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RESUMO

A Euterpe oleracea Mart. (EO), tém diversas atividades farmacoldgicas presentes na casca,
polpa e sementes. O cancer de mama é o tipo de cancer com maior incidéncia no mundo e no
Brasil entre as mulheres. Apesar dos avancos terapéuticos, o tratamento do cancer ainda é um
desafio. Nesse sentido, estudos evidenciam a importancia dos produtos naturais como fontes
de compostos bioativos que possam atuar na quimioprevencdo do cancer. O acai possui
componentes polifenolicos com atividades antioxidantes, além de &cidos fendlicos, lignanas e
flavonoides com atividades anti-inflamatdria e antitumoral. O objetivo do trabalho € a analise
dos efeitos do extrato da semente do acai em modelos in vitro e in vivo de cancer de mama. O
fruto foi coletado no Parque da Jugara (Maracand, Séo Luis, Maranh&o). O extrato foi obtido e
caracterizado atraves de analise fitoquimica. Foram analisados viabilidade celular,
morfologia, apoptose e autofagia nos ensaios in vitro nas células de adenocarcinoma de mama
(MCF-&). A linhagem de MCF-7 foi tratada em quatro concentragdes (0,25, 2,5, 25 e 250
pg/mL) em 24, 48 ¢ 72 horas e analisadas. O ensaio de MTT(3-(4,5-Dimethylthaizol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) demonstrou redugdo na viabilidade celular. Através do
ensaio clonogénico, observou-se que o extrato da semente de acai reduziu a formacédo de
coldnias. Através do ensaio Anexina V ndo houve morte celular por apoptose. O tratamento
com extrato aumentou a producdo de radicais livres. O ensaio de laranja de acridina
evidenciou aumento na formacédo de vesiculas &cidas, sugestivas de autofagia. A microscopia
eletronica de transmissdo confirmou a formacdo de vesiculas autofagicas. No segundo
momento, analisou os efeitos do extrato da EO por modelo experimental in vivo. O tumor de
Ehrlich é um adenocarcinoma mamario de camundongos agressivo que encontramos de forma
ascitica e solida. O modelo experimental utilizou-se camundongos Swiss machos que foram
divididos em 8 grupos (n=4/grupo): Grupo controle negativo(tratamento com salina), Grupo
controle positivo (tratamento com ciclofosfamida 20mg/Kg ap6s inoculacdo do tumor), Grupo
preventivo 100mg/Kg (tratado com extrato EO), Grupo preventivo 300mg/Kg (tratado com
extrato EO), Grupo 1000mg/Kg (tratado com extrato EO), Grupo terapéutico 100mg/Kg
(tratado com EO apo6s inoculacdo do tumor), Grupo terapéutico 300mg/Kg (tratado com
extrato EO ap0s a inoculacdo do tumor) e Grupo terapéutico 1000mg/Kg (tratado com extrato
EO ap06s a inoculacdo do tumor). O tratamento preventivo com extrato de acai iniciou 30 dias
antes da inoculagdo, assim como o controle negativo com salina por gavagem. As células do
inbculo com tumor solido de Ehrlich foram preparadas com densidade de 2,5x10°
células/60uL/animal em PBS (indculo no dorso). Apds o indculo, o tratamento preventivo e
terapéutico foi mantido por 15 dias de gavagem do extrato EO, assim com o controle negativo
por gavagem de salina. O controle positivo iniciou os demais dias com a quimioterapica
ciclofosfamida via intraperitoneal. Os resultados mostraram que o extrato de acai ndo
demonstrou toxicidade, assim como ndo houve variacdo de peso corporal e nem peso dos
orgéos (figado e rim) apds indu¢do com tumor solido de Ehrlich induzida. No entanto, grupo
controle positivo houve reducdo de peso, assim como reduces de leucécitos totais,
neutrofilos e linfécitos. Também houve o aumento de TNF nos grupos preventivos
1000mg/Kg. O extrato do acai mostrou uma reducédo significativa no tamanho do tumor no
grupo preventivo com tratamento na concentracdo 1000mg/Kg, desta forma evidenciando a
efetividade em efeitos antiproliferativos e antitumorais com o acai. Com isso, 0 acai tem
potencial farmacoldgico terapéutico promissor no tratamento adjuvante do cancer de mama.

Palavras-Chave: Euterpe oleracea Mart., acai, Cancer de mama, Tratamento.
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1 INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea Mart.), uma palmeira nativa do Brasil, que pode ser
encontrado em terras baixas e em terras florestais inundadas do estuario do rio Amazonas,
pertence & familia Arecaceae, do género Euterpe. (YAMAGUCHI; PEREIRA; LAMARAO;
LIMA; & DA VIEGA-JUNIOR, 2015, KANG et al., 2012). Conforme Cedrim et al. (2018),
em sua constituicdo botanica o acai possui uma forma globosa, em sua camada mais externa o
epicarpo pode ser de tonalidade roxa, branca ou verde e comumente ndo é consumido de
forma in natura necessitando um processamento da polpa.

Essa fruta com alto valor energético e nutritivo contém subtancias que ajudam a
prevenir e tratar enfermidades como o cancer, possui propriedades nutricionais muito
importantes, sendo uma 6tima fonte de proteinas, lipidios, fibras, vitamina E, minerais e uma
excelente fonte de antocianinas (EMBRAFARMA, 2010).

O agai contém quantidades significativas de antocianinas que pertencem ao grupo dos
flavonoides que por sua vez pertencem ao grupo dos compostos fenolicos (SOARES, 2002).

O céncer é uma das principais causas de morte no mundo. Os fatores de risco para seu
desenvolvimento dependem do meio ambiente e do estilo de vida. A carcinogénese é um
processo na qual a célula normal, quando exposta um carcinégeno, se torna neoplasica. E um
processo de varias etapas que vai desde proliferacdo autbnoma até a geracdo de um processo
inflamatério e instabilidade de seu material genético (RAMIREZ et al., 2017).

Fatores extrinsecos e intrinsecos sdo os responsaveis pela alta incidéncia do cancer. A
sua relacdo sdo o acaso de fatores intrinsecos sdo geneticamente pré-determinados e os fatores
extrinsecos sdo causas externas, tais como alimentacgdo, alcool, tabagismo, radiaces, classes
socioeconémicas e entre outros, logo tornam-se agravantes para o desenvolvimento do cancer
e assim corroborando que o estilo de vida é crucial tanto para retardacdo ou progressao.

O céncer de mama ¢é uma das neoplasias malignas que mais acomete as mulheres no
mundo. O crescimento anormal de células mamarias obtém caracteristicas causadas por
mutacOes genéticas alterando a capacidades de divisdo e reproducdo celular e o acimulo
resulta no desenvolvimento do tumor, estes sendo comum originam nas celulas epiteliais do
ducto mamario. Apesar de ocorrerem casos frequentes entre as mulheres, os homens também

podem desenvolver o cancer de mama.
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No entanto, apesar da eficicia desses tratamentos, o0 uso de quimioterapicos também
promovem diversos efeitos adversos, no quais incluem mielossupressao, nauseas, vomitos,
diarreia e alopecia (MARELLI et al., 2018).

Em um estudo in vitro com células microgliais de murino tratados com fracdes da
polpa do acai, observou-se uma reducdo da expressio de COX-2 induzida por
lipopolisacarideo (LPS) analisado por Western Blot (POULOSE et al., 2012). Em modelo
experimental, in vivo de cancer de esdfago induzido por N-nitrosometilbenzilamina (NMBA)
foi observado que a polpa do acai reduziu a proliferacdo celular e o tamanho dos tumores
podendo atuar como um agente quimiopreventivo (STONER et al., 2010).

Nicoletti et al. (2010) relataram que, as plantas medicinais apesar do uso tradicional e
popular ndo se difere de qualquer outro tipo de medicamento sintético, na qual para utilizacdo
em fins terapéuticos necessita de evidéncias experimentais conclusivas, a partir dos efeitos
comprovados e o potencial de letalidade analisados cientificamente para assim obter uma
autorizacdo oficial.

Para isto, é necessaria uma ratificacao ética do uso das plantas medicinais das quais a
viabilizacdo ocorre por experimentos in vitro e in vivo, os dois métodos sdo de grande
importancia para um melhor entendimento dos compostos bioativos em diversas
aplicabilidades, como andlises de experimentos citotoxicidade em triagens in vitro que
possibilita observar as suas composi¢Bes fitoquimicas nos aspectos antioxidantes,
antiinflamatdrios, antiproliferativos e entre outros. Desta forma, tais ensaios permitem aos
avancos em teste in vivo em que reduz grande parte do tempo como direciona a elucidar o
mecanismo de acdo das plantas medicinais quanto a toxicidade e/ou inibi¢do de proliferacéo
celular, com isso sendo possivel a utilizacdo em tratamento anticancerigenos.

Desse modo, acredita-se que analisar os efeitos do extrato da semente do acai em
combinacdo com terapias atuais ou outros biocompostos pode-se instaurar como novas
terapias para o tratamento do cancer.

O tratamento utilizado comumente com esterdides que ao longo prazo séo prejudiciais.
Estudos recentes apontam que a eficiéncia do extrato da semente do agai produz o alto
potencial antioxidante do uso em alimentos como produtos para a salde. A preservacdo é a
principal atividade para retardar o progresso da evolucdo de carcinogéneses e a reducdo de

tumores.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 Euterpe oleracea Mart.

Euterpe oleracea Mart. € uma palmeira tropical, tipicamente encontrada na regido
amazonica. Seu fruto € amplamente conhecido como acai, cujo consumo € identificado como
um habito comum no Norte e Nordeste do Brasil. O mercado internacional de alimentos tem
demonstrado maior interesse por essa fruta nas Gltimas décadas, aumentando a producdo e as
exportacOes brasileiras. Além das propriedades antioxidantes, o acai também possui uma
interessante composicdo nutricional de acidos graxos, fibras e micronutrientes. Por esse
motivo, é considerado um alimento funcional, atualmente consumido ndo s6 como suco, mas
também como energético, sorvete e até mesmo como suplemento em pé (YAMAGUCHI,
2015).

Sobre a composicdo nutricional do acai, cabe ainda destacar que ele tem sido
considerado uma “superfruta” pelos cientistas, pois além de niveis elevados de vitaminas,
minerais e fibras, contém ainda uma ampla gama de fitoquimicos bioativos, como &cidos
fenolicos e flavonoides, com atividades bioldgicas importantes como propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora, antiproliferativa e anticarcinogénica
(CHANG; ALASALVAR; SHAHIDI, 2018).

Conforme Bessa et al. (2013), propriedades fitoquimicas sdo de grande relevancia e
tem como objetivo a identificacdo dos compostos bioativos das diversas espécies vegetais,
assim possibilitando o conhecimento de grupos de metabolismos secundéarios tendo papéis
importantes nos estudos de farmacos medicinais, tais como marcadores quimicos que além de
serem Uteis podem contribuir em principios ativos a varias doencas. Também, Darnet et al.
(2011), afirma que compostos bioativos das classes flavonoides, a exemplo polifenais,
destacam-se em sua composi¢do agregando as antocianinas.

As antocianinas sdo responsaveis pelas cores: vermelhas, violetas e azulada do acai
(RIBEIRO et al., 2011). Muitos pesquisadores estabeleceram que o consumo de frutas,
contendo antocianinas, intituladas de berry, tem um impacto positivo e profundo sobre a
salde humana e desempenha sobre doengas (SEERAM, 2008 a).

As antocianinas sdo pigmentos polifendis com o principal fator que desencadeia a sua
degradacéo a instabilidade e temperatura, como as cianidina 3-O-glucosideo e cianidina 3-O-
rutinosideo. Assim como outros fatores ligados ao pH, radiacdo, ions, enzimas, solventes e

oxigénios que a degradam.
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Com isso, o tratamento utilizado comumente com esterdides que ao longo prazo
prejudica. Estudos recentes apontam que a eficiéncia do extrato produz o alto potencial de
antioxidante do uso em alimentos como produtos para a saude.

O extrato de acai € comumente consumido pela populacéo devido as suas propriedades
bioldgicas, principalmente no tratamento de inflamagdes. A quantidade de estudos realizados
com frutos, folhas, sementes ou 6leo mostra a importancia e o interesse dos pesquisadores por
essa planta, principalmente devido a sua composi¢do quimica e atividades bioldgicas
descobertas em experimentos cientificos. No entanto, entende-se como contraditorio o
namero de patentes localizadas, cuja finalidade sugere sua aplicacao farmacolégica (MARTIZ
R.M., 2018).

Em um estudo in vitro com linhagem de macrofagos J774A.1, o acai apresentou uma
atividade inibitéria para as enzimas COX-1 (ciclo-oxigenase 1) e COX-2, assim como inibiu a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) mesmo na dose mais baixa de 0,1 ppt
(SCHAUSS et al., 2006a).

2.2 Flavonoides

Atualmente, o grupo dos flavonoides tem 6 subclasses, conhecidas como: flavonois
(kaempferol e quercetina); flavano-3-ol (catequina e proantocianidina); flavonas (luteolina e
Apigenina); antocianinas (cianidina); flavonas (hesperetina e naringenina); flavonondis
(taxifolina).

Leong et al. (2010) demonstra que os flavonoides possuem elevada atividade
antioxidantes em ensaio in vitro, além de propriedades antiinflamatérias em humanos.

Segundo Barcellos et al. (2017), vérios estudos tém relatado as propriedades dos
flavonoides (compostos polifendlicos) que fornecem substancias importantes e possuem
propriedades anti-inflamatdrias, anti-alérgicas e aumento das respostas do sistema
imunolégico. O agai foi estudado em um modelo animal de dor aguda e neuropatica, sendo
observada uma reducdo significativa das respostas nociceptivas a dor inflamatoria aguda,
indicando que o extrato pode ser Util no desenvolvimento de um tratamento analgésico
(SUDO et al., 2015).

Eles também tém um bom efeito antioxidante, melhoram a circulacdo sanguinea, tém
um efeito importante sobre virus, toxinas hepaticas, Ulceras, tumores e podem reduzir

tromboses e doencas relacionadas ao sistema circulatorio. (BARCELLOS, 2017).
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Para Bobbio (2000) quanto Barcellos (2017) ressaltam o elevado teor de antocianinas
e afirmam que em seus estudos na literatura a Euterpe oleracea Mart. ndo comprovam teores
toxicos.

O estudo de Barcellos et al. (2017) abordou uma comparacdo entre os tratamentos
com e sem o fruto do acai em grupos de camundongos, sendo administrado em trés grupos as
concentragdes de 100, 500 e 1000 mg/kg do peso do animal, o tratamento ocorreu em 60 dias.
Contabilizou-se um aumento de colesterol do grupo que recebeu 500 mg/kg ao longo dos 60
dias, porém ndo houveram alteracbes enquanto ao peso da gordura retroperitonial e
epididimal, mas houve um aumento de peso nos linfonodos dos grupos que foram
administrados com os tratamentos de 500mg/kg e 1000mg/kg, assim elucidando uma anéalise

significativa no sistema imune.

2.3 Cancer de Mama

O céancer de mama (CM) é a maior causa de incidéncia e mortalidade entre mulheres
no mundo, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma. Atualmente, é apontado um
problema de salde global, sendo comum e mais frequente na populacdo feminina em
populacBes de paises mais desenvolvidos e menos desenvolvidos.

A doenca é causada pela multiplicacdo desordenada das células mamarias levando ao
desequilibrio da proliferacdo e da morte celular, tais formas promovem nestes processos
alteracdes no crescimento celular e/ou apoptose resultando no surgimento de tumores. A
glandula maméria feminina é composta por lI6bulos (glandulas produtoras de leite), por ductos
(pequenos tubos que transportam o leite dos lobos ao mamilo) e por estroma (tecido adiposo e
conjuntivo que envolve os ductos e I6bulos, vasos sanguineos e vasos linfaticos) (Figura 1)
(ACS, 2020a).
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Figura 1. Anatomia da glandula mamaria. *
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*Extraido e modificado (NCI, 2020b)

O CM surge nas células de revestimento (epitélio) dos ductos (85%) ou lI6bulos (15%)
no tecido glandular da mama. Com o tempo, 0s canceres in situ (estagio 0) podem progredir e
invadir o tecido mamario circundante (cancer de mama invasivo) e se espalhar para 0s
linfonodos proximos (metastase regional) ou para outros 6rgaos do corpo (metastase distante)
(OMS, 2020), isto ocorre devido o cancer de mama ter a caracterizacdo de um grupo
heterogéneo, ou seja, existindo subtipos de carcinomas a partir de classificacbes histolégicas,
como o tubular, o lobular, 0 medular, 0 mucinoso, o apdcrino, o papilar, o linfoma e o
sarcoma.

Entretanto, as mulheres devem estar cientes de que as mamas nem sempre Sao
precisamente iguais e de que um ndédulo mamario nem sempre é indicacdo de uma neoplasia
maligna (FERNANDES, 2014).

A metastase € um tumor secundario que se desenvolve separadamente do tumor
primario, origina-se de células que se destacaram do tumor priméario e foram transportadas
para outras regides do corpo. Esse transporte é realizado através de vias sanguineas ou
linfaticas (MONTENEGRO, 2004). A maioria dos tumores solidos, incluindo o cancer de
mama, necessitam da neovascularizacdo para suprir suas necessidades metabdlicas e também
para disseminagdo do tumor e metéstase (FOLKMAN, 2007).

Condi¢bes endocrinas moduladas pela funcdo ovariana, como a menarca precoce,
menopausa e gestacdo tardia, assim como a utilizacdo de estrégenos exogenos, séo

componentes relevantes de risco de desenvolvimento do cancer de mama (VIEIRA, 2012).
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Assim como, os radicais livres sdo outro fator enddgeno que contribuem para o aparecimento
das neoplasias. Os radicais livres estdo presentes principalmente na fase de iniciacdo e
progressdo, alterando genes chaves do controle do ciclo celular desencadeando um
descontrole na proliferacéo destas células (RIBEIRO et al., 2007).

Também fatores ligados a vida reprodutiva da mulher que acometem para o evento,
bem como o alcool, obesidade, sedentarismo, radiacdo, aumentam o risco de desenvolver a
doenca. Por outro lado, as neoplasias mamarias do tipo hereditario correspondem de 5% a
10% dentre os casos de mama, sendo este grupo muito relacionado a alteracdes de genes
supressores de tumor como os genes BRCA 1 e BRCA 2 e 0 P53 (VIEIRA, 2012).

O envelhecimento dos seres humanos sdo fatores naturais para suscetibilidade das
células se transformarem em malignas. A amamentacdo é um fato comportamental que ajuda
as mulheres (maes) a diminuirem o risco do cancer de mama devido as taxas de horménios

que ajudam a proliferacdo celular caem durante o periodo.

2.4 Epidemiologia

Segundo dados do International Agency for Research on Cancer em 2020 a incidéncia
do cancer de mama entre as mulheres era aproximadamente 2,3 milhées de casos novos,
representando 24,5% dos casos de cancer (IARC, 2020). No Brasil, o cancer de mama €
também o tipo de cancer mais incidente em mulheres de todas as regides, apos o cancer de
pele ndo melanoma. As taxas sdo mais elevadas nas regides mais desenvolvidas (Sul e
Sudeste) e a menor é observada na regido Norte. Em 2022, estima-se que ocorrerdo 66.280
casos novos da doencga (INCA, 2020).

Este tipo tumoral ocorre em mulheres de todas as idades, embora, quanto maior a
idade, mais alto € o risco do surgimento. As mulheres com as idades entre 20 e 29 anos
representam apenas 0,3% dos casos de cancer de mama. Ja entre mulheres de idade entre 30 e
50 anos este indice aumenta para 20%, e em mulheres com 65 anos ou mais a incidéncia
chega a 50% (MILLER et al., 2012).

Estima-se que a incidéncia do cancer na populagdo feminina no triénio 2020-2022 foi
de mama (29,7%), colon e reto (intestino) (9,2%), colo de utero (7,4%), pulmao (5,6%) e
tireoide (5,4%). No ano de 2018 no Brasil a taxa de mortalidade acometida pelo cancer foi de

mama (16,4%), traqueia, brénquios e pulmdes (11,5%) e cblon e reto (9,3%) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dozes dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2020). *

Prostata 65.840 292% Mama feminina 66.280 29.7%

Colon e Reto 20540 91% Homens Mulheres ColoneReto 20470 9.2%
Tragueia, Brénguio & Pulmao 17.760  7.9% Colo do utero 16.710  7.5%
Estomago 13.360 59% Traqueia, Bronquio e Pulmao 12440  56%
Cavidade Oral 11.200  50% Glandula Tireoide 11.950 54%
Esofago 8.690 39% Estomago 7.870  3,5%
Bexiga 7.590 34% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 29% Corpo do utero 6.540 29%
Laringe 6.470 29% Linfoma nao Hodgkin 5450  24%
Leucemias 5920 26% Sistema Nervoso Central 5230  23%

* Extraido de (BRASIL, 2020Db)

2.5 Diagnostico e tratamento do cancer de mama

Atrasos tanto no diagndstico quanto no inicio do tratamento do cancer de mama
aumentam a incidéncia aos anos. O diagnostico precoce do cancer de mama permite alto
indice de cura, com manutencdo da propria mama e tratamentos menos agressivos (SPENCE;
JOHNSON, 2012). No Brasil, infelizmente cerca de 60% dos tumores malignos da mama sé&o
diagnosticados em estagios avancados (ABC, 2020). As principais formas de deteccdo
precoce € 0 autoexame e a mamografia, o diagnostico eventualmente é baseado pelo exame de
mamografia que estudos cientificos comprovam eficiéncias nas deteccBes iniciais,
impalpaveis e pequenas. Os nddulos séo os principais sintomas, com o toque € possivel senti-
los na mama ou préximos as axilas, é possivel notar também alteracBes na pele e dor na mama
(SILVA; RIUL, 2011).

A metastase constitui a principal causa de morte para 90% dos pacientes com cancer,
portanto, compreender a dinamica de todo o processo ajudara a identificar possiveis alvos
para terapias moleculares com o objetivo de interromper ou reverter o crescimento do tumor e
metastase (FARES; FARES; KHACHFE; SALHAB et al., 2020).

O tratamento ideal sera escolhido levando em conta a saude do paciente em questdo;
um paciente jovem e saudavel terd& um tratamento diferente, provavelmente mais forte e
agressivo, quando comparado com um paciente de idade avancada e com a saude instavel, ou
ainda pacientes que tomam algum tipo de medicacdo para alguma enfermidade (PORIE;
MOSES; LOTZ, 2009).
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As modalidades terapéuticas disponiveis atualmente sdo a cirdrgica e a radioterapica
para o tratamento locorregional, e a hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamento
sisttmico (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2015). A cirurgia é uma 6tima chance
para a cura de muitos tipos de cancer, em especial aqueles que ainda ndo sofreram metastase,
e aqueles em estagio inicial da doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2011).

No entanto, tais modalidades individualmente ndo tém eficacia eficiente, sendo
necessario parcerias entre tratamentos existentes.

Lobo et al. (2016), o tratamento quimioterapico pode ser tanto Unico ou combinatério
com o alvo de inibir o crescimento e a proliferacdo das células tumorais, tais agentes sdo
frequentemente utilizados em tratamentos do carcinoma mamario em estagio bem como
iniciais ou avancados, a exemplo quimioterapicos as antraciclinas (doxorrubicina e
epirrubicina) e os taxanos (paclitaxel e docetaxel). O mecanismo de acdo das antraciclinas
esta relacionado a inibigcdo da topoisomerase 1l, devido a intercalagdo da droga entre 0s pares
de bases adjacentes do DNA, e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) resultando em
apoptose. Os taxanos tém como principal mecanismo de acdo a inibicdo da mitose, pois se
ligam aos microtUbulos estabilizando-os, promovendo a parada do ciclo celular e apoptose
(MORENO-ASPITIA; PEREZ, 2009). Também, Bartsch; Bergen, Galid (2018), o tratamento
padrdo do cancer de mama tem como combinacdo terapéutica antraciclina e ciclofosfamida

seguida de taxanos.

2.6 Farmacos Naturais

A alimentacdo € conhecida, cientificamente, como umas das principais aliadas no
tratamento de neoplasias, o bindmio dieta-sallde com a compreensdo de que 0 conhecimento
nutricional representa um processo cognitivo individual, com orientacbes dietéticas
pertinentes a melhoria dos habitos alimentares, associado a prevencdo primaria, aumento da
sobrevida e diminuicdo no risco de recidiva da doenca (RUBIN, 2010).

Estudos relacionam os habitos alimentares com o génese e progresso do cancer de
mama, a literatura reconhece que certos componentes encontrados nos alimentos podem agir
de forma preventiva (PADILHA; PINHEIRO, 2004).

Essa ligacdo de alimentacéo e saude deve ser refletida por grupos de todas as classes
com o intuito de estimular as pessoas a ingerirem alimentos saudaveis como forma de
prevencdo e tratamento (CARVALHO et al., 2006).
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Bretas (2011) relataram que, o uso de linhagens celulares para a avaliacdo da
toxicidade de plantas medicinais, foram umas das maiores evolugdes historicas do cultivo
celular.

A grande diversidade vegetal do Brasil possibilita a contribuicdo como fonte natural
de farmacos e também a utilizacdo de plantas medicinais como um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populagdo e que vem crescendo junto & comunidade
médica como fonte de pesquisa para a quimioterapia do cancer e outras patologias
(NEWMAN; CRAGG, 2007). Os tratamentos terapéuticos combinatérios sdo capazes de
curar as neoplasias, mas provocam efeitos adversos, como efeitos colaterais toxicos.

Em contrapartida, atualmente, existem evidéncias que as atividades antitumorais de
medicamentos a base de plantas ou compostos de origem vegetal sdo obtidos, principalmente,
por modulacdo do estresse oxidativo e/ou reprogramacdo do ambiente extra celular tumoral
em varios tipos de cancer (CHENG et al., 2016).

A quimioprevencdo ¢é definida como o uso de compostos naturais da dieta e / ou
substancias sintéticas para retardar, prevenir ou mesmo reverter o desenvolvimento de
adenomas, bem como a progressdo de adenoma para carcinoma. Os mecanismos moleculares
de sua agdo quimio-preventiva estdo associados a modulacdo de cascatas de sinalizacdo e
expressdes génicas envolvidas na regulacéo da proliferacédo, diferenciagcéo e apoptose celular
e na supressdo de inflamacéo cronica e metastase (CHUNG, 2018).

Estudos experimentais in vitro sobre o efeito dos extratos de alguns frutos amazonicos
na inibicdo do crescimento e na promocdo de efeitos pro-apoptéticos de linhagens de células
cancerigenas tém sido realizados com sucesso (Martinez et al., 2018; de Souza et al., 2019;
Fidelis et al., 2019).

O acai ¢ um fruto considerado funcional devido a presenca de nutrientes que
beneficiam o organismo, como as antocianinas, fibras, alfa tocoferol, lipidios
(monoinsaturadas), que podem ajudar na prevencao e tratamento do cancer (PAULA, 2007).

Embora tenham sido identificados alguns fatores ambientais ou comportamentais
associados a um risco aumentado de desenvolver o cancer de mama, estudos epidemiolégicos
ndo fornecem evidéncias conclusivas que justifiquem a recomendagdo de estratégias
especificas de prevencdo (ABC, 2020).

Segundo Cavalcante et al. (2021), compostos naturais ou derivados sintéticos estdo
constantemente sendo utilizados como métodos de reversdo e reducdo da formacdo de
neoplasias e atualmente estdo evoluindo em conjunto de tratamentos terapéuticos do cancer.

Além disso, a biodiversidade brasileira de plantas medicinais permite uma gama de
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variedades de substancias com o potencial terapéutico e futuramente de novos farmacos
anticancer eficazes e menos toxicidade nas células saudaveis.

A presenca de polifendis, destacando os da classe antocianinas ja citadas, € um dos
motivos do aumento da demanda no consumo de acai no que diz respeito a prevencao e
tratamento de distarbios relacionados a sindrome metabdlica, o que dispara 0 nimero de
exportacdes para utilizagdo tanto na industria alimenticia quanto farmacéutica (CEDRIM et
al., 2018).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito do extrato do acai (Euterpe oleracea Mart.) em modelo in vitro e in

vivo de cancer.
3.2 Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar o extrato do acai (Euterpe oleracea Mart.);

e Auvaliar a viabilidade das células, morfologia e morte celular da linhagem sob o extrato
da semente do acai (Euterpe oleracea Mart.) em in vitro;

e Auvaliar a atividade antitumoral do extrato da semente do acai (Euterpe oleracea
Mart.) rico em flavonoides em modelo in vivo de tumor solido de Ehrlich, em esquema

preventivo.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencdo do extrato liofilizado do fruto total, caroco e fruto total de Euterpe

oleracea Mart.

Os frutos do acai (Euterpe oleracea Mart) utilizados neste estudo foram coletados no
Parque da Jucara (S&o Luis, Maranhdo, Brasil). Os frutos foram coletados e acondicionados
sob refrigeragdo a -20°C. Apds descongelamento em temperatura ambiente, a amostra foi
separada em trés por¢des: casca, carogo e fruto total (casca+carogo). O processo de extracdo
seguiu de acordo com a metodologia desenvolvida por Soares de Moura et al. (2011) e Soares
de Moura et al. (2012). Brevemente, aproximadamente 350 g de jucara foram lavadas em

agua corrente e fervidas em agua destilada por 5 a 10 minutos. Posteriormente, as porc¢oes
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foram trituradas e em seguida, homogeneizadas com 400 ml de etanol + &cido citrico sob
agitacdo por 2h. Os extratos resultantes foram armazenados a 4°C protegidos da luz por 10
dias. Ap0s esse periodo de maturacéo, os extratos foram filtrados em papel filtro #1 Whatman
e a fase liquida concentrada em um evaporador rotatério de baixa pressdo (Fisatom
Equipamentos Cientificos Ltda. S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil) a aproximadamente 40°C entéo
liofilizados (LIOTOP modelo 202, Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda. S&o Paulo, S&o
Paulo, Brasil) em temperatura entre -30 a -40 e vacuo de 200mmHg. Os extratos foram

mantidos a -20°C até o dia do uso.

Triagem Farmacoldgica

4.2 Linhagem celular

A linhagem celular MCF-7, derivada de adenocarcinoma mamaério humano, foi
cultivada em meio Dulbecco’s modificado (DMEM) (Invitrogen) suplementado com 10% de
soro fetal bovino, penicilina G (60 mg/L) e estreptomicina (100 mg/L) a 37 ° C em atmosfera
umidificada de 5% de CO2.

4.3 Ensaio de viabilidade celular - MTT

As linhagens celulares foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer, e, uma
aliquota de 1 x 10* células/ml cultivados em placas de 96 pogos na presenca ou ndo dos
extratos. Apos 24 e 48 horas de tratamento, 200pl de meio novo contendo 10ul de MTT (3-
(4,5-Dimethylthaizol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) adicionado a cultura. As células
foram reincubadas em estufas de CO2 por 3 horas protegidas da luz. Posteriormente, as placas
foram centrifugadas a 1200 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 100 pl
de DMSO (dimetilsulfoxido) foram adicionados a cada poco. A leitura foi realizada em um
espectrofotobmetro de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA)

utilizando um comprimento de onda de 538 nm.

4.4 Ensaio clonogénico

Células MCF-7 (7 x 10 células/mL) foram tratadas com 10 e 15 pg/mL de extrato de

semente de acai e cultivadas por 15 dias em placas de 12 poc¢os para determinar os efeitos do
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tratamento sobre o potencial clonogénico das células. As coldnias formadas foram fixadas
com etanol (200 pL) por 10 min, coradas com uma solugdo de cristal violeta (0,05% de
violeta de cristal e 20% de etanol) por 10 min, lavadas duas vezes com agua destilada e
solubilizadas com acido acético 33%. A absorbancia foi medida usando um espectrofotémetro

Spectra Max 190 com comprimento de onda de 595 nm.
4.5 Quantificacdo de apoptose por citometria de fluxo

Para avaliar os mecanismos de morte induzidos pelo extrato da semente de acai, as
células apoptoticas foram coradas com o kit de ensaio Vybrant® FAM Caspase 3 e -7
(Molecular Probes, OR) de acordo com as instru¢fes do fabricante. Células MCF-7 foram

tratadas com 25 e 250 pg/mL de extrato de semente de agai por 6 e 24h. Depois disso, as

células foram colhidas e ressuspensas a uma concentracéo de 1 x /0% células/mL em meio de
cultura fresca. Aliquotas (300 pl) de suspensdes de células foram transferidas para tubos de
fluxo e 10 pl de uma solugdo de marcagao de inibidor fluorescente de caspase (FLICA) foram
adicionados a cada tubo, exceto para o controle negativo. As células foram incubadas por 1h a
37°C, lavadas duas vezes e ressuspensas em 400 pl de tampao de lavagem. Sera adicionado
iodeto de propidio (PI) e os tubos foram incubados por 5-10 min em gelo antes da analise
com citometro de fluxo FACSCalibur (Beckton Dickinson). Canais de fluorescéncia - 1 e
fluorescéncia - 3 foram usados para detectar os sinais que chegam de FLICA e PI,

respectivamente.

As células marcadas com Vybrant FAM Caspase-3 and-7 Assay Kit foram analisadas
por citometria de fluxo usando 488 nm de excitacdo e filtros de emissdo apropriados para o
corante Alexa Fluor® (sinal FAM) e o corante Texas Red® (sinal de iodeto de propidio).

4.6 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por citometria de fluxo
(DCF-2DA)

Para medir os niveis de ROS, as células MCF-7 foram tratadas com 25 e 250pg/mL de
extrato de semente de acai por 6 e 24h e depois lavadas duas vezes com PBS. As células
foram entdo coradas com 10 uM de diacetato de 4,5-diaminofluoresceina-2 (DAF-2DA,

Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) por 20 min em temperatura ambiente no escuro.
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A fluorescéncia verde emitida pelo DAF-2DA foi registrada em 515 nm usando um
citometro de fluxo (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), e 10.000 eventos foram contados
por amostra (EOM et al., 2015).

4.7 Laranja de Acridina

Laranja de acridina (AO) é um corante lisotropico que se acumula em organelas acidas
de uma maneira dependente do pH e é comumente usados para identificar organelas
vesiculares acidas (AVOs) (KANZAWA et al., 2003). Sob a coloracdo, o citoplasma e
nucléolos apresentam fluorescéncia verde, enquanto os compartimentos acidos, como
lisossomos ou autofagolisossomos, fluorescem em vermelho brilhante ou laranja-vermelho
com excitacdo de luz azul (TRAGANOS, DARZYNKIEWICZ, 1994).

As células MCF-7 com ou sem 25 pg/mL de tratamento com extrato de semente de
acai foram semeadas em placas de fundo de vidro de 3 cm por 24 horas e expostas ao meio de
coloracdo AO (1 pg/mL em meio completo) por 45 min. Todos os processos de tratamento
foram realizados evitando a iluminacdo ambiental. As placas foram imediatamente

embrulhadas em papel aluminio e submetidas a imagens fluorescentes.

A porcentagem de células vermelhas-AVO positivas foi calculada em 5 fotos de cada
condic&o e os resultados sdo apresentados no histograma inferior. S8 mostrados blots e fotos

representativas de trés experimentos independentes com resultados semelhantes.

As amostras foram examinadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em
Fotdnica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) da Universidade Estadual de Campinas,
utilizando o microscopio de fluorescéncia invertida APOTOME (Carl Zeiss AG, Alemanha)
equipado com fonte de luz fluorescente de 130 W. O bloco de filtro foi usado contendo um
filtro de excitacdo passa-banda de 465 a 495 nm, espelho dicroico de 505 nm e filtro de

barreira de passagem longa de 590 nm.
4.8 Microscopia eletrénica de transmissao

Para analise em microscopia eletronica de transmissao (MET) as células foram
cultivadas em garrafas de 25 cm? e tratadas por 24 horas com o extrato da semente de acai na

concentracéo citotoxica de 25 pg/mL. Apos o tratamento, as células foram lavadas trés vezes
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em PBS e fixadas por 24h em fixador Karnovsky. As células foram fixadas com tetroxido de
6smio. Apos centrifugacao, as células foram lavadas por trés vezes em tampao fosfato de
Sorensen 0,2M. A poés-fixagao foi realizada com uma solugao de tetroxido de 6smio 1% por
1-2h em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 3
minutos a 3000 rpm e lavadas por trés vezes em tampao fosfato de Sorensen. Apds nova
centrifugagdo por 3 minutos a 3000 rpm, foi iniciada a desidratacdo das amostras em
concentragoes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) ficando as células por 5
minutos em cada solucdo. A infiltragao foi iniciada com a incubagdo das amostras em solu¢ao
de resina Dr. SPURR e acetona 100% (1:1) overnight. Posteriormente, as amostras foram
incubadas em resina pura por 6 horas e incluidas em formas para polimerizacao em estufa a
60-70°C por 48 horas.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VIVO
4.9 Local de experimentacéo

Os procedimentos experimentais foram realizados no Biotério Setorial da POs-
graduacdo do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA).

A eutanasia e andlise do tumor, bem como a coleta de sangue, plasma e dissec¢do dos
6rgdos analisados ocorreram no Laboratério de Imunologia Aplicada ao Cancer (LIAC) da
UFMA sob superviséo da Profa. Dra. Ana Paula Silva de Azevedo-Santos.

As células de tumor de Ehrlich utilizadas nessa pesquisa foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Flavia Raquel Fernandes do Nascimento do Laboratorio de Imunofisiologia
da UFMA.

4.10 Animais e Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Maranhdo sob o ndmero 23115.024027/2020-64
(ANEXO 1).

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso variando entre 35-50g com
90-120 dias de idade, obtidos junto ao Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao

e mantidos no biotério setorial do prédio da Pés-Graduagao do CCBS. Os animais foram
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adaptados ao biotério experimental por 7 dias, mantidos em ambiente com controle de
temperatura e umidade monitorada e ciclo claro/escuro de 12h cada, com agua e ragao ad

libitum.
4.11 Inoculag¢iao do tumor e tratamento dos animais

As células tumorais de Ehrlich foram mantidas na forma ascitica, até 20 passagens,
por passagens peritoneais em camundongos Swiss machos por transplante semanal de 5 x 10°
células tumorais/animal em PBS (pelo menos, dois animais por semana). Para o teste, as
células foram preparadas na densidade de 2,5x10° células/60pL/animal em PBS apods

avaliacédo da viabilidade celular com azul de tripan na cAmara de Neubauer.

O experimento foi conduzido de acordo com Kleeb et al.(1997) com algumas
modificagdes, sendo utilizados camundongos da linhagem swiss (n=4/grupo) (BARCELOS et
al., 2014).

Para o tumor solido, as células serdo preparadas na densidade de 2,5x10°

células/60uL/animal em PBS (in6culo no dorso).

O tratamento no grupo preventivo foi iniciado 30 dias antes da inoculacdo do tumor e
mantido por 15 dias ap6s inducdo e no grupo terapéutico iniciado ap6s 24h da inducdo e
mantido por 15 dias (CUNHA et al., 2019). Ap6s os tratamentos, 0s animais serdo
sacrificados por aprofundamento anestésico (cetamina + Xxilazina) e o tumor removido,
pesado, fotografado e aliquotado para analises histoldgicas e histoquimicas. Foi determinado

0 peso relativo tumoral, que é a diferenca entre o peso tumoral dividido pelo peso corporal.

Os animais foram separados aleatoriamente em 8 grupos (n=4/grupo) conforme o
Quadro 1.

Quadro 1. Divisao dos grupos experimentais.

Grupos Tratamento Tumor

Controle negativo (CTL-) Salina Com indutor tumoral

Controle positivo (CTL+) Ciclofosfamida 25mg/kg Com indutor tumoral
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Grupo  preventivo com Extrato 100mg/kg Com indutor tumoral
extrato 100mg/Kg

Grupo  preventivo com Extrato 300mg/kg Com indutor tumoral
extrato 300 mg/Kg
Grupo  preventivo com Extrato 1000mg/kg Com indutor tumoral

extrato 1000mg/Kg

Grupo terapéutico com Extrato 100mg/kg Com indutor tumoral
extrato 100mg/Kg

Grupo terapéutico com Extrato 300mg/kg Com indutor tumoral
extrato 300mg/Kg
Grupo terapéutico com Extrato 1000mg/kg Com indutor tumoral

extrato 1000mg/Kg

4.12 Procedimentos experimentais

Os animais dos grupos veiculo e experimental foram tratados por via oral por gavagem
e os do grupo ciclofosfamida foram tratados por via intraperitoneal diaria durante o periodo

descrito para cada grupo.

Os parametros clinicos (locomocgao, comportamento, aspecto da pelagem e cianose)
foram avaliados a cada dia de tratamento e 0 peso corporal e 0 consumo de racéo foi avaliado

a cada 2 dias antes da inducdo tumoral e diariamente apds inducéo tumoral.

No 16° dia apos a anestesia, amostras de sangue (300 uL, em eppendorfs contendo
EDTA 10%, 1 gota/tubo) foram coletadas de cada animal por punc¢éo cardiaca. Em seguida,
os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia com uma mistura de 120

mg/kg de Ketamina e 150 mg/kg Xilazina.

O sangue foi utilizado para avaliacdo de pardmetros hematoldgicos e o plasma para

quantificacdo de citocinas.




32

As necropsias foram realizadas em cada camundongo para avaliar a toxicidade
grosseira para alguns 6rgéos (rins e figado) e para remover a massa tumoral. O peso relativo

do tumor (RTW) foi calculado como o peso do tumor dividido pelo peso corporal final.
4.13 Avaliacdo da celularidade nos érgaos linfoides

Células do bago e da medula dssea foram analisadas para avaliacdo dos efeitos do

tratamento com extrato da semente de acai.

O baco foi retirado, triturado e macerado em 3mL de PBS e o fémur foi retirado e

perfundido com 1mL de PBS para obtencédo das células da medula dssea.

Para contagem das células, foram retirados 90 pL das suspensdes celulares e
adicionados 10 pL de cristal violeta. As células foram contadas em camara de Neubauer, com

auxilio de microscépio éptico de luz comum (FIALHO, 2011).

A quantificacagao das citocinas interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), MCP-1,
interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) foi realizada por citometria de fluxo com
0 equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), utilizando o kit de
citocinas BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San

Jose, CA, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante.

4.14 Avaliacgdo histopatoldgica e imunohistoquimica

As amostras de rim, figado e dos tumores induzidos foram fixadas em
formaldeido a 10% tamponado (pH=7.0) e incluidas em blocos de parafina. Foram obtidos
cortes histologicos com 5 um de espessura, que foram corados com hematoxilina e eosina e

analisados através de microscopio optico.

As seguintes variaveis foram analisadas na Tabela 1:

Tabela 1. Tabela identificacéo e descrigéo histopatoldgica .

TT Tamanho do tumor Maior diametro em milimetro (mm)

IP Indice proliferativo  [NUmero de mitose por 10 campos de grande aumento (mitose
/10CGA)

N Necrose Proporgéo ou percentual de necrose em relagéo ao tumor
viavel (%)
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P Infiltrado inflamatério | Intensidade do infiltrado inflamatério (0 = ausente; 1 = leve;
peritumoral 2 = moderado; 3 = acentuado)
AH Arquitetura histologica Alteracdo na arquitetura histologica (0 = ausente; 1 =
presente)
MX Metastases Presenca de metastase (0 = ausente; 1 = presente)

Tecidos tumorais, 0s mesmos utilizados para as andlises histopatoldgicas, serdo
utilizados para as imunomarcagdes. Serdao obtidos cortes com Sum de espessura no microtomo
Leica RM 2165 (Leica, Munique, Alemanha), coletados em laminas silanizadas. A
recuperacdo antigénica sera realizada por incubacgdo dos cortes em tampdo citrato (pH 6.0) a
100°C em micro-ondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das caracteristicas de
cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases enddgenas sera obtido com H202 (0,3% em
metanol) com posterior incubacdo em solucdo bloqueadora com albumina do soro bovino

(BSA) 3%, em tampdo TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente.

Estes anticorpos foram aplicados as sec¢bes de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Os anticorpos primarios utilizados serdo o p65, STAT-3, b-catenin, F4/80
(macrdéfagos) (Abcam, Cambridge,MA) e Ki-67 (Biocare Medical, EUA) (modelos de tumor
solido de Ehrlich e AOM/DSS) de acordo com as instrucdes do fabricante (Bersudsky et al.,
2013; Fang et al., 2013). Os cortes serdo incubados com anticorpo secundario e,
posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Hematoxilina de

Harris e avaliados no fotomicroscopio Zeiss Axiophot (Zeiss, Munique, Alemanha).

4.15 Avaliacdo clinica dos animais e macroscépica do tumor

Os animais foram diariamente avaliados para analise do consumo de alimento e do
peso corpdreo. Apos a morte e retirada dos 6rgaos, os tumores macroscopicos foram contados
e medidos através do uso de paquimetro. As pequenas porc¢des de tumores e tecido normal

adjacente foram processadas para analise bioquimica e histoldgica.

4.16 Quantificacao de citocina por CBA

A quantificacagao das citocinas interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), MCP-1,
interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) foi realizada por citometria de fluxo com
0 equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), utilizando o kit de
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citocinas BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante.

O sistema Cytokine Bead Away (CBA) foi o instrumento para a avaliacdo da presenca
de citocinas no sobrenadante obtido da maceracdo dos figados dos camundongos. O método
baseia-se na captura de um ligante (a exemplo de uma citocina) na amostra por um bead
(carreador), e sua subsequente 14 identificagdo por um sistema de detec¢do composto por um
anticorpo especifico acoplado a um corante fluorescente (fluorocromo). A faixa de

concentracdo para a deteccdo do kit CBA é 20-5000 pg/ml para cada citocina analisada.

4.17 Destino das carcacas

As carcagas foram armazenadas e congeladas em sacos brancos de lixo contaminante,

e posteriormente, descartados de acordo com as especificacfes do Biotério.

4.18 Analise estatistico

Para analise estatistica dos dados experimentais, foi realizado o teste one or two-way
analysis of variance (ANOVA), seguido pelos pos-testes de Dunnett’s ou Sidak’s, de acordo
com o tipo de analise. As diferencas serdo consideradas significativas quando o p<0,05. O
programa utilizado para realizacdo da andlise estatistica foi o GraphPad Prism versdo 8.4.0
para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo Quimica do Extrato (LC M/S-M/S)

Para os extratos de Euterpe oleracea Mart.,, a rede molecular identificou 15
compostos, especialmente flavonoides e antocianinas. Os compostos principais foram: (-) -
epicatequina (1), cianidina 3-glucosideo (2), procianidina B2 (3), kaempferol-3-O-rutinosideo
(4), nobiletina (5), dihidrokaempferol (6), diosmetina (7), 3-O-metilquercetina ou
isorhamnetina (8) isoorientina (9), genisteina-8-C-glicosideo (10) e apigenina 6,8-
digalactosideo (11) (Figura 3).
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Representacdo dos compostos estdo evidenciadas na Tabela 2.
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Figura 3. Zoom na analise MS/MS dos extratos de sementes, polpas e frutos totais de E. oleracea Mart. As cores
indicadas na legenda correspondem aos diferentes extratos (vermelho: semente; azul: polpa e verde: fruto total).

Os nds em negrito circundados por linhas azuis representam os compostos com ocorréncias na biblioteca do

GNP.



Tabela 2. Identificacdo dos compostos quimicos presentes na semente de agai por LC-ESI-MS.
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IN VITRO

5.2 Triagem Farmacologica — Ensaio de Viabilidade Celular com MTT

O efeito da atividade citotoxica do extrato da E. oleracea Mart. foi analisada pelo
ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) na linhagem
celular de tumor humano MCF-7. As concentracdes obtiveram efeitos diversos em relacao ao
tempo de tratamento (Figura 4).

Para andlise de viabilidade celular a linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7)
foram incubadas em concentragdes de 0,25, 2,5, 25 ¢ 250 ug/mL e analisadas a incubagéo no
periodo de 24 h, 48 he 72 h.

O extrato da semente do acai foi capaz de reduzir a viabilidade celular a partir de 24h.
O tratamento nas concentragcdes com 0,25 pg/mL e 2,5 pg/mL do extrato da semente do acai
ndo obteve redugdes significativas na viabilidade celular a partir de 24h (p<0,05), assim como
comparado com o controle. Nas concentracdes de 25 pg/mL e 250 ug/mL o extrato obteve
efeitos citotoxicos, em comparacdo das duas concentracdes é perceptivel que a concentracdo

em 250 pg/mL continuou constantemente a reducdo de viabilidade celular.

A MCF-7 EXTRATO

1.6-

1.4 - A

A - 0.25 ug/mL
g 1.0- — 2.5 ug/mL
& 0.8 —— 25 ug/mL
§ 0.6- 250 pg/mL

0.44

0.24

0.0 v . r -

0 24 48 72 96

Tempo de tratamento (h)

Figura 4. Avaliagio da citotoxicidade do extrato da semente de acai em linhagem de adenocarcinoma de mama
MCF-7 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, pds-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<(,01 ***
p<0,001 **** p<0,0001
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5.3 Ensaio clonogénico

Com o objetivo de avaliar a reducgéo da viabilidade celular da linhagem MCF-7 ap6s
o0 tratamento com extrato de semente de acai, foi realizado ensaio clonogénico para investigar
o efeito do extrato na proliferacdo de células de adenocarcinoma de mama. O tratamento foi
realizado com em concentragdes de extrato da semente de acai em 10 pg/mL e 15 pg/mL ¢
mais o controle, dentre os tratamentos o que mais promoveu a acentuagdo reduzida foi 15
pug/mL, mas comparado de 10 ug/mL esta dentro dos parametros da redugao de proliferacdo

celular.

Os resultados do ensaio mostraram que o tratamento com acai reduziu drasticamente

a formacdo de novas colonias celulares (Figuras 5 A e B).

Controle 10 ug/mL 15 ug/mL
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Figura 5 (A, B). Ensaio clonogénico da linhagem celular MCF-7 de cancer de mama tratada com extrato de
semente de acai realizado ap6s 15 dias de cultivo. Os dados foram obtidos como valores de absorbancia de 595
nm. One-way ANOVA. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

5.4 Caspase 3/7

Com o propo6sito de constatar a atividade de morte celular na linhagem MCF-7

complementando os ensaios anteriores, foi realizado um ensaio das caspases 3 e 7 nos
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tratamentos das concentragdes que melhor resultou nos efeitos de reducgéo celular, ou seja, em

tratamentos com 25 e 250 pg/mL (Figura 6 A, B).

N&o houve aumento das porcentagens de células apoptoticas apds 6 e 24h do

tratamento em células de MCF-7.
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Figura 6 A, B. O extrato da semente ndo causou apoptose nas células MCF-7. O ensaio das caspases 3 e 7
demonstrou que o extrato da semente ndo aumentou a atividade da caspase 3 e da caspase 7 quando comparado
as células controle ap6s 6h (a) e 24h (b) de tratamento. CN: células com DMEM; CP: DMSO (100 p). Two-way
ANOVA, pos-teste de Tukey.

5.5 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Considerando que a autofagia é o mecanismo de morte de linhagens celulares
tratadas com acai MCF-7, foi utilizado o indicador DAF-2DA-NO fluorescente especifico

permeével a células para avaliar se havia aumento na quantificagdo de espécies reativas de
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oxigénio e se 0 aumento na expressdao de radicais livres seria 0 mecanismo indutor de

autofagia.

O tratamento com as concentragdes 25 ¢ 250 pug/mL de extrato de semente de agai
respondeu com um aumento na producdo de ROS apds 6h quando comparado as células
controle, o extrato da semente do acai induziu o aumento de ROS nas células de tratamento,

enquanto o controle (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do extrato nos niveis de NO expressos como diferenga percentual de fluorescéncia na linhagem
celular de cancer de mama MCF-7 (1 x 10° céls/mL) usando DAF-2DA (10 uM) incubado por 30 minutos.
Dados representativos de experimentos em triplicata. A producdo basal foi considerada zero e a diferenga de
fluorescéncia foi expressa nos tempos de incubagdo do composto (6h, 24h). Valores expressos como média +
s.p.m. Two-way ANOVA, pés-teste de Tukey. **** p <0,0001. CN: controle negativo.

5.6 Laranja de Acridina

Considerando que ndo houve indugdo de apoptose por aumento da expressdo das
caspases 3/7 e para avaliar outro mecanismo de morte celular na linhagem MCF-7, foi
realizado o ensaio da laranja de acridina por imunofluorescéncia para avaliar o fluxo da

autofagia.
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O tratamento com 25 pg/mL de extrato de semente de acai mostrou diferencas
significativas quando comparado com o controle, neste grupo houve um elevado nivel de
laranja de acridina nas regides lisossémicas, ou seja, 0 extrato da semente causou 0 aumento
de acidez, como lisossomas ou 0 acumulo citosolica de autofagolisossomos, evidenciado por
aumento das vesiculas vermelho brilhante ou laranja-vermelho apés excitagdo com luz azul
(Figura 8).
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Figura 8. As células MCF-7 semeadas em placas de fundo de vidro de 3 cm foram tratadas com 1 pg/mL AO
por 45 minutos e, em seguida, as imagens foram registradas em microscopia de fluorescéncia. Houve um
aumento de organelas vesiculares acidas (AVOs) marcadas com laranja-acridina (AO), coradas com vermelho
fluorescente positivo apds tratamento com extrato de semente de acai. A fluorescéncia vermelha indicou os
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AVOs corados com AO dentro das células. Os experimentos foram realizados em triplicata. **** p <0,0001.
(Teste T ndo pareado (barras de escala, 50 pm).

5.7 Analise morfolégica por microscopia eletronica de transmissao das células
MCF-7

Para analise detalhada da morfologia nuclear e outras organelas, foi realizada analise
por microscopia eletronica de transmissao (MET).

Células controle apresentavam membrana plasmatica e nlcleo integros assim como a
presenca de vesiculas secretorias no citoplasma (Figura 9 A). Apds tratamento com 25 pug/mL
do extrato por 24h, observou-se o surgimento de vesiculas contendo conteddo eletrodenso,
sugestivas de vesiculas autofagicas e o aumento no ndmero de mitocondrias comparada ao
controle. Observou-se reducdo do volume celular, alteragdes estruturais na membrana
plasmaética, no nucleo e no nucléolo, caracterizando a morte celular por autofagia. O aumento
no namero de mitocdndrias corrobora os dados previamente apresentados de aumento na

expressao de ROS (Figura 9 B).
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Controle Tratamento

Figura 9. Analise morfolégica por microscopia eletronica de transmissao das células MCF-7 apds tratamento
com o extrato da semente de agai. Células controle apresentavam membrana plasmatica e nucleo integros assim
como a presenca de vesiculas secretorias no citoplasma (A). Apoés tratamento com 25 pg/ml do extrato do por 24
horas, observou-se o surgimento de corpos eletrondensos no citoplasma assim como a presenca de vesiculas
autofagicas, além de aumento do nimero de mitocondrias (B). N= ntcleo, NE= nucléolo, M= mitocondria, V=
vesicula, VA= vesicula autofagica.

IN VIVO
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5.8 Avaliagdo do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. no

desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich

No dia 0 foi feito inéculo do tumor de Ehrlich no dorso dos animais, seguido do
tratamento intraperitoneal com Ciclofosfamida 25mg/kg (CTL+), PBS oral (CTL -) e extratos
nas concentracfes de 100, 300 e 1000mg/kg em esquemas preventivos e de intervencdo apds

24h da indugéo durante 15 dias.

A figura 10 representa a cinética do volume médio do tumor ao longo do tratamento
de 15 dias. A partir do sexto dia houve reducdo do volume tumoral de forma significativa no

grupo preventivo 1000mg/kg quando comparado ao controle negativo.

Quando se comparou 0 peso do tumor, observou-se que 0 grupo que recebeu extrato
da semente de acai na dose de 1000mg/kg de forma preventiva teve uma reducéo significativa
do tumor quando comparado ao controle negativo (p=0,01) (Figura 11 A). N&o houve

diferenca entre os grupos quando se analisou o peso relativo do tumor (Figura 11 B).

Desenvolvimento do tumor

500

;,g -o- Cftrl -
§, 400+ Ctrl +
g 300 Preventivo 100mg/kg
3 - Preventivo 300mg/kg
§ 200+ —+— Preventivo 1000mg/kg
_S 100- Tratamento 100mg/kg
S -=- Tratamento 300mg/kg

0 L B - Tratamento 1000mg/kg

Figura 10. Efeito do extrato da semente de acai no desenvolvimento do tumor de Ehrlich. A partir do sexto dia
houve reducdo do volume tumoral de forma significativa no grupo preventivo 1000mg/kg quando comparado ao
controle negativo. Valores foram expressos como média + erro padriao. One-way ANOVA, pés-teste de Sidak’s.
*p<0.05 **p<0.0
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Figura 11. Efeito do extrato da semente de agai no peso absoluto (A) e relativo (B) do tumor de Ehrlich. Houve
reducdo significativa do peso do tumor no grupo preventivo 1000mg/kg quando comparado ao controle negativo.
Valores foram expressos como média + erro padrao. One-way ANOVA, pds-teste de Dunnett’s. *p<0.05.

5. 9 Avaliagdo do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. no peso
dos animais

Na avaliacdo do peso dos animais, houve variacdo negativa do peso corporal ao final

do tratamento apenas no grupo que recebeu ciclofosfamida (Figura 12 A).

Na avaliacdo da variagdo de peso ao longo do tratamento, ndo ocorreu variacdo
significativa do peso dos animais ap6s a inducdo tumoral na maioria dos grupos tratados
(Figura 12 B).
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Figura 12. Efeito do extrato da semente de acai na variagdo do peso dos animais ao final do tratamento (A) e
cinética do peso ao longo do tratamento (B). Houve reducéo significativa do peso dos animais apenas no grupo
que recebeu ciclofosfamida. One-way ANOVA, p6s-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0.01.

5.10 Avaliagédo do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. no peso

dos 6rgaos
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Alguns o6rgdos foram pesados e observados macroscopicamente para possiveis sinais
de toxicidade do tratamento ganho de peso (Figura 13). Em comparagdo com 0 grupo
controle, o baco dos animais tratados com ciclofosfamida apresentou reducdo do peso
(p=0,01) (Figura 13 A). Néo houve diferenca estatisticamente significativa no peso absoluto e
relativo do figado (Figuras 13 B e C) nem no peso absoluto e relativo do rim (Figura 13 D e
E).
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Figura 13. Efeito do extrato da semente de acai na variacdo do peso dos érgdos: bago (A), figado (B e C) e rim
(D e E). Houve reducdo do peso do baco no grupo que recebeu ciclofosfamida e aumento do peso do figado no
grupo tratamento 300mg/kg. One-way ANOVA, pés-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0.01.
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5.11 Avaliacdo do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. em

parametros hematologicos

Ndo houve alteracdes significativas dos valores hematimétricos (hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, HCM, CHCM) entre os grupos. Apenas para 0 VCM, o grupo
tratamento 1000mg/kg apresentou aumento discreto quando comparado ao controle negativo
(Figura 14 D).

Houve reducéo significativa do namero de leucdcitos totais, neutrofilos e linfécitos
entre o grupo tratado com ciclofosfamida (Figuras 14 G-I), devido ao efeito citotoxico deste

quimioterapico.
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Figura 14. Efeito do extrato da semente de acai nos valores hematimétricos, contagem de leucécitos e plaquetas.
Resultados expressos como média + desvio-padrdo. (A) hemacias, (B) hemoglobina, (C) hematdcrito, (D) VCM
(volume corpuscular médio), (E) HCM (hemoglobina corpuscular média), (F) CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média), (G) leucécitos totais, (H) neutréfilos, (1) linfécitos e (J) plaguetas. One-way
ANOVA, pos-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0.01.

5.12 Avaliagéo da celularidade dos 6rgéos linfoides

Na avaliacdo da celularidade dos orgdos linfoides: baco e medula 6ssea, houve
reducdo significativa da quantidade de células no baco no grupo tratado com ciclofosfamida
quando comparado ao controle. Houve aumento da celularidade do bago no grupo preventivo
1000mg/kg quando comparado ao controle negativo (Figura 15A). Quanto a celularidade da
medula, houve aumento nos grupos tratamento 300mg/kg e 1000mg/kg quando comparados
ao controle negativo (Figura 15 B).
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Figura 15. Efeito do extrato da semente de acai na celularidade do baco (A) e da medula 6ssea (B). One-way
ANOVA, pos-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0.01

5.13 Efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. sobre as citocinas
inflamatorias

Dentre as citocinas testadas, ndo houve expressao de 11-12p70, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10 e INF- y. Houve um aumento da concentragdo de TNF nos grupos tratados com o extrato
nos grupos preventivo 100mg/kg e 1000mg/kg (Figura 16A). Para a MCP-1, houve um
aumento significativo da expressdo no grupo controle positivo (p=0.0004) e no grupo

preventivo 100mg/kg quando comparado ao controle negativo (p=0.01) (Figura 16 B).
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Figura 16. Efeito do extrato da semente de acai na expressdo de citocinas TNF (A) e MCP-1 (B) One-way
ANOVA, p0s-teste de Dunnett’s. *p<0.05.

5.14 Avaliacao histopatoldgica apos tratamento com extrato da semente de acai

A analise histopatolégica mostrou a presenca de massas tumorais no dorso dos
animais dos grupos com tumor solido de Ehrlich. As massas tumorais apresentavam alta
celularidade, algumas com pronunciada vacuolizacdo citoplasmatica, além de acentuado
pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes infiltrando o tecido conjuntivo subcutaneo.
Nenhum dos grupos apresentou metastase. O grupo preventivo na dose de 1000mg/kg reduziu
significativamente o tamanho do tumor. A amostra apresentou menor indice proliferativo (1) e
também apresentou necrose em 95% da amostra em comparacao ao controle negativo (Figura
17 E).

As andlises histopatolégicas do rim e figado ndo evidenciaram alteraces nos
diferentes grupos tratados. N&o houve evidéncia de toxicidade do extrato nem presenca de

invasdo tumoral nestes orgdos. (Figuras 18 e 19).
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Figura 17. (A) Neoplasia invasora caracterizada por massas compactas de células com acentuado pleomorfismo
nuclear e nucléolos proeminentes infiltrando o tecido conjuntivo subcutdneo. Observam-se também escasso
infiltrado linfocitéario na periferia da neoplasia e anexos cutaneos preservados no canto inferior esquerdo (H&E
x40). (B) neoplasia invasora caracterizada por conjunto de células com pronunciada vacuolizagao citoplasmatica,
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além acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes infiltrando o tecido conjuntivo subcuténeo.
Observa-se também escasso infiltrado linfocitario na periferia da neoplasia (H&E x40). (C) neoplasia invasora
caracterizada por massas compactas de células com acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes
infiltrando o tecido conjuntivo subcutaneo. Observam-se também agregados periféricos de células linfocitarias
no canto superior esquerdo e focos com necrose no canto inferior direito da imagem (H&E x40). (D) neoplasia
invasora caracterizada por massas compactas de células com acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos
proeminentes infiltrando o tecido conjuntivo subcutaneo. Observam-se também agregados periféricos de células
linfocitarias no canto superior esquerdo e grande area com necrose ocupando a metade inferior direita da imagem
(H&E x40). (E) células individuais com acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes em meio a
extensa area com necrose e hemorragia. Observa-se também agregados periféricos de células linfocitarias no
canto inferior esquerdo (H&E x40). (F) neoplasia invasora caracterizada por conjunto de células com
pronunciada vacuolizacdo citoplasmatica, além acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes
infiltrando o tecido conjuntivo subcutaneo. Observa-se também moderado infiltrado linfocitario no quarto lateral
direito da neoplasia (H&E x40). (G) neoplasia invasora caracterizada por massas de células com acentuado
pleomorfismo nuclear, nucléolos proeminentes e elevado indice mitético infiltrando o tecido conjuntivo
subcutdneo. Observam-se também agregados periféricos de células linfocitarias no canto superior direito e foco
com necrose ocupando o canto inferior esquerdo da imagem (H&E x40). (H) neoplasia invasora caracterizada
por massas compactas de células com acentuado pleomorfismo nuclear e nucléolos proeminentes infiltrando o
tecido conjuntivo subcutaneo. Observa-se também discreto infiltrado linfocitario na periferia da neoplasia (H&E
x40).
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Figura 18. (A e B) Fotomicrografias de figado apresentando arquitetura lobular preservada e tratos portais
discretamente alargados. Observa-se a presenca de infiltrado inflamatério linfocitario portal. Nao foram
observados sinais de neoplasia (H&E x10 e x40).
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Figura 19. (A e B) Fotomicrografias de rim apresentando arquiteturas cortical e medular preservadas, com
glomérulos e tabulos viadveis. Observam-se pequenos cistos epiteliais simples na camada cortical. Ndo foram
observados sinais de neoplasia (H&E x10).
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6 DISCUSSAO

O céncer de mama é uma neoplasia causada pela multiplicacdo desordenada de células
da mama ocasionadas por fatores genéticos e ambientais, por consequéncia formando
neoplasias malignas. E uma das doencas que mais acomete as mulheres e apesar dos avangos
nas pesquisas, ainda € um grande desafio seu diagndstico e tratamento (POURTEIMOOR;
MOHAMMADI-YEGANEH; PARYAN, 2016).

O acai possui componentes polifendlicos com atividades antioxidantes, dentre elas as
antocianinas ciadina-3-glicosideo e cianidina-3-rutindsido, além de &cidos fenolicos, lignanas
e flavonoides. Além disso, estudos in vitro e in vivo tém demonstrado o potencial
antioxidante, anti-inflamatério, anti-proliferativo e cardioprotetor da polpa de acai
(YAMAGUCHI et al., 2015).

Os flavonoides sdo uma classe de compostos apresentados amplamente distribuidos na
natureza (WANG et al., 2018). Entre as atividades bioldgicas dos flavonoides estdo a atuacéo
contra os radicais livres, alergias, inflamacdes, Ulceras, viroses e tumores (GERMAN;
DILLARD, 2000).

Por exemplo, estudos in vitro tém reportado a atividade farmacoldgica do acai,
mostrando sua agdo antiproliferativa, anti-inflamatéria e cardioprotetora (HEINRICH et al.,
2011).

Com os estudos presentes na literatura apontam resultados benéficos do potencial
biolégico e quimico agindo como antioxidante (XIAO et al., 2018), antitumoral (Kim et al.,
2018), anticancerigeno e anti-inflamatorio (KU et al. 2014), exercendo um papel importante e
seus progressos sdo Uteis para o desenvolvimento de novas terapias oncolégicas. Segundo
Kelepouri et al. (2018), sobre as atividades anti-inflamatorias os flavondides tém efeitos no
mecanismo de inibicdo direta ou indireta de citocinas pré-inflamatorias que sdo permitidos
através de imunomodulacdo das cascatas de sinalizacdo inflamatorias, ou seja, ela tem a
capacidade de reduzir o fluxo destas celulas e consequentemente aumenta atividades de
mecanismo de anti-oxidante e imunorreguladores.

Atividades antiproliferativas tém sido relacionadas com propriedades anti-estrogénicas
de certos flavonoides (isoflavonoides, quercetina). Genisteina e quercetina inibiram a proteina
tirosina quinase que esta envolvida na proliferacdo celular. A apigenina, luteolina e quercetina
estdo relacionadas com a inibicdo do ciclo celular e apoptose por mecanismos dependentes de
p-53 (2006). Também, a apigenina, Siddique et al. (2010) tem funcBes protetoras enquanto a

efeitos genotdxicos. Acredita-se que esses efeitos benéficos sejam devidos as propriedades
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anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatorias dos compostos polifendlicos (catequinas)
presentes no cha verde.

Sandoval-Acufia et al. (2014) diz que polifendis especificos sdo capazes de modular
vias como: potencial de membrana mitocondrial, cadeia de transporte de elétron mitocondrial,
sintese de ATP e remover ou inibir a formacdo de enzimas formadoras de ROS.

Silva et al. (2011), o ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), apontado pelo pesquisador Mosmann, tem como objetivo em
avaliar a viabilidade celular seguido da exposicdo dos compostos proposto. Segundo Slater
(2001), tais a aplicabilidade destes efeitos antioxidantes e testes in vitro pode identificar
substancias toxicas quanto avaliar atividades citotdxicas e de mecanismo de agdes Uteis de
finalidade anticancerigena, com base teoria na inibicdo da proliferacéo celular.

Foi observado pelo extrato da semente de acai areducdo da viabilidade celular na
linhagem celular de adenocarcinoma de mama MCF-7. O ensaio de MTT mostra a redugéo
apos o tratamento com o extrato de acai, uma possivel explicacdo dessa discrepancia dar-se
pelo composto &cido. O ensaio clinico constatou que o extrato do acai diminui a formacéo de
novas colonias.

Silva et al. (2014) obteve resultados benéficos quanto os efeitos antitumorais do
extrato do acai em estudo, in vitro, e constatou que as concentragdes de polifendis dos ensaios
presentes na Euterpe oleracea Mart. representava em 28,3% na semente, 25,5% no fruto total
e 15,7% na casca. E dentre as linhagens celulares a melhor resposta foi obtida nas células
MCF-7, no qual os extratos reduziram na viabilidade celular, nos tempos e nas concentragdes
distintas e quanto a autofagia o extrato foram eficazes em concentragdes de 20 e 40 pg/mL
(SILVA et al., 2014).

Sobre a avaliacdo da morte celular, usamos ensaio morfoldgico e ensaio de caspase 3 e
7. O tratamento com extrato de semente de acai ndo induziu apoptose e nao houve diferenca
na atividade de caspase 3 e caspase 7 entre as células controle e tratadas.

Apesar disso, um ensaio de laranja de acridina foi realizado e o tratamento com extrato
de semente de agai em concentracdo de 25 pg/mL resultou em aumento de componentes
acidos. Devido a caracteristica de acumular em ambientes acidos, AO é utilizado para
monitorar autofagia, sendo capaz de detectar o aumento do volume de compartimentos acidos
na célula, como os autolisossomos (THOME, 2015).

No ensaio com DAF-2A, o tratamento foi realizado com concentracfes de 25 e 250

pug/mL que apo6s 6h houve um aumento da producdo de ROS em comparagdo as células
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controle, indicando a inducdo de autofagia foi ocasionada pelo aumento de ROS nas células
tratadas com o extrato de agai.

Segundo Pacheco-Palencia et al. (2008), considera-se que a capacidade de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pelo acai atribui-se pela presenca de polifendis, devido as suas
concentragcdes baixas, apresentam propriedades de geracbes de ERO, contudo em suas
concentracgdes altas, apresentam propriedades antioxidantes.

O processo de autofagia em células de MCF-7 ndo é detalhado no presente trabalho.
Visto que para o acimulo do fluxo é necessario o aumento das estruturas, tais como
membrana de isolamento, autofagossomo e autolisossomo forem bloqueadas antes da
formacdo o nimero do fluxo diminui, ao contrario de do blogueio ocorrer posteriormente 0
fluxo aumenta (THOME, 2015).

A fagocitose de corpos apoptéticos por macrofagos suprime a inflamacao pela inibicao
da producdo de citocinas inflamatdrias e leva a inducdo da producdo de fatores anti-
inflamatorios (HENSON; BRATTON, 2013). Os tratamentos anticarcinogénicos podem
causar a autofagia excessiva e atuar como um processo precedente ao mecanismo de apoptose
em células MCF-7 (CUI et al., 2007).

Dornas et al. (2007), os antioxidantes tém grande frequéncias de danificacdo por ROS
que danifica a multiplicacdo das células assim como o DNA, desta forma interferindo o
crescimento celular e a sinalizagdo. No entanto, estudo comprovam que apigenina suprime em
grandes efeitos antiproliferativos sobre varios de tipos de cancer, assim como o crescimento e
formacédo de clones celulares que estdo associados pelo efeito indutor apoptdtica (GUPTA et
al., 2001; KUO & YANG, 1995; WU et al., 2005).

Com isso, Silva et al. (2014), sugere que os extratos providos tanto do carogo quanto
do fruto tém maior eficacia devido as concentracdes de polifendis serem maiores comparada
a fracdo da casca. Compostos bioativos das classes dos flavondides como os polifenois se
destacam na composicdo agregando também as antocianinas (DARNET et al., 2011).

Apdbs confirmada a efetividade do extrato do acai (Euterpe oleracea Mart.) in vitro
guanto a sua citotoxicidade, morfologia e morte celular, passou-se aos testes in vivo.

Assim, para 0 combate ao cancer se torna cada vez mais importante a testagem das
novas substancias, sendo a forma mais adequada a utilizacdo de tumores experimentais como
o tumor de Ehrlich, o qual desponta como uma boa alternativa a testagem de substancias no
combate ao cancer (PERINI, 2017).

O estudo atual foi feito no tumor sélido de Ehrlich devido a sua simples capacidade de

inducdo em camundongos; também, este tipo de tumor de Ehrlich que apareceu originalmente
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como um carcinoma espontaneo de mama em um camundongo pode se assemelhar ao cancer
de mama (PERINI, 2017). O tumor desenvolve-se na forma sélida desde que seja inoculado
por via subcutanea ou intramuscular em camundongos (MATSUZAKI et al., 2003).

Em relacdo ao tumor de sélido, sabe-se que por volta de sete dias da inoculacdo das
celulas tumorais via subcutdnea ou intramuscular, ele j& possui aspecto palpavel e
consisténcia firme. Ao realizar uma incisdo no tumor, nota-se areas esbranquigadas,
caracteristicas de necrose e areas de hemorragia (NERY, 2004).

A forma solida caracteriza-se histologicamente por apresentar células pleomorficas,
com citoplasma abundante, com presenca ou ndo de vacuolos, escassez de estroma, poucas
celulas inflamatdrias e alto indice mitético (PORTUGAL, 2012).

Para Sellers et al. (2017) e Antonelli-Ushirobira et al. (2010) ressalta que a perda da
massa corporea comparado com ao peso relativo nos grupos tratados ou ndo tratados séo
parametros de ensaio toxicoldgicos para averiguar quanto a toxicidade dos compostos testes.
Também, Chapman et al. (2013) diz que a observacdo quando comparado deste parametro de
sinais clinicos da diminuicdo de consumo de racdo e agua predispdem entendimentos das
acOes de toxicidade das substancias testes que permite nos ensaios clinicos modificacdes tais
como as doses.

Neste estudo, as concentra¢des administradas com o extrato da semente do agai ndo
apresentaram efeitos toxicos aos animais dos grupos preventivos, terapéuticos e controle
(negativo).

O suco do fruto de M. citrifolia isoladamente ou associado ao quimioterapico
doxorrubicina apresentou potencial citotoxico em carcinoma mamario de camundongos
BALB/c. De acordo com 0s autores essa atividade antineoplasica foi induzida via ativagdo de
caspase-3 (ABREU, 2017; TASKIN et al., 2009).

Wolfsegger (2009), a comparativa de pesos relativos dos 6rgdos tratados e nao
tratados a partir do composto teste possibilita a identificagdo de 6rgdos-alvo afetados pela
exposicdo. A administracdo crénica de diferentes doses (100, 500, 1000 mg/kg p.c., via oral)
do extrato aquoso da polpa do fruto de Euterpe oleraceae (acai) em camundongos Swiss ndo
causou variacdes detectaveis na massa corporea e no peso relativo de figado e rins quando
comparado ao grupo controle (BARCELLOS et al., 2010). Testes realizados por Ribeiro et al.
(2010), investigou a genotoxicidade do acai em conjunto com um quimioterapico
extremamente toxico que afeta o DNA, a doxorrubicina (16mg/kg). Nos testes foram
administradas trés doses de concentracdes de acai em 3,3, 10 e 16,7 g/kg, respectivamente 0s

grupos foram administrados por gavagem, sozinho ou ap6s a injecdo de doxorrubicina.
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Posteriormente, foram avaliados os efeitos do acai quanto as concentragdes, os danos no DNA
e nos orgdos alvos (figado e rim) apresentou que 0 acai tem resposta protetoras quanto aos
danos do DNA acometido tanto pelo quimioterapico assim como a propria progressdo tumoral
comparado com os grupos controles. Alguns estudos ja demonstraram j& demonstraram o
potencial genotoxico de compostos fendlicos como os flavonoides (LEON-GONZALEZ et
al., 2015).

Em analise ao peso dos animais tratados com o extrato do acai ndo foram detectadas
variacdes significativas que afetem os dados de antes e depois da inducdo tumoral entre 0s
grupos. No entanto, o grupo controle positivo no presente estudo houve variagdo do peso no
final dos testes alguns dias apds o inéculo sendo tratado com o quimioterdpico a
ciclofosfamida.

A ciclofosfamida [(R,S)-CPA] é um dos farmacos mais empregados no tratamento
quimioterapico adjuvante do cancer de mamario (TREND et al., 2003). De Jorge et al. (2005),
a CPA é um farmaco que ndo esté isento quanto aos efeitos tdxicos, como a mielossupressao
ou leucopenia, isto ocasiona dependendo quantidades que sdo tratadas nos pacientes, logo
guanto maior sua dosagem com mais frequéncia terd efeito toxicos no tratamento, sendo a
auséncia dos efeitos colaterais so cessara quando ocorrer a suspensao da terapia.

Ha vaérios relatos de que a quimioterapia prejudica a funcdo cognitiva dos pacientes
com cancer de mama (LIM et al., 2016). VVarios mecanismos tém sido sugeridos para explicar
0 dano cognitivo relacionado a quimioterapia, incluindo a liberacdo de citoquinas do tecido
tumoral (interleucina 1,2, 6, interferon e fator de necrose tumoral) (REIRIZ, 2008;
MCEWEN, 1999).

Dias et al. (2014), avaliaram os mecanismos inibitdrios do extrato polifendlico de acai
em linhagens tumorais de adenocarcinoma de célon (HT-29 e SW-480) e fibroblastos de
colén ndo maligno (CCD-18Co) resultou que a o acai inibiu o crescimento celular de forma
significativa e inibiu a expressdo de VEGF. Desta forma, sugere que os flavonoides no acai
sdo apontados como os responsaveis pelo mecanismo de antiangiogénica em VEGF.

Estudos de Tomasin (2001), avaliou os efeitos do extrato de Aloe vera e evidenciou
que as substancias foram capazes de reduzir a proliferagdo celular, aumentar atividades
apoptoticas, além de analisar a expressédo do BAX/Bcl-12.

Desta forma, a terapia combinatoria pode aumentar a eficacia acima dos niveis
alcancados pelas terapias tradicionais, ou aumentar o tempo de janela terapéutica
(O’COLLINS et al., 2012).
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Os dados obtidos tanto pelo modelo in vitro e in vivo com o propoésito da anélise dos
efeitos do extrato da semente do acai (Euterpe oleracea Mart.) evidenciou assim como
comprovou dados na literatura das respostas da composicao fitoquimica do acai em promover
a reducdo da viabilidade celular, proliferacdo e inducdo de autofagia. O extrato na linhagem
de adenocarcinoma maméario MCF-7 ndo evidenciou efeitos citotoxicos. Assim como, no teste
em modelo experimental de mama € perceptivel que a ingestdo do extrato da semente do acai
ndo sinalizou efeitos toxicidade e nem variacdo de peso antes e depois da inoculagdo do tumor
de mama.

Desse modo, acredita-se que analisar os efeitos do extrato da semente do acai em
combinacdo com terapias atuais ou outros biocompostos pode-se instaurar como novas
terapias para o tratamento do cancer. Os farmacos providos de compostos do extrato da

semente do acai tém potencialidade em tratamento antitumoral.

7 CONCLUSAO

e O extrato da semente de acai apresentou em sua composi¢do grande quantidade de
flavonoides e antocianinas;

e O extrato da semente de acai em linhagens de adenocarcinoma de mama MCF-7
apontou a reducdo da viabilidade celular, o aumento de radicais livres e inducdo de
autofagia;

e O extrato da semente de acai em modelo in vivo demonstrou ndo ser toxico e nao
houve variacdo do peso no experimento;

e O extrato da semente de acai mostrou uma reducdo do tumor no grupo preventivo
1000mg/Kg;

e O acai tem potencial farmacoldgico terapéutico promissor no tratamento adjuvante do

cancer de mama.
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ANEXO

Carta de Aprovacio do Projeto na Comissio de Etica de Uso de Animais (CEUA)

E COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
U A CIAEP: 02.0341.2019
Q ,f .&F M ,'.

ﬂm—hmu-m-- UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAOD

CERTIFICADO (07/2021)

Certificamos gue a proposta ntitulada: "AVALIAGAD DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DA
JUGARA (Euterpe oleraces MART.) EM MODELOS IN WITRO E IN VIVO DE CANCER",
Processo n. 23115.024027/2020-64, sob a responssbildade da Profa. Dra. Marla de Carma
Lacerda Barbosa, que envolve a produgBo, manutencio ou wtillzacio de enimaks pertencentas
ao fila Chordata, subdilo Vertebrata {exceto humanos), para fins de pesquiza clentifica (ou ensino)
- encontra-se de acorda com o8 preceltos da Led n® 11.794, de 8 de cutubro de 3008, do Decreto
n 6.898, g2 15 de julho e 2009, & com as normas edtadss pelo Conselho Nackonal de Controbs
de Experimentacio Animal (CONCEA), e fol considerado APROVADO pela Comisso de Efica
no Liso de Animals (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranh&o, na reuniBo reallzeds
em 08/10/2020.

‘We ceriify that the proposal "EVALUATION OF ANTITUMORAL ACTIVITY OF JUCARA
{Ewderpe oleraces MART.) IN IN VITRO AMD IN VIVO CANCER MODELS®, Process n.
23115024027 /2020-64, under the responsibllity of Prof. Dr. Marla do Carme Lacerda Barbosa,
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Chordata, sulb phylurn Vertebeata (escept humans beings) for sclentfic research purposes {or
teaching) - Is In accordance with Law Moo 11,784, of October 8, 2008, Decres Mo 68849, of July
15, 2009, as well as with the rules lssued Dy the Mational Councll for Control of Animal
Experimentation (COMCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee an Anirmals Lss of
the Federal University of Maranhio (CELUA - UFMAY, In meating of 100092020,

Finalidade: Pesquisa Area: Chéncias da Sadde
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Local do experimenta: Biotério Setorial da Péos-Graduacio do Centro de Clénclas Bloldglcas e
da Salde, Universidade Federal do Maranhio - CCBS/UFMA
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