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RESUMO

FREITAS, Dayanne da Silva. Analise citotoxica e caracterizagao quimica de fragbes
do extrato hidroalcodlico da semente de Euterpe oleracea Mart. 2016, 66 folhas.
Dissertacao (Mestrado) Universidade Federal do Maranhao.

A semente de Euterpe oleracea Mart. (acai) tem demonstrado diferentes atividades
bioldgicas, tais como: antioxidante, anti-inflamatéria, anti-hipertensiva,
antinociceptiva e antineoplasica. Neste estudo, o objetivo foi analisar a atividade
antineoplasica de fragées do extrato hidroalcodlico da semente de Euterpe oleracea
Mart. na linhagem celular MCF-7, assim como identificar os compostos responsaveis
pela acdo antineoplasica por espectrometria de massas utilizando fonte de ionizagéo
por eletrospray e um analisador ciclotrénico acoplado a uma transformada de Fourier
(ESI- FT-ICR MS). A linhagem MCF-7 foi tratada com 10, 20, 40 e 60 ug L' com as
fracoes hexanica (FH), cloroférmica (FC) e de acetato de etila (FAE) do extrato
hidroalcodlico da semente do acai por 24, 48 E 72 horas. Ap6s o tratamento a
viabilidade celular foi mensurada usando o ensaio com 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) e o tipo de morte celular foi avaliado com o
ensaio Anexina - lodeto de propideo (Pl). Os dados foram analizados
estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) ou por teste T student, quando
apropriado. Foi observado que todas as fragbes causaram reducéo significativa da
viabilidade celular da MCF-7, porém a FAE foi a mais citotéxica (p < 0,001). No
ensaio de anexina-pi, ndo foi observado marcagéo significativa para anexina porém
o aumento da marcacdo de PI foi significativo (p<0,001). O presente estudo
demonstrou que a FAE foi a mais eficaz na reducao da viabilidade celular, seguindo
mecanismo de necroptose na célula MCF-7. A FAE é composta por epicatequina,
proantocianidina Az e procianidinas trimérica e tetramérica.

Palavras-Chave: Cancer de mama. Euterpe oleracea Mart. Polifendis. Atividade
antineoplasica. Quimiopreventivo. Necroptose.



ABSTRACT

FREITAS, Dayanne da Silva. Cytotoxic analysis and chemical characterization of
fractions derived hydroalcoholic Euterpe oleracea Mart seed. 2016, 66 leaves. Thesis
(Masters) Federal University of Maranh&o

The Euterpe oleracea Mart seed. (Acai) has demonstrated different biological
activities, such as antioxidant, anti-inflammatory, antihypertensive, antinociceptive
and antineoplastic. In this new study, the aim was to analyze the antineoplastic
activity of fractions derived from hydroalcoholic extract of Euterpe oleracea Mart.
seed in cell line MCF-7, and to identify the compounds responsible for the
antineoplastic action by mass spectrometry using electrospray ionization source, and
a ciclotrénico analyzer coupled to a Fourier transform (ESI-FT-ICR MS). The MCF-7
cell line was treated with 10, 20, 40 and 60 pg L' with fractions hexane (FH),
chloroform (FC) and ethyl acetate (FAE) of the hydroalcoholic extract acai seed for
24, 48 and 72 hours. After treatment the cell viability was measured using the assay
with 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and the cell
type of death was assessed using annexin - lodide propidium (PI) assay. Data were
analyzed statistically by analysis of variance (ANOVA) or Student's t test, us
appropriate. It was observed that all the fractions caused significant reduction of cell
viability of MCF-7, but the FAE was the most cytotoxic (p <0.001). In the test
Annexin-Pl, there was no significant labeling annexin but increased PI staining was
significant (p <0.001). This study showed that the FAE was more effective in reducing
cell viability, following necroptose mechanism in MCF-7 cell. The FAE is composed of
epicatechin, proanthocyanidin A2 and trimeric and tetrameric procyanidins.

Keywords: Breast neoplasms. Euterpe oleracea Mart. Polyphenols. Antineoplastic

activity. Chemopreventive. Necroptosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

1.1.1. Epidemiologia e Fatores de Risco

O céancer de mama segundo as estimativas de incidéncia e mortalidade no
mundo € a neoplasia mais frequente entre as mulheres, com 1,79 milhdes de casos
novos diagnosticados em 2015. E também, a causa mais frequente de morte por
cancer em mulheres em regides menos desenvolvidas e a segunda causa nhas
regides mais desenvolvidas (WHO, 2010).

No Brasil, as estimativas apontam que ocorrerao 57.960 casos novos de
cancer de mama. Este representa a causa mais relevante de morte por cancer,
constituindo-se como um dos maiores problemas de saude publica associado ao
cancer em mulheres no Brasil (BRASIL, 2015) (Figura 1). Para Lu et al. (2009), cerca
de 4,4 milhdes de mulheres estdo vivendo com cancer de mama diagnosticados nos
ultimos cinco anos, fazendo deste o mais prevalente entre as mulheres. No entanto,
€ um tipo de cancer que possui uma significativa possibilidade de sobrevida quando
detectado precocemente (LU et al., 2009; WHO, 2010; BRASIL, 2013).

Localizacao primmaria Casos NoOVOoS Yo
TS T T, Mama Feminina s7.960 28,1%
Mulheres ] )
B3 Cdlon 2 Reto 17.620 8,.6%
Colo do Utero 16.340 7,9%
Tragqueia, Bronguic e Pulmao 10.8390 5. 3%
Estdmago F.e00 3.7 %
Corpo do Utero 5.950 3,4 %
Owvario 6.150 2,0%0
Slandula Tirecide 5.870 2,9%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Mervoso Central 4.820 2,3%

Figura 1. Taxas brutas de incidéncia de céancer, segundo localizacdo primaria
estimadas para 2016 no Brasil por sexo, exceto pele ndo melanoma. O cancer de
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mama configura-se como o primeiro tipo de cancer mais incidente nas mulheres.
Adaptado de (BRASIL, 2015).

O desenvolvimento do cancer de mama, assim como de varios outros tipos de
cancer, é resultado da interagao entre fatores genéticos e ambientais. O cancer de
mama esta associado a diversos fatores de risco, muitos deles relacionados aos
habitos de vida do individuo, mas principalmente a idade, aspectos endocrinos,
alteracées genéticas e epigenéticas. Este ultimo corresponde a alteragbes na
expressdao do gene independente de modificacbes da sequéncia do DNA, que
podem levar ao silenciamento do gene supressor de tumor e/ou ativagcado de
oncogene (ADAMI, 2008; BASSE e AROCK, 2015).

De acordo com o Ministério da Saude, a idade representa o principal fator de
risco, uma vez que, mais de 70 % dos casos de cancer sao diagnosticados em
mulheres apdés os 50 anos de idade. Considerados como fatores de risco bem
estabelecidos, a relagdo entre cancer de mama e a vida reprodutiva da mulher,
destacam-se a nuliparidade, menarca precoce, idade da primeira gestagdo a termo
acima de 30 anos, uso de anticoncepcionais orais em curso ou até dez anos antes
da suspensao, menopausa tardia instalada ap6s os 50 anos de idade, utilizacao de
terapia hormonal prolongada por mais de cinco anos, excesso de peso apls a
menopausa e ingestao regular de bebida alcodlica (BRASIL, 2011b).

Outros fatores de risco incluem a exposicao a radiacdes ionizantes em idade
inferior a 40 anos, histéria familiar de cancer de mama em parente de primeiro grau
antes dos 50 anos ou de cancer bilateral ou de ovario em qualquer idade; historia
familiar de cancer de mama masculino; e diagndstico histopatolégico de lesao
mamaria proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in situ (BRASIL, 2004).

Amorim et al. (2008) apontam a educagéo deficiente das mulheres em relagao
aos fatores de risco, tais como: menarca antes dos 12 anos, menopausa tardia,
hereditariedade, ambiente, tabagismo, nuliparidade, diagnéstico tardio, seja por falta
de acesso ou por negagao da doenca. Assim como, a vida estressante dos centros
urbanos associados a falta de atividade fisica e ma alimentagdo. Em relagdo aos
fatores de protecdo podemos destacar a pratica de atividade fisica e o aleitamento
materno exclusivo (BRASIL, 2007; AMORIM et al., 2008).
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1.1.2. Classificacdo molecular

As neoplasias mamarias sao classificadas de acordo com a clinica, patologia
e histopatologia do tumor. De acordo com a WHO (2012) deve-se analisar também o
comportamento molecular e gendmico, incluindo o perfil de expressao génica, assim
como a avaliacdo imunoistoquimica de receptores hormonais e o fator de
crescimento epidérmico humano receptor do tipo 2 (Her2) para a predigcdo da
evolucgao clinica e resposta terapéutica (WHO, 2010; YANG e ZHU, 2013).

Portanto, o comportamento clinico de cancer nao é dependente apenas da
morfologia e taxonomia molecular, mas também em base em perfis de 'assinatura’
que podem facilitar a predicao precisa da resposta a terapia e progndstico (CHUNG
et al., 2002).

As classificagbes moleculares atuais do cancer de mama sdo geralmente
baseados na expressao do perfil génico como: marcadores relacionados com células
luminais, receptores hormonais e de fatores de crescimento, tais como o receptor do
fator de crescimento epidérmico humano (HER); marcadores anti-apoptose, tais como
Bcl-2 e p53; indicadores de proliferacao celular, tais como Ki-67; fatores relacionados
com a invasao e migracao celular; elementos do controle do ciclo celular; fatores
reguladores da transicdo epitélio mesénquima; fatores de controle da metastase; e
fatores da angiogénese (PAIK et al., 2004; PEINADO et al., 2007).

Os subtipos de acordo com a classificagdo molecular do cancer de mama
sao: luminal A e B, HER2 positivo, cancer de mama triplo negativo basalbéide e nao
basaléide, “mama-normal simile” e claudina- low. (PEROU et al., 2000; SORLIE et
al., 2001; HERSCHKOWITZ et al., 2007).

Os subtipos luminais tém esta denominacgao advinda da similaridade que as
células neoplasicas possuem com as células luminais. O tipo luminal tende a ser
morfologicamente bem diferenciado e exibe melhor prognéstico quando comparado
aos tumores receptores hormonais negativos (SORLIE et al., 2001).

O tipo luminal foi subdividido em subtipos A e B. O subtipo molecular luminal
A, que representa cerca de 60% dos casos dos carcinomas de mama. Na sua
maioria, sao neoplasias que apresentam receptor de estrogénio positivo e baixo grau
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histolégico. Classificam-se como luminais A os tumores positivos para receptor de
estrogénio (RE) e / ou receptor de progesterona (RP), negativos para amplificacéo e
/ ou superexpressao de HER2 e devem apresentar um indice de Ki-67 inferior a 14%
de células neoplasicas imunomarcadas (ZHANG et al., 2013).

Os tumores do subtipo luminal B sdo caracterizados pela positividade de pelo
menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo, e quando o HER2 é
negativo, por ter um indice de Ki-67 igual ou superior a 14% de células neoplasicas
imunomarcadas. A utilizagdo do indice de Ki-67 tem alterado significativamente os
valores de prevaléncia até entdo encontrados para os subtipos luminais, uma vez
que tumores com alto indice proliferativo, até entao classificados como luminais A,
segundo 0s novos parametros, sao classificados como luminais B (KENNECKE et
al., 2010; IRIGOYEN et al., 2011).

O subtipo superexpressao de HER2 possui elevada expressao da oncoproteina
HER2, porém apresenta auséncia dos receptores hormonais. Pacientes com
diagndstico primario de carcinoma de mama e com superexpressao de HER2
possuem um pior progndstico em relacdo aos pacientes que ndo apresentam essa
amplificacdo génica (CIANFROCCA e GOLDSTEIN, 2004; CHEANG et al., 2009).

O subtipo basaloide triplo negativo, é caracterizado pela negatividade dos
receptores hormonais e da superexpressao de HER2, porém apresenta-se positivo
para citoceratina 5 (CK5) e / ou fator de crescimento EGFR. Os tumores basaloide
tém baixa expressédo do gene BRCA1, causada por metilacdo de seu gene promotor,
inativacado da transcricdo de BRCA1, ou por ambos (RIBEIRO-SILVA et al., 2005;
IRIGOYEN et al., 2011).

Os tumores triplo-negativos ndo basaloide sdo caracterizados pela auséncia
de imunomarcacao de RE, RP, HER2, CK5 e EGFR (KENNECKE et al., 2010).

O subtipo “mama-normal simile” ou “normal-like” demonstra elevagado na
expressao de genes comuns as células epiteliais normais da mama, adiposas e do
estroma. Este apresenta-se negativo para os marcadores tumorais usuais e
possivelmente representam apenas uma contaminagdo com o tecido mamario
normal durante a realizagdo das analises de perfil de expressdo génica (WEIGELT
et al., 2010).

O subtipo claudin-low é caracterizado por uma baixa expressao de genes
envolvidos com jungdes ocludentes ou jungdes “tight” e glicoproteinas de adeséao

célula-célula, incluindo as claudinas, ocludinas e E-caderina. Este subtipo
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apresenta aumento na expressao de marcadores de transicdo epitélio-
mesénquima, de marcadores endoteliais, linfociticos e de marcadores
relacionados as células tronco tumorais com alta frequéncia de diferenciacao
metaplasica e medular. N&o possui ainda marcadores imunoistoquimicos
protocolados para a sua caracterizagdo e nem terapéutica especifica (DOLLED-
FILHART et al., 2006).

1.1.3. Medidas de controle do cancer de mama

Para o controle do cancer de mama, necessita-se atuar em nivel de:
promoc¢ao da saude, prevencdo (diminuir a exposicao a fatores de risco
relacionados ao cancer de mama), detecgédo precoce, tratamento do céancer,
reabilitacdo e cuidados paliativos (BRASIL, 2011b). Entretanto as medidas de
maior impacto no controle de cancer de mama estdo centradas no diagndstico
precoce, que é a consciéncia dos sinais e sintomas precoce em populacoes
sintomaticas, a fim de facilitar o diagndstico e tratamento precoce, e o
rastreamento, que é a aplicacdo sistematica de teste em populacéo,
presumivelmente assintomatica, que se destina a identificar individuos com
uma anormalidade sugestiva de cancer (WHO, 2007; SOCIETY, 2015a).

A deteccao precoce do cancer de mama de acordo com 0 consenso, 0
rastreamento deve ser realizado por meio do exame clinico das mamas,
direcionado para todas as mulheres entre 40 e 49 anos de idade, realizado
anualmente e também é indicada a mamografia na presenca de alteracao
clinica; a mamografia deve ser realizada em mulheres com idade entre 50 e
69 anos, com o maximo de dois anos entre os exames; sendo que, para as
mulheres pertencentes a grupos populacionais com risco elevado de
desenvolver cancer de mama, a partir de 35 anos, o exame clinico e

mamografia devem ter periodicidade anual; em casos de lesbes palpaveis em
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mulheres com menos de 35 anos, o diagnéstico de escolha é a
ultrassonografia (BRASIL, 2004; 2011b).

As modalidades terapéuticas disponiveis para o tratamento do cancer de
mama sao a cirdrgica e a radioterapica para o tratamento loco-regional e a
hormonioterapia, quimioterapia, terapia alvo e terapia dirigida — Bone para o
tratamento sistémico, sendo estabelecidas de acordo caracteristicas do tumor e o
estagio incluindo a saude geral e preferéncias pessoais (BANGE et al., 2001;
BRASIL, 2004; HISHAM e YIP, 2004; SOCIETY, 2015b)

A abordagem cirurgica pode ser do tipo conservadora e nao conservadora.
As cirurgias conservadoras sdo a tumorectomia e a ressecgdo segmentar ou
setorectomia. E as n&o- conservadoras sdo a adenomastectomia subcutédnea ou
mastectomia subcutanea (retirada da glandula mamaria, preservando-se pele e
complexo aréolo-papilar); Mastectomia simples ou total (retiradada mama com
pele e complexo aréolo-papilar); Mastectomia com preservagdo de um ou dois
musculos peitorais com linfadenectomia axilar (radical modificada); Mastectomia
com retirada do(s) musculo(s) peitoral(is) com linfadenectomia axilar (radical)
(BODIAN et al., 1996).

A maioria das mulheres com neoplasias da mama tera algum tipo de
cirurgia para remover o tumor, porém dependendo do tipo de cancer de mama e o
estagio em que se encontra pode-se precisar de outros tipos de tratamento, bem
como, antes ou apds a cirurgia, ou as vezes ambos. Os planos de tratamento
tipicos baseiam-se no tipo e fase do cancer de mama, e quaisquer situacdes
especiais, como o cancer de mama durante a gravidez, n&o invasivo cancro da
mama e cancro da mama invasivo (SOCIETY, 2015b).

O cancer de mama receptor hormonal positivo, modelo celular utilizado
neste trabalho, representa 60 a 70% dos canceres de mama (CAREY et al,
2006), cujo tratamento € baseado no bloqueio da via de estrogénio através de
moduladores do receptor de estrogénio como tamoxifeno, inibidores da
aromatase e raloxifene (SWABY et al., 2007). No entanto, a resisténcia a terapia
hormonal foi relatada em 30% de neoplasias da mama RE positivo, enquanto que
a capacidade de resposta hormonal foi observada em 15% de neoplasias de
mama RE negativo (JORDAN et al., 1988) indicando a necessidade de novas
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estratégias terapéuticas em virtude da heterogeneidade do cancer de mama e
suas alteracdes de sensibilidade ao tratamento.

O manejo de pacientes com cancer de mama horménio-dependente enfrenta
além das limitagcdes praticas como retardamento do diagnostico e da terapéutica
adequada, a resisténcia ao tratamento. Ressaltando assim, a necessidade da
investigacdo de novos compostos quimicos terapéuticos para o tratamento das
neoplasias malignas de mama (GOLDHIRSCH et al., 2013).

1.2. Produtos naturais

Os produtos naturais sdo um recurso alternativo, devido a diversidade em
termos de estrutura e mecanismo de acéo biologica, os compostos derivados de
plantas sdo utilizados na terapia do cancer (KINGHORN et al., 2009). Esta variedade
e complexidade de micromoléculas sao atribuidas aos seus metabdlitos secundarios
decorrente do desenvolvimento da resisténcia e formas de protecdo as intempéries
do clima, poluicdo e predadores (MONTANARI e BOLZANI, 2001; NEWMAN e
CRAGG, 2012).

Newman e Cragg (2012) demonstraram que 74,9 % de novas drogas
antineoplésicas comercializadas entre 1981 e 2010 sdo derivadas de produtos
naturais (NEWMAN e CRAGG, 2012). Ressalta-se também que das espécies
catalogadas apenas 10 % em todo o mundo tém sido rastreadas para quaisquer
bioatividade. Os produtos naturais produzem uma grande variedade de compostos
biologicamente ativos que exibem um conjunto de propriedades a serem definidas. A
descoberta de produtos naturais bioativos de plantas contribui, portanto, para a
descoberta de novos farmacos (NEWMAN e CRAGG, 2007).

A transformacéo de uma planta em medicamento deve ser feita de maneira
que se preservem as caracteristicas quimicas e farmacolégicas do vegetal,
garantindo a sua acao biolégica, a seguranga de utilizagdo e a valorizacado de seu
potencial terapéutico (SANTOS e MELLO, 2007).

As plantas sdo fontes de compostos quimiopreventivos, 0s quais sao
amplamente investigados devido a sua baixa toxicidade. Os compostos dietéticos
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naturais podem modular potencialmente os alvos moleculares, envolvidos na
prevencao, em especial da iniciagdo, promoc¢ao e progressao do cancer devido sua
capacidade em reduzir e reparar os danos celulares que promovem o stress e
inflamacéao (KEUM et al., 2005).

O Brasil possui um bioma vegetal com 55.000 espécies de plantas superiores
distribuidos em cinco biomas principais: Mata Atlantica, Cerrado, Amazénia,
Pantanal e Pampa (FIASCHI e PIRANI, 2009). Apesar do potencial, o conhecimento
sobre o perfil quimico e bioldégico de espécies nativas ainda € limitado. Das quatro
espécies mais citadas como medicinais, trés delas (cipd-tuira, acai e carapanauba)
sao usadas principalmente para o tratamento de malaria e males associados
(VEIGA, 2011).

Dentre estas, o agai destaca-se no setor da agroindustrial como a principal
fonte de extracdo de palmito e pela utilizagdo de seus frutos por expressivo
contigente populacional da Amazodnia brasileira, particularmente nos Estados do
Para, Amapa e Maranhao (VILLACHICA et al., 1996).

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador de agai. Em 2010 foi
registrado uma coleta no total de 215. 381 toneladas, tendo o Para uma producgéo de
106. 562 (85,6%), seguindo-se o Maranhao com 10.930 (8,8%). Na regiao Nordeste,
o Maranhao ocupa o 1° lugar na colheita do acai (BRASIL, 2011a).

O Maranhdo apresenta um grande potencial extrativista vegetal e o acai
ocupa o terceiro lugar em quantidade de coleta extrativista no Estado, perdendo
apenas para o carvao vegetal e a améndoa de babacu (BRASIL, 2010).

1.2.1. Acai

A palmeira Euterpe oleracea Mart., conhecida com acaizeiro é espécie nativa
da Amazbnia , encontrada nos Estados do Amap4a, Para, Maranhdo, Tocantins e
Mato Grosso (CALZAVARA, 1972; BALICK, 1986; CAVALCANTE, 1991).
Externamente as fronteiras do Brasil, € encontrado na Guiana, Guiana Francesa,
Venezuela, Colémbia e no Suriname (CALZAVARA, 1972; CAVALCANTE, 1991).

Esta pode ser considerada a palmeira de maior importancia econdémica, social e
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cultural da regidao Norte do Brasil, onde o Estado do Para se destaca como o maior
produtor e consumidor (COSTA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2008).

A Euterpe oleracea pertence a familia Arecaceae que, engloba
aproximadamente 200 géneros e cerca de 2.600 espécies, com distribuicao tropical
e subtropical (JONES, 1995). Na Amazébnia, a familia esta representada por 39
géneros e um numero de espécies estimado entre 150 a 180, dentre elas, Euterpe
oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria sao as de maior importancia na
producéo de palmito e frutos (KAHN, 1997).

O acai contém numerosos tipos de compostos, particularmente, antocianinas,
proantocianidinas e outros flavonoides (SCHAUSS et al., 2006; PACHECO-PALENCIA
et al, 2009; TEIXEIRA et al, 2015). Estudos recentes identificaram atividade
antioxidante, antiinflamatéria e antineoplasica do extrato do agai, assim como também
demonstraram que suas fracoes polifendlicas provocam a reducado da proliferacédo de
células leucémicas HL-60 e de tumores esofagicos (DEL POZO-INSFRAN et al., 2006;
STONER, 2009; MOURA et al., 2012; LASLO et al., 2013). Experimentos in vivo
revelaram que os polissacarideos do agai induziram o recrutamento de ceélulas
mieldides e a producao de IL-12 (HOLDERNESS et al., 2011).

Ainda em relacao ao extrato do agai, estudos afirmam o efeito anti-hipertensivo e
de prevencéo da disfuncao endotelial e alteragdes estruturais vasculares na hipertensao
através de mecanismos envolvendo atividades antioxidantes, ativacdo e inibicdo da
sintese de oxido nitrico (SON) e ativacdo de metaloproteinase de matriz tipo 2 (MMP-2)
(DA COSTA et al., 2012). O consumo de suco contendo predominantemente o acai
reduz significantemente a dor e diminuiu a peroxidagao lipidica em 12 semanas
(JENSEN et al., 2011).

O fruto do agaizeiro, é globoso, tem 1 a 2 cm de diametro, peso médio de
1,29, epicarpo roxo ou verde na maturagdo; 0 mesocarpo, com cerca de 1Tmm de
espessura, é fibroso envolvendo o endocarpo, volumoso e duro, com forma similar a
do fruto, contendo uma semente, com embrido diminuto e endosperma ruminado e
abundante (HANDERSON e GALEANO, 1996).

A semente do acai preenche a maior parte do fruto, representando 73 % da
sua massa. A semente € a estrutura de propagacao sexuada e inclui 0 endocarpo e
0 mesocarpo, apresenta forma globosa, coloragdo marrom escuro e diametro médio
de 11,5 mm. Apresenta uma depressao, a rafe, onde em uma de suas extremidades

localiza-se o poro germinativo e, na outra, o hilo. Feixes de fibras partem da regiao
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do hilo, formando um tufo de tecido fibroso sobre o poro germinativo, que é
facilmente observado quando a polpa € retirada (AGUIAR e DE MENDONCA, 2003;
MARTINS et al., 2009) (Figura 2).

Figura 2. Semente do acai. (A) Semente em seccido longitudinal (a) e secgéo
transversal (b). (B) Semente com fibras. (C) Semente sem fibras. (D) Posicao do
embrido na semente. Legenda: Em- embrido; Em- endosperma; Fm- fibras
mesocarpicas; hi- hilo; Pc- pericarpo; pg- poro germinativo; ra- rafe. Adaptado de
(AGUIAR e DE MENDONCA, 2003).

1.2.2. Atividades bioldgicas da semente do Acai

As sementes do acai sao utilizadas como matéria-prima para a confeccao de
biojoias tais como colares, pulseiras e brincos (SANTOS, 2011). Assim como, é
amplamente utilizada na pratica popular no tratamento de diversas patologias, o que
influenciou na diversidade de ensaios farmacoldgicos visando validagdo do uso
popular. A maioria dos estudos avalia as atividades antiinflamatérias e antioxidantes
(Tabela 1).
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Tabela 1. Propriedades Farmacolégicas da semente do acai

Acao Farmacoldgica Referéncias
Antinociceptivo (SUDO et al., 2015)
Antioxidante (CHOI, 1998; RODRIGUES et al., 2006;

ROCHA, 2008; PACHECO-PALENCIA et al.,
2009; OKADA et al., 2011; DA COSTA et al.,
2012; MOURA et al., 2012; DE BEM et al.,
2014; ZAPATA-SUDO et al., 2014)

Antiinflamatério (MOURA et al., 2012; ZAPATA-SUDO et al.,
2014; SUDO et al., 2015)

Antimicrobiano (MELHORANCA FILHO e PEREIRA, 2012)

Vasodilatador (ROCHA et al., 2007; DE BEM et al., 2014;
ZAPATA-SUDO et al., 2014)

Antineoplasico (SILVA et al., 2014; BARROS, 2015)

Antihipertensivo (CORDEIRO et al., 2008; ROCHA, 2008; DA

COSTA et al., 2012; DE BEM et al., 2014)
Prevencgéo da Sindrome metabdlica (DE OLIVEIRA et al., 2010)
Efeito protetivo da funcao renal (DE BEM et al., 2014)

Producéo de Oxido nitrico (ON) (ROCHA et al., 2007; CORDEIRO et al,
2008; DE OLIVEIRA et al., 2010)

Choi et al. (1998) demonstrou que o extrato da semente do agai apresentou
uma alta capacidade antioxidante em relacdo a inibicdo da oxidagéo lipidica (CHOI,
1998). Além disso, foi relatado que o extrato hidroalcodlico da semente do acai tem
um potente vasodilatador endotélio-dependente e induz o efeito de éxido nitrico (NO)
a partir de células endoteliais em cultura (ROCHA et al., 2007). Também se
observou que o tratamento crénico com o extrato da semente do agai previne o
desenvolvimento de hipertensdo, disfungdo endotelial, alteracbes estruturais
vasculares e dano oxidativo em hipertensdo renovascular experimental (ROCHA,
2008; DA COSTA et al., 2012).

Dentre outras atividades farmacoldgicas citadas na tabela 1, destacamos o
potencial antineoplasico da semente do acai. Este demonstrou efeito inibidor sobre
as linhagens celulares neoplasicas humanas (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2),
sendo mais eficaz para na linhagem de carcinoma do colo do utero (HelLa).

Importante ressaltar que o extrato ndo demonstrou toxicidade para células normais



24

(BARROS, 2015). Silva et al. (2014) relataram que o extrato da semente do acgai foi
significativamente mais eficaz na linha celular MCF-7 (SILVA et al., 2014).

Desta forma, a semente do agai apresenta um atraente perfil farmacolégico,
antineoplasico e antioxidante com propriedades sem efeitos secundarios, o que
sugere a sua utilizacao em terapia de prevencao e / ou tratamento de neoplasias. A
capacidade antioxidante e citotoxica do extrato da semente parece ser fortemente
dependente do seu perfil fendlico (RODRIGUES et al., 2006; SILVA et al., 2014;
BARROS, 2015).

Na composicdo fendlica da semente do acai esta presente os &cidos
fendlicos, flavonas, flavonédis, antocianidinas, acido protocatecuico, catequinas,
epicatequina e procianidinas oligoméricas (diméricas a pentaméricas) (RODRIGUES
et al., 2006; BARROS, 2015).

Os polifendis apresentam uma estrutura quimica derivada do benzeno, ligada
a um grupo hidrofilico. Com base em sua estrutura e na maneira pela qual os anéis
polifendlicos ligam-se uns aos outros, eles sdo classificados em quatro familias:
flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e estilbenos. Entre as principais classes de
flavonoides incluem-se os flavondis, as flavonas, as flavanonas, os flavandis (ou
catequinas), as antocianidinas e as isoflavonas (MANACH et al., 2004).

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios das plantas, frutas e vegetais que
as protegem contra os danos causados pela radiacdo eletromagnética e também
podem exibir propriedades defensivas, tais como antibacteriana e antifungica
(MONTANARI e BOLZANI, 2001; LANDETE, 2012).

Os grupos hidroxila dos compostos fendlicos podem neutralizar os radicais
livres e doar atomos de hidrogénio ou elétrons (LEOPOLDINI et al., 2006). Foi
demonstrado que a atividade antioxidante dos compostos fenélicos reduz os danos
oxidativos ao limitar a quantidade de radicais gerados pela atividade metabdlica
celular (KAGAN e TYURINA, 1998).

Os compostos fendlicos constituem um grupo heterogéneo incluindo flavonoides,
acidos fendlicos, taninos, lignanas, cumarina e analogos de feniletanol (GARRIDOA e
BORGES, 2013). O interesse em compostos fendlicos tem sido renovado devido as
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatéria, antiestrogénicas, antimutagénicas,
antiaterosclerética, antihepatéxica, antiulcerogénica, antimicrobiana, antiviral,

vasodilatadora e efeitos antineoplasicos, tanto in vitro como in vivo, destacando a
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importancia da sua identificacdo e quantificacdo (HLADOVEC, 1986; LIN et al., 1997;
KIRK et al., 1998; GONZALEZ-VALLINAS et al., 2013).

1.2.3. Espectrometria de massas

A sintese de novos farmacos sé foi possivel através do desenvolvimento de
técnicas analiticas, como a espectrometria de massas para elucidacao estrutural dos
compostos. A espectrometria de massas (do inglés: Mass Spectrometry - MS) € uma
técnica analitica utilizada para obter informacdes da massa molar e de
caracteristicas estruturais de amostras. Apresenta-se como uma ferramenta analitica
capaz de fornecer informagdes como: exatiddo em massas e consequentemente a
composicao elementar; estrutura molecular; quantificacao; e o perfil isotépico que é
Unico para cada composicao quimica.

Em vista das suas potencialidades, tais como: sensibilidade inigualavel,
velocidade, limite de deteccao e diversidade de aplicacdo, a MS, vivenciou uma
acentuada difusdao em varias areas distintas ganhando uma posicao de destaque
entre as técnicas analiticas (HOFFMAN e STROOBANT, 2007; FIGUEIREDO,
2010).

A espectrometria de massas € uma técnica analitica em que atomos ou
moléculas de uma amostra sao ionizados e separados de acordo com suas relacoes
massa-sobre-carga (m/z). Além de discriminar ions, a MS é capaz de detalhar a
qguantidade de ions gerados em uma determinada relacdo m/z (NETO, 2010).

Em um espectro de MS, a maioria dos sinais formados possui carga 1+, por
isso, a relacdo m/z € igual a massa do ion. Todavia, ocorrem situacbes em que
metade da massa do ion é registrada, isso é devido ao fato de que em alguns casos
a carga dos fragmentos produzidos é 2+, ou seja, para ions multicarregados os
valores de m/z sdo partes fracionadas de suas massas reais (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007).

Para as analises por MS é importante ressaltar que atomos ou moléculas
neutras ndo sado analisados e sim, as espécies ibnicas. Antes de discriminar os
ions € necessario, primeiramente, gera-los utilizando um sistema de ionizagéo ou

uma fonte de ions. As diferentes formas de ionizagdo juntamente com
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analisadores de massas sdo o que determinam a aplicabilidade da MS (ROMAO,
2010).

Os espectrOmetros de massas sao constituidos pelos seguintes componentes
basicos: um sistema de introdugdo de amostra; uma fonte de ionizagdo; um
analisador de massas; um detector, que realiza a “contagem” dos ions e transforma
o sinal em corrente elétrica, que posteriormente, de acordo com a magnitude do
mesmo, sera processado e convertido em fungdo da razao m/z, proporcionando um
espectro de massas correspondente (ROMAQ, 2010).

Um diagrama esquematico do funcionamento de um espectrémetro de

massas é mostrado na Figura 3.

[ Espectrometro de Massas ]

( Alto vacuo 105 - 10 mbar |

Introducio da Fonte de

. g Analisador Detector
amostra lonizagao
: - - v
( GeC ESI Quadrupolo h
HPLC APCI T(?F Processamento
Injecdio direta APPI Orbitrap de dados
MALDI ICR .

Figura 3. Diagrama esquematico de um espectrometro de massas. Adaptado de
(DALMASCHIO, 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

O céancer de mama tem alta frequéncia de recorréncias locais e regionais
mais agressivas e formacao de metastases apos tratamento tradicional, desta forma
ha a necessidade de investigar agentes terapéuticos alternativos para prevengéo e
tratamento do cancer. O agai é uma importante planta medicinal da Amazénia por
seus efeitos benéficos no tratamento de febre, dor, inflamagdo e anemia
(SCUDELLER VV, 2009). Mais recentemente, a semente do acai tem demonstrado
efeito antineoplasico em células de cancer de mama com uma importante atividade
antioxidante (SILVA et al., 2014; BARROS, 2015). O efeito citotoxico sugere a
possibilidade do uso da semente do acai como medicamento natural ou alimento
funcional no tratamento e / ou prevencao do cancer de mama.

Deste modo, a elucidagdo dos compostos responsaveis por esta atividade,
torna-se de suma importancia para a exploracdo racional e segura do potencial
farmacolégico do agai para viabilizacdo de medicamento fitoterdpico ou como fonte
de um novo farmaco que possam agir em conjunto com a terapéutica tradicional e /
ou para a prevencgao do cancer de mama a fim de diminuir as altas taxas de falha
terapéutica e resisténcia durante o tratamento deste tipo de céancer.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Identificar os compostos presentes na fracdo do extrato hidroalcodlico da
semente da Euterpe oleracea Mart., responsaveis pela acao antineoplasica na célula
MCF-7.

4.2. Objetivos Especificos

— Caracterizar quimicamente a fragdo do extrato da semente do acai com
maior potencial citotoxico;

— Avaliar o potencial citotoxico e morfologia celular das fragdes do extrato
hidroalcodlico da semente do acai na linhagem de adenoma carcinoma
mamario receptor hormonal positivo MCF-7;

— ldentificar o mecanismo de morte celular por apoptose apds tratamento
com a fracdo do extrato hidroalcodlico da semente da Euterpe Oleracea
Mart. que evidencia potencial citotéxico na linhagem MCF-7.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Obtencao do Fruto

Os frutos do acai (Euterpe oleracea Mart.) utilizados neste estudo foram
oriundos do Parque da Jucara localizado na regiao Nordeste na cidade de Sao Luis,
Maranhao, Brasil (latitude: 02° 31' 47" S, longitude: 44° 18' 10" W, altitude: 24m).

A exsicata foi realizada e estda armazenada sob numero 30 no Herbario Rosa
Mochel do Nucleo de Estudos Biol6gicos da Universidade Estadual do Maranhao e
depositado no World International Property Organization sob o registro n® P10418614-1
(SILVA et al., 2014).

Logo apds a coleta, os frutos maduros foram submetidos a selegdo manual
para descarte daqueles mal formados ou danificados e a lavagem para eliminagéao
dos residuos (Figura 4).

Figura 4. Fruto da Euterpe oleracea Mart. apds a coleta (esquerda). Processo de
selegdo manual para descarte dos frutos danificados (direito).

5.2. Preparacao do extrato

O fruto maduro foi submetido ao processo de extragdo do epicarpo e
mesocarpo por despolpamento manual. Posteriormente, o processo de extragédo
seguiu de acordo com a metodologia adaptada por Silva et al. (2014). As sementes
foram submetidas a secagem natural, sendo posteriormente pesadas e trituradas.



30

Extraiu-se a adicdo de etanol a 70% (proporcéo 1:8) com agitacao durante 30 min
(durante trés dias) e armazenado em garrafas escuras dentro de um refrigerador (4 °
C) durante 13 dias. Ap6s este periodo de maceragao, extratos hidroalcodlicos de
acai foram filtrados com papel de filtro Whatman. O etanol foi evaporado por meio de
um evaporador rotativo (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda Sao Paulo, Brasil)
sob baixa pressao a 55 ° C (SILVA et al., 2014) (Figura 5, 6).

O extrato (13,6 g) foi dissolvido em 135 mL de metanol/agua (70:30, v/v) por
meio de agitacao, e a solugao foi submetida a particdo liquido-liquido por ordem
crescente de polaridade de solventes (hexano, cloroférmio e acetato de etila). Apds
evaporacdo do solvente de todas as fases em rotaevaporador, obtiveram-se as
fracdes hexanica (FH), cloroférmica (FC) e acetato de etila (FAE), e estas foram
liofilizadas (modelo LIOTOP 202, Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda Sao Paulo,
Brasil) a temperaturas a partir de - 30 a - 40°C e sob um vacuo de 200 mmHg, e
congelado a -20 °C, até utilizacao.

Para o uso no tratamento das células, as fracbes hexéanica e cloroférmica
foram diluidas em Dimetil sulféxido (DMSO) (Synth) e a fracdo de acetato de etila
diluida em agua Milli-Q. As solugdes foram filtradas em filtro de seringa com poro de
0.2 um e armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

Figura 5. Preparacao do extrato. (A) Armazenamento do extrato protegido da luz. (B)
extrato bruto ap6s evaporagdo do solvente. (C, D e E) Fragbes hexénica,
cloroférmica e acetato de etila do extrato da semente do agai apds evaporagao dos
solventes, respectivamente. (F) Fragées armazenadas e identificadas.
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5.3. Linhagem Celular, tratamento e manipulacdao Farmacoldgica de vias
de sinalizacao

A linhagem celular MCF-7 derivada de adenocarcinoma mamario humano foi
obtida na ATCC (American tissue collection - cat # HTB-22). As células foram
cultivadas e mantidas em meio DMEM (Dulbeco's Modified Eagle's Medium, GIBCO
-Invitrogen) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100
mg L-1/L) e estreptomicina (60 mg L"), a 37 °C em estufa com 5 % CO2/ 95 % de
Oa.

Para o desenvolvimento dos experimentos, as células foram destacadas das
garrafas de cultivo através da exposicao a tripsina (GIBCO) por 5 minutos, coletadas
em tubos de 15 mL, centrifugadas a 1500 rpm por 2 minutos, ressuspensas em meio
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DMEM, contadas em Camara de Neubauer e plagueadas conforme a necessidade
do protocolo experimental realizado. Todos os tratamentos com os extratos foram
adicionados 24 horas apds o plaqueamento das células.

As células foram tratadas com a FH, FC e FAE nas concentra¢des de 10, 20,
40 e 60 pg mL' e submetidas ao teste de citotoxidade com 3-(4,5-
dimethylthiaxolone-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT) (Sigma).
Posteriormente, os ensaios foram realizados apenas com a concentracao inibitoria
de 50 % (ICso0) da fracdo mais citotoxica.

Para os ensaios farmacol6gicos de interferéncia, as células foram incubadas
durante 60 minutos com 2 mM de 3-metiladenina (3MA), um inibidor de autofagia
(DE ALBUQUERQUE-XAVIER et al., 2012). As células foram lavadas com tampao
fosfato-salina (PBS), tratadas, como descrito acima, e processadas para analise
posterior.

5.4. Ensaio de citotoxidade (MTT)

O teste de citotoxicidade tem como objetivo detectar o potencial de um
material ou dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais em sistemas biolégicos
a nivel celular. O ensaio citotoxidade MTT é um ensaio quantitativo e baseia-se na
dosagem da atividade metabdlica de células viaveis. O MTT é reduzido através de
uma reacao enzimatica que envolve a oxidacdo do NADH/NADPH catalisada pelo
complexo succinato-tetrazolium redutase presente somente em células viaveis.
Quando reduzidos os sais tetrazolium formam o sal formazan que é hidrofébico e
colorido (solubilizado pela adicdo de DMSO), podendo ser quantificado por
espectrofotometria. A reducédo de MTT ocorre principalmente na mitocondria através
da acado da succinato desidrogenase fornecendo entdo uma medida da atividade
mitocondrial (MOSMANN, 1983).

Apds a cultura celular, 3x103 células por poco foram plagueadas em placas de
96 pocos. Depois de 24 horas, as células foram tratadas com os extratos da FH, FC
e FAE, nas concentragdes de 10, 20, 40 e 60 ug mL™, nos tempos de 24, 48 e 72

horas. O sobrenadante foi removido e em seguida, os pocos lavados duas vezes
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com PBS, e adicionado 200 uL de DMEM com SFB contendo 5 mg L' de MTT,
numa concentragdo final de 0,5 mg mL"' de MTT - formazan. As amostras foram
incubadas por um periodo de 2 h em estufa protegidas da luz. Apds esta etapa, as
placas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C e realizado o
descarte do sobrenadante.

Em seguida foi adicionado 100 uL de DMSO por poco para eluicdo dos
cristais de formazan. Posteriormente a placa foi mantida em agitagcdo por 5 minutos
para a solubilizagdo dos cristais de formazan e incubadas por 10 minutos em estufa
a 37°C. A leitura da absorbéancia dos cristais de formazan, diretamente proporcionais
a quantidade de células viaveis, foi realizada utilizando um leitor de ELISA Spectra
Max190 spectrophometer (Molecular Devic e sw, Sunnyvale, CA, EUA) com
comprimento de onda de 538 nm. Os testes foram realizados em ftriplicata e em

seguida normalizados conforme a férmula abaixo:

% Viabilidade Celular = Absorbancia das células das amostras / Absorbancia de

células controle *100

5.5. Ensaio de Proliferacao Celular com Cristal Violeta

Apds os procedimentos de cultivo celular, citados no item 3.4, 3 x 102 células
por poco foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Depois de 24 horas, as células
foram tratadas com o extrato da FAE, na concentracdo de 40 pg mL™, nos tempos
de 24, 48 e 72 horas.

Posteriormente, o sobrenadante foi removido e realizada a lavagem com
tampao PBS (Ph 7,0), posteriormente fixadas com etanol 100% e coradas com
cristal violeta 0,05% por 10 minutos. Em seguida foi realizada lavagem com agua
Mili-Q por 3 vezes e adicionado metanol por 5 min. A Absorbéancia de 595 nm foi
mensurada com Spectra Max190 Spectrophometer (Molecular Devic e sw,
Sunnyvale, CA, EUA).



34

5.6. Analise da expressao de LC3B por Imunofluorescéncia

As células MCF-7 foram cultivadas sobre laminulas de vidro, lavadas com
PBS e fixadas com paraformaldeido 4% durante 10 minutos. Em seguida, foram re-
hidratadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl2 100 mM e MgCl2 100 mM, pH 8,0) e
blogueada com NH4Cl em PBS (pH 8,0) por 10 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, foram bloqueadas com 3% de BSA e permeabilizadas com 0.1%
Triton X- 100 (60 min). Logo apds, foram incubadas overnight com os anticorpos
primarios anti LC3B (Cell signaling technology) (diluicdo 1:300), seguidas de 1h de
incubagdo com seu respectivo anticorpo secundario Alexa fluor 488 (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) (diluicdo 1:500), depois, quando indicado, as laminulas
foram incubadas com DAPI (1:1000; 1 min), lavadas e montadas utilizando Prolong
Gold antifade (Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). As laminulas foram
visualizadas em Microscépio Confocal a Laser, FV10 i-O ou com o Microscopio
Confocal de Varredura a Laser Nikon, modelo C2 (Nikon Instruments, Inc, New York)
e as imagens foram analisadas através do software FV10-ASW (Olympus, Tokyo,

Japan).

5.7. Ensaio de apoptose pelo método Anexina / Pl por Citometria de fluxo

Para o ensaio de morte celular foi utilizado o kit BD Pharmingem FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, San Diego, CA). As células
foram ressuspendidas em solugdo de tripsina a 37°C e a tripsina foi inativada com a
adicdo DMEM com SFB. Em seguida as células foram centrifugadas por 2 minutos a
1500 rpm e ressuspendidas em PBS. Apds contagem, as células foram colocadas
em tubos de 1,5 ml em uma concentragdo 105 células mL" e centrifugadas por 2
minutos a 1500 rpm. Apo6s o descarte do sobrenadante, foram adicionados 95 pul de
tampao anexina V, e incubado no escuro por 15 minutos. Posteriormente foram
adicionados 400 pl de tampao anexina V e 2,5 ul de iodedo de propideo (PI) foi
adicionado no momento da leitura no citbmetro. No controle ndo corado foi acrescido

apenas o tampao. A aquisicdo dos dados foi realizada pelo citdmetro de fluxo FACS
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Calibur (BD Biosciences) e os resultados analisados utilizando software FACSDIVA
(BD Biosciences) e FLOWJO (Tree Star, Ashland, OR). Os resultados obtidos
demonstravam a porcentagem da populagdo de células viaveis, em necrose e em
apoptose.

A morte celular programada ou apoptose inicial tem como marco a
exposicao da fosfatidil serina (FS) na membrana plasmatica, a qual se liga por
afinidade com anexina V. Na morte celular programada tardia ou apoptose tardia
além da exposicado da FS na membrana celular ocorre o aparecimento de poros na
mesma tornando-a permedavel ao iodeto de propideo o que faz com que a célula
possua dupla marcacado (anexina-Pl). Em caso de necrose celular ocorre a
permeabilizacdo da membrana plasmatica com a consequente marcagao pelo
iodeto de propideo, ndo havendo externalizacdo da FS, porém devido a formacao
de poros na membrana pode ocorrer também a internalizacao da anexina V, neste
caso nao conseguimos diferenciar o processo de apoptose tardia do processo de

necrose.

5.8. Elucidacao dos compostos quimicos por espectrometria de massas

As amostras analisadas por espectrometria de massas foram diluidas com
0,1 % de hidroxido de aménio para as analises no modo negativo ou 0,1 % de
acido acético para analises no modo positivo. A solugado resultante foi infundida
diretamente no espectrometro de massas SOLARIX 9,4 T (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) operando em uma faixa de m/z de 100 — 1000. As
condicdes gerais de analises por ESI foram: pressdo do gas de 0,3 psi,
voltagem do capilar de 4,5 kV, e 220 °C para a temperatura do capilar de
transferéncia de ions. Os espectros ESI(+) -FT-ICR MS foram adquiridos e
processados utilizando o software Compass Data Analysis® (Bruker Daltonics -
Bremen, Alemanha).
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5.9. Analise estatistica

Todos os dados quantitativos apresentados sao meédias desvio padrao, pelo
menos, trés experimentos independentes. A analise estatistica e os graficos de
barras foram realizados no programa GraphPad ™ Prism, versao 5.0 (GraphPad ™
Software, San Diego, CA, EUA) através do teste-t de Student e ANOVA (teste
Bonferroni), quando adequado. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

6. RESULTADOS

6.1. Efeito na viabilidade celular das fracoes do extrato hidroalcodlico da
semente do acai

As fragcdes FH, FC e FAE, promoveram reducdo da viabilidade celular
(Figura 7 A, B e C, respectivamente) de forma significativa (p < 0.001).
Comparando o potencial citotéxico das trés fracées do extrato da semente do acali,
foi observado que a FAE do extrato foi a mais eficaz, a FC do extrato teve efeito
intermediario e a FH foi a menos eficaz. O IC 50 da FAE em 24 horas foi de 37 ug
mL-". Nao foi possivel calcular o IC50 da fragcdo hexanica e cloroférmica pois nao
houve reducdo da viabilidade até este limiar, tornando os dados insuficientes para
o célculo.

A Figura 7 D representa a comparagado dos tratamentos com as fragdes do
extrato na concentragio de 40 ug mL™ por 24 e 48 horas. Nesta concentracio, apds
24 e 48 horas de tratamento a FAE apresentou uma eficacia muito maior quando

comparada as fragdes hexanica e cloroférmica (p < 0,001). Houve diferenca
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estatisticamente significativa entre eles no que se refere ao potencial citotdéxico (p <
0,001).

Na concentracdo de 40 pg mL', a FAE mostrou-se superior as outras duas
fracbes (p < 0,001). ApGs 24 horas de tratamento, a FAE apontou ser a mais eficaz
em reduzir a viabilidade da linhagem MCF-7 (p < 0,01) quando comparado a FH do
extrato da semente do acai, e ainda, ap6s 48 horas a FAE obteve um efeito
citotéxico significativo frente as fragées hexanica e cloroférmica (p < 0,001 e p <

0,01, respectivamente) (Figura 7D).
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Figura 7. Ensaio MTT realizado para analisar a viabilidade das células MCF-7 apés
tratamento com as fracdes hexanica (FH), cloroférmica (C) e acetato de etila (FAE)
do extrato da semente do acai em 24, 48 e 72 h, respectivamente (A, B e C). A FAE
possui maior potencial citotéxico e reduz significantemente a viabilidade celular em
todos os tempos de tratamento quando comparado as outras fragdes na
concentracdo de 40 ug mL™" (D).
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A FAE do extrato derivado da semente do acai mostrou-se citotoxico em
concentragdes de 10 pug mL™', reduzindo significantemente a viabilidade das células
MCF-7 ap6s 24 horas de tratamento (p < 0,001) quando comparado as células controle.
A concentracdo de 40 uyg mL" apresentou efeito citotéxico a partir de 24 horas de
incubacao (p < 0,001) aumentando sua citotoxicidade apds 48 horas de tratamento (p <
0,001) (Figura 8 A e B). A redugéo significativa de 50% da viabilidade celular foi
alcancada no tempo de 72 horas (p < 0,001) (Figura 8 D). O ICso foi determinado,
porém decidimos adotar a concentracio de 40 ug mL! para os demais ensaios.

A partir destes resultados resolvemos prosseguir os ensaios com FAE e

caracteriza-la quimicamente por demonstrar maior potencial citotéxico comparada as

demais.
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Figura 8. Ensaio de MTT para andlise da viabilidade da linhagem celular MCF-7
apoés tratamento com a FAE do extrato de semente de acai. (A) A FAE do extrato do
acai causou reducao significativa da viabilidade celular da linhagem celular MCF-7
apos 24, 48 e 72 h de tratamento. * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001. Uma analise
de variancia (ANOVA), seguido do teste Bonferroni.
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6.2. Efeito na proliferacao celular da fracao acetato de etila da semente
do acai

Estudos demostram que os polifendis, em especial a epicatequina possui a
capacidade de estimular a respiracdo mitocondrial em células neoplasicas e
aumentar a massa mitocondrial em ratos (HUTTEMANN et al., 2012; YAMAMORI et
al., 2012; ELBAZ et al., 2014). Deste modo, decidimos investigar a viabilidade celular
das células tratadas com a FAE (40 yg mL™") com o ensaio com cristal violeta, que
também é utilizado para determinar a viabilidade celular devido a habilidade de
ligacao do cristal violeta ao DNA.

O ensaio de proliferacédo celular com cristal violeta reduz significantemente a
proliferacao celular para menos de 50% (p < 0,001) em 48 h apés tratamento com
FAE (Figura 9). Foi possivel observar a reducdo mais acentuada da proliferagéo
celular em 24, 48 e 72 horas em comparagao com o ensaio de viabilidade celular
com cristal violeta (Figura 10). Este dado sugere que a FAE induz o aumento do

metabolismo mitocondrial.
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Figura 9. Ensaio com Cristal Violeta realizado para avaliar a proliferacdo da célula
MCF-7 depois do tratamento com FAE do exitrato da semente do acai na
concentracdo de 40 ug mL " apds 24, 48 e 72 h de tratamento. *p < 0.05, ** p < 0.01,
***p <0.001. Andlise de variagao one-way (ANOVA), teste T ndo paramétrico.
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Figura 10. Andlise comparativa da viabilidade celular com MTT e proliferagao celular
com cristal violeta da linhagem celular MCF-7 apds tratamento com 40 ug mL' da
FAE do extrato da semente de acai. A reducao da viabilidade celular no ensaio com
cristal violeta é significativa quando comparada ao ensaio com MTT em 24, 48 e 72
horas. * p < 0,05, ** p < 0,01, *™* p < 0,001. Andlise de variancia (ANOVA), seguido
do teste Bonferroni.

6.3. Fracao acetato de etila do extrato da semente do acai causa
autofagia e alteracdoes morfoldgicas na linhagem celular MCF-7

O extrato da semente do acgai induziu autofagia na célula MCF-7 (SILVA et al.,
2014). Portanto, com o objetivo de avaliar se ocorreria 0 mesmo em células tratadas
com a FAE do extrato em estudo, foi realizada a técnica de imunofluorescéncia
utilizando o anticorpo anti-LC3B total. As imagens de imunofluorescéncia obtidas por
microscopia confocal mostram um perfil de marcacdo de LC3B citoplasmatica
apenas em células tratadas com a FAE (Figura 11). A FAE induz autofagia na célula

MCF-7 semelhante ao extrato da semente do acai.
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Figura 11. Ensaio de Imunofluorescéncia. (A, B, C e D) Marcacédo de LC3B para
identificacdo da autofagia. (A) Controle 24 h. (B) Marcacdo de LC3B em células
tratadas com 40 yg mL"' da FH apés 24 h. (C) Marcacdo de LC3B em células
tratadas com 40 yg mL"' da FC apds 24 h. (D) Marcagdo de LC3B em células
tratadas com 40 yg mL' da FAE apds 24 h. Apenas a FAE induziu autofagia na
linhagem celular MCF-7. Barra 10 uM.
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Os efeitos da FH, FC e FAE (40 ug mL") nas caracteristicas morfolégicas da
célula MCF-7 foram investigados por microscopia confocal. O tratamento por 24
horas com a FH n&do causou modificagbes morfoldgicas evidentes (Figura 12 B).
Apoés 24 h de tratamento com FC, as células evidenciaram projec¢oes citoplasmaticas
caracteristico de migracao e invasao celular (Figura 12 C). O tratamento com FAE
40 yg mL" modificou drasticamente a morfologia das células MCF-7 causando

vacuolizagbes, diminuicdo da densidade, encolhimento, agrupamento e

arredondamento celular (Figura 12 D).

Controle FH

Figura 12. Analise da morfologia por microscopia confocal das células apds
tratamento com as fragdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila apds 24 horas
(B, C e D, respectivamente). A fracdo acetato de atila causa alteracdes
morfolégicas mais evidentes na célula MCF-7, como arredondamento celular,
aglomeramento e diminuicdo da densidade celular. Imagens de experimento Unico.
Barra: 10 ym.
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6.4. A fracao acetato de etila do extrato da semente do acai nao causa
apoptose na linhagem celular MCF-7.

Visto que o tratamento com FAE causa reducdo na viabilidade e proliferacao
celular e alteragdes morfologicas, analisamos o tipo de morte celular por meio do ensaio
FITC Anexina V- Apoptosis e leitura utilizando o citdmetro de fluxo FACS Calibur da
BD® em células MCF-7 tratadas com concentracdo de 40 ug mL* (Figura 13).

A FAE nédo induz apoptose na célula MCF-7, porém observa-se reducao
significativa de células viaveis e aumento da marcagéo de Pl nos tempos de 12 e 24
horas indicando necrose celular (Figura 13).
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Figura 13. Ensaio FITC Anexina V- Apoptosis por citometria de fluxo apéds
tratamento com acetato fracdo do extrato da semente de acai. (A) Controle 12 h. (B)
O extrato ndo causa a apoptose em células MCF-7 apés 12h de tratamento. (C)
Controle 24 h. (D) O extrato induz necroptose em células MCF-7 ap6s 12 h e 24 h de
tratamento. (a) quantificagcdo de células viaveis, ap6s 24 e 48 h apds o tratamento.
(b) Quantificagdo com anexina. (c) Quantificagdo da dupla marcagado. (d)
Quantificagdo com PI. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Uma analise de variancia
(ANOVA), teste de Bonferroni.
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Visando identificar se a inibicdo da autofagia induziria a apoptose, foi
realizado o ensaio com FITC Anexina V- Apoptosis, inibindo a autofagia com 3MA. A
inibicdo da autofagia reduziu a marcacao de Pl das células tratadas com FAE e nao

induziu a morte celular por apoptose (Figura 14).

Controle

24h

24h

Figura 14. Ensaio FITC Anexina V- Apoptosis por citometria de fluxo apéds
tratamento com acetato fracdo do extrato da semente de acai e inibicdo
farmacolégica da autofagia com 3 MA. A inibigdo da autofagia ndo induz a apoptose
apos 24 h de tratamento com a FAE e reduz a marcagao de PI. Experimento Unico.
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6.5. Caracterizacao do perfil quimico da fracao acetato de etila do extrato

da semente do acai

A anadlise da FAE do extrato da semente do acai demonstrou que a fragao é
rica em polifendis. Os compostos presentes na amostra da FAE do extrato da
semente do acai, utilizando o modo positivo, através do espectro de massas séao
epicatequina, proantocianidina Az, procianidinas trimeérica e tetrameérica (Figura 15 a,

b, c e d, respectivamente).
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Figura 15. Espectro da fragdo acetato de etila do extrato da semente do agai
analisada por ESI- FT- ICR MS. ESI (-) - FT- ICR MS (superior) e ESI (+) - FT- ICR
MS (inferior). (a) epicatequina, proantocianidina Az, (c) procianidina trimérica e (d)
procianidina tetramérica.
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7. DISCUSSAO

O céancer de mama é a segunda neoplasia mais frequente em mulheres, e
apresenta alta taxa de incidéncia e mortalidade, ressaltando a necessidade de
melhores estratégias de prevencado e terapia (WHO, 2010). A pesquisa de
medicamentos antineoplasicos através de extratos e principios ativos obtidos de
produtos naturais é uma estratégia para a descoberta de novos compostos
terapéuticos (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Demonstrou-se em trabalho anterior que o extrato da semente do acai foi
eficaz na diminuicao da viabilidade de células MCF-7, induzindo-as ao fenémeno da
autofagia. Neste trabalho, com o intuito de identificar os compostos responsaveis por
estes efeitos, testamos diferentes fragcdes derivadas do extrato hidroalcodlico da
semente de Euterpe oleracea Mart. na viabilidade de células MCF-7 e
caracterizamos quimicamente a fragdo mais eficaz através de espectrometria de
massa por ionizacao por eletrospray com um analisador FT-ICR.

Os dados aqui apresentados indicam o potencial antineoplasico efeito dose-
tempo-dependente da FAE derivada do extrato da semente do agai em células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7), reduzindo a viabilidade celular significativamente
apods 24 h de tratamento mais forte do que as outras duas fracdes, sugerindo a
existéncia de compostos citotéxicos promissores na FAE do extrato da semente do
acai. Por conseguinte, a fragdo de acetato de etila foi escolhida para posterior
identificacdo dos compostos. Em outros estudos, fragdo acetato de etila de produtos
naturais também foi a mais eficiente em reduzir a viabilidade de células tumorais
(MCF-7, U87, CACO-2 e HepG2) (CHEN et al., 2015; TRIPATHY et al., 2015).

A FAE induziu morte celular por necroptose. A morte celular programada in
vivo envolve a interagdo entre a apoptose, autofagia e necroptose. Em alguns casos,
um estimulo especifico induz apenas um tipo de morte celular programada, mas em
outras situagdes, 0 mesmo estimulo pode dar inicio a multiplos processos de morte
celular (AMARAVADI e THOMPSON, 2007).

Diferentes tipos de mecanismos podem coexistir e interagir, porém, um
mecanismo domina os outros. O tipo de morte celular é regulada por varios fatores,

incluindo os niveis de ATP, a extensao do dano ou stress, e a presenca de inibidores
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de vias especificas. A crise bioenergética que ocorre com NAD+ e deplecdo aguda
de ATP em células glicoliticas esta associada a alta concentracdo de ROS (espécie
reativa de oxigénio), podendo ativar autofagia, porém se autofagia falha para manter
0s niveis de energia, ocorre a necroptose (LIN et al, 2004; AMARAVADI e
THOMPSON, 2007). Compostos e agentes antineoplasicos induzem necroptose em
células cancerosas, como exemplo o Shikonin induz a necroptose em células MCF-7
(HAN et al., 2007).

A linhagem celular utilizada neste estudo nao possui caspase-3, causando
reducao da susceptibilidade a apoptose e aumento dos efeitos pré-morte autofagica
devido esta deficiéncia. Porém este € um modelo experimental muito utilizado para
cancer de mama por ter sobre expressao de Bcl-2 e a resisténcia a apoptose desta
mimetiza a propriedade de células tumorais (BEROUKHIM et al., 2010).

Embora a apoptose muitas vezes ser o primeiro modo de morte celular e a
necroptose uma forma de assegurar a ocorréncia da morte celular, a evidéncia
emergente demonstra que a via necrética pode predominar sob certas condigdes
patolégicas (CARRASCO-GARCIA et al., 2012).

A via PIBK/AKT/mTOR é frequentemente alterada no cancer de mama, com
mutacdes, amplificacées, superexpressdes ou delegcdbes que afetam alguns dos
componentes moleculares. Em células de cancer de mama, a inibicdo da via da
mTOR ¢é suficiente para desencadear a autofagia (PAGLIN et al., 2005). Estudos
demonstram que as antocianinas, pertencentes ao grupo dos flavonéides tém como
alvo proteinas das vias de sinalizacao Notch, Wnt, MAPK e PI3K (KIM et al., 2010;
KAUSAR et al., 2012).

Assim, estamos frente a uma possibilidade de extragcdo do principio ativo
candidato a tratamento terapéutico e/ou a prevengao do cancer de mama, visto que
h& frequente resisténcia para multiplas drogas quimioterapicas durante o tratamento
(CHEN et al., 1990; LEE et al., 1997; LI e JIANG, 2007; VILQUIN et al., 2015).

A FAE da semente do agai € composta por epicatequina, proantocianidina Az,
procianidinas trimérica e tetramérica. A composicao fenédlica da semente do acai ja
foi anteriormente descrita identificando as formas oligoméricas como os compostos
mais abundantes. A presengca de catequinas e epicatequina também foram
reportadas na semente do acai (RODRIGUES et al., 2006; BARROS, 2015).

A atuacao da FAE do extrato do acgai na reducdo da viabilidade celular e a
inducao da morte celular por autofagia pode ser atribuido a sua alta concentragéo de
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polifendis (RODRIGUES et al., 2006; BARROS, 2015), o que atribui a semente do
acai uma alta capacidade antioxidante (FRANKEL et al, 1993; CHOI, 1998).
Antioxidantes sao compostos com carater protetor do cancer que atuam inibindo e /
ou diminuindo os danos ao DNA e as macromoléculas (MCCORD, 2000). A atividade
antioxidante dos compostos fendlicos esta ligada a uma combinacdo dos elementos
estruturais e quimicos, como por exemplo, a glicosilacdo, a presenca de hidroxilas
livres ou 0 numero e posigao de hidroxilas (DE MARTINO et al., 2012).

A semente do agai também demonstrou beneficios para o sistema
cardiovascular (ZAPATA-SUDO et al., 2014), renal (DE BEM et al., 2014) e
neurolégico (SUDO et al., 2015). Estudos afirmam que produtos naturais que
possuem polifendis em sua composicao quimica demonstram atividade antioxidade
e antiproliferativa em células neoplasicas in vitro (AKSOY-SAGIRLI, 2015; ASHRAF,
2015; VUONG et al., 2015; YESSOUFOU, 2015).

A epicatequina esta dentre os compostos mais ativos encontrados em plantas
e apresenta atividade antioxidante e citotéxica nas células MCF-7 e HCT-15 (DEEPA
et al., 2013). A catequina e a epicatequina foram os metabdlitos secundarios mais
abundantes do extrato de Piper imperiale e demonstraram elevada capacidade
antioxidante, potente efeito antimicrobacteriano e efeito citotéxico na linhagem
celular MCF-7 (DIAZ et al., 2012).

A epicatequina exibe varios beneficios a saude humana (JEW et al., 2009) e
sensibiliza varias células de cancer apos a radiacao (ELBAZ et al., 2014). Estudos
demostram que os polifendis, em especial a epicatequina, possuem a capacidade de
estimular a respiracdo mitocondrial, aumentando a atividade do NADPH, citocromo ¢
redutase em células neoplasicas e aumenta a massa mitocondrial em ratos
(RODGERS e GRANT, 1998; HUTTEMANN et al., 2012; YAMAMORI et al., 2012;
ELBAZ et al., 2014). Os efeitos sobre atividades enzimaticas in vitro sugerem que
nao existe apenas o potencial de flavonoides alterarem a ativagdo metabdlica de
substancias cancerigenas, mas também medicamentos administrados
terapeuticamente in vivo (RODGERS e GRANT, 1998).

Li e Jiang (2007) demonstraram que as fragdes enriquecidas de procianidinas
monomeéricas € oligoméricas, onde as catequinas e epicatequinas foram as
principais unidades monoméricas, apresentaram atividade antioxidante e inibitéria na
proliferacdo de células MCF-7 e de lactato desidrogenase A (LDH-A) (LI e JIANG,
2007). Assim como, epicatequinas oligoméricas por polimerizagdo enzimatica
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exibiram amplificagdo da inibicAo do crescimento das células neoplésicas
(NAGARAJAN et al., 2008).

A epicatequina juntamente com &acido galico e ursélico induziram a apoptose e
deplecao de GHS (glutationa simples) em células neoplasicas (MCF-7 e U87)
(TRIPATHY et al, 2015). A epicatequina demostrou a mais elevada atividade
antioxidante pelo método DPPH. No entanto, a procianidina B4 demostrou maior
efeito inibitério da proliferagao nas células HELF e MCF-7, enquanto epicatequina e
procianidina B2 obtiveram citotoxicidade inferior nas células MCF-7 e HELF quando
comparado ao taxol. Além disso, a procianidina B2 tem maiores atividades de
eliminacao contra os radicais hidroxila e anion superoxido do que procianidina B4 e
epicatequina (LI e JIANG, 2007).

Outro estudo demonstra a citotoxicidade da epicatequina e proantocianidina
B2 em células de cancer de mama humano (MCF-7) e de fibroblastos de pulméao
humano embrionério (HELF), porém foram inferiores ao do tratamento com paclitaxel
(ZHAO et al., 2007). As procianidinas Az exibiram alta atividade antineoplasica
contra as linhagens tumorais (HepG2 e Hela) e apresentaram reduzida atividade
antineoplasica em células de cancer de pulmao (A549) e de mama (MCF-7). No
mesmo estudo, também foi identificado atividade antimicrobiana da epicatequina e
procianidina Az (WEN, 2014). E importante ressaltar que os flavondides
evidenciaram pouca ou nenhuma citotoxicidade em células normais
(GHASEMZADEH e JAAFAR, 2013; TRIPATHY et al., 2015).

No entanto, Rodgers e Grant (1998) investigaram os efeitos dos flavonoides
quercetina, miricetina e epicatequina na linhagem celular MCF-7, e identificaram que
apenas a quercetina causou diminuicdo do teor de proteina celular e da viabilidade
celular, alterou a morfologia celular, aumentou o nivel de glutationa reduzida (GSH)
e também inibiu acentuadamente a sintese de proteinas, DNA e RNA (RODGERS e
GRANT, 1998).

Extratos da folha de Pandanus amaryllifolius Roxb. mostraram potencial de
compostos bioativos, como catequina, acido galico, kaempferol e naringina, podem
funcionar sinergicamente na inibicdo da proliferagdo de células de cancer de mama
(GHASEMZADEH e JAAFAR, 2013). Deste modo, é necessario investigar a acao
destes compostos individualmente e simultaneamente na inibicdo de células de
cancer de mama e em outras linhagens de cancer, pois estes podem funcionar

sinergicamente.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e As fragbes do exirato da semente do acgai reduziram significativamente a
viabilidade celular da célula MCF-7, porém a fragdo acetato de etila foi a
mais eficaz demonstrando maior potencial citotdxico;

¢ A FAE parece induzir a estimulagdo da atividade mitocondrial;

eA FAE induz a autofagia e causa alteracbes morfolégicas (vacuolizacoes,
diminuicdo da densidade, encolhimento, agrupamento e arredondamento
celular) na célula MCF-7;

e A FAE nao induz apoptose celular mesmo apos inibicdo da autofagia;

¢ Os resultados de (+) ESI-FT-ICR MS mostraram que a fracdo acetato de
etila do extrato da semente do acai é rico em polifendis, constituido por
catequina, procianidinas trimérica e tetramérica;

e A epicatequina, proantocianidina Az, procianidinas trimérica e tetramérica
sao responsaveis pelo efeito citotoxico na célula MCF-7, porém deve ser
investigado se esta acado deve-se a epicatequina ou as suas formas
oligoméricas;

e A epicatequina, proantocianidina Az procianidinas trimérica e tetramérica
podem ser candidatos a viabilizacdo de medicamento fitoterapico ou fonte de
um novo farmaco para a tratamento e/ou para a prevencédo do cancer de

mama.

Sugere-se que os flavondides da semente do agai podem ser potencialmente
componentes Uteis para alimentos funcionais e / ou drogas antineoplasicas
(quimiopreventivo). Mais estudos sdo necessarios para elucidar a atividade
citotéxica isolada de cada composto. Assim como, identificar os alvos moleculares
do mecanismo de morte celular a fim de proporcionar a aquisicido de novas

combinacoes terapéuticas e/ou preventivas no tratamento do cancer de mama.
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