Universidade do Estado do Rio de Janeiro

SR
T . , .
2 <y . Centro Biomédico
% UERJ ¢ L L
anSTﬂlfﬂ“ﬁ Faculdade de Ciéncias Médicas
AD

L)

Dulcelena Ferreira Silva

Analise da citotoxicidade do extrato do fruto de jucara (Euterpe

oleracea Mart.) do Maranh&o em células malignas humanas

Rio de Janeiro
2013



Dulcelena Ferreira Silva

Andlise da citotoxicidade do extrato do fruto de jucara (Euterpe oleracea Mart.)

do Maranh&o em células malignas humanas

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pés-graduacéao em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Programa de Doutorado Interinstitucional
realizado com a Universidade Federal do
Maranh&o.

Orientador: Prof. Dr. Roberto Soares de Moura

Coorientadora: Prof.2 Dra. Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento

Rio de Janeiro
2013



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ / REDE SIRIUS / BIBLIOTECA CB/A

S586  Silva, Dulcelena Ferreira
Analise da citotoxicidade do extrato do fruto de jucara (Euterpe
oleracea Mart.) do Maranhdo em células malignas humanas/
Dulcelena Ferreira Silva. Rio de Janeiro, 2013.
102 f.

Orientador: Roberto Soares de Moura
Coorientadora: Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento

Tese (Doutorado) - Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Faculdade de Ciéncias Médicas. Pos-graduacdo em Fisiopatologia
Clinica e Experimental. Programa de Doutorado Interinstitucional
realizado com a Universidade Federal do Maranh&o

1. Jucara - Extrato. 2. Euterpe oleracea Mart. 3. Polifendis. 4.
MCF - 7. 5. Citotoxicidade. 6. Autofagia. |. Moura, Roberto Soares.

Il. Nascimento, Maria do Desterro Soares Brandao. Ill. Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV
Titulo.

CDU 612 - 092.18:582.521.11

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducéo total ou parcial

desta tese/dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Dulcelena Ferreira Silva

Andlise da citotoxicidade do extrato do fruto de jucara (Euterpe oleracea Mart.)
do Maranh&o em células malignas humanas

Aprovada em 20 de margo de 2013.

Tese apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor, ao
Programa de Pés-graduacgéo em
Fisiopatologia Clinica e Experimental, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Programa de Doutorado Interinstitucional
realizado com a Universidade Federal do
Maranh&o.

Coorientadora: Prof.2 Dra. Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento
Universidade Federal do Maranhao

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Roberto Soares de Moura (Orientador)
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Marisa Maria Dreyer Breitenbach
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Prof.2 Dra. Marilene Oliveira da Rocha Borges
Universidade Federal do Maranhé&o

Prof.2 Dra. Maria do Rosério da Silva Ramos Costa
Universidade Federal do Maranhao

Prof.2 Dra. Ana Carolina Stumbo Machado
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes - UERJ

Rio de Janeiro

2013


javascript:abreDetalhe('K4783605A6','Marisa_Maria_Dreyer_Breitenbach',8477)

DEDICATORIA

A minha méae Dulce (in memorian).

Aos meus filhos Dulce Cristiane e Junior e aos meus netos Vinicius e Pedro Arthur.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me ter permitido chegar até aqui.

Aos meus filhos, pelo incentivo permanente.

A Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), que a mim oportunizou a
ampliacdo de conhecimentos a este nivel, em especial ao Hospital Universitario da
UFMA, minha gratidao.

A Coordenacéo do Programa de Pos — Graduacgio em Fisiopatologia Clinica
e Experimental (FISCLINEX) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ),
em especial, aos professores Doutores: Egberto Gaspar de Moura, Eliete Bouskela,
Alex Christian Manh&es e Patricia Cristina Lisboa.

Ao Prof. Dr. Roberto Soares de Moura da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), por ter me aceito como orientanda acreditando em minha
capacidade de honrar compromissos.

A Prof.2 Dra. Maria do Desterro Soares Branddo Nascimento, agradecimento
todo especial por sua incansavel missdo de transmitir experiéncias e conhecimentos
e que a mim muito orgulha té-la como amiga e Co - orientadora.

A Prof.2 Dra. Maria do Rosério da Silva Ramos Costa, Coordenadora pela
Instituicdo receptora do DINTER/FISCLINEX - UERJ/UFMA., pelo apoio a todos nés
doutorandos.

Ao Prof. Dr. José Andrés Morgado Diaz do Centro de Pesquisa da Divisao
de Biologia Celular do Grupo de Biologia Estrutural do Nucleo de Pesquisa do
Instituto Nacional de Cancer (INCA) por ter me proporcionado apoio incondicional na
realizacdo dos ensaios experimentais deste trabalho.

A Dra. Nise Hitomi Yamaguchi, médica imunologista e pesquisadora em
farmacogenética do Instituto Avancos em Medicina - S&o Paulo, motivadora no
desenvolvimento deste trabalho cientifico na area da Oncologia.

A Prof.2 Dra. Claudia Vitoria de Moura Gallo do Grupo de Pesquisa da
Biologia Molecular de Tumores da UERJ pela disponibilidade no acondicionamento
inicial do liofilizado dos extratos da jucara.

A Dra. Flavia Castello Branco Vidal, colaboradora da equipe de
pesquisadores do INCA e integrante do Programa Nacional de P6s — Doutorado
PNPD/CAPES/UFMA, pela colaboragdo na caracterizacdo dos eventos

experimentais. “minha mae de bancada”.



A Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) pela concess&o do laudo da
exsicata da jucara pelo Herbario Rosa Mochel.

As Prof.* Dras. Maria Célia Pires Costa e Prof2 Débora Santos, pela
reconhecida colaboracéo na elaboracéo da exsicata.

A equipe do Laboratério de Farmacologia e Psicobiologia da UERJ, em
especial ao Dr. Marcelo, pela colabora¢do na obtencdo dos extratos hidroalcodlicos de
Jucara.

Aos integrantes, do Grupo de Biologia Estrutural do Nucleo de Pesquisa do
INCA pelo companheirismo, em especial, Waldemir Souza.

A professora Maria Carminda Arruda Guimardes do Centro Educacional
Sagrados Coracdes (CESCO), pela colaboracdo na coleta da palmeira Euterpe
oleracea Mart, material necessario para a execu¢ao da Exsicata da Jucara.

A Simone e a Patricia pela ajuda na Microscopia Eletronica de Transmiss&o
do Laboratério do Nucleo de Pesquisa do INCA

Aos académicos do curso de Medicina, bolsistas de iniciacdo cientifica pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(FAPEMA) e CNPg/UFMA, como também da Pré-Reitoria de Extensao
(PROEX/UFMA, Hugo, Isadora, Juliete, Adriana, Marcos Antonio, Thiago Mubérack,
Thaise e demais voluntarios pela colaboracao.

A Rosélia Aires, minha cunhada, por me ter apoiado e protegido durante o
estagio doutoral.

Ao Sr. Domingos Santos, pela colaboragcdo nos caminhos da digitacdo e
formatacao.

A todos que participaram indiretamente da realizacdo deste trabalho. e que

nao foram por mim aqui mencionados.



Tudo esta pronto se nossas mentes estao prontas.

William Shakespeare



RESUMO

SILVA, Dulcelena Ferreira. Andlise da citotoxicidade do extrato do fruto de jucara
(Euterpe oleracea Mart.) do Maranh&o em células malignas humanas. 2013. 102 f.
Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro e Universidade
Federal do Maranh&o, S&o Luiz, 2013.

A jucara, Euterpe oleracea Mart., fruta indigena da Amazodnia Legal, € rica em
fitoquimicos com atividades anti-oxidante, antiinflamatoria e anti-cancer. Este estudo tem
por objetivo analisar os efeitos do extrato hidroalcodlico da casca, caroco e fruto total da
jucara em diferentes linhagens de células malignas humana. Os frutos foram coletados no
Parque da Jucara, localizado no Maracand, municipio de Sdo Luis, seguida da confeccao
da excicata que se mantém registrada no Herbario Rosa Mochel do Nucleo de Estudos
Bioldgicos da Universidade Estadual do Maranh&o. Os extratos hidroalcodlicos da casca,
caroco e fruto total foram extraidos no Laboratério de Farmacologia e Psicobiologia da
UERJ. As linhagens celulares utilizadas nos ensaios foram MCF-7 (adenocarcinoma de
mama), CACO-2 e HT-20 (adenocarcinoma colo retal) e adenocarcinoma na mama (MDA-
MB-468). As linhagens foram tratadas com 10, 20 e 40ug/mL dos extratos por 24 e 48
horas e feitas as analises. Células MCF-7 controle apresentaram ndcleo proeminente com
nucléolos evidentes. Apos tratamento com o extrato hidroalcodlico da casca da jucara, as
células mostraram morfologia arredondada com retracdo do citoplasma. O ensaio de
viabilidade com MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide))
demonstrou uma reducdo na viabilidade das células. ApGs 48 horas, o tratamento das
células com 20ug/mL do extrato da casca reduziu a viabilidade sendo que o efeito
citotoxico do tratamento com 40ug/mL do extrato da casca foi potencializado. Células
tratadas com 10ug/mL do extrato do carogo de jucara apresentavam-se arredondadas
com consequente reducdo no volume celular. A concentracdo 20upg/mL de extrato
hidroalcoodlico do carogo, causou severa reducdo no volume das células e ocasionou o
surgimento de vacuolos intracelulares. O mesmo foi observado apds tratamento com
40ug/mL. O tratamento com 40ug/mL do extrato hidroalcodlico do fruto total, modificou
drasticamente a morfologia das células MCF-7 causando vacuolizacdo e aparente lise
com perda do conteudo citoplasmético e 0 ensaio da viabilidade com MTT demonstrou
reducdo na viabilidade das células MCF-7 tratadas com 20 e 40ug/mL apos 24 horas de
tratamento. Analises por MET (Microscopia Eletrdnica de Transmissao) demonstraram o
surgimento de vesiculas autofagicas, cuja comprovacdo deu-se com a identificacdo da
expressdo da proteina LC3BIl na membrana do autofagossoma pela técnica de Western
Blotting. Mediante o demonstrado pelos experimentos, com as linhagens MCF-7 e MDA-
MB-468, confirma-se que as fracOes isoladas do extrato do carogo da jucara, promove
modificagOes celulares indicativas de autofagia a partir de 10pg/mL, em 24 horas. O
ndcleo permaneceu integro, ndo apresentando caracteristicas de nucleo apoptotico. Os
dados sd@o conclusivos para ocorréncia de morte celular por autofagia em linhagem
celulares de carcinoma de mama MCF-7 quando tratadas com extrato hidroalcodlico da
casca, caroco e fruto total da jucara do Maranhdo, agente quimiopreventivo no cancer de
mama estrogénio-dependente.

Palavras-chave: Euterpe oleracea Mart. Jucara. Polifenéis. MCF - 7. Citotoxicidade.

Autofagia.



ABSTRACT

Jucara, Euterpe oleracea Mart., an indigenous fruit from Amazon, is rich in
phytochemicals with antioxidant, anti-inflammatory and anti-cancer activity. This
study aims to analyze the effects of the hydroalcoholic extract of the bark, seed and
total fruit of jucara in different human malignant cell lines. Fruits were collected at the
Maracana Ecological Park, in S&o Luis, followed by excicata manufacturing that
remains registered in the Herbarium Rosa Mochel from the Nucleus of Biological
Studies at the State University of Maranhdo. The hydroalcoholic extracts of bark,
seed and fruit were all obtained in the Laboratory of Pharmacology and
Psychobiology UERJ. The cell lines used in the tests were MCF-7 and MDA-MB-468
(breast adenocarcinoma) and CACO-2 and HT-20 (colorectal adenocarcinoma).
Strains were treated with 10, 20 and 40pg/mL of extracts for 24 and 48 hours.
Control MCF-7 cells showed prominent nucleus with evident nucleoli. After treatment
with the hydroalcoholic extract from the bark of jucara, the cells showed rounded
morphology with retraction of the cytoplasm. The MTT viability assay showed a
reduction in cell viability. After 48 hours, treatment of cells with 20pg/mL of bark
extract reduced cell viability and the cytotoxic effect of treatment with 40ug/mL
extract of the bark was potentiated. Cells treated with 10ug/mL of the bark extract
were rounded with consequent reduction in cell volume. The concentration of
20pg/mL of bark extract caused severe reduction in volume of the cells and caused
the appearance of intracellular vacuoles. The same was observed after treatment
with 40ug/mL. Treatment with 40ug/mL of the hydroalcoholic extract of total fruit
dramatically changed the morphology of the MCF-7 cells causing vacuolization and
lysis with apparent loss of cytoplasmic contents. MTT assay showed a reduction in
viability of MCF-7 cells treated with 20 and 40ug/mL after 24 hours of treatment.
Analysis by electron microscopy showed the appearance of autophagic vacuoles.
Autophagosome protein LC3BIlI was identified by Western Blotting technique. It is
confirmed that the isolated fractions of the bark extract from jucara promotes cellular
changes indicative of autophagy from 10ug/mL in 24 hours. The nuclei remained
intact, showing no apoptotic features. The data are conclusive for the occurrence of
autophagy in carcinoma cell line MCF-7 breast treated with hydroalcoholic bark, seed
and fruit from jucara.

Keywords: Euterpe oleracea Mart. Jucara. Polyphenols. MCF - 7. Cytotoxicity.
Autophagy.
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INTRODUCAO

Euterpe oleracea € espécie vegetal, pertence a familia Arecaceae que
engloba aproximadamente 200 géneros e cerca de 2.600 espécies. Sua distribuicdo
€ predominantemente tropical e subtropical (JONES, 1995). Na Amazbnia, esta
familia esta representada por 39 géneros e um numero de espécies estimadas entre
150 e 180 (KAHN, 1997). A taxonomia identificada pelo sistema de classificacao de
Cronquist (1981), mostrou que, 0 acaizeiro estd ordenado na seguinte sequéncia
hierarquica:

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Subclasse: Arecidae

Ordem: Arecales

Familia: Arecaceae,

Subfamilia: Arecoidae

Género: Euterpe

Espécie: Euterpe oleracea

No género Euterpe presente na Amazonia brasileira possui as seguintes
espécies e variedades séo identificadas: E. oleracea, E. precatoria var. precatoria, E.
precatoria var. longevaginata, E. catinga var. catinga, E. catinga var. roraimae e E.
longibracteata. Dentro das espécies nativas do Brasil as mais importantes, do ponto
de vista agroindustrial sdo E. oleracea, E. edulis e, bem secundariamente, E.
precatoria. UHL; DRANSFIELD, 1986; HENDERSON; GALEANO, 1996)

Euterpe oleracea Mart. € uma espécie monocotiledénea nativa da varzea
da regido amazobnica, especificamente dos seguintes paises: Venezuela, Colémbia,
Equador, Guianas Suriname e Brasil, principalmente nos estados do Amazonas,
Amapd, Para, Maranhdo, Rondonia, Acre e Tocantins. E conhecida popularmente
como acai, acai do pard, acai do baixo amazonas, acai de touceira, acai de planta,
jucara e jucara de touceira (CALZAVARA, 1972; CAVALCANTE, 1991; VILLACHICA
et al., 1996). As duas ultimas denominacdes citadas sdo bastante comuns no Estado

do Maranhao.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Monocotiled%C3%B4nea
http://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%A1rzea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_amaz%C3%B4nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Venezuela
http://pt.wikipedia.org/wiki/Col%C3%B4mbia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Equador
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guianas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Brasil
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amazonas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amap%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Par%C3%A1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Maranh%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rond%C3%B4nia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Acre
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tocantins
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Euterpe oleracea Mart. € nativa da Amazonia brasileira e o Estado do
Para é o principal centro de dispersédo natural dessa palmacea e da América Central.
No entanto, é na regido do estuario do Rio Amazonas que se encontram as maiores
e mais densas populacdes naturais dessa palmeira, adaptada as condicdes
elevadas de temperatura, precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar (GAMA
et al., 2010; EMBRAPA, 2006).

A producao de frutos do acaizeiro no Estado do Para cresceu de 92.021
toneladas, em 1997, para 122.322 toneladas, em 2002, um aumento de quase 33%.
Em 2003, a produgéo foi de 160.000 toneladas. No Maranhao, em 2010, foram
coletadas 10.930 toneladas, demonstrando um aumento de quase 49% (FEITOSA,
TROVAO, 2006; IBGE, 2010).

No Brasil a quantidade produzida de frutos alimenticios, conforme o IBGE
(2010), demonstra ser o acai um dos principais produtos de extracdo vegetal,
perdendo apenas para erva mate. Ainda em 2010 a quantidade produzida e
acumulada de acai no Maranhdo mostrou que Luis Domingues e Carutapera da
mesorregido oeste maranhense estdo entre os 20 maiores municipios produtores
com suas respectivas Unidades da Federacéo Brasileira.

No Estado do Maranhdo Euterpe oleracea Mart. foi também registrada na
mesorregido norte maranhense, especificamente, nos municipios de Alcantara,
Cururupu, Guimaraes e Mirinzal, como também na mesorregido oeste maranhense
em Maracacumé, Santa Inez, Santa Luzia, Turiacu e Zé Doca (OLIVEIRA;
CARVALHO; NASCIMENTO, 2000).

As plantas contém compostos naturais que exibem importantes
propriedades bioativas, cujos compostos podem fornecer alternativas aos
medicamentos atuais propiciando novas descobertas de drogas (MOHANTY; COCK,
2012; LIEDO et al., 2012).

Segundo estudos realizados pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) (2006) o acai é considerado um alimento de alto valor
calorico e nutricional, com elevado percentual de lipideos, proteinas e minerais. O
acai representa a principal base alimentar da populacao ribeirinha, da regido do
estuario do Rio Amazonas.

Amostras de acai foram estudadas por Mulabagal, Keller e Calderon
(2012), demonstraram ter cianidina 3-glucésido, cianidina 3-sambubioside, cianidina

3-rutinoside, e 3-peonidina rutinoside. O acai possui elevada concentracdo de
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antocianinas (1,02 g/100 g de sélidos secos), cujo teor nos frutos esté relacionado a
prevencdo e redugdo das doengas cancerigenas, cardiovasculares e circulatorias,
devido aos radicais livres.

Os fitoquimicos sdo compostos presentes nos alimentos derivados de
plantas, incluindo a soja, cereais, sementes e polpas, em especial as de jucara, que
podem ser agrupadas em familias com base em similaridades da estrutura quimica:
dos flavonodides (isoflavonas, flavonas, flavondis, flavan-3-ols, flavanonas e
antocianinas), lignanas (secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol e pinoresinol)
e acido cindamico. Em sendo assim, os polifendis tém atividades antioxidantes,
antiproliferativa e antiangiogénica, sendo que alguns destes tém atividade
estrogénica (MANACH et al., 2004; WEBB; MCCULLOUGH, 2005; SEERAM,
2008a).

Kwon et al., (2007) demonstraram experimentalmente em camundongos
transgénicos que certos fitoquimicos consumidos na dieta podem ter efeitos
protetores contra o cancer, tendo sido também mostrado em modelos de canceres
mediados por agentes cancerigenos como irradiacdes e agentes derivados de fontes
exdgenas ou endbgenas. A protecdo por fitoquimicos na dieta contra o cancer sédo
devidos a inducdo do sistema de defesa celular, incluindo antioxidantes,
desintoxicacdo, ativacdo de enzimas anti-inflamatérias, bem como vias de
sinalizacao que culminam na parada do ciclo celular e / ou morte celular.

Rogez (2000) descreveu a composicdo quimica e o valor nutricional do

fruto acai (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao quimica e valor nutricional do acai (Euterpe oleracea Matrt.).

COMPOSICAO UNIDADE QUANTIDADE NA MATERIA SECA
pH - 5,80
Matéria seca % 15,00
Proteinas /100 g(1) 13,00
Lipidios totais /100 g(1) 48,00
AcUcares totais g/100 g(2) 1,50
AcUcares redutores /100 g(1) 1,50
Frutose 0/100 g(1) 0,00
Glicose /100 g(1) 1,50
Sacarose 0/100 g(1) 0,00
Fibras Brutas 0/100 g(1) 34,00
Energia Kcal/100g 66,30
Cinzas 0/100 g(1) 3,50
Sadio mg/100 g(2) 56,40
Potéssio mg/100 g(2) 932,00
Célcio mg/100 g(2) 286,00
Magnésio mg/100 g(2) 174,00
Ferro mg/100 g(2) 1,50
Cobre mg/100 g(2) 1,70
Zinco mg/100 g(2) 7,00
Fasforo mg/100 g(2) 124,00
Vitamina B1 mg/100 g(2) 0,25
a-Tocoferol (vitamina E) mg/100 g(2) 45,00

(1) Matéria seca; (2) Calculo por diferencga.
Fonte: Adaptado de Rogez (2000)
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Acai/SistemaProducaoAcai/paginas/composicao.htm.

Sanabria e Sangronis (2007), realizaram também a caracterizacdo da
Euterpe oleracea Mart. determinando a composi¢do centesimal, o perfil de acidos
graxos, o conteudo de minerais, taninos, polifendis, antocianinas, capacidade
antioxidante e da cor da polpa de acai em duas colheitas ha Amazodnia venezuelana
e indicaram que acai tem um teor de lipideos elevado (49,4% e 33,1%), proteinas
(13,8% e 9,3%), cinzas (5,2% e 2,2%) e fibra dietética total (27,3% e 18,0%).
Destaca-se que 71% da gordura do acai € constituida por acido oléico; polifendis
5,02 e 2,20 g/100 g; taninos 0,70 e 1,37 g/100g ; antocianinas 0,73 e 1,60 g/100 g e
a capacidade antioxidante 88,03 e 87,87%, os quais concluiram que o fruto tem um
alto valor nutricional e contém compostos antioxidantes.

Muitos pesquisadores estabeleceram que o consumo de frutas, contendo
antocianinas, intituladas de berry, tem um impacto positivo e profundo sobre a saude

humana e desempenho sobre doencas (SEERAM, 2008a).


http://elba.s.lib.bioinfo.pl/auth:Elba,S
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Laslo et al., (2012) demonstraram que a polpa de acai seco pode
promover o envelhecimento saudavel e a reducdo do dano oxidativo fundamentando
melhor a viabilidade da utilizacdo de acai como uma intervencéao eficaz na dieta para
aliviar os sintomas de doencas com um alto nivel de estresse oxidativo.

Willcox et al., (2009), relataram que a dieta com baixa caloria, baixa carga
glicémica, rica em nutrientes e antioxidantes tem implicacfes para a saude. Esses
autores verificaram que as taxas de mortalidade por doenca coronariana e cancer
diminuiram nos japoneses e norte-americanos, 0s quais evidenciaram retardo no
surgimento das principais doengas associadas a idade, tais como cancer, acidente
vascular cerebral e diabetes.

O céancer € um problema de saude crescente em todo o mundo devendo-
se ao aumento da expectativa de vida, urbanizacdo e as subsequentes mudancas
de condi¢Bes ambientais. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
a incidéncia global é de 12,7 milhdes e a mortalidade global conta com 7,6 milhdes,
sendo que os canceres mais comuns em paises desenvolvidos incluem a mama,
préstata e colorretal, os quais estdo relacionados a longevidade (WHO, 2008).
Outros canceres com progndstico reservado (figado, estbmago e eséfago) sdo mais
comuns em paises menos desenvolvidos (FERLAY et al., 2008).

No Brasil a distribuicdo proporcional dos canceres em ambos 0s sexos
mostra predominio do cancer de mama, colo de Utero e colo-retal no sexo feminino,
enquanto que no sexo masculino inclui prostata, traquéia, brénquios e pulméao. A
distribuicdo do cancer colorretal é igual nos dois géneros (INCA, 2011).

Estima-se que mais de dois tercos dos canceres humanos poderiam ser
evitados através de adequada modificacdo de estilo de vida. Doll e Peto (1981)
relataram que 10-70% (média de 35%) da mortalidade por cancer é atribuivel a
dieta. Suas observacdes sdo baseadas em dados estatisticos e epidemioldgicos,
relacionados principalmente a fatores dietéticos que aumentam o risco. Embora a
porcentagem exata seja incerta, existem varias linhas de evidéncias convincentes de
estudos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais que apontam para o risco de cancer
esta relacionado aos fatores nutricionais.

A grande diversidade vegetal do Brasil possibilita a contribuicdo como
fonte natural de farmacos e também a utilizacdo de plantas medicinais como um

recurso terapéutico alternativo de grande aceitacdo pela populacdo e que vem
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crescendo junto & comunidade médica como fonte de pesquisa para a quimioterapia
do cancer e outras patologias (NEWMAN; CRAGG, 2007).

A carcinogénese é geralmente reconhecida como uma de varias etapas
no processo, onde ocorrem distintas alteracfes moleculares e celulares, podendo os
fitoquimicos bloquearem ou reverterem o estigio pré-maligno, na iniciacdo e
promocgao (WATTENBERG, 1985).

O aumento do consumo de frutas e vegetais é uma prioridade global na
prevencado do cancer. Nos Estados Unidos em 2003 foi demonstrado que, cerca de
1,3 milhdes de novos casos de cancer serdo diagnosticados, e mais de 550 mil
pessoas irdo morrer de cancer (SURH, 2003)

Aproximadamente 25% de todos os medicamentos atualmente em uso séo
originalmente derivados de plantas. Newman, Cragg e Snader (2003) demonstraram
em suas pesquisas que cerca de 75% de novas drogas anticancer comercializadas
entre 1981 e 2006 séo derivadas de fitoquimicos. Das 250 mil espécies catalogadas
por Newman e Cragg (2007), apenas 10% em todo o mundo tém sido rastreadas para
quaisquer bioatividades. As plantas produzem uma grande variedade de compostos
biologicamente ativos que exibem um conjunto de propriedades a serem definidas.
Dada a natureza diversa da flora é surpreendente que mais pesquisas necessitem ser
feitas para evidenciar seu potencial farmacolégico.

O stress oxidativo pode induzir a morte celular por apoptose, danificando
o DNA causando cancer e outras doencas. Os individuos com elevada ingestéo
dietética de antioxidantes ndo-enzimaticos, tais como vitaminas A, C, e E sdo menos
propensos ao adoecimento por cancer, doencas cardiovasculares e diabetes (GEY,
1995). Suplementos antioxidantes, ou alimentos contendo altos niveis de
antioxidantes, podem ser Uteis na reducédo do surgimento de doencas e/ou sinais e
sintomas relacionados (COCK; MOHANTY, 2011).

Muitos mecanismos moleculares demonstraram ac¢fes anticarcinogénicas
focadas em cascatas de sinalizacdo intracelulares, muito comuns alvos moleculares
de compostos fitoquimicos quimiopreventivos (SURH, 2003; TORRES-SANCHEZ et
al., 2008).

A correlacao entre a inibicdo do crescimento celular por extratos fendlicos
totais e por antocianinas monomeéricas totais fundamentaram de forma complexa a
influéncia da bioatividade desses compostos fitoquimicos no ciclo celular (SURH,
2003; JOHNSON et al., 2011).
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Estudos acerca do consumo de frutas e hortalicas realizados por Brown et
al., (2011) demonstraram que a diminuicdo do risco de varios canceres esta
associado com estes alimentos, possivelmente ligados ao seu teor de fitoquimicos,
que é de interesse devido a varios beneficios propostos a saude, incluindo o
potencial de atividade anticancer.

A prevencdo do cancer pelo uso dos recursos naturais ou compostos
sintéticos tem sido descritos como quimioprofilaxia, ou seja, compostos
quimiopreventivos poderiam alvejar a fase de iniciacdo da carcinogénese, ou
interromper a promogao e progressdao do cancer ou de suas combinacdes
(HANAUSEK; WALASZEK; SLAGA, 2003). Por outro lado, compostos
guimiopreventivos também poderiam suprimir a progressdo e a promocdo de
carcinogénese, interferindo em varias vias de sinalizacdo envolvendo estresse
oxidativo, inflamacéo e a proliferagdo celular, induzindo a parada do ciclo celular e a
apoptose, portanto, eles poderiam ter como alvo, todos os diferentes estagios da
carcinogénese (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

Véarios estudos tém demonstrado que muitos compostos dietéticos
naturais podem modular potencialmente os alvos moleculares, envolvidos na
prevencado, em especial da iniciagdo, promocao, e progressédo do cancer, incluindo-
se as frutas e legumes da dieta, que tém sido considerados como fontes ricas de
compostos quimiopreventivos, 0s quais sdo amplamente investigados devido a sua
baixa toxicidade (JEONG; KONG, 2005; VOON; KONG, 2011).

A valorizacdo dos frutos silvestres, pequenos e comestiveis deve-se ao
potencial contido nas polpas com numerosos compostos bioativos, importantes na
reducdo e no reparo de danos celulares que promovem stress e inflamacéo.
Experimentos utilizando compostos bioativos de berries mostraram que dietas com
esses frutos suprimem significativamente o tumor mamario. As polpas desses frutos
podem diminuir a incidéncia tumoral, laténcia, volume e proliferacdo, devido aos
niveis de enzimas que participam da carcinogénese demonstrado pelo efeito da
dieta que contem acido elagico, provando que sdo consistentemente eficazes na
prevencao de tumores mamarios estrogénio-induzidos (AIYER; GUPTA, 2010).

Neida e Elba (2007), demonstraram que o agai tem valor nutricional e
contem compostos antioxidantes. Pacheco-Palencia et al., (2008) também

evidenciaram que extratos polifendlicos de varios frutos e vegetais tem efeito
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inibidor em cultura de células, cujo atividade biolégica é limitada e critica quanto ao
entendimento dos seus potenciais efeitos.

Segundo Marcason (2009), os beneficios do acai para a saude estao
parcialmente comprovados, sendo os efeitos antioxidante também observados em
outros frutos e vegetais.

O papel dos polifenois na regulacdo das fungbes celulares é conhecido
através de mecanismos de desacetilacdo de proteinas histonas e nao-histonas,
incluindo fatores de transcricdo do metabolismo, com efeitos na resisténcia a tenséao,
sobrevivéncia celular, senescéncia -celular/envelhecimento, inflamacdo, funcao
imunolégica, fungBes endoteliais e ritmos circadianos. Polifendis de ocorréncia
natural, como o resveratrol, curcumina, quercetina e catequinas, exercem atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias, através de propriedades moduladoras de
diferentes vias, tais como o NF-kB e mitogénio de proteina-quinase dependente de
vias ativadas de sinalizacdo (CHUNG et al., 2010).

As plantas séo ricas em agentes quimiopreventivos que tém um grande
potencial para ser utilizado em quimioterapia para o cancer da mama dependente de
hormoénios, que pode servir como uma fonte para inibidores de aromatase (Al)
natural. Os estudos sobre fitoquimicos como biochanina A, a genisteina, quercetina,
isoliquiritigenin, resveratrol, relaciona o seu efeito na promocdo da ativacdo da
aromatase no cancer de mama e discutem o potencial inibitério da aromatase
utilizado como agentes quimioterapéuticos mais seguros para o cancer de mama
hormonio-dependente (KHAN, 2011).

Mediante os conhecimentos atuais frente aos agentes quimiopreventivos
gue tém um grande potencial para serem utilizados em quimioterapia para o cancer,
analisa-se os efeitos dos extratos de jucara (Euterpe oleracea Mart.) nativa do
Estado do Maranhdo em diferentes linhagens de células malignas humanas, focando

a promocéao de morte celular.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Euterpe oleracea Mart.

No Estado do Maranhdo, Euterpe oleracea Mart.,, conhecida
popularmente como jucara, faz parte da familia botanica das palmaceas (SOUZA,
2003; NASCIMENTO; SILVA, 2005).

Euterpe oleracea Mart. (jucara) € uma baga globosa, fibrosa, contendo
uma polpa oleaginosa e comestivel, cuja semente possui o endocarpo duro e fibroso
(DOS SANTOS et al., 2008).

O Brasil se posiciona como maior produtor, consumidor e exportador de
acai, sendo os estados mais produtores, principalmente Para, Maranhdo, Acre e
Rondbénia, com expansdo econdmica para o sudoeste do pais e alguns paises da
Europa, Estados Unidos, Japédo e China (SOUTO, 2001; SILVA, 2002; MENEZES;
TORRES; SRUR, 2008).

No Brasil, em 2010, a coleta do acai registrou um total de 124. 421
toneladas, sendo que o Para contribuiu com uma producdo de 106. 562 (85,6%),
seguindo-se o Maranhdo com 10.930 (8,8%). Na regido Nordeste, o Maranh&o
ocupa o 1° lugar na colheita de jucara, com um valor de quase 10 milhdes de reais
(IBGE, 2010).

O Maranhéo apresenta um grande potencial extrativista vegetal, tendo a
jucara ocupado o terceiro lugar em quantidade de coleta extrativa no Estado,
perdendo apenas para o carvao vegetal e a améndoa de babacu (IBGE, 2010).

No Maranhéo, as areas de jucarais estao localizadas no Litoral Ocidental
Norte, Baixada Ocidental e na Pré - Amazdnia maranhense. A floresta ombrofila
ocupa a porcao noroeste do Estado do Maranh&o, subdividindo-se em floresta
ombrofila aluvial de platés e submontana. Na primeira, encontram-se areas mais
Umidas dos vales onde se destacam as palmaceas (FEITOSA; TROVAO, 2006).

O fruto da Euterpe oleracea Mart., palmeira indigena do Rio Amazonas,
América do Sul, é comumente usado como alimentos e aditivos bem como na
medicina popular (BAUMANN; WOOLERY-LLOYD; FRIEDMAN, 2009; PACHECO-
PALENCIA et al., 2008; PLOTKIN; BALICK, 1984; SABBE et al., 2009).
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Estudos fitoquimicos revelaram que o agai contém numerosos tipos de
compostos, particularmente, antocianinas, proantocianidinas e outros flavondides
(SCHAUSS et al., 2006).

A polpa do acai processada usualmente tem grande atividade antioxidante
quando comparada com outras plantas comestiveis, particularmente contra radicais
superoxidos e peroxidos (JENSEN et al., 2008; SCHAUSS et al., 2006).

As fracdes polifendlicas da polpa do acai tém demonstrado reducdo da
proliferacdo de células leucémicas HL-60 através da ativacdo da caspase-3 que
ativa a apoptose (DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006).

A polpa do agai pode diminuir a proliferagéo celular e o tamanho do tumor
no cancer esofagico em modelos de roedores. Extratos hidroalcodlicos de acai tem
demonstrado efeito na dilatagéo do leito vascular. Contudo, os beneficios do extrato
do fruto ndo tém sido demonstrados extensivamente in vivo em modelos animais
nem propriamente os mecanismos de acao tém sido entendidos (STONER, 2009).

Os danos oxidativos de macromoléculas tende a se acumular na célula
com o aumento na idade, sendo, portanto um fator causador do envelhecimento.
Estratégias tém sido aplicadas para avaliar os polifendis que tem propriedade de
reduzir o dano oxidativo (COLAVITTI; FINKEL, 2005; PEREZ et al., 2009).

Os frutos do acai constituem suplemento nutricional popular que
supostamente aumenta a funcao do sistema imunoldgico. Polifendis semelhantes e
fracOes de polissacarideos sao encontrados no acai. Em experimentos in vivo, 0s
polissacarideos do acai induzem o recrutamento de células mieldides e a producao
de IL-12 (HOLDERNESS et al., 2011).

Na medicina popular, a jucara € utilizada nas suas diferentes partes,
como exemplos, o 6leo do fruto como agente anti-diarreico (PLOTKIN; BALICK,
1984), a raiz em associacdo com Carica papaya, Citrus sp. (lemon) e Quassia amara
como anti-malarico (VIGNERON et al., 2005), e ainda como alimento funcional,
dermocosméticos e até mesmo como nutracéutico (LICHTENTHALER et al., 2005;
COISSON et al., 2005; AGRA et al.,2007; LASLO et al., 2012).

Além desses estudos, foi demonstrado que Euterpe oleracea possui um
efeito vasodilatador, e que este efeito é dependente na ativacédo de via NO-GMPC e
também pode envolver a liberacdo do fator de hiperpolarizagédo, o que sugere uma
possibilidade do uso do acai como planta medicinal no tratamento de doencas
cardiovasculares (ROCHA et al., 2007).
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1.1.1. Caracterizagdo do fruto jucara e das fra¢des fitoquimicas

Pessoa et al., (2010) demonstraram que 0 mesocarpo do acai (jucara) é
constituido pela epiderme, parénquima externo, esclerénquima externa, parénquima
de armazenamento e parénquima interno. Na compartimentalizagdo do fruto, a
epiderme e o parénguima externo Sao ricos em antocianinas e o parénquima de
armazenamento € rico em lipidios. A epiderme e o parénquima externo representam
a principal fonte das antocianinas e o parénquima interno de lipideos. Estes autores,
analisando histologicamente as seccdes em cortes transversais do fruto revelaram
gue as antocianinas na epiderme e no esclerénquima externo foram observadas
através do microscoépio por causa da sua cor natural.

Estudos realizados por Mulabagal e Calderén (2012), demonstraram
que a analise de extratos de metanol do acai, levou a identificacdo de &cidos
fendlicos, antocianinas e polifendis de ndo antocianina, cujos experimentos séo
Uteis para a avaliacdo de autenticacdo e qualidade de suplementos alimentares
deste fruto.

Mantovani, Fernandes e Menezes (2003), descreveram que a composi¢cao
quimica do extrato hexanico do agai ndo apresenta diferenca quimica significativa na
analise cromatografica, demonstrando a predominancia de &acidos graxos nao
saturados, especialmente o 4cido oléico com 45,1%; 45,7%; 45,5% para pericarpo,
endocarpo e fruto integro, respectivamente, seguido de acido palmitoléico em menor
grau (4,2%; 4,8%; 4,3% para pericarpo, endocarpo e fruto integro, compondo mais
de 50% do total de acidos graxos) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Descricdo da composicdo quimica em acidos graxos do pericarpo,

endocarpo e dos frutos integros do acai.

Parte do fruto Substancia Concentracio
Acido Dodecandico (C12:0) 3.6%
Acido Miristico (C14:0) 4.4%
pericarpo Acido Palmitico (C16:0) 9,7%
Acido Palmitoléico (C16:1) 42%
Acido Estearico (C18:0) 10,6%
Acido Oléico (C18:1) 45.1%
Acido Dodecanoico (C12:0) 3.5%
Acido Miristico (C14:0) 4,7%
endocarpo Acido Palmitico (Cl6:0) 9.3%
Acido Palmitoléico (C16:1) 4.8%
Acido Estearico (C18:0) 10.2%
Acido Oléico (C18:1) 45.7%
Acido Dodecandico (C12:0) 3,7%
Acido Miristico (C14:0) 4.2%
frutos integros Acido Palmitico (C16:0) 9.5%
Acido Palmitoléico (C16:1) 4,3%
Acido Estearico (C18:0) 10,7%
Acido Oléico (C18:1) 45,5%

Fonte: Adaptado de Mantovani, Fernandes e Menezes (2003)

1.2. Polifendis

Os polifendis constituem um grupo heterogéneo, composto de varias
classes de substancias com propriedade antioxidante (SURH, 2003).

Os flavondides representam 0 mais potente antioxidante entre o0s
polifendis (SCALBERT; WILLIANSON, 2000). Neste grupo encontram-se as
antocianinas, flavondéis, flavonas, auronas, chalconas e isoflavonas dependendo do
lugar, nimero e combinagcdo da molécula (SCALBERT; WILLIANSON, 2000;
SOARES DE MOURA, 2002). Os flavondides sdo considerados os mais potentes
antioxidantes entre os compostos fendlicos (SHAHID; JANITHA; WANASUNDARA,
1992; SOOBRATTEE et al.,, 2005). A sub-classe de flavondéides chamada de
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antocianinas é responsavel pela coloracdo vermelha, azul e roxa de muitas frutas e
vegetais, flores e outros tecidos de plantas ou produtos (MAZZA, 2007).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos produzidos
naturalmente no organismo. Fatores ambientais como radiacdo, poluicdo e
tabagismo, podem levar a formacdo de mais radicais livres, resultando em um
estresse oxidativo (SURH, 2003).

Esse processo pode ser prejudicial & saude, por causar a oxidacao das
células, podendo desenvolver diversas patologias tais como diabetes, cancer e
aterosclerose. Os antioxidantes s&do substancias que retardam a velocidade da
oxidacdo, inibindo os radicais livres e prevenindo a formacdo de doencas,
contribuindo, dessa maneira, para uma maior longevidade. Desta forma, torna-se
essencial o equilibrio entre os radicais livres e o sistema de defesa antioxidante.

A quimioprevencado se refere a utilizacdo de agentes que podem inibir,
reverter ou retardar o processo de tumorigénese. Tem sido demonstrado que
inimeros agentes fitoquimicos derivados de plantas comestiveis possuem acao
quimiopreventiva (SURH, 2003).

Diversos estudos populacionais caso-controle e de coorte demonstram
gue pessoas que consomem cerca de cinco por¢cdes de frutas e vegetais por dia tém
aproximadamente metade do risco de desenvolver cancer em comparagao com
aguelas que consomem menos de duas por¢ées (SURH, 2003).

O consumo de alimentos ricos em polifendis, especialmente as
antocianinas, foi associado com a boa saude, mas 0os mecanismos que contribuem
para estes efeitos salutares ainda ndo foram totalmente estabelecidos. Traustadottir
et al., (2009), avaliaram que o consumo de suco de cereja contendo altos niveis de
antocianinas melhorava a capacidade de idosos em resistir a danos durante o
estresse oxidativo agudo.

A atividade antioxidante de compostos bioativos, em geral, tem recebido
muita atencdo dos pesquisadores. Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas
naturalmente no organismo de mamiferos, como resultado do metabolismo oxidativo.
Contudo, podem causar danos celulares as membranas e DNA, propiciando mutacdes
gue podem desencadear a carcinogénese. Além disso, pode ocorrer a oxidacdo de
lipoproteina de baixa densidade, e, assim, pode ser considerada um dos principais
fatores de promocgéo de doencas, participando da aterogénese (RAHMAN; ADCOCK,
2006).
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Cada vez mais, buscam-se nos alimentos substancias capazes de ajudar a
combater processo oxidativo do organismo. Esse efeito protetor é atribuido aos
compostos presentes em alguns alimentos, como na uva, destacando-se os polifendis
(VARGAS; HOELZEL; ROSA, 2008).

As atividades antiproliferativas e pr6-apoptéticas da polpa integral do
acai foram avaliadas em células HL-60. Foram comparadas as fracdes
fitoquimicas individuais do acai para avaliar as propriedades bioativas gerais da
polpa integral. As atividades citostaticas observadas foram comparadas com
aglicona quercetina, um composto de polifendis com forte atividade
antiproliferativa em varias linhagens celulares de cancer. Estes autores avaliaram
a hipotese de que as propriedades de cada extrato bioativo foram influenciados
por diversos fatores, incluindo concentraces e formas de fitoquimicos individual,
as interacdes entre componentes de frutas, e as propriedades da matriz alimentar
(DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006).

Outros estudos também relataram que importantes efeitos antagonicos,
sinérgicos ou aditivos ocorreram quando misturas individuais dos polifendis foram
expostas juntas em sistemas bioldgicos e que, possivelmente, a mistura de diferentes
fitoquimicos dos frutos e extratos vegetais integrais, formando fitocomplexo e ndo os
compostos isolados podem ser os responsaveis pelos beneficios a salde observados e
relatados em estudos epidemioldgicos e clinicos (DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL;
TALCOTT, 2006).

1.2.1. Quimioprevencao e o cancer

Evidéncias sugerem que os pequenos frutos silvestres comestiveis tém
efeitos benéficos contra varios tipos de canceres humanos. O potencial
anticancerigeno das polpas em geral foi relacionado, pelo menos em parte, aos
numerosos fitoquimicos bioativos que estdo contidos em frutas coloridas, incluindo
os polifendis (flavondides, proantocianidinas, elagitaninos, galotaninos, acidos
fendlicos), estilbenois, lignanas e triterpendides (SEERAM, 2008a).

Estudos mostram que os efeitos anticancerigenos da polpa séo

parcialmente mediados através de suas habilidades para combater, reduzir, e
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também reparar danos resultantes de estresse oxidativo e inflamacéo. Além disso,
compostos bioativos da polpa também regulam enzimas do metabolismo de
xenobidticos, transcricdo e varios fatores de crescimento, citocinas inflamatérias, e
vias de sinalizacédo da proliferacéo da célula cancerosa, apoptose e angiogénese do
tumor (SEERAM, 2008b).

Compostos fitoquimicos sensibilizam as células tumorais aos
quimioterapicos por vias que levam a inibicdo da resisténcia ao tratamento. Embora
uma grande variedade de frutos vermelhos seja consumida em todo o mundo, na
América do Norte sdo consumidos amoras, framboesas pretas, cerejas, framboesas
vermelhas, e morangos. Grande numero de estudo sobre compostos bioativos
isolados purificados da polpa estdo disponiveis, mas os estudos estdo focados em
“fruto inteiros” por si so0, isto é, como extratos e fracdes purificadas da polpa. Os
mecanismos potenciais de acdo anticancer e biodisponibilidade de compostos
fenolicos da polpa demonstram ainda lacunas nos conhecimentos e recomendagdes
para pesquisas futuras da polpa (SEERAM, 2008b).

As framboesas pretas foram testadas para inibir multiplos estagios do
cancer de boca, eséfago e célon, com objetivo de avaliar a atividade antiproliferativa
utilizando um modelo in vitro de células de cancer HT-29. A proliferacao celular foi
significativamente influenciada pelo cultivo, local de producdo e estagio de
maturidade do fruto. A falta de correlacdo entre a inibicdo do crescimento em
extratos de fendlicos totais e antocianinas monomeéricas totais sugeriu bioatividade
com influéncia de parametros horticolas, de forma complexa que representa o
controle de producéo dos frutos (JOHNSON et al., 2011).

A inducdo de apoptose por drogas demonstram principalmente efeitos de
guimioprevencao. Os agentes quimiopreventivos podem ser considerados como
compostos farmacologicos que interagem com diversos receptores biologicos, os
quais podem reduzir o risco para o desenvolvimento do cancer e também causar
outros efeitos devido ao impacto nas diversas atividades fisiolégicas (PARKIN;
FERNANDEZ, 2006).

Esta nocdo também se aplica para as substancias aparentemente
naturais que podem ser encontradas nos géneros alimenticios que usam doses
maiores do que as de consumo. Contudo, 0s ensaios tém sido montados para
esclarecer realmente a atividade anticAncer sugerida por investigacdo basica e
estudos observacionais (PARKIN; FERNANDEZ, 2006).
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Segundo, Alink et al., (2008), avaliando a seguranca nutricional de plantas
geneticamente modificadas e alimentos derivados destas, mostraram que varios
elementos da seguranca do procedimento e de avaliacdo nutricional de alimentos
derivados de plantas e alimentos, tem em particular o potencial e as limitacdes de
testes.

Os estudos acerca do consumo de frutas e hortalicas realizados por
Brown et al., (2011), demonstraram que a diminuicdo do risco de varios canceres
estd associada com estes alimentos, especificamente o cancer colo retal,
possivelmente ligados ao seu teor de fitoquimicos, que é de interesse devido a
varios beneficios propostos a saude, incluindo o potencial de atividade anticancer.
Dados epidemiolégicos sugerem que os canceres do aparelho digestivo sdo mais
suscetiveis a modificacdo da dieta, possivelmente devido a estarem em contacto
direto com os componentes bioativos de alimentos.

Os berries constituem elementos comuns nas dietas ocidentais. Estes
frutos vermelhos sdo ricos em fitoquimicos bioativos, incluindo vérias classes de
compostos fendélicos como os flavonoides, embora existam poucos dados que ligam
o risco do consumo da polpa a reducdo de cancer colorretal (OH, 2011).

As provas in vitro a partir de modelos que representam o cancer colorretal
sugerem que os polifendis da polpa podem modular processos celulares essenciais
para a sobrevivéncia da célula cancerosa, como a proliferacdo e apoptose. Os
mecanismos exatos e componentes da polpa responsavel por estas atividades
anticancer em potencial permanecem desconhecidos, mas o uso de modelos in vitro
fornece um meio para elucidar estas questdes (BROWN et al., 2011).

A carcinogénese é um processo longo que poderia levar de 10-30 anos
para se desenvolver a partir de células iniciadas até o cancer avancado e
metastatico. E um evento de muitas etapas, composto por trés diferentes fases,
incluindo a iniciagcdo, promocao, e progressdo (CHEUNG; KONG, 2010).

Crescentes evidéncias epidemioldgicas e de estudos patoldgicos sugerem
gue o cancer poderia ser evitado ou sua progressao poderia ser interrompida. Neste
contexto, a prevencdo do céancer pelo uso dos recursos naturais ou COmpostos
sintéticos tem sido descrita como quimioprofilaxia, ou seja, compostos
guimiopreventivos poderiam alvejar a fase de abertura de carcinogénese, ou
interrompendo a promocdo e progressdo de cancer ou de suas combinacdes
(HANAUSEK; WALASZEK; SLAGA, 2003).
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Por outro lado, compostos quimiopreventivos também podem fazer a
inibicdo da promocéao e progressao da carcinogénese, interferindo em varias vias de
sinalizacdo envolvendo a diminuicdo do estresse oxidativo, inflamacdo e a
proliferacéao celular (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2004).

Vérios estudos tém demonstrado que muitos compostos dietéticos
naturais podem modular potencialmente os alvos moleculares, envolvidos na
prevencao da iniciacdo do cancer, da promocao e progressao, incluindo-se as frutas
e legumes na dieta, que tem sido considerados como fontes ricas de compostos
quimiopreventivos, os quais sdo amplamente investigados devido a sua baixa
toxicidade e significativa eficacia (JEONG; KONG, 2005).

Numerosos fitoquimicos tém demonstrado interferéncia nos estagios do
processo da carcinogénese conforme visto na Figura 1 citada por Surh (2003), o
qual evidencia que os agentes fitoterapicos podem promover detoxificacdo de

agentes carcindégenos.
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Figura 1 - Fitoquimicos dietéticos que bloqueiam ou suprimem Varios estigios da

carcinogénese. Adaptado de Surh, (2003).
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Polifendis inibem a proliferacdo celular, induzem apoptose, alteram a
cinética do ciclo celular e interferem na transducdo de sinal, in vitro em células de
cancer. Os compostos fendlicos sédo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas
e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que Ihes confere o poder
antioxidante representam os compostos polifendlicos naturais ou sintéticos. Quando
presentes em vegetais podem estar em formas livres ou formando complexos com
acucares e proteinas. Entre os quais destacam-se os flavondides, os acidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis como os antioxidantes fenolicos mais comuns
de fonte natural (SEERAM, 2008b).

Os mecanismos de quimioprevencao por fitoquimicos podem bloquear ou
reverter estagios pré-maligno (iniciacdo e promoc¢édo) como demonstrado nas Figuras
2e3.
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Figura 2 - Fitoquimicos quimiopreventivos e suas fontes dietéticas. Adaptado de: Lee, Bode

e Dong (2011); Surh, (2003).
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Figura 3 - Outos fitoquimicos quimiopreventivos e suas fontes dietéticas. Adaptado de: Lee;
Bode; Dong., (2011) e Surh (2003).
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Muitas alteracbes moleculares que estdo associadas com a
carcinogénese ocorrem nas vias de sinalizacdo que regulam a diferenciacdo e

proliferacéo celular, como observado na Figura 4.
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Figura 4 - Efeito de fitoquimicos na activagéo de NF-kB e AP1. Adaptado de Surh (2003).

O crescimento e a aderéncia entre células segundo, Walsh e
Damajanovski (2011), resulta da interacdo entre o IGF-1, uma molécula conhecida
por ser elevada no cancer da mama como reguladora da atividade da

metaloproteinase da matriz e o potencial invasivo de células MCF-7.
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1.2.2. Drogas antineoplasicas derivadas de plantas

Os produtos naturais tém sido o esteio da quimioterapia antineoplasica
nos ultimos 40 anos. Com a aplicagcdo da epigenética, o ritmo acelerado na
identificacdo de genes, e 0 surgimento de novas tecnologias quimica, tem
proporcionado o surgimento de uma gama de novas drogas totalmente sintéticas. De
acordo com Mann (2002) e Cragg; Newman; Snader, (1997). O futuro da
quimioterapia antineoplasica inclui os produtos naturais que compreendem cerca de
60% das drogas que sdo usados para o cancer.

Os agentes derivados de plantas, tais como o taxol, vincristina,
vinblastina, e a camptotecina topotecan, irinotecan e etoposido estdo em uso clinico
globalmente (MOHANTY; COCK, 2012; SHOEB, 2006).

Um dos exemplos mais importantes de drogas antineoplasicas derivadas
de plantas é o paclitaxel, isolado em 1967 da casca da espécie Taxus brevifolia. E
um potente antimitotico atuando nos microtibulos da célula impedindo que esta se
divida (BRANDAO et al., 2010; LEE et al., 2011). Similar ao paclitaxel, o docetaxel é
um taxano derivado de Taxus baccataque age inibindo a polimerizagdo da tubulina,
impedindo a divisdo celular. E utilizado no tratamento de diversas neoplasias
malignas (LEE et al., 2011).

O irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina, um alcaldide
extraido de arvores da espécie Camptotheca acuminata e Nothapodytes foetida. O
irinotecano € um inibidor da topoisomerase e é indicado no tratamento de
carcinomas metastaticos do célon e reto (LEE et al., 2011). Outro derivado semi-
sintético da camptotecina é o cloridrato de topotecano, inibidor da topoisomerase
utilizado no tratamento do cancer de ovario, cervical e cancer de pulméo de células
pequenas (LEE et al., 2011).

A droga etoposideo € um derivado semi-sintético da podofilotoxina, toxina
derivada de Podophyllum peltatum. E um inibidor da topoisomerase utilizado no
tratamento de tumores testiculares e de tumores pulmonares de pequenas células
(LEE et al., 2011).

O vinorelbine, um alcaloide semi-sintético produzido a partir de extratos
de Catharanthus roseus € um antineoplasico citostético inibidor da polimerizacédo da
tubulina (LEVEQUE; JEHL, 1996; BODE; DONG, 2009; LEE et al. 2011). Também
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extraido de Catharanthus roseus, a vinblastina é um alcaléide que inibe a
polimerizacdo das proteinas do fuso mitotico, parando a divisdo celular na metafase
(BODE; DONG, 2009; LEE et al., 2011).

A Tabela 3 resume algumas das drogas derivadas de plantas com os
respectivos alvos moleculares e indicagéo terapéutica.

Diversas proteinas tém sido identificadas como alvos de substancias
fitoquimicas. Algumas destas proteinas pertencem a importantes vias de sinalizacéo
gque quando alteradas favorecem o surgimento de neoplasias. Alguns exemplos
destas vias de sinalizacdo incluem a via da MAPK, via PI3K/AKT e proteinas
envolvidas na progresséo do ciclo celular como as ciclinas e a proteina p53.

Tabela 3 - Exemplos de fitoquimicos e seus alvos moleculares.

FITOQUIMICO ALVO MOLECULAR REFERENCIAS
CIANIDINA RAF, MEK1, MKK4 Lazze et al., 2004; Kim et al., 2010
DELFINIDINA FYN, RAF, MEK1, ERKS, Hwang et al., 2009; Kwon et al., 2009
MKK4, PI3K
EQUOL MEK1, ER Kang et al., 2007; Cavallini; Rossi, 2009
KAEMPFEROL SRS, PI3K Lee et al., 2010a, Lee et al., 2010b.
RESVERATROL COX2, PPAR, eNOS Oshima et al.,, 1996, ; Subbaramaiah et al.,
1998; Nakata et al., 2012
QUERCETINA ERK, MEK 1 e Rafl Lee et al., 2008

Adaptado de Lee et al., 2011

Desde o0 século XX houve um avanco extraordindrio na pesquisa de
produtos naturais, no campo da oncologia, a qual vem propiciando a descoberta de
alvos proteicos utilizadas atualmente na terapéutica antineoplasica (COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

O desenvolvimento de novas drogas antineoplasicas envolve esforco
multidisciplinar na descoberta de moléculas naturais bem como a otimizacdo através
da aplicacdo de técnicas de sintese, quimica combinatéria e bioquimica,
fundamentando os estudos bioldgicos (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

As antocianinas sdo compostos fitoquimicos abundantes em vegetais de
coloracdo escura que vao do vermelho-alaranjado, ao vermelho vivo, roxo e azul. A
cianidina, malvidina, peonidina, petunidina e delfinidina s&o exemplos de
antocianinas que vem sendo reconhecidas por sua atividade anticancer e por outros

efeitos benéficos para a saide humana. Estdo presentes em plantas como o agai,
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berinjela, rom&, uva, cereja, jameldo, morango, amora, figo e cacau (DUTHIE, 2007;
SEERAM, 2010; STONER, 2009).

Estudos demonstram que as antocianinas tém como alvo proteinas das
vias de sinalizacdo Notch, Wnt, MAPK e PI3K, vias estas que se encontram
alteradas no cancer (KAUSAR et al., 2012; KIM et al., 2010).

O equol € um isoflavandiol metabolizado a partir da daidzeina, uma
isoflavona que como outras isoflavonas, a exemplo da genisteina, esta presente em
alimentos a base de soja (CAVALLINI; ROSSI, 2009). E reconhecido os inimeros
efeitos benéficos das isoflavonas a saude humana. Esta classe de compostos
apresenta semelhancga estrutural com o hormonio feminino estradiol e outros hormonios
esteroidais, exercendo efeito protetor em relacdo as doencas horménio-dependentes
como a osteoporose, o cancer de mama e de prostata, podendo ser utilizada como uma
alternativa natural de terapia hormonal para mulheres pré e pds-menopausadas
(MESSINA, 2000; BRANCA, 2003; BEMIS et al., 2004; SETCHELL, 2006).

O kaempferol é um flavondide presente em diversas plantas comestiveis
como brdcolis, repolho, couve, feijdo, escarola, alho-pord, tomate, morangos e uvas.
Estudos epidemiolégicos demonstraram uma associacdo positiva entre 0 consumo
de alimentos ricos em kaempferol e o risco reduzido de desenvolvimento de cancer
(LEE et al., 2010a; LEE et al., 2010b; CALDERON-MONTANO et al., 2011).

Estudos pré-clinicos demonstraram que o kaempferol possui uma gama
de propriedades farmacoldgicas incluindo atividade antioxidante, antiinflamatoria,
antimicrobiana,  anticAncer, cardioprotetora, neuroprotetora, antidiabética,
antiestrogénica, ansiolitica, analgésica e antialérgica (LEE et al., 2010a; LEE et al.,
2010b; CALDERON-MONTARO et al., 2011).

Lee et al., (2010a) e (2010b) observaram o mecanismo de acdo do
antinflamatorio e verificaram que o kaempferol inibiu a expresséo da cicloxygenase-2
(COX-2) induzidas por radiacdo UV em uma linhagem epidermal de pele de
camundongos (JB6 P+). Esta inibicdo se deu pela diminuicdo da fosforilacdo de
diferentes proteinas da via MAPK, incluindo ERK, p38, JNKs e Src. O mesmo autor
demonstrou que o kaempferol inibiu a transformacao neoplasica induzida pelo fator
de crescimento epidermal (EGF) na linhagem JB6 P+ através da inibicdo da
atividade da proteina PI3K.

O resveratrol é um polifenol que pode ser encontrado principalmente nas

sementes de uvas, na pelicula das uvas pretas e no vinho tinto. Possui reconhecido
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potencial antihipertensivo e antitumorigénico (NAKATA; TAKAHASHI; INOUE, 2012;
VASANTHI et al., 2012). Seu potencial quimiopreventivo se da atraves da inibicdo de
COX2, ativacdo de PPAR (receptor de proliferacdo de peroxissomos), inducdo da
enzima endotelial 6xido nitrico sintetase (e NOS) e outros (OSHIMA et al., 1996;
SUBBARAMAIAH et al., 1998; NAKATA; TAKAHASHI; INOUE, 2012).

Assim como o resveratrol, a quercetina é um polifenol de reconhecido
potencial antihipertensivo e antitumorigénico (LEE et al., 2008; RODRIGO et al.,
2012). E encontrado em alimentos como magas, cebolas, cha, brocolis e vinho tinto.
Lee et al. (2008), observaram que o extrato bruto de vinho tinto e a quercetina
inibiram as proteinas ERK, MEK 1 e Rafl pertencentes a via MAPK atenuando a
transformacao tumoral induzida por TPA em linhagens de célula de camundongo. A
guercetina se mostrou um inibidor de MEK1 mais potente do que seu inibidor
farmacolégico PD098059.

Na Figura 5 podem ser observadas algumas vias de sinalizacdo que
estdo frequentemente alteradas em células tumorais. Estas vias sdo denominadas
oncogeénicas por estarem envolvidas com a progresséo do cancer (LEE et al., 2011).
Como foi explicitado nos paragrafos anteriores, diversas substancias fitoquimicas ou
derivadas destas tém como alvo molecular proteinas que compdem estas vias de
sinalizacao e, portanto, tem a capacidade de impedir ou prejudicar a progresséo do

tumor.
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Figura 5 - Vias representativas de sinalizacdo oncogénica. Adaptado de: Lee, Bode e Dong
(2011).

1.3. Epidemiologia do cancer de mama

Cavalli (2006), baseado nas taxas mais recentes estimadas para
incidéncia de cancer e a projetada demograficamente para o proximo meio século,
os 11 milhdes de casos de cancer diagnosticados em 2002 chegarédo acerca de 17
milhdes em 2020 e 27 milhdes de 2050, sendo que dois tercos dos casos de cancer
previsto para 2050 ocorrerdo em paises de baixa renda. Apesar do intervalo de 20
anos, a proporgcado dos casos foi semelhante nos paises desenvolvidos e nos em

desenvolvimento.
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Considerando-se a variabilidade dos tipos de cancer, 0 esperado aumento
do risco serd muito mais elevado do que 1% anualmente, especialmente em paises
de baixa renda (COLDITZ; SELLERS; TRAPIDO, 2006).

Bray e Moller (2006), verificaram que o risco de mortalidade por cancer,
tumores relacionados a estilos de vida (o cancer de mama) e ligadas a pobreza (o
cancer de colo uterino) elevou porque ocorreu aumento da expectativa de vida nos
paises em desenvolvimento. Em paises de baixa renda e destes, alguns terdo
estrutura demogréfica semelhante aos paises ocidentais, demonstrando importancia,
para a estimativa de 2050 quando trés em cada cinco casos de cancer ocorrerdo em
idosos, em comparagdo com dois em cinco no inicio deste século.

Danaie et al. (2005), demonstraram que as mortes atribuiveis a
modificacdes de fatores de risco potencialmente comportamentais e ambientais se
tornaram mais importantes em paises de baixa renda, em comparacdo com regides
mais desenvolvidas.

A mais relevante diferenca entre os paises em desenvolvimento e 0s
desenvolvidos encontra-se na deteccao precoce e tratamento. A deteccdo precoce
permanece indefinida para a maioria da populacdo sem recursos apropriados
(KATIKIREDDI, 2004).

Tirelli; de Castro; Awada, (2006), verificaram que as diferencas globais
nos resultados dos dados epidemiolégicos é cada vez crescente. Os sistemas de
saude de muitos paises com poucos recursos econémicos sofrem profunda crise, o
que torna o diagndstico e o tratamento para a maioria dos tumores cada vez mais
sofisticados e sobretudo de elevado custo.

A partir de estudos europeus verificou-se que a estimativa da reducéo da
mortalidade por cancer de mama é de 25-31% para as mulheres convidadas para a
triagem, e 38-48% para as mulheres realmente selecionadas. Grande parte da
polémica atual sobre o rastreio do cancer da mama é devido ao uso inadequado de
abordagens metodoldgicas que sao incapazes de captar o verdadeiro efeito do
rastreamento mamografico (BROEDERS et al., 2012).

O cancer da mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em
todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos.
Cerca de 1,4 milhGes de casos novos dessa neoplasia foram esperados para 0 ano de

2008 em todo 0 mundo, o que representa 23% de todos os tipos de cancer.
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Anualmente, mais de 411.000 mortes sdo devido ao cancer de mama,
representando mais de 1,6% de mortes por todas as causas no sexo feminino
(BOILE; LEVIN, 2008).

Apesar dos grandes avancos cientificos na gestao do cancer de mama, a
maioria das na¢gbes do mundo enfrenta dificuldades que limitam a sua capacidade
de melhorar a detec¢do precoce, diagnostico e tratamento da doenca (HISHAM; YIP,
2003).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, foram validas também para
0 ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos
de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do
problema de cancer no pais (INCA, 2011).

Em 2012, estimava-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de cancer da
mama, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres sendo, esse tipo
de cancer também o mais frequente nas mulheres das regifes Sudeste (69/100 mil),
seguindo-se da regido Sul (65/100 mil), Centro-Oeste (48/100 mil) e Nordeste (32/100
mil). Na regido Norte € o segundo tumor mais incidente (19/100 mil) (INCA, 2011).

Estudos epidemiolégicos vém consistentemente aumentando o
conhecimento sobre o beneficio da ingesta de frutos e vegetais bem como a relagéo
com a reducgao do risco no desenvolvimento do cancer. A investigagdo de novos
agentes alternativos para a prevencdo e tratamento do cancer de mama se torna
necessario (SUN et al,, 2006). Estes autores estudaram o potencial da atividade
antiproliferativa em células malignas, tendo verificado a associacdo da inibicdo na
progressdo do ciclo celular, dando suporte a continuidade das investigacdes da
ingesta de vegetais, considerando o sinergismo dos mecanismos observados entre
dieta e doencas cronicas como o cancer.

Mediante a revisdo apresentada, expondo a importancia da pesquisa em
produtos naturais na promocdo da saude, ressalta-se neste estudo a analise dos
efeitos citotoxicos dos extratos de jucara (Euterpe oleracea Mart.) nativa do Estado
do Maranhdo em diferentes linhagens de células malignas humanas com a

perspectiva de mais um opgao ha quimioprevengao no cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos citotoxicos dos extratos do fruto de jucara (Euterpe
oleracea Mart.) nativa do Estado do Maranhdo em diferentes linhagens de células

malignas humanas.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter o extrato hidroalcodlico da casca, caroco e fruto total da jucara;

¢ Quantificar os polifendis nos extratos da casca, caroco e fruto total da
jucara;

¢ Avaliar a viabilidade das células, a morfologia e morte celular apés o

tratamento das linhagens celulares com os extratos de jucara.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area da pesquisa

No Estado do Maranh&o, o municipio de S&o Luis esta localizado na
porcao centro-ocidental e sul da ilha de S&o Luis. Encontra-se na mesorregiao Norte
Maranhense e microrregido Aglomeragcdo Urbana de S&o Luis, com uma extensao
territorial aproximada de 835 Kmz.

Por sua vez a populacdo da cidade de S&o Luis € de 1.014.837
habitantes (IBGE, 2010).

No municipio de S&o Luis, encontra-se uma Area de Protecdo Ambiental
(APA) denominada Parque Ecol6gico do Maracand, onde se localiza o Parque da
Jucara, onde se encontram as principais areas de jucarais (mesorregido norte
maranhense; mesorregido oeste maranhense compreendendo a Baixada
maranhense, Litoral ocidental norte e Pré-Amazodnia maranhense) (RIOS, 2001;
FEITOSA; TROVAO, 2006). (Figura 6 e 7).
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Figura 6 - Mapa da llha de Sao Luis - MA evidenciando o Parque da Jucara, Barro do
Maracand — area de jucarais. Adaptado de Feitosa e Trovao, 2006.
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Figura 7 - Areas de jucarais do estado do Maranh&o evidenciando o municipio de S&o Luis,
Parque Ecolégico do Maracana, local de coleta do fruto jucara, destacando as mesorregides
norte e oeste maranhense, dominios geoambientais da Euterpe oleracea Mart. Adaptado de
Feitosa e Trovao, 2006; IBGE, 2010.
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3.2. Caracterizacao taxondmica do fruto jucara

Exsicata da Jucara

Na comunidade Alegria que integra o Parque da Jucara, existe o Centro
Educacional Sagrados Coracdes (CESCO), de natureza filantropica, coordenado
pela professora Maria Carminda Arruda Guimaraes, que permitiu obter o material
necessario para a realizacdo da Exsicata da Jucara, visando o reconhecimento e
caracterizacdo da area da coleta.

A regido em estudo apresenta caracteristicas rurais, onde a arborizacéo é
exuberante existindo varzeas que possibilitam o desenvolvimento de plantas
ornamentais, frutiferas e medicinais, entre elas: fruta-pao, jambo, jucara (acai), jaca,
cupuacu, sapoti, carambola, jenipapo, beriba, graviola, bacaba, coco, liméo, abrico,
caja, banana, goiaba, tamarindo, acerola, pitanga e manga de varias espécies.

Na aplicacdo de recursos naturais pela Medicina Popular, Caseira ou
Alternativa, existe na referida area um plantio de: capim-limao, erva-cidreira, boldo,
santa quitéria, babosa, none e eucalipto.

A palmeira da jucara, selecionada para a Exsicata, apresentou 15 metros
de altura com caule cuja base mediu 45 cm, sendo que a parte mediana foi de 39 cm
e o apice de 38 cm. Do segmento superior da palmeira retiraram-se duas palmas e
um cacho com frutos maduros. As palmas foram segmentadas e identificadas em:
apice 1, meio 1, base 1; apice 2, meio 2 e base 2, as quais foram acondicionadas
em sacos plasticos.

O laudo do fruto da Exsicata, sob o numero 30, foi expedido pelo Herbario
Rosa Mochel do Nucleo de Estudos Bioldgicos da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA), (ANEXO 1).

Euterpe oleracea Mart., conforme as caracteristicas da taxonomia (Figura
8A,a,b,cd e f;8B,a,b,c,d).
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Figura 8A - Exsicata da Euterpe oleracea Mart., demonstrando a base, meio e apice da palma da jucareira. Parque Ecolégico do Maracana.
Sao Luis /Maranhéo / Brasil. a — Visdo panoramica das partes da jucara utilizada para os laudos da exsicata. b — Exsicata da base da palma da
jucara. ¢ — Exsicata do médio da palma da jucara. d — Exsicata do 4pice da palma da jucara. e — Exsicata do fruto da jucara. f — Etiqueta da
exsicata demonstrando o laudo da Euterpe oleracea Mart. Herbario Rosa Mochel/Nucleo de Estudos Biol6gicos/Universidade Estadual do

Maranhao.
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Figura 8B - Euterpe oleracea Mart., demonstrando diferentes aspectos da palméacea
identificada no Parque Ecol6gico do Maracand. Sao Luis /Maranhdo / Brasil. a -
Germinacdo. b - Touceira. ¢ - Palmécea adulta. d - Fruto jucara.

3.3. Obtencdo do extrato hidroalcodlico liofilizado do fruto total, casca e

caroco de Euterpe oleracea Mart

Os frutos de jucara (Euterpe oleracea Mart) utilizados neste estudo foram
oriundos do Parque da Jucara (Sao Luis, Maranhdo, Brasil). Uma amostra do
exemplar foi armazenada sob exsicata niamero 30 expedida pelo Herbario Rosa
Mochel do Nucleo de Estudos Biolégicos da Universidade Estadual do Maranhé&o
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(UEMA) e depositado no World International Property Organization sob o registro n°®
P10418614-1.

Os frutos foram previamente acondicionados sob refrigeracdo a -20°C no
Laboratério de Farmacologia e Psicobiologia da Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ). ApOs descongelamento em temperatura ambiente, a amostra foi
separada em trés porc¢des: casca, caroco e fruto total (casca + carogo). O processo
de extracao seguiu de acordo com a metodologia desenvolvida por Soares de Moura
et al. (2011) e Soares de Moura et al., (2012). Aproximadamente 360 g do fruto total
casca e caroco de jucara, foram lavadas em &gua corrente e fervidas em &agua
destilada por 5 a 10 minutos. Posteriormente, as porcdes foram trituradas e em
seguida, homogeneizadas com 400 ml de etanol sob agitacdo por 2 h. Os extratos
resultantes foram armazenados a 4°C protegidos da luz por 10 dias. ApOs esse
periodo de maturacdo, os extratos hidroalcodlicos foram filtrados em papel de filtro
#1 Whatman e a fase liquida concentrada em um evaporador rotatorio de baixa
pressdo (Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda. S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil) a
aproximadamente 40°C e entdo liofilizados (LIOTOP modelo 202, Fisatom
Equipamentos Cientificos Ltda. Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) em temperatura de
-30 a —40 °C e vacuo de 200 mm Hg. Os extratos foram mantidos a -20 °C até o dia
de uso.

Posteriormente, foi analisada a quantidade total de polifendis da jucara
através do método de Folin Ciocaulteau segundo Oliveira et al. (2009).

O Laboratério de Psicofarmacologia cedeu os extratos hidroalcoolicos do
acai do Estado do Para (casca, caroco e fruto) cujas concentracdes de polifendis

foram comparadas com as obtidas da jucara.

3.4. Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares Caco-2 (ATCC, # HTB-37, Rockuville,
MD, EUA), HT-29 (ATCC, # HTB-38), ambas derivadas de um adenocarcinoma colo-
retal humano, MCF-7 (ATCC, # HTB-22) e MDA-MB-468 (ATCC, # HTB-132, Rockuville,
MD, EUA) derivadas de um adenocarcinoma mamario humano. As células foram

cultivadas em garrafas de 25 cm? contendo meio Dulbelcco’s modificado (DMEN)
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 60
mg de estreptomicina e 100 mg de penicilina G, a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. O
meio de cultura era trocado duas vezes por semana para manutencao das células. Para
0S experimentos, as células em monocamada foram tripsinizadas com uma solucéo de
tripsina 0,25% (w/v) — EDTA 0,03% (w/v).

3.5. Tratamentos com os extratos hidroalcodlicos de Euterpe oleracea Mart

Os extratos liofilizados foram dissolvidos em agua Mili-Q, filtrados em
filtros de seringa com poros de 0,2 um e armazenados a -20°C. As células foram

tratadas com 10, 20 e 40 pg/ml dos extratos por 24 e 48 horas.

3.6. Ensaio de Viabilidade Celular

As células foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer, e, uma
aliquota de 1 x 10* células/ml foi cultivada em placas de 96 pocos na presenca ou
nao dos extratos. Apos 24 e 48 horas de tratamento, as placas foram centrifugadas
por 3 minutos a 1500 rpm, as células foram lavadas em PBS e as placas
centrifugadas novamente. O sobrenadante foi removido e 200 pl de meio novo
contendo 10 pl de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) foi adicionado a cultura. As células foram reincubadas em estufa de CO,
por 3 horas protegidas da luz. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1200
rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 100 pl de DMSO
(dimetilsulfoxido) foi adicionado a cada poco. A leitura foi realizada em um
espectrofotometro de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

EUA) utilizando um comprimento de onda de 538 nm.
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3.7. Analise morfoldgica por microscopia de luz e microscopia eletrénica

A andlise da morfologia das células por microscopia de luz apos o
tratamento com os extratos foi realizada por microscépio invertido Axio Observer Z1
equipado com uma camara Axiocam HRc Ver.3. A anadlise das imagens foi feita
através do software Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc., Alemanha). As células
foram cultivadas em placas de 96 poc¢os na presenca ou ndao dos extratos por 24 e
48 horas e apoés este periodo, observadas no microscépio.

Para analise em microscopia eletrénica de transmissdo (MET) as células
foram cultivadas em garrafas de 25 cm? e tratadas por 24 ou 48 horas com 0s
diferentes extratos de jucara. Apds os tratamentos, as células foram lavadas duas
vezes em PBS e fixadas por 1 hora em fixador Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). As
células foram retiradas da garrafa através da utilizacdo do cell scraper (rodinho),
transferidas para um tubo de 15 ml (TPP, Trasadingen, Switzerland) e centrifugadas
por 5 minutos a 1500 rpm. Apés centrifugacdo, as células foram lavadas por trés
vezes em tampdo Caco 0,1M contendo sacarose 0,2M. A pos-fixacdo foi realizada
com uma solucéo de ferrocianeto de potassio 0,8% e tetréxido de 6smio 1% por 45
minutos a 4°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a
3000 rpm e lavadas por trés vezes em tampao Caco 0,1M. Apds nova centrifugacéo
por 3 minutos a 3000 rpm, foi iniciada a desidratacdo das amostras em
concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) ficando as
células por 10 minutos em cada solugdo. A infiltracdo foi iniciada com a incubacéo
das amostras em solucdo de resina Epon e acetona 100% (1:1) overnight.
Posteriormente, as amostras foram incubadas em Epon puro por 6 horas e incluidas
em formas para polimerizagdo em estufa a 60°C por 72 horas.

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 observacdo foi feita no microscopio eletrénico de

transmisséo Zeiss EM 906 (Oberkochen, Germany).
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3.8. Coloragao por DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)

O corante 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) foi utilizado para
observagdo do nucleo das células tratadas com os diferentes extratos de Jugara.
Uma aliquota de 2x10* células/ml foi cultivada em laminulas redondas de 12mm
(EMS, Hatfield, PA) em placas de 24 pocos. Apés os tratamentos, as células foram
fixadas em metanol P.A por 20 minutos a -20°C e posteriormente incubadas com
uma solucéo de Triton-X-100 0,3% por 10 minutos em temperatura ambiente. As
células foram lavadas com PBS e incubadas com DAPI (1 pg/ml) por 1 minuto. A
observacdo dos nucleos foi realizada em um microscoépio invertido de fluorescéncia
Axio Observer Z1 equipado com uma camara Axiocam HRc Ver.3. A andlise das
imagens foi feita através do software Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc.,
Alemanha).

3.9. Ensaio luminescente Caspase-Glo® 3/7

Uma aliquota de 2x10° células/ml foi cultivada em placas de 96 pocos e
tratadas por 6 e 24 horas com os diferentes extratos de Jucara. Para avaliar uma
possivel atividade apoptética dos extratos de jucara, foi utilizado o ensaio
luminescente Caspase-Glo® 3/7 (Promega, WI, USA). Apds os tratamentos, 10 pl do
reagente Caspase-Glo® 3/7 foram adicionados a cultura de células. Ap6s 90
minutos, a luminescéncia foi lida no lumindmetro Veritas Turner Biosystems

(Madison, USA). O experimento foi feito em triplicata.

3.10. Extracéo total de proteinas e Western Blotting

O Western Blotting foi realizado conforme descrito por Albuquerque-
Xavier et al. (2012). As células foram tratadas por 6 e 48 horas com o extrato de

jucara e posteriormente, o conteudo protéico extraido. O lisado total das células foi
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obtido através da incubacao das células com tampéao de lise (1% Triton X-100, 0.5%
deoxicolato de sddio, 0.2% SDS, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 10mM HEPES (pH 7.4)
contendo 20mM NaF, 1mM ortovanadato e coquetel inibidor de protease (diluicdo
1:100) por 30 min a 4°C. Apoés centrifugacdo 10,000 g por 10 min a 4°C, o
sobrenadante foi removido e armazenado a -20°C até posterior utilizagao.

A quantificagdo das proteinas foi realizada pelo kit 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. Apds o bloqueio com leite 5% por 1h, a membrana foi
incubada overnight a 4°C com anticorpo anti-LC3B (1:1500). Posteriormente, a
membrana foi lavada em tampédo TBS-T (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 137 mM NaCl e
0.1% Tween-20) e incubada por 1h com anticorpo secundario anti-rabbit IgG
conjugado a HRP (1:10000). As proteinas foram visualizadas através do kit de
quimiluminescéncia (Amersham Biosciences GE, Buckinghamshire, UK). Todas as
membranas foram reaproveitadas para marcagao de [-actina para confirmacéo da
aplicacdo da mesma quantidade de proteinas em todos 0s pocos. A intensidade das
bandas foi quantificada de acordo com sua através do programa LabWorks 4.6 (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA).

3.11. Anéalise estatistica

Para andlise estatistica dos dados, foi realizado o teste one-way analysis
of variance (ANOVA), seguido pelos pés-testes de Dunnet ou Tukey’s, de acordo
com o tipo de andlise. As diferencas foram consideradas significativas quando o
p<0,05. O programa utilizado para realizacdo da analise estatistica foi o GraphPad

Prism versao 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacdo dos polifendis de frutos de Euterpe oleracea Mart

A andlise da concentracdo de polifendis da jucara do Maranhao
demonstrou que a fracdo do caroco foi a mais rica em polifendis, seguida da fracao
do fruto total e da casca, sendo esta com a menor concentragcédo dessas substancias
(Tabela 4). Nesta tabela observa-se ainda a menor concentragdo de polifendis no

acai do Para.

Tabela 4 — Analise comparativa da quantificacdo de polifendéis do fruto da jucara do
Maranhao e do acai do Para.

FracOes de Euterpe oleracea Mart MARANHAO PARA
Caroco 28,3 % 21,9%
Casca 15,7 % 8,7%
Fruto total 25,5 % 18,9%

4.2. Efeito dos extratos hidroalcodlicos de Euterpe oleracea Mart. na

viabilidade de linhagens tumorais humanas

O efeito citotoxico dos extratos hidroalcoodlicos de E. oleraceae Mart foi
analisado atravées do ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) em quatro linhagens celulares derivadas de tumores
humanos. CACO-2 e HT-29 derivadas de um adenocarcinoma colo-retal e as
linhagens MCF-7 e MDA-MB-468, derivadas de um adenocarcinoma mamario. As
linhagens CACO-2 e HT-29, apesar de vindas de um mesmo tipo tumoral, possuem
caracteristicas distintas sendo a CACO-2 uma célula com fendétipo mais
diferenciado e proliferagcdo mais lenta quando comparada a linhagem HT-29 com

fenotipo mais indiferenciado e proliferacdo mais rapida (COHEN et al., 1999;
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BUHRKE et al., 2011). A principal diferenca entre as linhagens de mama MCF-7 e
MDA-MB-468 € o status do receptor hormonal para estrogénio e progesterona,
sendo positivo e negativo, respectivamente (DAMPIER et al., 2001).

Os efeitos do tratamento com os extratos de jucara na viabilidade das
células foram distintos dependendo do tipo celular. Nenhum dos extratos mostrou-se
citotoxico as linhagens de adenocarcinoma colo-retal humano CACO-2 e HT-29
(Figura 9A e 9B, respectivamente) e a linhagem de mama MDA-MB-468, negativa
para os receptores hormonais (Figura 9C). Porém, na linhagem MCF-7, o ensaio
com MTT demonstrou que os trés extratos foram capazes de reduzir a viabilidade
das células (Figura 10).

O tratamento com 20 pug/ml do extrato hidroalcodlico derivado da casca de
jucara reduziu com significAncia a viabilidade das células MCF-7 apo6s 48 horas de
tratamento (p < 0,05) quando comparado as células controle. A concentracéo de 40
ug/ml apresentou efeito citotoxico a partir de 24 horas de incubagédo (p<0,05)
aumentando sua citotoxicidade apds 48 horas de tratamento (p<0,01) (Figura 10A).

O extrato derivado do caroco de jucara mostrou-se citotoOxico em
concentracdes de 10 pg/ml apds 48 horas de tratamento (p<0,05). As concentracdes
de 20 e 40 pg/ml reduziram significativamente a viabilidade da linhagem MCF-7
(p<0,01) apoés tratamento por 24 e 48 horas (Figura 10B). A mesma resposta foi
observada nas células tratadas com o extrato hidroalcodlico do fruto de jucara
(Figura 10C).
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Figura 9 - Avaliagdo da citotoxicidade dos extratos de jucara nas linhagens de adenocarcinoma colo-retal humano CACO-2 (A) HT-29 (B) e na
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Figura 10 - Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de jucara em células da linhagem MCF-
7 através do ensaio de viabilidade com MTT. A. 20 ug/ml do extrato da casca de jucara
inibiu de forma significativa a viabilidade das células MCF-7 apds 48h de tratamento. Na
concentracao de 40 pg/ml, a viabilidade celular foi reduzida significativamente apos 24 e 48h
de tratamento. B. O extrato do caro¢o de jucara reduziu a viabilidade das células a partir da
concentracao de 10 ug/ml apds 48h de tratamento. Nas concentracdes de 20 e 40 pg/ml, a
viabilidade foi reduzida de forma muito significativa. O mesmo resultado foi observado nas
células tratadas com o extrato do fruto total de jucara (C). ANOVA, pés-teste Dunnet.

*p<0,05**p<0,01.
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Comparando o potencial citotoxico dos trés extratos hidroalcodlicos de
jucara, foi observado que o extrato derivado do caroco foi 0 mais eficaz, o extrato do
fruto total teve efeito intermediario e aquele derivado da casca foi 0 menos eficaz. A
Figura 11A representa a comparacao dos tratamentos dos extratos na concentragéo
de 10 pg/ml por 24 e 48 horas. Nesta concentracdo, apds 48 horas de tratamento os
extratos do caroco e do fruto de jucara apresentaram uma eficAcia muito maior
quando comparada ao extrato da casca (p<0,001). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles no que se refere ao potencial citotoxico. Na
concentracdo de 20 pg/ml, o extrato do caro¢co mostrou-se bastante superior aos
outros dois extratos. ApGs 24 horas de tratamento, os extratos do caroco e fruto
mostraram-se mais eficazes em reduzir a viabilidade da linhagem MCF-7 (p<0,01)
guando comparados ao extrato da casca, porém, apos 48 horas o extrato do carogo
obteve um efeito citotoxico significativo frente aos extratos do fruto total e casca
(p<0,01) (Figura 11B). Na concentracdo de 40 pg/ml os extratos foram igualmente

eficazes em reduzir a viabilidade celular (Figura 11C).
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Figura 11 - Comparagéo de citotoxicidade em MCF-7 entre os extratos de jucara. A. Na
concentracdo de 10 pg/ml, os extratos derivados do carogo e fruto total de jucara, foram
significativamente mais eficazes na reducéo da viabilidade das células MCF-7 apds 48h de
tratamento quando comparados com a mesma concentracdo do extrato da casca de jucara.
B. O tratamento por 24h com 20ug dos extratos do carogo e fruto total foram mais eficazes
do que 0 mesmo tratamento com o extrato da casca de jucara. Apos 48h de tratamento o
extrato derivado do caro¢o mostrou-se mais eficaz do que os extratos da casca e fruto total.
C. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na eficacia dos extratos em relacéo a
40 pg/ml viabilidade celular das células MCF-7. ANOVA, pos-teste Tukey’s**p<0,01
***n<0,001.
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4.3. Anélise morfolégica das células apdés tratamento com os extratos de

jucara

As andlises morfolégicas nas células CACO-2, HT-29 e MCF-7 foram
observadas por microscopia de luz pela técnica de contraste de fase em um
microscopio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Inc., Alemanha).

O tratamento por 24 e 48 horas com extratos da casca e fruto total de
jucara na linhagem celular CACO-2 n&o causaram nenhuma modificacao
morfologica evidente (Figura 12A e 12C, respectivamente). Células controle e
tratadas apresentavam muitas vesiculas em sua superficie o que é normal para esta
linhagem uma vez que séo células muciparas. O tratamento por 24 e 48h com 40 ug
do extrato do carogo de jugara causou arredondamento das células (Figura 12B). A
linhagem MDA-MB 468 no ensaio de viabilidade pelo MTT, nas concentragfes de
10, 20 e 40 pg/ml em 24 e 48 horas nado apresentaram inibicdo da viabilidade celular
(Figura 9C).
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Figura 12 - A - Analise morfologica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular CACO-2. O extrato derivado da casca de jucara
ndo causou modificagbes morfoldgicas evidentes (A)
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Figura 12 - B - Anélise morfolégica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular CACO-2. O extrato derivado do caroco de jucara
nao causou modificagcdes morfologicas evidentes nas concentracées de 10 e 20 pg/ml. Na
concentracao de 40 pg/ml o extrato do carogo causou o arredondamento das células (seta)

(B).
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Figura 12 - C - Anélise morfoldgica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular CACO-2. O extrato derivado do fruto total de
jugara ndo causou modificacdes morfolégicas evidentes.
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O tratamento da linhagem celular HT-29 com os extratos de jucara nao
causaram modificagbes morfoldgicas evidentes em nenhuma das concentracfes

utilizadas (Figura 13).

Controle

Figura 13 - Analise morfol6gica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos extratos
de jucara na linhagem celular HT-29. Os extratos derivados da casca, caroco e fruto total de
jucara ndo causaram modificagdes morfologicas evidentes apds 24 horas de tratamento.
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A analise morfolégica da linhagem MCF-7 mostrou que células controle
apresentavam morfologia epitelial tipica com as células em formato cuboide,
crescimento em monocamada e aderidas umas as outras (WALSH; DAMJANOVSKI,
2011) (Figura 14).

O extrato da casca de jucara ocasionou discretas alteracdes morfolégicas
nas concentracoes de 40 pg/ml representado pelo arredondamento de algumas
células (Figura 14A).

As modificacbes morfologicas observadas nas células tratadas com os
extratos do caroco e do fruto total de jucara foram mais severas do que aquelas
observadas nas células tratadas com o extrato da casca (Figuras 14B e 14C,
respectivamente). O tratamento das células com 10 pug/ml do extrato do carogo de
jucara por 24 e 48 horas causou o arredondamento das células e surgimento de
expansdes citoplasmaticas e algumas vesiculas na superficie celular. Células
tratadas com 20 pg/ml apés 24 e 48 horas apresentaram aumento do numero de
vesiculas na superficie da célula além de uma grande diminuicdo no seu volume. O
tratamento com 40 pg/ml modificou drasticamente a morfologia das células MCF-7
causando vacuolizacdes e aparente lise com perda de conteudo citoplasmatico.
Efeitos semelhantes foram observados nas células MCF-7 tratadas com o extrato do
fruto total de jucara. O tratamento das células com 10 ug/ml por 24 e 48 horas
causou o0 surgimento de vesiculas na superficie celular e forte retracédo
citoplasmatica. Estes efeitos foram vistos com maior intensidade nas células tratadas
com 20 ug/ml. O tratamento com 40 ug/ml afetou severamente a morfologia das
células MCF-7 causando retracdo citoplasmatica, vacuolizacGes e aparente lise com

perda de conteudo citoplasmatico.
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Figura 14 - A- Analise morfolégica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular MCF-7. O extrato derivado da casca causou
arredondamento celular (cabeca de seta) (A).
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Figura 14 - B - Analise morfologica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular MCF-7. O extrato do caroco causou além do
arredondamento celular, o aparecimento de vesiculas na superficie celular e aparente perda

do conteudo citoplasmaético (seta) (B).
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Figura 14 - C- Analise morfol6gica por microscopia de luz dos efeitos citotoxicos dos
extratos de jucara na linhagem celular MCF-7. O extrato do fruto total causou
arredondamento celular (cabeca de seta) e vesiculas na intracitoplasmatica celular (seta) (C).



72

4.4. Analise do potencial apoptdético do extrato de jucara

Para observacdo de possiveis alteragcbes morfoldégicas no nudcleo que
indicassem apoptose, foi realizada uma analise do nucleo através da coloragéo por
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Células MCF-7 tratadas com 20 e 40 pg/ml do
caroco de jucara apresentaram discretas alteracdes nucleares como fragmentacdes
e retracdo (Figura 15A). O mesmo efeito foi observado nas células tratadas com os
extratos do caroco e fruto total de jucara em todos os tempos e concentracdes

examinados a partir do tratamento com 10 pg/ml (Fig.15B e 15C, respectivamente).

CASCA

Figura 15 - A - Analise morfologica do nucleo das células MCF-7 corados com DAPI
apo6s tratamento com os extratos de jucara. Células MCF-7 tratadas com 20 e 40 ug/ml
do extrato da casca de jucara apresentaram discretas alteracbes nucleares como
fragmentagdes (cabeca de seta) e retracdo (seta) (A).
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Figura 15 - B - Analise morfologica do nucleo das células MCF-7 corados com DAPI
apoés tratamento com os extratos de jucara. Células MCF-7 tratadas com 10, 20 e 40
png/ml do extrato do carogco de jucara apresentaram discretas alteracdes nucleares como
fragmentacOes (cabeca de seta) e retracéo (seta) (B).
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Figura 15 - C - Anélise morfolégica do nucleo das células MCF-7 corados com DAPI
apoés tratamento com os extratos de jucara. Células MCF-7 tratadas com 10, 20 e 40
png/ml do extrato do fruto total de jucara apresentaram discretas alteragdes nucleares como
fragmentagfes (cabeca de seta) e retracao (seta) (C).
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Complementando o ensaio luminescente com o corante DAPI, foi
realizado um ensaio para verificar a atividade da caspase 7. Nao houve aumento da
atividade da caspase 7 em células MCF-7 tratadas com os diferentes extratos de

jucara apos 6 horas de tratamento (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo da atividade da caspase 7 nas células MCF-7 apds tratamento
com os extratos de jucara. Ndo houve aumento significativo na atividade da caspase 7 nas
células MCF-7 tratadas por 6h com os extratos de jucara.
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4.5. Inducéo de autofagia na linhagem MCF-7 ap0s tratamentos com o extrato

hidroalcoodlico do carogo de jucara

Para analise detalhada da morfologia nuclear e outras organelas das
células MCF-7 tratadas com o extrato do caroco de jucara, foi realizada andlise por
microscopia eletrénica de transmissao (MET) (Figura 17).

Células controle apresentavam membrana plasmatica e nucleo integros
assim como a presencga de vesiculas secretérias no citoplasma (Figura 17A). Em
maior aumento (25.000X) foi possivel observar com mais detalhes a dupla
membrana nuclear, mitocéndrias e o reticulo endoplasmético. Apdos tratamento com
10 pg/mL do extrato do caroco por 24 horas, observou-se 0 surgimento de corpos
eletrondensos no citoplasma assim como a presenca de vesiculas autofagicas. O
ndacleo por sua vez estava integro, ndo apresentando caracteristicas de nudcleo

apoptatico (Figura 17B).
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Figura 17 - Analise morfoldgica por microscopia eletronica de transmissao das células
MCF-7 ap6s tratamento com o extrato do caroco de jucara. Células controle
apresentavam membrana plasmatica e nucleo integros assim como a presenca de vesiculas
secretorias no citoplasma (A). Em maior aumento (25.000X) foi possivel observar com mais
detalhes a dupla membrana nuclear, mitocéndrias e o reticulo endoplasmatico. Apos
tratamento com 10 pug/ml do extrato do carogo por 24 horas, observou-se o surgimento de
corpos eletrondensos no citoplasma assim como a presencga de vesiculas autofagicas. O
nucleo por sua vez estava integro, ndo apresentando caracteristicas de nucleo apoptético
(B). N= nucleo, M= mitocondria, V= vesicula, VA= vesicula autofagica, CE= corpos
eletrondensos, RE= reticulo endoplasmatico.

Para fins de confirmacdo da ocorréncia de autofagia, foi analisada a
expressdo 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 quantidade
de LC3B-Il relacionada ao nimero de autofagossomas (BARTH; GLICK, MACLEQOD,
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2010). Foi observado aumento da expressao da proteina LC3-B apds 6 e 48 horas
de tratamento das células MCF-7 com o extrato do carogo de jucara, corroborando
com os achados da microscopia eletronica e confirmando a ocorréncia de autofagia
(Figura 18).
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Figura 18 - Andlise da expressdo da proteina LC3-B Il através da técnica de Western
Blotting. Foi observado aumento da expressao da proteina LC3-B apés 6 e 48 horas de
tratamento das células MCF-7 com o extrato do caro¢o de jugara. A proteina -actina foi
utilizada como controle de concentragao protéica.
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5. DISCUSSAO

Apesar dos grandes esforcos na pesquisa e do avanco dos tratamentos
na area da oncologia, o cancer ainda é uma das principais causas de morte em todo
o0 mundo, calculando-se cerca de 7.6 milhdes de mortes (13% de todas as mortes)
em 2008 (WHO, 2008). No Brasil, o cancer foi responsavel por 178.990 mortes (15%
de todas as mortes) no ano de 2010 (INCA, 2011).

Entre mulheres, o cancer de mama € responsavel pelo maior numero de
mortes por cancer no mundo seguido do cancer colon-retal, cérvice uterina, pulmao
e estdbmago (WHO, 2008). No Brasil, o cancer de mama também é a neoplasia que
mais mata mulheres, seguida dos tumores de pulméao, colon e reto, cérvice uterina e
estdbmago (INCA, 2011).

N&o menos importante do que as pesquisas e 0S novos tratamentos para
0 cancer esta a quimioprevencao. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2008),
corroborada por Bode; Dong (2009) e Lee et al., (2011), advertem que um tergo das
mortes por cancer poderiam ter sido evitadas e que a dieta esta intimamente
relacionada a prevencao da enfermidade.

A suplementacdo de fitoquimicos em dietas humanas é indicada para
proporcionar numerosos beneficios a saude. Esta suplementacdo dar-se-a
principalmente através do consumo de frutas e vegetais (PAN et al., 2009; BIHAN et
al., 2010).

Compostos bioativos naturais em produtos vegetais alimentares, incluindo
frutas, vegetais, graos, legumes, cha e vinho séo indicados para ajudar a prevenir
diversas enfermidades como o cancer, doencas degenerativas, inflamacao crénica e
aguda (PAN et al. 2009).

Estudos avaliam a ingesta de determinados alimentos com a reduc¢éo da
incidéncia de doencas. Torre-Sanchez et al. (2008) observaram que a ingestdo de
alimentos ricos em flavonoides e lignanas como tomate, cebola, banana e meléao
reduzia o risco de desenvolvimento de cancer de mama entre mulheres mexicanas.

O fruto da Euterpe oleracea Mart., conhecido como agai ou jucara, € rico
em flavonoides, tendo sido demonstrado por ter potenciais beneficios a saiude em
modelos experimentais. Apresenta propriedades antitumorigénicas (DEL POZO-
INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006), antioxidante in vitro, e possui potencial
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anti-inflamatério como potente inibidor de COX-2 (SCHAUSS et al., 2006; SUN et al
2010).

Feio et al (2012), observaram que a ingestdao de extratos de Euterpe
oleracea Mart. melhoraram o perfil lipidico e atenuaram a aterosclerose em coelhos.

A jucara € composta por algumas importantes substancias fitoquimicas de
reconhecida atividade antineopldsica como as antocianinas. A cianidina é um
composto organico da categoria das antocianinas de coloracdo vermelha presente
em vegetais como cereja, jameldo, uva, morango, amora, figo, cacau e acai
(GALVANO et al.,, 2004; SCHAUSS et al, 2006; MULABAGAL; KELLER;
CALDERON, 2012).

A cianidina € reconhecidamente um potente agente quimiopreventivo
(LAZZE et al., 2004; KIM et al., 2010). Lazzé et al. (2004) demonstraram que a
cianidina induziu parada no ciclo celular em linhagens de tumores de Utero e
adenocarcinoma colon-retal. Kim et al. (2010) observaram que a cianidina inibiu a
expressdo de COX-2 e a secrecao de prostaglandina E; em uma linhagem celular de
epiderme. Este composto também reduziu fortemente a fosforilacdo de proteinas da
via MAPK como JNK1/2, ERK1/2, e MEK1/2.

Outras antocianinas como a malvidina, peonidina, petunidina e delfinidina
também tem sido relatadas como compostos com atividade antitumorigénica
(KAUSAR et al., 2012).

Kausar et al. (2012), demonstraram inibicdo da proliferacdo de linhagens
celulares de céancer de pulmao nao-pequenas células apds tratamento com
diferentes antocianinas. Foi observada parada no ciclo celular, apoptose e
supressdo da migracao e do potencial invasivo nestas linhagens. Os autores relatam
gue estes efeitos se deram pela interacdo dos compostos fitoquimicos nas vias de
sinalizagdo celular Notch e Wnt através das suas proteinas [(-catenina, c-myc,
cyclina D1, cyclina B1, pERK, MMP9 e VEGF.

Nesta pesquisa analisaram-se os efeitos dos extratos de jucara (Euterpe
oleracea Mart.) nativa do Estado do Maranh&o em diferentes linhagens de células
malignas humanas. Os polifenois extraidos da Euterpe oleracea Mart. nesta
pesquisa, mostraram-se mais concentradas do que aqueles do Estado do Para
(casca 8,7%; caroco 21,9% e futo total 18,9%). ApOs ter sido obtido o extrato
hidroalcodlico da casca, caroco e fruto total da jugcara analizou-se inicialmente a
viabilidade celular nas linhagens MCF-7, CACO-2, HT-29 e MDA-MB-468.
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A andlise da concentracdo dos polifendis pelo método de Folin-Ciocaulteau
revelou maior concentracdo destes compostos nos extratos do caroco e fruto total da
jucara do Maranhéo diferindo da concentracdo do acai do Estado do Para que se
mostrou inferior. Os polifendis compreendem o maior grupo dentre 0s compostos
bioativos nos vegetais, sendo subdivididos em classes, de acordo com a estrutura
quimica de cada substancia. Os principais grupos de polifendis sdo os &acidos
fendlicos, tendo como exemplos: o acido clorogénico, presente no café; os estilbenos,
como o resveratrol presente nas uvas e vinho; as cumarinas, como as
furanocumarinas do aipo; as ligninas, como as lignanas da linhaca; e os flavonoides
(FALLER; FIALHO, 2009).

Soares de Moura et al. (2011) descreve acerca de Euterpe oleracea Mart.
as propriedades antioxidantes e antiinflamatérios do fruto.

Os efeitos do tratamento com os extratos de jucara na viabilidade das
células foram distintos dependendo do tipo celular. O efeito citotdxico foi especifico
para a linhagem de adenocarcinoma mamario MCF-7.

O grande diferencial observado na linhagem MCF-7 em relacdo as outras
trabalhadas neste estudo foi a positividade para os receptores hormonais. A jucara,
assim como outros alimentos, é rica em isoflavonas e lignanas, que sdo compostos
analogos ao estrogénio, denominados fitoestrégenos (Chiang & Pan, 2013). Os
fitoestrogenos possuem a capacidade de se ligar ao receptor de estrogénio e
exercer diversos efeitos estrogénicos e antiestrogénicos (Branca, 2003; Usui, 2006).
Uma hip6tese seria de que na jucara exista um composto ou compostos que atuem
na via do estrogénio interferindo na proliferacdo e viabilidade celular. Porém, esta
hipétese precisa ser testada.

Os extratos derivados do caroco e do fruto foram os mais eficazes na
reducdo da viabilidade celular. Sugerimos que este resultado pode ser explicado
pela maior concentracdo de polifendis encontrados nestas duas fracdes quando
comparadas com a fragao da casca.

A literatura descreve uma atividade antitumorigénica de polifendis. Singh
et al (2013) observaram um aumento da quimiosensibilidade a cisplatina em
linhagens de céancer cervical tratadas com polifendis derivados do cha verde.
Apostolou et al (2013) viram uma diminuigdo na viabilidade de linhagens de cancer

cervical tratadas com polifendis derivados de Vitis vinifera (Apostolou et al., 2013).
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Ainda deve ser comprovado o agente fitoquimico de jucara responsavel pelos efeitos
antitumorigénicos na linhagem MCF-7.

Pesquisadores ja demonstraram efeitos citotoxicos de extratos de plantas
na linhagem MCF-7. Sun e Liu (2008) observaram que o extrato de maca inibiu a
proliferagdo da MCF-7 e da linhagem MDA-MB-231 (receptor estrogénio negativo)
sugerindo que a atividade antiproliferativa ocorreu pela interferéncia no ciclo celular
devido a reducéo da expressao de ciclina D1 e Cdk4.

Bouallaqui et al. (2011) estudando o extrato rico em hidroxitirosol derivado
de folhas de oliveira (Olea europea L), observaram a inibicdo da progresséo do ciclo
celular em células MCF-7. Os efeitos citotoxicos foram examinados utilizando teste
MTT em concordancia com os experimentos desta pesquisa com o extrato da jucara,
cujos ensaios resultaram em uma inibicdo do crescimento dependente da dose. O
efeito citotoxico das folhas de oliveira se deu pelo impedimento da progressdo do
ciclo celular observado pelo acumulo de células na fase GO/Gl. Estes
pesquisadores consideraram o elevado teor de polifendis identificados como
fitoquimicos valiosos por apresentar propriedades antioxidantes e anti-cancer com
atividades preventivas.

O resveratrol, um polifenol isolado da uva, também apresenta atividade
antiproliferativa na linhagem MCF-7, inibindo a expressdo do NF-kB (BANERJEE;
BUESO-RAMOS; AGGARWAL, 2002).

Muslim et al., (2012) demonstraram in vitro a inibicdo da angiogénese por
ensaios com extrato de Pithecellobium jiringa, da familia Leguminosae nativa do
Sudoeste da Asia. A inibigdo do crescimento celular foi avaliada pelo teste de MTT.
As células foram tratadas com o extrato durante 48 h. Foi testado além da linhagem
MCF-7, a linhagem Hep G2 (linhagem de células de cancer de figado) CCD-18Co
(fibroblastos normais do colon) e HUVEC (células endoteliais). No entanto, o extrato
apresentou maior inibicdo de crescimento na linhagem HUVEC bloqueando fator de
crescimento vascular (VEGF).

Manoj et al., (2012) avaliaram os efeitos do extrato aquoso e metandlico de
Leucobryum bowringii Mitt na viabilidade da linhagem MCF-7. Através de observacdes
da célula tratada por microscopia eletronica e por coloracdo do nucleo pelo corante
Hoechst 33342, os autores caracterizaram a morte das células por apoptose.
Pesquisadores japoneses observaram que o tratamento de células MCF-7 com o

extrato etandlico do prépolis vermelho brasileiro causava apoptose. Diferentemente do
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gue foi observado por estes pesquisadores, o presente trabalho com o fruto jucara
demonstrou que a morte das células MCF-7 se deu pelo processo de autofagia também
confirmada pela deteccéo da proteina do autofagossoma LC3B-II.

A autofagia € uma via lisossomal de degradacao essencial na protecao do
organismo contra varias patologias como infec¢cbes, cancer, neurodegeneracao,
envelhecimento e doengas coronarias (LEVINE; KROEMER, 2008;
ALBUQUERQUE-XAVIER et al., 2012).

No presente trabalho, os ensaios com o corante DAPI e a microscopia
eletrbnica de transmissdo ndo mostraram morfologia indicativa de apoptose. O
ensaio com o kit Caspase 3/7 corroborou com este resultado. A morte celular
ocorrida na linhagem MCF-7 foi a autofagia comprovada pelas observacfes
morfologicas e pelo aumento da expressao da proteina LC3B-II.

Tsuyuki et al (2012) observaram que antocianidinas induziam autofagia na
linhagem HelLa e nado induziam apoptose. O extrato de Solanum nigrum Linn, uma
erva utilizada na medicina popular asiatica, rico em polifendis e antocianidinas,
causou autofagia na linhagem de cancer de mama AU565 (Huang et al., 2010).

A autofagia € ativada em resposta a diferentes formas de estresse
metabdlico como privacdo de nutrientes, deplecdo de fatores de crescimento,
estresse oxidativo e hipoxia. Neste processo, cargas citosolicas sao presas em
vesiculas de dupla membrana, chamado autofagossomas e orientadas para a
degradacdo pelo lisossoma. Esta "autodigestdo" serve tanto para sustentar a
producdo de energia na falta de nutrientes como para eliminar proteinas danificadas
ou organelas defeituosas apés o estresse. Durante o stress oxidativo, a autofagia é
particularmente importante para a remocao de mitocondrias danificadas (LEVINE;
KROEMER, 2008).

O papel da autofagia na tumorigénese é controverso. Estudos tém
demonstrado que a autofagia € um mecanismo de sobrevivéncia que sustenta a
producdo de energia e de proteina (LU et al., 2010; CHEN; KARANTZA, 2011,
KIMMELMAN, 2011). No entanto, outros estudos tém demonstrado que a autofagia
tem efeitos supressores no tumor (CRIGHTON et al., 2006; GONZALEZ-MALERVA
et al., 2011). A perda do gene da autofagia, Beclin 1 e de outros genes importantes é
observada em cancer humanos e promove a formacgéo de tumores em ratos (OH et
al., 2011).
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O papel da autofagia mostra-se dindmico no cancer, tanto como um
supressor de tumor no inicio da progressdo e mais tarde como um processo pro-
tumorigénico, critico para a manutencdo de tumores e resisténcia terapéutica
(CHEN; KARANTZA, 2011; KIMMELMAN, 2011). O papel da autofagia no cancer
humano e sua regulagdo ainda n&do foram elucidados e ter4 de ser explorada para
um entendimento completo do processo.

Segundo Gonzalez-Malerva et al. (2011), os moduladores selectivos de
receptor de estrogénio como o tamoxifeno fazem parte do tratamento padrdo para
muitos cancer da mama ER-positivo demonstrado por reduzir a mortalidade.
Infelizmente, muitos pacientes se tornam resistentes por mecanismos que foram
apenas parcialmente caracterizados.

Aoki et al.,, (2008), em estudos para identificar eventos moleculares
associados a autofagia, foi realizada a analise de microarranjo de cDNA em
linhagens célulares de glioblastoma. Com base na andlise, foi levantado um
anticorpo policlonal contra isoforma B humana associada a microtabulos 1 proteina
de cadeia leve de 3 (LC3B). Aplicacdo do anticorpo anti-LC3B revelou a presenca de
células autofagicas tanto in vitro e em contexto in vivo. Elevada expressdo de LC3B
foi associada com um melhor resultado para os pacientes com pior desempenho,
Anti-LC3B anticorpo proporciona uma ferramenta atil para monitorizar a indugéo de
autofagia em células cancerosas e em outros tecidos.

Substancias organicas originarias de fontes naturais ha muito tempo sao
utilizadas no tratamento de inimeras enfermidades humanas. Grande parte dos
medicamentos encontrados no mercado é derivada diretamente ou indiretamente de
vegetais, microorganismos e invertebrados terrestres (BRANDAO et al., 2010).
Dessa forma, a pesquisa basica envolvendo estudos acerca do potencial terapéutico
de produtos naturais deve ser incentivada, pois compreende uma fonte muito
importante no desenvolvimento de novos medicamentos.

O extrato hidroalcoodlico do carogo de jucara utilizado nesta pesquisa foi
extrato bruto, que necessita de purificagdo para que seja possivel a identificacao
do(s) principio(s) ativo(s). Além disso, mais testes necessitam ser realizados para

identificagdo do alvo molecular na célula neoplasica.
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6. CONCLUSOES

Os extratos hidroalcodlicos da casca, caroco e fruto de jucara foram
obtidos e analisados tendo sido demonstrado a predominancia de polifendis no
caroco, fruto total e em menor quantidade na casca.

Os extratos de jucara reduziram a viabilidade na linhagem de
adenocarcinoma mamario estrogénio-dependente (MCF-7), nao tendo efeito
citotoxico nas demais linhagens.

A morfologia das células MCF-7 apresentou-se alterada com a reducao
do volume celular e aparecimento de vesiculas na membrana da célula.

A morte celular foi investigada e concluiu-se que esta ndo ocorreu por
apoptose nos ensaios realizados. A andlise por Western Blotting das proteinas
extraidas das células tratadas demonstrou um aumento da expressdo da proteina
LC3-B que corroborado com observacfes de vesiculas autofagicas na microscopia
eletrbnica de transmissao confirmaram a ocorréncia de autofagia.

Os efeitos citotoxicos do extrato de jucara sugerem que na Euterpe
oleracea Mart. existe um potente agente quimiopreventivo util no tratamento do
cancer de mama estrogénio-dependente.

Os extratos hidroalcodlicos de jucara ndo foram capaz de reduzir a
viabilidade das células CACO-2, HT-29 e MDA-MB-468, comprovando a n&o
ocorréncia de efeito citotdxico.
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ANEXO - O laudo do fruto da Exsicata

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD
Nicleo de Estudos Biolégicos
Herbano Rosa Machel

FAM: Arecaceae

N 30

N.C: Euterpe oleracea Mart.
NV Agai, Jugara

Proc. Alegria que integra o Parque Ecologico do Maracana, Sao Luis -
Maranh@o.

Habitat A regiao da coleta apresenta caracteristicas rurais, onde a
arborizacdao ¢ exuberante existindo varzeas que possibiltam o
desenvolvimento de plantas omamentais, frutiferas e medicinais, entre
elas a fruta-pao, jJambo, Jaca, cupuacl, manga de vanas especias. Alem
da Torte presenca de acaizelros.

Descnciio: A pameira do acal (jucara) selecionada para a exsicata
apresentou 15 metros de altura com caule cuja base mediu 45 cm,
sendo que a parte mediana foi de 39 cm e o apice de 38 cm. Do
segmento superior da palmeira ratiraram-se duas palmas e um cacho
com frutos maduros. Os frutos apresantavam formato uniforme.

ColDet: ZAC; SILVA, D.F_; SANTOS, D.S. Data: 02/03/2011



