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RESUMO

O acai, Euterpe oleracea Mart. é rico em diversas substancias fitoquimicas com
atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral. A semente do acai € um
produto de descarte, sendo pouco utilizado na economia, sendo relevante estudar as
propriedades antitumorais desse subproduto. O objetivo do presente estudo é analisar
os efeitos do extrato hidroacoolico e do 6leo da semente de acai em modelos in vitro
e in vivo de cancer. Os frutos utilizados foram coletados no Parque Ecol6gico do
Maracana (Parque da Jucara), em Sao Luis, Maranhdo. Amostras da planta foram
coletadas e realizada confecgao da exsicata, devidamente armazenada no Herbario
Rosa Mochel. O extrato foi obtido apds trituracdo da semente e uso de etanol 400mL
e Oleo foi extraido com n-hexano. Posteriormente o extrato e 6leo foram analisados
guanto ao perfil fitoquimico por cromatografia de coluna delgada e LC-MS/MS para o
extrato e CG/MS para o 0Oleo. Foram realizadas analises in vitro nas linhagens
celulares MCF-7 (adenocarcinoma de mama), CACO-2, HCT-116 e HT-29
(adenocarcinoma colorretal), HelLa (adenocarcinoma cervical) e NCI-H460
(adenocarcinoma de pulméo), além de células GM derivadas de fibroblastos humanos.
As linhagens foram tratadas com 04 concentracdes do extrato e do Oleo por 24, 48 e
72 horas e feitas as analises de viabilidade celular, morte celular e morfologia. Apés
as andlises in vitro, foi analisado o efeito do extrato hidroalcoodlico da semente de agai
em modelo de tumor soélido de Ehrlich. Os animais foram tratados com diferentes
concentragbes do extrato (100, 300 e 1000mg/kg) por gavagem em esquemas
preventivos (30 dias antes da inducdo do tumor) e de intervencdo (15 dias apés
inducéo do tumor). O extrato da semente de acai é rico em flavonoides, tais como (-)
— epicatequina, cianidina 3-glucosideo, procianidina B2 e kaempferol-3-O-rutinosideo
e 0s 4cidos graxos principais do 6leo sdo: &cido miristico, oleico, linoleico, laurico e
palmitico. O ensaio de viabilidade com MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)) demonstrou efeito citotoxico do extrato na linhagem
MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e do 6leo nas linhagens de adenocarcinoma
colorretal (CACO-2, HCT-116 e HT-29). Extrato e Oleo da semente de acai induziram
alteracdes morfologicas nas células em que induziram reducéo de viabilidade celular.
O extrato do acai reduziu o potencial clonogénico das células MCF-7. O ensaio com
caspase 3 e 7 ndo evidenciou morte celular por apotose nas células MCF-7 ap0s
tratamento com o extrato da semente de acai. Para avaliar os mecanismos de morte
celular, foi realizado o ensaio laranja de acridina que evidenciou aumento de vesiculas
acidas, sugestivas de autofagia. Apos o tratamento com o extrato da semente de acai,
houve aumento na deteccdo de espécies reativas de oxigénio. A analise por
microscopia eletrénica de transmissao confirmou a presenca de vesiculas autofagicas
e também o aumento no nimero de mitocondrias apds tratamento com o extrato da
semente de acai. Nos experimentos in vivo, 0 uso do extrato na dose de 1000mg/kg
em esquemas preventivos reduziu o volume tumoral, diminuiu o peso do tumor,
manteve o peso dos animais tratados e induziu resposta imunomoduladora, com
aumento de TNF- a. O tratamento também aumentou a area de necrose do tumor
guando comparado ao controle. O Oleo da semente de acai induziu aumento de
apoptose nas células CACO-2 e HCT-116, bem como interferiu no ciclo celular,
aumentando a porcentagem de células CACO-2 na fase S. Para avaliar o possivel
envolvimento de espécies reativas de oxigénio, as células foram pré-tratadas com n-
acetilcisteina (NAC) e houve aumento na viabilidade celular nas linhagens testadas.
Western blotting sugeriu aumento da expressao de LC3-B, sugestivo de autofagia e
de anexina A2, uma proteina reguladora de apoptose. Docking molecular confirmou



interacao dos acidos graxos principais com a anexina A2. Nossos resultados sugerem
o potencial antitumoral do extrato da semente de acai em modelos in vitro e in vivo de
cancer de mama e do Oleo da semente de acai em células de adenocarcinoma
colorretal, contribuindo para a obtencéo de um farmaco ativo oriundo de um produto
natural conhecido. Além disso, o aproveitamento do residuo da semente de acai
contribuira para a economia local e para a sustentabilidade.

Palavras-chave: Euterpe oleracea Mart. Polifendis. Citotoxicidade. Apoptose
Autofagia.



ABSTRACT

The acai, Euterpe oleracea Matrt. is rich in several phytochemical substances with
antioxidant, anti-inflammatory and antitumor activities. The acai seed is a waste
product, being little used in the economy, being relevant to study the antitumor
properties of this by-product. The aim of the present study is to analyze the effects of
hydroalcoholic extract and agai seed oil in in vitro and in vivo models of cancer. The
fruits used were collected in the Ecological Park of Maracana (Parque da Jugara), in
Sao Luis, Maranhdo. Plant samples were collected and the exsicata was made,
properly stored in the Rosa Mochel Herbarium. The extract was obtained after grinding
the seed and using 400mL of ethanol and the oil was extracted with n-hexane.
Subsequently, the extract and oil were analyzed for phytochemical profile by thin
column chromatography and LC-MS/MS for the extract and GC/MS for the oil. In vitro
analyzes were performed on cell lines MCF-7 (breast adenocarcinoma), CACO-2,
HCT-116 and HT-29 (colorectal adenocarcinoma), HelLa (cervical adenocarcinoma)
and NCI-H460 (lung adenocarcinoma), in addition to GM cells derived from human
fibroblasts. The strains were treated with 04 concentrations of extract and oil for 24, 48
and 72 hours and cell viability, cell death and morphology were analyzed. After in vitro
analyses, the effect of the hydroalcoholic extract of acai seed was analyzed in a model
of Ehrlich's solid tumor. The animals were treated with different concentrations of the
extract (100, 300 and 1000mg/kg) by gavage in preventive (30 days before tumor
induction) and intervention (15 days after tumor induction) regimens. Acai seed extract
is rich in flavonoids such as (-)-epicatechin, cyanidin 3-glucoside, procyanidin B2 and
kaempferol-3-O-rutinoside and the main fatty acids of the oil are: myristic acid, oleic,
linoleic, lauric and palmitic. The viability assay with MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide)) showed a cytotoxic effect of the extract in the MCF-
7 strain (breast adenocarcinoma) and the oil in the strains of colorectal
adenocarcinoma (CACO-2, HCT-116 and HT-29). Acai seed extract and oil induced
morphological changes in cells that induced a reduction in cell viability. The acai extract
reduced the clonogenic potential of MCF-7 cells. The caspase 3 and 7 assay did not
show cell death by apotosis in MCF-7 cells after treatment with acai seed extract. To
evaluate the mechanisms of cell death, the acridine orange assay was performed,
which showed an increase in acid vesicles, suggestive of autophagy. After treatment
with acai seed extract, there was an increase in the detection of reactive oxygen
species. Analysis by transmission electron microscopy confirmed the presence of
autophagic vesicles and also the increase in the number of mitochondria after
treatment with acai seed extract. In in vivo experiments, the use of the extract at a
dose of 1000mg/kg in preventive regimens reduced tumor volume, decreased tumor
weight, maintained the weight of treated animals and induced an immunomodulatory
response, with an increase in TNF-a. The treatment also increased the area of tumor
necrosis when compared to the control. Acai seed oil induced increased apoptosis in
CACO-2 and HCT-116 cells, as well as interfered with the cell cycle, increasing the
percentage of CACO-2 cells in S phase. To assess the possible involvement of reactive
oxygen species, the cells were pre-treated with n-acetylcysteine (NAC) and there was
an increase in cell viability in the tested lines. Western blotting suggested increased
expression of LC3-B, suggestive of autophagy and of annexin A2, an apoptosis
regulatory protein. Molecular docking confirmed the interaction of major fatty acids with
annexin A2. Our results suggest the antitumor potential of agai seed extract in in vitro
and in vivo models of breast cancer and of acai seed oil in colorectal adenocarcinoma



cells, contributing to obtain an active drug from a known natural product . In addition,
the use of acai seed residue will contribute to the local economy and sustainability.

Keywords: Euterpe oleracea Mart. Polyphenols. Cytotoxicity. Apoptosis. Autophagy.
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1. INTRODUCAO

Euterpe oleracea, da familia Arecaceae é uma espécie tipica da
Amazobnia e esta presente em diferentes paises, tais como: Brasil, Equador,
Coléombia, Guianas, dentre outros. No Brasil, encontra-se amplamente
distribuida nos estados da regido Norte e no Estado do Maranhdo, com
distribuicdo predominantemente tropical e subtropical (JONES, 1995).

Considerando o uso tradicional da Euterpe oleracea, os frutos sé&o
popularmente conhecidos como acai, acai do para e jucara, sendo a Ultima
denominag¢do mais conhecida no Estado do Maranhdo (CALZAVARA, 1972;
VILLACHICA et al., 1996).

Segundo dados da EMBRAPA, o agai é considerado uma “super fruta”,
devido seu alto valor nutricional e energético. A polpa do agai possui alto
percentual de minerais, proteinas e lipideos, sendo alimento base da dieta da
populacao ribeirinha do Rio Amazonas (EMBRAPA, 2006).

A partir do consumo do fruto e do seu despolpamento, sédo gerados
residuos que se constituem basicamente de semente e de fibras. A semente é
obtida através do despolpamento do fruto, representando 83% do fruto total.
Apesar de ser uma fonte de ligninas e celulose renovéavel, os residuos do acai
representam um importante problema ambiental (RODRIGUES et al., 2006).

Apesar do uso significativo da polpa do acai, a extracdo da polpa gera
um excedente de cerca de 365 toneladas por dia de lixo organico, constituido
principalmente das sementes, habitualmente descartadas em aterros sanitarios
e lixdes (IBGE, 2007). O uso da semente de acai com vistas ao desenvolvimento
de produtos farmaco-ativos pode contribuir para a valoracdo econdmica desse
residuo sdlido, contribuindo para a economia e tendo impacto significativo no
meio ambiente.

A partir dos avangcos em métodos diagndsticos e de tratamento, houve
um aumento significativo de incidéncia e mortalidade por doencas crbnico-
degenerativas, em especial o cancer. De acordo com dados do GLOBOCAN
(2020) ocorreram no mundo cerca de 18 milhdes de casos novos de cancer e
9,8 milhdes de obitos, sendo o cancer de mama feminino o mais incidente, com

cerca de 2,3 milhdes de novos casos (11,7%). Em relacdo a mortalidade, o
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cancer de pulmdo continuou sendo a principal causa de morte, sendo
responsavel por cerca de 1,8 milhdo de mortes (18%). Segundo dados da
mesma agéncia, em 2040 devem ocorrer cerca de 28,4 milhdes de novos casos
de cancer, com um aumento de quase 50% quando comparado a 2020. (SUNG
et al., 2021).

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer, para o triénio 2020-
2022 ocorrerao cerca de 625 mil casos novos de cancer, incluindo os cénceres
de pele ndo-melanoma. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma, os
canceres de mama e proéstata (cerca de 66 mil casos) e célon e reto (41 mil
casos) serdo os mais incidentes) (INCA, 2019)

Existem varios constituintes quimicos da Euterpe oleracea Mart. com
propriedades bioativas. Analises fitoquimicas prévias revelaram a presenca de
flavonoides, antocianinas, lignanos benzendides, benzoquinona,
monoterpendides, norisoprenoides, além de acidos graxos essenciais (GALLORI
et al., 2004, RODRIGUES et al., 2006, SCHAUSS et al., 2006 e CHIN et al.,
2008). Mantovani, Fernandes e Menezes (2003) descreveram predominancia,
do &cido oleico e acido palmitoleico, acidos graxos ndo saturados também
encontrados no oOleo de oliva.

Além de servir como alimento, o acai tem sido utilizado na medicina
tradicional por diversas comunidades indigenas e ribeirinhas, com efeito
analgésico, antidiarreico, antimalarico, contra infec¢cdes renais e hepéticas
(GALOTTA, 2005).

Em relacdo ao efeito anticancer, apesar do potencial bioativo do acai,
poucos estudos tém sido descritos na literatura, porém com resultados bastante
significativos, evidenciando efeito quimiopreventivo e terapéutico do acai em
diferentes modelos in vitro e in vivo de cancer: cancer de es6fago (STONER et
al., 2010), cancer urotelial (FRAGOSO et al., 2012), cancer de célon (FRAGOSO
et al.,, 2018, FRAGOSO et al., 2013, CHOI et al., 2017, DIAS et al., 2014),
melanoma (MONGE-FUENTES et al., 2017), cancer de mama (ALESSANDRA-
PERINI et al., 2018, SILVA et al., 2014, FREITAS et al, 2017, SILVA et al, 2021).

Alessandra-Perini et al. (2018) observou reducdo da incidéncia,
proliferacdo tumoral, multiplicacdo celular e tamanho do tumor devido as

propriedades anti-inflamatdrias e antiapoptoticas do acai.
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Mediante os conhecimentos atuais acerca do uso de produtos naturais
bioativos, com propriedades antitumorais, antioxidantes e anti-inflamatorias, o
objetivo do trabalho foi analisar os efeitos do extrato e 6leo da semente do acai
(Euterpe oleracea Mart.) em diferentes linhagens de células malignas humanas
e em modelos in vivo de cancer, tendo em vista o desenvolvimento de compostos

farmaco-ativos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos antitumorais do extrato hidroalcodlico e 6leo da
semente de acai (Euterpe oleracea Mart.) em diferentes linhagens de células
tumorais e em modelos animais de adenocarcinoma mamario e cancer colorretal.

2.2 Objetivos especificos

o Obter e caracterizar por espectrometria de massas 0 extrato

hidroalcodlico e 6leo bruto da semente do acai;

o Analisar a viabilidade celular, morfologia e mecanismos de morte
associados das linhagens celulares ap0s tratamento com extrato e 6leo da
semente de acai;

o Avaliar atividade antitumoral do extrato de acai em modelo
experimental de tumor solido de Ehrlich, em esquemas preventivos e de
intervencao;

o Analisar a atividade antitumoral do 6leo da semente do acai no
modelo experimental de colite/cancer colorretal em camundongos, em

esquemas preventivos e de intervencao.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Epidemiologia do Cancer no Brasil e no Mundo

Considerado um importante problema de saude publica, o cancer € uma
das principais causas de mortalidade por doencas cronicas, superando em
algumas regifes as doencas cardiovasculares. Devido a elevada incidéncia, o
cancer € uma importante barreira para o aumento da expectativa de vida
mundial. (Figura 1) (SUNG et al, 2021).
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Figura 1. Ranking Nacional de Mortalidade por Cancer em Individuos < 70 anos em 2019.
Fonte: Organizacao Mundial de Saude. Extraido de SUNG et al, 2021 (adaptado)

De acordo com dados do GLOBOCAN para 2020, estimam-se cerca de
19,3 milhdes de casos de cancer e cerca de 10 milhdes de 6bitos. A maior parte
dos casos e cerca de 60% dos Obitos concentram-se no continente asiatico. Para
a Asia e Africa, a proporcio de mortalidade é maior que a proporcdo de
incidéncia, considerando a distribuicdo ndo igualitaria dos diferentes tipos de
cancer e maiores taxas de letalidade nessas regides. (Figura 2) (SUNG et al,
2021).
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Figura 2. Distribuicdo de Casos e Obitos por Continente, ambos o0s sexos, em 2020.

Fonte: GLOBOCAN, 2020

25

Considerando os diferentes tipos de canceres, 0s mais incidentes sao:

cancer de mama feminino (11,7%), cancer de pulméo (11,4%) e cancer colorretal
(10,0%). Emrelacdo a mortalidade, o cancer de pulm&o ainda é a principal causa
de morte por neoplasia, seguido do cancer colorretal e hepatocarcinoma. Na
analise por sexos, o cancer de pulméo é o cancer mais frequente e a principal
causa de morte em homens, seguido pelo cancer de pristata. Nas mulheres, o
cancer de mama € o cancer mais incidente e a principal causa de mortalidade,

seguida por cancer colorretal e pulméo (Figura 3) (SUNG et al, 2021)
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Figura 3. Distribuicdo de casos e Obitos para os 10 principais canceres mais comuns em 2020
para ambos 0s sexos.

Fonte: GLOBOCAN, 2020.

A estimativa de novos casos de cancer para 2040 é de cerca de 28,4
milhdes de casos, com um aumento de quase 50% em relacéo a 2020, refletindo
o grande impacto da doenga Em todo o mundo, estima-se que 28,4 milhGes de
novos casos de cancer ocorram em 2040, um aumento de 47% em relacéo aos
19,3 milhdes de casos correspondentes em 2020, supondo que as taxas
nacionais estimadas em 2020 permanecam constantes. A magnitude relativa do
aumento é mais notavel nos paises com IDH baixo (95%) e nos paises com IDH
médio (64%) (SUNG et al, 2021).

Para o Brasil, o Instituto Nacional de Cancer estimou para o triénio 2020-
2022 cerca de 625 mil novos casos, incluindo os canceres de pele nao
melanoma. Quanto a incidéncia, excluindo-se os canceres de pele nao
melanoma, os canceres mais frequentes sdo os de mama e prostata (66 mil
cada), colon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estbmago (21 mil) (INCA, 2019).
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Em relacdo a distribuicdo por sexos, os tipos mais frequentes em
homens seréo os de prostata, colon e reto e pulmao. Nas mulheres, os canceres

de mama, colon e reto e colo do utero serdo os principais (Figura 4) (INCA, 2019).

Localizagdo Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29,7%

Cdlon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do Utero 16.590 7,4%

Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmio  12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Estfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3.5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do utero 6.540 2,9%

Laringe 6.470 2,9% Linforma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 4. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020
por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Fonte: INCA, 2019

3.2 Produtos Naturais e Cancer

As plantas sdo fontes primarias para descoberta de novos
medicamentos derivados de produtos naturais. Drogas como vimblastina,
vincristina, etoposideo, paclitaxel (Taxol®), docetaxel, topotecano e irinotecano,
estdo entre os quimioterapicos derivados de plantas cancer mais eficazes
atualmente disponiveis (CRAGG et al, 2012).

Os primeiros agentes derivados de plantas a avancar para uso clinico
foram os alcaldides da vinca, vincristina e vimblastina, isolados da pervinca de
Madagascar, Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae). Esta planta foi usada
por varias culturas para o tratamento de diabetes e, embora sob investigacédo
como fonte de potenciais agentes hipoglicemiantes orais, notou-se que 0s
extratos da planta reduziram a contagem de glébulos brancos e causaram
depressao da medula 6ssea em ratos e, posteriormente, eles foram encontrados
para ser ativos contra a leucemia linfocitica em camundongos (CRAGG e
PEZUTTO, 2016).

Embora o tratamento do cancer tenha apresentado grandes avangos nas
Ultimas décadas, ainda enfrentamos muitos desafios na terapia do cancer. Em

particular, a resisténcia adaptativa as terapias convencionais contra o cancer



28

exigiu uma mudanca para terapias combinadas. Uma area de interesse ativo é
a inclusao de produtos naturais em terapias combinadas para o tratamento do
cancer (CHAMBERLIN et al, 2019).

A resisténcia adquirida aos medicamentos € observada tanto com
guimioterapias citotoxicas quanto com terapias direcionadas, embora o0s
mecanismos sejam diferentes. O conhecimento dos mecanismos moleculares de
resisténcia pode informar estratégias terapéuticas. No cancer, esses
mecanismos podem incluir sinalizacdo molecular compensatoria e redundante,
mutacfes alvo adquiridas durante o tratamento, aumento da expressao das
proteinas alvo, inativacdo de vias pré-apoptoticas, inibicdo de mecanismos de
reparo de DNA, transicao epitelial-mesenquimal, ativacdo de sinalizacao pro-
sobrevivéncia e regulacdo positiva de transportadores de efluxo de células
tumorais (HOLOHAN et al., 2013; HOUSMAN et al., 2014).

Compostos de produtos naturais mostram maior diversidade estrutural,
bioatividade e complexidade do que compostos em bibliotecas de drogas
sintéticas, tém a capacidade de inibir alguns alvos considerados “invenciveis”,
como interacdes proteina-proteina, e direcionam inerentemente o espaco
biologicamente relevante, uma vez que sao principalmente metabdlitos
secundarios, ou moléculas de sinalizacao (HARVEY et al., 2015). Produtos
naturais, ou derivados de produtos naturais, sao a fonte de 247 novas moléculas
quimicas contra o céancer desenvolvidos entre 1981 e 2019 (NEWMAN E
CRAGG, 2020).

Embora o uso de produtos naturais bioativos para o tratamento do
cancer possa ser pensado como medicina tradicional e complementar, varios
estudos tém demonstrado o efeito sinérgico de produtos naturais e
guimioterapicos para o tratamento do cancer (COTE et al., 2015; CHENG et al,
2016), superando a resisténcia aos medicamentos com a adi¢cdo de produtos
naturais (PEARSON et al., 2017), e sinergia paradoxal em células cancerosas
ao demonstrar antagonismo em tecido saudavel (COTE et al., 2015).

Diante disso, o estudo de produtos naturais bioativos com atividade
antitumoral é promissor para o desenvolvimento de novos compostos farmaco-

ativos com atividade anticancer.
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3.3. Euterpe oleracea Mart (acai)

3.3.1. Uso tradicional do acai

Acai é um termo de origem tupi yasa'y (i) que significa “palmeira de agua”
gue tem diferentes nomes populares, tais como acai, acai do para e jucara
(OLIVEIRA et al., 2002; MOURAO, 2010). O nome acai esta associado a uma
lenda indigena que conta que a filha de um cacique, devido a escassez de
alimentos, sacrificou todas as criangas da tribo, incluindo sua neta, filha de laca,
gue desolada chorou até a morte em seu tumulo, local onde nasceu a planta que
foi utilizada para alimentar a tribo, por isso, passaram a chama-la de acai
(SOARES, 2015).

Dos frutos do acaizeiro é extraida a polpa, extensamente consumida
pela populacdo ribeirinha e, também, o vinho do acai. A populagéo
frequentemente consome a polpa de acai com farinha, peixe seco, carne seca
ou camarao, sendo a base da alimenta¢cdo da populacéo ribeirinha. Além disso,
a industria tem utilizado a polpa do acai para diferentes formula¢cdes como doces,
geléias, licores, sorvetes, além da extracdo de corantes e antocianinas. As
pesquisas mais recentes vém demonstrando um novo aproveitamento do acai.
O caroco corresponde a 85% de todo o fruto, sendo utilizado para diferentes
finalidades, tais como obtencéo de café, fitoterapicos, fibras para moveis, xaxim,
compensados, dentre outros. (TINOCO, 2005).

Além de servir como alimento (LEE AND BALICK, 2008; GOULDING,
SMITH, 2007), o acai € muito utilizado na medicina tradicional. Quanto ao uso
etnomedicinal, diferentes porcdes da planta séo utilizadas, tais como: raiz, folha,
frutos e sementes. Existem relatos do uso da raiz e do talo contra dores
musculares e picadas de cobras. (HENDERSON, 1995; BRIAN, 1988). A raiz
tem sido descrita também para tratamento de malaria e disfung¢des renais e
hepaticas (PRANCE, 1975, KAHN; GRANVILLE, 1992). Da semente pode-se
obter um 6leo verde escuro que pode ser utilizado com antidiarreico (PRANCE,
1975; SCHAUSS et al., 2006a).

Outros relatos tém descrito o uso do suco de acai em diferentes
doencas. H& descricao do uso do suco para prevencao de gripes, febres e dor.
(MATHEUS et al., 2006). Gruca et al (2015) e Macia et al (2011) reportaram uso
tradicional do acai para tratar doencas enddcrinas.
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Além disso, a casca da fruta ralada € usada topicamente para as Ulceras
da pele e as sementes da fruta sdo esmagadas e preparadas como um extrato
liguido por maceracdo e imersdo para febres. Na Amazbénia peruana, uma
infusdo de sementes trituradas torradas é usada para a febre (Health Report,
n.d.). As bagas foram utilizadas por indigenas para tratar diferentes doencas, tais
como complicacBes de pele, diarreia e infec¢bes parasitariase (FONT QUER,
1995).

A seiva de raiz de Euterpe oleracea é usada como sal e o palmito é
considerado um bom cicatrizante (GRENAND et al, 1987).

O acai vem sendo utilizado historicamente em diversas doengas. Acne,
envelhecimento, abuso de &lcool, anemia, antibacteriano, anti-inflamatorio
(NORATTO et al, 2011); SCHAUSS et al, 2006), antimutagénico,
antiparasitarios (ODONNE et al., 2011), antivirais (atividade do rotavirus
humano, hepatite), adstringente, aterosclerose, depurador do sangue, cancer
(POZO-INSFRAN et al., 2006; STONER et al., 2010), contraceptivos (controle
de natalidade), diabetes (UDANI et al.,, 2011), procedimento diagndstico-
contraste) (CORDOVA-FRAGA et al., 2004), diarreia, digestivo, energético,
febre, alimento funcional (SANGRONIS et al.,, 2006), queda de cabelo,
hemorragia, hipercolesterolemia (UDANI et al, 2011), hipertenséo,
imunomodulador (HOLDERNESS et al., 2011; SCHAUSS et al., 2006), ictericia,
problemas renais, doenca hepatica, malaria, dor menstrual, dor (muscular e
articular) (JENSEN et al., 2011), disfuncdo sexual, cuidados com a pele
(FOWLER et al., 2010), protecao solar, perda de peso e prevencao de rugas.

De acordo com a Farmacopeia tradicional das Guianas, o broto terminal
do acai (“‘coragao”) era utilizado pelos povos tradicionais para formar um gesso
gue causa uma sensacdo de queimacao, mas é considerado muito eficaz. A
medula da ponta do estipe, carbonizada e pulverizada, tem propriedades
idénticas. Uma preparacdo mais rapida do mesmo remédio € para suavizar o
"coracao" para a chama e torcé-lo para extrair um liquido tamponado nas feridas.
Os mesmos medicamentos séo validos para caes (GRENAND et al, 1987).

Como base alimentar da maioria da populagdo amazodnica, pode ser
aproveitado em sua totalidade para diferentes usos, por exemplo, raiz como
produto medicinal, sua estirpe e folha séo utilizadas para diferentes fins, mas é

comumente utilizada nas construcdes rurais, 0 palmito e os frutos sdo alimentos
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apreciados pela populacdo (CAVALCANTE, 1991; CALZAVARA, 1987,
OHASHI, KAGEYAMA, 2004), é utilizado também como produto da industria de
cosmeéticos (BALOGH, 2011; HERCULANO, 2013) e artesanato de biojbias
(BENATII, 2013).

3.3.2. Fitoquimica

O acai € um produto altamente consumido pela populacdo, sendo o
principal alimento de diversas comunidades tradicionais, em especial a
populacao ribeirinha da regido Amazodnica, sendo considerado um alimento com
alto valor energético, nutricional e calorico devido seu elevado percentual de
lipideos, proteinas e minerais (EMBRAPA, 2006).

Existem varios constituintes quimicos da Euterpe oleracea Mart. com
propriedades bioativas. Analises fitoquimicas prévias evidenciaram a presenca
de flavonoides, antocianinas, lignanos benzendides, benzoquinona,
monoterpendides, norisoprenoides, além de acidos graxos essenciais (GALLORI
et al, 2004, RODRIGUES et al., 2006, SCHAUSS et al., 2006 e CHIN et al.,
2008).

Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae) contém antocianinas e suas
agliconas séo responsaveis pela cor densa do agai. O fruto constitui-se de varios
constituintes quimicos, como proteinas, 6leos, acidos, gravos, vitaminas e
minerais. Contém altos niveis de fitoquimicos antioxidantes tais como,
antocianinas, cianidinas, acidos graxos essenciais, fibras, ligninas, dentre outros.
(EMBRAPA, 2006).

3.3.2.1. Polifendis

Os polifendis sdo importantes compostos bioativos em diferentes
plantas. Os flavonoides e as antocianinas sdo 0s principais polifendis
constituintes do acai (IADEROZA et al., 1992; PACHECO-PALENCIA et al.,
2009, YAMAGUCHI et al., 2015).
3.3.2.2. Flavonoides

Gordon et al (2012) reportaram a presenca de vitexina, isovitexina e

guatro derivados da luteolina.
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Homo-orientina, orientina e isovitexina foram encontrados por Schauss
et al. (2006). Além disso, Kang et al. (2010) relataram vitexina, luteolina e
crisoreol, como polifendlicos constituintes da polpa do acai. Pacheco-Palencia et
al. (2009); Schauss et al. (2006a) reportaram previamente a presenca de
derivados de taxifolina. Mulabagal e Calderén (2012) evidenciaram maiores
concentracBes de 4cido protocatecdico, crossiol e quercetina.

Orientina, homo-orientina, vitexina, apigenina, luteolina, cromoseriol,
guercetina e dihidrocampferol do agai também foram identificadas em bagas de
acai (GALLORI et al., 2004; HEINRICH et al., 2011; KANG et al., 2010, BOBBIO
et al., 2000; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006; KANG et al., 2011; PACHECO-
PALENCIA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2010; ROJANO et al., 2011; ROSSO et
al., 2008; SCHAUSS et al., 2006b).

Quercertina também foi reportada por Lichtenthaler et al. (2005).
Catequina e epicatequina também foram reportadas por Pacheco-Palencia et al.
(2009), Pacheco-Palencia et al. (2007a,b), Pacheco-Palencia et al. (2008), Del-
Pozo Insfran et al (2004) Rodrigues et al. (2006) e Pacheco-Palencia e Talcott
(2010).

Procianidinas e protoantocianidinas também foram descritas por
Pacheco-Palencia et al., 2007a,b, Pacheco-Palencia et al., 2008, Del-Pozo

Insfran et al, 2004 Rodrigues et al., 2006 e Pacheco-Palencia e Talcott, 2010.

3.3.2.3 Antocianinas

Cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo s&o as antocianinas
mais comumente encontradas no acai. Cianidina 3-sambubiosideo,
pelargonidina 3-glicosideo e peonidina 3-glicosideo também s&o encontradas
em tracos (CARVALHO et al, 2017, GORDON et al, 2012, AGAWA et al., 2011,
ROSSO et al., 2008; GALLORI et al., 2004).

Lichtenthaler et al. (2005) também encontraram a cianidina 3-glicosideo
e a cianidina 3-rutinosideo como o0s principais componentes da antocianina. A
peonidina 3-rutinosideo foi encontrada como um componente menor em sua
amostra de acai. Schauss et al. (2006) também encontraram principalmente
cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo. Além disso, cianidina 3-

sambubiosideo, peonidina 3-glicosideo e peonidina 3-rutinosideo foram
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encontrados como antocianinas menores. Del Pozo-Insfran, Brenes e Talcott
(2004) encontraram o pelargonidina 3-glicosideo como um dos principais
componentes da antocianina no acai, além da cianidina 3-glicosideo. Além disso,
o pelargonidina 3-glucosideo estava presente em frutos de Euterpe precatoria
(PACHECO-PALENCIA et al., 2009).

Cianidina-3-arabinosil-arabinosideo, cianidina 3-arabinosideo, cianidina
3-acetil -hexose também foram reportadas por Del Pozo-Insfran et al., 2004. Dias
et al (2012) removeram os compostos lipofilicos do acai e quantificaram as
antocianinas, identificando cianidina-3-arabinosil-arabinosideo, cianidina 3-

arabinosideo em maior quantidade, resultados diferentes dos demais autores.

3.3.2.4. Lignanos

Chin et al. (2008), descreveram nove lignanos, tais como: (+)-
isolariciresinol, (+)-5 methoxy-isolariciresinol,erythro-1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-[4-(3 hydroxypropyl)-2-methoxyphenoxy]-1,3-propanediol,
threo-1-(4-hydroxy-3 methoxyphenyl)-2-[4-(3- hydroxypropyl)-2-
methoxyphenoxy]-1,3-propanediol), dentre outros.

Hu et al (2014) reportaram novos lignanos: (-)-7R8S-7',8'-
dihydroxydihydrodehydroconiferyl alcohol-9-O-3-D-glucopyranoside (1) e (+)-
7S8R-7',8'-dihydroxy-dihydrodehydroconiferyl alcohol-9-O-3-D-glucopyranoside.

3.3.2.5. Acidos graxos essenciais

Mantovani, Fernandes e Menezes (2003) relataram a predominancia de
acidos graxos ndo saturados no acai em diferentes partes do fruto,
especialmente o acido oleico e o acido palmitoleico, nas diferentes por¢ces do
fruto.

Acido y-linolénico, acido linoleico, &cido palmitico e acido oleico foram
0s principais constituintes descritos por Mulabagal e Calderon (2012). Os
mesmos resultados também foram descritos por Yuyama et al (2011) e
Nascimento et al (2008).
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3.3.2.6. Acidos fendlicos

Acidos fenodlicos sdo outros constituintes do acai. Os principais acidos
encontrados no acai sdo: acido cafeico, acido clorogénico, &cido galico, acido
protocatecoico, acido p-hidroxibenzéico, acido p-cumarico, acido siringico e
acido vanilico (GORDON et al, 2012). Compostos semelhantes também foram
relatados por Dragovic-Uzelac et al (2007) e Gruz et al (2011).

Del Pozo-Insfran et al. (2004) identificou e quantificou o &cido elégico,
acido ferulico, acido galico, acido p-hidroxibenzdico, acido protocatecoico, acido
p-cumarico e &cido vanilico em polpa fresca de acai. Além disso, Pacheco-
Palencia et al. (2009) encontrou acido protocatecoico, acido piroxibenzéico,
acido vanilico, acido siringico e acido ferulico em E. oleracea.

Este perfil de acidos fendlicos foi posteriormente confirmado por outros
estudos e, adicionalmente, outras substancias foram descritas, ex. acidos
cafeicos, benzdicos, siringico, clorogénico e resveratrol também foram descritos
(GALLORI et al., 2004; LICHTENTHALER et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010;
ROJANO et al. 2011).

3.3.2.7 Outros compostos

Outros compostos dos frutos de E. oleracea foram identificados por Chin
et al. (2008), incluindo nove lignanos, descritos anteriormente, quatro
benzenoides simples, uma benzoquinona, trés monoterpendides e dois
norisoprendides.

Pequenas quantidades de carotendides, por ex. 3-caroteno, a-caroteno,
luteina e a-tocoferol, foram detectados na polpa de E. oleracea (COSTA et al,
2010, RIBEIRO et al., 2010). De acordo com Darnet et al (2011), a polpa de acai
é rica em tocoferais (a-, B-, y- e d-tocoferol), confirmando a propriedades do acai

com a presenca de vitamina E.

3.3.3. Farmacologia e potencial anticancer

Monge-Fuentes e colaboradores (2017) utilizando uma nanoemulséo

com 6leo da polpa de acai evidenciaram fototoxicidade em linhagem celular de
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melanoma, com reducdo da viabilidade apés o tratamento. Além disso, a
morfologia de células B16F10 evidenciou perda do volume celular, presenca de
corpos apoptoticos e perda de adesao celular. No ensaio com Anexina V e Pl
ocorreu morte celular por apoptose tardia/necrose, evidenciando um efeito
fotossensibilizador de reducéo na carcinogénese do melanoma.

Silva e colaboradores (2014), estudaram os efeitos citotdéxicos do acai
em diferentes linhagens de células humanas. Foram utilizadas células MCF-7 e
MDAMB-468, ambas proveniente derivadas de adenocarcinoma de mama e
células CACO-2 e HT-29 derivadas de adenocarcinoma colorretal. No estudo
foram utilizados casca, caroco e fruto total do acai em diferentes concentragées.
Os extratos causaram reducdo na viabilidade celular e alteraram a morfologia
celular induzindo a formacdo de vacuolos autofagicos, evidenciado por
microscopia eletrénica de transmissdao. Além disso, houve aumento da
expressao de LC3BII, proteina de marcacdo da membrana do autofagossoma.
Entretanto, ndo houve efeito citotoxico nas demais linhagens avaliadas.

Pacheco-Palencia e colaboradores (2008) estudando o efeito do extrato
da polpa do acai e do 6leo em células HT-29 evidenciaram efeito citotéxico das
duas formula¢des (p<0.01), com efeito mais significativo do éleo, em relacdo ao
extrato da polpa, em concentracdo menos (4,5 ug x 10.2 pg). As diferengas
encontradas nos efeitos inibitoérios do extrato e do 6leo do acai podem estar
relacionadas a composicao dos polifendis. O éleo do acai contém 3,4 vezes mais
acido fendlico e 2-14 vezes menos flavanol monomérico e dimérico em relacéo
ao extrato da polpa. Além disso, tanto o extrato quanto o 6leo do acgai induziram
elevacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
concentragbes mais baixas. Entretanto, em concentracdes acima de 7.5 ug
houve diminuicdo da producdo de ROS, o que pode ser atribuido a maior
concentracéo de polifendis.

Avaliando o efeito do acai em células HL-60 (leucemia promielocitica),
Del Pozo-Insfram e coloaboradores (2006) evidenciaram que fragOes
polifendlicas do acai em diferentes concentracdes (0,17-10,7 puM) reduziram a
proliferagdo celular em 56 a 86%, provavelmente relacionado ao
desencadeamento de morte celular por apoptose (ativacdo de caspase-3).
Antocianinas e as fra¢ges polifendlicas ndo foram aditivas em sua contribui¢cao

para a atividade antiproliferativa celular. As formas glicosidicas de &acidos
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fendlicos e flavonoides induziram maior incremento na mudancga nos parametros
celulares (proliferacédo e apoptose) do que as formas agliconas, enquanto a
tendéncia oposta foi observada para as agliconas de antocianina. Além disso, o
acai teve efeito antioxidante evidenciado.

Hogan et al (2010) avaliaram o efeito antiproliferativo e antioxidante de
um extrato do agai rico em antocianinas. O extrato foi utilizado em células de
glioma C-6 de ratos e MDA-468 de adenocarcinoma mamario. Evidenciou-se
efeito significativo do extrato na inibi¢cdo da proliferacéo das células de glioma de
rato, num efeito dose-dependente. Além disso, evidenciou-se morte celular por
apotose através da demonstracdo da fragmentacdo do DNA. Entretanto, o
extrato do acai ndo teve efeito nas células MDA-468.

Freitas et al (2017) avaliaram o potencial citotdéxico do caroco do agai em
células MCF-7 derivadas de adenocarcinoma mamario. As células tumorais
foram tratadas com as fragcbes hexanica, cloroférmica e acetato de etila do
extrato hidroalcodlico do acai e avaliadas quanto a viabilidade celular. Nesse
estudo, todas as fragBes foram citotdxicas, com maior reducdo da viabilidade
celular para a fracdo acetato de etila. Além disso, evidenciou-se morte celular
por autofagia e necrose tardia.

Marques et al (2017) realizaram estudo do Oleo do acai e, diferentes
células humanas, avaliando citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade
da Euterpe oleracea. Para o estudo foram utilizadas células HepG2 (hepatoma)
e leucécitos humanos. Nao houve efeito citotoxico dos extratos nas linhagens
utilizadas. Os autores descrevem que diferentes doses e composi¢cbes dos
extratos podem justificam a auséncia de atividade citotoxica. Além disso, 0
extrato ndo evidenciou dano ao DNA, porém nao demonstrou efeito
guimiopreventivo.

Por fim, Dias et al (2014) avaliaram potencial efeito pro-apoptético de
polifendis derivados do acai em células HT-29 e SW-480 derivadas de
adenocarcinoma colorretal. Os resultados mostraram que o extrato polifendlico
do acai nas concentracdes de 5 a 20 mg/L) inibiu o crescimento de células SW-
480 e HT-29, com maior reducdo nas células SW-480, reduzindo também a
producdo de ROS. Os mecanismos envolvidos na inibicdo do crescimento de
células SW-480 pelo extrato polifendlico de acai incluiram downregulation do

fator de transcricdo NF-kB, molécula de adesédo intracelular-1 (ICAM-1) e
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molécula de adesédo celular vascular-1 (VCAM-1). Além disso, proteinas de
especificidade pro-cancerigenas (Sp) foram reguladas negativamente, assim
como Bcl-2, fator de crescimento endotelial vascular e survivina. Isso foi
acompanhado pela ativacdo da via proapoptética mitocondrial envolvendo

aumento do citocromo c, clivagem da caspase-3 e diminuicdo da PARP-1.

3.4. Radicais livres de oxigénio (ROS) e Cancer

Niveis elevados de ROS s&o um dos hallmarks do céncer. As células
cancerosas intrinsecamente tém niveis aumentados de ROS por varias razées,
incluindo alteracbes genéticas, aumento da proliferacdo celular e metabolismo
celular alterado (KUMARI et al, 2018; SCHIEBER, CHANDEL, 2014).

Biologicamente, niveis elevados de ROS promovem o desenvolvimento
e progressdo do tumor; entretanto, acima de um limiar citotéxico, o estresse
oxidativo induzido por ROS pode resultar em apoptose ou senescéncia das
células cancerigenas (SHAH; ROGOFF, 2021). A radioterapia e muitas formas
de quimioterapia convencional exercem seus efeitos anticancerigenos ao
promover o acumulo de ROS para causar estresse oxidativo citotoxico (Figura 5)
(PANIERI;SANTORO, 2016)

ROS producers Antioxidant inhibitors
Radiation therapy Buthionine sulfoximine
Chemotherapy Phenethyl isothiocyanate

Vitamin C (hlgﬁ-dose) .Vrtamin C (high-doée]
Napabucasin

Metformin

Monotherapy or
combination therapy

J Antioxidants

- 1 ROS ﬁ&‘) iy it s

Cancer cell*
Redox imbalance death

Figura 5. Estratégias para alterar a homeostase redox. Redox, reducdo-oxidacdo; ROS,
espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Shah e Rogoff, 2021
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3.5. ROS e apoptose

Niveis celulares excessivos de ROS causam danos a proteinas, acidos
nucléicos, lipidios, membranas e organelas, o que pode levar a inducdo
mecanismos de morte celular, como apoptose (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-
BATES, 2016)

As mitocondrias desempenham um papel importante no inicio da
apoptose e sdo consideradas tanto uma fonte como alvo de ROS. Niveis
aumentados de ROS mitocondriais podem iniciar a apoptose intrinseca levando
a liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma (SIMON et al, 2000). No citosol, o
citocromo c acopla o fator de ativacdo da protease apoptotica-1 (APAF1),
seguido pela formagéao de um apoptossomo, que ativa a caspase-9. A caspase-
9, uma peca-chave na via intrinseca, entao ativa as caspases 3, 6 e 7, resultando
na clivagem de proteinas celulares e morte celular por apoptose (OW et al,
2008).

Também existem ligacOes entre ROS e a via extrinseca de apoptose.
ROS pode ativar receptores de morte transmembrana, incluindo Fas ligante
indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL-R1/2) e
receptor 1 do fator de necrose tumoral. A ativacdo de receptores de morte
transmembrana recruta as proteinas adaptadoras, proteina associada ao Fas
com dominio de morte (FADD) e procaspase-8 e -10, a superficie citoplasmética
para formar complexos de sinalizacdo indutores de morte (DISCs),
desencadeando subsequentemente a ativacédo de caspase-8 e -10 que podem
ativar diretamente caspases efetoras e desencadear a apoptose. Caspase-8 e -
10 também clivam Bid para produzir Bid truncado (tBid), que se transloca para a
mitocondria, blogueia a atividade antiapoptotica de Bcl-2 e Bcl-XL e ativa Bax e
Bak (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016) (Figura 6A).
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Figura 6a. ROS e morte celular por apotose.
Adaptado de Nakamura e Takada (2021)

3.6. ROS e autofagia

A autofagia € um mecanismo de autodigestdo destinado a reciclar
componentes celulares e organelas danificadas em resposta a diversas
condicOes estressoras (FILOMENI et al, 2015). Nas células tumorais, a autofagia
desempenha papéis duplos na promocao e supressao do tumor (YUN; LEE,
2018).

A interacdo estreita entre ROS e autofagia é refletida de 2 maneiras: a
inducdo de autofagia por estresse oxidativo e a reducdo de ROS por autofagia
(LI et al, 2015).

A inducéo de autofagia apds a caréncia de nutrientes requer a producéo
de peréxido de hidrogénio que oxida proteina relacionado a autofagia (ATG) 4.
Das proteinas ATG, o ATG4 é a Unica protease que regula a autofagia pelo
processamento e desconjugacdo do ATG8 (MARUYAMA; NODA, 2017). A
modificacdo da oxidagao inativa principalmente a atividade de delipidacdo do
ATG4, levando ao aumento da formacdo de autofagossomos associados a
cadeia leve 3 (SCHERZ-SHOUVAL et al, 2007; POILLET-PEREZ et al, 2015)

Além da acima, que é considerado um mecanismo direto, também pode

ocorrer uma inducao indireta de autofagia por EROs. A proteina quinase ativada
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por adenosina monofosfato (AMP) (MAPK), que pode inibir a atividade do alvo
mamifero da rapamicina (mnTOR), é ativada por ROS e leva a inducédo de
autofagia (EMERLING et al, 2009) (Figura 6b)

(B)  Indirect manner @_Lx_‘ @

Delipidated Lipidated _1

Direct manner

Figura 6b. ROS e morte celular por autofagia.
Adaptado de Nakamura e Takada (2021)

3.7. Papel da Anexina A2 na tumorigénese

As anexinas sao uma familia de proteinas multifuncionais, ligantes de
fosfolipideos de forma dependente de ions Ca2".

Existem dois critérios para ser uma proteina Anexina. O primeiro é a
capacidade de se ligar a fosfolipidios com carga negativa de maneira
dependente do célcio. A segunda é a contencao estrutural de uma repeticao de
anexina, um segmento de 70 residuos de aminoacidos. As proteinas de anexina
compreendem quatro ou oito repeticbes de anexina e um disco de a-hélice
(GERKE;MOSS, 2002). Essas dobras permitem que a anexina se mova
intracelularmente entre o citosol lipofébico e o compartimento da membrana
lipofilica de maneira dependente de célcio (DEORA et al, 2004).

As proteinas anexina consistem em trés dominios: um divergente NH2-
terminal, um C-terminal e um dominio preservado que forma o nucleo da proteina
(GERKE;MOSS, 2002; WANG;LIN, 2014). Para a Anexina A2, o terminal NH2
atua como um sitio de ligacdo para S100A10 e ativador de plasminogénio
tecidual (t-Pa). O nucleo liga-se ao calcio e a membrana celular. O terminal C
contém o sitio de ligacdo para F-actina (FILIPENKO;WAISMAN, 2001), heparina
(KASSAM et al, 1997) e plasminogénio (HAJJAR et al, 2004). Os substratos da
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Anexina A2 revelam sua funcdo como proteina de transporte intercelular,
interagente na divisdo e migracao celular e principal interagente na producao de
plasmina.

A proteina Anexina A2 tem sido investigada como marcador prognostico
devido a sua ampla apresentacéo em varias formas de cancer. Delecao do gene
da Anexina A2 (ANXA2), demonstrou diminuir a sintese de DNA e a proliferagcéo
celular, sugerindo que a Anexina A2 € um fator na divisao celular (CHIANG et al,
1999).

A anexina A2 é superexpressa em carcinoma renal de células claras,
cancer de mama, cervical, colorretal, endometrial, gastrico, carcinoma
hepatocelular, cancer de pulméo, ovario, adenocarcinoma do ducto pancreatico,
glioblastoma, carcinoma urotelial, leucemia linfoblastica aguda, leucemia
promielocitica aguda leucemia e mieloma multiplo (SPIJKERS-HAGELSTEIN et
al, 2013; GOPALAKRISHNAPILLAI et al, 2015; YANG et al, 2012; OHNO et al,
2012; SHARMA et al, 2006; JIN et al, 2012; CHOI et al, 2016; XIU et al, 2016;
TRISTANTE et al, 2015; DENG et al, 2015; ZHANG et al, 2012; GAO et al, 2013;
MOHAMMAD et al, 2008; WANG et al, 2012; Pl et al, 2016).

A regulacéo negativa da anexina A2 é relatada no carcinoma de células
escamosas esofagicas (FENG et al, 2012; LI et al, 2012). Ambos, aumento e
reducdo da regulacdo de Anexina A2 foram sugeridos como marcadores
prognésticos para pacientes diagnosticados com carcinoma de células
escamosas oral (RODRIGO TAPIA et al, 2007) e cancer de préstata (YEE et al,
2007; DING et al, 2010; SMITHERMAN et al, 2002).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Area da pesquisa
Os frutos utilizados nessa pesquisa foram coletados no Parque da
Jucara em Sao Luis, Maranhdo, Latitude:-2.53073, Longitude: -44.3068
2° 31' 51" Sul, 44° 18' 24" Oeste (IBGE, 2010).
O exemplar de acai utilizado ja foi identificado e esta depositado no
Herbario Rosa Mochel do Nucleo de Estudos Biolégicos da Universidade
Estadual do Maranh&o (UEMA), sob laudo de nimero 30 e depositado no World

International Property Organization sob o registro no P10418614-1.
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A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Sistema de Gestdo do
Patriménio Genético (SISGEN) sob o cédigo AF1ABAE.

4.2. Obtencao do extrato hidroalcodlico e do 6leo da semente de
Euterpe oleracea Mart

Os frutos do acai foram coletados e acondicionados sob refrigeracao a -
20°C. Inicialmente, as amostras foram descongeladas e separados em trés
porcdes: casca, semente e fruto total. A extracdo seguiu a metodologia descrita
por Soares de Moura et al. (2011) e Soares de Moura et al. (2012).

Para obtencao do extrato hidroalcodlico, 360g de acai foram utilizados.
Os frutos foram lavados e fervidos em 4gua destilada. Posteriormente triturados
e homogeneizados em etanol. Os extratos foram entdo armazenados sob
protecdo da luz por 10 dias. Apos essa etapa, foram filtrados, concentrados e em
seguida, liofilizados. Os extratos foram mantidos a -20 °C até o dia de uso
(SOARES DE MOURA et al., 2011; SOARES DE MOURA et al., 2012).

Para o 6leo, 360 gramas de sementes trituradas de Euterpe oleracea
Mart foram utilizados. A extracdo do Oleo foi realizada utilizando extrator
Soxhlet (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D"ARCE, 2009). O solvente usado no
processo foi 0 n-hexano e o tempo total de extracéo foi de 6 horas.

4.3. Cromatografia de Coluna Delgada (CCD)

Foram utilizados solventes grau analitico e grau cromatogréafico. O
adsorvente utilizado sera celulose microcristalina (Avicel®) para cromatografia
Merck102330-0500, cartucho C18 stract Phenomenex. As analises por
cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatofolha de
aluminio, silica gel 60 F245, marca Merck 10005554.

Como fase movel, utilizou-se a mistura de solventes: n-butanol: acido
acético glacial: agua (40:10:50 v/viv - fase superior). Apdés a eluicdo, o
cromatograma do extrato da semente de acai foi pulverizado com reagente de
produtos naturais (NP/PEG) e observado sob luz ultravioleta no comprimento de
onda de 254 e 365 nm. Além disso, utilizou-se como fase moével: tolueno —
acetato de etila 93:7. Apés a eluicdo, o cromatograma do 6leo e do extrato da

semente de acgai foi pulverizado com DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazly).
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4.4. Analise do extrato de acai por espectrometria de massas (LC M/S-
M/S)

Extratos brutos de semente, polpa e fruto total de acai (Euterpe oleracea
Mart.) foram suspensos em 2 mL de MeOH para HPLC e centrifugados a 13000
rpm por 5 minutos. 100 yL da solucdo sobrenadante foram filtrados a 0,22 um e
diluidos em 900 pL de MeOH para HPLC.

As amostras foram analisadas usando um espectrémetro de massa LC
Agilent 1200 acoplado ao Agilent iFunnel 6550 Q-ToF LC / MS. A ionizagao por
eletropulverizacao foi operada em modo positivo. A tensao do fragmentador e as
energias de coliséo foram selecionadas seguindo as condi¢des operacionais de
acordo com cada analise durante as infusfes. Até 5 precursores por ciclo foram
selecionados. Fase estacionaria: coluna Thermo Scientific Accucore C18 2,6 um,
2,1 mm x 100 mm. Fase movel: acetonitrila e acido formico 0,1%. Taxa de fluxo:
0,2 mL min-1. Fase organica no modo gradiente de 5% a 98% em 10 minutos,
mantendo por 5 min, até 5% em 1,2 min e mantenha por 4,8 min. Tempo total de
execucao: 21 min. Volume de injegéo: 2 pL.

O software Agilent Mass Hunter foi usado para processar 0s espectros.

4.4.1 MS/MS Molecular Networking

Uma rede molecular para E. oleracea Mart. foi criada usando o fluxo de
trabalno no GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking)
(http://gnps.ucsd.edu). Os dados foram filtrados removendo todos os picos de
MS/MS dentro de +/- 17 Da do precursor m/z. Os espectros de massa foram
filtrados escolhendo apenas os 6 picos superiores na janela de +/- 50 Da em
todo o espectro.

Os dados foram entdo agrupados com MS-Cluster com uma tolerancia
de massa parental de 2,0 Da e uma tolerancia de ion de fragmento de 0,5 Da
para criar espectros de consenso, com pelo menos 2 espectros em cada cluster.
Os espectros foram pesquisados no banco de dados do GNPS, de forma
semelhante aos dados de entrada. Os espectros obtidos e os disponiveis na
biblioteca precisavam ter pelo menos 6 picos correspondentes e pontuacao >0,7.

Os espectros de MS/MS foram visualizados com Cytoscape v.3.7.1 (The

Cytoscape Consortium, New York, NY, USA).



44

4.5 Esterificacdo do Oleo

O 6leo bruto de Euterpe oleracea Mart foi analisado sob a forma de
ésteres metilicos, preparados de acordo com Hartman e Lago (1973) adaptado
de Lima (2007).

Pesou-se 100mg do 6leo para analise. Foi adicionado 4mL de hidréxido
de sédio em metanol a 0,5mol/L. A mistura foi aquecida para dissolu¢do das
micelas de gordura e posteriormente resfriados em agua corrente.
Posteriormente, adicionou-se 5mL de uma solucdo de cloreto de amadnio,
dissolvidos em 30 mL de metanol e 1,5 mL de &cido sulfdrico concentrado, sob
agitacdo. ApoOs essa etapa, uma solucdo saturada de cloreto de sddio foi
adicionada e o tubo foi agitado durante 30 segundos. Por fim, adicionou-se 5 mL
de hexano, e o tubo foi agitado em Vortex por 30 segundos e deixado em repouso
para separacao das fases e andlise cromatografica.

45.1 Analise do 6leo por Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS)

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada através do Cromatdgrafo
a gas (CG-2010) acoplado ao espectrdmetro de massas (CG-EM QP2010 Plus)
(Shimadzu), usando uma coluna capilar ZB-FFAP (30m x 0,25mm x 0,25um).

Os parametros do CG-MS foram os seguintes:

Fluxo de géas de arraste: 30cm/sec;

Fluxo da Coluna: 1,0 mL/min;

Temperatura do forno: 120°C por 2 min;

Rampa de aquecimento: 10°C/min até 180°C por 5 min e 5 °C /min até
230°C, permanecendo até 25min;

Temperatura do injetor: 200° C

Temperatura da fonte de ions: 250 °C

Modo de inje¢céo: Split com razao de 50.

A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada por normalizacdo das
areas dos picos, e a identificacdo dos ésteres provenientes dos acidos graxos
gue compdem o Oleo foi feita através da biblioteca do equipamento NISTO08

(National Institute of Standards and Technology).
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4.6 Avaliacdo da atividade antioxidante por DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazly)

Para o ensaio de DPPH, aliquotas de extrato e 0leo da semente de acai
foram misturadas a 2,5 mL de solu¢cdo metandlica de DPPH (0,06 mM) e
deixadas reagir por meia hora, no escuro. As medidas foram realizadas em 515
nm com a aplicagcdo de um espectofotbmetro Turner® 340 (Barnstead /
Thermolyne, Dubuque, 1A, EUA). A analise foi realizada em triplicata e medido o
declinio na concentracdo de absorbancia do radical DPPH causado pelas
amostras. Os resultados sdo expressos em % de reducédo do radical de acordo
com esta equacao.

Equacéao 1: Atividade antioxidante (%) = [1 - (absorbancia da amostra /
absorbancia de controle) x 100.

Uma amostra em branco foi preparada usando etanol. A curva padrao
Trolox foi fornecida como controle positivo.

4.7. Linhagens celulares

As linhagens celulares Caco-2, HCT-116 e HT-29, derivadas de
adenocarcinoma de colon humano, MCF-7, derivada de adenocarcinoma
mamario humano, Hela, derivada de adenocarcinoma de cérvice uterina, NCI-
H460, derivada de adenocarcinoma de pulmao tipo ndo pequenas células e GM
(fibroblastos humanos) foram cultivados em meio Dulbecco’s modificado
(DMEM) (Invitrogen) suplementado com antibiético: penicilina G (60 mg/L) e
estreptomicina (100 mg/L) e soro fetal bovino (10%), a 37 °C e 5% de CO..

As linhagens CACO-2, HCT-116 e HT-29 foram gentilmente cedidas pelo
Instituto Nacional de Cancer. As células NCI-H460 foram cedidas pelo Instituto
Nacional de Cancer dos Estados Unidos (NCI) e as linhagens MCF-7 e GM sé&o
provenientes da ATCC.

4.8. Tratamentos com o extrato e Oleo da semente de Euterpe
oleracea Mart

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®) na
concentracdo de 0,1 g/mL (solucdes-estoque). Células cultivadas (1x104
células/mL) foram tratadas com 0,25, 2,5, 25 e 250 yg/mL de extrato e 0,25, 2,5,
25 e 100 pg/mL 6leo de semente de agai por 24, 48 e 72h. Células GM (1x104
células/mL) foram tratadas com 7,8 a 1000 ug/mL de extrato e 6leo de semente

de acai por 24h. Seis pocos foram incluidos para controle (meio DMEM).
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4.9. Ensaio de Viabilidade Celular = MTT

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade celular (MTT), as células
foram separadas, tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e
posteriormente aliqguotadas em uma densidade de inoculacdo de 1x10*
células/ml, utilizando placas de 96 poc¢os na presenca ou ndo do extrato e do
Oleo nas diferentes concentracdes. Apos 24 e 48 horas de tratamento, 200ul de
meio novo foi aliquotado, sendo adicionado 10ul de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) para quantificacdo de células com
viabilidade celular.

As células foram reincubadas em estufa de CO2 por 3 horas, em
ambiente protegido da luz. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1200
rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 100 ul de DMSO
(dimetilsulfoxido) foram adicionados a cada pogo. A leitura foi realizada no
Spectra Max 190® (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) com comprimento
de onda de 538 nm (SILVA, 2014).

Diante dos resultados iniciais e para avaliar o mecanismo de ac¢éo do
O0leo da semente de acai, as células CACO-2, HCT-116 e HT-29 foram pré-
tratadas com n-acetilcisteina, conhecido antioxidante, nas doses de 2,5, 5 e
10mM por 2h antes do tratamento com o Oleo da semente de acai. As células
foram quantificadas usando azul de Tripan para avaliar a porcentagem de células
viaveis e posteriormente foi realizado ensaio de viabilidade celular com MTT.

4.10 Ensaio Clonogénico

Células MCF-7 (7 x 10? células/mL) foram tratadas com 10 e 15 ug/mL
de extrato de semente de acai e cultivadas por 15 dias em placas de 12 pocos
para determinar os efeitos do tratamento sobre o potencial clonogénico das
células. As coldnias formadas foram fixadas com etanol (200 pL) por 10 min,
coradas com uma solucéo 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 aceético 33%. A absorbancia foi medida usando um espectrofotdmetro
Spectra Max 190® (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) com comprimento
de onda de 595 nm.
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4.11. Avaliacdo da morfologia celular por microscopia de luz
invertida, Time-lapse e microscopia eletronica

Para analise da morfologia celular, as células foram cultivadas em placas
de 12 pocos na presenca ou ndo do extrato e 6leo por 24 e 48 horas.

A morfologia das células foi analisada por microscopia de luz utilizando
um microscépio invertido Axio Observer Z1 equipado com uma camara Axiocam
HRc Ver.3 e a aquisicao das imagens com o software Axiovision Release 4.8.1
(Carl Zeiss Inc., Alemanha).

As amostras tratadas com o extrato 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 Invertido APOPTOME para Time-Lapse (Carl Zeiss AG,
Alemanha) equipado com um 5X, Objetivo de contraste de fase 0,15 NA, uma
incubadora de estagio personalizado capaz de abrigar até quatro placas de Petri
de 35 mm e software in vitro 3.2 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD). Cada
experimento foi repetido em triplicata, resultando em um total de 48 sequéncias
de imagens (12 sequéncias de imagens de microscopia em tempo real- tempo
de contraste de fase por grupo de tratamento). As imagens foram adquiridas com
uma frequéncia de 5 minutos ao longo de 24 horas. As imagens do microscépio
eram de 1392 x 1040 pixels com uma resolugao de 1,3 pm/pixel.

Para analise em microscopia eletronica de transmissao (MET) as células
foram inicialmente cultivadas em garrafas pequenas de 25 cm? e tratadas com o
extrato da semente de acai (25 pg/mL) por 24h.

Apos o tratamento, as células foram lavadas trés vezes em PBS e
fixadas por 24h em fixador Karnovsky. As células foram novamente lavadas em
tampao fosfato de Sorensen e posteriormente fixadas com tetréxido de dsmio..
A poés-fixagao foi realizada com uma solugao de tetroxido de ésmio 1% por 1-2h
em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e
lavadas novamente com tampéao fosfato de Sorensen. Apos nova centrifugagéao,
foi iniciada a desidratacdo das amostras em concentracdes crescentes de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), por 5 minutos em cada solugcao. A
infiltracao foi iniciada com a incubagao das amostras em solugao de resina Dr.

SPURR e acetona 100% (1:1) overnight. Posteriormente, as amostras foram
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iIncubadas em resina pura por 6 horas e incluidas em formas para polimerizacao
em estufa a 60-70°C por 48 horas (SILVA, 2014)

Os cortes ultrafinos (70nm) foram realizados no ultramicrétomo Leica-
Reichert Ultracut (Wetzlar, Germany). A contrastacao foi feita em acetato de
uranila 4% e citrato de chumbo.

A observacéo foi feita no microscopio eletrénico de transmissao Zeiss
EM 906 (Oberkochen, Germany) no Centro de Microscopia e Imagem da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP).

4.12. Determinacao de caspases 3 e 7 ativas por Citometria de Fluxo

Para avaliar os mecanismos de morte induzidos pelo extrato da semente
do acai, as células apoptoticas foram marcadas com o kit de ensaio Vybrant®
FAM Caspase 3 e 7 (Molecular Probes, OR) de acordo com as instru¢cées do
fabricante. Células MCF-7 foram tratadas com 25 e 250 ug/mL de extrato de
semente de acai por 6 e 24h. Depois disso, as células foram colhidas e
ressuspensas a uma concentracdo de 1 x 108 células/mL em meio de cultura
fresco.

Aliquotas (300 pl) de suspensdes de células foram transferidas para
tubos de fluxo e 10 pl de uma solugdo de marcacao 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. Foi adicionado iodeto de
propidio (P1) e os tubos foram incubados por 5—-10 min em gelo antes da analise
com citbmetro de fluxo FACSCalibur (Beckton Dickinson). Canais de
fluorescéncia - 1 e fluorescéncia - 3 foram usados para detectar 0s 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 (2000 eventos) usando 488 nm de
excitacdo e a deteccéo de fluorescéncia foi realizada a 530 nm para o marcador
Alexa Fluor® (sinal FAM) e a 650-670 nm para o corante Texas Red® (sinal de
iodeto de propidio). As células que nado foram expostas ao kit foram utilizadas

como controle para determinar a autofluorescéncia sob as mesmas condigdes.
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4.13 Ensaio com Anexina -V

Para esse ensaio de morte celular, foram utilizadas as linhagens CACO-
2, HCT-116 e HT-29 (1x10° células/mL) tratadas com 25 ug/mL de 6leo da
semente de acgai.

A apoptose foi analisada usando o ensaio de coloracéo de Anexina V/PI
para detectar células apoptéticas precoces, tardias e células vivas; as células
foram lavadas em PBS gelado e ressuspensas em 100 yL de tampéo de ligagao
de Anexina V (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M NacCl, 25 mM CacCl2) contendo
Anexina V-FITC e PI (1 ug/mL ) por 15 minutos. As amostras foram analisadas
com citometro de fluxo FACSCalibur e software CellQuest (BD Biosciences, San
Jose, CA).

A excitagao foi realizada por um laser de argonio a 488 nm e a deteccao
de fluorescéncia foi realizada a 650-670 nm (Pl) e 670 nm (7-AAD) (2000
eventos).

4.14. Ciclo celular

Para este ensaio, foram utilizadas as linhagens CACO-2, HCT-116 e HT-
29. Foram utilizadas placas de 6 pocos para esse ensaio. Foram inoculados 1000
uL por compartimento (1x10° céls/mL). Apds 24h de incubagéo, as células foram
tratadas com 25 pg/mL do 6leo da semente de acgai em triplicata.

Apds o tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas uma vez com
PBS gelado e depois coradas com 75 yM de iodeto de propidio (PI) por 10 min
em um tampéao contendo 3,4 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM NacCl, 0,2% Triton X-
100, e 3500 U/L RNase. O conteudo de DNA foi examinado coletando 10.000
eventos para analises de ciclo celular e sub-G1 usando um citdmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Transduction Labs, Lexington, KY) e software Mod Fit LT.

A excitagao foi realizada por um laser de argdnio de operagéo a 488 nm
e a deteccgao de fluorescéncia foi realizada a 650-670 nm (PI).

4.15. Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por
citometria de fluxo (DAF-2DA)

Para medir os niveis de ROS, as células MCF-7 foram tratadas com 25
e 250ug/mL de extrato de semente de acai por 6 e 24h e depois lavadas duas
vezes com PBS. As células foram entdo marcadas com 10 yM 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 citdmetro de fluxo (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), e 10.000
eventos foram contados por amostra (EOM et al., 2015).

4.16. Laranja de Acridina

Laranja de acridina (AO) é um corante lisotropico que se acumula em
organelas &cidas de uma maneira dependente do pH e é comumente usado para
identificar organelas vesiculares acidas (AVOs) (KANZAWA et al., 2003).

As células MCF-7 com ou sem 25 ug/mL de extrato de semente de acgai
foram semeadas em placas de fundo de vidro de 3 cm por 24 horas e expostas
ao meio de coloragao laranja de acridina (1 ug/mL em meio completo) por 45
min. Todos os processos de tratamento foram realizados evitando a iluminacao
ambiental. As placas foram imediatamente embrulhadas em papel aluminio e
submetidos a imagens fluorescentes.

A porcentagem de células vermelhas (organelas vesiculares acidas)
positivas foi calculada em 5 fotos de cada condicdo e os resultados sao
apresentados no histograma inferior.

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 dicréico de 505 nm e filtro de barreira de passagem
longa de 590 nm.

4.17. Extracao total de proteinas e Western Blotting

O western blotting foi realizado conforme descrito por Albuquerque-
Xavier et al. (2012). Inicialmente as células foram tratadas por 12 horas com o
0leo da semente de acai e posteriormente, o conteudo protéico extraido. O lisado
total das células foi obtido através da incubacao das células com tampé&o de lise
(1% Triton X-100, 0.5% deoxicolato de sédio, 0.2% SDS, 150mM NacCl, 2mM
EDTA, 10mM HEPES (pH 7.4) contendo 20mM NaF, 1mM ortovanadato e
coquetel inibidor de protease (diluicgdo 1:100) por 30 min a 4°C. Apoés
centrifugacdo 10,000g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi removido e

armazenado a -20°C até posterior utilizagéo.



51

O conteudo proteico foi avaliado com um kit comercial BCA (BioRad,
Hercules, CA, USA). As proteinas (40ug/ml) foram separadas
eletroforeticamente por SDS-PAGE em géis de 13% e transferidas para
membrana de nitrocelulose (BioRad) por 1h a 10V. As amostras foram mantidas
em tampao de bloqueio com leite desnatado a 5% por 60 min. A membrana foi
incubada overnight a 4°C com anticorpo anti-LC3B (1:1500), anti-Bax (1:250),
Anti-Bcl-2 (1:1500), Anti-anexina A2 total e fosforilada (1:1400). Posteriormente,
a membrana foi lavada em tampao TBS-T e incubada por 60 min com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase.

A reatividade das proteinas estudadas foi determinada por kit comercial
de quimioluminescéncia (Amersham Biosciences GE, Buckinghamshire, UK).

4.18 Docking Molecular
4.18.1 Obtencdo da estrutura tridimensional da Anexina A2 e
construcéo dos ligantes

A estrutura tridimensional da Anexina A2 (ANXAZ2) foi obtida no servidor
online Protein Data Bank (www.rcsb.org), sob o cédigo 2HYU, e consiste na
proteina complexada com um tetra-sacarideo derivado da heparina (SHAO et
al., 2006) (Figura 7). Essa estrutura tridimensional foi utilizada para os estudos
de modelagem molecular das interacdes entre a ANXA2 e as moléculas dos

acidos graxos mais prevalentes no 6leo da semente de acgai.

Figura 7. Estrutura tridimensional da Anexina A2 (estrutura secundaria mostrada em verde)
complexada com um derivado da heparina (em azul) (Protein Data Bank, cédigo 2HYU).

As estruturas tridimensionais dos cinco acidos graxos investigados

nesse trabalho foram construidas utilizando-se o programa Spartan 08 (HEHRE;



52

DEPPMEIER; KLUNZINGER, 1999) com o método semiempirico PM3
(STEWART, 2004) para minimizacdo da energia da estrutura. As cargas parciais
dos atomos dos acidos graxos foi calculada pelo método Natural Population
Analysis (REED; WEINSTOCK; WEINHOLD, 1985). Em seguida, as estruturas
tridimensionais foram exportadas para o programa Molego Virtual Docker
(MVD®) para conducéo dos estudos de ancoramento molecular.

4.18.2 Ancoramento molecular no MVD®

Com o objetivo de verificar a regido preferencial da proteina para
ancoramento dos cinco acidos graxos em estudo (acido laurico, acido linoleico,
acido miristico, &cido oleico e acido palmitico), todos esses ligantes foram
submetidos a uma corrida com retorno das cem melhores poses por ligante. O
espaco esférico de busca foi definido de maneira a englobar toda a proteina de
modo a se verificar a(s) regido(es) com o0 maior nimero de poses.

Em seguida, mais corridas de ancoramento molecular foram conduzidas,
desta vez restringindo-se o espaco de busca as duas regifes que concentraram
um maior niamero de poses na simulacdo anterior de ancoramento molecular.
Assim, dois novos espacos de busca foram definidos para as simulacoes
seguintes de ancoramento de maneira a se restringir o ancoramento dos ligantes
a essas duas regides preferenciais.

Para cada um dos dois espacos de busca citados acima, foram
conduzidas seis corridas de ancoramento molecular com retorno das trinta
melhores poses por corrida. Essas poses foram analisadas quanto a sua
pontuacao Moldock, que € um indicativo da energia de interacéo proteina-ligante
e também quanto a propria posicdo de cada ligante na superficie da proteina.
Em seguida, a pose cada ligante julgada mais representativa, e estavel em cada
espaco de busca, foi levada para simulacdes de dinamica molecular (DM),
totalizando, portanto, dez poses, sendo duas por ligante.

4.19 Dinamica molecular (DM)

Os arquivos dos ligantes e das proteinas formadoras de cada complexo
proteina-ligante foram exportados nos formatos .mol2 (ligantes) e .pdb
(proteina). Cada ligante foi entdo submetido aos programas Open Babel
(O'BOYLE et al., 2011) e Antechamber Python Parser Interface (ACPYPE)
(SOUSA DA SILVA; VRANKEN, 2012) para geracdao dos arquivos de

coordenadas (extenséao .gro) e de topologia (extensao .itp) a serem reconhecidos
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pelo campo de forca OPLS/AA (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES,
1996; KAMINSKI et al., 2001).

Os arquivos de coordenadas (extensdo .gro) e de topologia (extensao
.top) da proteina foram gerados com a rotina pdb2gmx do GROMACS 2019.4
(ABRAHAM et al., 2015; PRONK et al., 2013), selecionando-se o campo de forca
OPLS/AA (JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996; KAMINSKI et al.,
2001) para geracéo dos parametros. Este campo de forca foi escolhido por ter
apresentado diversos resultados concordantes com dados experimentais
existentes para simulacdes de biomoléculas em fase condensada (LEACH,
2001), sendo, portanto, considerado adequado para o estudo do comportamento
dindmico da ANXA2 em fase aquosa.

Em seguida, um arquivo de coordenadas do sistema proteina-ligante foi
formado pela adicdo das coordenadas de cada ligante ao arquivo de
coordenadas da proteina. Analogamente, o arquivo de topologia da proteina foi
alterado de modo a incluir o arquivo correspondente do ligante.

Cada sistema proteina-ligante foi entdo centrado em uma caixa cubica
de volume 929 nm?3, com distancia minima entre o soluto e a parede da caixa de
1,5 nm, contendo em torno de 28.000 moléculas de &gua do tipo TIP3P
(JORGENSEN et al.,, 1983) sob condi¢cdes periddicas de fronteira (VAN
GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990). A partir desta configuracdo inicial, o
sistema foi relaxado pela conducéo de duas etapas de minimizacdo de energia
de 100 ps cada.

A primeira etapa ocorreu com restricdo de posicdo da proteina e do
ligante, com a finalidade de acomodar as moléculas de agua ao redor do
complexo. Em seguida foi conduzida uma segunda etapa de minimizacao de
energia sem restricdo de posicao, para se atingir um minimo local da superficie
de energia de potencial. As duas etapas de minimizacéo de energia foram feitas
utilizando-se o algoritmo steepest descent com critério de convergéncia de 100,0
kJ mol* nm. Em seguida, conduziram-se duas etapas de equilibracdo, de 100
ps cada, com o intuito de se levar o sistema para as condicdes de temperatura
igual a 310 K e pressado igual a 1 bar, simulando condic¢des fisiologicas. A
primeira equilibracdo ocorreu a temperatura e volume constantes (conjunto NVT)
e a segunda ocorreu a temperatura e pressao constantes (conjunto NPT). A

estabilidade da temperatura e da pressdao foram mantidas usando-se,
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respectivamente, o termostato Velocity-rescale (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007) e o método de acoplamento de pressdo de Parrinello-
Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

Por fim, a etapa de producao da simulacéo de DM, consistindo em uma
simulacado de 50 ns, foi conduzida a 310 K e 1 bar, usando tempo de integracéo
de 2 fs e um limite de corte de 1,2 nm para interacbes de VDW de curto alcance
e interacdes eletrostaticas. As coordenadas do complexo e os dados de energia
foram armazenadas a cada 10 ps para possibilitar a posterior andlise temporal
de propriedades como energia total, desvio da raiz quadratica média (DRMQ) e
namero médio de ligag6es hidrogénio. As andlises foram realizadas por meio dos
programas Xmgrace 5.1.25 (TURNER, 2005) e Visual Molecular Dynamics 1.9.3
(VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

Experimentos in vivo

4.20 Avaliacdo da atividade antitumoral do extrato da semente de acai

(Euterpe oleracea) in vivo
4.20.1 Local de experimentagao

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

A eutanasia e analise do tumor, bem como a coleta de sangue, plasma
e disseccdo dos Orgdos analisados ocorreram no Laboratério de Imunologia
Aplicada ao Cancer (LIAC) da UFMA sob supervisdo 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 Laboratoério de Imunofisiologia da UFMA.
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4.20.2 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 numero
23115.024027/2020-64 (ANEXO 1).

Foram utilizados 66 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
Po6s-Graduacao do CCBS. Os animais foram adaptados no periodo de 7 dias,
mantidos em ambiente com controle de temperatura e umidade, ciclo

claro/escuro de 12h, com agua e ragao ad libitum.
4.20.3 Inoculagao 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 5x10° células tumorais/animal em PBS (pelo menos, dois
animais por semana). Para o teste, as células foram preparadas na densidade
de 2,5x10° células (60uL/animal) em PBS apds avaliacédo da viabilidade celular
com azul de tripan na camara de Neubauer. As células foram inoculadas no
dorso.

O experimento foi conduzido de acordo com Kleeb et al.(1997) com
algumas modificacdes, sendo utilizados camundongos da linhagem swiss (n=8-
9/grupo).

O tratamento no grupo preventivo foi iniciado 30 dias antes da inoculag&o
do tumor e mantido por 15 dias apds inducdo e no grupo terapéutico iniciado
apos 24h da inducdo e mantido por 15 dias (CUNHA et al, 2019). Apds os
tratamentos, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico
(cetamina + xilazina) e o tumor removido, pesado, fotografado e aliquotado para
analises histolégicas e histoquimicas. Foi determinado o peso relativo tumoral,

gue é a diferenca entre o peso tumoral dividido pelo peso corporal.
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Os animais foram separados aleatoriamente em 8 grupos (n=8/9/grupo)

conforme o Quadro 1. Os grupos preventivo e terapéutico na dose de 1000mg/kg

tiveram 9 animais/grupo.

Quadro 1. Divisao dos grupos experimentais

Grupos
Controle negativo
(CTL-)

Controle positivo
(CTL+)

Grupo preventivo com
extrato 100mg/Kg
Grupo preventivo com
extrato 300mg/Kg
Grupo preventivo com
extrato 1000mg/Kg
Grupo terapéutico com
extrato 100mg/Kg
Grupo terapéutico com
extrato 300mg/Kg
Grupo terapéutico com
extrato 1000mg/Kg

Tratamento

Salina

Ciclofosfamida 25mg/kg

Extrato 100mg/kg

Extrato 300mg/kg

Extrato 1000mg/kg

Extrato 100mg/kg

Extrato 300mg/kg

Extrato 1000mg/kg

4.20.4 Procedimentos experimentais

Tumor

Com inducao tumoral

Com inducao tumoral

Com inducéo tumoral

Com inducao tumoral

Com inducao tumoral

Com inducao tumoral

Com inducéo tumoral

Com inducao tumoral

Os animais dos grupos veiculo e experimental foram tratados por via oral

por gavagem e os do grupo ciclofosfamida foram tratados por via intraperitoneal

diéria durante o periodo descrito para cada grupo.

Os parametros clinicos (locomoc¢édo, comportamento, aspecto da

pelagem e cianose) foram avaliados a cada dia de tratamento e o peso corporal
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e 0 consumo de racao foram avaliados a cada 2 dias antes da inducao tumoral

e diariamente apds indugdo tumoral.

No 16° dia apos a anestesia, amostras de sangue (300 pL, em
eppendorfs contendo EDTA 10%, 1 gota/tubo) foram coletadas de cada animal
por puncao cardiaca. Em seguida, os animais foram submetidos a eutanésia por
aprofundamento anestésico com uma mistura de 120 mg/kg de ketamina e 150

mg/kg de xilasina.

O sangue foi utilizado para avaliacdo de parametros hematoldgicos e o

plasma para quantificacéo de citocinas.

As necropsias foram realizadas em cada camundongo para avaliar a
toxicidade grosseira para alguns orgaos (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. O peso do figado e do rim também foram

analisados de forma absoluta e relativa.
4.20.5 Avaliagao da celularidade nos 6rgaos linfoides

O baco foi retirado apds eutanasia e pesado. Apoés, células do baco e da
medula éssea foram analisadas para avaliacdo dos efeitos do tratamento com

extrato da semente de acai.

Para contagem das células do baco, o 6rgao foi retirado apos eutanasia,
triturado e macerado em 3mL de PBS. Para analise da medula 6ssea, o fémur

foi retirado e perfundido com 1mL de PBS para obtencéo das células.

As células foram contadas em camara de Neubauer, sendo retirados 90
ML das suspensdes celulares e adicionados 10 uL de cristal violeta (FIALHO,
2011).

4.20.6 Quantificagao de citocinas

A guantificacacao das citocinas interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4)
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-17a (IL-17a), MCP-1,

interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF) foi realizada por citometria
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de fluxo com o equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
utilizando o kit de citocinas BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Thl7 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) seguindo as

recomendacgodes do fabricante.
4.20.7 Avaliagao histopatolégica e imunohistoquimica

As andalises histopatoldgicas e imunohistoquimicas foram realizadas no
Laboratorio de Patologia do Centro de Pesquisa René Rachou, sob supervisdo

do Prof. Dr. Marcelo Pascoal Xavier.

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 histolégicos com 5 um de espessura, que foram corados

com hematoxilina e eosina e analisados através de microscopio optico.

As seguintes variaveis foram analisadas:

TT Tamanho do tumor Maior diametro em milimetro (mm)
Numero de mitoses por 10 campos de grande aumento
IP indice proliferativo (mitoses/10CGA)
N Necrose Proporcao ou percentual de necrose em relacdo ao tumor viavel (%)
Infiltrado

inflamatorio Intensidade do infiltrado inflamatério (O = ausente; 1 = leve; 2 =
P peritumoral moderado; e 3 = acentuado)

Arquitetura
AH histolégica Alteracéo na arquitetura histolégica (0 = ausente; 1 = presente)
MX Metastases Presenca de metastases (0 = ausente; 1 = presente)

Os mesmos tecidos utilizados na analise histopatolégica foram utilizados
para as imunomarcacgdes. Foram obtidos cortes com 5um de espessura. A
recuperacao antigénica foi em tampao 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 endégenas foi obtido com H202 (0,3% em
metanol) com posterior incubagdo em solucdo bloqueadora com albumina do

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

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-anexina A2 e anti-Bax (Cell

Signaling Technology) de acordo com as instru¢des do fabricante (Bersudsky et
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al.,, 2014; Fang et al., 2013). Os cortes foram 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).

4.21 Andlise Estatistica

Para analise estatistica, foi realizado o teste de variancia de uma ou duas
vias (one-way ou two-way ANOVA), seguido pelos poés-testes de Dunnett's
Tukey’s ou Sidak’s, de acordo com o tipo de analise. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. O programa utilizado para realizacao
da analise estatistica foi o GraphPad Prism versdo 8.4.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA).

5. RESULTADOS
5.1 Cromatografia de Coluna Delgada (CCD)

A cromatografia de coluna delgada evidenciou uma expressiva
guantidade de compostos que foram posteriormente analisados por LC MS/MS
(Figura 8). Na Fig 8A evidencia-se a presenca de flavonoides no extrato e na Fig

8B evidencia-se a presenca de acidos graxos.

A B

365 nm 254 nm

-

Figura 8. Cromatografia em camada delgada do extrato hidroalcodlico da semente de acai a 365
e 254 nm (a) utilizando o revelador NP/PEG e do 6leo e extrato da semente de acai utilizando o
revelador DPPH (b).
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5.2 Composicao 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 9).

As estruturas quimicas representativas de cada composto sao

evidenciadas na Tabela 1.
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Figura 9. 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 nés em negrito circundados por linhas azuis representam os
compostos com ocorréncias na biblioteca do GNPS.

()
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Tabela 1. Identificacdo de compostos quimicos do extrato de acai por LC-ESI-MS.

m/z m/z Erro Partes
Composto Estrutura calculada observada (ppm) do acai
Semente

e fruto total

1 291.0863 291.0848 -5.15
Polpa e fruto
total
2 449.1078 449.1056 -4.89
Semente e
fruto total
3 579.1497 579.1481 -2.76
Polpa e fruto
total
4 595.1657 595.1628 -4.87
Semente e
5 403.1387 403.1371 -3.96 fruto total
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Polpa e fruto

total
289.0707 289.0695 -4.15

Semente e

fruto total
301.0707 301.0695 -3.98

Semente e

fruto total
317.0656 317.0643 -4.10

Polpa e fruto

total
449.1078 449.1060 -4.00

Semente,

polpa e fruto

total
433.1129 433.1110 -4.38

Polpa e fruto

total
595.1657 595.1632 -4.20
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5.3 Composicdo Quimica do Oleo (GC-M/S)

Em 360 gramas da semente obteve-se um rendimento de
aproximadamente 5,6% em peso seco de Oleo. Evidenciou-se 49,3% de acidos
graxos saturados e 50,7% de acidos graxos insaturados, sendo 29,7%
monoinsaturados e 20,8% poli-insaturados.

Os percentuais de ésteres sdo demonstrados no perfil cromatogréafico do
Oleo na tabela 2 e na figura 10. Observa-se que o0s ésteres metilicos majoritarios
sdo provenientes dos &cidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:
0), linoleico (C18: 2) e oleico (C18: 1), sendo que o ultimo apresentou um maior

percentual.

Tabela 2. Esteres provenientes dos acidos graxos existentes no 6leo da semente da Euterpe

oleracea Matrt.

Acido graxo Picos Cadeia % de area Tempo Tr (min)
carbbnica de retencdo (min)

Acido céaprico 01 C10:.0 0,13 3,429

Acido laurico 02 C12:0 8,9 5,407

Acido miristico 03 C14:0 18,03 7,508

Acido palmitico 04 C16:0 16,61 9,845

Acido palmitoleico 05 Cl6:1 0,58 10,206
Acido estearico C18:0 06 C18:0 1,81 13,765
Acido oleico 07 ci18:1 26,94 14,228
Acido (isdmero) 08 C18:1 2,21 14,348
Ad&cido linoleico 09 C18:2 19,92 15,223
Acido linolénico 10 C18:3 0,62 16,538
Acido nanodecenoico 11 C19:0 0,21 17,985
Ad&cido eicosenoice 12 C20:0 0,35 18,326
Acido miristico 13 C14:0 1,75 19,134
Acido behenico 14 C22:0 0,43 21,586
Acido eicosatrienoico 15 C23:0 0,22 21,904
Acido palmitico 16 C16:0 0,88 22,649
Acido tricosanotriendico 17 C23:.0 0,22 23,212
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Figura 10. Cromatograma dos ésteres provenientes dos acidos graxos do 6leo da semente da
Euterpe oleracea Mart.

5.4 Atividade Antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante do extrato da semente de acai (%) aumentou
proporcionalmente com a concentragéo do extrato, atingindo 86,8% da atividade
antioxidante maxima na concentragdo de 500 pg/mL. O valor de EC50
(concentracdo necessaria para atingir 50% da atividade antioxidante) foi de 61,8
pg/mL (Figura 11A).
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Figura 11. Determinacao da atividade sequestrante do radical DPPH do extrato (A) e 6leo (B) da
semente de acai. Todas os experimentos foram realizados em triplicata.

5.5 Triagem Farmacoldgica — Ensaio de Viabilidade Celular com MTT

O efeito citotoxico do extrato e do 6leo da semente de E. oleracea Mart.
foi analisado através do ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) em cinco linhagens celulares derivadas de tumores
humanos: CACO-2, HCT-116, HelLa, MCF-7 e NCI-H460.



66

Os efeitos do tratamento com o extrato e 6leo da semente de acai na

viabilidade das células foram distintos dependendo do tipo celular.

Para as linhagens de adenocarcinoma colorretal humano CACO-2 e

HCT-116 (Figuras 12A e B e 13A e B, respectivamente) houve reducdo da

viabilidade celular a partir de 24h em todas as concentragfes testadas tanto do

extrato quanto do 6leo da semente de acai.
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Figura 12. Avaliagéo da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente de acai em linhagem
de adenocarcinoma colorretal humano CACO-2 através do ensaio de viabilidade com MTT.
ANOVA, pés-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001
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Figura 13. Avaliagao da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente de acai em linhagem
de adenocarcinoma colorretal humano HCT-116 através do ensaio de viabilidade com MTT.
ANOVA, pés-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001

Para a linhagem CACO-2, na concentracdo de 0,25 ug/ml, o extrato foi
mais efetivo em 48h de tratamento (p<0,001) (Figura 14A). Na concentracao de
2,5 ug/ml, o o6leo foi mais citotoxico que o extrato em 24h, porém em 48h, o
extrato apresentou maior potencial de reducdo da viabilidade celular quando
comparado ao 6leo (p<0,001) (Figura 14B). Na concentracédo de 25 ug/ml, o 6leo
da semente de acai foi mais citotoxico que o 6leo em 24 e 48h. Em 72h, o extrato
foi mais citotoxico que o Oleo (Figura 14C). Na concentracdo de 250 pg/ml, o
Oleo foi mais citotdoxico que o 0leo em 24h. Nos demais tempos avaliados, ndo

houve diferenca estatistica (Figura 14D).
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Figura 14. Comparagao de citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma colorretal CACO-2
do 6leo e extrato da semente de acai em 24, 48 e 72h apl6s tratamento com diferentes
concentracdes: 0,25 (A), 2,5 (B), 25 (C) e 250 pg/ml (D). ANOVA, pos-teste Sidak’s **p<0,01
***p<0,001.
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Para a linhagem HCT-116, na concentracao de 0,25 ug/ml, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre 6leo e extrato (Figura 15A). Na
concentracdo de 2,5ug/ml, o 6leo foi mais citotoxico que o extrato em 24h
(p<0,01), porém em 48h, o extrato foi mais efetivo (p<0,001) (Figura 15B). Na
concentracdo de 25 ug/ml, o extrato da semente de acai foi mais citotéxico que
0 6leo em 48 e 72h (p<0,05) (Figura 15C). Na concentracéo de 250 ug/ml, o 6leo
foi mais citotoxico que o extrato em 24h (p<0,05). Nos demais tempos avaliados,

nao houve diferenca estatistica (Figura 15D).
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== Oleo 0,25 ug/mL
Extrato 0,25 ug/mL

25 Oleo 2,5 ug/mL
Extrato 2,5 ug/mL

g Oleo 25 ug/mL
Extrato 25 ug/mL

& Oleo 250 ug/mL
Extrato 250 ug/mL

Figura 15. Comparagéo de citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116
do dleo e extrato da semente de agai em 24, 48 e 72h apds tratamento com diferentes
concentracdes: 0,25 (A), 2,5 (B), 25 (C) e 250 pg/ml (D). ANOVA, pés-teste Sidak’s *p<0,05

**p<0,01 ***p<0,001.
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Para a linhagem de adenocarcinoma cervical HeLa, também houve
reducdo da viabilidade celular apos tratamento com o extrato e 6leo da semente
de acai. Entretanto, observa-se tendéncia de proliferacdo celular nas
concentragdes de 0,25, 2,5 e 25 yg/mL do extrato e em todas as concentracdes

testadas do 6leo (Figuras 16A e B).
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Figura 16. Avaliagéo da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente de acai em linhagem
de adenocarcinoma cervical HelLa através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, pos-teste
de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001

Para a linhagem Hela, na concentracao de 0,25 pg/ml, o 6leo foi mais
citotoxico que o extrato em 24h (p<0,01) (Figura 17A). Na concentracdo de 2,5
Mg/ml, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre éleo e extrato.
(Figura 17B). Na concentracdo de 25 ug/ml, o 6leo da semente de acai foi mais
citotéxico que o extrato em 24 e 48h (p<0,0001) (Figura 17C). Na concentracao
de 250 pg/ml, o 6leo foi mais citotoxico que o extrato em 24 e 48h (p<0,0001).
(Figura 17D).
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Figura 17. Comparacao de citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma cervical HeLa do
Oleo e extrato da semente de acai em 24, 48 e 72h ap6s tratamento com diferentes
concentracdes: 0,25 (A), 2,5 (B), 25 (C) e 250 yg/ml (D). ANOVA, poés-teste Sidak’s **p<0,01

***p<0,001 ****p<0,0001.



73

Na linhagem celular MCF-7, o extrato da semente de acai reduziu
significativamente a viabilidade das células a partir de 24h. Nas concentracdes
de 25 e 250 pg/mL, o extrato causou um efeito citotdxico a partir de 24h (p <0,05)
gue aumentou apoés 72h de tratamento quando comparado ao controle (Figura
18A). O Oleo da semente do acai também apresentou efeito citotoxico na
linhagem MCF-7 a partir de 24h, porém, observa-se tendéncia de proliferacédo
celular em 48 e 72h nas concentracgdes de 0,25, 2,5 e 25 ug/mL (Figura 18B).
Apenas na concentracdo de 250 ug/mL manteve-se a tendéncia de reducédo da

viabilidade celular.
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Figura 18. Avaliagao da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente de acai em linhagem
de adenocarcinoma de mama MCF-7 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, pés-
teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001

Para a linhagem MCF-7, na concentragdo de 0,25 pg/ml, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre 6leo e extrato (Figura 19A). Na
concentracdo de 2,5 ug/ml, o extrato mais citotoxico que o 6leo em 72h (p<0,001)
(Figura 19B). Na concentracdo de 25 ug/ml, o extrato da semente de acai foi
mais citotbxico que o 6leo em 48 e 72h (p<0,0001) (Figura 19C). Na
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concentracdo de 250 ug/ml, o éleo foi mais citotoxico que o extrato em 48 e 72h

(p<0,0001) (Figura 19D).
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Figura 19. Comparagao de citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7 do
O0leo e extrato da semente de acai em 24, 48 e 72h apds tratamento com diferentes
concentragdes: 0,25 (A), 2,5 (B), 25 (C) e 250 pg/ml (D). ANOVA, pos-teste Sidak’s **p<0,01
***n<0,001 ****p<0,0001.
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Para a linhagem de adenocarcinoma pulmé&o subtipo ndo pequenas
células NCI-H460, também houve reducéo da viabilidade celular apds tratamento
com o extrato e 6leo da semente de acai. Entretanto, observa-se tendéncia de
proliferacao celular nas concentracoes de 0,25, 2,5 e 25 pyg/mL do extrato (Figura
20A). O ¢6leo demonstrou atividade citotoxica em todas as concentracdes
testadas, sendo significativo para 25 e 250 ug/mL, de forma tempo-dependente
(Figura 20B).
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Figura 20. Avaliagao da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente de acai em linhagem
de adenocarcinoma de pulmdo NCI-H460 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA,
pés-teste de Dunnett’s. *p<0.05 **p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001

Para a linhagem NCI-H460, na concentracdo de 0,25 ug/ml, o extrato foi
mais citotéxico que o 6leo em 72h (p<0.001) (Figura 21A). Na concentracdo de
2,5 ug/ml, o extrato foi mais citotoxico que o 6leo em 72h (p<0,05) (Figura 21B).
Na concentracdo de 25 ug/ml, o 6leo da semente de acai foi mais citotoxico que
o0 extrato em todos os tempos analisados (Figura 21C). Na concentracéo de 250
Mg/ml, o 6leo foi mais citotoxico que o extrato em todos os tempos analisados
(p<0,0001) (Figura 21D).
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Figura 21. Comparacéo de citotoxicidade em linhagem de adenocarcinoma de pulméo NCI-H460
do Oleo e extrato da semente de acai em 24, 48 e 72h apés tratamento com diferentes
concentragdes: 0,25 (A), 2,5 (B), 25 (C) e 250 ug/ml (D). ANOVA, poés-teste Sidak’s *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001.
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Em células derivadas de fibroblasto humano (células GM), o extrato da
semente de acai foi avaliado em diferentes concentragdes (7 a 1000 pg/mL). O
extrato mostrou reducdo da viabilidade celular apenas em 500 e 1000 pg/mL
(Figura 22A). O 6leo reduziu a viabilidade celular a partir de 1000 pg/mL (Figura
22B).
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Figura 22. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato (A) e 6leo (B) da semente do agai em linhagem
de fibroblasto humano (GM) durante 24h através do ensaio de viabilidade com MTT. O extrato
reduziu a viabilidade celular a partir de 500 ug/mL e o 6leo reduziu a viabilidade celular apenas
a partir de 1000 pg/mL.

A partir dos resultados da triagem farmacolégica, a linhagem MCF-7 foi
selecionada para prosseguimento dos ensaios de mecanismos de morte celular
ap0s tratamento com o extrato da semente de acai e as linhagens de
adenocarcinoma colorretal CACO-2, HCT-116 e HT-29 foram selecionadas para

prosseguimento dos ensaios com o 6leo da semente de acai
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5.6. Experimentos realizados na linhagem MCF-7 com o extrato

hidroalcodélico da semente de acai

5.6.1 Ensaio Clonogénico

Com o objetivo de avaliar a reducéao da viabilidade celular da linhagem
MCF-7 apdés o tratamento com extrato de semente de acai, foi realizado ensaio
clonogénico.

Os resultados do ensaio mostraram que o tratamento com acai reduziu
de forma significativa a formacao de novas col6nias celulares quando comparado
ao controle nas concentracbes de 10 (p<0,05) e 15 pg/mL (p<0,001) (Figuras
23A e B).
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Figura 23 (A, B). Quantificagdo de col6nias da linhagem celular MCF-7 de céancer de mama
tratada com extrato de semente de acai realizada apés 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.

5.6.2 Time-lapse

Os efeitos do extrato da semente de acai sobre as caracteristicas
morfologicas das células MCF-7 foram investigados por microscopia time lapse.
A microscopia mostrou uma diminui¢cdo na densidade celular nas células MCF-7
tratadas com acgai (25 pg/mL), bem como arredondamento e encolhimento
celular, blebs de membrana e lise celular com aparente perda de conteddo

citoplasmatico a partir de 6h de tratamento (Figura 24).
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Controle

12h e

24h

Figura 24. Andlise da morfologia por microscopia time lapse de células MCF-7 tratadas com
extrato de semente de agai (25 ug/mL). O extrato da semente causou alteragdes nas células
MCF-7, como redugdo das células, formacao de bolhas na membrana (seta) e lise celular
(asterisco).

5.6.3 Caspase 3/7

A fim de avaliar os mecanismos de morte celular na linhagem MCF-7, foi
realizado o ensaio das caspases 3 e 7. O tratamento com 25 e 250 ug/mL nao
mostrou aumento na porcentagem de células apoptéticas apés 6 e 24h de

tratamento (Figura 25 A, B).
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Figura 25 (A, B). Deteccao de caspases ativas 3-7 ap6s tratamento com extrato da semente de
acai. O extrato da semente nao causou apoptose nas células MCF-7. O ensaio das caspases 3
e 7 demonstrou que o extrato da semente ndo aumentou a atividade dessas caspases quando
comparado as células controle apds 6h (a) e 24h (b) de tratamento. CN: células com DMEM; CP:
DMSO (100 p). Two-way ANOVA, pds-teste de Tukey.

5.6.4 Inducéo de autofagia e aumento na producao de espécies reativas de
oxigénio

Considerando que ndo houve inducdo de apoptose por aumento da
expresséao 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 autofagia.

O tratamento com 25 pg/mL de extrato de semente de acai causou
aumento nos compartimentos acidos, como lisossomas ou autofagolisossomos,
evidenciado por aumento das vesiculas vermelho brilhante ou laranja-vermelho

apos excitacado com luz azul (Figura 26).
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Figura 26. Avaliacdo da expresséo de organelas vesiculares acidas e marcagédo com laranja de
acridina ap0s tratamento com extrato da semente de acai. Houve um aumento de organelas
vesiculares &cidas (AVOs) marcadas com laranja-acridina (AO), coradas com vermelho
fluorescente positivo apés tratamento com extrato de semente de acai. Os experimentos foram
realizados em triplicata. **** p <0,0001. (Teste T ndo pareado (barras de escala, 50 um).

Considerando que a autofagia € o mecanismo de morte de linhagens
celulares tratadas com acai MCF-7, usamos o indicador DAF-2DA-NO
fluorescente especifico permeavel a células para avaliar se havia aumento na
guantificacdo de espécies reativas de oxigénio e se 0 aumento na expressao de
radicais livres seria 0 mecanismo indutor de autofagia.

O tratamento com 25 e 250 pg/mL de extrato de semente de agai causou

um aumento na producdo de ROS apo6s 6h quando comparado as células
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controle, sugerindo a inducdo de autofagia pelo aumento de ROS nas células
tratadas com acai (Figura 27).
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Figura 27. Efeito do extrato nos niveis de 6xido nitrico (NO) expressos como diferenca percentual
de fluorescéncia na linhagem celular de cancer de mama MCF-7 (1 x 10° céls/mL) usando DAF-
2DA (10 pM) incubado por 30 minutos. Dados representativos de experimentos em triplicata.
Valores expressos como média + s.p.m. Two-way ANOVA, pos-teste de Tukey. **** p <0,0001.
CN: controle negativo.

Para analise detalhada da morfologia nuclear e outras organelas, foi

realizada analise por microscopia eletrénica de transmissao (MET).

Células controle apresentavam membrana plasmatica e nucleo integros
assim como a presencga de vesiculas secretérias no citoplasma (Figura 28A).
Apos tratamento com 25 pug/mL do extrato por 24h, observou-se o surgimento de
vesiculas contendo conteludo eletrodenso, sugestivas de vesiculas autofagicas
e 0 aumento no nimero de mitocdéndrias comparada ao controle. Observou-se
reducdo do volume celular, alteragbes estruturais na membrana plasmatica, no
nacleo e no nucléolo, caracterizando a morte celular por autofagia. O aumento
no namero de mitocdndrias corrobora os dados previamente apresentados de

aumento na expressdo de ROS. (Figura 28B).
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Controle Tratamento

Figura 28. Analise morfolégica por microscopia eletronica de transmissao das células MCF-7
apoés tratamento com o extrato da semente de acgai. Células controle apresentavam membrana
plasmatica e nucleo integros assim como a presenga de vesiculas secretorias no citoplasma (A)..
Apos tratamento com 25 pg/ml do extrato do por 24 horas, observou-se o surgimento de corpos
eletrondensos no citoplasma assim como a presencga de vesiculas autofagicas, além de aumento
do nimero de mitocdndrias (B). N= nucleo, NE= nucléolo, M= mitocondria, V= vesicula, VA=
vesicula autofagica.
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5.7 Experimentos Realizados nas linhagens de adenocarcinoma colorretal
(CACO-2, HT-29 e HCT-116)

Os experimentos realizados com o ©6leo nas linhagens de
adenocarcinoma colorretal foram realizados em parceria com o Programa de
Oncobiologia Celular e Molecular, Grupo de Estrutura e Dindmica Celular do
Instituto Nacional de Cancer — RJ, sob supervisdo do Dr. José Andrés Morgado

Diaz.

5.7.1 Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

O efeito citotéxico do Oleo da semente de E. oleracea Mart. foi analisado
através do ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium
bromide) em trés linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma colorretal:
CACO-2, HCT-116 e HT-29 nas concentragdes 0,25, 2,5, 25 e 100 pg/mL.

Para as linhagens de adenocarcinoma colorretal humano CACO-2 e
HCT-116 (Figuras 29 e 30) houve reducgéo da viabilidade celular a partir de 24h
nas concentracdes de 25 e 100 pg/mL. Para a linhagem HT-29, houve reducéo
da viabilidade celular apenas na concentragdo de 100 pug/mL (Figura 31).

O IC50 foi calculado ap6s 24h de tratamento com 6leo de semente de
acai. A linhagem mais sensivel foi a HCT-116 com IC50 de 11,8 pg/mL e a mais
resistente foi a HT-29 com IC50 de 51,2 pg/mL (Figura 32).
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Figura 29. Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo da semente de acai em linhagem de
adenocarcinoma colorretal CACO-2 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, pés-
teste de Tukey’s. **p<0,01
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Figura 30. Avaliagdo da citotoxicidade do Oleo da semente de acai em linhagem de
adenocarcinoma colorretal HCT-116 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, poés-
teste de Tukey’s.
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Figura 31. Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo da semente de acai em linhagem de
adenocarcinoma colorretal HT-29 através do ensaio de viabilidade com MTT. ANOVA, pos-teste
de Tukey’s.
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Figura 32. IC50 da concentragdo do 6leo nas linhagens de adenocarcinoma colorretal: HT-29,
CACO-2 e HCT-116 ap06s 24h de tratamento.

Para avaliar se a reducéo da viabilidade celular ocorria por aumento de
radicais livres, inicialmente foi realizada avaliagdo da viabilidade celular com
contagem manual das células mortas e vivas apos tratamento com o 6leo da
semente de acai e nas células pré-tratadas por 2h com 5mM de n-acetilcisteina
(NAC).

Para a linhagem CACO-2, as células pré-tratadas com NAC
apresentaram um discreto aumento na porcentagem de células vivas quando
comparadas as ceélulas tratadas com 6leo nas concentragfes de 25 e 100 pug/mL
(Figura 33A). Para a linhagem HCT-116, houve um aumento na sobrevivéncia
de células quando pré-tratadas com NAC + 6leo 25 ug/mL. Para a concentracao
de 100 pyg/mL ndo houve aumento quando pré-tratadas com NAC, pois essa
concentragao é citotoxica para essa linhagem (Figura 33B). Para a linhagem HT-
29, houve um aumento significativo da sobrevivéncia das células tumorais

guando pré-tratadas com NAC + 6leo 100 pg/mL (Figura 33C).
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Figura 33. Avaliagdo da porcentagem de células mortas e vivas ap0s tratamento com 6leo da
semente de acai nas concentrac¢fes de 25 e 100 ug/mL e pré-tratadas com N-acetilcisteina na
concentracdo de 5 mM 2h antes do tratamento com 6leo. CACO-2 (A), HCT-116 (B) e HT-29 (C).
ANOVA, pés-teste de Sidak’s.

Para confirmag&o dos resultados obtidos com a quantificagéo de células
mortas e vivas com a coloragéo azul de Tripan, foi realizado ensaio de viabilidade
celular com MTT. As trés linhagens foram pré-tratadas com NAC nas
concentracbes de 2,55 e 10 mM por 2h e, em seguida, tratadas com 6leo da
semente de agai nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL por 24h.

Para a linhagem CACO-2, o pré-tratamento com NAC ndo aumentou a

viabilidade celular de forma significativa nas trés concentracfes analisadas
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guando comparados ao tratamento com 6leo da semente de acgai nas

concentragOes testadas (Figura 34).
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Figura 34. Avaliagéo da viabilidade celular da linhagem CACO-2 tratada com 6leo da semente
de acai e pré-tratadas com NAC nas concentragbes 2,5, 5 e 10mM através do ensaio de
viabilidade com MTT. ANOVA, pos-teste de Dunnett’s.

Para a linhagem HCT-116 o pré-tratamento com NAC nas concentracdes
ndo aumentou significativamente a viabilidade celular quando comparadas ao

controle (Figura 35).
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Figura 35. Avaliagédo da viabilidade celular da linhagem HCT-116 tratada com 6leo da semente
de acai e pré-tratadas com NAC nas concentragbes 2,5, 5 e 10mM através do ensaio de
viabilidade com MTT. ANOVA, pds-teste de Dunnett’s. **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001

Para a linhagem HT-29, o pré-tratamento com NAC nas concentracdes
de 5 e 10 mM aumentou significativamente a viabilidade celular quando

comparadas ao controle (6leo 50 pg/mL) (p<0,01) (Figura 36).
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Figura 36. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem HT-29 tratada com 6leo da semente de
acai e pré-tratadas com NAC nas concentracfes 2,5, 5 e 10mM através do ensaio de viabilidade
com MTT. ANOVA, pés-teste de Dunnett’s. **p<0,01

5.7.2 Analise morfoldgica por microscopia de luz invertida

Para avaliar as alteracdes morfoldgicas induzidas pelo 6leo da semente
de acai, realizou-se andlise por microscopia de luz invertida apds tratamento com
25 e 100 pg/mL por 24, 48 e 72h.

O oleo da semente de acgai induziu drésticas alteracdes morfolégicas na
linhagem CACO-2, tais como arredondamento celular, diminuicdo do volume
celular e aparente lise (Figura 37A).

O oleo da semente de acai também induziu alteracdes na morfologia das
células na linhagem HCT-116, como diminuicdo do tamanho e perda do
conteudo intracitoplasmatico (Figura 37B).

O dleo da semente de agai ndo causou alteracdes morfolégicas na
linhagem HT-29 (Figura 37C).



93

Controle

72h

Figura 37A. Analise morfolégica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos do dleo da
semente de acai na linhagem celular CACO-2. O d4leo causou modificagdes significativas na
concentracdo de 25 pg/ml, tais como arredondamento celular, diminuicdo do volume celular e
aparente lise, com perda do conteldo intracitoplasmatico (seta).



94

B Controle

24h

48h

72h

Figura 37B. Analise morfologica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos do dleo da
semente de acai na linhagem celular HCT-116. O 6leo causou modificagbes significativas na
concentracdo de 25 pg/ml, tais como diminuicdo do tamanho e perda do conteldo

intracitoplasmatico (seta).
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Figura 37C. Analise morfolégica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos do 6leo da
semente de acai na linhagem celular HT-29. O 6leo ndo causou modificacdes significativas na
concentracdo de 25 pg/ml.



5.7.3 Ensaio de apoptose - Anexina V

Anexina V para deteccdo de apoptose.
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Para avaliar os mecanismos de morte celular, realizou-se o ensaio

A Figura 38 demonstra que o tratamento com 25 ug/ml do 6leo da

semente de acai aumentou o percentual de células em estégio inicial e tardio de
apoptose nas linhagens CACO-2 (Figura 38A e D) e HCT-116 (Figura 38B e D).

N&ao houve inducdo de apoptose para a linhagem HT-29 na concentracéo

analisada (Figura 38C e D).
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Figura 38. Porcentagem de células em apoptose apés tratamento com 25 ug/ml de éleo da
semente do acgai. A: CACO-2; B: HCT-116; C: HT-29.
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5.7.4 Ciclo Celular

Com os resultados de reducdo da viabilidade celular e aumento de
apoptose nas linhagens CACO-2 e HCT-116, surgiu a hipétese que o 06leo
pudesse interferir em alguma etapa do ciclo celular. Para avaliar essa hipotese,
as células foram tratadas com 25 pg/ml de 6leo da semente do acai por 24h e
guantificadas nas fases G1, S e G2/M (Figura 39).

O tratamento com Oleo da semente de acai aumentou 0 numero de
células na fase S da linhagem CACO-2 (de 32,3 para 61,5%) (Figura 39A e B).

O tratamento com Oleo da semente de acai aumentou 0 numero de
células na fase GO/G1 da linhagem HT-29 (de 47,9 para 56,7%), o que pode
sugerir fragmentacdo do DNA (Figura 40A e B).

Néao foi possivel analisar o ciclo celular na linhagem HCT-116 pois a

maioria das células estava morta apos o tratamento.
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Figura 39. Histogramas representativos do conteido de DNA em células CACO-2. A: controle;
B: dleo.
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Figura 40. Histogramas representativos do conteddo de DNA em células HT-29. A: controle; B:
Oleo.

5.7.5 Western Blotting
A partir dos resultados obtidos de viabilidade celular, apoptose e ciclo
celular, foi analisada a expresséo de proteinas através do western blotting.
Para fins de confirmagao da ocorréncia de autofagia, foi analisada a
expresséao da proteina LC3-B Il através da técnica de Western Blotting. Durante

a autofagia, a proteina LC3B-I é convertida em LC3B-Il, sendo, portanto, a
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quantidade de LC3B-Il relacionada ao numero de autofagossomas (BARTH,;
GLICK, MACLEOD, 2010).

Além disso, foi analisada a expressdo da anexina A2 nas células de
adenocarcinoma colorretal.

As anexinas sdo uma familia de proteinas de ligacdo a fosfolipidios
dependentes de calcio, envolvidas no trafego e organizacdo da membrana. A
anexina A2 (ANXA2), uma das doze anexinas humanas tem sido associada a
uma variedade de tumores incluindo cancer colorretal (CRC) (RANKIN et al,
2013; LIU et al, 2015)

Estudos preliminares do Grupo de Biologia Estrutural do INCA
demonstraram maior expressao de ANXA2 na linhagem HT-29, o que poderia
justificar a maior resisténcia dessa linhagem ao 6leo da semente de acai
(ROCHA et al, 2018).

O padrdo seguido durante a técnica foi representativo de quatro
experimentos independentes na seguinte ordem: controle, 6leo do acai 25 ug/ml,
Oleo de acai 25 pg/ml + 5mM de n-acetilcisteina e 5mM n-acetilcisteina nas
linhagens celulares de adenocarcinoma colorretal humano na sequéncia HT-29,
CACO-2 e HCT-116. Foi utilizado GADPH como controle da concentracao
proteica.

Foi observado aumento da expressao da proteina LC3-B ap6s 24 horas
de tratamento das células CACO-2 e HCT-116 com o 6leo da semente de acai.
Evidencia-se também menor expressao de LC3-B quando as células foram pré-
tratadas com NAC (Figura 41).

Na figura 42, evidencia-se a expressdo da anexina total e fosfo apds os
tratamentos. As bandas embaixo da anexina séo indicativas de apoptose. A
célula cliva a ANXA2 formando uma forma truncada. A linhagem CACO-2
apresentou mais isoformas, o que corroborou com o ensaio de apoptose com

anexina V (Figura 42).
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Ordem: controle (HT, CACO, HCT); éleo (HT, CACO, HCT); éleo + NAC (HT, CACO, HCT): NAC (HT, CACO, HCT) ‘
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Figura 41. Analise da expresséo da proteina LC3-B Il através da técnica de Western Blotting.
Foi observado aumento da expresséo da proteina LC3-B apos 24 horas de tratamento das
células CACO-2 e HCT-116 com o 6leo do caroco de agai. Quando as células foram pré-tratadas
com NAC, houve diminuicdo da expresséo de LC3-B A proteina GADPH foi utilizada como
controle de concentragao protéica.

Ordem: controle (HT, CACO, HCT): éleo (HT, CACO, HCT); éleo + NAC (HT, CACO, HCT); NAC (HT, CACO, HCT)

Anexinztotal-37 KDa
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Figura 42. Analise da expressao da proteina Anexina A2 total e fosforilada através da técnica de
Western Blotting.

5.7.6 Docking Molecular
Considerando os dados obtidos nos ensaios bioldgicos in vitro, foi
verificado se os acidos graxos principais componentes do éleo da semente de

acai interagiam com a ANXAZ2.

5.7.6.1 Ancoramento molecular no MVD®

O espago de busca englobando toda a ANXA2 utilizado na primeira
corrida de ancoramento molecular, consistiu em uma esfera de raio igual a 46 A
e centro localizado nas coordenadas: x = -11,99; y = 1,01 e z = 214,91. Foi

observado que os cinco acidos graxos estudados tiveram um maior nimero de



101

poses nas mesmas duas regides (Figura 43), 0 que ja era esperado devido a
similaridade estrutural entre eles.

Entdo, foram definidos os seguintes espacos de busca: uma esfera de
raio igual a 20 A e coordenadas x = -10,04; y = -7,17 e z = 224,46 (regido 1 na
Figura 43 — regido observada como sendo a preferencial para complexacéo dos
cinco ligantes); e uma segunda regido com raio igual a 20 A e centro localizado
nas coordenadas: x =-5,62;y =-14,21 e z = 198,75 (regido 2 na figura 43), que
englobava a regido N-terminal da ANXA2 e também parte da superficie da
ANXAZ2 proxima a regido N-terminal.

E interessante ressaltar que esta Ultima regido descrita, além de ter se
mostrado favoravel para a complexacdo dos ligantes de estudo, é onde a
proteina S100A10 se liga a ANXA2, formando um heterotetrdmero contendo
duas unidades de ANXA2 e duas unidades de S100A10 (BHARADWAJ et al.,
2013). Ha indicios de que esse heterotetramero possa ter um papel no
desenvolvimento e multiplicacédo de células cancerosas (BHARADWAJ et al.,
2013; CHRISTENSEN et al.,, 2018; MADUREIRA et al., 2012), portanto a
interacao favoravel de acidos graxos na regido onde a S100A10 se liga na
ANXAZ2 poderia impedir a formacéo do heterotetramero citado e, assim, diminuir

o ritmo de multiplicacdo de células cancerosas.

Aiéo 2

Figura 43. Regibes preferenciais da ANXA2 para complexag&o dos cinco acidos graxos.

Para cada uma das duas regifes mostradas na Figura 43, foi eleita uma
pose de cada &cido graxo para a etapa subsequente de dinAmica molecular

(DM). A escolha da pose levou em consideracdo a pontuacdo Moldock mais
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negativa, indicando a menor energia e, portanto, maior estabilidade do complexo
formado entre a pose e a proteina, e, também se a pose era representativa
daquele ligante, ou seja, se havia muitas outras poses similares a ela, fato que
indica a maior probabilidade de o ligante de fato adotar aquela conformacgéo ao
se complexar com a ANXA2 em testes in vitro.

Os valores de energia de ancoramento obtidos para as poses
selecionadas, assim como os residuos observados em ligacdes hidrogénio, séo
listados na Tabela 3, enquanto as respectivas poses estéo ilustradas na Figura
44, Na Tabela 3 é possivel observar que todas as poses apresentaram valores
de energia bastante negativos, variando de -84 a -112 Kcal/mol. Esse resultado
sugere que os acidos graxos tém bastante afinidade pela proteina e sédo capazes
de complexar nas respectivas regides.

E interessante notar que as duas poses selecionadas do &cido miristico
sdo muito parecidas. A diferenca expressiva entre elas é o fato de que uma das
poses tem a extremidade carboxilica voltada para fora da proteina e a outra, para
dentro. As duas poses estdo praticamente na mesma regido da proteina porque
existe uma pequena sobreposi¢cdo entre os dois espacos de busca utilizados
para as simula¢gdes de ancoramento molecular.

Tabela 3. Valores de energia e residuos de interacdo das melhores poses de cada acido nas
duas regides.

Residuos
Regido de ~ interagindo com
Ligante ancoramento MoIngrlltFk?:gazli?nol'l) a pose por
da pose ligacéo de
hidrogénio
Acido Laurico Regido 1 -99,42 Argl79
- - n AsnG5, Arg68,
émdo Laurico Regiéo 2 -84,21 Ser296
Acido Miristico Regido 1 -94,63 Asn65, Arg68
Acido Miristico Regiao 2 -88,14 Ser22, Lys302
Q. e x Aspl87, His224,
émdo Palmitico Regiédo 1 -93,35 Lys227
Acido Palmitico  Regido 2 -99,54 Asn65
Acido Oleico Regido 1 -111,42 Argl78
Acido Oleico Regiéo 2 -97,39 Ala29
Acido Linoleico  Regiao 1 -105,94 Argl79
Acido Linoleico  Regi&o 2 -112,26 AsnéS, - Arges,

Ser296
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Acido Laurico

Pose na regido 1 .~. Pose na regido 2

Acido Linoleico {
Pose na regiao 1 = * Posena regiao 2
s

Acido Miristico

Pose na regidgo 1 © - Pose na regiao 2

y
Acido Oleico
Pose na regido 1 ‘ Pose na regiao 2

Acido Palmitico

Pose na regido 1
e Pose na regiao 2 -

Figura 44. Poses selecionadas de cada ligante para simulacdes de DM.
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5.7.6.2 Simulagdes de DM

Cada uma das poses previstas por ancoramento molecular e mostradas
na Figura 44 foi submetida a simulacdo de DM para avaliacdo de seu
comportamento e estabilidade ao longo do tempo de 50 ns. Observou-se que,
embora as duas poses estudadas de cada ligante tenham tido resultados
similares de DM, as poses localizadas na regido 2 da Figura 36, ou seja, mais
préximas do dominio N-terminal da proteina, eram, de maneira geral, mais
estaveis.

A Figura 45 mostra os valores de energia total (média e desvio padréo)
dos sistemas formados por ANXA2 e cada ligante submetido as simulacdes de
DM. Como pode ser visto todos os complexos apresentaram energia abaixo de
-9,5 x 10° kJ mol! e baixos valores de desvio padrdo, ou seja, todos os
complexos apresentaram estabilidade satisfatoria durante o tempo de simulagéo,
corroborando com os resultados dos estudos de ancoramento.

Energia dos complexos

Acido laurico  Acido miristico Acido palmitico Acido linoleico  Acido oleico

-9,0
-9,2
-9,4

9,6

Energia (10° kJ/mol)

Figura 45. Média e desvio padrédo da energia dos complexos ANXA2-ligante ao longo do tempo
de DM.

Também foram analisados os valores de desvio da raiz média quadratica
(DRMQ) da ANXA2 e do ligante em cada complexo durante os 50 ns de
simulacao representados na Figura 46 em fungéo do tempo, e na Figura 47 sob

a forma de grafico de barras.
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Figura 46. DRMQ dos ligantes e da ANXA2 em cada complexo.
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Figura 47. Média e desvio padréo dos valores de DRMQ dos complexos proteina-ligante.

Os valores de DRMQ da ANXA2 em todos os complexos foram mais
altos que os respectivos valores de DRMQ dos ligantes durante o tempo de
simulagéo de 50 ns, o que era esperado devido ao tamanho da proteina e sua
consequente mobilidade. Os cinco ligantes apresentaram valores de DRMQ em
torno de 0,2 nm, valores bastante baixos e que indicam a boa estabilidade
desses ligantes quando complexados com a ANXA2.

O complexo formado por ANXA2 e acido linoleico foi o0 que apresentou
0s maiores valores médios de DRMQ da proteina e do ligante (Figura 47),
indicando que, dentre os compostos estudados, este seria 0 menos promissor

para formar um complexo estavel e, portanto, duradouro, com a ANXAZ2.
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Foram examinadas também as ligacdes hidrogénio formadas entre cada
um dos cinco acidos graxos e a ANXA2 durante o tempo de simulagdo de DM.
Os resultados estdo apresentados na Figura 48.

Como pode ser visto os ligantes ndo formam ligagdes hidrogénio muito
numerosas com aminoacidos da ANXA2, o que era esperado dado que o0s
ligantes sdo &cidos graxos que s6 possuem 1 atomo de oxigénio na molécula
capaz de estabelecer ligacdes hidrogénio. Mesmo assim, este fator nao impediu
gue os cinco ligantes tenham formados complexos estaveis com a ANXA2,
sendo capazes de permanecer interagindo com essa proteina durante todo o
tempo de DM. Trés dos cinco ligantes, os acidos laurico, palmitico e linoleico,
estabeleceram ligacbes hidrogénio com os mesmos aminoacidos: Asn65 e
Arg68, indicando uma possivel importancia desses aminoacidos na estabilidade
dos complexos formados.

Acido laurico Acido miristico Acido palmitico

drogés

|
Ll
|

e

L

Nimero de ligagdes hidrogénio
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Nimoro de bgages hidrogé
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Figura 48. LigagOes hidrogénio entre ANXA2 e os durante a DM.
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5.8 Experimentos in vivo — Tumor solido de Ehrlich
5.8.1 Avaliagao do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart.

no desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich

No dia O 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 concentracdes de 100, 300 e 1000mg/kg em
esquemas preventivos e de intervengéo apos 24h da inducao durante 15 dias.

A figura 49 representa a cinética do volume médio do tumor ao longo do
tratamento de 15 dias. A partir do sexto dia houve reducgéo do volume tumoral de
forma significativa no grupo preventivo 1000mg/kg quando comparado ao
controle negativo.

Quando se comparou o0 peso do tumor, observou-se que o grupo que
recebeu extrato da semente de acai na dose de 1000mg/kg de forma preventiva
teve uma reducdo significativa do tumor quando comparado ao controle negativo
(p=0,01) (Figura 50A). Nao houve diferenca entre os grupos quando se analisou

0 peso relativo do tumor (Figura 50B).

Desenvolvimento do tumor

500+
ag - Ctrl -
£ 400 Ctrl +
g 300- Preventivo 100mg/kg
3 -¥- Preventivo 300mg/kg
§ 200+ —— Preventivo 1000mg/kg
£ 1001 e Tratamento 100mg/kg
S & -= Tratamento 300mg/kg
0 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 —+— Tratamento 1000mg/kg

Dias

Figura 49. 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 padrdo. One-way ANOVA, pés-teste de Sidak’s. *p<0.05 **p<0.01
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Figura 50. Efeito do extrato da semente de acai no peso absoluto (A) e relativo (B) do do tumor
de Ehrlich. Houve reducéo 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, poés-teste de Dunnett’s. *p<0.05
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5.8.2 Avaliacao do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart.

no peso dos animais

Na avaliacdo do peso dos animais, houve variagdo negativa do peso
corporal ao final do tratamento apenas no grupo que recebeu ciclofosfamida
(Figura 51A).

Na avaliacdo da variacdo de peso ao longo do tratamento, ndo ocorreu
variacao significativa do peso dos animais apos a inducao tumoral na maioria

dos grupos tratados (Figura 51B).

A i
Variagao do peso
20- l ek |
B 154
5
8 10+
1
8
7}
2
-5 T T
o*\ g &* © &*" &‘" ¥ &
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S S S S S
e
& & & & & S
@ & & & & S
QQ Q‘ ‘0 «*’b «"b «‘6\
B
Peso corporal final
55+
50+
/A,/"“M“M S
45+
@ Ctrl +
8 40— Preventivo 100mg/kg
a 5 - Preventivo 300mg/kg
—— Preventivo 1000mg/kg
304 Tratamento 100mg/kg
-=— Tratamento 300mg/kg
“ e —— Tratamento 1000mg/kg

T
O % B\ a0 > D Al P AP D D P
Dias
] Tumor

Figura 51. Efeito do extrato da semente de agai na variagcdo 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, pOs-teste de
Dunnett’s. *p<0.05 **p<0.01
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5.8.3 Avaliacao do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart.

no peso dos 6rgaos

Alguns 6rgaos foram pesados e observados macroscopicamente para
possiveis sinais de toxicidade do tratamento ganho de peso (Figura 52). Em
comparagcdo com o0 grupo controle, o bago dos animais tratados com
ciclofosfamida apresentou reducéo do peso (p=0,01) (Figura 52A). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa no peso absoluto e relativo do figado

(Figuras 52B e C) nem no peso absoluto e relativo do rim (Figura 52D e E).
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Figura 52. Efeito do extrato da semente de acai na variacao do peso dos érgéos: baco (A), figado
(B e C) e rim (D e E). Houve reducéo do peso do bagco 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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5.8.4 Avaliacao do efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart.

em parametros hematologicos

Nao houve alteragbes significativas dos valores hematimétricos
(hemacias, hemoglobina, hematécrito, HCM, CHCM) entre os grupos (Figuras
53A-C, E e F). Apenas para o VCM, o grupo tratamento 1000mg/kg apresentou
aumento discreto quando comparado ao controle negativo (Figura 53D)

Houve reducao significativa do nimero de leucdcitos totais, neutréfilos e
linfocitos entre o grupo tratado com ciclofosfamida (Figuras 53G-I), devido ao

efeito citotdxico desse quimioterapico.
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Figura 53. Efeito do extrato da semente de acai nos valores hematimétricos, contagem de
leucécitos e plaguetas. Resultados expressos como média + desvio-padrao. (A) hemécias, (B)
hemoglobina, (C) hematécrito, (D) VCM (volume corpuscular médio), (E) HCM (hemoglobina
corpuscular média), (F) CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média), (G) leucécitos
totais, (H) neutrdfilos, (1) linfécitos e (J) plaquetas. One-way ANOVA, pOs-teste de Dunnett’s.
*p<0.05 **p<0.01

5.8.5 Avaliacdo da celularidade dos 6rgédos linfoides

Na avaliacdo da celularidade dos 6rgaos linfoides: baco e medula 6ssea,
houve reducéo significativa da quantidade de células no baco no grupo tratado
com ciclofosfamida quando comparado ao controle. Houve aumento da
celularidade do baco no grupo preventivo 1000mg/kg quando comparado ao
controle negativo (Figura 54A). Quanto a celularidade da medula, houve
aumento nos grupos tratamento 300mg/kg e 1000mg/kg quando comparados ao

controle negativo (Figura 54B).
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5.8.6 Efeito do extrato da semente de Euterpe oleracea Mart. sobre as

citocinas inflamatérias

Dentre as citocinas testadas, ndo houve expresséo de 11-12p70, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10 e INF- y. Houve um aumento da concentracdo de TNF nos grupos
tratados com o extrato nos grupos preventivo 100mg/kg e 1000mg/kg (Figura
55A). 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 55B).
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Figura 55. Efeito do extrato da semente de acai na expressao de citocinas TNF (A) e
MCP-1 (B). One-way ANOVA, poés-teste de Dunnett’s. *p<0.05.
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5.8.7. Avaliacédo histopatoldgica apés tratamento com extrato da semente

de acai

A analise histopatoldgica mostrou a presenga de massas tumorais no
dorso dos animais dos grupos com tumor sélido de Ehrlich (Figura 56).

As massas tumorais apresentavam alta celularidade, algumas com
pronunciada vacuolizacdo citoplasmatica, aléem 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 comparacdo ao controle
negativo (Figura 56E).

As analises histopatolégicas do figado e rim ndo evidenciaram
alteracoes nos diferentes grupos tratados. Nao houve evidéncia de toxicidade do

extrato nem presenca de invasao tumoral nesses 6rgaos. (Figuras 57 e 58).
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Figura 56. Analise histopatolégica em tumor sélido de Ehrlich. Apresentam-se os grupos controle
negativo (A), controle positivo (B), grupos preventivos nas doses de 100 (C), 300 (D) e
1000mg/kg (D) e de intervencdo nas doses de 100 (F), 300 (G) e 1000mg/kg (H). Aumento de
40x
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Figura 57 (A e B) Fotomicrografias de figado apresentando arquitetura lobular preservada e
tratos portais discretamente alargados. Observa-se a presenca de infiltrado inflamatorio
linfocitario portal. Nao foram observados sinais de neoplasia (H&E x10 e x40)
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Figura 58 (A e B) Fotomicrografias de rim apresentando arquiteturas cortical e medular
preservadas, com glomérulos e tibulos vidveis. Observam-se pequenos cistos epiteliais simples
na camada cortical. Ndo foram observados sinais de neoplasia (H&E x10)
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5.8.8. Imunohistoquimica

Foram analisados os tecidos tumorais quanto a imunomarcacdo com
anticorpos anti-anexina e anti-Bax.

N&o foi observado imunorreatividade dos dois anticorpos primarios nas
amostras de tecidos tumorais tratadas com extrato da semente de acai (Figuras
59 e 60).

Figura 59. Imunomarcac¢éo com anticorpo primério anti-anexina. (A) Controle, 40x, (B) Tumor de
Ehrlich, 40x. N&o houve imunorreatividade nas amostras tumorais tratadas com extrato da
semente de agai.
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Figura 60. Imunomarcacdo com anticorpo primario anti-Bax (A) Controle, 40x, (B) Tumor de
Ehrlich, 40x. Ndo houve imunorreatividade nas amostras tumorais tratadas com extrato da
semente de acai.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os efeitos citotoxicos do extrato
hidroalcodlico e 6leo bruto da semente de acai em modelos in vitro e in vivo de
cancer. Trata-se de um trabalho relevante considerando o uso farmacolégico de
um subproduto do acai, habitualmente descartado, com vistas a obtencédo de um
farmaco bioativo.

Os compostos quimicos identificados pelo GNPS eram principalmente
flavonoides e antocianinas. Cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo
foram relatados como as principais antocianinas (LICHTENTHALER et al., 2005;
GALLORI et al., 2004).

Os principais flavondides encontrados no acai foram a quercetina, a
orientina e seus derivados, bem como as proantocianidinas (LICHTENTHALER
et al., 2005; PACHECO-PALENCIA et al., 2009). Orientina, homoorientina,
vitexina, luteolina, crioseriol, quercetina e diidrokaempferol também foram
identificados nos frutos de acai (GALLORI et al., 2004; HEINRICH et al., 2011).

Este € o primeiro relato da presenca de nobiletina e genisteina-8-C-
glicosideo no acai (Euterpe oleracea Mart.).

Nobiletina (NOB) aumenta a geracao de ROS por estimular a disfungcao
mitocondrial através da diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial,
levando a ativacdo da autofagia (ZHANG et al, 2020). Em células de cancer de
ovario, NOB tem como alvo a autofagia para estimular a parada do ciclo celular
e a apoptose. Através da regulacao positiva da via de sinalizacao Akt, o NOB
inibe a autofagia para sensibilizar as células cancerigenas para a apoptose. A
autofagia funciona como um mecanismo pro-sobrevivéncia, e sua inibicdo por
NOB desencadeia a via intrinseca de apoptose através da inducao de caspase-
9, caspase-3 e PARP (JIANG et al, 2018)

Em células de adenocarcinoma de mama (MCF-7), NOB nao induziu
apotose, porém alteracao no ciclo celular para a fase G1 (SURICHAN et al, 2012;
MOON et al, 2013).

A eficacia do NOB no tratamento do cancer de colon estéa relacionada ao
seu impacto na viabilidade e sobrevivéncia das células cancerigenas. Um
metabolito do NOB, conhecido como 4-DMN, e a atorvastatina sdo capazes de
suprimir a malignidade do céncer de célon através da estimulacdo da apoptose

e da parada do ciclo celular (WU et al, 2018). Desta forma, NOB aumenta a
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expressao de p21, enquanto reduz os niveis de CDK2, CDK4, ciclina D e ciclina
E (WU et al, 2017).

A genisteina apresenta varias propriedades farmacolégicas, incluindo
propriedades antioxidantes, principalmente pelo aumento da atividade de
enzimas antioxidantes. Também tem inUmeras implicacbes clinicas no
tratamento e prevencdo de doencas como diabetes, doencas cardiovasculares,
cancer e osteoporose (KALAISELVAN et al., 2010). A genisteina foi relatada na
exibicao de propriedade antiangiogénese pela regulacéo do fator de crescimento
endotelial vascular 165 e metaloprotease-2 e 9 da matriz em linhagens celulares
de cancer de bexiga humano (SU et al., 2005).

Em relacdo a genisteina, revisao publicada em 2020 reune varios efeitos
da genisteina em modelo experimental de cancer de mama, prlo gfato da sua
molécula ter semelhanca estrutural com o estradiol A genisteina induz a parada
do ciclo celular, possui propriedades antimetastaticas e, em ultima analise, afeta
o crescimento das células do cancer de mama por multiplos mecanismos. Os
efeitos antiproliferativos ou anticrescimento mediados pela genisteina séo
geralmente observados em concentracbes mais elevadas. Essas vias de
sinalizacdo envolvem a diminui¢do de NF-kB, HIF-1a, VEGF e um aumento do
supressor tumoral p21 (MUKUND et al, 2020)

O extrato da semente de acai reduziu a viabilidade celular em linhagem
de cancer de mama MCF-7. Ensaio clonogénico também mostrou que o extrato
da semente de acai reduziu drasticamente a formacéo de novas col6nias.

Para avaliar a morte celular, utilizamos o ensaio morfoloégico e o ensaio
da caspase 3/7. O tratamento com extrato de semente de acai ndo causou
apoptose e nao houve diferenca entre a atividade da caspase 3 e da caspase 7
das células controle e tratadas. No entanto, o ensaio de laranja de acridina foi
realizado e o tratamento com 25 yg/mL de extrato de semente de agai causou
aumento nos componentes acidos, como lisossomas ou autofagolisossomos,
sugerindo morte celular por autofagia.

Silva et al (2014) avaliaram o potencial citotoxico do extrato de semente,
casca e polpa de acai e relataram que o extrato de semente foi o mais eficaz
contra a linhagem celular cancerigena MCF-7. Os autores relataram que o
extrato da semente de acai induziu a morte celular por autofagia usando 20 e 40

Mg/mL, resultados semelhantes ao obtidos nesse trabalho.
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A fim de avaliar como o extrato da semente de acai induziu a autofagia,
realizamos o ensaio DAF-2A. O tratamento com 25 e 250 ug/mL de extrato de
semente de acai causou um aumento na producdo de ROS apds 6h quando
comparado as células controle, sugerindo a inducao de autofagia pelo aumento
de ROS em células tratadas com extrato de acai.

O papel da autofagia em células MCF-7 ainda ndo esta claro. Um estudo
envolveu o aumento da autofagia pro-apoptotica para induzir a morte celular
(KIM et al., 2015) e o outro envolve a regulagdo positiva da resisténcia aos
medicamentos pré-sobrevivéncia (SUN et al., 2011).

O efeito de inducdo de autofagia do acai pode ser atribuido a sua alta
concentracdo de polifendis e flavondides. A genisteina, de Lupinus luteus,
induziu a morte celular autofagica e foi considerada por atuar através da
modulacao de enzimas antioxidantes e vias de sinalizacdo apoptoética em células
de cancer de mama (PRIETSCH et al., 2014; ZAVA, DUWE, 1997). A rotlerina,
um polifenol natural de Mallotus philippinensis, foi capaz de desencadear a morte
celular autofagica em células MCF-7 por cascatas de sinalizacdo ndo canonicas
(TORRICELLI et al.,, 2012). Foi relatado que o resveratrol, um polifenol
abundantemente encontrado em muitos alimentos vegetais, inibe o crescimento
de células-tronco do cancer de mama por meio da inducdo de autofagia e da
supresséao da via de sinalizagao WNT/b-Catenina (FU et al., 2014).

Os flavondides presentes em muitas plantas estdo associados a
atividade antioxidante e podem proteger as células do estresse oxidativo. Por
outro lado, os efeitos pré-oxidativos e citotoxicidade de flavondides,
possivelmente devido a geracdo de ROS, incluindo H20: e inducédo de apoptose,
foram relatados (KUNTZ et al., 1999; HALLIWELL et al., 2000; MIURA et al.,
1998).

Em relacdo ao 6leo da semente de acai, 0s acidos graxos principais
foram: acido miristico, acido palmitico, acido oleico, acido linoleico e acido
laurico. Nossos resultados mostram que o 6leo fixo extraido da semente do acai
€ composto por 49,27% de acidos graxos saturados e 50,73% de acidos graxos
insaturados, sendo 29,73% monoinsaturados e 20,85% poli-insaturados.

Mantovani, Fernandes e Menezes (2003) descreveram um predominio
de acidos graxos insaturados, principalmente acido oleico, seguido pelo acido

palmitoleico em menor grau.
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Acido y-linolénico, &cido linoleico, &cido palmitico e acido oleico foram
0S principais constituintes descritos por Mulabagal e Calderon (2012).
Resultados semelhantes foram descritos por Yuyama et al. (2011) e Nascimento
et al. (2008).

O ¢6leo da semente de acai induziu apoptose e alteracdes morfoldgicas
nas linhagens CACO-2 e HCT-116. Para investigar os mecanismos associados
a morte celular e o envolvimento de EROs, as células foram pré-tratadas com
NAC, havendo aumento da viabilidade celular quando pré-tratadas com
antixodante, sugerindo o envolvimento de ROS no processo de morte celular.

Oleo essencial de Myrica gale L., uma planta nativa do Canada usada
na medicina tradicional, tem fortes efeitos citotoxicos em linhagens celulares de
cancer de pulméo humano (A549) e célon (DLD-1) (SYLVESTRE et al, 2005) e
0 Oleo essencial de Ocimum basilicum L. e Psidium guajava L., plantas
medicinais tailandesas, inibem a proliferacao de linhagens celulares de leucemia
murina (P388) e carcinoma epidermoide de boca, respectivamente (MANOSROI
et al, 2006). Além disso, um estudo recente demonstra que o 6leo essencial de
pinheiro inibe o crescimento e induz a apoptose em células de carcinoma
hepatico humano por regulacdo negativa da expressdo de Bcl-2 e atividade da
telomerase (WEI et al, 2008). O tratamento de células YD-8 (cancer oral) com
oleo essencial de folhas de P. densiflora inibiu fortemente a proliferacéo e
sobrevivéncia e induziu apoptose. O tratamento com levou a geracao de ROS,
ativacdo de caspase-9, clivagem de PARP, regulacdo negativa de Bcl-2 e
fosforilagdo de ERK-1/2 e JNK-1/2 em células YD-8 (JEONG-RANG et al, 2011).

Monge-Fuentes et al. (2017), utilizando 6leo de acai em nanoemulsdo
verificou fototoxicidade em células de melanoma, com reducdo da viabilidade
celular apdés o tratamento. Além disso, a morfologia das células B16F10
apresentou perda de volume celular, presenca de corpos apoptoéticos e perda de
adesao celular. No ensaio com Anexina V e PI, a morte celular ocorreu por
apoptose/necrose tardia, sugerindo efeito fotossensibilizador com reducéo da
proliferacéo de células de melanoma.

O dleo de acai contém 3,4 vezes mais acido fendlico e 2-14 vezes menos
flavanol monomeérico e dimérico em comparacdo com o extrato de polpa. Além

disso, tanto o extrato quanto o 6leo promoveram aumento na producdo de
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espécies reativas de oxigénio (ROS) em baixas concentracbes (PACHECO-
PALENCIA et al., 2008).

Marques et al. (2017) estudaram o Oleo de acai e diferentes células
humanas, avaliando a citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade de
Euterpe oleracea. Para o estudo, foram utilizadas células HepG2 (hepatoma) e
leucocitos humanos. Nao houve efeito citotoxico nas cepas utilizadas.

Finalmente, Dias et al. (2014) avaliaram o potencial efeito pré-apoptotico
de polifendis derivados do acai em células HT-29 e SW-480 de adenocarcinoma
colorretal. Os resultados mostraram que o extrato polifendlico de acai em
concentracfes de 5 a 20 mg/L) inibiu o crescimento das células SW-480 e HT-
29, com maiores reducdes para as células SW-480, reduzindo também a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Houve aumento da expressao da LC3-B nas células tratadas com o 6leo
da semente de e reducao da expresséo da LC3-B quando pré-tratadas com NAC.

Na avaliacdo da expressao da anexina nas células tratadas com oOleo da
semente de acai, as bandas embaixo da anexina foram indicativas de apoptose.
A célula cliva a ANXA2 formando uma forma truncada. A linhagem CACO-2
apresentou mais isoformas, o que corroborou com o ensaio de apoptose com
anexina.

Em relacdo ao docking molecular e dindmica molecular, os cinco acidos
graxos estudados apresentaram resultados bastante satisfatorios nas
simulacdes computacionais, que sugerem a formacdo de complexos estaveis
com a ANXA2. Adicionalmente, os referidos &cidos graxos se ligam
preferencialmente proximos a regido N-terminal da ANXA2, o que é bastante
promissor dado que a complexacdo da ANXA2 com a S100A10, ocorre nesta
regido e o tetramero formado parece desempenhar funcdes no crescimento e
proliferacdo de células cancerosas. Assim, os resultados desse estudo tedrico
sugerem que os acidos graxos estudados tém um forte potencial de impedirem
a formacdo desse tetramero e, consequentemente, contribuirem para a
interrupcao da proliferacdo das células cancerosas.

A anexina A2 é altamente expressa em linhagens celulares de cancer
colorretal (CRC), tanto no nivel de micrornA quanto como proteina (XIU et al,
2016). A expressao de Anexina A2 mostrou induzir mudancas significativas na

microestrutura das células (XING et al, 2013). A Anexina A2 regulada
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positivamente promove a proliferacdo, migracdo e invasado de células CRC in
vitro causadas pelas alteragdes na microestrutura (XIU et al, 2016).

Em estudos que investigaram a Anexina A2 usando imunohistoquimica,
a alta expressdo de Anexina A2 foi significativamente correlacionada com o
tamanho do tumor, tumores pouco diferenciados, profundidade de invaséo e
estagio TNM (EMOTO et al, 2001). A anexina A2 demonstrou ser um fator
independente de mau prognostico em pacientes com CCR (EMOTO et al, 2001).
A anexina A2 na membrana celular € uma caracteristica de tumores com alta
invasividade. Essa capacidade de invadir o tecido mostra como a Anexina A2
pode afetar a metéstase linfonodal (TRISTANTE et al, 2015; YANG et al, 2013).
A anexina A2 também se mostrou importante para o efeito de progastrinas e
gastrinas, mediando parcialmente o efeito de fatores de crescimento em células
de cancer de colon (SINGH et a, 2007).

Anexina colabora com diferentes proteinas como plasminogénio,
S100A10 e HE4. Pode ser a interacdo complexa entre esses agentes e a
Anexina A2 que desempenha um papel no seu potencial maligno. A ativagéo por
fosforilacdo parece desempenhar um papel na carcinogénese e até certo ponto
a Anexina A2 parece ser regulada pela Anexina A5. Isso acentua a necessidade
de investigar os padroes de expressdo de diferentes anexinas dentro das
diferentes formas de cancer. A regulamentacdo e colaboracdo em andamento
da Anexina A2 pode ser a base para seu potencial maligno e pode ser o foco
para uma investigacao mais aprofundada no direcionamento do tratamento para
anexinas e plasminogénio, proteinas S100 e HE4 (CRISTENSEN et al, 2017).

Com isso, os efeitos in vitro do 6leo da semente de acai em diminuir a
expressao da anexina em células de adenocarcinoma colorretal e o resultado do
docking molecular sugerem um efeito promissor desse produto natural em
modular a regulacdo de anexina e diminuir, portanto, seus efeitos proliferativos
a nivel celular.

Considerando os resultados do estudo in vivo, a administracao do extrato
da semente de acai na dose de 1000mg/kg em esquema preventivo (30 dias
antes da indugéo do tumor) reduziu o volume tumoral e o peso do tumor se
comparado ao controle negativo (solucdo salina). Considerando a cinética de
desenvolvimento tumoral, o extrato na maior dose testada conseguiu diminuir o

volume tumoral desde os primeiros dias de inducdo do tumor até o término do
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experimento (15 dias), com resultados estatisticamente significativos se
comparados ao controle positivo (ciclofosfamida). Além disso, a administracao
do extrato exerceu efeitos imunomodulatérios, aumentando a expressao do TNF-
a e reduzindo a expressao de MCP-1. Além disso, 0 extrato ndo demonstrou ser
toxico nas analises histoldgicas do rim e figado.

O efeito anti-inflamatério do acai é uma de suas atividades
farmacoldgicas mais relatadas na literatura. Machado et al (2019) observaram
uma reduc¢do na ativacao de células da linha de macréfagos murino RAW 264.7
induzida pelo tratamento com um extrato hidroalcodlico de acai, devido a uma
diminuicdo da ativagdo do receptor tipo nod 3 (NLRP3). Em outro estudo,
Poulose et al (2012) utilizando células microgliais murinas BV-2, observaram que
a proteina quinase p38 ativada por mitdgeno (p38-MAPK) e o fator de transcri¢cao
NF-kB tiveram suas atividades atenuadas pelo extrato, que regulou a producéo
de oxido nitrico independente de Ca2+ sintase (iNOS), bem como a ativacao da
ciclo-oxigenase 2 (COX -2). Zhou et al. também relataram que o extrato reduziu
a inflamag&o mediada pela interleucina 8 (IL-8), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) e fator de crescimento transformador-B (TGF-B) e reduziu a expressao
induzida pelo alcool de fator nuclear NF-kB e CD68 em hepatécitos de ratos
Wistar.

O presente trabalho foi o primeiro estudo a descrever a presenca da
nobiletina e da genisteina-8-c-glicosideo no acai, além de evidenciar os efeitos
do Oleo bruto da semente de acai em células de adenocarcinoma colorretal,
sugerindo um potencial efeito da regulacdo da anexina A2 nesse mecanismo. A
administracdo preventiva do extrato da semente de acai também mostrou
resultados promissores em modelo experimental de Ehrlich. Além disso, o
trabalho tem relevancia por trabalhar com um subproduto do acai, a semente,
habitualmente descartada, contribuindo para a reducdo do lixo gerado pelo
consumo da polpa do acai.

Como limitagbes, consideramos que o trabalho foi realizado apenas com
extrato e Oleo bruto da semente, sem isolamento de compostos, considerando
gue os efeitos do acai sdo de toda a composicéo, de forma sinérgica. Estudos
com oOleo da semente de acai serdo realizados em modelo experimental de

colite/cancer colorretal para avaliar os efeitos in vivo.
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7. CONCLUSOES

Considerando os resultados até entdo obtidos, o extrato e 6leo da
semente de acai sdo produtos fitoquimicos promissores para o desenvolvimento
de compostos farmaco-ativos com efeito antitumoral.

O extrato da semente de acai apresentou resultados significativos em
modelos in vitro e in vivo de cancer de mama, com a modulacdo de espécies
reativas de oxigénio e da inflamagé&o e inducdo de autofagia.

O Oleo da semente de acai demonstrou efeitos significativos em células
de adenocarcinoma colorretal, com potencial modulagdo da Anexina A2 e
inducéo de autofagia.

O uso da semente, produto habitualmente descartado, também
contribuira para o desenvolvimento sustentavel e para o estimulo da economia
verde das comunidades tradicionais, especialmente das regides Norte e

Nordeste.
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1. Carta de Aprovacdo do Projeto na Comissdo de Etica de Uso de
Animais (CEUA — UNICAMP e UFMA)

 ——
CERTIFICADO

animais pertencentes 30 filo Chordata, subfo Vertobrata (exceto o homem) para fins de pesquisd
m(wmn.mammosumuwwn.muou
mum,wmwimnmmomwlmam.doDGCRETO
N* 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), tondo sido aprovada pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
_Vigéncia do projeto: 20,02/2020 a 31/07.2021
Vigéncia da autonizacio para 2000272020 2 31072021
ma animal:
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico  C5TBL6M nib )
No. de animais: 135 |
Idade/Peso: 8.00 Semanas - 25.00 Gramas |
_Sexo: 15 Machos |
Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isopénico | CSTBL6IUnid |
[ No. de animais: 13
ldade/Peso: 8008 /2500 G
Sm. 15 Machos
"Espécie | linhagemV raca: C dongo isogénico “ CSTHL ) Unib
No. de animais: 15
m X.00 Semanas /25 00 Gramas
15 Machos B
M / inhagem raga: Camundongo isogénico ' CSTBL I Unib |
| No. de animais: 15 1
Idade/Peso: %00 S 25,00 Gramas |
“Sexo: 15 Mochos
_Espécie / inhagem raga: C fongo iogdnico  CSTRLAI Umb |
No. de animais: 15 |
Idade/Peso: $.00 Semanas /25,00 Gramas |
Sexo: 15 Machos |
E ! raga: Camundongo isogénico ' CSTRL6IUnd
No. de animais: 15
_ldade/Peso: 8008 '25.00 G
_Sexo: 15 Machos -]
[Espécie | linhagem raca: Camundongo isopénico . C5TBL6 Umib
No. de animais: B)
Idade/Peso: £.00 Semanas  25.00 Gramas
Sexo: 15 Machos
Origem: Centro Multidisciplinar para Investigacdo Beologca na Arca da
Ciéncia em Animais de Laboraorio « CEMIB UNICAMP

7‘
JAS /jf‘y
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MWmommm-Waw
0 tonig todio Ne ilva. que envolve a producao. manutenclo ou
ma-—.maﬁbmu sublilo Vertebrats (exceto o homem) para fins do
POSqUISA CHONUACS (U ENgin0). enconira-se dé ACordo com o8 precencs da LEI N* 11,794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008 que estabeloce procadimantos pars 0 uso centifco de anmas. do DECRETO N*
6.899, DE 18 DE JULHO DE 2009, @ com as NOMas oiadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA). tendo sido aprovada pola Comissso de Etica no Uso de
Animais g2 Universidade Estadual de Campinas - - CEUAIUNICAMP, o reunddo de 20/02/2020

nsino ( X ) P Clentifica
20022020 4 11072021
200272020 a 31072021
Camvundongo isogénico  Malh'c)
12
% .00 Semanas / 2500 Geamas = |
Sexo: 12 Machos
“Espécie [ inhagemiraca: | Camundonys isogénico Db <) |
No. de animais: 12 |
Idade/Pesc: $.00 Sermanas / 2500 Gramas 1
Sexo: 12 Machos ]
TEspécie [linhagemi raga: | Camundongo sogénico Baib |
No. de animais 12 |
idade/Peso: $.00 S / 25,00 Gramas |
| Sexo: 12 Machos ]
Eapecie (lnagemiraga: | Camundungo s Balb O
M: loom/‘sooorm
_Sexo: 12 Machos
&w:__ Camundongo ogénico / Nalhel
. No., g 12 |
! g £.00 Semanas /25 00 Gramm ]
Sexo: 12 Machos )
“Eapécie [ linhagemi raga: | Camundongo isogénico b <)
- No. de animais: 10
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Abstract: Erterpe aleracea Mart. (agad) is 2 native palm from the Amazen regicn. There are various
chemical constiteenis of agai with bBicactive praperties, This study aimed b evalieabe the dhemical
compasition and cybabosic efects of agai seed extract an bresst cancer cell line (MCF-T) Glebal
Mataral Prodwcts Secial Maleoalar Netwarking (GIWNFS) was applied to identify chemical compounds
present in agai seed extract, LE-MS /M5 amed modecular networking were employed to debect the
phenolic compounds of agai. The antioxidant activity of agai seed extract was measured by DFPEH
ansay, MUF-7 briast cancoer cell line viability was evaluated by MTT assay, Cell death was evala-
ated by flow cytometry and time-lapse microscopy. Autophagy was evaluated by orange acridin
immunoflusrescence assay, Reactive coypen spedes [ROS) production was evalusbed by DAF assay.
From the mobecular networking. fifteen compounds were identified, mainly phenalic compounds.
Thee agai s extract shovoed cytotonic effects against MOUF-7, induoed monphologic changes in the
cell Line by autophagy and increased the ROS production pathway. The present study suggests
thart agai seed extract has a high cybotexic copacity and may induce sutophagy by increasing ROS
production in breast cancer. Apart from ils antipxddant activity, flavonodds with high radical scaveng-
i activity present in agad alse menerabed NO (nitric onide), contributing to its cytotodc effect and
aubophagy induction

Keywords Ewterpe oferaced Mart ; flavonaids; breast cancer; autophagy; reactive cay gen species;
mass specirometry

1. Introduction

Enkerpe sleraven Mart., a native palm from the Amazon region, popularly known as
agal, agai do Fard and jugara, is a multi-stem palm, with up fo 25 stems per clump. The
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