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RESUMO
O acai (Euterpe oleracea MART) é uma fruta de grande importancia para a regido
Amazonica em termos nutricionais, culturais e socioecondmicos. Nos ultimos anos, o
acai tem sido alvo de diversos estudos devido as suas propriedades benéficas a saude,
incluindo efeitos contra células tumorais. Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar in vitro os efeitos genotdxicos e citotoxicos do extrato do acai
clarificado em uma linhagem celular de cancer gastrico humano metastatico (células
AGPO01). Para fins de comparacdo, utilizou-se uma linhagem celular ndo transformada
de celulas epiteliais renais de macaco verde africano (células VERQO). Foram realizados
0 ensaio de viabilidade por reducgéo de resazurina, 0 ensaio cometa, a determinacao da
morte celular por corantes fluorescentes diferenciais e 0 ensaio de migracdo Wound
Healing o de feridas. Foi observada reducdo na viabilidade apenas na linhagem AGP01
em 72h. N&o houve dano genotdxico ou morte celular (através de apoptose ou necrose)
em nenhuma das linhagens celulares. Entretanto, o extrato de acai induziu reducdo da
motilidade em ambas as linhagens celulares. A reducdo da viabilidade celular e a
inducdo do efeito anti-migratorio na linhagem celular AGPO1 abrem perspectivas para
explorar o potencial da Euterpe oleracea como adjuvante no tratamento do cancer

gastrico.

Palavras Chave: Euterpe oleracea, Cancer Gastrico, Citotoxicidade, Genotoxicidade,

Migragdo.
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ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea MART) is a fruit of great importance for the Amazon region in
nutritional, cultural and socioeconomic terms. In recent years, acai has been the subject
of several studies due to its beneficial properties for health, including effects against
tumor cells. Therefore, the present work aimed to evaluate in vitro the genotoxic and
cytotoxic effects of the clarified extract of acai juice in a human metastatic gastric
cancer cell line (AGPO1 cells). For comparison purposes, a non-transformed cell line of
African green monkey renal epithelial cells (VERO cells) was used. The viability assay
by resazurin reduction, the comet assay, the determination of cell death by differential
fluorescent dyes and the wound healing migration assay were performed. A reduction
in viability was observed only in the AGPO1 line within 72h. There was no genotoxic
damage or cell death (through apoptosis or necrosis) in any of the cell lines. However,
acai extract induced motility reduction in both cell lines. The reduction in cell viability
and the induction of the anti-migratory effect in the AGPO1 cell line opens perspectives
for exploring the potential of Euterpe oleracea as an adjuvant in the treatment of gastric

cancer.

Key words: Euterpe oleracea, Gastric Cancer, Citotoxicity, Genotoxicity, Migration.
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1. INTRODUCAO

Os seres humanos sdo organismos multicelulares, cujas células se organizam em
tecidos e estes formam os diversos 6rgdos que compdem 0s sistemas. Estima-se que o
corpo humano seja composto por aproximadamente 37 trilndes de células (BIANCONI
et al., 2013). Todas essas células séo resultado de muitas sucessivas divisdes celulares
que se iniciam a partir de uma unica célula. Embora sejam clones, € esperado que existam
certas diferencas no seu material genético, devido as mutacGes que surgem a cada divisdo
celular e que se fixam nas populagdes dos diferentes tecidos (ROY & CONROY, 2018).
Isso acontece em condicdes fisioldgicas normais, no entanto € um ponto essencial para o
desenvolvimento do cancer, que também se desenvolve a partir de uma Unica célula de
origem, com mutagdes acumuladas que lhe conferem certas vantagens (GREAVES &
MALEY, 2012).

O que chamamos de cancer consiste em um conjunto de doencas que, apesar de
acometerem tecidos e 6rgdos diferentes, possuem em comum o fato de se desenvolvem
a partir de células do proprio organismo (HAUSMAN, 2019). Tais células ndo respondem
mais aos mecanismos naturais de controle de proliferacdo, escapam as estratégias de
controle como a apoptose, perdem comunicacdo com 0s tecidos circundantes, podem
estimular angiogénese para suprir as proprias necessidades metabdlicas, estimulam
inflamacgdo e até mesmo desenvolvem capacidade de se disseminar e invadir outros
tecidos e 6rgdos (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

O céancer é uma das maiores causas de morte globalmente (PLUTYNSKI, 2018).
Dados de 2020 considerando 185 paises mostram que o tipo mais comumente
diagnosticado € o cancer de mama (11,7% dos novos casos) seguido por cancer de pulmao
(11,4%), colorretal (10%), prostata (7,3%) e cancer gastrico (7,7%). Destes, o cancer de
pulmdo apresentou a maior mortalidade, estimada em 1,8 milhdes de mortes (18%),
seguido por cancer colorretal (9,4%), de figado (8,3%), cancer gastrico (7,7%) e cancer
de mama (6,9%) (SUNG et al., 2021).

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Céancer (INCA), o tumor maligno
mais incidente no Brasil é o de pele ndo melanoma (31,3% do total de casos), seguido
pelos de mama feminina (10,5%), préstata (10,2%), colon e reto (6,5%), pulméo (4,6%)
e estdbmago (3,1%). A distribuicdo da incidéncia por regido geografica mostra que existe

grande variagdo na magnitude e nos tipos de cancer entre as diferentes Regides do Brasil,



com o cancer de estdmago ocupando posi¢des mais elevadas na regido norte, chegando a
ser 0 segundo principal tipo em homens, com 11,9% dos casos, e 0 quinto em mulheres
(5,9%). Estimativas ajustadas para 2023 apontam o estado do Para com a terceira maior
taxa prevista de cancer gastrico do Brasil, com 12,57 casos para cada 100.000 habitantes,
atrds do Amazonas e do Amapa, respectivamente com 13,42 e 12,85 casos por 100.000
habitantes (INCA, 2022).

1.1 CANCER GASTRICO

O céncer géstrico corresponde aos tumores malignos que ocorrem na regido do
estdbmago. Sdo uma categoria bastante heterogénea de tumores, podendo ser de varios
tipos diferentes, dependendo do tecido celular de origem. Os principais tipos sao:
adenocarcinoma gastrico, de origem epitelial glandular; tumor estromal gastrointestinal,
de origem mesenquimal; linfomas e tumores neuroenddcrinos (KNIGHT & ALLUM,
2019). A vasta maioria das neoplasias gastricas sao adenocarcinoma (cerca de 95%), que
também possui subdivisdes quanto a localizacdo, histologia e caracteristicas moleculares
(LAUREN, 1965; SIEWERT & STEIN, 2003).

Quanto a localizacdo, os tumores podem se desenvolver na regido proximal, que
compreende principalmente a porcdo da cardia, ou na regido distal, que corresponde as
porcdes do antro e piloro (PETRYSZYN et al., 2020). Histologicamente, podem ser
classificados como do tipo intestinal, com as células apresentando maior coesdo e
diferenciacéo, ou do tipo difuso, com células menos diferenciadas e menor organizacao
tecidual (LAUREN, 1965). O tipo intestinal é tipicamente localizado no antro, enquanto
o tipo difuso é mais comumente encontrado na cardia e no corpo (KNIGHT & ALLUM,
2019).

As classificagGes anatdmicas e histologicas sdo as mais utilizadas, mas ha também
classificagbes moleculares, que levam em consideracdo mutacdes e alteracGes de
expressao em genes especificos e a estabilidade cromossémica das células tumorais. De
acordo com o Cancer Genome Atlas Research Network (2014), ha 4 categorias: tumores
positivos para EVB (Epstein-Barr Virus); tumores MSI, que possuem instabilidade de
microssatélites (microsatellite instability); tumores GS, que s&o genomicamente estaveis
(genomically stable); e tumores CIN, que possuem instabilidade cromossémica
(chromosomal instability). Estas classificacbes sugerem a regulacdo positiva e/ou
negativa de diferentes vias moleculares especificas, o que pode ser util na escolha de
tratamentos (PETRYSZYN et al., 2020), pois cada tipo tumoral € diferente em termos



de mutacdo que carregam, sensibilidade a drogas, seu fenétipo e tumorigenicidade
(SEENEEVASSEN et al., 2021).

A carcinogénese gastrica envolve processos complexos, que podem incluir
componentes hereditérios e também hé fatores de risco a se considerar. A idade é um dos
fatores de risco, pois a probabilidade de desenvolver cancer gastrico aumenta nas faixas
etarias mais altas. O sexo bioldgico também influencia, dado que a incidéncia em homens
é duas vezes maior do que em mulheres. Além disso, pode haver influéncia de raga/etnia
na susceptibilidade (JOSHI & BADGWELL, 2021). Outros fatores que também podem
contribuir para maior risco de cancer gastrico incluem: consumo excessivo de sal;
tabagismo; baixo consumo de frutas, vegetais e alimentos ricos em antioxidantes;
consumo de alcool e obesidade. Porém, o principal fator ambiental ligado ao
desenvolvimento do cancer gastrico é a infeccdo por Helicobacter pylori (KNIGHT &
ALLUM, 2019).

H. pylori é uma bactéria microaerofila gram-negativa que comumente habita a
mucosa do estdmago. Considerada uma das bactérias patogénicas mais disseminadas,
estima-se que esta presente em aproximadamente 50% da popula¢do mundial, embora
90% dos infectados ndo apresentem nenhum sintoma (SMITH, 2021). A prevaléncia da
infecgdo por H. pylori varia muito dependendo da regido geografica, tendendo a ser maior
em paises com menor desenvolvimento socioeconémico, apresentando também muita
variacdo dentro dos mesmos paises devido as diferencas demograficas (PLUMMER et
al., 2015; SMITH, 2021).

H. pylori foi reconhecida em 1994 pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Céancer como um carcinogénico grupo 1 (M@LLER et. al., 1995) e representa 89% das
causas do cancer gastrico ndo cardial (PLUMMER et al., 2015). A infecgéo por H. pylori
como causa do desenvolvimento de cancer gastrico é bem documentada, tanto por estudos
epidemiolégicos, como por estudos experimentais (GIESECKE et al., 1993; ZHENG et
al., 2004). O processo inicia com reac¢des inflamatorias que induzem gastrite cronica e
que pode evoluir para gastrite atrofica, seguida de metaplasia intestinal, displasia e, por
fim, cancer gastrico. Este conjunto de mudangas consecutivas na mucosa gastrica,
induzidas por H. pylori, resultando em céancer gastrico € conhecido como cascata de
Correa (CORREA, 1975).



Apesar da associagdo causal comprovada entre H. pylori e cancer gastrico, somente
a infeccdo pela bactéria ndo é suficiente para gerar neoplasias. O cancer gastrico se
desenvolve em cerca de 1% dos individuos infectados (VENNEMAN et al., 2018), o que
ressalta a importancia dos outros fatores ambientais de risco e também da susceptibilidade
genética do hospedeiro. O tipo de H. pylori causador da infecgdo também é importante,
pois diferentes cepas possuem diferentes niveis de carcinogenicidade, com algumas sendo
mais agressivas que outras (MIFTAHUSSURUR et al., 2017).

Além de H. pylori, outras bactérias também parecem desempenhar papel
importante na progressdo tumoral, dado que toda a microbiota muda ao longo das fases
da doenca, possibilitando até a identificacdo de situacdes clinicas especificas dependendo

do grupo de bactérias mais abundante em determinados casos (BARRA et al., 2021).

A literatura também mostra a associacdo causal entre infeccao pelo virus Epstein-
Barr (EBV) e cancer gastrico em cerca de 10% dos casos. O EBV € um virus de herpes
humana, causador da mononucleose. E bem conhecido por suas propriedades
oncogénicas, devido a capacidade de interferir no ciclo celular e é também associado ao
desenvolvimento de outros tipos de cancer, como linfoma de Hodgkin (NISHIKAWA et
al., 2018).

Embora os fatores causadores da neoplasia gastrica e sua forma de progressao sejam
diversos, a inflamacdo cronica desempenha um papel fundamental em todos eles, e um
dos fatores que influencia nos processos inflamatdrios € a dieta. O estudo de Agudo et al.
(2018) indica uma correlacdo entre o potencial inflamatorio da dieta e o risco de
desenvolver cancer gastrico. Um exemplo disso é o consumo de carne vermelha e/ou
processada, que pode conter carcinogénicos como hidrocarbonetos aromaéticos
policiclicos, produzidos pela alta temperatura ou pelo processo de defumacéo
(BOUVARD et al., 2015).

Assim como a ma alimentacao esté associada a riscos de desenvolver cancer, pode-
se inferir que uma alimentacéo rica em antioxidantes e com menor potencial inflamatério
pode contribuir para a diminuic¢ao dos riscos. Por isso, 0 estudo de produtos naturais com
potencial antioxidante, anti-inflamatdrio e antineoplasico comumente consumidos pela
populacéo é de grande importancia para uma maior compreensao do cancer e a busca de

novos compostos que auxiliem no tratamento de neoplasias.



1.2 ACAI

Acai é o fruto do acaizeiro, uma palmeira nativa da Bacia Amazonica (Figura 1),
que possui ampla distribuicdo na Amazoénia, principalmente no Brasil, Venezuela e
Colémbia, mas também no Equador, Suriname, Guayana e Panama (SALES et al., 2023).
O acai pertence a familia Arecaceae e seu nome cientifico é Euterpe oleracea Martius,
tendo recebido o epiteto genérico em alusdo a deusa da mitologia grega Euterpe, que
significa “elegancia da floresta”, devido a beleza de suas palmeiras. O termo oleracea faz
referéncia a plantas que podem ser usadas como alimento e 0 nome popular acai tem
origem tupi, que significa “fruto que chora” (DE OLIVEIRA & SCHWARTZ, 2018;
SALES et al., 2023).

FIGURA 1: Agaizeiros (A) e cacho com os frutos (B). Fonte: Portal Embrapa e Projeto Jardinando.

O acai possui grande importancia cultural e socioeconémica na Regido Amazonica,
devido a sua presenca diaria na alimentacao da populacéo local e também exportacdo para
as demais regides do Brasil, sendo o estado do Pard o maior produtor para 0 mercado
doméstico (DE OLIVEIRA & SCHWARTZ, 2018). Além do fruto, também € extraido
palmito das palmeiras, e estas sdo também usadas como plantas ornamentais em jardins
e parques, podendo ajudar em recuperacdo de areas degradadas (DE OLIVEIRA &
SCHWARTZ, 2018). Seus carogos sdo usados na confeccdo de biojdias, suas folhas e
troncos sdo usados em construgdes (OLIVEIRA, 2006) e sua propria existéncia é
inspiracdo para expressdes artisticas e culturais, como musicas, lendas e poemas
(NOGUEIRA et al., 2005; MOURAO, 2010; PONTE, 2012).



Para além da Regido Amazonica e no restante do Brasil, hoje o acai é valorizado no
mundo todo, principalmente apds ter sido alvo de varias pesquisas que evidenciaram o
seu alto poder nutritivo e os beneficios que pode trazer a saude (SILVA, 2019).
Considerado uma “superfruta” devido ao seu teor nutricional e potencial antioxidante, o
acai tem ganhado cada vez mais aten¢do no mercado internacional, ndo somente na area
alimenticia, com a producdo de bebidas energéticas e suplementos dietéticos, mas
também na inddstria farmacéutica e cosmética (YAMAGUCHI et al., 2015), o que
estimula cada vez mais estudos para elucidar as suas caracteristicas e seus potenciais

efeitos bioldgicos.

A polpa do fruto do acaizeiro representa cerca de 5 a 15% do volume do fruto.
Quanto ao valor nutricional, lipideos sdo 0s principais macronutrientes presentes,
compondo cerca de 40 a 60% de sua matéria seca, com sua maior por¢do representada
pelos &cidos oleico, linoleico e palmitico. As fibras alimentares sdo o segundo
componente mais prevalente na polpa, compondo 20 a 22% da matéria seca. Quanto a
quantidade de proteinas, estas representam cerca de 6 a 10,5%. Os acUcares digeriveis sao
cerca de 3%, representados principalmente por glicose, frutose e sacarose. O acai é
também uma rica fonte de vitamina E, contribuindo com mais de 100% do valor
recomendado diario a cada porc¢éo de 2009 do suco. Possui também alto teor de minerais,
principalmente selénio, manganés, cobre e cromo (BICHARA & ROGEZ, 2011); e de
polifendis, aos quais sdo atribuidos grande parte dos efeitos bioldgicos.

Os compostos fenolicos sdo uma classe de compostos quimicos que contém ao
menos um anel aromatico ligado a um radical hidroxila, chamado de fenol. Quando
possuem varios fendis em sua estrutura quimica, sdo classificados como polifendis. Os
polifendis sdo antioxidantes ndo enzimaticos que combatem radicais livres e podem ter
efeitos diversos no organismo. Os polifendis amplamente distribuidos na natureza podem
ser divididos em dois grandes grupos: acidos fendlicos e flavondides. Os flavondides
podem ser subdivididos em importantes classes, como flavonas, isoflavonas, flavononas,
flavonois, catequinas e antocianidinas (ANGELO & JORGE, 2006).

Dentro do grupo das antocianidinas estdo as antocianinas. Antocianinas sao
pigmentos naturais encontrados principalmente em frutos de coloragdo escura e
avermelhada/arroxeada, como é o caso do agai. Os principais compostos fendlicos
encontrados no acai sdo antocianinas, principalmente a Cianidina-3-glucosidio (C3G) e a
Cianidina -3-rutinosideo (C3R) (BICHARA & ROGEZ, H., 2011). Gallori et al. (2004)



também relatou a presenca de 4 outros principais compostos: orientina, homoorientina e
isovitexina, que pertencem ao grupo das flavonas; e taxifolina deoxihexose, que pertence
ao grupo flavonol. Pozo-Insfran et al. (2004), além de flavondides, encontraram também
diversos acidos fenolicos na composicdo do acai, como os acidos cafeico, vanilico,

feralico, e galico.

A porcédo de componentes antioxidantes encontrada no acai € maior do que de outras
frutas ou vegetais. Mesmo depois da adicdo de agua a polpa, o potencial antioxidante é
maior do que o da polpa pura de outras frutas tropicais, como laranja, liméo, abacate,
abacaxi e banana (BICHARA & ROGEZ, 2011). No entanto, as propriedades quimicas e
a composicdo geral do acai, incluindo os compostos fenolicos, podem variar dependendo
de diversos fatores, como o sistema de cultivo, a técnica de coleta, estagio de maturacdo,
tempo de transporte e processo de limpeza e maceragdo (CARVALHO et al., 2017;
DOMINGUES et al., 2017). A forma mais consumida na regido amazonica é a polpa
fresca, feita a partir dos frutos batidos com agua. Antes de batidos, o frutos podem passar
por um processo chamado branqueamento, que consiste em mergulha-los por cerca de 10
segundos em agua quente (~80°C) e logo em seguida em agua fria, para reduzir o
contelldo microbiano (BICHARA & ROGEZ, 2011). Nos estados brasileiros fora da
regido amazo6nica o acai € consumido principalmente na forma pasteurizada e congelada,
enquanto fora do Brasil o consumo € principalmente do suco ou produtos derivados do
suco, como energéticos, suplementos em po, chas e capsulas gelatinosas (NOGUEIRA &
SANTANA, 2014).

A clarificacdo é um dos principais processos para a obtencdo do suco de acai, € é
de grande importancia para o mercado nacional e internacional. O processo de
clarificacdo da polpa envolve microfiltracdo e centrifugacéo, retirada de lipidios, fibras,
proteinas e solidos insollveis. Desta forma, o produto final € um liquido de coloracéo
roxa brilhante e sem turbidez, o que aumenta a aceitabilidade no mercado e o torna um
modelo ideal para a avaliagdo do impacto dos compostos fendlicos (SOUZA-
MONTEIRO, et al., 2015), que sdo os principais componentes bioativos envolvidos nos

diversos efeitos benéficos do acai, devido as suas propriedades antioxidantes.

Explorando os efeitos bioldgicos do acai, estudos tem demonstrado que o fruto é
um potencial candidato para o tratamento e prevencdo de diversas doencas, possuindo
propriedades farmacologicas ndo somente na polpa, mas também nas folhas, no 6leo, nas

sementes e em porcBes fracionadas do fruto, que isolam alguns componentes de sua



composi¢do. Os efeitos farmacoldgicos do acai incluem efeito anti-inflamatorio,
antineoplasico, atividades cardioprotetora, antimicrobiana e hepatoprotetora
(MAGALHAES et al., 2020). Tem sido relatado também efeito do acai contra doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (DE OLIVEIRA et al., 2019) e até
mesmo propriedades anticonvulsivantes (SOUZA-MONTEIRO, et al., 2015). Outra
propriedade interessante € a protecdo contra sindromes metabdlicas, como lipedema,
hipertensdo e diabetes (MAGALHAES et al., 2020), além de demonstrar também efeitos
neuroprotetores contra retinopatias em decorréncia de diabetes (DE OLIVEIRA et al.,
2023).

Com tantos efeitos positivos, era de se esperar que 0 acai ndo causasse efeitos
citotdxicos ou genotoxicos, o que de fato ja foi evidenciado in vitro e in vivo (MARQUES
et al., 2016, 2017). Na verdade, 0 acai possui propriedades citoprotetoras, como
demonstrado por Ribeiro et al (2010), protegendo as células contra danos causados por
medicamentos antitumorais, 0 que enriquece o seu potencial para uso em pesquisas sobre

0 cancer.
1.3 ACAI E CANCER

Os potenciais efeitos antineoplasicos do acai tém sido estudados tanto in vivo quanto
in vitro, testando-se os diversos componentes do fruto. A literatura demonstra que o acai
é capaz de inibir a carcinogénese in vivo em diversos modelos de cancer. Alessandra-
Perini et al. (2018) relataram que o extrato hidroalcoolico de acai foi capaz de inibir a
tumorigénese causada pelo carcindgeno DMBA (1,3-dimetilbutilamina) em modelo
experimental de cancer de mama. Também h& diversos trabalhos realizados in vitro
relatando os efeitos do agai sobre linhagens de cancer de mama. Hogan et al. (2010)
testaram o extrato da polpa em células de cancer de mama MDA-468, porém ndo
observaram nenhum efeito nesta linhagem. No entanto, Silva et al. (2014) testaram o
efeito dos extratos hidroalcoolicos da polpa, da semente e do fruto total em linhagens de
cancer colorretal (HT-29 e Caco-2) e cancer de mama (MCF-7) e somente a linhagem
MCF-7 apresentou reducdo de viabilidade. Freitas et al., (2017), também testando
extratos de acai em linhagem MCF-7, observaram ocorréncia de morte celular por
necroptose, enquanto Silva et al., (2021) demonstraram que o tratamento com extrato do

caroco induziu espécies reativas de oxigénio e autofagia na mesma linhagem.



O acai também possui capacidade de inibir carcinogénese colorretal. Fragoso et al.,
(2013) observaram atenuacdo da carcinogénese de cdélon induzida por DHZ (1,2-
dimetilhidrazina) em ratos alimentados com polpa de acai. Choi et al. (2017) relataram
que o agai inibe a tumorigénese de colon induzida por azoximetano e sulfato de dextrano
sodico, com diminuicdo do nivel de citocinas inflamatdrias. Romualdo et al. (2015)
demonstraram que a polpa possui efeito protetivo desde as fases iniciais da tumorigénese
induzida por azoximetano. Segundo Fragoso et al. (2018), o extrato de acai também foi
capaz de inibir carcinogénese associada a colite, e 0s autores demonstraram que uma das
antocianinas presentes no extrato (cianidina 3-rutinosideo) é capaz de inibir a migracao

in vitro em linhagem de céncer de célon RKO.

Outras linhagens de cancer de colon também ja foram expostas ao extrato de agai.
Dias et al. (2014) relataram efeitos antiproliferativos do extrato nas linhagens HT0-29 e
SW-480, com atividade pré apoptdtica somente na linhagem SW-480, porém
apresentando modulacdo de genes associados a inflamacdo em ambas as linhagens.
Pacheco-Palencia et al. (2010) também relataram inibicdo da proliferacdo de HT-29
induzida por fragdes monoméricas de antocianinas da polpa e também misturas
polifendlicas do 6leo (PACHECO-PALENCIA et al., 2008). Inducdo de apoptose e
parada no ciclo celular foram observados nas linhagens de adenocarcinoma colorretal
CACO-2 e HCT-116, induzidas por extratos de acai (DA SILVA et al., 2023).

Estudos realizados em linhagem de cancer de prostata também apresentaram
resultados positivos. O extrato do carogo causou efeitos citotoxicos na linhagem de cancer
de prostata LNCaP, com alteracGes nucleares e mitocondriais, e reduziu citocinas
inflamatorias e tamanho tumoral em modelo de carcinoma solido de Ehrlich em ratos
(FILHO et al., 2023). Sibuyi et al. (2021) testaram nanoparticulas de ouro conjugadas
com extrato de acai e observaram diminuicdo da viabilidade das células de

adenocarcinoma de prostata PC3 e células de cancer de pancreas Panc-1.

Monge-Fuentes et al. (2017) avaliaram o uso de 6leo de acai em nanoemulsdo para
o tratamento de melanoma em terapia fotodindmica. Os autores relataram alta morte
celular (85%) das células de melanoma em comparacdo com as células normais, que
mantiveram viabilidade alta. A linhagem normal testada foi B16F10. No mesmo estudo,
0s autores também observaram reducdo do tamanho tumoral de 82% em um modelo de
melanoma in vivo, comparado com o controle. Em linhagem de leucemia HL-60

polifendis do acai induziram apoptose por meio de ativacdo de caspase-3 (DEL POZO-
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INSFRAN et al., 2006). Ratos alimentados com polpa de acgai apresentaram inibicao de
carcinogénese na bexiga urinéria induzida por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina
(BBN) e Nmetil-N-nitrosourea (MNU) (FRAGOSO et al., 2012). Stoner et al., (2010)
relataram que o agai protegeu contra a inducdo de cancer esofagico em ratos, causada por
N-nitrosometilbenzilamina. Martinez et al. (2018), testando extrato do carogo em
linhagem de carcinoma pulmonar humano A549, observaram inducdo de apoptose e

parada no ciclo celular.

Apesar dos diversos trabalhos ja realizados avaliando os efeitos anticancer do agai
em varias linhagens celulares, hd uma lacuna quando se trata de cancer gastrico. Em uma
busca no PubMed pelas palavras chave “cancer gastrico” e “Euterpe oleracea”, apenas
um artigo se enquadra, em que 0s autores avaliaram os efeitos do acai na tumorigénese
induzida por Helycobacter felis em ratos. O acai ndo foi capaz de prevenir 0 processo
carcinogénico (LEE, J. Y. etal., 2016). Esta escassez de estudos com a temética do cancer
gastrico e acai chama atencdo para a necessidade de mais conhecimento sobre esta

problematica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar in vitro os efeitos genotoxicos e citotdxicos do extrato do acai (Euterpe
oleracea) clarificado na linhagem neoplasica AGP01 e comparar estes efeitos aos

observados na linhagem nédo neoplasica VERO.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a viabilidade celular das linhagens VERO e AGPO01 expostas ao AC.

e Determinar o indice de dano ao DNA induzido pelo AC nas linhagens VERO e
AGPO1.

e Quantificar a quantidade de células em apoptose e necrose induzida pelo AC nas
linhagens VERO e AGPO1.

e Verificar o efeito do AC sobre a migragéo das linhagens VERO e AGPOL1.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a avaliacéo in vitro dos efeitos do extrato do acai clarificado foram definidos
0S grupos de tratamento a partir do ensaio de reducao de resazurina, em que o extrato foi
testado nas seguintes concentracdes: 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
pg/ml e 200 pg/ml

Para os demais ensaios, 0s grupos de tratamento com o extrato foram somente 50
pg/ml, 100 pg/ml e 200 pg/ml. Estas concentracdes foram selecionadas a partir dos
resultados do ensaio de viabilidade. Em todos os experimentos foi utilizado também um
controle negativo em que as células foram tratadas somente com meio de cultura. Foi
também utilizado um tratamento controle positivo com doxorrubicina em todos o0s
experimentos, com excecdo do ensaio Wound Healing. Os grupos de tratamento para cada

ensaio estdo ilustrados no esquema a seguir (figura 2).

Viabilidade e proliferacio Genotoxicidade Citotoxicidade Migragiio
Ensaio de reducéo de Ensaio cometa Deteccéo de Wound Healing
resazurina (3 horas de tratamento) apoptose e necrose (0, 12 e 24 horas de
(24 horas e 72 horas (24 e 72 horas de tratamento)
de tratamento) « Doxorrubicina tratamento)

* Doxorrubicina + Controle negativo
+ Controle negativo * Doxorrubicina
» Controle negativo * 200 pg/ml
* 200 pg/ml * Controle
* 200 pg/ml negativo * 100 pg/ml
* 100 pg/ml
* 100 pg/ml * 200 pg/ml * 50 pg/ml
* 50 pg/ml
* 50 pg/ml * 100 pg/ml
+ 25 pg/ml * 50 pg/ml

* 12,5pg/ml

* 6,25 png/ml

FIGURA 2: Delineamento experimental dos ensaios para avaliagdo do efeito do extrato de acai clarificado
sobre as linhagens VERO e AGP01. Os mesmos ensaios foram realizados para as duas linhagens com os
mesmos grupos de tratamento em pelo menos 3 experimentos independentes.
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3.2 CULTIVO DAS LINHAGENS CELULARES

A linhagem VERO (YASUMURA & KAWAKITA, 1963), obtida a partir de
epitélio renal de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), foi obtida do Banco de
células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem de adenocarcinoma gastrico metastatico
AGPO01 (LEAL et al., 2009), obtida de fluido ascitico de um paciente masculino de 55
anos do hospital universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), foi estabelecida pelo
Laboratdrio de Citogenética Humana e Genética Toxicoldgica (LCH-UFPA) e pelo
Laboratorio de Neuroquimica Celular e Molecular (LNMC). Ambas as linhagens estavam
armazenadas em freezer a -80°C no laboratério multiusuario do Programa de Pds-
Graduagdo em Neurociéncias e Biologia Celular da UFPA (PPGNBC-UFPA).

Os criotubos para congelamento continham 1 ml de suspensao celular na densidade
de 10° células/ml. A soluco de congelamento utilizada é composta por 10% de DMSO
(Dimetilsulfoxido) e 90% de soro bovino fetal (SBF). O conteudo das ampolas foi
descongelado em temperatura ambiente e adicionado a 10 ml de meio de cultura DMEM
suplementado com 15% de SBF e pH entre 7.2 e 7.4, acrescido dos antibidticos
penicilina/estreptomicina (100U/mL/100ug/ml) e ciprofloxacina (20pg/ml) e mantido em
garrafas de cultura de 25cm? de area. As garrafas foram mantidas em estufa incubadora
com atmosfera Umida de 5% de CO- e temperatura 37° C. O meio de cultura foi trocado
no dia seguinte ao congelamento para retirada do DMSO da solugédo de congelamento.
Subcultivos foram realizados cerca de 2 a 3 vezes por semana de acordo com as

necessidades das linhagens e seguindo os protocolos de cultivo celular do LCH-UFPA.

3.3 EXTRATO DO ACAI CLARIFICADO

O extrato de agai clarificado utilizado neste trabalho foi cedido pela Amazon
Dreams (Belém — Pard — Brasil). O processo de produgéo do suco foi licenciado pela
empresa e pela Universidade federal do Para (Pl 8 1003060-3) e inclui a microfiltracéo e
centrifugacdo do fruto fresco. A quantificacdo dos principais compostos fenolicos
presentes no aca clarificado foi realizada pelo método UHPLC-DAD (DIAS et al., 2013;

DIAS et al., 2012), e identificou 5 principais componentes, listados na tabela a seguir.
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Tabela 1. Principais compostos fendlicos no acai clarificado

Composto fendlico quantidade (mg/l) quantidade (%)
Cianidina 3-rutinosideo 448 63,9%*
Cianidina 3-glucosideo 184 26,2%*
Taxifolina deoxihexose 308 18,5%**
Orientina 381 22,9%**
Homoorientina 247 14,8%**

*das antocianinas totais; **do total de polifenadis.

3.4 VIABILIDADE CELULAR: ENSAIO DE REDUCAO DE RESAZURINA
3.4.1 Principio da técnica

Ensaios baseados em atividade metabolica sdo amplamente utilizados para estimar
namero de células vidveis em placas de cultivo celular de multiplos pocos, possibilitando
testagem de diversas substancias em periodo de tempo relativamente curto, podendo
determinar se os componentes testados possuem algum efeito direto sobre a proliferacéo
celular ou mesmo efeitos citotoxicos, que levam a morte celular (RISS et al., 2013). Estes
métodos se baseiam principalmente na atividade de oxirreducéo realizadas por enzimas
mitocondriais. Como exemplo de testes de atividade metabdlica, podemos citar 0s ensaios
de sais de tetrazélio (MTT, MTS, XTT, WSTs) e Alamar Blue, que é umas das mais
referenciadas substancias em citotoxicidade e viabilidade (RAMPERSAD, 2012)
podendo inclusive ser utilizado para proliferacdo (ANSAR AHMED et al, 1994).

AlamarBlue™ (Biosource, Camarillo, CA, USA) possui como principal
componente ativo a resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide). Estudos
comparativos entre o Alamar Blue™ e resazurina confirmam eficacia, sensibilidade e
confiabilidade equivalentes (BORRA et al., 2009). Resazurina é soltvel em solugGes
aquosas e tampdes fisiologicos. Sua solubilizagdo resulta em um liquido de coloragéo
azul profundo, podendo ser adicionada diretamente a culturas celulares e ndo possui
toxicidade. As células com metabolismo ativo podem reduzir a resazurina, convertendo-
a em resorufina (7-hydroxyphenoxazin-3-one), uma substéncia de coloragéo rosa e

altamente fluorescente, soliivel em solucéo aquosa e também n&o citotdxica. A conversao
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de resazurina em resorufina é proporcional a quantidade de células vidveis. A conversao
é feita por enzimas redutases mitocondriais e uma das vantagens sobre o MTT é que a

resazurina também pode ser reduzida por citocromos (RAMPERSAD, 2012).

NADH NAD*
HO ~ (o) 0 HO ~ O .~ -0
v g ~ -~ - N N
I [ L J
N’ " \‘N’/ ~ \7-,/:/_
o
Resazurin Resorufin

FIGURA 3 converséo de resazurina (resazurina), de coloracéo azul, ndo fluorescente em resorufina
(resorufin) de coloragdo rosa, altamente fluorescente. Fonte: (RISS et al., 2013).

A quantificacdo da reducdo de resazurina pode ser feita de forma colorimétrica,
medindo-se a diferenca entre as absorbancias do comprimento de onda da resazurina (600
nm) e da resorufina (570 nm) porém a leitura no espectrdmetro de fluorescéncia é muito
mais sensivel do que a leitura colorimétrica. Os parametros para leitura fluorimétrica sdo

560 nm excitacdo / 590 nm emissao.

3.4.2 Procedimento experimental

Para realizacdo deste ensaio as duas linhagens celulares foram semeadas em placas
de cultivo de 96 pocos na quantidade 2x10° células/poco, incubadas por 24 horas para
adesdo. Passadas 24 horas, foi realizado o tratamento em triplicata com um controle
negativo (somente DMEM) um controle positivo (doxorrubicina 0,5uM) e 6
concentracdes do extrato de AC obtidas por dilui¢do seriada em DMEM (200; 100; 50;
25; 12,5 e 6,25 pg/ml). Os tempos de tratamento foram 24 e 72 horas.

Apbs os tempos totais de tratamento, 0 meio de tratamento foi retirado de todos os
pocos e foi adicionada solugéo de rezasurina na concentragcdo de 0,3 mM nos pocos

tratados e também em pocos na total auséncia de células, com objetivo de obter os valores
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de fluorescéncia de background. As placas foram incubadas novamente por 3 horas e,
apos o periodo de incubacao, foi realizada a leitura em especrofotometria de fluorescéncia
nos comprimentos de onda 560 nm para excitacdo e 590 nm emissao.

Os valores obtidos por meio da leitura no espectrofotdmetro de fluorescéncia sdo
expressos em URF (unidades relativas de fluorescéncia). Foi calculada a média de
fluorescéncia de background (a partir dos pogos sem células) e este valor foi subtraido de
todos valores obtidos nos pogos tratados tanto dos controles (negativo e positivo) quanto
dos tratamentos com o extrato. Os valores foram convertidos em percentual, considerando

como 100% os valores dos controles negativos.

3.5 AVALIAQAO DE GENOTOXICIDADE: ENSAIO COMETA
3.5.1 Principio da técnica

Genotoxicidade é a capacidade de agentes fisicos ou quimicos (organicos ou
inorganicos) de causar alteragdes no DNA, sejam estas estruturais ou funcionais. Os
danos ao DNA sdo chamados de danos genotoxicos. Quando estas alteracdes se fixam de
forma capaz de ser transmitida aos descendentes, sdo consideradas alteracGes
mutagénicas. Uma das formas mais comuns de danos ao DNA é a fragmentacdo da
macromolécula. O ensaio cometa, também conhecido como eletroforese em gel de células
individuais, € um ensaio de genotoxicidade capaz de detectar fragmentacdo do DNA, seja

de fita simples ou de fita dupla, causadas por danos oxidativos ou ligacdes cruzadas.

Primeiramente relatada por Ostling & Johanson (1984), a ténica sofreu
modificacdes e adaptacdes para a forma mais utilizada atualmente (ANDERSON, 1996;
SINGH et al., 1988). A técnica pode ser realizada potencialmente em qualquer célula
eucaridtica nucleada. Primeiramente, as células devem ser embebidas em gel de agarose
e sofrer lise em solugédo contendo detergentes e solventes para romper e dissolver as
organelas membranosas, principalmente a membrana plasmatica e a carioteca, em alta
concentracdo de sais para extracdo de nucleoproteinas. Este processo resulta em uma
estrutura formada por cromatina altamente condensada e enovelada, denominada
nucleoide, localizada no mesmo lugar onde antes havia o nicleo (KOPPEN et al., 2018;
LORENZO et al., 2013).

Os nucleoides em gel de agarose devem passar por uma eletroforese em tampéo

alcalino em baixa temperatura. O tampé&o altamente alcalino promove afrouxamento das



17

alcas e exposicdo de sitios alcali-labeis na cromatina, e a eletroforese cria um campo
elétrico que induz a migragdo da molécula de DNA, que possui carga negativa, em dire¢éo
ao polo positivo da eletroforese (anodo). Quanto maior a fragmentacdo no DNA do
nucleodide, maior sera a distancia percorrida e espalhamento dos fragmentos no gel,
devido & menor massa dos fragmentos pequenos e maior relaxamento das alcas devido a
alta fragmentacdo. A migracdo do DNA dos nucledides apés eletroforese pode ser
observada em microscéopio por meio de coloracdo com corantes fluorescentes. Quando ha
danos, possuem uma aparéncia semelhante a um cometa. Podem ser classificados em
diferentes niveis de danos, considerando tamanho, forma e intensidade de brilho da cauda
do cometa.

3.5.2 Procedimento experimental

Para realizacdo do Ensaio Cometa, as linhagens VERO e AGPO01 foram semeadas
em placas de cultivo de 12 pocos, na quantidade 1,8x10° células/poco e incubadas durante
24 horas até o tratamento. Apds este periodo, 0 meio de cultura foi retirado, 0s pogos
foram lavados com solucdo PBS a 37°C e foi adicionado o tratamento com 3
concentracdes de extrato de AC (50, 100 e 200 pg/ml), além de um controle negativo
somente com DMEM e um controle positivo com solugdo de doxorrubicina a 2 pM. A
concentracédo de doxorrubicina foi maior no ensaio cometa em comparagao com 0s outros
ensaios realizados (reducdo de resazurina e citotoxicidade com corantes fluorescentes)
devido ao menor tempo de tratamento.

Apo6s 3 horas de tratamento, as solugdes foram todas retiradas e os pocos foram
lavados com PBS. Apos a lavagem, foram obtidas as suspens6es celulares por meio de
adicdo de Tripsina/EDTA, incubacéo na estufa de CO> por 5 minutos e adicdo de DMEM
suplementado com SBF para inativacdo da tripsina. As suspensdes foram centrifugadas a
1000 rpm por 5 minutos e mantidas em baixa temperatura em um recipiente com gelo e
baixa luminosidade. A maior parte do sobrenadante foi retirada apos a centrifugacao e
cerca de 20 pL da suspensdo celular concentrada foi homogeneizada com 300 pL de
agarose de baixo ponto de fuséo a aproximadamente 37°C. Esta mistura foi adicionada a
laminas previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal, na quantidade
aproximada de 100 pL para cada lamina, sendo 3 laminas para cada grupo de tratamento

em cada experimento.
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As laminas contendo as suspensodes celulares homogeneizadas em gel de agarose
foram cobertas com laminulas e levadas a geladeira por 10 minutos para solidifica¢do da
agarose. As laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas foram mergulhadas
em posicdo vertical em uma solucdo de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM,
Triton X-100 1%, DMSO 10%; pH 10) a 4°C protegidas da luz e permaneceram desta
forma por aproximadamente 72 horas para completar a etapa de lise.

Apoés a etapa de lise, as 1dminas foram cuidadosamente retiradas da solucéo de lise
e dispostas, horizontalmente, em cuba de eletroforese imersas em solugdo tampdo de
eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM; pH >13) a 4°C, por 20 minutos, para permitir
desenovelamento e afrouxamento das algas de DNA e exposicao de sitios alcali-labeis. Apds
este periodo, foi conduzida a eletroforese a 34V e 300mA por 20 minutos e baixa
luminosidade. Apos a eletroforese, as laminas foram imersas rapidamente em agua destilada
gelada para retirada da solucdo de eletroforese e, em seguida, imersas novamente em agua
destilada gelada por 5 minutos para neutralizacdo. Apds a neutralizacdo, as laminas foram
fixadas em etanol absoluto por 3 minutos, secas em temperatura ambiente e armazenadas para
analise sob abrigo da luz.

As laminas foram coradas com 50 pL de solucdo de brometo de etidio na
concentracdo 0,2 pg/ml e observadas em microscopio optico de fluorescéncia, com filtro
516-560 nm, barreira de filtro 590 nm e aumento de 400x. Os nucledides foram
classificados em 5 classes, de acordo com a extensao e formato da cauda. As categorias
sdo enumeradas de 0 a 4. A classe 0 representa uma célula normal considerada sem danos
(<5%); a classe 1, baixo nivel de danos (5-20%); a classe 2, nivel médio de danos (20-
40%); a classe 3, alto nivel de danos (40-95%) e a classe 4 seria uma célula com dano
total (>95%).

Foram analisados 100 nucledides por grupo de tratamento. Apds a contagem dos
nucleoides categorizados em cada classe, foi calculado o indice de dano nuclear (IDN) a

partir da formula a seguir (Figura 4) em 3 experimentos independentes.

IDN = (n°cel classe 0x0 + n°cel classe 1x1 + n°cel classe 2x2 + n°cel classe 3x3 + n°cel classe 4x4)

n°cel analisadas

FIGURA 4 — Férmula para obteng¢do do indice de dano nuclear (IDN) calculado a partir do nimero de
nucleoides obtidos de cada classe de danos. Fonte: Singh et al., 1988.
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3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO: PADRAO DE MORTE
CELULAR POR MEIO DE CORANTES FLUORESCENTES DIFERENCIAIS

3.6.1 Principio da técnica

Células em processo de morte celular apresentam caracteristicas que as distinguem
das células vidveis. Observando os aspectos morfolégicos com o auxilio de corantes
fluorescentes é possivel fazer a identificacdo do tipo de morte. As membranas celulares
sdo permedaveis ao corante bisbenzidina Hoechst 33342 (HO), que entra no nucleo e se
une as ligacdes adenina-timina e emite fluorescéncia azul, permitindo a visualizacdo da
cromatina. Ja o corante iodeto de propidio (IP) nédo passa pela membrana intacta de células
viaveis, sendo incorporado somente pelas células que perderam a integridade da
membrana. Devido a isso, a presenca da coloracdo vermelha do IP indica um evento de
morte celular. O corante Fluoresceina Diacetato (DAF) cora em verde o citoplasma de

celulas com membrana plasmatica intacta (RELLO et al., 2005).

Por meio da associacdo destes 3 corantes pode-se identificar células viaveis, com
citoplasma corado em verde pelo DAF e nucleo azul corado pelo HO. As células
apoptoticas também sdo coradas em verde pelo DAF, porém com o ndcleo fragmentado
ou altamente compactado, com cromatina condensada. Também podem apresentar
projecdes citoplasmaticas (blebs) e corpos apoptoéticos. Em fases tardias de apoptose,
pode ocorrer absorcdo de IP, corando as células apoptdticas em vermelho. As células
necroticas sdo uniformemente coradas em vermelho pelo IP e sem os aspectos nucleares

caracteristicos de apoptose.

3.6.2 Procedimento experimental

Para a realizagdo do ensaio de Padrdo de Morte Celular por meio de corantes
fluorescentes diferenciais, as duas linhagens foram semeadas na quantidade 10°
células/poco para o tempo de tratamento de 24 horas e 5x10* células/ poco para o
tratamento de 72 horas em placas de 12 pogos. Apos 24h da semeadura, foi realizado o
tratamento com 200, 100 e 50 pg/ml de AC, além de um controle negativo somente com
DMEM e um controle positivo com 0,5 uM de Doxorrubicina.

Ao final dos tempos de tratamento, todo o contetddo dos pogos foi coletado em tubos
de centrifugacdo, incluindo as células em suspensdo. As células aderidas foram

desagregadas com tripsina e a enzima foi inativada com DMEM suplementado. Os tubos
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foram centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, deixando
aproximadamente 100 pL para ressuspensdo. Em seguida foi adicionado 4 pL da solucdo
de corantes fluorescentes previamente preparada (25 uL de IP a Img/ml diluido em agua
destilada + 50 pL de DAF a 1,5 mg/mL diluido em DMSO + 10 uL de HO a Img/mL
diluido em agua destilada + 15 uL de PBS pH= 7.2) e os tubos foram levados a incubadora
por 5 minutos para captagdo dos corantes pelas células. Apos este periodo, as suspensdes
celulares coradas foram transferidas para ldminas e cobertas com laminulas para analise
em microscopio fluorescente equipado com filtro triplo. Foram analisadas 300 células por
grupo de tratamento em cada experimento. As células foram classificadas, por meio da
coloracdo e morfologia, em viaveis, necréticas e apoptoticas. Foram realizados 3

experimentos independentes.

3.7 AVALIA(;AO DE MIGRA(;AO CELULAR: ENSAIO WOUND HEALING
3.7.1 Principio da técnica

O ensaio de migrac&o por cicatrizacdo, também conhecido como ensaio de ranhura
ou ensaio Wound Healing é uma técnica padrdo para avaliacdo da atividade migratoria
coletiva de uma monocamada celular in vitro, podendo ser adaptado de véarias formas de
acordo com os objetivos de estudo (ALMEIDA, V. M. et al., 2019; JONKMAN et al.,
2014). De forma geral, consiste em uma descontinuidade em uma monocamada
homogénea confluente, que deve ser acompanhada e fotografada em intervalos regulares
para posterior quantificacdo do fechamento da lesdo (Figura 5) que ocorre devido ao
movimento orientado das células em direcdo a area da ranhura (JONKMAN et al., 2014;
MARTIN; PARKHURST, 2004).

FIGURA 5: Ranhura em uma monocamada celular confluente. A mesma regido inicial da ranhura é
fotografada em intervalos regulares para mensurar a cicatrizagdo devido a migracdo. A: Oh. B: 12h. C: 24h.
Fonte: acervo do autor.
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3.7.2 Procedimento experimental

Para realizacdo do ensaio de migracdo Wound Healing, foram semeadas 2x10°
células em placas de cultivo de 12 pogos. As placas foram incubadas em estufa de COza
37°C. Apo6s 24h da semeadura, foi feita uma lesdo vertical continua em todos 0s pogos
utilizando micropipeta com ponteira de 200 microlitros. Apds a leséo, os pogos foram
lavados cuidadosamente duas vezes com DMEM sem SBF, com o0 objetivo retirar as
células que ficam em suspensao devido a raspagem. Apos a lavagem, foi realizado o
tratamento em triplicata com as concentracdes de AC (50, 100 e 200 pg/ml) e um controle

negativo somente com DMEM.

Este ensaio foi realizado com suplementacdo de 5% de SBF para todos o0s
tratamentos e tempo total de 24 horas, pois 0 objetivo € evidenciar a movimentacao das
células ja existentes e sem influéncia da replicacdo celular. A captura das imagens foi
feita no invertoscopio EVOS XL® no tempo inicial do tratamento (Oh), apds 12 horas e
apos 24 horas, sempre na mesma regido de cada pog¢o. Para encontrar a mesma regiao a
ser acompanhada ao longo do ensaio, foi feita uma marcacdo horizontal com caneta
permanente abaixo de cada pogo e foi selecionada a regido imediatamente acima ou

abaixo da marcacdo, que € facilmente visivel em invertoscopio (Figura 6).

FIGURA 6: Marcacdes feitas com caneta permanente em baixo dos pocos na placa de 12 pocos (A). Viséo
da marcacdo em invertoscopio (B). A imagem a ser capturada para analise é da area imediatamente abaixo
ou imediatamente acima da linha azul.

As imagens capturadas em todos os tempos de tratamento (0, 12 e 24h) foram

processadas medidas pelo programa Image J para detectar automaticamente a area das
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lesGes, seguindo o protocolo recomendado por Treloar & Simpson (2013). Foram

realizados 4 experimentos independentes, com triplicata.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

As medias de 3 experimentos independentes entre 0s grupos no ensaio de Reducéo
de Resazurina, ensaio Cometa e Avaliacdo de Citotoxicidade por Corantes Fluorescentes
Diferenciais foram comparadas por andlise de variancia (ANOVA) no programa
GraphPad Prism 5.00, seguidas de pds teste Tukey HSD. As médias de 4 experimentos
independentes, com triplicatas, do ensaio de migracdo Wound Healing foram comparadas
por ANOVA 2-way, seguidas por pos teste Bonferroni no programa GraphPad Prism
5.00. O nivel de significancia de 95% (p<0,05) foi adotado para todos os ensaios. Os

dados séo apresentados com média e erro padrao.
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4. RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR: ENSAIO DE REDUCAO DE RESAZURINA

Os resultados do ensaio de reducdo de resazurina, apos 24 horas de tratamento
com AC, mostraram que ndo houve diferencas na viabilidade para ambas as linhagens
(p<0,05) em comparacdo com os controles negativos (figura 7). No entanto, nos grupos
controle positivo, tratados com doxorrubicina, houve reducdo significativa da viabilidade.
A linhagem VERO reduziu para 65,7% e a AGPO01 para 65,2% (p<0,05) em relacdo ao

controle negativo.
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FIGURA 7: Efeito do extrato de agai clarificado sobre a viabilidade das linhagem VERO e
AGPO01 expostas durante 24h. N&o houve diferenca significativa entre as duas linhagens. *p<0,05
em relagdo aos respectivos controles negativos. Doxo: doxorrubicina 0,5uM. CN: controle
negativo. Grafico representa dados de 3 experimentos independentes, com triplicata.

Para o tratamento de 72h, houve reducéo de viabilidade da linhagem AGPO1 a partir
da concentragdo de 25 pg/ml (p<0.05) em comparagdo ao controle negativo. Os
percentuais de viabilidade celular foram 96,04; 93,03; 90,9; 84,9; 79,27 e 81,5 % para as
concentragdes 6.25; 12.5; 25; 50; 100 e 200 ug/ml de AC, respectivamente. A viabilidade

das células VERO tratadas com doxorrubicina em 72h foi 39,19%, significativamente
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menor que o controle negativo (100%) (p<0,05). Porém o tratamento com o AC néo teve
nenhum efeito significativo sobre a linhagem VERO (p>0.05) (Figura 8).
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FIGURA 8: Efeito do extrato de agai clarificado sobre a viabilidade das linhagem VERO e AGP01
expostas durante 72h. *p<0,05 em comparacdo com 0s respectivos controles negativos. Doxo:
doxorrubicina 0,5uM. CN: controle negativo. Grafico representa dados de 3 experimentos
independentes, com triplicata.

4.2 ENSAIO COMETA

O extrato do AC ndo causou danos genotdxicos detectaveis pelo ensaio cometa em
nenhuma das concentragdes testadas nas duas linhagens celulares (p>0.05). A
doxorrubicina aumentou significativamente o IDN para ambas as linhagens: 2,22 para
VERO e 2,36 para AGP01, em comparagdo com 0s respectivos controles negativos: 0,48
e 0,49. Todos os grupos tratados com AC nas duas linhagens tiveram IDN
estatisticamente semelhantes aos controles negativos. A figura 9 mostra a representacéo
do padrdo de scores utilizado como pardmetro para a obtengdo dos indices de dano obtidos
da linhagem AGPO1. A linhagem VERO apresenta 0 mesmo padréo de score visual. A

figura 10 mostra todos os indices de dano obtidos para todos os grupos tratados.



25

FIGURA 9: Classificacdo visual dos nucledides em diferentes classes de dano no ensaio cometa. A: classe
0, considerada sem danos (<5%). B: Classe 1, baixo nivel de danos (5-20%). C: classe 2, nivel médio de

danos (20-40%). D: classe 3, alto nivel de danos (40-95%). Classe 4: dano total (>95%). Linhagem celular
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FIGURA 10: Avaliacao do potencial genotoxico do extrato de agai clarificado nas linhagens celulares
VERO e AGPO01 expostas durante 3 horas. *p<0,05 em comparacdo com o indice dos respectivos

controles negativos. Doxo: doxorrubicina 2 uM. CN: controle negativo. Gréfico representa dados de
3 experimentos independentes.
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4.3 AVALIAC,‘AO DE POTENCIAL CITOTOXICO: PADRAO DE MORTE
CELULAR POR MEIO DE CORANTES FLUORESCENTES DIFERENCIAIS

Nas condicdes avaliadas, o extrato do acai clarificado ndo induziu morte celular por
apoptose ou necrose em nenhuma das linhagens (p>0,05). A figura 11 mostra o resultado
do padrdo de morte para as linhagens VERO (A) e AGPO01 (B). Doxorrubicina induziu

apoptose e necrose significativamente para as duas linhagens (p<0,05) comparada com
0S respectivos controles negativos.
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FIGURA 11: Avaliacdo do potencial citotoxico do extrato do acai clarificado por meio de corantes
fluorescentes diferenciais na linhagem néo neoplasica VERO (A) e na linhagem neopléasica AGP01 (B).

*p<0,05 em comparagdo com 0s respectivos controles negativos. CN: controle negativo. Gréaficos
representam dados de 3 experimentos independentes.
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4.4 AVALIACAO DE MIGRACAO CELULAR: ENSAIO WOUND HEALING

O efeito anti-migratorio do acai clarificado foi observado em ambas as linhagens.
Para a linhagem VERO, este efeito foi significativo (p<0,05) em todas as concentra¢oes
avaliadas e em ambos os tempos de tratamento (12 e 24h) quando comparado com o
controle negativo (figura 10). Para a linhagem AGPO01, em 12h de tratamento, o efeito
anti-migratorio foi observado somente nas duas maiores concentracfes (100 e 200 ug/ml).
Porém, todas as concentragdes inibiram significativamente a migragdo em 24h de
tratamento, comparadas com o controle negativo (figura 12). O perfil migratério das duas

linhagens é mostrado na figura 13.
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FIGURA 12: Avaliacdo do potencial migratério das linhagem VERO e AGP01 expostas ao extrato do
acai clarificado por meio do ensaio Wound Healing. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em comparac¢ao
com o respectivo controle negativo. CN: controle negativo. Grafico representa média e erro padréo de 4
experimentos independentes.
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FIGURA 13: Fotomicrografias do ensaio Wound Healing apresentando a area das lesdes captadas nos
diferentes tempos de tratamento nas linhagens VERO e AGPO01. O limite entre a monocamada e a &rea da
lesdo estd marcado em vermelho.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do Ensaio de Reducdo de Resazurina mostraram que o AC néo
apresentou nenhum efeito sobre a viabilidade da linhagem VERO em nenhum dos tempos
de tratamento (figuras 6 e 7). N&o encontramos na literatura nenhum trabalho que tenha
avaliado os efeitos do acai em células VERO, no entanto ha trabalhos que demonstram a
auséncia de citotoxicidade de extratos de acai contra células ndo tumorais. Marques et al.
(2017), em estudo avaliando o efeito do 6leo da polpa do acai, ndo observaram nenhuma
alteracéo na viabilidade de linfocitos humanos. Da mesma forma, Arrifano et al. (2018),
avaliando o mesmo extrato utilizado no presente trabalho (acai clarificado), néo
observaram alteracdo na viabilidade em cultura de neurénios corticais. Porém, quando se
trata de células tumorais, a literatura relata efeitos citotoxicos de diferentes extratos de

acai em algumas linhagens, como veremos adiante.

Apesar de 0 AC ndo ter demonstrado nenhum efeito em células VERO, ele reduziu
significativamente a viabilidade da linhagem AGPO1 em 72h de tratamento, a partir da
concentracéo de 25 pg/mL (figura 7). Embora o efeito tenha sido significativo, 0 menor
valor de viabilidade obtido foi de 79,27%, na concentracdo de 100 pug/mL, uma reducao
de apenas 20,73%. Desta forma, ndo foi possivel obter uma I1C50. Até o presente
momento, ndo ha nenhum outro trabalho publicado que tenha testado efeitos de algum
extrato de acai sobre uma linhagem de cancer gastrico. No entanto, ha relatos de atividade
antineoplasica do acai contra outros tipos de cancer. Jobim et al. (2019) avaliaram o efeito
do extrato hidroalcoolico do acai na linhagem de cancer de préstata DU-145. Os autores
testaram concentragdes entre 1 e 1000 pg/mL. Em 48 e 72 horas de tratamento, todas as
concentracdes testadas causaram diminuicdo significativa na viabilidade. Silva et al.
(2014) testaram extratos hidroalc6olicos da polpa e da semente do acai em linhagens de
cancer de mama e cancer colorretal. Os autores observaram efeitos somente no tratamento
com o extrato da semente e apenas na linhagem de cancer de mama (MCF-7), que
apresentou reducdo significativa da viabilidade. Da Silva et al. (2023) também nao
observaram efeitos do extrato hidroalcodlico da semente sobre linhagens de cancer
colorretal (HT-29, Caco-2 e HCT-116). Porém, quando testaram o 6leo da semente,
observaram reducdo da viabilidade nas trés linhagens. Martinez et al. (2018), testando o
extrato da semente, também observaram efeitos sobre células de carcinoma pulmonar
humano (A549).
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Os efeitos antitumorais dos extratos de acai, tanto da polpa quanto da semente, se
devem principalmente a presenca de compostos fendlicos em sua composicao. E relatado
na literatura que os compostos fendlicos exercem atividade antioxidante em células
normais, mas podem agir como pré-oxidantes em celulas tumorais. A acdo pré-oxidante
dos compostos fendlicos se baseia na geracdo de radicais fenoxil ou complexos
oxirredutores associados a ions metais de transi¢cdo, 0 que gera espécies reativas de
oxigénio (ERO), que pode resultar em dano oxidativo (HALLIWELL, 2011). Como as
células neoplésicas possuem maior concentracdo de ions de cobre e maior atividade
metabdlica do que as células ndo tumorais, componentes pré-oxidantes elevam os niveis
celulares de ERO a niveis citotoxicos nestas celulas, mas ndo em células normais
(EGHBALIFERIZ & IRANSHAHI, 2016). Este mecanismo pode, possivelmente,
explicar as diferencas de viabilidade celular encontradas nas células testadas no presente
estudo. No entanto, seriam necessarios experimentos de avaliacdo de estresse oxidativo

para confirmar esta hipdtese,

Estresse oxidativo pode elevar os niveis de quebra de DNA, detectaveis pelo ensaio
cometa, 0 que pode induzir as células a sofrer apoptose quando ndo ha possibilidade de
reparo no DNA fragmentado. Nos nossos resultados da avaliacdo de genotoxicidade, ndo
houve acdo genotoxica do AC detectada pelo ensaio cometa em nenhuma concentracéo
para as duas linhagens testadas (figura 8). Estes resultados estdo de acordo com a
literatura. Diversos trabalhos demonstram que o acai ndo causa efeitos genotoxicos e/ou
mutagénicos, tanto in vivo quanto in vitro (MARQUES et al., 2016, 2017; RIBEIRO, J.
C. etal., 2010).

Quanto a avaliacdo de citotoxicidade por corantes fluorescentes, também nao
observamos morte celular (apoptose ou necrose) causada pelo tratamento com o extrato
(figura 9). Em contraste com nossos resultados, Dias et al. (2014) observaram indug&o de
apoptose em células de cancer de colon humanas SW-480 tratadas com acai clarificado.
Da mesma forma, Pozo-Insfran et al. (2006) também relataram apoptose causada por
polifendis do agai, porém em linhagem de leucemia HL-60. Silva et al. (2014) também
relataram que ndo houve morte celular por apoptose na linhagem MCF-7 tratada com
extrato hidroalcodlico da semente do acai, porém observou indicios de autofagia em
anélises morfoldgicas, o que explicaria a reducdo da viabilidade desta linhagem.

Posteriormente, Freitas et al. (2017) também avaliaram o efeito do extrato hidroalcodlico
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da semente do agai em MCF-7 e observaram, além de autofagia, ocorréncia de morte

celular por necrose.

Compostos fendlicos podem causar danos oxidativos que resultam em autofagia.
Autofagia € um processo de autodigestdo que objetiva reciclar os nutrientes de
componentes danificados nas células, que pode ser uma resposta a diverssas condicdes de
estresse. Em células tumorais, espécies reativas de oxigénio podem induzir autofagia via
estresse oxidativo, ou autofagia pode ocorrer para reduzir espécies reativas de oxigénio
(YUN; LEE, Sang, 2018). No presente trabalho, ndo foram feitas analises morfologicas
para deteccdo de autofagia. No entanto, como nao observamos nem apopotose e nem
necrose em nossos resultados, é possivel que a reducdo da viabilidade observada nas
células AGPO01 tenha ocorrido por inducdo de autofagia. Como citado anterioremente,
extratos hidroalcéolicos da semente do acai sdo capazes de induzir este tipo de morte
celular (FREITAS et al., 2017; SILVA, Dulcelena Ferreira et al., 2014). Autofagia,
induzida por 6leo da semente do acai, foi também observada em células de cancer
colorretal (Silva et al., 2023).

Os diversos efeitos dos compostos fendlicos do acai demontram que sua acdo pode
ser diferente dependendo de cada composto especifico, ou da agdo sinérgica entre eles.
Também depende do tipo de célula com a qual eles interagem, por isso algumas linhagens
ndo respondem ao tratamento com o AC ou outros extratos de acai, enquanto outras
podem apresentar reducdo de viabilidade, que pode estar associada a morte celular por
necrose ou apoptose, ou também parada no ciclo celular, como observado por Martinez
et al. (2018) em células de carcinoma pulmonar humano. Barbosa et al. (2016) relataram
que estes efeitos sinergisticos estdo na base das diferentes respostas antioxidantes
apresentadas pelo extrato etandlico do acai da espécie Euterpe precatoria Mart. Tal
sinergismo ocorre porque a combinacdo de diferentes compostos em uma determinada
concentracdo eficaz fortalece ou enfraquece a eliminacdo de radicais livres, como ja
observado em Glossogyne tenuifolia (HSU et al., 2005). No presente trabalho, a reducao
da viabilidade da linhagem AGPO1 foi pequena, e sem ocorréncia de morte celular por
apoptose ou necrose, 0 que talvez possa ser explicado pela interagdo entre 0s compostos

fendlicos especificos do extrato utilizado e as particularidades da linhagem exposta.

Os ensaios de migracdo celular (wound healing) realizados no presente estudo
mostraram que o extrato de acai clarificado diminui significativamente a capacidadae

migratoria das duas linhagens testadas (figura 10). A migragdo celular, em células
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tumorais, € um requisito para a progressao da cascata metastatica, seguida de invasdo e
colonizagdo em regides distais. No entanto, € uma caracteristica fundamental em
processos fisiolégicos como morfogénese, resposta imune, regeneracdo e cicatrizacdo
(VAN ZIJL; KRUPITZA; MIKULITS, 2011).

N&o encontramos na literatura nenhum trabalho que tenha avaliado o potencial
antimigratério do extrato de acai em linhagens tumorais, o que torna mais dificil uma
melhor interpretagcdo de nossos dados de migracdo para a linhagem AGPO1. No entanto,
existem varios estudos que avaliam os efeitos antimigratorios das substancias isoladas
presentes no acai. Por exemplo, Fragoso et al. (2013) testaram o efeito da Cianidina 3-
glucosidio, uma das antocianinas presentes no acai, sobre a migracao de células de cancer
de célon RKO. Os autores relataram reducdo da migracdo celular causada pela
antocianina. Chen et al. (2006) testaram os efeitos da Cianidina-3-glucosidio e da
Cianidina3-rutinosidio sobre a migracédo da linhagem A549, uma linhagem de carcinoma
pulmonar altamente metastatica e invasiva. Os autores relataram reducdo da
invasibilidade e migragdo. Cianidina-3-glucosidio e Cianidina3-rutinosidio séo
antocianinas que estdo entre os 5 principais compostos presentes no AC que utilizamos
nos nossos experimentos. Os outros componentes sdo Orientina e Homoorientina, que séo
flavonoides do grupo das Flavonas, e Taxifolina deoxihexose, um flavondide pertencente
ao grupo Flavonol (ARRIFANO et al., 2018). A taxifolina foi testada por Xie et al.
(2021) em duas linhagens de cancer gastrico (AGS e NCI-187). Os autores observaram
reducdo do potencial migratério dessas linhagens, bem como redu¢do da invasividade,
por meio de camara de Boyden. De forma geral, estas substancias, isoladamente, atuam
como agentes antimigratorios em células neoplésicas. Ao atuarem em conjunto em nosso
extrato, tais substancias apresentaram o mesmo tipo de efeito nas células AGPO1. Nossos
resultados abrem perspectivas para mais estudos do uso do agai como um coadjuvante no
tratamento de céncer gastrico, uma vez que poderia impedir a migragdo e invasao de

celulas deste tipo de neoplasia.

A literatura tem demonstrado que, contrariamente ao que ocorre em células
neoplasicas, o acai apresenta uma eficiente capacidade de induzir a migracgéo de células
ndo-transformadas. Matta et al. (2020) mostraram, por meio de ensaio de migracao in
vitro, que o 0Oleo de agai tem a capacidade de induzir significativamente a migracdo de
células da derme de fibroblastos humanos (HDFa). Os autores atribuem este efeito a

presenca de acidos graxos, zinco e ferro presentes no 6leo. Interdonato et al. (2023)
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verificaram que a administracdo de polpa de acai melhorava significativamente a
cicatrizacao de feridas artificialmente infligidas em camundongos CD1. Por meio de
Western Blot, estes autores mostraram que o acai € capaz de modular a via de sinalizacdo
Whnt. Os autores também mostraram, por meio de imunohistoquimica, que a ativacdo da
via Wnt, por sua vez, desencadeia a sintese de fatores de crescimento envolvidos no
processo de cicatrizagdo, como, por exemplo, 0 TGF-p e 0 VEGF. O TGF-B é um potente

estimulador da migracdo de fibroblastos e de células endoteliais.

Apesar da literatura demonstrar que o acai age preferencialmente como um agente
facilitador da migragdo em células ndo-transformadas, ndo foi o que observamos em
nossos experimentos nas células VERO. Ainda assim, nossos resultados estdo de acordo
com os de Costa et al. (2021). Este autores verificaram, por meio do ensaio wound
healing, que o extrato hidroalcoolico do agai usado como suplemento alimentar reduz o
potencial migratorio da linhagem de células endoteliais da microvasculatura humana
HMEC-1, da mesma forma que observado no presente estudo, para a linhagem VERO.
Outra semelhanca com 0s nossos resultados reside no fato de que a acdo antimigratdria
observada pelos autores ocorreu na auséncia de citotoxicidade. Os autores também
avaliaram a composicao quimica do extrato, que revelou a presenca de antocianinas como

Cianidina-3-glucosidio e Cianidina-3-rutinosidio.

Uma possivel hipotese para explicar, em parte, o efeito antimigratorio observado
em ambas as linhagens do presente estudo seria o fato de que, possivelmente, o extrato
de AC estaria inibindo a via Wnt em nossas condi¢fes experimentais, impedindo a sintese
de fatores de crescimento importantes para a migragdo, como o TGF- . A literatura
mostra algumas evidéncias de que o acai inibe a sintese de TGF-p, dando suporte a esta
hipotese. Por exemplo, Zhou et al. (2018) demonstraram que a polpa de agai era capaz de
diminuir a sintese deste fator de crescimento em figado de ratos Wistar expostos ao alcool.
Além disto, Cordeiro et al. (2018) verificaram que o extrato da semente do acai diminuia

a sintese de TGF-p em ratos Wistar diabéticos e hipertensos.

A inibicdo da via Wnt também dimini a producéo de fatores de transcricdo como
TCF/LCF. O TCF esta relacionado a transcricdo de diversos genes assossiados a
proliferacdo, apoptose, migracdo, angiogénese e a inducdo da Transicdo Epitelial
mesenquimal (TEM), que confere as células neoplasicas um comportamento mais
invasivo. A literatura demonstra que os compostos fendlicos podem induzir regulacdo

negativa de proteinas importantes para o fenotipo epitelial, como a E-caderina; e aumento
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de marcadores de células mesenquimais, como a N-caderina. Xie et al. (2021)
demonstraram esta alteracdo induzida pela Taxifolina nas duas linhagens de cancer
gastrico utilizadas no estudo. Orientina e Homoorientina também podem causar
alteracdes na transcricdo de metaloproteinases relacionadas ao potencial migratorio em
celulas de cancer (KIM, S.-J. et al., 2018; YE et al., 2016), por vias que também podem
estar relacionadas a via Wnt. A inibigdo de fatores de crescimento, como 0 TGF-B, e de
fatores de transcricdo, como o TCF, em nossas condi¢fes experimentais precisa, no

entanto, ser confirmada com metodos especificos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato do acai clarificado do acai ndo causou danos citotoxicos (apoptose e
necrose) e genotoxicos nas linhagens celulares Vero e AGP01. Isso demonstra a
seguranga para o consumo deste produto, como ja relatado na literatura. Porém reduziu
moderadamente a viabilidade da linhagem neoplésica e apresentou potencial anti-
migratorio para as duas linhagens, o que pode ser explorado quanto ao potencial como
coadjuvante no tratamento de neoplasias, no entanto, os mecanismos especificos de
inibicdo precisam ser elucidados. Este é o primeiro trabalho a testar o efeito de um extrato
de acai sobre células de cancer gastrico. Além disso, as caracteristicas dos polifendis
especificos do acai clarificado podem se mostrar promissoras para outros tipos de cancer

em trabalhos futuros, devido ao efeito sinérgico dos componentes especificos.
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Absract

Acai (Euterpe oleracea MART) is a fruit of great importance for the Amazon region in
nutritional, cultural and socioeconomic terms. In recent years, acai has been the subject of several
studies due to its beneficial properties for health, including effects against tumor cells. Therefore,
the present work aimed to evaluate in vitro the genotoxic and cytotoxic effects of the clarified
extract of acai juice in a human metastatic gastric cancer cell line (AGPO01 cells). For comparison
purposes, a non-transformed cell line of African green monkey renal epithelial cells (VERO cells)
was used. The viability assay by resazurin reduction, the comet assay, the determination of cell
death by differential fluorescent dyes and the wound healing migration assay were performed. A
reduction in viability was observed only in the AGPO1 line within 72h. There was no genotoxic
damage or cell death (through apoptosis or necrosis) in any of the cell lines. However, acai extract
induced motility reduction in both cell lines. The reduction in cell viability and the induction of
the anti-migratory effect in the AGPO1 cell line opens perspectives for exploring the potential of
acai as an adjuvant in the treatment of gastric cancer.

Keywords: Acai, Cell viability, Wound healing assay, Cyanidin 3-glucoside, Cyanidin-
3-rutinoside, Taxifolin.



1. Introduction

The acai (Euterpe oleraceae MART) is an extremely important plant for the Amazon
region. The juice extracted from the fruit is much appreciated in the region and is regularly
consumed as part of the population's diet (Nogueira et al., 2005; Mourdo, 2010). More recently,
acai has transcended local borders to become a product of great economic value, seen as a
functional and nutritious food. The fruit has been elevated to the rank of "superfruit” and is widely
consumed by followers of a "healthy lifestyle", consequently becoming part of a food market
whose consumption is based on health benefits. This market represents a global trend, where acai-
based products are now associated with diets with high nutritional power, mainly due to the
numerous scientific studies that report the biological effects (generally beneficial) of acai (Silva,

2019).

Among the studies that prove the beneficial effects of regular acai intake are those
showing the fruit's strong antioxidant potential, mainly due to the presence of polyphenols in its
constitution. By exploring this effect, several studies have shown that acai is a potential candidate
for the treatment of neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's and Parkinson's, since these
conditions have oxidative stress as one of their pathogenic bases (Oliveira et al., 2019). The fruit's
pharmacological effects also include anti-inflammatory, cardioprotective and anticancer activity
(Moura and Resende, 2016; Alessandra-Perini et al., 2018). In addition, acai has not shown
genotoxicity in vitro or in vivo in several different cell types (Udani et al., 2011; Caiado et al.,
2017; Marques et al., 2017) and also has antigenotoxic properties, protecting cells against damage

induced by antitumor agents (Ribeiro et al., 2010).

Regarding its anticancer effects, Alessandra-Perini et al. (2018), in a recent review,
demonstrated that acai is safe and appears to be effective as an anticancer agent, mainly due to
its anti-inflammatory, antioxidant, antiproliferative and antiapoptotic effects. The authors
analyzed several studies that used acai in preclinical models of esophageal, urothelial, colon and

melanoma cancer, among others. All the studies evaluated were conducted on rodents.



Despite the existence of numerous studies pointing to the anti-cancer effects of acai, both
in vivo (Alessandra-Perini et al., 2018) and in vitro (Dias et al., 2014; Diaconeasa et al., 2015;
Freitas et al., 2017), there are no studies conducted with the aim of evaluating the effects of acai
against gastric cancer (GC). In a quick search on PUBMED using the keywords "gastric cancer"
and "Euterpe oleracea”, only one article is retrieved in which the authors evaluated the effects of
acai on GC induced by Helycobacter felis in C57BL/6 mice. The authors found that acai was

unable to prevent the carcinogenic process in the mice assayed (Lee et al., 2016).

The lack of studies on GC is surprising, given that this cancer is considered a global public
health problem, with more than one million new cases estimated annually and low survival
statistics worldwide (Sung et al., 2021). In addition, GC is the fifth most diagnosed worldwide,
with most new annual cases occurring mainly in Asian and South American countries (Rawla and
Barsouk, 2019). Thus, the aim of this study is to evaluate in vitro the genotoxic and cytotoxic
effects of clarified acai pulp extract on a GC cell line (AGP01) and to compare these effects with

those presented by a non-transformed cell line (VERO).

2. Materials and Methods

2.1. Cell lines cultures and treatments

The AGPO01 gastric cancer cells used for the experiments in this study were obtained from
the ascitic fluid of a 55-year-old male patient at the Jo&do de Barros Barreto University Hospital
(HUJBB) and were established by the Cellular and Molecular Neurochemistry Laboratory
together with the Human Cytogenetics Laboratory, both located at the Institute of Biological
Sciences of the Federal University of Para (Leal et al., 2009). VERO cells, obtained from African
green monkey (Cercopithecus aethiops) kidney epithelial cells (Yasumura, 1963), were purchased
from the Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ - Rio de Janeiro Cell Bank). The cells were
cultured in DMEM (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) supplemented with 15% fetal bovine
serum (FBS) (Cultilab, Sdo Paulo, Brazil), 3.7 mg/mL ciprofloxaxin, 0.1 mg/mL streptomycin,

99 U/mL penicillin and kept at 37°C in 5% CO.. The cells were subcultured 2-3 times a week.



For the in vitro evaluation of the effects of the clarified acai pulp extract, we first carried
out the resazurin reduction assay, in which the extract was tested at the following concentrations:
6.25 pg/mL, 12.5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL and 200 pg/mL. For the subsequent
assays (comet assay, cell death by fluorescence microscopy and wound healing assay), the extract
treatment groups were 50 ug/mL, 100 ug/mL and 200 pg/mL. In all experiments, a negative
control was also used in which the cells were treated only with culture medium. A positive control
treatment with doxorubicin (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) was also used in all

experiments, except for the wound healing assay.
2.2. Clarified agai (CA) pulp extract

The clarified acai pulp extract used in this study was kindly provided by Amazon Dreams
(Belém, Pard, Brazil). The juice prepared from the fresh fruit was microfiltered and centrifuged
according to a process licensed by Amazon Dreams together with the Federal University of Para
(Belém, Para, Brazil) (P1 8 1003060-3) (Souza-Monteiro et al., 2015). The anthocyanins and the
main flavonoids present in the clarified pulp were quantified using two validated UHPLC-DAD
methods (Dias et al., 2012, 2013) with the standard compounds (orientin, homoorientin, taxifolin,
cyanidin 3-glucoside and cyanidin 3-rutinoside) purchased from Extrasynthése (Genay, Rhone,
France). The concentrations of the five main phenolic compounds found in CA were as follows,
all expressed in 100 mL of pulp: 38 mg of orientin, 25 mg of homoorientin, 31 mg of taxifolin

deoxyhexose, 18 mg of cyanidin 3-glucoside and 45 mg of cyanidin 3-rutinoside.
2.3. Resazurin reduction assay

For this assay, the two cell lines were seeded in 96-well culture plates at 2x10° cells/well.
Treatments were carried out in triplicate for 24 and 72 hours. A negative control (DMEM only),
a positive control (doxorubicin 0.5uM) and 6 concentrations of CA extract obtained by serial
dilution in DMEM (200; 100; 50; 25; 12.5 and 6.25 ug/mL) were used. After treatment, Resazurin
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at a concentration of 0.3 mM was added to the treated wells

and to wells without cells, to obtain background fluorescence values. The plates were incubated



for 3 hours and then, read by fluorescence spectrophotometry (560 nm for excitation and 590 nm
for emission). Cell viability was calculated as the percentage of absorbance in relation to the

absorbance of the control.
2.4. Comet assay

For the comet assay, cell lines were seeded in 12-well culture plates at 1.8x10° cells/well
and treated with 3 concentrations of CA extract (50, 100 and 200 pg/mL), a negative control with
DMEM only and a positive control with doxorubicin 2 uM. The concentration of doxorubicin was
higher in the comet assay compared to the other tests carried out (resazurin reduction and cell

death by fluorescence microscopy) due to the shorter treatment time.

After 3 hours of treatment, 20 uL of concentrated cell suspension was homogenized with
low melting point agarose (0.5%) at approximately 37°C. This mixture was added to slides
previously covered with normal melting point agarose (1.5%) and chilled at 4 -C for 10 min. After
agarose polymerization, the coverslips were carefully removed and the slides were incubated in
lysis solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO; pH 10) at

4°C, protected from light and left for approximately 72 hours.

Then, slides were submitted to horizontal electrophoresis in an alkaline buffer solution
(EDTA 1 mM, NaOH 300 mM; pH >13) at 4°C for 20 minutes at 34V and 300mA. After
electrophoresis, the slides were immersed in ice-cold distilled water for 5 minutes. Slides were,
then, fixed in absolute ethanol for 3 minutes, and stained with ethidium bromide (0.2 ug/mL) for
analyses. Slides were analyzed using an Olympus BX41 fluorescence microscope, containing
three filters (DAPI/FITC/TRITC). The image capture was performed using the “Applied Spectral
Imaging” software. The nucleoids were classified into 5 categories according to the length and
shape of the tail. The categories are listed from 0 to 4: 0 = no damage (<5%); 1 = low level of
damage (5-20%); 2 = medium level of damage (20-40%); 3 = high level of damage (40-95%) and

4 = total damage (>95%).



One hundred nucleoids were analyzed per treatment group. The nuclear damage index
(NDI) was calculated using the following formula: NDI (au): [(N1*1 + N2*2 + N3*3 + N4*4)] /
100 (total number of analyzed cells), where NDI is the DNA damage index, au is the arbitrary

unit, and N1-N4 are cells in categories 1, 2, 3, and 4.
2.5. Morphologic analyses of cell death by fluorescence microscopy

For this assay, cell lines were seeded at 10° cells/well for the 24-hour treatment time and
5x10* cells/well for the 72-hour treatment in 12-well After 24 hours, treatment was carried out
with 50, 100 and 200 pg/mL of CA extract plus a negative control with DMEM only. Doxorubicin

(0.5 uM) was used as a positive control.

At the end of the treatment, cells were trypsinized and the supernatant was resuspended
in a mix of freshly prepared fluorescent dye solution (25 uL of propidium iodide at 1mg/mL
diluted in distilled water + 50 pL of fluorescein diacetate at 1.5 mg/mL diluted in DMSO + 10 pL
of Hoechst 33342 at Img/mL diluted in distilled water + 15 uL of PBS pH= 7.2) for 5 minutes at
37°C. Two hundred cells per treatment group were analyzed in a fluorescent microscope

(Olympus® BX41) equipped with a triple filter.

By combining these 3 dyes, viable cells can be identified with a cytoplasm stained green
by fluorescein diacetate and an intact nucleus stained blue by Hoechst 33342. Apoptotic cells are
also stained green by fluorescein diacetate; however, the nucleus is fragmented or highly
compacted with condensed chromatin. They may also show cytoplasmic blebs and apoptotic
bodies. In the late stages of apoptosis, propidium iodide absorption may occur, staining the
apoptotic cells red. Necrotic cells are uniformly stained red by propidium iodide and lack the

nuclear features characteristic of apoptosis (Chan et al., 2015)
2.6. Wound healing assay

For the wound healing assay, each cell line was seeded at a concentration of 2x10°
cells/well in 12-well culture plates. After 24 hours, a continuous vertical lesion was made in all

the wells using a micropipette with a 200-microliter tip. Cells were, then, washed and treatment



was carried out in triplicate with AC concentrations (50, 100 and 200 pg/mL) and a negative
control with DMEM only. Images were captured using an EVOS XL® invertoscope at different
times (0, 12 and 24 h). The images captured at all treatment times were processed using the Image
J program to automatically detect the area of the lesions, following the protocol recommended by

Treloar and Simpson (2013).

2.7. Statistical analysis

The means between the groups in the resazurin reduction, comet assay and
apoptosis/necrosis assessment were compared using analysis of variance (ANOVA) in GraphPad
Prism 5.00 software followed by Tukey HSD post-test. A significance level of 95% was adopted,

with p<0.05. Data is presented as mean and standard error from 3 independent experiments.

For the wound healing assay, the comparison between the mean measurements of lesion
area was made by 2-way ANOVA followed by Bonferroni post-test in the GraphPad Prism 5.00
software. Data is presented with mean and standard error, from 4 independent experiments with

triplicates.

3. Results

3.1. Resazurin reduction assay

The results of the cell viability test, after 24 h of treatment with CA extract, showed that
there were no changes in cell viability for both cell lines (p>0.05) (Figure 1A). However,
doxorubicin significantly reduced cell viability to 65.7% for VERO and 65.2% for AGPO1
(p<0.05) compared to the negative control (100%) (Figure 1A). For the 72-h treatment, there was
a significant decrease in cell viability of the AGPO1 cell line from 25 ug/mL (p<0.05) compared
to the control (100%). Although the effect was significant, the lowest viability value obtained was
79.27% at a concentration of 100 pg/mL, a reduction of only 20.73%. It was therefore not possible
to obtain an IC50 (Figure 1B). The survival percentages were 96.04; 93.03; 90.9; 84.9; 79.27 and
81.5 % for concentrations of 6.25; 12.5; 25; 50; 100 and 200 pug/mL CA extract, respectively. The

viability of the AGPO01 cells exposed to doxorubicin was 38.11 %, a value that was statistically



different from the negative control (100%) (p<0.05). Treatment with CA extract had no significant
effect on VERO cells (p>0.05). However, doxorubicin significantly reduced the viability

(39.19%) of VERO cells (p<0.05) compared to the negative control (100%) (Figure 1B).
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Figure 1: Effect of clarified agai extract on the viability of the VERO and AGPO01 cell
lines exposed for 24 h (A) and 72 h (B) expressed as percentage. *p<0.05 when compared to their
respective negative controls (ANOVA/Tukey’s posttest). Dox: doxorubicin 0.5uM. NC: negative
control. Data are expressed as the mean values obtained from three independent experiments.

3.2. Comet assay

CA extract did not cause genotoxic damage detectable by the comet assay in any of the

concentrations tested in the two cell lines (p>0.05). Doxorubicin significantly increased NDI for



both VERO (NDI=2.22) and AGPO1 (NDI=2.36) cell lines (p<0.05) when compared to their

respective negative controls (NDI1=0.48 and NDI=0.49) (Figure 2).
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Figure 2: Effect of clarified agai extract treatment on VERO and AGPOL1 cells analyzed
by the comet assay in the period of 3 hr. *p<0.05 when compared to their respective negative
controls (ANOVA/Tukey’s posttest). Dox: doxorubicin 2 uM. NC: negative control. Data are
expressed as the mean values obtained from three independent experiments.

3.3. Morphologic analyses of cell death by fluorescence microscopy

CA extract did not induce an increase in cell death, either by necrosis or apoptosis, under
the conditions evaluated (p>0.05). Figure 3A shows the results of the cell death pattern for VERO
cells, while Figure 3B shows the cell death pattern for AGPOL1 cells. Doxorubicin induced
apoptosis and necrosis significantly (p<0.05) compared to the respective negative controls in all

conditions evaluated.
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Figure 3: Effect of clarified acai extract on VERO (A) and AGP01 (B) cell lines analyzed
by differential fluorescent staining. *p<0.05 when compared to their respective negative controls
(ANOVA/Tukey’s posttest). Dox: doxorubicin 0.5uM. NC: negative control. Data are expressed
as the mean values obtained from three independent experiments.

3.4. Wound healing assay

The anti-migratory effect of CA extract was observed for both cell lines (Figures 4A and
4B). For the VERO cell line, this effect was significant (p<0.05) for all concentrations evaluated
and in both treatment times (12 and 24 h) when compared to negative control (Figures 4A and

4B). For AGPO1 cell line, the anti-migratory effect was observed only for the two highest CA



concentrations (100 e 200 ug/mL) at 12-h treatment (Figure 4A). However, all CA concentrations

significantly inhibited cell migration at 24-h treatment, when compared to negative control

(Figure 4B). The migratory profile of both cells is shown in Figure 5.
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Figure 4: Migration of VERO and AGP1 cells observed after treatment with clarified acai
extract at 12 h (A) and 24 h (B). *p<0,05; **p<0,01 and ***p<0,001 when compared to their
respective negative controls (Two-way ANOVA/Tukey’s posttest). NC: negative control. Data are
expressed as the mean values obtained from four independent experiments.
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Figure 5: The migratory profiles of VERO and AGPO01 cells after treatment with clarified
acai extract at Oh, 12 h and 24 h as observed in an optical microscope.



4. Discussion

The results of the resazurin reduction assay showed that CA had no effect on the viability
of the VERO cell line in both 24 and 72 h harvest times (Figures 1A and 1B). We did not find any
studies in the literature that have evaluated the effects of acai on VERO cells, however, there are
studies that demonstrate the absence of cytotoxicity of acai extracts against non-tumor cells
(Marques et al., 2017; Arrifano et al., 2018). Although CA showed no effect on VERO cells, it
significantly reduced the viability of the AGPO1 cell line after 72 hours of treatment, starting at a
concentration of 25 pg/mL (Figure 1B). To date, there is no other published work that has tested
the effects of any acai extract on a gastric cancer cell line. However, there are reports of agai's
antineoplastic activity against other types of cancer. Jobim et al. (2019) evaluated the effect of
acai hydroalcoholic extract on the DU-145 prostate cancer cells. The authors tested
concentrations between 1 and 1000 pg/mL. At 48 and 72 hours of treatment, all the concentrations
tested caused a significant decrease in viability. Silva et al. (2014) tested hydroalcoholic extracts
of acai pulp and seeds on breast cancer and colorectal cancer cell lines. The authors observed
effects only in the treatment with the seed extract and only in the breast cancer cell line (MCF-7),

which showed a significant reduction in viability.

The anti-tumor effects of acai extracts, both pulp and seed, are mainly due to the presence
of phenolic compounds in their composition. It has been reported in the literature that phenolic
compounds exert antioxidant activity in normal cells, however, can act as pro-oxidants in tumor
cells. The pro-oxidant action of phenolic compounds is based on the generation of phenoxyl
radicals or oxidizing complexes associated with transition metal ions, which generates reactive
oxygen species (ROS), resulting in oxidative damage (Halliwell, 2011). As neoplastic cells have
a higher concentration of copper ions and greater metabolic activity than non-tumor cells, pro-
oxidant components raise cellular ROS levels to cytotoxic levels in these cells, but not in normal
cells (Eghbaliferiz and Iranshahi, 2016). This mechanism could possibly explain the differences
in cell viability found in the cells tested in this study. However, experiments assessing oxidative

stress would be necessary to confirm this hypothesis.



In our genotoxicity evaluation results, there was no genotoxic effect of CA detected by
the comet assay at any concentration for the two cell lines evaluated (Figure 2). These results are
in line with the literature. Several studies have shown that acai does not cause genotoxic and/or
mutagenic effects, either in vivo or in vitro (Margues et al., 2016; 2017; Ribeiro et al., 2010).
Regarding the assessment of cytotoxicity by fluorescent dyes, we also did not observe cell death
(apoptosis or necrosis) caused by treatment with the extract (Figure 3). Silva et al. (2014) also
reported that there was no cell death by apoptosis in the MCF-7 cell line treated with
hydroalcoholic extract of the acai seed, however they observed signs of autophagy in
morphological analyzes, which would explain the reduction in viability of this cell line.
Subsequently, Freitas et al. (2017) also evaluated the effect of the hydroalcoholic extract of the
acai seed on MCF-7 cell line and observed, in addition to autophagy, the occurrence of cell death

by necrosis.

Phenolic compounds can cause oxidative damage that results in autophagy. Autophagy is
a process of self-digestion that aims to recycle nutrients from damaged components in cells, which
can be a response to various stress conditions. In tumor cells, reactive oxygen species can induce
autophagy via oxidative stress, or autophagy can occur to reduce reactive oxygen species (Yun
and Lee, 2018). In the present study, no morphological analyses were carried out to detect
autophagy. However, as we observed neither apoptosis nor necrosis in our results, it is possible
that the reduction in viability observed in AGPOL1 cells occurred due to the induction of autophagy.
As previously mentioned, hydroalcoholic extracts of the acai seed can induce this type of cell
death (Freitas et al., 2017; Silva et al., 2014). Autophagy, induced by acai seed oil, was also

observed in colorectal cancer cells (Silva et al., 2023).

The wound healing assay carried out in this study showed that the clarified acai extract
significantly reduced the migratory capacity of both VERO and AGPOL1 cell lines (Figures 4 and
5). No studies in the literature have assessed the antimigratory potential of agai extract in tumor
cell lines, posing challenges in interpreting our migration data for the AGPO1 cell line.

Nevertheless, there are several studies showing the antimigratory effects of specific substances



found in acai in cancer cells. For example, Fragoso et al. (2018) observed that cyanidin-3-
glucoside reduces the motility of RKO colon cancer cells. Chen et al. (2006) found that both
cyanidin-3-glucoside and cyanidin-3-rutinoside decrease the invasiveness and motility of A549,
a highly metastatic and invasive lung carcinoma cell line. Cyanidin-3-glucoside and cyanidin-3-
rutinoside are among the five major anthocyanins present in the CA used in our experiments. The
other components include orientin and homoorientin, which are flavonoids of the flavone group,
and taxifolin deoxyhexose, a flavonoid belonging to the flavonol group (Arrifano et al., 2018).
According to Xie et al. (2021), taxifolin reduces the migratory potential of two gastric cancer cell
lines (AGS and NCI-187). In general, these substances act as antimigratory agents in neoplastic
cells when tested individually. In our extract, when used together, these substances demonstrated
the same effect on AGPO1 cells. Our results reveal the potential for further research on the use of
acai as an adjunct in the treatment of gastric cancer, as it could prevent the migration and invasion

of cells of this type of neoplasia.

The literature has demonstrated that acai has an efficient ability to induce migration in
non-transformed cells, as observed in HDFa human fibroblast dermal cells (Matta et al., 2020).
Interdonato et al. (2023) found that administering agai pulp can modulate the Wnt signaling
pathway, triggering the synthesis of growth factors involved in the wound healing process, such

as TGF-p and VEGF. TGF-B is a potent stimulator of fibroblast and endothelial cell migration.

Although the literature indicates that acai preferentially acts as a facilitating agent for
migration in non-transformed cells, our experiments in VERO cells did not observe such effects.
Nonetheless, our findings are consistent with those of Costa et al. (2021). The authors found that
the hydroalcoholic extract of acai used as a dietary supplement reduces the migratory potential
of the human microvascular endothelial cell line HMEC-1, similar to the findings in the present
study, for the VERO cell line. Another similarity with our results is that the observed anti-
migratory action observed by the authors occurred in the absence of cytotoxicity. The authors also
analyzed the extract's chemical composition, which indicated the existence of anthocyanins such

as cyanidin-3-glucoside and cyanidin-3-rutinoside.



One possible explanation for the observed antimigratory effect in both cell lines in the
present study is that the CA extract may be inhibiting the Wnt pathway in our experimental
conditions, which in turn inhibits the synthesis of growth factors important for cell motility, such
as TGF-p. Existing literature provides evidence that acai inhibits TGF-f synthesis and supports

this hypothesis (Cordeiro et al., 2018; Zhou et al., 2018).

Inhibition of the Wnt pathway also decreases the production of transcription factors such
as TCF/LCF, which are associated with the transcription of various genes involved in
proliferation, apoptosis, migration, angiogenesis, and the initiation of epithelial-mesenchymal
transition (EMT), which confers a more invasive behavior to neoplastic cells. Phenolic
compounds can induce negative regulation of proteins crucial for epithelial phenotype, such as E-
cadherin, and raise markers of mesenchymal cells, including N-cadherin. In their study, Xie et al.
(2021) demonstrated this alteration prompted by taxifolin in the two gastric cancer cell lines
utilized. Orientin and homoorientin can alter the transcription of metalloproteinases that are
related to migratory potential in cancer cells (Ye et al., 2016; Kim et al., 2018), potentially via the
Whnt pathway. However, inhibition of growth factors such as TGF- and transcription factors such

as TCF in our experimental conditions needs to be confirmed using specific methods.

5. Conclusion

In conclusion, the clarified acai juice extract did not cause cytotoxic (apoptosis and
necrosis) or genotoxic effects to VERO and AGPO1 cell lines. However, the extract moderately
decreased the viability of the neoplastic cell line and exhibited anti-migratory potential for both
cell lines, which can be explored regarding its potential as a co-adjuvant in the treatment of
neoplasia. The specific mechanisms underlying this inhibition needs to be elucidated. This study
is the first to investigate the impact of acai extract on gastric cancer cells. Furthermore, the
features of clarified acai polyphenols may show promising results for other types of cancer in

future studies, due to the synergetic effects of the specific components.
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