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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea Martius) € um fruto nativo da regido amazobnica,
bastante consumido no Brasil e no mundo. Os efeitos benéficos de seu
consumo ja foram demonstrados anteriormente em diversos estudos in vivo
e in vitro. O objetivo deste estudo foi avaliar os mecanismos de acao da
ingestéo de polpa de agai (AP) liofilizada em um modelo de carcinogénese
do colon associado a colite em ratos e a acao da cianidina 3-rutinosideo no
ensaio de motilidade celular em células de adenocarcinoma de colon RKO.
Ratos Wistar machos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
gue receberam: (G1) dieta basal (n=20); (G2) dieta basal contendo 0,2% de
NAC (N-acetilcisteina, um controlo positivo) (n=15); (G3 e G4), dieta basal
contendo 5,0% ou 7,5% de AP liofilizada, respectivamente (n=20 para cada
grupo). Nas semanas 1 e 2, os ratos receberam 4 doses de 1,2-
dimetilhidrazina (DMH, duas vezes por semana). Duas semanas apos as
administracdes de DMH, foi induzida inflamacdo aguda utilizando acido
2,4,6-trinitrobenzeno  (TNBS). Na semana 3, foram introduzidas
intervencoes dietéticas. Os efeitos modificadores da cianidina 3-rutinosideo
(C3R, 25 e 50 uM) foram investigados na motilidade celular em células de
adenocarcinoma humano RKO. Essa antocianina foi escolhida de acordo
com os dados das analises de perfil de antocianinas realizadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Primeiramente, 0s
resultados mostraram que C3R (25 pM), a principal antocianina identificada
em AP liofilizada, tinha uma tendéncia na reducéo da motilidade das células
RKO, conforme analisado pelo ensaio de motilidade celular. Em segundo
lugar, a ingestao de AP liofilizada reduziu o nimero total de focos de criptas
aberrantes (FCA) e a multiplicidade de FCA (criptas FCA 1-4 e criptas FCA>
10), proliferacéo de células tumorais e incidéncia de tumores com displasia
de alto grau. Em terceiro lugar, a AP liofilizada modulou a expresséao de seis
genes, sendo cinco hiperexpressos (Akt3, Dic1, Ffar2, Vegfd, Ppara) e um
hipoexpresso (Mhs6) envolvidos em diferentes propriedades do cancer.
Dessa forma, os resultados indicam que a ingestdo de AP liofilizada
apresenta atividade antitumoral no modelo de carcinogénese de colon
associada a colite em ratos. Além disso, esses resultados constatam pela
primeira vez a acdo benéfica da ingestdo polpa de liofilizada de acai no
modelo proposto a partir de andlises macroscopicas, microscopicas e
moleculares.

Palavras-chave: acai liofilizado, carcinogénese do cdlon, inflamacéo
aguda, prevencao.




ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea Martius) is a native fruit of the Amazon region, widely
consumed in Brazil and worldwide. The beneficial effects of its consumption
have already been demonstrated in several in vivo and in vitro studies. The
objectives of this study was to evaluate the protective mechanisms of
lyophilized acai pulp (AP) intake in a colon carcinogenesis model associated
with colitis in rats and to analyze the effect of cyanidin 3-rutinoside in the cell
motility assay in colon adenocarcinoma cells RKO. Male Wistar rats were
randomly assigned to four groups that received: (G1) basal diet (n=20); (G2)
basal diet containing 0.2% NAC (N-acetylcysteine, a chemopreventive
control) (n=15); (G3 and G4), basal diet containing 5.0% or 7.5% of
lyophilized AP, respectively (n=20). At weeks 1 and 2, rats received 4 doses
of 1,2-dimethylhydrazine (DMH, twice a week). Two weeks after the
administrations of DMH, acute inflammation was induced using 2,4,6-
trinitrobenzene acid (TNBS). At week 3, dietary interventions were
introduced. The cyanidin 3-rutinoside modifying effects (C3R, 25 and 50 pM)
were investigated in cell motility in human RKO adenocarcinoma cells. This
cyanidin was chosen based on the data for the anthocyanin profile analysis
performed by high performance liquid chromatography (HPLC). First, the
results showed that C3R (25 pM), the main anthocyanin identified in
lyophilized AP, tended to reduce the motility of RKO cells, as analyzed by
the cell motility assay. Second, ingestion of lyophilized AP reduced the total
number of aberrant crypt foci (ACF) and the ACF multiplicity (ACF with 1-4
crypts and ACF> 10 crypts), tumor cell proliferation and incidence of tumors
with high grade dysplasia. Third, lyophilized AP modulated the expression
of six genes: five upregulated (Akt3, Dlc1, Ffar2, Vegfd, Ppara) and one
downregulated (Msh6) involved in different cancer mechanisms of action.
Thus, the results indicate that the ingestion of lyophilized AP shows
antitumor activity in the colonic carcinogenesis model associated with colitis
in rats. In addition, these results confirm, for the first time, the beneficial
action of lyophilized acai pulp in the proposed model based on macroscopic,
microscopic and molecular analysis.

Key words: acai fruit powder, colon carcinogenesis, acute inflammation,

prevention.
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Revisdo de Literatura

1. Acaizeiro e 0 acai

O acaizeiro é uma palmeira de grande importancia cultural, econdmica e social
na Regido Norte do Brasil, sendo encontrada ao longo de rios, igarapés e areas
umidas (Queiréz and Melém Junior, 2001). Essa palmeira, nativa da América do Sul,
cresce principalmente no Brasil, Coldmbia e Suriname (Schauss et al., 2006) e pode
chegar a atingir até 30 metros de altura (Pedrozo et al., 2011). Pertence ao género
Euterpe que tem aproximadamente 28 espécies, sendo as mais comuns Euterpe
oleracea, Euterpe edulis e Euterpe precatoria (Yamaguchi et al., 2015).

O acai, fruto do acaizeiro, é a sua parte mais importante economicamente.
Devido a presenca de multiplos caules no acaizeiro, também passou a ser utilizado
na indastria de processamento de palmito, em substituicdo ao palmiteiro (E. edulis
Mart), espécie de caule solitario que esta sob risco de extingdo (Oliveira et al., 2002).
Esse fruto recebeu bastante atencdo nos ultimos anos, por ser considerado uma
“super fruta” devido a suas potenciais propriedades benéficas para o organismo
humano (Yamaguchi et al., 2015). E geralmente cultivado em regides quentes e
Umidas, com pequenas amplitudes térmicas e, quando maduro, apresenta cor

violacea, é redondo e pesa em média 1,5 gramas (Schauss, 2010) (Figura 1).

Figura 1. Acaizeiro e seu fruto. A, cultivo de acai; B,
inflorescéncia do acgaizeiro; C, infrutescéncia do
acaizeiro; D, acai. Fotos: Oliveira et al., 2002.
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A composicdo quimica da porcdo comestivel e da polpa industrializada sao
bastante discrepantes, devido a grande variabilidade genética entre as variedades de
acaizeiro. Seu valor energético é determinado em grande parte pelos lipidios, visto

gue proteinas e agucares totais apresentam baixas quantidades (Oliveira et al., 2002).

O aumento do consumo de acgai nas Ultimas décadas se deu principalmente
devido a producédo de bebidas enérgicas. Um estudo realizado recentemente avaliou
a contribuicdo relativa de alimentos derivados de plantas consumidos mais
comumente no Brasil e sua capacidade oxidante na dieta brasileira. Foi observado
gue o acai € o terceiro alimento consumido pelos brasileiros com maior capacidade
antioxidante (Torres e Farah, 2016). Outros estudos demonstrando sua capacidade
antienvelhecimento e presenca de compostos bioativos aumentaram o interesse pelo
consumo desse fruto. Além disso, o fruto passou a ser utilizado na industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética, devido aos compostos antioxidantes benéficos

a saude (Yamaguchi et al., 2015).

A localizacao geogréafica do Brasil e suas condicdes climéticas facilitam o cultivo
de diversos frutos tropicais com excelente potencial econémico para o agronegacio.
Essa producdo nacional tem apresentado aumento expressivo na sua importancia
econdmica em toda regido do estuario amazoénico nos ultimos anos (CONAB, 2016).
De acordo com o relatério do CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) para
o periodo de 01-30/04/2016, o Paré foi o responséavel por 54% da producao de acai,
seguido do Amazonas (33,6%), Maranh&o (7%), Acre (2%), Amapa (1%), Rondbnia e
Roraima (0,9%) (Turini, 2016). Ainda de acordo com dados desse mesmo relatério, é
possivel observar que, embora a producdo de acgai tenha estagnado entre 2012-2014,
€ possivel observar um elevado crescimento do seu lucro meédio, como mostra a

Figura 2.
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2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

1 Producgéo(ton) | 101.341 | 108.033 | 120.890 | 115.947 | 124.421 | 215.381 | 199.116 | 202.216 | 198.149

mmm Valor (mil reais) 103.216 | 106.664 | 133.746 | 160.5628 | 179.378 | 304.566 | 336.234 | 409.698 | 422.064
-4~ Preco Médio 1,02 0,99 1,11 1,38 1,44 141 203 2,03 213

Figura 2. Histérico da Producéo Brasileira (Fonte: IBGE. Elaboragéo:
CONAB).

Além dessa grande importancia econdmica para o Brasil, estudos a respeito
das propriedades biolégicas desse fruto tem crescido no decorrer dos anos,
aumentando o alcance na prospeccédo de novos alimentos funcionais (Paz et al.,
2015). Diversos estudos in vivo e in vitro tém analisado o efeito do acai e suas porcdes
polifendlicas isoladas em diferentes situacfes experimentais. As Tabelas 1 e 2 trazem

alguns dos estudos ja realizados.

O estresse oxidativo refere-se a producéo exacerbada de espécies reativas de
oxigénio nas células e em tecidos que ndo consegue ser neutralizada pelo sistema
antioxidante (Hussain et al., 2016). A partir dos resultados obtidos nas Tabelas 1 e 2,
pode-se sugerir que a ideia de que os antioxidantes presentes na dieta podem ser
uma abordagem promissora para 0 aumento do sistema de defesa celular contra o
estresse oxidativo e, consequentemente, passam a agir de forma protetora contra

diversas doencas envolvidas com o estresse em questéo (Pereira et al., 2016).

Além de todos os beneficios a saude citados anteriormente, dois estudos em
especial demonstraram o beneficio do acai e das antocianinas, polifendis presentes
nesse fruto, para o diagnéstico de doencas e 0 seu uso na biotecnologia. Em um deles,
o acai foi utilizado como uma alternativa para o contraste oral para ressonancia

magnética, se apresentando bastante eficiente, devido a seu alto contetudo de Fe, Mn
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e Cu (Cdérdova-Fraga, 2004). Ja no outro estudo, as antocianinas foram utilizadas para

aumentar a visualizacao de microestruturas durante cirurgia vitreoretinal (Peris, 2013).
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Tabela 1. Estudos in vivo sobre o efeito protetor do acai e seus compostos principais.

Fonte de o ) o o
. Tratamento Espécie Efeito bioldgico Referéncia
acai
Demonstrou a
7 mL/Kg de peso biodisponibilidade dos Mertens-
Suco de acai  corporeo de suco Humanos polifendis do acgai Talcott et
de acai (antocianinas) e seu efeito al., 2008.
antioxidante no plasma
. 100 g de acai/dia
Smoothie de R - . .
i durante 1 més para Protecdo contra a diabetes e Udani et
acai ) Humanos . )
paciente com hipercolesterolemia al., 2011
(Sambazon®)
sobrepeso
Extrato da
Perfuséo de 0,1- ) ] Rocha et
semente de Ratos Efeito vasodilatador
i 100 pg do extrato al., 2007
acai
Polpa de agai (40%
wt/vol) no tecido
homogenado de
cortex cerebral, . N
. Efeito positivo contra Spada et
Polpa de acai cerebelo e Ratos )
_ doencas neurodegenerativas al., 2009
hipocampo e
inducéo de
estresse oxidativo
por H202
2% de polpa seca
i Melhora do status
. de acai o De Souza
Polpa de agai Ratos antioxidante e
suplementada na ) etal., 2010
. efeito
raan hinA~rAlActArArminAa
Inducédo da
carcinogénese de
Flocos esbfago com 3 Reducéo da
g - L . Stoner et
liofilizado de injecdes Ratos carcinogénese de esdfago L 2010
al.,
acai semanais por 5 e dos niveis de algumas
semanas de citocinas
MNBA (0.3 mg/kg
2,5 e 5% de acai .
Atenuacéo do
_ suplementado na )
Polpa de acai . desenvolvimento da Fragoso et
) racéo Ratos . N o
(spray dried) carcinogénese quimica de al., 2013

convencional

colon
durante 24



Polpa de acai

Extrato
preparado a
partir da fruta

Extrato da
semente de

acai
Extrato de

semente de

acal

Polpa de acai
(spray dried)

Suco de acai

Polpa de acai
(spray dried)

Polpa de acai
(spray dried)

2g/dia de acai via
gavagem durante 6
semanas
Extrato fresco de
acai (80 mL) por 12
semanas a vontade

Exposicdo a 100
mg de extrato de
acai em cigarros

durante 60 dias

300 mg/Kg/dia via
oral

2,5 e 5% de agai
suplementado na
racéo convencional
durante 10
semanas

Administracdo 10
pl/g de peso
corpéreo via

gavagem, uma vez

ao dia, durante 4

dias

2,5 e 5% de agai

suplementado na

racéo convencional
durante 4 semanas

2,5 e 5% de agai

suplementado na

racéo convencional
durante 4 semanas

Ratos

Coelhos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos

Camundongos
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Reducédo do dano hepatico

Efeito protetor contra o

processo de aterosclerose

Protecédo contra o enfisema
pulmonar, sugerindo a adicado
de acai aos cigarros para
reducdo dos efeitos maléficos

do fumo

Protecdo do acai contra a
inflamacgé&o pulmonar aguda

Inibicdo da carcinogénese

guimica de bexiga

Protecéo contra as
convulsdes e o estresse
oxidativo derivado delas

Aumento da GSH total e
atenuacéo do dano ao DNA e
desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasica no célon
Efeito protetor contra a
carcinogénese de colon
associada a colite no modelo
de AOM/DSS

Pereira et
al., 2016

Feio et al.,
2012

De Moura
etal., 2011

Moura et
al., 2012

Fragoso et
al., 2012

Souza-
Monteiro et
al., 2015

Romualdo
etal., 2015

Choi et al.,
2016
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Tabela 2. Estudos in vitro sobre o efeito protetor do acai e seus compostos principais.

) Amostra ) o o
Fonte de acai Tratamento . Efeito biologico Referéncia
utilizada
Smoothie com ~
) _— Protecéo contra o estresse
diversos frutos Diluicdes PMN e o .
] ) o oxidativo, redugéo na Ensen et al.,
ricos em seriadas do eritrocitos . ] .
o ] producdo de ROS e migragéo 2008
antioxidantes smoothie humanos
] celular
(MonaVie®)
Células tratadas
Fracdes com 0,5-10 ug de
o o ~ ) . Pacheco-
polifendlicas cianidina 3- Reducéo da proliferacéo _
o HT-29 Palencia et
presentes no glicosideo e celular
. Lo al., 2010
acai cianidina 3-
rutinosideo
Compostos o )
. 20 pg/mL dos Efeito citoprotetor contra o Chin et al.,
especificos MCF-7 ) )
i . compostos estresse induzido por H202 2008
extraido do agai
Inibicéo da diferenciacdo de
_ 25-100 pg/mL do osteoclastos e atividade pela Brito et al.,
Extrato de acai i RAW 264.7
extrato de acgai modulacdo da expresséo de 2016
citocinas
Aumento da expressao de
0,001-1000 proteinas do complexo
pg/mL em mitocondrial e reduc¢éo da
Extrato ) . . De Souza
o diferentes producdo de EROs (candidato
liofilizado de SH-SY5Y ) Machado et
. periodos de potencial para o
acai ] . ) al., 2016
incubacéo (24, 48 desenvolvimento de drogas
e 72h) para o tratamento da
bipolaridade)
Atenuacéo do estresse
i o o . Santos et
Extrato de acai 0,1 pg/mL Astrécitos oxidativo induzido pelo L 2014
al.,
Manganés
Extrato o i .
o Aumento da atividade pro- Dias et al.,
polifendlico de 5-20 mg/L SW-480 N
. apoptotica 2014
acai
Extrato da .
10, 20 e 40 pg/mL ) ) Silva et al.,
casca, semente MCF-7 Efeito antitumoral
durante 24 e 48h 2014

e fruto total






