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SANTOS, Bruna R.M.; VILLA VERDE, Fernando H.N.; HAMOUI, Katia C.;
FERNANDES, Stella L. AVALIACAO CRITICA SOBRE O USO TERAPEUTICO DA
GRAVIOLA NO CANCER DE MAMA. 2019. 42f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Nutricdo) - Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2019.

As plantas e medicamentos derivados sdo usados como base nas induastrias
farmacéuticas para o tratamento de diversas doencas. As frutas e 0s vegetais
oferecem compostos bioativos que agem como antioxidante, diminuindo assim o
estresse oxidativo, pois, contém propriedades quimiopreventivas. Em especial a
planta Annona Muricata popularmente conhecida como graviola, tem sido utilizada
como substancia medicinal, posto que as pesquisas atuais tém focado o uso da
graviola no combate ao cancer de diferentes 6rgaos, entretanto seus mecanismos nao
foram totalmente elucidados. Objetivo: Verificar, por meio da revisao bibliogréafica, o
efeito terapéutico e os mecanismos de acéo da graviola sobre o cancer de mama e
identificar a dosagem necessaria para estes efeitos. Metodologia: Foi um estudo de
revisdo e deducdo que se caracterizou pelo levantamento bibliografico em artigos
indexados na base de dados da BIREME, PUBMED e SCIELO, utilizando técnicas
booleanas AND/OR, no idioma inglés, sem especificidade de espécies ou
temporalidade. As estratégias empregadas para os descritores de cada tema foram:
Acetogeninas, Annona, Epidemiologia, Neoplasias, Neoplasias da Mama. Resultado:
Na andlise de substancias da Annona Muricata foi identificado que as folhas sao ricas
em compostos bioativos e minerais. Ao analisar as folhas descobriu-se sobre a agéo
das acetogeninas anonaceas (ACGs) em relacdo a sua citotoxidade, que
demostraram por meio de estudos in vitro e in vivo uma potencialidade em diversas
linhagens celulares tumorais de mama. As ACGs bioativas apresentou uma
efetividade a apoptose em células cancerigenas iniciais, evidenciando acao
promissora ao anticancer, assim, podendo agir em complemento com as terapias
tradicionais. Observou-se também outros coadjuvantes relacionados a capacidade de
acdo antioxidante em sua composi¢cdo quimica. Os estudos indicam que a Annona
Muricata € um grande percursor para possiveis opcoes terapéuticas de cancer, com
necessidade de maior atencao especifica para mais estudos conduzidos in vivo em
humanos. As ACGs presentes na Graviola foram realizadas em extrato bruto,
etandlico e aquoso de folhas, sementes e frutos, in vivo em camundongos e estudo
com nanoparticulas lipidicas soélidas carregadas do extrato da fruta. A quantidade, o
tempo de exploracéo das coletas e o tipo de cancer de mama foram divergentes nos
estudos, o que indica uma necessidade de mais estudos especificos para cada tipo
de cancer. Independente da variabilidade do desenho experimental, verificou-se que
a mesma tem agao no cancer de mama. Concluséo: O efeito positivo do uso da
graviola relacionado ao cancer de mama ¢€ inegavel, principalmente no quesito do
extrato da folha por conta das ACGs, principalmente na fase inicial (G1) da
proliferacdo do cancer, ja em outras fases o seu efeito citotoxico foi indiferente.
Contudo, em relacéo a dosagem nao houve um consenso definido para determinar se
€ viavel ou ndo o seu uso, assim, ha de salientar a necessidade de maiores estudos
para otimizacao e conclusdes de seu efeito antiproliferativo ao cancer de mama.
Palavras-chave: Acetogeninas. Annona. Epidemiologia. Neoplasias. Neoplasias da
Mama.




SANTOS, Bruna R.M.; VILLA VERDE, Fernando H.N.; HAMOUI, Katia C.;
FERNANDES, Stella L. CRITICAL EVALUATION ON THE USE OF GRAVIOLA
THERAPEUTIC IN BREAST CANCER. 2019. 42f. Course Completion Work (Bachelor
of Nutrition) — Centro Universitario Sdo Camilo, Séo Paulo, 2019.

Plants and derived drugs are used as a base in the pharmaceutical industries for the
treatment of various diseases. Fruits and vegetables offer bioactive compounds that
act as an antioxidant, thus reducing oxidative stress because it contains
chemopreventive properties. In particular, the Annona Muricata plant, popularly known
as graviola, has been used as a medicinal substance, since current research has
focused on the use of graviola in the fight against cancer of different organs, but its
mechanisms have not been fully elucidated. Objective: To verify, through the
bibliographic review, the therapeutic effect and the mechanisms of action of spleen on
breast cancer and to identify the dosage necessary for these effects. Methodology: It
was a review and deduction study that was characterized by the bibliographic survey
in articles indexed in BIREME, PUBMED and SCIELO database, using Boolean
techniques AND / OR, in the English language, without species specificity or
temporality. The strategies employed for the descriptors of each theme were:
Acetogenins, Annona, Epidemiology, Neoplasms, Breast Neoplasms.Result: In the
analysis of Annona Muricata substances it was identified that the leaves are rich in
bioactive compounds and minerals. In analyzing the leaves, it was discovered the
action of the anoenoceae acetogenins (ACGSs) in relation to their cytotoxicity, which
demonstrated by means of in vitro and in vivo studies a potentiality in several breast
tumor cell lines. The bioactive ACGs presented an efficacy to apoptosis in early cancer
cells, evidencing promising action to anticancer, thus, being able to act in complement
with the traditional therapies. Other adjuvants related to the capacity of antioxidant
action in their chemical composition were also observed. Studies indicate that Annona
Muricata is a great precursor to possible cancer therapeutic options, requiring greater
specific attention for further studies conducted in vivo in humans. ACGs present in
Graviola were carried out in crude, ethanolic, agueous and fruits extract of leaves and
seeds, in vivo in mice and study with solid lipid nanoparticles loaded with fruit extract.
The amount, collection time, and type of breast cancer were divergent in the studies,
indicating a need for more specific studies for each type of cancer. Regardless of the
variability of the experimental design, it was verified that it has action in breast cancer.
Conclusion: The positive effect of graviola on breast cancer is undeniable, especially
in the case of leaf extract due to ACGs, especially in the initial phase (G1) of cancer
proliferation, and in other phases, its cytotoxic effect was indifferent. However, in
relation to the dosage there was no definite consensus to determine whether or not its
use is feasible, thus, it should be stressed the need for further studies for optimization
and conclusions of its antiproliferative effect on breast cancer.

Keywords: Acetogeninas. Annona. Epidemiology. Neoplasms. Breast neoplasms.
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1 INTRODUCAO

A recomendacdao dietética do consumo de frutas, legumes e verduras auxilia a
preservar 0 organismo saudavel, uma vez que na dieta humana, frutas e vegetais
oferecem de forma ampla, compostos bioativos derivados de plantas com atividade
antioxidante, diminuindo assim o0 estresse oxidativo. Logo, as propriedades
quimiopreventivas sdo atribuidas a esses compostos, elevando o interesse
farmacoldgico por essas substancias (RADY et al., 2018; PIEME et al., 2014).

As plantas e os medicamentos derivados s&o usados como alicerce nas
industrias farmacéuticas para o tratamento de diversas doencas. De acordo com a
OMS (1993) mais de 80% da populacdo mundial depende de medicamentos
tradicionais para corresponder a atencéo primaria a saude (PIEME et al., 2014).

No parametro farmacéutico a longa histéria da planta e o seu uso na medicina
alternativa, desfruta de uma rica fonte de ativos com beneficios medicinais contra
varias doencas. Uma dessas plantas com uso tradicional extenso é a Annona

Muricata, popularmente conhecida como Graviola, que pertence a familia

Annonaceae, compreendendo em 130 géneros e 2300 espécies, aproximadamente.
E uma espécie frutifera cultivada em areas tropicais mais quentes como América do
Sul, india, Malasia e Nigéria. Seu principal produto comercial é a sua fruta, composta
por 80% de polpa branca, doce e ligeiramente acida (parte comestivel), 16% de

sementes e 4% de pedunculo. A Annona Muricata € uma arvore terrestre e erecta que

atinge de 5 até 8 metros de altura, as folhas verdes tém a forma de um coracao,
contém falsos espinhos carnosos, curtos e moles (MOGHADAMTOUSI et al., 2015;
SANCHEZ et al., 2017; LEE et al., 2016).

A graviola é boa fonte energética, rica em carboidratos. Seu valor nutritivo
contém calcio, fosforo, ferro, vitamina C e vitaminas do complexo B. Possui muitos
beneficios terapéuticos e tem sido amplamente utilizada como substancia medicinal
para hipertensdo, gastroprotetoras, anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigenas,
anticonvulsivantes, antiartriticas, antiparasitarias, antimalaricas, hepatoprotetoras e
antidiabéticas (MOGHADAMTOUSI et al.,2015), embora haja controvérsias cientificas
sobre estes efeitos.

Exclusivamente, as folhas da graviola sdo usadas para tratar cistite, diabetes,

infeccbes, dores de cabeca e insénia. Em regides como a América do Sul e Africa
14



tropical, incluindo a Nigéria, a folha da Annona Muricata tem seu uso medicinal para
efeitos téxicos contra tumores e cancer (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Embora as pesquisas atuais tém focado o uso da graviola no combate ao
cancer de diferentes orgaos (MOGHADAMTOUSI S et al.,2015), seus mecanismos
nao foram totalmente elucidados.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Verificar por meio de revisdo bibliografica, o efeito terapéutico da graviola sobre o

cancer de mama.

2.2 Objetivos Especificos

Observar os mecanismos de acao da graviola sobre o cancer de mama e identificar a

dosagem necessaria para efeitos terapéuticos.

16



3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho caracterizou-se por ser uma pesquisa descritiva e qualitativa.

Tratou-se de um estudo dedutivo, que se caracterizou pelo levantamento
bibliografico em artigos indexados na base de dados da BIREME, PUBMED e
SCIELO, utilizando técnicas booleanas AND/OR, no idioma inglés, sem especificidade
de espécies ou temporalidade. As estratégias empregadas para os descritores de
cada tema foram: acetogeninas, annona, epidemiologia, neoplasias e neoplasias da
mama. Para realizar o levantamento bibliografico foi utilizada a biblioteca do Centro
Universitario Sdo Camilo, foram acessadas as bases de dados Scielo e Pubmed, e foi

realizada pesquisa do termo “graviola” na plataforma Google.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Graviola e seus componentes nutricionais relacionando com cancer

As frutas tropicais sao alimentos ricos em micronutrientes como vitaminas C,
E, carotenoides, compreendendo também em compostos fendlicos e fibra alimentar
(INFANTE et al. 2013; SILVA et al., 2012). O seu consumo outorga beneficios a saude,
dentre estes, a reducéo do risco de Cancer, Alzheimer, catarata e Parkinson. Estes
beneficios séo atribuidos aos compostos bioativos caracterizados como substancias
antioxidantes, que inibe a oxidacao de moléculas, evitando o inicio ou propagacao das
reacoes de oxidacdo em cadeia (INFANTE et al., 2013; AYALA-ZAVALA et al., 2011).

A graviola é uma fruta tropical, pertencente a familia Annonaceae, com
aproximadamente 2500 espécies, que sao caracterizadas por possuirem 0s
esteroides, flavonoides, peptideos, diterpenos, alcaloides e acetogeninas (ACGS)
(PAES et al., 2016).

No estudo de Usunomena e Paulinus (2015), os resultados quantitativos das

substancias fitoquimicas e a analise mineral da Annona Muricata estdo explicitos nas

Tabelas 1 e 2, apresentadas a seguir.

Tabela 1. Andlise fitoquimica de folhas em p6é de Annona Muricata

Fitoquimico Annona Muricata
Flavonoides 9.7 +0.07 %
Saponinas 3.5+ 0.40 %
Alcaloides 1.5+ 0.40 %
Betacaroteno

6.6 +0.80 mg /100 g

Acido Ascorbico 38.16 +1.94 mg /100 g

Acucar redutor 48.33+1.20 %

Taninos 0.18 £ 0.07%

Fonte: Usunomena e Paulinus (2015). valores meios + SD para 3 determinagées
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Tabela 2. Analise mineral para folhas em p6 de Annona Muricata (mg /Kg)

Annona Muricata

Mineral
S6dio 694.86 £ 10.65
Potassio 363.05 = 3.46
- 9619 + 801
Magnésio
Calcio 11183+ 10
. 8.34 £ 0.56
Zinco
. 8.25+1.25
Manganés
139.50 £ 32
Ferro
Cobre 14.25 £ 0.75
Cromo 3.75+£0.20
Cadmio 5.49 £ 0.07

Fonte: Usunomena e Paulinus (2015). valores meios + SD para 2 determinagées

De acordo com os resultados, nota-se que as folhas extraidas da Annona
Muricata sdo ricas em compostos bioativos e minerais (USUNOMENA e PAULINUS,

2015). A andlise das folhas de Annona Muricata mostrou diversas descobertas sobre

a acao das ACGs, em relacdo a sua citotoxicidade.

A polpa, casca, folhas e raizes s@o conhecidos por serem ricos em flavonoides,
alcaloides, isoquindlicos e ACGs. O caule, as folhas e as sementes da graviola contém
mais de 70 acetogeninas (QAZI et al., 2018; YANG et al.,, 2015; ALALI; LIU;
MCLAUGHLIN, 1999), sdo derivadas de acidos graxos de cadeia longa (AGCL),
combinagdes lineares de duas ou trés unidades de carbonos via acetil Co-A e malonil-
CoA, por meio de mecanismos semelhantes aos empregados na rota para a
biossintese de acidos graxos (PAES et al.,2016; BERMEJO et al., 2005). Estas
substancias sado caracterizadas por apresentarem uma cadeia longa alifatica com 32
a 34 atomos de carbono e um anel gama — lactonico terminal insaturado ou saturado.
Podem ser encontrados um, dois, ou trés anéis tetrahidrofuranos (THF) ou
tetrahidropiranos (THP), e grupos funcionais oxigenados (hidroxilas, cetonas ou
epoxidos) (ALALI; LIU; MCLAUGHLIN, 1999).
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As ACGs podem ser classificadas perante a quantidade e/ou tipos de anéis THF
e/ ou THP ou anéis epdxidos, e quanto a natureza do anel gama lacténico terminal.
Os anéis THF e /ou THP podem ser alfa-alfa dihidroxilados ou alfa-hidroxilado, sendo
classificados como: monoTHF e/ou THP, bis-THF e/ou THP adjacentes, bis-THP e/ou
THP nao adjacentes, e tri-THF, como mostra na Figura 1 abaixo (PAES et al.,2016;
BERMEJO et al., 2005).

OH OH
AN A awf’
OH OH o OH el

Mono-THF Bis-THF adjacente THF-THP n3o adjacente
OH
0
E % 0 g 0 o)
o © OH YA AN
OH OH OH % ¥
THF-THP adjacente Bis-THF ndo adjacente Epéxi

Figura 1. Exemplos das disposi¢cfes dos fragmentos de anéis THF e/ou THP e anéis
epodxido em acetogeninas de Annonaceae. Fonte: PAES et al., 2016; BERMEJO et al., 2005.

Quanto ao anel lactbnico, elas podem ser classificadas em: y-lactonico
substituido, cetolactonas ou hidroxilados (PAES et al.,2016; BERMEJO et al.,2005).
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Figura 2. Exemplos dos fragmentos de anéis y-lactbnico em acetogeninas de
Annonaceae. Fonte: PAES et al., 2016; BERMEJO et al., 2005

Outro sistema de classificacdo, porém, mais geral, foi usado também em outras

revisbes. Neste, as ACGs foram divididas em seis grandes grupos: acetogeninas
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lineares, monoTHF, bis-THF adjacente, bisTHF ndo adjacentes, ndo THF e THP, e
ndo classicas (PAES et al.,2016; BERMEJO et al.,2005; SCHLIE-GUZMAN;
GONZALEZ-ESQUINCA; LUNA-CAZARES, 2009; ALALI; LIU; MCLAUGHLIN, 1999).
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Figura 3. Classificacdo geral das acetogeninas. Fonte: PAES et al.,2016;
BERMEJO et al.,2005.

De acordo com varios relatos de estudos in vitro, as ACGS mostrou-se possuir
uma alta seletividade toxica em diversas linhagens celulares tumorais, como
carcinoma de pulmdo, mama, prostata, carcinoma pancreatico, do colon e figado
(SUN et al., 2014).

As ACGs bioativas mostraram aliciar com efetividade a apoptose em células

cancerigenas duradouras, que mantém- se a farmacos quimioterapicos (QAZI et al.,
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2018; CHANG; WU, 2001). Estudos farmacoldgicos sobre as ACGs, relatam uma forte
acao promissora ao anticancer, onde seus mecanismos se explicam pela necessidade
das células cancerigenas de carecer de uma maior demanda de ATP comparado as
células normais, com a acdo das ACGs bioativas, ha a inducédo a citotoxicidade e
inibicdo do complexo mitocondrial, depletando a cadeia de transporte de elétrons e
consequentemente a sintese de ATP (SUN et al., 2014; ALALI; LIU; MCLAUGHLIN,
1999).

A folha da graviola inclui capacidade antioxidante. De acordo com Ayala-Zavala
etal (2011) esta caracteristica é devido aos compostos fendlicos que facilita a doacéo
de um a&tomo de hidrogénio, atrasando ou inibindo a reatividade de radicais livres, ou
seja, a sua oxidacao.

A graviola desfruta de uma alta capacidade de agir contra as células
cancerigenas, podendo ter efeitos protetores (MOGHADAMTOUSI et al.,, 2015;
MINARI; OKEKE, 2014), essa idoneidade das ACGs presente na Annona Muricata de

agirem em complemento com as terapias tradicionais, podem ser usados como um
adjuvante do céancer terapia (MOGHADAMTOUSI et al.,2015; ELISYA; KARDONO,;
SIMANJUNTAK, 2014), evitando assim possiveis fatores secundarios do tratamento
quimioterapico.

Conforme a composicdo quimica da Annona Muricata e seus efeitos

antioxidantes, observaram nos estudos, além das ACGs, outros coadjuvantes

relacionados a capacidade de acéo antioxidante.
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4.2. Cancer de mama

O cancer de mama surge atraves de alteracdes das células da mama, que
passam a se dividir descontroladamente, formando um tumor oriundo de células
anormais que se multiplicam. H& vérios tipos de cancer de mama, podendo evoluir de
diferentes formas, alguns se desenvolvem de maneira brusca enquanto outros mais
lentamente, isto se deve a individualidade de cada tumor (INCA, 2018). Nos dias
atuais, as doencas nao transmissiveis Vvém progredindo (GHONCHEH,;
POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016; RADY et al., 2018; ZAHEDI et al., 2015) e os
principais fatores para este crescimento sdo: maior tempo de vida, aumento da
exposicdo a fatores de risco e mudancas no estilo de vida (GHONCHEH,;
POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016).

O cancer de mama é o carcinoma mais comum em mulheres e o segundo na
classificagdo do tumor mais frequente no contexto em geral (KIM et al.,2018). Houve
mais de 2 milhdes de novos casos diagnosticados em 2018. Na Figura 4 descrita
abaixo, ha a demonstracéo das taxas de incidéncia e mortalidade em cada regido, em
ordem decrescente. Nota-se que as taxas de incidéncia sdao mais elevadas na
Austrdlia /Nova Zelandia, Norte da Europa como Suécia e Dinamarca, Europa
Ocidental como Bélgica, Holanda e Franca, Europa do Sul como Italia e América do
Norte (BRAY et al., 2018).
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Figura 4. Incidéncia Especifica da Regido e Mortalidade padronizadas por Idade para
Canceres de Mama Feminino em 2018. Fonte: GLOBOCAN, 2018; BRAY et al., 2018.

Segundo o INCA (2018), se diagnosticado no comeco, o tratamento tem maior
potencial curativo, prolongando a sobrevida e melhorando a qualidade de vida.
Estima-se que sdo esperados 59.700 novos casos no Brasil, sendo mais frequente
nas mulheres das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. O cancer de mama
também acomete homens, porém é raro, representando apenas 1% do total de casos

da doenca. A mortalidade estimada é de 15.403 mulheres e 187 homens.

Os fatores de risco do cancer de mama sao: longo tempo de fertilidade que
acontece com a menarca precoce e a menopausa na velhice, uso de medidas
preventivas, hormonios na gravidez e nao ter filhos. A obesidade, sedentarismo,
horménio terapia de reposicao e o alcool, também séo fatores que contribuem para o
desenvolvimento do cancer de mama. J4, ter filhos e amamentar encontram-se como
fatores preventivos (GHONCHEH; POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016; TORRE et
al., 2015).

Nos dias atuais, ha amplos avancos para o tratamento do cancer de mama,
disponibilizando diversas medidas terapéuticas para o caso. A forma de tratamento

pode incluir desde de uma cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia como
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também para uma terapia biologica (terapia alvo). Tudo depende em que fase a
doenca esta e o tipo de tumor (INCA, 2018).

Entre os tratamentos, ha também a indicacdo de compostos bioativos que
tenham comprovacéo cientifica, para uma viavel diminuicdo ou apoptose das células
cancerigenas, em especifico o cancer de mama, o que justifica o intuito desta

pesquisa.
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4.3 Graviola e Cancer de Mama

Nos dias atuais, no mercado de produtos naturais, derivados ou simuladores
sintéticos, representam mais de 47% das drogas anticancerigenas, nas quais mais de
25.000 fitoquimicos designados, possuem potentes atividades toxicas as células
cancerigenas (RADY et al., 2018 ; NEWMAN; CRAGG, 2016 ; SCHMIDT et al., 2008).
As partes da graviola foram extensivamente estudadas com varias atividades
farmacoldgicas in vitro e in vivo, e demonstraram ser eficazes no manejo de varios
tipos de cancer (RADY et al., 2018). Os mecanismos moleculares detalhados de agéo
de vérias partes da graviola contra varios canceres estao resumidos no Quadro 1 e 2,

apresentado a segquir.
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Quadro 1. Resumo de conclusdes e analise metodoldgica de artigos encontrados sobre o efeito da Annona Muricata sobre diferentes tipos de
cancer de mama de camundongos. Séo Paulo, 2019.

por 7,12-
dimetilbenzeno-
antraceno (DMBA)
nos tecidos
mamarios de
camundongos
albinos fémeas.

Formas e
ESTUDO / DESENHO OBIJETIVO DO . ~
AT EXPERIMETAL ESTUDO quantidade de RESULTADOS E CONCLUSOES
oferta
Avaliar o potencial
_ _efelto _ No inicio deste trabalho, trinta (30) camundongos albinos
quimiopreventivo fémeas adultas pesando entre 21 e 28 g foram divididos em 5
de um extrato 20 mg /mL / grupos, cada grupo com 6 camundongos. Os grupos
etandlico de folhas | “_ S0 o experimentais receberam diferentes concentracdes de um
d_e Annona DMBA: extrato etanolico de Annona Muricata preparado em relagao ao
(MINARY; Estudo de ensaio | Muricatasobrea | o, 55 50, resultado da LD50, os ratos foram tratados com doses
OKEKE, in vivo proliferacao mg / mL / dia crescentes de extrato, onde o tratamento dos animais durou
2014) (camundongos) celular induzida de extrato seis semanas.

O presente estudo mostrou que o extrato etandlico de folhas de
Annona Muricata pode ser utilizado como medida preventiva
contra a proliferacéo de células da mama induzida pelo DMBA
nos tecidos mamarios de camundongos albinos fémeas.
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Formas e

ESALUTDO%/ EXIIJ‘—’IIEE?%EII\\:IHE'? AL OBIJE.E;IlYI;) ODO quantidade de RESULTADOS E CONCLUSOES
oferta
eféril\éisélgae;?rse\to A_s amostras, d(_e extrato bru_tc_) de Annona leric\ata_ exibiram
bruto de graviola 250 ug/ rr_lL diferentes niveis de citotoxicidade em relacdo as linhagens _
Estudo de ensaio in vitro e in Vivo por 72 h (in celulares de cancer de mama. O B1 AMCE selemonqdo redqzm
(NAJMUDDIN in VItro e in Vivo sobre células de vitro) o tamanho e o peso do tumor, mostrou caracteristicas anti-
et al., 2016) metastaticas e induziu apoptose in vitro e in vivo das células

(camundongos)

cancer de mama

(MCF-7, MDA-MB-

231, 4T1 e MCF-
10)

4T1. Além disso, diminuiu o nivel de 6xido nitrico e
malondialdeido no tumor, ao mesmo tempo que aumentou o
nivel de células brancas do sangue, célula T e populacéo de

células natural killer.
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Quadro 2. Resumo de conclusdes e analise metodoldgica de artigos encontrados sobre o efeito da Annona Muricata sobre diferentes tipos de
cancer de mama in vitro com extrato aquoso e etandlico. Sdo Paulo, 2019.

DESENHO Formas e quantidade de RESULTADOS E
U LT EXPERIMETAL OBIETIVO DO ESTUDO oferta CONCLUSOES

e Concentracoes
(25, 50, 100, 200

e 400 pg) do Os resultados revelaram
extrato da folha que o extrato era
foram

moderadamente citotoxico
para células normais com
um valor médio de IC50 de
52,4 yg quando
comparados com 0s
obtidos para células

adicionados, em
um volume igual,
a solucéo
etandlica de 3 mL
de DPPH * (0,1

Avaliar o potencial
citotoxico do extrato das
folhas n-butandlicas de

Annona Muricata em

WRL-68 (células mM) cancerosas (valores de
hepaticas humanas 50 gramas de p6 IC50 de 29,2 ug para
L normais), MDA-MB- ¢ MDA-MB-435S e 30,1 ug
(George et al., 2012) Estudo de ensaio in vitro 4355S (células de de folhas para HaCaT,

renderam 5,4 g
de n-butandlico
extrato bruto.

carcinoma da mama
humano) e HaCaT

respectivamente). O
estudo confirma a

células de presenca de compostos
gueratindcitos antineoplasicos
imortalizadas) por e WRL-68 extrato= | erapeuticamente ativos no
ensaio XTT. IC50 de 52,4 pg extrato de folhas n-
butandlicas de Annona
MDA-MB-4355= muricata, mostrando um

IC50 de 29,2 ug | efeito redutor dependente
HaCaT= 30,1 ug da concentracéo.
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DESENHO

OBJETIVO DO

Formas e

AUTOR EXPERIMETAL ESTUDO quantidade RESULTADOS E CONCLUSOES
de oferta
Comparar os
efeitos
antiproliferativos 100;)0u80/0mL,
dos extratos ug/mL, e Os testes citotéxicos com dose inicial de 300.000 pg/ mL
aquosos de 50.000 pg / apresentaram maior inibi¢&o proliferativa com a folha de
frutas, f(t)lhaj e mL, 300.000 graviola. A menor inibi¢cdo foi encontrada no extrato da
i Vi sementes de semente da graviola. A inibicdo do tamoxifeno (500 pg/ mL)
(FIDFIDIANINGSIH; (Ejtt#acig fq\lj'f)rsoo Annona Muricata Lelgtg][:; SZ foi melhor que a dos extratos aquosos de folhas, sementes e
HANDAYANI, e extrato em células T47D folha de frutos de graviola. A inibi¢&o proliferativa do extrato aquoso
2014) etanolico) cancerigenas, graviola, da graviola contra as células T47D tem menos toxicidade em
para sementes e doses bem menores, com extrato etandlico.
forneC|mento~de fruto e 500 g/
comprovagao
cientifica do mL _de
. tamoxifeno
efeito
anticancerigeno
da graviola
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Formas e

DESENHO OBJETIVO DO : ~
AUTOR uantidade RESULTADOS E CONCLUSOES
EXPERIMETAL ESTUDO d
de oferta
O presente estudo indica que os ingredientes ativos no GLE
tém um marcante efeito antineoplasico nas células TNBC MDA-
: MB-231. O TNBC é a forma mais agressiva de cancer de
Investigar os ) N o
efeitos do extrato mama, e o extrato bruto de Annona Muricata ndo apenas inibe
. a proliferagdo, mas também inibe a metastase. Identificou-se
bruto de graviola ; . . A
in Vitro sobre diferentes vias de apoptose em células de cancer de mama
. A 24, 48 horas MDA-MB-231 e MCF-7 resultantes do tratamento GLE. Os
células de cancer o , -
de mama: em com dados indicam que as células TNBC nao sofrem apoptose
(KIM et al., Estudo de ensaio particulf;lr concentracdes através do mesmo mecanismo das células ndo-TNBC e,
2018) in vitro identificar u’m crescentes (0, portanto, ingredientes ativos, além dos conhecidos ACGs
agente contra o 50, 100 e 200 presentes na GLE, podem ser responsaveis pelos efeitos
pg / mL) apoptéticos nas células TNBC. Conclui-se que os ingredientes

cancer de mama
triplo negativo
(TNBC)

ativos presentes no GLE e determinamos suas atividades anti-
TNBC, induziu apoptose mitocondrial, suprimiu a proliferacdo
celular e diminuiu a motilidade celular em células TNBC MDA-
MB-231. Mais estudos sdo necessarios para estabelecer o
potencial terapéutico desta planta medicinal além de seu status
como alimento funcional.
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celulares do
cancer da mama
MCF7.

Formas e
DESENHO OBIJETIVO DO ~
i ESULTADOS E L E
AUTOR EXPERIMETAL ESTUDO quantidade de RESULTADOS E CONCLUSOES
oferta
Desenvolver e
formular Os resultados indicaram claramente que os SLNs carregados
nanoparticulas com extrato teve maior morte celular em relagéo ao extrato
Estudo de ensaio lipidicas sdlidas puro. O S_LNS_ mostraram um,notavel efeltg apoptotico e
o (SLNs) melhor eficicia para matar células cancerigenas MCF7.
in vitro : .
. carregadas de Variadas Assim, os SLNs carregados com extrato podem ser uma forma
para avaliar a ~ . . ~
atividade extrato de frgta de | concentracdes: | de dosagem alternatlva~que poss_lvelmente controla a acdo e a
(SABAPATI L Annona Muricata, | 6,25 uyg/ mL a reducgéo do efeito colateral.
metabalica celular - . . . .
et al., 2019) _teste MTT explorando o seu 100 pg / mL A atividade anticancerigena minima detectavel e
utilizando : potencial incubados por anticancerigeno com 6tima atividade do extrato etanélico de
o citotéxico in vitro 24h
liofilizados das .
contra as linhas
folhas

frutos de Annona muricata em células MCF7 foram
encontrados em 26,38% (6,25 pg / mL de concentragédo livre) e
70,17% (100 pg / mL de concentracdo do extrato SLNS),
respectivamente. A concentracao inibitéria de 50% (IC50) de
extratos etandlicos e SLNs foram encontrados em 30 ug / mL
e 12 pug / mL, respectivamente.
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4.3.1 Discussao sobre os resultados

Baseando-se nas revisdes bibliograficas apresentadas, foi possivel perceber

que a relacdo da Annona Muricata com o cancer de mama é um grande precursor

para possiveis opcdes terapéuticas, necessitando de uma maior atencao especifica

para mais estudos induzidos in vivo em humanos.

Minari; Okeke (2014), estudaram camundongos albinos que receberam

diferentes concentracdes do extrato etandlico das folhas da Annona Muricata induzida

por 20 mg/mL/semana de 7,12-dimetilbenzeno-antraceno (DMBA). Foram separados

em 5 grupos que obtiveram doses e concentracdes diferentes dos extratos etandlicos,

recebendo doses crescentes de 20, 50, 100, 200 mg / mL / dia por 6 semanas. No

sentido de esclarecer a nomenclatura usada para 0s grupos, € apresentada na Tabela

3

Tabela 3. Identificacdo dos grupos em relacdo as doses de DMBA e Extrato

GRUPOS
MA
MB
MC
NC
PC

Mg/ml/ semana de DMBA
20
20
20
20
20

Mg de extrato
200
100
50
20
Agua destilada

Fonte: (MINARI; OKEKE, 2014).
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Figura 5. Efeitos de um extrato etanélico de folhas de Annona Muricata sobre a taxa de
sobrevivéncia da proliferacdo celular induzida por DMBA em camundongos
Fonte: MINARI; OKEKE, 2014.

No estudo notou-se que o extrato etanodlico das folhas obteve acéo positiva,
apresentando um potencial para ser utilizada como medida preventiva contra a
proliferacéo das células cancerigenas.

Najmuddin et al. (2016), conduziram um tipo de estudo in vivo em

camundongos, utilizando os resultados do extrato bruto da Annona Muricata induzidas

por células 4T1. O impacto terapéutico do extrato em camundongos foi observado
através do tamanho do tumor, onde o peso diminuiu de 1,45 + 0,06 g no grupo néo
tratado para 1,2 £ 0,09 g no grupo tratado de extrato aquoso B1 AMCE durante 28

semanas, como mostra na Figura 6, a seguir.
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CONTROL : 1 amce

Figura 6 . Imagens de tumores colhidos de camundongos controle e tratados com B1 AMCE
(19/kg)
Fonte: Najmuddin et al.,2016

O peso e o volume destes tumores foram mensurados apos a retirada do tumor, com 28 dias
de tratamento e estdo apresentados nas Figuras 7 e 8

Figura 7. O peso dos tumores mensurado apos 28 dias de tratamento
16

Tumaour weight (g)

s 8 R EREE . REK

CONTROL AMCE

Fonte: Najmuddin et al, 2016. Os dados s&o expressos como média + erro padrdo da média para
triplicatas. n = 7 ratos por grupo.

Figura 8. O volume dos tumores apoés 28 dias de tratamento

450
400
350
300
250
200
150
100
50
1]

Tumeour volume {mm3)

CONTROL AMCE

Fonte: Najmuddin et al.,2016. Os dados sdo expressos como média + erro padrio da média para triplicatas.
A significancia é definida em * p <0,05; n = 7 ratos por grupo.
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O tempo de tratamento também é importante no processo de apoptose de células,
conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Andlise por citometria de fluxo da apoptose de células apés 48 e 72h de tratamento

Grupo de tratamento Porcentagem de células (%)
Viavel Apoptose precoce Apoptose tardia Morto

48 Ao controle 95,98 + 0,15 1,24 + 0,06 1,89 + 0,03 0,89 + 0,08
horas

B1 AMCE 61,48 +1,13* 26,9+ 1,18* 10,01 + 0,08* 1,61+0,1
72 Ao controle 95,09 £ 0,24 2,39 £ 0,09 1,33+ 0,09 1,18 + 0,17
horas

B1 AMCE 49,39 + 1,74** 35,13 £ 1,19**b 14,25+ 0,62**b 1,24 +0,14

Fonte: Najmuddin et al.,2016. Cada dado foi expresso como média + erro padrdo da média (SEM) de
determinacdes triplicadas. * SignificAncia estatistica ( p <0,05) entre o grupo controle e o grupo tratado com Bl
AMCE no tempo de 48 horas. ** Significancia estatistica ( p <0,05) entre o grupo controle e o grupo tratado com
B1 AMCE no tempo de 72 horas. Valores médios com diferentes subscritos na mesma coluna séo
significativamente diferentes p <0,05.

Ambos os trabalhos, de MINARI; OKEKE (2014) e de NAJMUDDIN et al (2016),

utilizaram diferentes quantidades de oferta de extrato da Annona Muricata para efeitos

anticancer, bem como diferenciaram o tempo de exploracdo do estudo. Mesmo
utilizando extrato e forma de inducéo dissemelhantes, os resultados foram positivos.

Em relacdo ao cancer de mama, em particular, o triplo negativo, Kim et al.
(2018) utilizaram o extrato da Folha da Graviola (GLE) induzindo as células MDA-MB-
231 e MCF-7, houve um decréscimo relevante na efetividade das células apos
incubacédo de 48 horas em concentracdes crescentes de 0, 50, 100 e 200 ug / mL de
GLE. Foram observadas diminuicdo no niumero de coldnias celulares e melhoria na
clonagem em 24horas e 48 horas, em concentragdes de 100 ug / mL e 50 pg / mL,

respectivamente, como mostra na Figura 9.
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Figura 9. Efeitos de diferentes concentracdes do extrato da folha da graviola na viabilidade
celular, clonogenicidade e ciclo celular .Células de cancer de mama tratadas por 48 horas e
sua viabilidade celular foi medida pelo teste de MTT.

MDA-MB-231 (24 H) MDA-MB-231 (48 H)

PR ‘ /
' - f.,
3¢50 @

Opg/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 200 pg/ml Opg/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 200 pg/ml
(b)

Fonte: KIM et al., 2018.

Contudo, em relacdo a motilidade e invasdo das células foram diminuidas
somente nas células MDA-MB-231, constatando uma irrelevancia na utilizacdo do
extrato GLE em células MCF-7.

Para Sabapati et al. (2019) em relacdo ao tipo de cancer de mama triplo
negativo MCF-7, obtiveram um estudo com formulacdo de nanoparticulas lipidicas

sélidas (SLNs) carregadas do extrato da fruta de Annona muricata para fins de

examinar o nivel citotdéxico do extrato em linhas celulares in vitro. Através de varias
concentracdes de 6,25 pg / mL a 100 pg / mL incubados por 24h, indicaram uma
concentracéo inibitéria (IC50) de 30ug/ ML de extratos etandlicos e 12 ug / mL de
SLNSs. As atividades apoptéticas foram superiores do extrato SLNs comparado com o
extratos etandlicos, obtendo uma porcentagem de 86% e 71,43%, relativamente,
demonstrando uma grande bioeficacia das SLNs, para o tipo de cancer MCF-7. Este
estudo mostra um outro olhar, comparado ao estudo de Kim et al. (2016), que teve
uma resposta indiferente da utilizacdo do extrato da folha ao tipo de cancer MCF-7,
Sabapati et al. (2019) utilizam novas vertentes terapéuticas que induz uma capacidade
de potencial com efeitos citotoxicos superiores, destruindo as células em sua fase
precoce.

George et al. (2012) utilizaram a concentracao inibitéria (I50) assim como
Sabapati et al. (2019) para verificar o efeito citotoxico do extrato das folhas n-

butandlicas da Annona Muricata em células do cancer de mama MDA-MB-435, além
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de outros tipos de células. As concentragdes foram de 25, 50, 100, 200 e 400 ug do
extrato da folha e foram inseridos a um volume igual, & solucdo etandlica de 3 mL.
Porém os efeitos foram moderados, e ndo houve uma diferenciacdo de efeito
citotoxico em concentracoes elevadas entre células normais e cancerosas.
Najmuddin et al. (2016) e Kim et al. (2016) relataram através de estudo in
vitro, as fases do ciclo celular e as mudancas na proliferacdo ou diminui¢c&o celular do
cancer comparado aos efeitos citotoxicos do extrato bruto da graviola. Segundo
Najmuddin et al. (2016), apos o tratamento com 250 ug / mL de B1 AMCE durante 72
horas, obteve um maior grupo de controle na fase sub GO / G1 ( valores de 4,37% +
0,20% versus 18,02% + 2,21), sucedendo a interrupcdo do ciclo e inducdo da

apoptose, exposto na Figura 10 e Tabela 5.

2. Human Cells Control. 508 ) g, HUmn Cols ConroLd

a- G0/G1 G2+M @- G0/G1 G24M

Counts
. Ty .l 0

Control AMCE ICsq

Figura 10. Andlise histolégica da maquinaria do ciclo celular em 4 células T1 apds tratamento
com extrato bruto Annona Muricata (B1 AMCE) ap6s 72 h. Fonte: NAJMUDDIN et al. 2016.
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Tabela 5. Porcentagem de células em cada uma das fases do ciclo celular apds o tratamento
com B1 AMCE por 72 h

Ao controle ICs0 (250ug/ml
Sub G0/G1 4,37 + 0,202 18,02 £ 2,21
G0/G1 45,23 + 0,252 43,12 + 0,75P
S 29,98 + 0,312 23,48 + 0,93
G2+M 20,55 £ 0,192 15,39 + 0,70

Fonte: Najmuddin et al., 2016. Cada dado foi expresso como média + erro padrdo da média (SEM) de
determinagdes triplicadas. Valores médios com sobrescritos diferentes na mesma linha sao significativamente
diferentes p <0,05

A viabilidade celular do estudo de Najmuddin et al. (2016), foi comparada
através da permanéncia das células de culturas ndo tratadas (controle negativo),
conforme descrito na Figura 11, as células cancerigenas MCF-7, MDA-MB231 e 4T1
foram tratadas com dissolucdes seriadas de 2 vezes de B1 AMCE, representando
concentracdes de 220 ug / mL, 350 ug/ mL, 250 ug / mL respectivamente. H4 tambem
o controle positivo da célula MCF-10A que foi superior que as outras trés células

cancerigenas, representando uma concentragao de 1000 pg / mL.
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R ; . : . . :
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Annona muricata crude extract (AMCE) concentration (pug/mL)

Figura 11. Extrato bruto da Annona Muricata (B1 AMCE) em concentra¢des de ug/ ml
Fonte: NAJMUDDIN et al., 2016.

Ja para Kim et al (2016) a analise apos 24 horas de tratamento com extrato da

Folha da Graviola (GLE) mostrou-se um acumulo de células mortas na fase sub-G1,
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engquanto em outras fases do ciclo S e G2 / M ndo houveram mudancas significativas,
como evidenciado na Figura 12.

2 2
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Figura 12. Efeitos do GLE na viabilidade celular, clonogenicidade e ciclo celular
Fonte: KIM et al., 2016.

Portanto, estes valores demonstrados em ambos os estudos, afirmam que para

0 extrato bruto da Annona Muricata induzidas para dois tipos de canceres , em

concentracfes e tempo diferentes chegaram a induzir a apoptose na fase inicial
celular G1.

Ao analisar os efeitos antiproliferativos das folhas, sementes e frutos da graviola
em células T47D cancerigenas, FIDFIDIANINGSIH; HANDAYANI (2014) realizaram
dois tipos de estudo utilizando o extrato aquoso e o extrato etandlico. O extrato aquoso
foi testado trés vezes em doses inicias de 1.000 pg / mL ,10.000 ug / mL, chegando a
valores de até 50.000 pg / mL, os resultados foram indiferentes quanto a sua
citotoxicidade. Porém uma nova coleta foi efetivada com doses maiores de 300.000
ug / mL, que por fim obteve respostas positivas para os efeitos inibitérios do cancer,

contudo uma menor inibicdo foi encontrada para as sementes da Annona Muricata.

Ja4 comparada ao efeito etandlico, a inibicdo do tamoxifeno em concentracdo de
apenas 500 pg/ mL foi mais efetiva que a dos extratos aquosos de folhas, sementes

e frutos de graviola, apresentando uma taxa menor de toxicidade.

Muitas foram as metodologias encontradas, necessitando de mais

especificidade e estudos sobre os efeitos terapéuticos da Annona Muricata no cancer

de mama.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao examinar 0s compostos quimioterapicos derivados das plantas, notou-se que
seu efeito medicinal estava diretamente ligado a proteinas de ligacdo de DNA.
(MINARI; OKEKE, 2014; MANTONI; REID; GARRETT, 2006 ; ESPINOSA et al.,
2003). A interligacdo dos efeitos das plantas com as proteinas de DNA, provoca
ruptura ao DNA através das vias de sinalizacdo, ocasionando a apoptose e
antiproliferacdo celular, onde esse meio depende também do tamanho da lesdo
(MINARI; OKEKE,2014; KASTAN; BARTEK, 2004). Segundo o estudo proposto de

Minari; Okeke (2014) o extrato etandlico de folhas da Annona Muricata s&o compostos

por diversos metabdlitos como taninos, terpenoides, glicosideos cardiacos (CGs) e
flavonoides que apresentaram eficacia contra os danos do DNA conduzidos por

DMBA, expressando efeitos preventivos.

Em contrapartida, a leptina em conjunto com a obesidade também € um cofator
que estimula a proliferacdo de vérias linhagens celulares do céancer de mama
(NAJMUDDIN et al., 2016; ARTAC; ALTUNDAG, 2011 , ALSHAKER et al., 2014). O
seu alto nivel de expressédo detectado no estudo, foi reduzido no grupo tratado com
B1 AMCE, onde simultaneamente regulou varias proteinas, dentre elas, a interferon-
gama (IFN-y) e a monoquina induzida por interferon-y (Mig), destacando-se como
agentes anticancerigenos. O IFN-y tem ac¢des antitumorais, inibindo o seu
crescimento, e consequentemente causando apoptose do ciclo celular (NAJMUDDIN
et al., 2016; GARCIA-TUNON et al., 2007). Em outros estudos, o IFN-y em conjunto
ao tamoxifeno, aumenta a potencialidade do efeito inibitério em carcinomas de mama
em metastases (NAJMUDDIN et al., 2016 ; NING et al., 2010). No grupo tratado com
Mig mostrou-se ser um bom indicador para o B1 AMCE, pela sua alta capacidade de

inibir a angiogénese in vivo.

Aprofundando mais sobre o estudo de Kim et al (2016), o extrato de GLE na
viabilidade celular provocou uma direcdo especifica atraves da construcdo de EROS
(especie reativa de oxigénio) em células MDA-MB-231, ocorrendo uma ruptura da
membrana mitocondrial, em especifico, citocromo C e o DNA danificado (PARP).

Salientando a auséncia de receptores de estogenio (ER) nas linhas TNBC como a
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MDA-MB-231, em MCF-7 induziu a resultados apoptoticos diferentes, independente
da concentracao estimular em ruptura das membranas mitocondriais, como GLE em
concentracdo de 200 ug / mL, os sinais crescentes de GLE para a formacédo de EROS
em MCF-7, foram indiferentes para este tipo de cancer em especifico, mas ao todo o
GLE aumentou as EROS intracelulares apenas em células MDA-MB-231.

Pode-se observar varias vias apoptéticas das células cancerigenas, como
também divergéncias entre os estudos encontrados e seus possiveis efeitos de

citotoxicidade da Annona Muricata, induzindo a antiproliferagdo do carcinoma, em

especifico o cancer de mama.

Foram encontrados numerosas dosagens com concentracdes e extratos
diferentes in vitro aguoso e etandlico e in vivo com camundongos, com seus distintos
estudos de tipos de linhas celulares do cancer de mama, como o MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-435, 4T1, T47D , que induziu a multiplos resultados.

Diante das analises expostas, € inegavel o efeito positivo da graviola sobre o
cancer de mama, principalmente no que diz respeito ao extrato da folha da Annona
Muricata que possui componentes fitoquimicos como as ACGs, um composto bioativo
com seletividade toéxica em diversas linhagens tumorais. No entanto, pode-se notar
que em Vvarios estudos o efeito de apoptose celular se designa a fase G1, ou seja, a
fase inicial da proliferacdo do cancer, onde as mesmas dosagens ou até dosagens
mais altas em outras fases do ciclo S e G2 / M, foram indiferentes quanto a seu efeito

citotoxico.

Contudo, nao existe um consenso sobre a melhor dosagem efetiva para
determinar se é viavel ou ndo o seu uso. Ha uma certa necessidade, de mais estudos
especificos de cada tipo de cancer para otimizar a qualidade do extrato de acordo com
a peculiaridade dos genes e a sua suscetibilidade ao cancer de mama, necessitando

também de estudos in vivo com humanos.

Como nutricionista ndo ha uma conformidade em prescrever dosagens da

Annona Muricata , tanto em folha, semente e fruta para combater e até mesmo curar

o cancer de mama, carecendo de mais comprovacgdes para seus fins terapéuticos.
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