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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade citotoxica
do extrato etandlico da casca do caule (AMC) e folha (AMF) da
Annona muricata Linn. Para a realizacdo desse estudo, inicialmente
foi verificada a atividade do extrato etandlico nas concentragoes
de 1000, 800, 600, 200 e 100 pgmL"' para AMF e concentragdes
de 200, 150, 100, 50, 10 pgmL! para AMC através do ensaio de
Artemia salina Leach que é considerado um bioensaio preliminar no
estudo de extratos com forte atividade biolégica e permite realizar
a avaliaciio da toxicidade envolvendo apenas um parimetro: vida
ou morte. Posteriormente foi realizado o ensaio de citotoxicidade
através do método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina em linhagens de SF-295 (glioblastoma -
humano), OVCAR-8 (ovario) HCT-116 (colén) e HL-60 (leucemia
pormielocitica). Os extratos foram testados na concentragio de 50
pg/mL para o teste de citotoxicidade de concentracio tinica para
verificar auséncia ou presenca de atividade. Para a determinacio da
concentracao inibitoria (CL,), todas as amostras foram testadas em
concentracdes seriadas que variaram de 0,09 a S0 pg/mL utilizando
2 como fator de dilui¢io. No presente estudo, as duas amostras
utilizadas através do ensaio de Artemia salina Leach apresentaram
concentragiio letal (CL_)) superiores a 80 pgmL". A folha apresentou
CL_, = 324, 07ugmL" e a casca do caule apresentou CL_, = 196,
OdpgmlL . Ja através do teste do MTT os valores de concentragio
inibitéria (CL,) variaram de 12,81 a 22,65 pg/mL para AMF e de
0,09 a <5 pg/mL para AMC, frente as diferentes linhagens tumorais
avaliadas. Diante dos resultados obtidos para a casca e folhas de
A. muricata, avaliadas neste trabalho através dos bioensaios de
toxicidade com Artemia salina Leach e com as células tumorais SF-
295, OVCAR-8, HCT-116 e HL-60, pode-se verificar o potencial
toxico de ambas as amostras, destacando-se mais as cascas que
tiveram um potencial citotéxico maior. Devido a este fato, novos
experimentos devem ser conduzidos para investigar melhor o
potencial antitumoral das cascas do caule de A. muricata .
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INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas medicinais como terapia
farmacolégica para o tratamento de varias doencas e na
produgdo de medicamentos vem sendo empregada ha
varios anos (Ponzi et al., 2010).

Segundo Guerra & Nodari (2007) plantas sdo
uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, constituindo-se em modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos. O interesse pelo potencial
terapéutico das plantas medicinais vem aumentando a cada
ano, esse fato ¢ comprovado pela grande quantidade de
pesquisas realizadas no mundo (Yunes et al., 2001; Koehn
& Carter, 2005).

Desde a década de 70, a busca por terapias
alternativas se intensificou, tendo sido registrado um
aumento da sua utilizagdo de aproximadamente 2 a 3% ao
ano (Souza, 2004). O estudo de Houghton et al., (2007)
afirma que, das novas descobertas de drogas nos ultimos
quarenta anos, uma parte significativa tem sido focada em
agentes para a prevengao e o tratamento de cancer, ja que
o0 cancer esta entre as trés causas mais comuns de morte e
morbidade na maioria dos paises desenvolvidos e, cada vez
mais nos paises em desenvolvimento.

O tratamento de cancer depende do tipo e da
gravidade da doenga. O tratamento destes tumores pode
ser realizado com cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou,
ainda, com a combinagdo dessas técnicas (Facina, 2011).
Alguns estudos demonstram que existem aproximadamente
700 espécies de plantas, que apresentam atividades sobre
tumores malignos (Flores, 2013).

Como uma boa ferramenta na identificagdo de
drogas com atividade anticancer, a utilizagdo de testes
simples e rapidos para a avaliagdo de atividades biologicas,
vem sendo utilizados para obtengao de melhores indica¢des
na utiliza¢@o das plantas (Said et al.,1998).

Os ensaios de letalidade em organismos simples
estdo entre os ensaios mais citados, como o microcrustaceo
marinho Artemia salina Leach. Os testes de toxicidade tém
como objetivo avaliar a sobrevida de individuos expostos a
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um agente ou amostra a ser analisada, por um determinado
periodo de tempo (Grinevicius, 2006).

A Artemia salina. tem sido utilizada em testes
de toxicidade devido a sua capacidade de formar cistos
dormentes, fornecendo deste modo, material biolégico que
pode ser armazenado durante longo periodo de tempo sem
perdas de viabilidade e sem necessidade de se manterem
culturas continuas. E uma espécie de facil manipulagio em
laboratodrios e baixo custo econdomico.

A Artemia salina esta presente em todo mundo
adaptando-se a regides de salinidade alta, desenvolveu um
sistema de osmoregulagdo e protecdo a condi¢des adversas.
Esse sistema permite a sua sobrevivéncia em seu ambiente
natural, o qual possui uma salinidade em torno de 70%.
Pertence ao filo Arthropoda, classe Crustacea (Pelka e cols.,
2000). A Artemia salina tem sido muito utilizada como
indicador de toxicidade e no isolamento de compostos
bioativos, apresentando como vantagens ser de baixo custo,
facil manuseio, ndo necessitar de equipamentos ou técnicas
assépticas, resultado rapido e reprodutivel. E importante
ressaltar que com relagdo a reprodutibilidade, devemos
considerar pardmetros como temperatura, composicao
e salinidade do meio e a idade das larvas devem ser
considerados (Hartl e Humpf, 2000).

Outro teste muito realizado ¢ o de citotoxicidade
através do método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina). E definido na literatura
como apropriado para estimar a citotoxicidade (Costa-
Lotufo et al, 2004). O ensaio de MTT ¢ um dos mais
empregados como indicador colorimétrico da viabilidade
celular, avaliando-se a fung¢@o mitocondrial da célula
(Godoi et al,. 2011).

Segundo Mossman (1983), o método MTT ¢
uma analise colorimétrica que se baseia na conversao
do sal (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil  brometo
de tetrazolina) (MTT) em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais que existem somente nas células
que sdo metabolicamente ativas.

Nanecessidade de novos tratamentos e da descoberta
de outras substancias que auxiliem no tratamento do cancer,
Oberlies, et al. (1997) descobriram em seus estudos que a
graviola ( Annona muricata Linn.), apresenta atividade
eficiente contra o cancer.

A Annona muricata, popularmente conhecida como
graviola, ¢ uma arvore de pequeno porte pertencente a
familia Annonaceae (Azevedo, 2004). Tradicionalmente,
em muitos paises, quase todas as partes da Annona sao
usadas como forma terapéutica (Raintree, 2007).

Apesar de poucos estudos feitos sobre os efeitos
da Annona muricata em seres humanos, Oberlies et al.
(1987) acreditam que a graviola pode ser também, um
medicamento eficaz no controle da proliferagdo de células
tumorais.

Portanto, no contexto de buscar compostos bioativos,
despertou-se o interesse em contribuir com a investigagao
do potencial antitumoral de 4. muricata. Para tanto, os
extratos etandlicos de casca e folhas de 4. muricata foram
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avaliados, através da metodologia do MTT, acerca do seu
potencial citotoxico contra as células SF-295, OVCAR-S,
HCT-116 e HL-60.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Preparagdo do extrato

As folhas ¢ as cascas do caule da Anonna muricata,
foram coletadas no Campus da Universidade Federal
de Alagoas, na cidade de Maceid, Alagoas, Brasil. A
Annona muricata foi depositada e registrada no herbario
do IMA-AL, sob registro numero 34903. As folhas e as
cascas do caule da espécie vegetal foram secas em estufa
a temperatura de 40° C por um periodo de 48 horas. Apos
secagem as partes do vegetal foram pesadas e maceradas
em etanol a temperatura ambiente durante 72 horas. O
extrato foi filtrado e evaporado em rota-evaporador rotativo
acoplado a bomba de vacuo para a retirada do solvente,
assim foi obtido o extrato bruto o qual foi armazenado em
frasco ambar e mantido sob refrigeracdo. Para os testes
realizados os extratos foram classificados em AMC, para o
extrato da casca do caule e AMF para a extragdo feita com
as folhas.

Determinagdo da toxicidade Artemia salina Leach

Segundo Cavalcante et al. (2000), a realizagdo do
ensaio de letalidade, empregando como bioindicador a
Artemia salina L. permite realizar a avaliagdo da toxicidade
envolvendo apenas um parametro: vida ou morte, sendo
assim, considerado como ensaio preliminar na identificagdo
de compostos bioativos de baixo custo ¢ facil manuseio. A
auséncia de citotoxicidade dos extratos testados frente a A.
salina é¢ um indicador de que a planta ou seus 6rgdos podem
ser bem tolerados frente ao sistema biologico (Stefanello et
al., 2006).

Para a obtencdo de larvas de A. salina, cistos deste
material biolégico foram adquiridos em lojas de aquaristas
e induzidos a eclosdo quando imersos em agua do mar
(pH 7) e temperatura ambiente, ¢ postos em recipiente
parcialmente iluminado com luz artificial (60 W), por um
periodo correspondente a 24 horas. Decorridas 24 horas, as
larvas eclodidas foram coletadas com auxilio de uma pipeta
Pasteur e transferidas para placas de meio de cultura (10 cm
de didmetro) onde foram mantidas em observagao por mais
24 horas até atingirem estagio de II instar. Desta forma foi
possivel utilizar nos ensaios de toxicidade uma populagao
homogeénea de larvas de II instar (Vanhaecke et al., 1981).

Ensaio biologico de toxicidade contra a Artemia
salina (TAS) preliminar

Nesta etapa, a solugdo estoque foi preparada a 3.000
pgmL! através da dissolugdo do extrato vegetal em agua
do mar a 0,05% de DMSO. Aliquotas desta solugdo estoque
foram adicionadas a agua do mar ou salmoura (0,38% m/v)
para obtenc¢dao das concentracdes de 3000, 300, 30 ¢ 3
pgmL!' e a partir destas, as concentragdes-teste de 1000,
100, 10 e 1 ugmL"!, nas quais foram introduzidas em média
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10 a 20 microcrustaceos. Cada concentragdo-teste foi
realizada em duplicata em um volume final de 150 pL. Os
extratos que promoveram mortalidade maior que 30% na
concentragdo de 1.000 pgmL-! foram submetidos aos testes
apurados com a 4. salina.

Ensaio biologico TAS apurado

Nesta etapa cada concentracdo foi testada em
um volume final de 5 mL ¢ em quadruplicata, sendo
introduzidas 10 artemias por pogo-teste. As concentragdes
foram selecionadas em fungdo dos resultados preliminares.
O procedimento utilizado foi similar ao descrito por Meyer
e cols. (1982). O extrato das folhas de Annona muricata
foram testados nas concentragdes de 1000, 800, 600, 200 e
100 pgmL-' e da casca do caule nas concentragdes de 200,
150, 100, 50, 10pgmL-".

Em ambas as etapas do teste TAS, as larvas foram
colocadas em contato com as solugdes dos extratos por
24 horas, e apos este periodo foi determinado o numero
de mortos e sobreviventes. Foram consideradas mortas
as larvas que permaneceram imoéveis mesmo quando
induzidas ao movimento. Paralelos a cada bioensaio foram
realizados ensaios com solugdo aquosa de timol 1% e agua
do mar a 0,05% de DMSO, usados como controle positivo e
negativo, respectivamente. Os valores de concentragao letal
(CL90, CL,, e CL10) foram estatisticamente calculados.

Analise estatistica

Os dados foram analisados através do método de
Probit e expressos como concentragao letal correspondente
a 50% (CL, ) com Intervalo de Confianga de 95% (IC95).

Ensaio de citotoxicidade em células tumorais

As linhagens tumorais utilizadas, SF-295
(glioblastoma - humano), OVCAR-8 (ovario) HCT-
116 (coléon) e HL-60 (leucemia pormielocitica) foram
cedidas pelo Instituto Nacional do Céancer (EUA) para o
Laboratorio Nacional de Oncologia (LabNOE), tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10
% de soro fetal bovino e 1 % de antibioticos (penicilina e
estreptomicina), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera
contendo 5% de CO2.

Os extratos AMC e AMF foram diluidos em DMSO
puro estéril. Os extratos foram testados na concentragao de
50 ng/mL para o teste de citotoxicidade de concentragdo
unica para verificar auséncia ou presenga de atividade. Para
a determinagdo da concentragdo inibitoria média (CI,),
todas as amostras foram testadas em concentragdes seriadas
que variaram de 0,09 a 50 ug/mL utilizando 2 como fator
de diluigao.

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas na concentragao de 0,1
x 106 células/mL para as linhagens SF-295 e OVCAR-8,
de 0,3 x106 para linhagem HL-60 ¢ de 0,7 x 105 células/
mL para a linhagem HCT-116. Posteriormente foram
adicionados os extratos, AMF ¢ AMC, nas concentragdes
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testadas. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa
a 5% de CO2 a 37 °C 3h antes do término do periodo de
incubagdo foram adicionados 150 pL da solugdo de MTT
(sal de tetrazolium) e incubado por mais 3h. Ao término
deste, a placa com as amostras foram centrifugadas
e os sobrenadantes, removidos e adicionado DMSO
estéril. As absorbancias foram lidas com o auxilio do
espectrofotometro de placa, no comprimento de onda
de 595 nm. A doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo do teste na concentracdo de Spg/mL.

Analise dos dados

Para a atividade citotoxica, amostras que tiveram
percentual de inibi¢do na dose unica superior a 75% foram
escolhidas para determinacdo da concentragdo inibitéria
média (IC, ).

Os experimentos foram realizados em duplicata
e analisados segundo a média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular
e CI,, e teste de regressdo ndo-linear para a curva, usando
o programa GraphPad Prism®, versao 5.0.

RESULTADOS

Com base nos resultados expostos na (Tabela 1),
a Annona muricata sob a forma de extrato etandlico foi
considerada toxica frente & Artemia salina na maioria das
concentragdes testadas tanto da folha como da casca do
caule. A folha apresentou um maior percentual de atividade
citotoxica de 100% na concentra¢do de 1000 pgmL' e o
caule apresentou um maior percentual de atividade de
73,3% na concentragdo de 200 ugmL-'.

As duas amostras utilizadas apresentaram CL_,
superiores a 80 ugmL™". A folha apresentou CL, = 324, 07
ugmL"' e a casca do caule apresentou CL, =196, 04pgmL-
I. Com isso observa-se que a casca do caule da Annona
muricata Linn apresentou uma maior potencial citotoxico
que a folha da Annona muricata L.

Os resultados da atividade citotoxica de
concentragdo Unica de 50 pg/mL das amostras de AMC e
AMF, através do método MTT, para verificar a presenca ou
auséncia de atividade estdo apresentados na Tabela 2, com
seus respectivos percentuais de inibigao.

O extrato da casca do caule da Annona muricata
apresentou acgdo citotoxica em todas as linhagens testadas,
com o maior percentual de inibicdo média de 100%
na linhagem SF-295 (glioblastoma - humano) e menor
percentual de inibigdo média de 89,63 para a linhagem
HL-60 (leucemia promielocitica), enquanto que o extrato
da folha da Annona muricata apresentou alto potencial
citotoxico para a linhagem de HL-60 com percentual
de inibi¢do de 100% e uma atividade moderada para a
linhagem OVCAR-8 com um percentual de inibicdo média
de 71,57%.

A concentra¢do inibitdria correspondente a 50%
(CL,), esta representada na Tabela 3. Os valores de
concentragdo inibitoria (CI,)) variaram de 12,81 a 22,65
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Tabela 1 - Atividades citotdxica de espécies vegetais frente a Artemia salina

Larvas de Artemia salina

Amostra Partes Ap6s 24hs (gmL™)
Conc. (gmL™) % de mortos
CL10 cL, CL90

1000 100
800 100

_ 324,07 1C95= 598,02 1C95=

Folha o0 Yy S01C95=12,05-634  353700-398,74 500,03-657.02

Annona muricata L.
200 23,3
(Annonaceae)

200 73,3
150 43,3

g 1C95 =8,74 196,04 1C95= 295,02 1C95=

Casca do caule 1 o 6.32-9,00 188,02-234,22 245,00-287,08
10 233

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 2 — Atividade citotoxica in vitro do extrato etandlico da AMF e AMC frente as linhagens tumorais humanas SF-295
(glioblastoma - humano), OVCAR-8 (ovario), HCT-116 (colon) e HL-60 (leucemia promielocitica).

SF-295 HCT-116 OVCAR-8 HL-60
FRACOES  pibicio média - Inibi¢io média bP Inibi¢io média - Inibi¢io média DP
(%) (%) (%) (%)
A. muricata
Calo (AMO) 100,00 0,34 99,00 0,12 91,46 10,74 89,63
A. muricata
Folha (AME) 99,51 . 95,52 0,77 71,57 23,56 100

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 3 - Atividade citotdxica in vitro do extrato etandlico de AMF e AMC frente as linhagens tumorais humanas SF-295
(glioblastoma - humano), OVCAR-8 (ovario), HCT-116 (colon) e HL-60 (leucemia promielocitica).

Concentragio Inibitéria IC, (ng/mL)

FRACOES
HCT-116 HL-60 SF-295 OVCAR-8
A. muricata Folha (AMF) 19,97 (17,41 —22,91) 15,39 (2,190 - 108,2) 12,81 (10,84 — 15,13) 22,65 (19,85 — 25,84)
A. muricata Caule (AMC) 0,91 (0,20 — 4,12) 7,67 (5,45 — 10,80) 0,09 (0,05 - 0,16) <5 ug/mL

Doxorrubicina 0,12 (0,09 —0,17)

0,02 (0,01 - 0,02)

0,24 (0,2 - 0,27) 0,26 (0,17 — 0,30)

* A tabela apresenta os valores de concentragdo inibitoria (CI ) em pg/mL, originados de experimentos independentes (n=3) obtidos por regressdo ndo-linear com intervalo de

confianga de 95% através do programa GraphPad Prisma versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

Fonte: Dados da pesquisa.

pg/ml para AMF e de 0,09 a <5 pg/mL para AMC, frente
as diferentes linhagens tumorais avaliadas. Os extratos
de AMF e AMC apresentaram um potencial citotoxico
significativo em todas as linhagens quando equiparavel
com o controle positivo testado com doxorrubicina.

DISCUSSAO

A planta Annona muricata vem sendo considerada
como uma fonte potencial de compostos anticancer,
despertando a ateng@o e curiosidade dos cientistas pelo fato
de ser utilizada em varias partes do mundo por diferentes
culturas (Meyer et al., 1982). Segundo Quispe et al. (2006)
varios estudos de citotoxicidade tém avaliado a atividade
antitumoral de compostos presentes em Annona muricata L.
contra diversas linhagens celulares tumorais in vitro como,
por exemplo, contra células de carcinoma pancreético e
prostatico, carcinoma pulmonar, de mama, epidermoide.

Com a proposta de verificar a toxicidade de novos
compostos bioativos, varios ensaios sao utilizados como o
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ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina,
que foi desenvolvido para detectar compostos ativos
em extratos vegetais (Silva et al., 2005), mas que pode
ser utilizado para expressar a toxicidade de um extrato
contra outros organismos vivos, como peixes ¢ pequenos
crustaceos (Lima et al., 2002).

Estudos realizados por Melo et al., (2006) os
extratos sdo classificados de acordo com os seguintes
critérios de avaliagdo da toxicidade: extratos com CL,
menor que 80 pg/mL sdo considerados moderadamente
toxicos, os extratos com CL, entre 80 pg/mL e 250 pg/
mL sdo classificados como pouco toxicos. Em estudos
Meyer et al. (1982) estabeleceram uma relagdo entre o grau
de toxicidade e a dose letal média, CL,, apresentada por
extratos de plantas sobre larvas de Artemia salina L. desde
entdo, considera-se que quando sdo verificados valores
acima 1000 pg/mL, estes, sdo considerados atoxicos.

Nesse estudo foram avaliadas as toxicidades frente
a Artemia salina dos extratos de AMF e AMC. Percebe-se
que a concentragdo de substancias que provoca a letalidade
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de metade dos organismos testes (CL, ) foram satisfatorios
em ambas as amostras, com valores de CL, maiores que
80 pg/mL. Com base nos resultados expostos neste estudo
e baseado na classificagdo de Meyer et al. (1982), a Annona
muricata L. sob a forma de extrato etandlico foi considerada
com uma atividade promissora frente a Artemia salina na
maioria das concentragdes testadas da folha ¢ da casca do
caule.

Para comprovagao da existéncia de uma correlagdo
qualitativa entre o teste de A. salina com outro ensaio
biologico, foi realizado o ensaio do MTT, testando as
linhagens tumorais humanas de HCT-116, SF-295,
OVCAR-8 e HL-60.

A CI,, encontradas nesse estudo variaram de 12,81
a 22,65 pg/mL para AMF e de 0,09 a <5 pg/mL para AMC,
frente as diferentes linhagens tumorais avaliadas. Observa-
se que ambas as amostras apresentaram um potencial de
inibicdo do crescimento celular, assim como encontrado
nos estudos de Oliveira (2012), que mostram a atividade
do extrato acetdnico das folhas da Annona muricata, com
potencial citotoxico contra K-562 (Leucemina mielociclica
cronica humana) e CI, de 0,1452 pg/mL, na HCT-116 com
valor de CI; 0,2956 ug/mL e SF-295, com valor de CI,
0,2191pg/mL.

Outros trabalhos demonstram que a Annona
muricata apresenta agdo citotoxica também frente a
outros tipos de linhagens tumorais. No estudo de Zachos ¢
Spandidos (1997) as linhagens de cancer de colon, HCT-8
e 116 conferem uma resisténcia especifica aos tratamentos
convencionais, devido a existéncia de uma mutacdo no
gene Ras. Nesse estudo, observou-se o alto potencial
citotoxico da Annona muricata frente a HCT-116 tanto na
AMC quanto na AMF.

Pesquisas realizadas in vitro tém demonstrado que
espécies da familia Annonaceae, possuem atividade com
inibicdo do crescimento de células tumorais humanas,
como as células leucémicas- U937 (Jaramillo et al., 2000).
Na analise do extrato hidroetandlico das folhas de Annona
muricata, pesquisadores verificaram alta toxicidade por
parte do vegetal, corroborando com estudos de Luna et al.
(2006) com o extrato etanolico.

Assim como nos resultados encontrados neste
estudo, onde percebe-se a inibigdo do crescimento celular
em alguns tipos de linhagens tumorais através do método
MTT, observa-se que em estudos realizado por Torres et al.
(2012) a Annona muricata também inibe outras linhagens
celulares, como a metastase de células cancerosas do
pancreas, através da alteragdo metabolismo celular a partir
do ensaio de citotoxicidade de MTT, onde os mesmos
indicaram uma diminuigdo progressiva da viabilidade
celular com o aumento sucessivo nas concentragdes do
extrato testado.

Resultados de testes in vivo também mostram
que a Annona muricata possui atividade anticancer. No
trabalho de Barbosa (2009), o extrato etanélico das folhas
da Annona, mostrou redugdo da massa tumoral frente
a linhagem de Sarcoma 180 em camundongos, com
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percentual de inibigao tumoral de 57% na concentragdo de
30mg/Kg e 80% quando tratados com 100mg/Kg.

Diante dos resultados obtidos para a casca e folhas
de A. muricata, avaliadas neste trabalho através dos
bioensaios de toxicidade com Artemia salina e com as
células tumorais SF-295, OVCAR-8, HCT-116 ¢ HL-60,
pode-se verificar o potencial toxico de ambas as amostras,
destacando-se mais as cascas que tiveram um potencial
citotoxico maior. Devido a este fato, novos experimentos
devem ser conduzidos para investigar melhor o potencial
antitumoral das cascas do caule de A. muricata.
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ABSTRACT
In vitro study of the cytotoxic potential of Annona muricata L.

This study aims to evaluate the cytotoxic activity of
the ethanol extract of the stem bark (AMC) and leaf
(MFA) of Annona muricata Linn. To conduct this study
was initially verified the activity of the ethanol extract at
concentrations of 1000, 800 , 600 , 200 and 100 pgmL"
for MFA and concentrations of 200 , 150 , 100, 50 , 10
pgmL! for AMC through assay of Artemia salina Leach
which is considered a preliminary study on bioassay of
extracts with strong biological activity. Subsequently,
the cytotoxicity assay was performed using the MTT
(method 3 - (4,5 -dimethylthiazol- 2YL ) -2,5- diphenyl
bromide in tetrazolina lines SF- 295 (glioblastoma -
human), OVCAR -8 (ovarian) HCT -116 (colon) and
HL -60 (promyelocytic leukemia). The extracts were
tested at a concentration of 50 pg/mL for the single
concentration cytotoxicity test to determine the presence
or absence of activity. For determination of inhibitory
concentration (IC,), all samples were tested in serial
concentrations ranging from 0, 09 to 50 pg/mL using 2
as the dilution factor. The present study, both samples
used by testing Artemia salina Leach had higher LC_ 80
pgmL'. Sheet presented LC,_, = 324, 07 pgmL™" and stem
bark showed LC_ = 196, 04 pgmL-'. Already through
MTT inhibitory concentration values (IC, ) ranged from
12, 81 to 22,65 pg/mL for MFA and from 0,09 to <Spg/
mL for AMC, evaluated against various tumor cell lines.
Results obtained for the bark and leaves of A. muricata,
evaluated in this work through toxicity bioassays with
Artemia salina L and tumor cells SF-295, OVCAR-8,
HCT-116 and HL-60, we can verify the toxic potential of
both samples, especially more hulls which had a higher
cytotoxic potential. Due to this fact, further experiments
should be conducted to further investigate the antitumor
potential of the stem bark of A. muricata.

Key Words: Cytotoxicity. Annona muricata. Linn. Artemia
salina Leach. MTT.
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