotoxico foi squamina F, com IC50 de 8,8+3,77 uM, enquanto para
células HeLa, a maior citotoxicidade foi observada quando tratadas com squamina D, com

IC50 de 10,9£1,88 uM (Sosa-Rueda et al., 2022).
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Frente a trabalhos que estudaram o efeito de acetogeninas isoladas de sementes de A4.
montana contra linhagens de células cancerigenas (Liaw et al., 2004), Liaw et al., 2004?),
Liaw et al., 2005), a maior citotoxicidade foi observada com a acetogenina cis-annoreticuina
contra células Hep-G2 (figado), com valor de ED50 de 0,0024 pg/mL (Liaw et al., 2004().

Em relagdo aos trabalhos realizados com sementes de 4. muricata, foi observada
maior citotoxicidade nos compostos isolados das sementes do que nos extratos de sementes.
A maior citotoxicidade foi observada com a acetogenina cis-annonacina contra cé¢lula HT-29
(c6lon), com valor de IC50 de 1,0 x 10® ug/mL (Rieser et al., 1996).

Acetogeninas isoladas de sementes de 4. purpurea foram testadas contra células A-
549 (pulmao), MCF-7 (mama), HT-29 (c6lon), A-498 (rim), PC-3 (prostata) e PACA-2
(pancreas) (Chavez et al., 1998, Chavez et al., 1999). Os menores ED50 foram observados
com as acetogeninas annoglaucina (Chavez et al., 1999) e purpurediolina (Chavez et al.,
1998) contra células HT-29 (ED50 <1077 para ambas as acetogeninas).

De sementes de A. reticulata foram isoladas acetogeninas para serem testadas contra
células cancerigenas (Chang et al., 1998, Yuan et al., 2003, Yuan et al., 2006, Duval et al.,
2005), onde a mais citotoxica foi a acetogenina squamocina contra células KB (nasofaringe)
(IC50 2,6 x 1074 nM) (Duval et al., 2005).

De sementes de A. scleroderma foram isolados os ciclopeptideos sclerin e
ciclosenegalin A para serem testados contra células DU-145 (prostata), onde foi observada
maior citotoxicidade de sclerin (IC50 27,3 +4.19 uM) em relagdo ao ciclosenegalin A (IC50
54,9 + 2,35 uM) (Cen-Pacheco et al., 2019).

As acetogeninas carolinas A, B e C e squamocina isoladas de sementes de A.
spinescens foram testadas contra células KB (nasofaringe), apresentando menor ED50 com
carolinas A (107 ug/ml) (Queiroz et al., 1998).

Extratos de sementes de 4. squamosa foram testados contra linhagens de células
cancerigenas, onde a maior citotoxicidade foi observada em extrato contendo acetogeninas
12,15-cis-squamostatina-A e bullatacina contra células MCF-7 (mama) e Hep-G2 (figado)
(IC50 2,5 x 107" ug/mL e 3,6 x 107" pg/mL, respectivamente) (Chen et al., 2012?). Em
relacdo aos estudos que isolaram acetogeninas de semente de A. squamosa para serem
testadas contra células cancerigenas, a maior citotoxicidade foi observada com acetogenina

squamostanina-B contra PC-3 (prostata) (ED50 7,33 x 10* ug/mL) (Yang et al., 2009).

54



Acetogeninas isoladas de sementes de Annona atemoya foram testadas contra células
Hep-G2 e Hep2.2.15 (figado), KB (nasofaringe) e CCM-2 (colon), onde a maior
citotoxicidade foi observada contra células Hep-G2 (ED50 9,7 x 107 pug/mL) tratadas com
bullatacina (Chang et al., 1999). Estudo realizado por Chiu et al. (2003) também testou
bullatacina contra células Hep2.2.15 (figado), onde foi observado 75% de apoptose celular a

1,0 uM de bullatacina.

2.7 CONCLUSAO

Com a presente revisao sistematica foi possivel concluir existe variagdo na atividade
citotoxica dos diferentes 6rgdos vegetais das espécies de Annona estudadas frente as varias
linhagens de células cancerigenas testadas, indicando que a quimiodiversidade de cada 6rgao
de cada espécie, confere as caracteristicas citotoxicas de determinado extrato, atuando de
maneira diferente frente as diversas linhagens celulares. Nao foi possivel observar uma
relagdo organo-especifica com a citotoxicidade relatada nos trabalhos presentes nesta
revisdo, porém nenhum estudo realizou comparacdes com diversos 6rgaos e diversas espécies
nas mesmas condigdes para que essa relacdo fosse de fato avaliada. Tendo em vista o cenario
de 166 espécies existentes no género Annona, onde apenas 29 tiveram seus extratos e/ou
compostos estudados em relacdo a sua atividade anticancerigena, e unicamente 4. muricata
possui estudos com todos os seus 0rgdos vegetais (exceto flores), os resultados promissores
que foram relatados até entdo sugerem que novas pesquisas devem ser realizadas, a fim de
aprofundar a investigacdo das espécies de Annona e dos diferentes o6rgaos vegetais visando

a bioprospec¢do de compostos em fontes menos exploradas.
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3. CAPITULO II: Quimiodiversidade de érgios vegetais de espécies de Annona e

atividade anticancerigena contra cincer de prostata (PC-3)

3.1 RESUMO: O género Annona, que pertence a familia Annonaceae, vem sendo alvo de
estudos que investigam sua quimiodiversidade, destacando a presenca de compostos como
alcaloides, acetogeninas, terpenos, flavonoides, dentre outros, que possuem diversas
atividades bioldgicas, inclusive potencial citotoxico contra células cancerigenas. Dentre os
trabalhos que relatam a citotoxicidade de Annona, observa-se lacunas em rela¢do aos 6rgaos
vegetais e as espécies estudadas, ndo tendo sido encontrados estudos que comparem diversos
orgdos de varias espécies contra células cancerigenas, a fim de compreender as relagdes
organo-especificas de seus efeitos. Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho ¢
estabelecer se ha quimiodiversidade em 6rgdos de espécies de Annona capaz de provocar
variagdes na atividade citotoxica contra células cancerigenas, em especial contra cancer de
prostata (PC-3). E como objetivos especificos: a) avaliar se ha respostas diferenciais de
extratos (acetato de etila e metanol) de folha, caule, raiz e semente de 4. crassiflora, A.
montana, A. squamosa, A. atemoya ‘Thompson’, A. atemoya ‘Getner’, A. emarginata e A.
neoinsignis contra células de cancer de prostata PC-3; b) determinar se ha variagdes no perfil
quimico dos extratos dos diferentes 6rgaos vegetais com elevado potencial citotoxico, a fim
de detectar compostos que possam ser considerados responsaveis pela maior citotoxicidade
dos extratos e c) analisar se ha relacdo organo-especifica entre a quimiodiversidade dos
orgdos vegetais e sua citotoxicidade. Os extratos foram obtidos por maceracdo e em seguida
utilizados em teste de atividade citotoxica in vitro contra células PC-3, com determinagao do
IC50 as 24h e 48h. Posteriormente, foi determinado o perfil dos extratos por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas e realizadas analises de componentes principais
e agrupamento. A maior citotoxicidade (IC50 <6,25 pg/mL) as 24h dentre todos os extratos
testados contra PC-3 foi observada com o extrato de acetato de etila de semente de 4.
emarginata, sendo o primeiro relato da atividade anticancerigena da espécie. Tal resultado
pode estar relacionado com a variagdo no extrato provocada pela presenca de compostos que
ndo foram encontrados nos demais extratos de acetato de etila de sementes, como por
exemplo, os observados nos tempos de retengdo de 17,32 min (M+ 611 m/z) e 17,9 min (M+

639 m/z). Em relacao as raizes, o extrato mais citotoxico contra PC-3 foi o de acetato de etila
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de 4. crassiflora (IC50 7,18 + 0,004 ng/mL as 24h), entre os caules o de acetato de etila de
A. montana (1C50 8,72 £ 0,004 pg/mL as 24h) e o extrato metandlico de A. emarginata (IC50
14,37 £ 0,011 pg/mL as 24h) entre as folhas. As 48h os extratos de acetato de etila de raizes
de A. crassiflora e A. montana também alcancaram o IC50 <6,25 pg/mL, no entanto com a
presenga de compostos diferentes entre as duas espécies. Conclui-se, portanto: a) ha
diferengas na quimiodiversidade de folhas, caules, raizes e sementes de cada espécie e entre
espécies de Annona que refletem nas diferentes respostas contra as células PC-3; b) a
presenga de determinados compostos em extratos com maior citotoxicidade contra PC-3
sugere que tais compostos possam contribuir para o sinergismo e provocar os efeitos
citotoxicos diferenciais dos extratos e c) ndo had relagdo organo-especifica entre
quimiodiversidade e citotoxicidade, uma vez que ha diferencas entre 6rgdos de mesma
espécie e espécies diferentes, como em raizes de A. crassiflora e A. montana que apresentam

a mesma citotoxicidade, mas com diferente composicao quimica.

Palavras-chave: Annonaceae, bioprospec¢ao, cancer

3.2 ABSTRACT: The genus Annona, which belongs to the Annonaceae family, has been the
target of studies investigating its chemodiversity, highlighting the presence of compounds
such as alkaloids, acetogenins, terpenes, flavonoids, among others, which have diverse
biological activities, including cytotoxic potential against cancer cells. Among the studies
that report the cytotoxicity of Annona, there are gaps in relation to the plant organs and
species studied, with no studies being found that compare different organs from different
species against cancer cells, in order to understand the organo-specific relationships of their
effects. Therefore, the main objective of this work is to establish whether there is
chemodiversity in organs of Annona species capable of causing variations in cytotoxic
activity against cancer cells, especially against prostate cancer (PC-3). And as specific
objectives: a) evaluate whether there are differential responses to extracts (ethyl acetate and
methanol) of leaf, stem, root and seed of A. crassiflora, A. montana, A. squamosa, A. atemoya
'"Thompson', 4. atemoya 'Gefner', A. emarginata and A. neoinsignis against PC-3 prostate
cancer cells; b) determine whether there are variations in the chemical profile of extracts

from different plant organs with high cytotoxic potential, in order to detect compounds that

88



may be considered responsible for the greater cytotoxicity of the extracts and c) analyze
whether there is an organo-specific relationship between the chemodiversity of plant organs
and its cytotoxicity. The extracts were obtained by maceration and then used in an in vitro
cytotoxic activity test against PC-3 cells, with IC50 determination at 24h and 48h.
Subsequently, the profile of the extracts was determined by liquid chromatography coupled
to mass spectrometry. Principal component and cluster analyzes were performed and
performed. The highest cytotoxicity (IC50 <6,25 ng/mL) at 24h among all extracts tested
against PC-3 was observed with the ethyl acetate extract from A. emarginata seed, being the
first report of the species anticancer activity. This result may be related to the variation in the
extract caused by the presence of compounds that were not found in other seed ethyl acetate
extracts, such as those observed in retention times of 17,32 min (M+ 611 m/z ) and 17,9 min
(M+ 639 m/z). In relation to the roots, the most cytotoxic extract against PC-3 was ethyl
acetate from A. crassiflora (IC50 7,18 £+ 0,004 pg/mL at 24h), among the stems was ethyl
acetate from A. montana (1C50 8,72 + 0,004 pg/mL at 24h) and the methanolic extract of A.
emarginata (IC50 14.37 £ 0,011 ug/mL at 24h) between the leaves. At 48h, ethyl acetate
extracts from A. crassiflora and A. montana roots also reached IC50 <6,25 ng/mL, however
with the presence of different compounds between the two species. It is concluded, therefore:
a) there are differences in the chemodiversity of leaves, stems, roots and seeds of each species
and between Annona species that reflect the different responses against PC-3 cells; b) the
presence of certain compounds in extracts with greater cytotoxicity against PC-3 suggests
that such compounds may contribute to synergism and cause differential cytotoxic effects of
the extracts and c) there is no organo-specific relationship between chemodiversity and
cytotoxicity, since there is differences between organs of the same species and different
species, such as in roots of A. crassiflora and A. montana that present the same cytotoxicity,

but with different chemical composition.

Keywords: Annonaceae, bioprospecting, cancer
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3.3 INTRODUCAO

A familia Annonaceae pertence a ordem Magnoliales (Chatrou et al. 2012) e possui
cerca de 128 géneros e 2.106 espécies, sendo Guatteria (254 espécies), Annona (166
espécies), Uvaria (113 espécies) e Xylopia (109 espécies) os géneros mais diversos (WFO,
2024). No Brasil sdo encontrados 32 géneros e 386 espécies distribuidas pelas regides Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do pais, ocorrendo nos dominios fitogeograficos
Caatinga, Cerrado, Pampa, Pantanal (Flora e Funga do Brasil, 2024) e com consideravel
riqueza principalmente na Floresta Amazonica e Mata Atlantica (Lobao et al., 2020; Flora e
Funga do Brasil, 2024).

Dentre as 166 espécies do género Annona (WFO, 2024), sdo encontradas no Brasil
75 espécies nativas (24 endémicas) e 5 cultivadas (Mendes-Silva et al., 2024), sendo os
cultivos comerciais mais relevantes os de graviola (4. muricata L.), pinha (4. squamosa L.),
atemoia (Annona atemoya Mabb.) e cherimolia (Annona cherimola Mill.) (Sdo José et al.,
2014).

A partir dos diversos usos na medicina tradicional (Leite et al., 2020), estudos t€ém
investigado as propriedades biologicas de Annona, como agdes antimicrobianas (Campos et
al., 2023; Silva et al., 2022), antioxidante, inseticida (Leite et al., 2020), citotoxica (Nakano
et al., 2013), dentre outras. Essas propriedades estdo relacionadas a presenca de compostos
quimicos biossintetizados pelo metabolismo especializados das plantas (Leite et al., 2020),
como alcaloides (Lopez et al., 2023), acetogeninas (Parra et al., 2021), terpenos (Carrillo et
al., 2020) e flavonoides (Lopez et al., 2023).

A biossintese de compostos do metabolismo especializado ocorre de forma
especifica, de acordo com a necessidade de adaptacdo as variagdes ambientais e defesa das
plantas (Wink, 2010, Hartmann, 2007). Dentre os compostos sintetizados, pode-se relatar os
organo-especificos em Annona com funcio de defesa para planta, como os alcaloides com
atividade antifingica nas raizes (De-la-Cruz-Chacon et al., 2011), terpenos que repelem
herbivoros nas folhas (Singh e Sharma, 2015) e acetogeninas encontradas na periferia do
endosperma das sementes, que atuam como barreira protetora contra insetos € patdgenos

(Hernandez et al., 2015, De-la-Cruz-Chacon et al., 2012).

90



Tendo em vista que alguns compostos sdo produzidos de forma especifica em
determinados 6rgaos de acordo com a necessidade da planta, surge o interesse em avaliar se
ha uma relagdo organo-especifica também na producdo de compostos responsaveis pelas
propriedades bioldgicas de Annona, em especial, contra células cancerigenas.

O céancer ¢ o principal problema de satide publica no mundo, sendo uma das principais
causas de morte e consequente barreira para o aumento da expectativa de vida. Para o ano
de 2023, foram estimados 704 mil novos casos de cancer no Brasil (Santos et al., 2023). O
cancer de prostata ¢ a neoplasia maligna mais comum em homens e a segunda principal causa
de mortes relacionadas ao cancer. Por ser uma doenca altamente prevalente, tem sido foco
de pesquisa hd muitos anos, usando varios modelos, incluindo linhagens celulares, onde uma
das mais utilizadas sdo as células PC-3, possuindo comportamento altamente agressivo (Tai
etal., 2011).

De modo geral, espécies do género Annona vém sendo alvo de estudos contra diversas
linhagens de células cancerigenas, onde j& foram utilizados extratos gerais, bem como
compostos isolados em testes de citotoxicidade (Lima et al., 2012; Nakano et al., 2013;
Bomfim et al., 2016; Volobuff et al., 2019; Calzada et al., 2020). No entanto, apesar da
existéncia de 166 espécies no género Annona (WFO, 2024), verifica-se que os trabalhos
envolvendo a atividade anticancerigena contra PC-3 se restringem a 6rgdos especificos de
cerca de 15 espécies, sem contudo estabelecer relagdes entre a organo-especificidade, a
quimiodiversidade e a citotoxicidade (Fatope et al., 1996; Colman-Saizarbitoria et al., 1999;
Chavez et al., 1999; Martinez-Vazquez et al., 2005; Takahashi et al., 2009; Costa et al., 2013;
Formagio et al., 2013; Brito et al., 2018; Volobuff et al., 2019; Foster et al., 2020; Carrillo et
al., 2020; Carvalho et al., 2022; Soleman et al., 2023; Aragjo et al.,2023).

Neste contexto foram escolhidas espécies de Annona nativas brasileiras (4.
crassiflora, A. montana, A. emarginata e A. neoinsignis) e espécies cultivadas (4. squamosa
e Annona atemoya), das quais apenas frutos (Carvalho et al., 2022) e sementes (Prado et al.,
2020) de A. crassiflora; sementes (Liaw et al., 2004 (V; Liaw et al., 2004 ) ¢ folhas
(Takahashi et al., 2009) de 4. montana e sementes (Shehata et all., 2021; Carrillo et al., 2020;
Yang et al., 2009), caules (Hopp et al., 1998, Hopp et al., 1997, Hopp et al., 1996) e frutos

(Shehata et all., 2021) de A. squamosa foram utilizados em testes contra PC-3.
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Dentre as espécies nativas do Brasil selecionadas para o presente trabalho, A.
crassiflora Mart., também conhecida como marolo, araticum e pinha-do-cerrado, ¢
encontrada principalmente em vegetagdes de cerrado. E uma planta com potencial comercial,
pois seus frutos sdo muito apreciados nas regides de ocorréncia, tendo alto valor nutritivo,
podendo ser consumidos in natura ou na forma de sucos, licores, sorvetes e geleias (Almeida,
1998, Telles et al., 2003).

A espécie A. neoinsignis H.Rainer ocorre na regido norte do Brasil, em especial na
Amazodnia (Mendes-Silva et al., 2024). E popularmente chamada de envira-bobd, pode
atingir de 4 a 25 metros de altura e se assemelha a Annona edulis, especialmente em
caracteres florais e frutiferos (Mendes-Silva et al., 2024). Nao foram encontrados trabalhos
que tivessem estudado sua quimiodiversidade ou suas atividades bioldgicas.

As espécies A. montana Macfad. e A. emarginata (Schitdl.) H. Rainer estdo
distribuidas por diversos dominios fitogeograficos brasileiros, como Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal (Mendes-Silva et al., 2024).

A. montana € também chamada graviola da montanha (Chuang et al., 2008), apresenta
relativa resisténcia a temperaturas mais baixas, sendo cultivada em condi¢des de clima
subtropical, onde ¢ utilizada como porta-enxerto para outras espécies do mesmo género,
produzindo frutos de melhor qualidade (Oliveira et al., 2005, Ferrao, 1999).

A. emarginata é popularmente conhecida como dois morfotipos, 4. emarginata 'terra-
fria' e A. emarginata 'mirim' (Neto et al., 2006; Mimi et al., 2021). A. emarginata 'terra-fria’'
tem ocorréncia natural em locais de elevada altitude, sendo mais adaptada a baixas
temperaturas, enquanto 4. emarginata 'mirim' ¢ mais adaptada a temperaturas mais altas
(Neto et al., 2006). A espécie ¢ importante na agricultura, pois ¢ utilizada como porta-enxerto
para a produ¢do de mudas de Annona atemoya, apresentando tolerancia a diversos patogenos
e variagdes ambientais (Neto et al., 2006). Até o momento, ndo foram encontrados relatos
sobre a atividade anticancerigena de A. emarginata, nem mesmo de sua sinonimia Rollinia
emarginata, como a espécie era conhecida antes do género Rollinia ser incluido no género
Annona (Rainer, 2006).

Dentre as espécies cultivadas, A. squamosa L. € popularmente conhecida como fruta
do conde ou pinha, ¢ uma espécie amplamente cultivada no Brasil, ocorrendo em todas as

regides do pais (Mendes-Silva et al., 2023). Os frutos apresentam polpa doce, podendo ser
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consumidos in natura ou em sucos, geleias e compotas (Andrade et al., 2001). A espécie
Annona atemoya Mabb., conhecida como atemoia, ¢ resultado de hibridizac¢des artificiais
realizadas em 1907 por J. P. Webster no estado da Flérida, EUA (Popenoe, 1974). As
cultivares de atemoia mais encontradas no Brasil sdo ‘Thompson’ e ‘Gefner’. A ‘Gefner’ ¢
mais adaptada as condi¢des semidridas e quentes, enquanto "Thompson' tem sido indicada
para climas subtropicais, sendo encontrada no sudoeste do estado de Sdo Paulo e na regido
sul do Brasil (Pereira et al., 2011).

Tendo em vista a biodiversidade das espécies do género Annona, sua
quimiodiversidade nos diferentes 6rgaos e a capacidade de agdo contra doencgas, patdogenos e
células cancerigeans, pode-se relatar os seguintes objetivos:

Objetivo geral: avaliar se hd quimiodiversidade em 6rgdos de espécies de Annona
capaz de provocar variagdes na atividade citotoxica contra células cancerigenas, em especial
contra cancer de prostata (PC-3).

Objetivos especificos:

- Avaliar se hd respostas diferenciais de extratos de acetato de etila e metanol de folha,
caule, raiz e semente de A. crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya
‘Thompson’, Annona atemoya ‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis contra células de
cancer de prostata PC-3;

- Determinar se ha variagdes no perfil quimico dos extratos dos diferentes o6rgaos
vegetais com elevado potencial citotoxico, a fim de detectar compostos que possam ser
considerados responsaveis pela maior citotoxicidade dos extratos;

- Analisar se ha relagdo organo-especifica entre a quimiodiversidade dos 6rgdos

vegetais e sua citotoxicidade.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Material vegetal

As folhas, caules, raizes e sementes das espécies de Annona estudadas do presente

trabalho foram obtidas de arvores adultas in situ em diferentes regides do Brasil, em marco
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de 2022. Foi coletado material vegetal de 5 individuos em estiddio vegetativo (exceto
sementes) de cada uma das espécies. Os caules utilizados foram ramos finos e das raizes
foram utilizadas apenas a casca.

A A. crassiflora Mart. foi coletada em Paraguagu, Minas Gerais, Brasil (21°35'37.9"S
45°50'01.2"0); A. montana Macfad. em Natividade da Serra , Sao Paulo, Brasil
(23°22'33.8"S 45°26'33.7"0); A. emarginata (Schltdl.) H. Rainer e A. atemoya Mabb.
‘Thompson’ em Sao Bento do Sapucai, Sdo Paulo, Brasil (22°41'02.9"S 45°44'15.3"0); A.
squamosa L. e A. atemoya Mabb. ‘Gefner’ em Guaicara, S3o Paulo, Brasil (21°37'37.9"S
49°47'55.8"0) e A. neoinsignis H.Rainer em Lins, Sdo Paulo, Brasil (21°39'02.1"S
49°44'59.5"0).

Das espécies 4. atemoya ‘Thompson’ e A. atemoya ‘Gefner’ nao foram obtidas raizes,
uma vez que tais espécies sao cultivadas em “porta-enxertos”, portanto as raizes das plantas
pertencem a outras espécies (4. emarginata e A. neoinsignis, respectivamente).

Foram obtidas sementes apenas de A. crassiflora, A. squamosa, A. atemoya ‘Gefner’

e A. emarginata.

3.4.2 Obtencao de extratos de acetato de etila e metanol

A obtengdo dos extratos de acetato de etila e metanol foi realizada no Departamento
de Biodiversidade e Bioestatistica, do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de
Botucatu/SP, seguindo metodologia adaptada de Pena et al. (2022). O material vegetal foi
seco em estufa de acracdo forgada a 30°C e submetido a trituragdo minuciosa em moinho de
faca. Foram utilizados 100 g de material seco moido de cada 6rgao vegetal das espécies de
Annona estudadas no presente trabalho.

Posteriormente, o material foi submetido a extragdo nos solventes acetato de etila e
metanol, a fim de obter compostos diferentes em cada extrato, uma vez que os solventes
extraem compostos de acordo com sua polaridade (Katritzky et al., 2004).

Extrato de acetato de etila - A primeira etapa da extragao consistiu em macerar 100g
de material vegetal seco moido com 500ml acetato de etila a temperatura ambiente, durante
trés dias com agitacdo ocasional. O extrato foi filtrado e seco a temperatura ambiente até a

evaporagao do solvente, resultando no extrato de acetato de etila de cada 6rgao vegetal das
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espécies de Annona. Com o material vegetal resultante foi elaborado o extrato metanélico
(adaptado de Peiia et al., 2022).

Extrato de metanol - o mesmo material vegetal submetido a extragcdo com acetato de
etila foi seco e acrescentado metanol (500 ml por trés dias, com agitagdo ocasional) para
macerac¢do. O extrato foi filtrado e seco a temperatura ambiente ambiente até a evaporacao
do solvente, resultando no extrato de metanol de cada 6rgao vegetal das espécies de Annona
(adaptado de Peiia et al., 2022).

Em seguida os extratos foram armazenados em frascos ambar a temperatura ambiente

para serem utilizados posteriormente.

3.4.3 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade em linhagem de célula cancerigena PC-3 foi realizada no Instituto
de Quimica da UNAM (Universidad Nacional Autébnoma de México), sob coordenacao de
Dr. Mariano Martinez Vazquez, determinada de acordo com os protocolos estabelecidos pelo
National Cancer Institute (INC) dos Estados Unidos (Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991).

Os extratos de acetato de etila e metanol dos diferentes 6rgaos das espécies de Annona
foram avaliados quanto a sua citotoxicidade contra PC-3.

As células PC-3 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (meio Roswell Park Memorial
Institute para cultivo celular) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) inativado,
100 UI/mL de penicilina G, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina, 0,25 pg/mL de
anfotericina B ¢ 2 mM de L-glutamina. As células foram armazenadas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de COs..

Os extratos foram dissolvidos em 500 pL. de DMSO (dimetilsulféxido) + 500 uL de
RPMI-1640. Para a realizagcdo dos tratamentos, as dilui¢cdes foram feitas em meio RPMI-
1640, suplementado com 2% de SFB inativado. Para cada extrato, foram realizadas 4
repeticdes e 4 experimentos independentes.

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 100 pL da linhagem celular, que continha
1x104 células. A placa foi entdo incubada por 24 horas a 37°C em 5% de COx.
Posteriormente, foram lavados com PBS (tampao fostato-salino) e adicionados 100 pL dos

tratamentos, bem como do fAirmaco de referéncia cisplatino. A placa foi incubada por 24 ou
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48 horas nas mesmas condi¢cdes. Os grupos controle continham apenas um volume
equivalente de cada linha celular e RPMI-1640 + 2% SFB.

As células foram entdo fixadas com solugdo aquosa de 4cido tricloroacético a 10%
(100 uL/pogo). A placa foi incubada por 1 hora a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a
placa foi lavada 3 vezes com agua corrente e deixada secar.

Posteriormente, as células foram tratadas com 100 pL de 0,4% de sulforrodamina B
por 30 min em temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada trés vezes com solugdo de
acido acético a 1%. O corante foi extraido com uma solug¢ao de base Tris 10 mM pH 10,5. A
densidade optica (DO) foi determinada com um leitor de placas a um £ de 515 nm. A
intensidade da cor ¢ diretamente proporcional ao numero de células vivas, portanto, quanto
maior a cor, menor o percentual de inibi¢do (%IC) do crescimento celular.

A citotoxicidade foi calculada de acordo com a equagdo: %IC =100 — [B / A x 100],
onde A corresponde ao valor de DO das células ndo tratadas; e B, ao valor de DO de células
tratadas com compostos de teste ou referéncia.

O IC50 de cada extrato foi determinado utilizando os dados obtidos no ensaio de
citotoxicidade. Quanto menor o valor de IC50, menor a quantidade de extrato necessaria para
inibir o crescimento celular, uma vez que o IC50 significa a concentracao utilizada para inibir
50% do crescimento celular.

A determinacdo do IC50 dos extratos foi realizada conforme descrito anteriormente,
utilizando as concentragdes 6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL e
200 pg/mL.

Uma vez que os experimentos foram realizados em quadruplicata, os dados sdo
apresentados como a média + desvio padrdo (DP) de quatro experimentos independentes. Os
valores de IC50 e diferencas estatisticas foram determinadas usando o software Graphpad

Prism 6.0 (GraphPad Software Inc).

3.4.4 Perfil dos extratos e identificacio de compostos presentes nos extratos mais

citotoxicos

O perfil dos extratos de acetato de etila e metanol dos diferentes 6rgaos das espécies

estudadas foi realizado no Instituto de Quimica da UNAM (Universidad Nacional Autonoma
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de México), sob coordenagdo de Dr. Mariano Martinez Vazquez, por Cromatografo Liquido
Agilent acoplado a Espectrometro de Massa MS TOF/Q-TOF, modelo G6530B Dual AJS
ESI, com coluna Poroshell 120 Ec-C18 2,7 pm, 4,6 mm x 50 mm.

A partir da detecgdo dos extratos com maior citotoxicidade contra PC-3 as 48h, foi
realizada comparag¢do entre os cromatogramas de extratos mais € menos citotoxicos para um
mesmo 0Orgdo entre as diferentes espécies, a fim de detectar possiveis diferengas na
composi¢ao quimica dos extratos.

A comparacdo foi realizada detectando nos cromatogramas dos extratos mais ativos
compostos que ndo estavam presentes nos menos ativos, analisando tempo de retencao
(minutos), abudancia (%) e fragmento de massa molecular mais abundante do espectro de

massas — M+ (m/z) dos compostos.

3.4.5 Analises de componentes principais e agrupamento

Com os dados dos cromatogramas (tempo de retencdo e fragmento de massa
molecular mais abundante do espectro de massas — M+) foram realizadas andlises de
componentes principais e agrupamento dos 6rgdos vegetais, a fim de compreender relagdes
entre a quimiodiversidade das diferentes espécies estudadas. Em ambos os casos foram
realizadas analises multivariadas utilizando auséncia e presenga dos compostos. Para andlise
de agrupamentos foi  realizado dendrograma  de similaridade ~ pelo
método UPGMA, utilizando o indice de Jaccard. Ambas as andlises foram realizadas em

software de licenca livre PAST (Hammer et al., 2001).

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Atividade citotoxica in vitro contra células PC-3

De modo geral observou-se variagdo na atividade citotoxica entre 6rgaos de uma
mesma espécie ¢ em um mesmo o0rgao de espécies diferentes, o que também variou em
funcdo do tipo de extrato. Desta forma, com o objetivo de facilitar a visualizagdo dos

resultados, elaborou-se uma classificagao de citotoxicidade (e atribuiu-se uma cor) em funcao
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das varia¢des encontradas para a atividade citotoxica as 48h. Assim, se considerou de maior
citotoxicidade quando IC50 <10 ug/mL (verde) e entre 10-25 pg/mL (amarelo); e de menor
citoxicidade quando IC50 entre 26-50 pg/mL (azul) e IC50 >50 pg/mL (vermelho), conforme
observado em Tabela 2.

A espécie A. emarginata foi considerada a mais citotoxica contra PC-3, apresentando
os menores valores de IC50 (<6,25 pg/mL) as 24h e 48h quando empregado o extrato de
acetato de etila de sementes, o que significa que sdo necessarios menos do que 6,25 pg/mL
do extrato para inibir 50% do crescimento celular. Este foi o menor valor de IC50 encontrado
no experimento. Se for considerado somente as 48h, as espécies A. crassiflora e A. montana
também alcancaram IC50 <6,25 pg/mL com extrato de acetato de etila, no entanto com o
emprego de raizes. Ressalta-se que 4. crassiflora e A. montana ja apresentavam baixo IC50
as 24h com extrato de acetato de etila de raizes (7,18 pg/mL e 8,5 pg/mL, respectivamente)
(Tabela 2).

A espécie A. montana também apresentou elevada atividade citotoxica, no entanto
com extrato de acetato de etila de caule (8,72 ng/mL as 24h e 7,75 pg/mL as 48h) e de modo
semelhante, esta elevada atividade citotoxica foi observada em extrato de sementes A.
squamosa com metanol (7,56 ug/mL as 48h) (Tabela 2).

Considerando a classificagdo elaborada, um segundo grupo com citotoxicidade um
pouco menor (destacados em amarelo — Tabela 2), porém ainda classificado como de elevada
citotoxicidade, foi constituido pelos extratos de metanol de caule, raiz e semente de A.
crassiflora, acetato de etila e metanol de folhas de A. montana, acetato de etila de raiz e
semente de 4. squamosa, metanol de semente de Annona atemoya “Gefner”, acetato de etila
de folha, caule e raiz e metanol de folha, raiz e semente de A. emarginata e acetato de etila
de raiz de A. neoinsignis.

Além de apresentar o extrato mais citotoxico do experimento, 4. emarginata ¢ a
espécie com mais extratos dentro das classificagdes de elevada citotoxicidade, sendo 7 dentre
8 extratos testados para espécie, onde o unico que ndo se encaixa na classificagdo de IC50
<10 pg/mL (verde) e entre 10-25 ng/mL (amarelo) ¢ o extrato metanolico de caule.

Dentre os demais extratos, que sdo 0s que possuem menor citotoxicidade [IC50 entre

26-50 pg/mL (azul) e IC50 >50 pg/mL (vermelho)], destaca-se a espécie Annona atemoya
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“Thompson”, por apresentarem todos seus extratos dentro das classificagdes menos

citotoxicas (Tabela 2).

Tabela 2: IC50 dos extratos de acetato de etila e metanol de diferentes 6rgaos vegetais de A.
crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya ‘Thompson’, Annona atemoya
‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis as 24 e 48 horas na linha celular de cancer de
prostata PC-3. Classificacdo de cor para os valores de IC50 as 48h: <10 pg/mL (verde), 10-
25 pg/mL (amarelo), 26-50 pg/mL (azul) e >50 pg/mL (vermelho).

IC50 [pg/mL]
Tempo
Espécies Extratos
24 h 48 h

Farmaco de referéncia Cisplatino 79,8
Acetato de etila - Folha >200
Acetato de etila - Caule 90,5 £+ 0,003
Acetato de etila - Raiz 7,18 £ 0,004 _
Acetato de etila - Semente 34,9 £ 0,001

A. crassiflora
Metanol - Folha 44,9 + 0,003
Metanol - Caule 35,9+ 0,004 24,95+ 0,003
Metanol - Raiz 22 +0,004 15,62 + 0,001
Metanol - Semente 90,8 + 0,001 23,37 £0,001
Acetato de etila - Folha 17,45+ 0,003 13,8 £ 0,001
Acetato de etila - Caule 8,72 £ 0,004 7,75 £ 0,021
Acetato de etila - Raiz 8,5+ 0,001 <6,25
A. montana
Metanol - Folha 30,75+ 0,002 25+0,001
Metanol - Caule 155,6 0,002
Metanol - Raiz 84,5+ 0,002
Acetato de etila - Folha >200
Acetato de etila - Caule 70,8 = 0,003
Acetato de etila - Raiz 31,850,001 20,58 = 0,002
Acetato de etila - Semente 17,62 + 0,003 12,5+0,001
A. squamosa
Metanol - Folha >200
Metanol - Caule 173 +£ 0,002
Metanol - Raiz 69,8 + 0,008
Metanol - Semente 11,48 £0,003 7,56 + 0,004
Acetato de etila - Folha 98 + 0,010
Arfnona atem?ya Acetato de etila - Caule 79 + 0,004
Thompson

Metanol - Folha 182 + 0,005
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Metanol - Caule >200
Acetato de etila - Folha 200 + 0,005
Acetato de etila - Caule 71+ 0,004
Annona atemoya Acetato de etila - Semente 70 + 0,008

‘Gefier’ Metanol - Folha 158 + 0,006
Metanol - Caule >200
Metanol - Semente 32,5+0,005 12 £ 0,005
Acetato de etila - Folha 15,25+ 0,002 10,87 £ 0,005
Acetato de etila - Caule 34,5 + 0,006 24,75 £ 0,005
Acetato de etila - Raiz 22,25+0,002 15 £ 0,004
Acetato de etila - Semente <6,25 <6,25

A. emarginata
Metanol - Folha 14,37+0,011 12,25 £ 0,009
Metanol - Caule 88 + 0,005 _
Metanol - Raiz 35+0,003 20,75 + 0,001
Metanol - Semente 17,5+ 0,007 10,25 £+ 0,006
Acetato de etila - Folha >200
Acetato de etila - Caule 159,6 + 0,002
Acetato de etila - Raiz 23,62 + 0,002
A. neoinsignis

Metanol - Folha >200
Metanol - Caule 99,8 = 0,001
Metanol - Raiz 50+ 0,001

Os resultados permitem concluir, portanto, que ndo hd um padrao de respostas em
relacdo ao Orgdo e a citotoxicidade entre as espécies, por exemplo, raizes de diferentes
espécies apresentam citotoxicidades distintas. Deste modo, se hipotetiza que um mesmo
orgdo apresenta composicao distinta de acordo com a espécie, o que resulta nas diferentes
atividades citotoxicas contra PC-3. As respostas relativas as comparagdes entre as

composi¢des dos extratos estdo apresentadas a seguir.

3.5.2 Perfil e identificacio dos compostos presentes nos extratos mais citotoxicos

A comparagdo dos dados dos cromatogamas (tempos de retengdo, abundancias e
fragmentos de massas moleculares mais abundantes dos compostos) entre extratos dos 6rgaos
com maior e menor citotoxicidade permitiu detectar diferengas na composi¢do quimica que
podem estar relacionadas com a citotoxicidade frente as células de cancer de prostata (PC-
3).
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Neste contexto, estdo apresentados na Tabela 3 dados dos compostos que apareceram
de forma diferencial nos extratos mais e menos citotoéxicos indicados pela cor conforme
classificag@o: verde — IC50 <10 pg/mL as 48h; amarelo — IC50 10 a 25 pg/mL as 48h; azul
—1C50 26 a 50 pg/mL as 48h; vermelho - >50 ug/mL as 48h; preto — ndo testado. Na Figura
1 ¢ possivel observar os cromatogramas referentes aos extratos com maior citotoxicidade,
representados em verde na Tabela 3, onde se destacam picos que diferem os extratos.

Pode-se observar na Tabela 3 que os compostos que diferenciam os extratos e
possivelmente tenham contribuido para a maior citotoxicidade dos extratos (verde e amarelo)
ndo aparecem nos extratos menos citotdxicos (azul e vermelho), ou quando aparecem, estao
em menor abundancia. Ressalta-se que em alguns extratos menos citotoxicos (azul e
vermelho), observamos a presenca de compostos no mesmo tempo de retengdo de extratos
mais citotoxicos (verde e amarelo), porém os fragmentos de massa molecular mais
abundantes (M+) sdo diferentes, significando portanto, que sdo compostos distintos.

As comparagdes entre a composi¢ao quimica dos 0rgdos estdo apresentadas a seguir.

- Comparacio entre extratos de sementes

Ao comparar os cromatogramas com o extrato de acetato de etila de sementes de A.
emarginata, o qual apresentou maior citotoxicidade, foi possivel detectar a presenca de dois
compostos em sementes de A. emarginata que nao foram detectados nas demais espécies.
Tais compostos possuem tempo retencao de 17,32 min (8,5% de abundancia e M+ 611 m/z)
e 17,9 min (13,89% de abundancia e M+ 639 m/z) (Tabela 3).

Em relagdo aos cromatogramas dos extratos metanolicos de semente, verifica-se que
o extrato de A. squamosa apresentou maior citotoxicidade (IC50 7,56 + 0,004 pg/mL).
Destaca-se no cromatograma o composto com tempo de reten¢do de 17,3 min (5,44 % de
abundancia e M+ 595 m/z). Tal composto também aparece nos extratos de metanol de
sementes de A. emarginata (17,3 min, 4,18% de abundancia e M+ 595 m/z) e Annona
atemoya 'Gefner’ (17,3 min, 0,9% de abundancia e M+ 595 m/z). Em extrato de metanol de
semente de 4. crassiflora ndo foi detectado o composto neste tempo de retencao (17,3 min).
Foi possivel observar que quanto maior a abundancia do composto de maior citotoxicidade

do extrato contra PC-3 (4. squamosa: abundancia 5,44% e IC50 7,56 pg/mL as 48h; A.
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emarginata: abundancia 4,18% e IC50 10,25 pg/mL as 48h; Annona atemoya "Gefner’: 0,9%
e IC50 12 pg/mL as 48h; A. crassiflora: composto ndo detectado e IC50 23,37 ug/mL as
48h).

- Comparacio entre extratos de raizes

Os extratos de acetato de etila de raizes mais citotoxicos foram de 4. crassiflora e A.
montana (verde), seguidos por 4. emarginata, A. squamosa e A. neoinsignis, que também
apresentaram baixos valores de IC50 (amarelo).

Os compostos que diferenciam o extrato de acetato de etila de raiz de A4. crassiflora
se encontram nos tempos de reten¢do 15,4 min (6,6 % de abundancia e M+ 639 m/z), 16,5
min (15,2 % ¢ M+ 639 m/z), 17,1 min (4,3 % de abundancia e M+ 639 m/z), 17,2 min (1,8 %
de abundancia ¢ M+ 639 m/z) e 17,7 min (7,2 % de abundancia e M+ 639 m/z).

No extrato de acetato de etila de raizes de 4. montana foram detectados os compostos
nos tempos de retengdo 18,6 min (23,6 % de abundancia e M+ 597 m/z) e 18,7 min (7,8 %
de abundancia e M+ 597 m/z). Tais compostos nao foram detectados em nenhum outro
extrato de acetato de etila de raizes.

Observa-se, portanto, que os extratos de acetato de etila de raizes de A. crassiflora e
A. montana apresentam elevada citotoxicidade (verde), porém a composi¢do quimica ¢
distinta entre as espécies.

Os extratos de acetato de etila de raizes de A. emarginata, A. squamosa e A.
neoinsignis que apresentaram menor citotoxicidade, também possuiam alguns compostos que
ndo se repetiam nos demais extratos de acetato de etila de raizes, como o composto
encontrado no tempo de retencdo 18,9 min (8,7 % de abundancia e M+ 639 m/z) em raizes
de A. emarginata e em 16,7 min (5,4 % de abundancia e M+ 639 m/z) em raizes de 4.
squamosa. No entanto, o composto detectado em 20,6 min foi encontrado nos extratos acetato
de etila de raizes de A. squamosa (20,6 min, 10,9 % de abundancia e M+ 645 m/z) e A.
neoinsignis (20,6 min, 28,1 % de abundancia e M+ 645 m/z).

Os extratos metanolicos de raizes mais citotoxicos foram de A. crassiflora e A.
emarginata. Em A. crassiflora, os compostos que se destacam dos demais extratos

metanolicos de raizes foram encontrados em 7,7 min (10,1 % de abundancia e M+ 344 m/z),
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7,8 min (13,3 % de abundancia e M+ 344 m/z), 15,4 min (5,6 % de abundancia e M+ 639
m/z), 15,8 min (4,5 % de abundancia ¢ M+ 639 m/z), 16 min (3,1 % de abundancia e M+ 639
m/z), 16,4 min (5,9 % de abundancia e M+ 639 m/z), 17,1 min (1,4 % de abundancia e M+
639 m/z) e 17,6 min (1,5 % de abundancia e M+ 639 m/z). Apenas o composto encontrado
em 15,8 min se repete no extrato metandlico de raizes de 4. squamosa (15,8 min, 0,4 % de
abundancia e M+ 639 m/z), porém com menor abundancia.

No extrato metanoélico de raizes de 4. emarginata foram detectados os compostos nos
tempos de reten¢do 6,8 min (11,9 % de abundancia e M+ 356 m/z), 7,3 min (33,3 % de
abundancia e M+ 266 m/z), 7,8 min (2,7 % de abundancia e M+ 352 m/z) ¢ 8,1 min (9,2 %

de abundancia e M+ 296 m/z), que ndo se repetem nos demais extratos metanolicos de raizes.

- Comparacio entre extratos de caules

Entre os extratos de acetato de etila de caule, o extrato mais citotoxico foi de A.
montana seguido pelo de A. emarginata. Os compostos detectados no extrato de acetato de
etila de caule de 4. montana que diferem dos demais extratos sdo encontrados no tempo de
retencao 16,9 min (12,05 % de abundancia e M+ 613 m/z), 17,3 min (7,93 % de abundancia
e M+ 575 m/z), 18,6 min (21,2 % de abundancia ¢ M+ 597 m/z) e 19 min (3,86 % de
abundancia e M+ 612 m/z). Jd em A. emarginata, o composto que difere seu extrato de acetato
de etila de caule ¢ encontrado no tempo de reten¢do 17,1 min (4,09 % de abundancia e M+
331 m/z) (Tabela 3).

O extrato de metanol de caule mais citotdxico foi de 4. crassiflora, onde os compostos
que diferem tal extrato dos demais extratos de metanol de caule sdo encontrados nos tempos
de retengdo 7 min (7,72 % de abundancia e M+ 328 m/z), 7,13 min (6,75 % de abundancia ¢
M+ 328 m/z), 8,2 min (16,01 % de abundancia ¢ M+ 310 m/z) ¢ 8,3 min (17,6 % de
abundancia e M+ 310 m/z) (Tabela 3).

- Comparacio entre extratos de folhas

Os extratos de acetato de etila e metanol de folhas apresentam baixa citotoxicidade,

exceto para 4. montana € A. emarginata.
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Em A. montana se destacam no extrato de acetato de etila de folhas os compostos com
tempo de retencao 16,8 min (6,6 % de abundancia e M+ 613 m/z), 17,2 min (7,32 % de
abundancia e M+ 575 m/z), 18,5 min (22,70 % de abundancia e M+ 597 m/z) e 18,7 min
(7,17% de abundancia e M+ 597 m/z) que ndo aparecem nos demais cromatogramas de
extrato de acetato de etila de folhas, bem como o composto 17,13 min (19,9 % de abundancia
e M+ 230 m/z), 18,9 min (15,6 % de abundancia e M+ 639 m/z) e 20,6 min (9,5 % de
abundancia e M+ 623 m/z) em A. emarginata, que também ndo aparece nos demais
cromatogramas de extrato de acetato de etila de folhas (Tabela 3).

No extrato metanoélico de folhas de A. montana os compostos que diferem dos demais
extratos metanodlicos de folhas se encontram nos tempos de retengdo 16,9 min (10,5 % de
abundancia e M+ 613 m/z), 17,3 min (4,6 % de abundancia e M+ 575 m/z), 18,6 min (14,7
% de abundancia e M+ 597 m/z) e 18,7 min (6,92 % de abundancia e M+ 597 m/z), bem como
os compostos que diferem o extrato metanolico de folhas de A. emarginata dos demais se
encontra no tempo de retengdo 17,13 min (15,1 % de abundancia e M+ 639 m/z) e 17,9 min

(19,6 % de abundancia; M+ 639 m/z) (Tabela 3).

Tabela 3: Classificacdo de citotoxicidade dos diferentes extratos das espécies de Annona
contra células PC-3 através de diferentes cores baseada nos valores de IC50 obtidos as 48h.
Identificacdo dos compostos presentes em cada extrato vegetal. TR (min): Tempo de retencao
em minutos; Adund. (%): Abundancia em porcentagem; M+ (m/z): Fragmento de massa
molecular mais abundante do espectro de massas, em relagdo a massa/carga. Classificacao
de citotoxicidade dos extratos por cor: Verde - IC50 <10 pg/mL; Amarelo - IC50 10-25
pg/mL; Azul - IC50 26-50 pg/mL; Vermelho - IC50 >50 pg/mL; Preto — ndo testado.

. . Annona x atemoya Annona x atemoya L
A. crassiflora A. montana A. emarginata , A. squamosa A. neoinsignis
L ’ ‘Thompson’ ‘Gefner
Orgdo
vegetal Extrato
TR | Abund.| M+ [ TR |[Abund.[ M+ | TR [Abund.| M+ | TR [Abund.| M+ [ TR [Abund.| M+ | TR | Abund.| M+ [ TR | Abund.| M+
(min) [ (%) | (/z) | (min) [ (%) |(@m/z)]|(@min)| (%) |(@/z)|(min)| (%) [@m/z)|(min)| (%) |@@/z)|(min)| (%) |@/z)|(min)| (%) |(m/z)
16,8 6,6 613
17,1 | 19,9
17,2 73 575
Folha [ AcOEt

18,5 | 22,7 | 597

18,7 7,1 597

18,9 | 15,6




Caule

Raiz

Semente
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A. emarginata — Semente — Acetato de Etila — IC50 <6,25 (48h)

User Chromatograms
Fragmentor Voltage 75  Collision Energy 0 Ionization Mode ESI (+)

6 |+ BPC Scan AB-18-MH.d

x10 1 18,76 1
8 \\
6 |
N /
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Counts vs. Acquisition Time (min)

A. crassiflora — Raiz — Acetato de Etila — IC50 <6,25 (48h)

User Chromatograms

Fragmentor Voltage 75  Collision Energy 0 Ionization Mode :SI (+)

+ESI BPC Scan Frag=75.0V AB 2d

6 |
Xx10 19.0
2 (%V 230
J 10.2 W

O 1
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A. montana — Raiz — Acetato de Etila — IC50 <6,25 (48h)

User Chromatograms

Fragmentor Voltage 75  Collision Energy 0 Ionization Mode :SI(+)

10 6 +ESI BPC Scan Frag=75.0VvV AB-10.d
‘ | .6

21.6

48M 16.8 W\JW

2 ACoénts%s ch@sﬁén 1ﬁm138(n%9) 22 24
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A. squamosa — Semente — Metanol — IC50 7,56 ng/mL (48h)
User Chromatograms

Fragmentor Voltage 75  Collision Energy 0  Ionization Mode ESI(+)

+ESI BPC Scan Frag=75.0V AB-40.d
19.0

17.3

2.5;L a0 fm

0 .

2 jt)o@nts%s.wcq{ﬁsi?ién ngs(n%ﬂ) 22 24

x10 6

A. montana — Caule — Acetato de Etila — IC50 7,75 pg/mL (48h)

User Chromatograms

Fragmentor Voltage 75  Collision Energy 0 Ionization Mode :SI (+)

+ESI BPC Scan Frag=75.0V AB-11.d

6
16.9 \ 214

7.4 e MM UW

0 , , . , 1
2 ACo@nts%s.ch@siﬂiénWm]eg(n%ﬂ) 22 24

Figura 1: Cromatogramas dos extratos com valores de IC50 inferiores a 10 pg/mL,

x10 6|

representados pela cor verde na Tabela 3.

Em resumo, pode-se relatar que existem compostos detectados em extratos mais
citotoxicos que ndo foram detectados em extratos menos citotoxicos. A abundancia de alguns
compostos, como por exemplo o encontrado em 17,3 min (M+ 595 m/z) em extrato

metanolico de sementes de A. squamosa, A. emarginata e Annona atemoya 'Gefner, pode

107



estar relacionada com sua contribuicdo para citotoxicidade, uma vez que quanto maior a
abundancia de determinado composto, maior a citotoxicidade do extrato. A detec¢do de
compostos diferentes em extratos de um mesmo 6rgdo vegetal e com mesma citotoxicidade,
como por exemplo em raizes de 4. crassiflora e A. montana indica que a agdo ndo esta
relacionada a organo-especificidade do 6rgao, mas sim a sua quimiodiversidade. As relagdes
entre a quimiodiversidade dos orgdos das diferentes espécies, com base nos dados dos
cromatogramas (tempos de retencao e fragmentos de massa moleculares mais abundantes de
todos os compostos de cada extrato) estdo apresentados a seguir nas analises de componentes

principais e agrupamentos.

3.5.3 Quimiodiversidade dos orgaos das diferentes espécies de Annona

As andlises de componentes principais e de agrupamento realizadas por 6rgaos, com
cada um dos extratos (acetato de etila e metanol), para cada uma das espécies de Annona
estudadas, considerando os tempos de retengdo (minutos) e o fragmento de massa molecular
mais abundante do espectro de massas — M+ (m/z), permitem relatar um total de 160
compostos em sementes, 241 em raizes, 370 em caules e 276 em folhas, distribuidos de modo

distinto entre as espécies.

- Quimiodiversidade das sementes

Em relacdo as sementes, os agrupamentos ocorreram em funcao das espécies. Annona
atemoya ‘Gefner’ e A. squamosa apresentaram composi¢des mais proximas, seguidas por A.
crassiflora, enquanto A. emarginata apresenta composi¢cao mais diversa do grupo, conforme
observado nas Figuras 2 e 3.

De modo geral, verifica-se que a espécie A. crassiflora foi a que apresentou o maior
numero de compostos nas sementes, tendo sido encontrados 50 compostos no extrato de
acetato de etila e 65 compostos no extrato com metanol. Dentre os compostos encontrados,
38 sdo coincidentes (mesmo tempo de retengdo e M+) entre os extratos de acetato de etila e

metanol.
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A andlise de componentes principais (Figura 3) demonstra que o extrato de acetato
de etila de sementes da A. emarginata apresenta mais diferengas em sua quimiodiversidade

em relacdo as demais espécies estudadas.

Agrupamento de extratos de sementes por Quimiodiversidade
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Figura 2: Dendrograma de similaridade da quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila

(A) e metanol (M) de sementes de A. crassiflora, A. emarginata, A. squamosa e Annona

atemoya ‘Gefner’.
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Figura 3: Analise de componentes principais de extratos de de acetato de etila (A) e metanol

(M) de sementes de A. crassiflora, A. emarginata, A. squamosa e Annona atemoya ‘Gefner .

Em relacdo as raizes, a andlise de agrupamento demonstra proximidade na
composicdo quimica entre os extratos de acetato de etila e metanol de A. crassiflora, bem
como entre os de A. montana. Ja A. squamosa e A. neoinsignis apresentaram proximidade
entre seus extratos de raizes de acordo com o solvente utilizado, sendo o extrato de acetato
de etila de 4. squamosa mais proéximo do extrato de acetato de etila de 4. neoinsignis, assim
como o extrato metanolico de 4. squamosa ¢ mais proximo do extrato metandlico de A.
neoinsignis (Figura 4).

Os dados de raizes mostram que, assim como nas sementes, a espécie A. crassiflora
foi a que apresentou maior nimero de compostos, em relacdo as demais espécies estudadas,
possuindo 38 compostos no extrato de acetato de etila e 58 no extrato de metanol, sendo 23
compostos coincidentes entre os dois extratos, € por este motivo se encontra isolada das
demais espécies.

Na andlise de componentes principais das raizes verifica-se proximidade na
quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila e metanol de A. crassiflora, que se
encontram em quadrantes opostos a  A. montana, reforcando as diferengas na
quimiodiversidade da espécie. O extrato de extrato de acetato de etila de 4. emarginata
apresenta maior similaridade a A. montana (Figura 5), conforme também observado na

andlise de agrupamento (Figura 4).
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Agrupamento de extratos de raizes por Quimiodiversidade
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Figura 4: Dendrograma de similaridade da quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila

(A) e metanol (M) de raizes de A. crassiflora, A. montana, A. emarginata, A. squamosa e A.

neoinsignis.
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Figura 5: Analise de componentes principais de extratos de de acetato de etila (A) e metanol

(M) de raizes de A. crassiflora, A. montana, A. emarginata, A. squamosa € A. neoinsignis.
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Com os extratos de caules, a analise de componentes principais (Figura 7) demonstra
proximidade na quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila e metanol de A.
emarginata € A. montana, por estarem no mesmo quadrante.

A espécie que apresentou maior numero de compostos nos caules foi Annona atemoya
“Thompson”, possuindo 39 compostos no extrato de acetato de etila e 75 no extrato
metanolico, sendo 17 compostos coincidentes entre ambos os extratos. Além do elevado
nimero de compostos no extrato metanodlico de Annona atemoya “Thompson”, destaca-se
sua diversidade em relacdo as outras espécies, uma vez que tal extrato se distancia dos demais

nas andlises de agrupamentos e de componentes principais (Figura 6 e 7).

Agrupamento de extratos de caules por Quimiodiversidade
Similaridade
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Figura 6: Dendrograma de similaridade da quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila
(A) e metanol (M) de caules de 4. crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya

‘Thompson’, Annona atemoya ‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis
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Figura 7: Analise de componentes principais de extratos de de acetato de etila (A) e metanol
(M) de caules de A. crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya ‘Thompson’,

Annona atemoya ‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis

Em relagdo as folhas, a andlise de componentes principais (Figura 9) demonstra
proximidade na composi¢do quimica dos extratos de acetato de etila e metanol de A.
crassiflora, A. neoinsignis e A. emarginata, por se encontrarem no mesmo quadrante.

A espécie com maior numero de compostos nas folhas € Annona atemoya “Gefner”,
contendo 34 compostos em seu extrato de acetato de etila e 64 no extrato metanolico, sendo
22 compostos coincidentes entre ambos os extratos. O elevado numero de compostos em seu
extrato metandlico pode se refletir também em sua diversidade, uma vez que tal extrato esta

distante do demais na andlise de componentes principais (Figura 9).
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Agrupamento de extratos de folhas por Quimiodiversidade
Similaridade
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Figura 8: Dendrograma de similaridade da quimiodiversidade dos extratos de acetato de etila
(A) e metanol (M) de folhas de A. crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya

‘Thompson’, Annona atemoya ‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis
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Figura 9: Analise de componentes principais de extratos de de acetato de etila (A) e metanol
(M) de folhas de 4. crassiflora, A. montana, A. squamosa, Annona atemoya ‘Thompson’,

Annona atemoya ‘Gefner’, A. emarginata e A. neoinsignis.
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3.6 DISCUSSAO

Em relagdo as sementes ndo foram encontrados relatos que utilizassem extratos de
acetato de etila ou metanol de Annona contra células PC-3. No entanto foram encontrados
para diversas outras linhagens celulares, como observado na Tabela 4.

No que se refere as células PC-3, o extrato de acetato de etila de semente de 4.
emarginata (IC50 <6,25 ng/mL as 24h — Tabela 2), que foi o mais citotoxico do presente
trabalho, também € o mais citotoxico dos extratos de sementes de Annona testados contra
PC-3, que realizaram avaliagdo do IC50, encontrados na literatura, que foram os extratos
etandlico (Carrillo et al., 2020) e aquoso (Shehata et al., 2021) de sementes de 4. squamosa.

O segundo extrato de sementes mais citotoxico contra PC-3 obtido no presente
trabalho foi o metanolico de 4. squamosa (IC50 7,56 ng/mL as 48h - Tabela 2), que se
assemelha ao observado por Shehata et al. (2021) com extrato aquoso de sementes de 4.
squamosa (cultivar Annona b.) contra PC-3 (IC50 7,31 pg/mL), onde Shehata et al. (2021)
sugere que a citotoxicidade das sementes se deve a presenca de polifenois.

Estudo realizado por Prado et al. (2020) também testou extrato de semente de Annona
contra PC-3, mas sem avaliar o IC50. Em tal trabalho foi utilizado extrato de
metanol/acetona/dgua de sementes de A. crassiflora, onde a inibi¢do total do crescimento
celular ocorreu com 16,60 pg/mL de extrato. No presente estudo, os extratos de sementes de
A. crassiflora resultaram em IC50 31,75 pg/mL (acetato de etila) e 23,37 pg/mL (metanol)
contra PC-3.

As diferengas na quimiodiversidade dos extratos de sementes mais citotoxicos do
presente trabalho (acetato de etila de A. emarginata e metanolico de A. squamosa — Tabela
2) podem estar contribuindo para maior citotoxicidade destes extratos. Tais diferengas podem
ser observadas pela presenca dos compostos encontrados nos tempos retengdo de 17,3 min
M+ 611 m/z) e 17,9 min (M+ 639 m/z) em acetato de etila de sementes de A. emarginata
(Tabela 3) e 17,3 min (M+ 595 m/z) em extrato metandlico de sementes de 4. squamosa
(Tabela 3), e pela analise de componentes principais, onde o extrato de acetato de etila de A4.
emarginata se distancia dos demais, e apesar dos extratos de acetato de etila e metanol de 4.
squamosa se encontrarem proximos entre si, também estdo distantes dos extratos das outras

espécies (Figura 3).

115



O composto detectado em 17,3 min (5,44 % de abundancia e M+ 595 m/z) no extrato
metandlico de sementes de A. squamosa também foi encontrado, porém em menor
abundancia, nos extratos metandlicos de sementes de 4. emarginata (17,3 min, 4,18% de
abundancia e M+ 595 m/z) e Annona atemoya 'Gefner” (17,3 min, 0,9% de abundancia e M+
595 m/z) (Tabela 3), indicando que a abundancia do composto também influencia na
citotoxicidade do extrato, tendo sido observado neste caso que quanto maior a abundancia
do composto, maior a citotoxicidade do extrato contra PC-3.

A partir dos resultados da variacdo da quimiodiversidade hé necessidade de
identificar os compostos que possam ter contribuido para agdo dos extratos mais citotoxicos.
Cabe ressaltar que dentre os compostos encontrados em sementes de Annona com atividade
contra PC-3, destacam-se as acetogeninas annomolina (IC50 5,39 x 10 pg/mL) (Kim et al.,
2001), annocherina (IC50 8,62 x 10! pg/mL) (Woo et al., 1999M), cis-annonacina (IC50 6,77
x 107 pg/mL) e (2,4)-cis-e-trans-isoannonacinas (IC50 4,21 x 10 pg/mL) (Woo et al.,
1999®) de A. cherimola,; purpuracenina (IC50 < 10-3 pg/mL), annoglaucina (IC50 3,56 x 10-
"' ng/mL) (Chavez et al., 1999) e purpurediolina (IC50 3,53 x 10! pg/mL) (Chavez et al.,
1998) de A. purpurea; squamostanina-A (IC50 5,63 x 10~ 3 pg/ml) e squamostanina-B (IC50
7,33 x 10™* pg/ml) de A. squamosa (Yang et al., 2009).

O M+ 639 m/z encontrado no composto detectado em 17,9 min (M+ 639 m/z) no
extrato de acetato de etila de sementes de A. emarginata ja foi relatado nas acetogeninas
squamostanina-A, squamostanina-B e glabracinas (Yang et al., 2009, Liu et al., 1998),
portanto, considerando a agdo citotoxica das acetogeninas, grupo aparentemente especifico
da familia Annonaceae (Gonzélez-Esquinca et al., 2014) este seria o primeiro grupo alvo a

ser investigado nos extratos de sementes das diferentes espécies.

Tabela 4: Extratos de acetato de etila e metanol de 6rgdos de espécies de Annona testados

contra células cancerigenas.

Espécie Orgio Solvente extrator Cell.}la Autor
vegetal cancerigena
Mama (MCF-7), figado (Hep-G2), c6lon
A. spraguei Semente Acetato de etila (HT-29), pulmdo (A-549) e ovario (MES-SA | Barrachina et al., 2007
e MES-SA/Dx5)
. - Figado (Hep-G2 e Hep2.2.15), nasofaringe
Annona x atemoya | Semente Acetato de etila (KB) e célon (CCM-2) Chang et al., 1999
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Bexiga (T24), ovério (PA-1 e SKOV3),

. reticulata Semente Acetato de etila utero (HeLa e HeLa S3), mama (MCF-7) e Yuan et al., 2006
pele (BCC-1)
Figado (Hep-G2, SMMC-7721 e BEL-
. squamosa Semente Acetato de etila 7402), estdbmago (BGC-803) e pulmio (H- Miao et al., 20161
460)
Figado (Hep-G2, SMMC-7721 e BEL-
. squamosa Semente Acetato de etila 7402), estdbmago (BGC-803) e pulmao (H- Miao et al., 2016
460)
. squamosa Semente Stri?gao de Acetato de Figado (BEL-7402) Yang et al., 2015
Fracdo de Acetato de | Pulmdo (A-549), dtero (Hela), mama (MCF-
. squamosa Semente ctila 7) e figado (Hep-G2) Chen et al., 2012
. scleroderma Semente Striall;;ﬁo de Acetato de Prostata (DU-145) Cen-Pacheco et al., 2019
. muricata Caule Stri?gﬁo de Acetato de Leucemia (P-388) Salempa et al., 2018
- muricata Folha bracao de Acetato de | p 11130 (A-549) Salac et al., 2022
muricata Folha Fr.agﬁo de Acetato de | Mama (MCF-7), pulmio (A-549) e ttero Hadisaputri et al., 2021
etila (HeLa)
. muricata Folha Acetato de etila Célon (HT-29) I;/(I)(;gjhadamtoum etal,
. muricata Folha Aceto de etila Célon (HT-29 e HCT-116) I;/(I)ciihadamtoum etal,
. cherimola Semente Metanol Nasofaringe (KB) WEIE et al., 2005
. cherimola Semente Metanol Nasofaringe (KB) WEIE et al., 2004
. glabra Semente Metanol Pele (A-431) e leucemia (Raw 264.7) Wuetal., 2012
. globiflora Semente Metanol Prostata (DU-145) e ttero (HeLa) Sosa-Rueda et al., 2022
. montana Semente Metanol Figado (Hep-G2) Liaw wt al., 2005
Nasofaringe (KB), célon (HCT-8), pulmao
. montana Semente Metanol (A-549), mama (MCF-7), préstata (PC-3), Liaw et al., 2004
0sso (HOS), pele (SK-Mel-2) e rim (CAKI)
Figado (Hep-G2 e Hep-3B), célon (HCT-8),
cérebro (U-87-MG), prostata (PC-3), ovério . ®
. montana Semente Metanol (PTX10 ¢ 1A9), pulmdo (A-549), mama Liaw et al., 2004
(MCF-7) e nasofaringe (KB e KB-VIN)
. muricata Semente Metanol Figado (Hep-G2 e Hep2.2.15) Liaw et al., 2002
. muricata Semente Metanol Figado (Hep-G2 e Hep2.2.15) Chang et al., 2001
. spinescens Semente Metanol Nasofaringe (KB) Queiroz et al., 1999
. squamosa Semente Metanol Mama (MCF-7) Kulkarni et al., 2023
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. spinescens Semente Metanol Nasofaringe (KB) Queiroz et al., 1998

. muricata Raiz Metanol Leucemia (HL-60), pulméo (A-549) e figado Nugraha et al., 2021
(Hep-G2)

. salzmannii Raiz Metanol Nasofaringe (KB) Queiroz et al., 1999
Leucemia (HL-60 e P-388), nasofaringe

. montana Caule Metanol (KB), pulmio (A-549) ¢ cdlon (HT-29) Wu et al., 1995
Cérebro (U-251), pele (UACC-62), mama

.. (MCF-7), ovario (NCI/ADR-RES e . W

. dioica Folha Metanol OVCAR-3), rim (786-0), pulmio (NCI- Formagio et al., 2013
H460), c6lon (HT-29) e leucemia (K-562)

. dioica Folha Metanol Ascite de Ehrlich (EACC) Vega et al., 2007

. muricata Folha Metanol Mama (MCF-7) Koetal., 2012

. muricata Folha Metanol Laringe (HEp-2) e pulmdo (NCI-H292) Melo et al., 2010

. reticulata Folha Metanol Linfoma (DL) Verma et al., 2020

. senegalensis Folha Metanol Ovirio (A-2780) Ajaiyeoba et al., 2006
Pele (A-431), mama (BC1 e ZR-75-1), c6lon
(Col-2), fibrossarcoma (HT), nasofaringe

. senegalensis Folha Metanol (KB-3,KB-Vl1e KB-VI), prostata (LNCaP), | Youetal., 1995
pulmao (Lul) , pele (Mel-2), leucemia (P-
388) e cérebro (U-373)

. squamosa Folha Metanol Célon (Lovo e HCT-116) Al-Nemari et al., 2020

. squamosa Folha Metanol Pele (B16-F10) Ko et al., 2020

A. squamosa Folha Metanol Utero (HeLa) Swantara et al., 2023

Acetato de etila e

de etila e Metanol

. squamosa Folha e caule Célon (HCT-116) Awada et al., 2023
Metanol
. muricata Folha Acetato de etila ¢ Pulmio (A-549) Pefia et al., 2022
Metanol
. Fracdes de Acetato
. muricata Folha Mama (MCF-7 e MDA-MB-231) Rahman et al., 2018

O segundo 6rgdo mais citotoxico do presente trabalho foi a raiz. Nao foram

encontrados trabalhos com extratos de acetato de etila de raizes de Annona para PC-3, nem

mesmo para outra linhagem celular (Tabela 4). Em relagdo aos extratos metanélicos de raizes

de Annona, foram encontrados estudos apenas para células KB (nasofaringe) (Queiroz et al.,

1999), HL-60 (leucemia), A-549 (pulmao) e Hep-G2 (figado) (Nugraha et al., 2021) (Tabela

4).

Tendo em vista os extratos mais citotoxicos dentre as raizes do presente trabalho,

sendo de acetato de etila de 4. crassiflora e A. montana [(IC50 <6,25 pg/mL as 48h para
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ambas as espécies (Tabela 2)] foi possivel observar que apesar da mesma citotoxicidade
contra PC-3 de ambos os extratos, os compostos que possivelmente contribuam para o
potencial citotoxico ndo sdo os mesmos entre si (Tabela 3), indicando variagdo na
composi¢do quimica entre um mesmo extrato (acetato de etila) e mesmo 6rgdo vegetal
(raizes) de espécies do mesmo género.

Os compostos que se destacam em raizes de A. crassiflora possuem M+ 639 m/z,
assim como as acetogeninas squamostanina-A, squamostanina-B e glabracinas (Yang et al.,
2009, Liu et al., 1998). Em raizes de A. montana se destacam compostos com M+ 597 m/z,
como na acetogenina annanacina (Woo et al., 1999). As semelhancas nos valores de M+ entre
tais compostos sugere que seja investigada a presenca de acetogeninas nos extratos de raizes
de A. crassiflora e A. squamosa.

Na literatura ndo foram encontrados relatos sobre atividade anticancerigena nem
sobre a composi¢cdo quimica de raizes de A. crassiflora e A. montana. Apenas um trabalho
sobre atividade anticancerigena de raizes de Annona contra células PC-3 foi detectado. Em
estudo realizado por Martinez-Vazquez et al. (2005), foi obtido extrato de alcaloides totais
de raizes de 4. cherimola. Desse extrato alcaloidal foram realizadas fra¢des e isolados os
alcaloides coritenchina e isocoreximina. Todas as fracdes apresentaram agdo citotoxica
contra células PC-3, e também contra células K-562 (leucemia), U-251 (cérebro), HCT-15
(c6lon) e mama (MCF-7). Em relacao aos alcaloides testados isoladamente, coritenchina
apresentou 1C50 29,9 + 0,9 uM e isocoreximina apresentou valores >100 uM, indicando
maior citotoxicidade de coritenchina em relagdo a isocoreximina (Martinez-Vazquez et al.,
2005).

Frente aos extratos caulinares mais citotoxicos do presente trabalho, destaca-se o
extrato de acetato de etila de A. montana (IC50 7,75 pg/mL as 48h). Com esta espécie se
encontrou apenas um estudo com atividade citotdoxica (Wu et al., 1995) (Tabela 4), porém
ndo contra PC-3. No entanto se encontrou atividade anticancerigena de extratos de acetato
de etila de caules contra PC-3 com de A. muricata. Foster et al. (2020) utilizaram extrato de
A. muricata contendo acetogeninas, que resultou na inibicdo de 30% da viabilidade celular
de PC-3 com 100 pg/mL apds 72h. No que se refere a testes com extratos metandlicos de
caules de Annona, ndo foram encontrados relatos contra PC-3, apenas contra outras linhagens

celulares (Tabela 4).
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Tendo em vista a necessidade de identificar os compostos que possam ter contribuido
para acdo dos extratos caulinares do presente trabalho, destacam-se relatos de acetogeninas
e diterpenos ent-cauranos isolados de caules de Anonna com atividade contra PC-3, como
acetogeninas annojahnina (ED50 de 0,016 pg/mL) de A. jahnii (Colman-Saizarbitoria et al.,
1998), bullatacina (ED50 <10 ug/ml) de A. squamosa (Hoop et al., 1996) e diterpenos ent-
cauranos acido ent-16,17-diacetoxicaurano-16-6ico e acido ent-19-carbometoxicaurano-19-
6ico (ED50 de 17,71 pg/mL e 17,38 pg/mL, respectivamente) de 4. senegalensis (Fatope et
al., 1996).

Um dos compostos que se destaca no extrato de acetato de etila de caules de A.
montana se encontra em 18,6 min (M+ 597 m/z), possuindo o mesmo M+ 597 m/z da
acetogenina annonacina (Woo et al., 1999), sugerindo que este seja um grupo alvo a ser
investigado também nos caules.

No que diz respeito aos extratos de acetato de etila e metanol de folhas de Annona,
ndo foram encontrados relatos contra PC-3, apenas contra outras linhagens celulares (Tabela
4). Além disso, a folha foi o tinico 6rgdo vegetal que ndo apresentou IC50 <10 pug/mL (cor
verde — Tabela 2) contra PC-3 em nenhum dos extratos das espécies estudadas.

As folhas de 4. montana e A. emarginata foram as mais citotoxicas em relagdo as
demais espécies (4. montana — acetato de etila IC50 13,8 pg/mL e metanol IC50 25 ug/mL;
A. emarginata — acetato de etila IC50 10,87 pg/mL e metanol IC50 12,25 pg/mL). Nao foram
encontrados relatos sobre a atividade anticancerigena de A. emarginata. Em relagdo a
citotoxicidade de folhas de A. montana contra PC-3, ja foi relatada a¢do da acetogenina
montanacina D isolada de suas folhas, que resultou em ED50 de 1,0 pg/mL (Takahashi et al.,
2009).

Foram destacados compostos com M+ 597 m/z em folhas de A.montana, assim como
na acetogenina annonacina, e compostos com M+ 639 m/z em folhas de A. emarginata, como
nas acetogeninas squamostanina-A, squamostanina-B e glabracinas (Yang et al., 2009, Liu
et al., 1998), indicando que as acetogeninas podem ser um grupo alvo a ser investigado
também nos extratos foliares.

Além das folhas de A. montana, folhas de A. leptopetala (Brito et al., 2018), A.
pickelii, A. salzmannii (Costa et al., 2013), 4. sylvatica (Formagio et al., 2013®), 4. glabra
(Liu et al., 19991); Liu et al., 1999); Liu et al., 1999%); Liu et al., 1999®); Liu et al., 1998);
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Liu et al., 1998®; Soleman et al., 2023) e A. muricata (Yang et al., 2015; Kim et al., 19981,
Kim et al., 1998?); Zeng et al., 1996; Zeng et al., 1995) também foram utilizadas em testes
contra PC-3.

Ao se considerar extratos aquosos contendo terpenos extraidos de folhas de A.
leptopetala (Brito et al., 2018), A. pickelii, A. salzmannii (Costa et al., 2013) e A. sylvatica
(Formagio et al., 2013®), o maior efeito contra PC-3 foi observado com o extrato de A.
leptopetala, onde os terpenos majoritarios sdo espatulenol e a-limoneno, apresentando
inibi¢do total do crescimento de celular com 45,12 pg/mL de extrato (Brito et al., 2018).
Dentre os trabalhos com A. glabra, a maior citotoxicidade contra PC-3 foi observada quando
utilizada a acetogenina 27-hydroxybullatacina de forma isolada, resultando em ED50 <10~
pg/mL (Liu et al., 1999®). Em relagdo aos estudos com folhas de A. muricata, a maior
citotoxicidade contra PC-3 foi observada com a acetogenina muricoreacina isolada,

apresentando ED50 de 0,025 ug/mL (Kim et al., 1998®).

3.7 CONCLUSAO

Ao avaliar o potencial anticancerigeno dos 6rgdos vegetais de A. crassiflora, A.
montana, A. squamosa, A. atemoya 'Thompson', A. atemoya 'Gefner', A. emarginata e A.
neoinsignis, € possivel concluir que o extrato de acetato de etila de sementes de 4. emarginata
¢ 0 mais citotoxico contra células de cancer de prostata PC-3, sendo este o primeiro relato da
atividade anticancerigena da espécie. A comparagdo dos perfis quimicos dos extratos
permitiu detectar diferengas de composi¢ao que possivelmente tenham contribuido nas
variagdes do potencial citotdxico, como por exemplo, os compostos encontrados nos tempos
de retengdo 17,32 min (M+ 611 m/z) e 17,9 min (M+ 639 m/z), do extrato de acetato de etila
de sementes de A. emarginata. A presenca de fragmentos de massas moleculares mais
abundantes (M+) nos compostos detectados em extratos mais citotdxicos iguais aos
encontrados em acetogeninas (M+ 639 m/z e M+ 597 m/z) indica que esse seja um grupo alvo
a ser investigado a fim de identificar os compostos destacados no presente trabalho. Conclui-
se também que ndo h4a uma relagdo organo-especifica entre a quimiodiversidade e a

citotoxicidade das espécies, uma vez que existem diferencas na quimiodiversidade de folhas,
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caules, raizes e sementes entre as espécies de Annona estudadas, que se refletem nas

diferentes respostas contra as cé¢lulas PC-3.
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4. CONCLUSAO DA TESE

Ao se explorar a quimiodiversidade de 6rgdos vegetais de espécies de Annona com o
emprego da revisao sistematica, foi possivel concluir que compostos isolados, bem como os
extratos gerais, apresentam diferentes resultados frente as diversas linhagens de células
cancerigenas. Tendo em vista os testes realizados contra células PC-3, conclui-se que ndo
existe uma relacdo organo-especifica entre a quimiodiversidade das diferentes espécies e sua
citotoxicidade, e que a presen¢a de determinados compostos possa contribuir para maior
atividade anticancerigena de determinados extratos. A deteccdo dos compostos que
diferenciam os extratos mais ativos dos menos ativos desperta interesse para que novos
estudos isolem e avaliem sua citotoxicidade, uma vez que a agdo observada no presente

estudo foi em fun¢do da sinergia dos compostos presentes em cada extrato.
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