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RESUMO

Acerola (Malpighia emarginata) é uma espécie nativa das regides tropicais da América e
destaca-se pelo alto teor de compostos como vitamina C, carotenoides, compostos
fenolicos e alta atividade antioxidante. Estudos revelam que, assim como a fruta, o residuo
da acerola também apresenta quantidades significativas de compostos bioativos. O
presente estudo foi conduzido para avaliar a correlacdo entre a atividade antioxidante,
concentracdo de vitamina C e compostos fendlicos do suco e do extrato do residuo do
processamento da acerola na citotoxicidade e atividade antitumoral. O efeito citotdxico dos
extratos foi avaliado em linhagens celulares de adenocarcinoma murino de mama (MDA-
MD-231), cancer de pulmé&o (A549), glioma (GL) e célula ndo tumoral de fibroblastos de
pele (L-929). Observou-se que atividade antioxidante, concentracdo de compostos
fendlicos e vitamina C é diretamente proporcional a concentracdo do suco ou extrato
utilizados nos ensaios. O extrato obtido do residuo apresentou maiores valores de
compostos fendlicos, enquanto o suco apresentou maiores concentragdes de vitamina C. A
atividade antioxidante de ambos foi semelhante. A avaliacdo do efeito citotdxico revelou
valores de 1Cso elevados para todas as células avaliadas. A concentracdo inibitéria 1Cso do
suco nas células L-929, MDA-MB-231, GL e A549 foram 800, 1000, 875 e >1000 pg/mL,
respectivamente. J& o extrato do residuo resultou em valores de ICsg de 175, 630, >1000 e
>1000 pg/mL para as células de L-929, MDA-MB-231, GL e A549, respectivamente. Os
resultados de citotoxicidade mais positivos foram obtidos para a célula ndo tumoral de
fibroblastos de pele (L-929), onde foi possivel observar correlacdo positiva da
concentracdo de compostos fenolicos sobre a atividade antitumoral.

Palavras-chave: Malpighia emarginata; extrato; residuo; atividade antitumoral; atividade

antioxidante.



ABSTRACT

Acerola (Malpighia emarginata) is a fruit native to the tropical regions of America and
stands out for its high content of compounds such as c vitamin, carotenoids, phenolic
compounds,and its high antioxidant activity. Studies reveal that acerola waste has a
significant amount of bioactive compounds like the fruit. The present study was conducted
to evaluate the possible correlation between antioxidant activity, ¢ vitamin, and phenolic
compounds concentration from the juice and the waste extract of the acerola processing
over the cytotoxicity and antitumor activity. The cytotoxic effect of the extracts was
evaluated on the cell lines of murine breast adenocarcinoma (MDA-MD-231), lung cancer
(A-549), glioma (GL), and non-tumor cell of skin fibroblasts (L-929). It was observed that
the antioxidant activity and concentration of phenolic compounds and c vitamin are directly
proportional to the concentration of the juice or extract used in the essays. The extract
obtained from the waste showed higher values of phenolic compounds while the juice
showed a higher concentration of ¢ vitamin. The antioxidant activity from both was similar.
The evaluation of the cytotoxic effect revealed high 1Cso values for all cells evaluated. The
ICso inhibitory concentration of the juice in the cells L-929, MDA-MB-231, GL, and A549
were 800, 1000, 875 e >1000 pg/mL, respectively. The waste extract resulted in values of
175, 630, >1000 e >1000 pg/mL to the cells lines L-929, MDA-MB-231, GL, and A549,
respectively. The most positive results of cytotoxicity were obtained for the non-tumor cell
of skin fibroblasts (L-929), where was observed a positive correlation between the phenolic
compounds concentration and antitumoral activity.

Keywords: Malpighia emarginata; extratc; waste; antitumoral activity; antioxidante
activity.
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1 INTRODUCAO

Malpighia emarginata DC, conhecida como acerola, é uma espécie nativa das
regides tropicais da Ameérica, e atualmente é cultivada principalmente no Brasil, México e
em algumas partes do sudeste asiatico e india. A fruta destaca-se pelo alto teor de
compostos como vitamina C, carotenoides e compostos fenélicos. Diversos produtos que
contém acerola vém sendo comercializados como suplementos alimentares para aumentar
a resposta imune e para suprir necessidades nutricionais (BELWAL et al., 2018).

O processamento da acerola gera uma quantidade de residuo elevada. Estima-se
que seja gerada uma quantidade de residuo em torno de 40% do volume da fruta
(LOUSADA JUNIOR et al., 2006). O descarte destes residuos resulta em um impacto
ambiental negativo e desperdicio de matéria-prima que poderia estar sendo utilizada na
obtencdo de energia ou outros produtos de maior valor agregado. Estudos recentes revelam
que o residuo da acerola apresenta quantidades significativas de compostos fendlicos,
vitamina C e outros compostos bioativos (SANCHO et al. 2015; SILVA et al. 2014). Este
residuo apresenta grande potencial como suplemento alimentar e produtos farmacéuticos
(SILVA et al., 2016). A farinha obtida do bagaco apresenta potencial para ser utilizada
como um ingrediente alimentar ou suplemento pela sua alta concentracdo de fibras e
compostos antioxidantes (MONTEIRO et al., 2020). Diversas atividades bioldgicas ja
foram testadas com extratos de acerola, tanto da polpa quanto do residuo, como atividades
antioxidante, anti-hiperglicémica (MARQUES et al., 2016; HANAMURA, HAGIWARA
e KAWAGISHI, 2005; HANAMURA, MAYAMA, AOKI, HIRAYAMA e SHIMIZU,
2006), anticoagulante (MARQUES et al., 2018) e antitumoral (MOTOHASHI et al., 2004)
apresentando resultados considerados satisfatorios. A atividade antitumoral do extrato de
acerola foi testada em linhagens de tumores como carcinoma epidermoide humano e
carcinoma da glandula mandibular humana (MOTOHASHI et al., 2004), porém esse foi 0
unico trabalho encontrado.

Estudos recentes revelam que fontes ricas em polifendis apresentam atividade
sobre células tumorais. E conhecido que o extrato de folhas de oliva (Olea europaea L.)
possui atividade terapéutica contra alguns tipos de cancer (MAJUNDER et al., 2019).
Segundo MAJUNDER et al. (2019, p. 267) os polifendis presentes na folha de oliveira
estdo associados a atividade anticancerigena, antioxidante, anti-hipertensiva,

hipoglicémica, hipocolesterolémica, cardio-protetora e no tratamento da obesidade.



Também se verificou que os polifendis extraidos de flores de Hibisco (Hibiscus sabdariffa)
podem inibir o crescimento de células de melanoma, um tipo de cancer de pele que
apresenta grande resisténcia a tratamentos (GOLDBERG et al., 2015).

Sabendo que os residuos do processamento de acerola possuem grandes
quantidades de compostos de interesse, um extrato foi produzido através de tratamento
hidrotérmico. Assim, no presente trabalho estudou-se a correlagdo entre a atividade
antioxidante, concentracao de vitamina C e compostos fendlicos do extrato obtido a partir
do residuo da acerola, o qual foi comparado com o suco de acerola na citotoxicidade e

atividade antitumoral de diferentes linhagens celulares.
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico e antitumoral in

vitro do extrato do residuo da acerola e do suco de acerola.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que o0 objetivo geral seja alcancado, 0s seguintes objetivos especificos foram
definidos:

e caracterizar os extratos quanto a atividade antioxidante, concentracdo de
vitamina C e compostos fenolicos.

e avaliar a citotoxicidade in vitro do suco de acerola em linhagens celulares de
adenocarcinoma humano de mama (MDA-MD-231), cancer de pulmao
(A549), glioma (GL) e célula ndo tumoral de fibroblastos de pele (L-929);

e avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato de acerola obtido do residuo da
centrifugagdo do suco em linhagens celulares de adenocarcinoma humano de
mama (MDA-MD-231), cancer de pulméo (A549), glioma (GL) e célula nao

tumoral de fibroblastos de pele (L-929);

e avaliar possiveis correlagBes entre as atividades tumoral e antioxidante.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ACEROLA

Acerola (Malpighia emarginata DC), também conhecida como cereja-das-
antilhas ou cereja-de-barbados é uma planta integrante da familia Malpighiaceae
(BELWAL et al., 2018). A fruta é nativa da Ameérica Central e cresce principalmente em
regides que vdo desde o sul do Texas até o norte da América do Sul devido a sua boa
adaptacdo ao clima tropical e subtropical (MALEGORI et al.,, 2017; DELVA e
SCHNEIDER, 2013). Sua difusdo ocorreu antes do descobrimento das Ameéricas, através
dos nativos das ilhas da América Central que a transportavam em suas viagens espalhando-
a pelas diversas ilhas da regido (MEZADRI et al., 2006).

A acerola é um fruto do tipo drupa que possui formato arredondado, ovalado ou
conico, e no estado maduro pode apresentar tons de vermelho, roxo, amarelo e até mesmo
branco (CALGARO e BRAGA, 2012). O fruto apresenta alta perecibilidade apo6s a
colheita, o que dificulta o armazenamento por longos periodos e consumo na forma in
natura (RIBEIRO; COSTA; AFONSO, 2016).

O interesse pela acerola e seu potencial econémico iniciaram em 1946 através dos
pesquisadores Asenjo e Gusman de Porto Rico, cujos estudos revelaram a alta quantidade
de vitamina C (acido ascérbico) presente no fruto (PRAKASH e BASKARAN, 2018). A
partir desse momento, iniciou-se o plantio comercial em Porto Rico que posteriormente
difundiu para Cuba, Flérida e Havai (CALGARO e BRAGA, 2012). Além do elevado teor
de acido ascorbico, possui quantidades significativas de outros compostos bioativos como
compostos fendlicos, carotenoides e alta atividade antioxidante (JAESCHKE, MARCZAK
e MERCALLI, 2016).

A acerola é normalmente processada na forma de sucos, polpas, geleias e compotas
(SILVA, DUARTE e BARROZO, 2019). Na Alemanha, Hungria e Franga & normalmente
consumida na forma de sucos. Nos Estados Unidos é largamente utilizada por industrias
farmacéuticas e de suplementos como uma fonte de vitamina C (DELVA e SCHNEIDER,
2013).

O Brasil destaca-se como o maior produtor de acerola, com 7.000 hectares de area
plantada, produzindo cerca de 150.000 toneladas por ano. A espécie passou a ser cultivada
no pais em 1955, através da Universidade Federal de Pernambuco (CALGARO; BRAGA,
2012). O dominio do mercado de exportacdo de produtos processados de acerola também
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é brasileiro, com produtos como a fruta congelada, suco, marmelada, concentrado
congelado, geleia e licor (DELVA e SCHNEIDER, 2013).

Prevé-se que o mercado global de extratos de acerola atinja 17,5 bilhGes de dolares
até 2026. De acordo com a Future Markets Insight Survey, as principais empresas atuando
no mercado de extratos de acerola sdo Green Labs LLC, Nutrilite (Amway), Naturex,
Nature's Power Nutraceuticals Corp., Florida Food, Inc., Diana Naturals e Vita Forte
(BELWAL et al., 2018).

3.2 SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DA ACEROLA

Estima-se que o processo de fabricacdo de sucos e polpas de acerola gere uma
quantidade de residuo em torno de 40% do volume da fruta (LOUSADA JUNIOR et al.,
2006). Este residuo, composto basicamente pela casca, polpa e carogos, quando descartado
na natureza é um potencial poluente. Tal descarte, representa um desperdicio de matéria-
prima que poderia estar sendo aplicada na obtencdo de energia ou outros produtos de maior
valor agregado. Com 0 crescente interesse por tecnologias que gerem baixo impacto
ambiental e promovam a sustentabilidade, observa-se a busca pelo aproveitamento dos
residuos provenientes de indudstrias processadoras de frutas (REZENDE, NOGUEIRA e
NARAIN, 2018).

Em estudo desenvolvido para caracterizar o residuo industrial da acerola constatou-
se que o residuo apresenta elevadas concentracfes de antocianinas, compostos fendlicos e
vitamina C, podendo ser utilizados como suplementos alimentares (SANCHO et al. 2015).
Em outro estudo, onde foi realizada a quantificacdo de compostos bioativos em polpas e
subprodutos de doze frutas brasileiras, observou-se teores de betacaroteno, licopeno,
antocianinas e flavonoides amarelos no subproduto da acerola superiores aos encontrados
na polpa da mesma (SILVA et al. 2014).

A atividade antioxidante do residuo de acerola também foi comprovada através de
experimentos in vitro, sendo os compostos fendlicos, flavonoides totais e antocianinas
totais 0s principais compostos bioativos identificados no residuo (REZENDE et al., 2017).
A avaliagdo de extratos hidroetandlico e hidrometanolico de residuos de acerola revelou
grande capacidade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS, e inibi¢do da peroxidacdo do
acido linoleico (CAETANO et al., 2011).

Alguns estudos vém apontando aplica¢6es do residuo agroindustrial de acerola. O

encapsulamento de extratos de compostos bioativos do residuo da acerola utilizando
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maltodextrina e goma arabica se mostrou eficiente, mantendo boa atividade antioxidante e
sustentando assim seu potencial de aplicacdo em alimentos funcionais e nutracéuticos
(REZENDE, NOGUEIRA e NARAIN, 2018). A adicdo de farinhas obtidas de residuos de
acerola na formulagdo de uma barra de cereal resultou em um produto com maior valor
nutricional, enriquecido em compostos fendlicos, vitamina C, atendendo as crescentes
tendéncias do mercado consumidor (MARQUES et al., 2015).

Tabela 1. Trabalhos na literatura relacionados ao residuo de acerola

Objetivo O que foi alcangado? Referéncia
Estudar a extracao Condicgdes 6timas de extracdo em (SILVA et al.,
assistida com ultrassom de  67,5% de etanol, temperatura de 2020)

compostos antioxidantes 80,9 °C, razdo liquido-sélido de 59,8
do residuo de acerola mL/g e tempo de 13,6 minutos.
Verificou-se alta concentracdo de

compostos antioxidantes no residuo.

Caracterizar o residuo de ~ Biomassa manteve a mesma (SILVA et al.,

acerola para utilizacdo em  estrutura de grupos funcionais apésa 2020 b)

processo de pirdlise secagem convectiva, ideal ao seu
continua reaproveitamento no processo de
pirolise.
Avaliar a capacidade Os extratos demonstraram forte (CAETANO et
antioxidante do residuo capacidade de sequestro do radical al., 2011)

agroindustrial de acerola DPPH e retardaram a formacéo de

peréxidos e dienos conjugados.

Avaliar a utilizacdo de Os substratos obtidos podem (ARAUJO et al.,
residuos agroindustriais substituir os substratos comerciais 2020)

como substrato para sem alterar a qualidade das sementes

producdo de mudas de de Euterpe precatoria

acaizeiro solteiro
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3.3 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

Segundo HALLIWELL e GUTTERIDGE (1995), compostos antioxidantes
podem ser definidos como ‘“qualquer substidncia que, quando presente em baixas
concentracdes, em comparacdo com as de um substrato oxidavel, atrasa ou impede
significativamente a oxidagdo desse substrato”. Os antioxidantes atuam evitando danos
causados por reagfes quimicas que envolvem radicais livres aos componentes celulares
(YOUNG e WOODSIDE, 2001).

Radicais livres sdo atomos e moléculas muito reativas devido a presenca de
elétrons desemparelhados e possuem acdo prejudicial sobre lipidios, proteinas e DNA
(NIMSE e PAL, 2015). Estudos evidenciam a associacdo entre espécies reativas de
oxigénio e radicais livres com doengas como cancer, catarata, aterosclerose, insuficiéncia
renal cronica e diabetes mellitus (DIPLOCK, 1994; YOUNG e WOODSIDE, 2001).
Observa-se também uma reducdo na capacidade cognitiva associada a baixa ingestdo de
compostos antioxidantes (NIMSE e PAL, 2015).

Atraveés de uma dieta variada, composta por diferentes frutas e vegetais, é possivel
obter uma vasta gama de compostos antioxidantes. E conhecido que o consumo de frutas
na infancia esta associado com a diminui¢cdo dos riscos de desenvolvimento de cancer
durante a vida adulta (MAYNARD et al., 2003).

De acordo com MEZADRI et al. (2008), “os valores de atividade antioxidante
obtidos para o suco de acerola foram superiores aos relatados para outros sucos de frutas,
particularmente sucos ricos em polifendis, como sucos de morango, uva € maca, entre
outros”. A atividade antioxidante do suco de acerola depende principalmente da sua
concentracdo de compostos fenolicos e vitamina C (RIGHETTO, NETTO e CARRARO,
2005). Em estudo que avaliou as propriedades antimicrobianas e atividade antioxidantes
de extratos fenolicos de acerola, observou-se que a capacidade antioxidante das fragcdes
fenolicas obedece a ordem: antocianina < acidos fendlicos < flavonoides (DELVA e
SCHNEIDER, 2013b).

3.3.1 Principais compostos antioxidantes da acerola
3.3.1.1 Vitamina C

Vitamina C € um composto essencial para a biossintese de colageno, carnitina e
neurotransmissores (PRAKASH e BASKARAN, 2018). A quantidade de vitamina C

13



presente na acerola pode variar de acordo com fatores relacionados a variedade genética,
condicdes climaticas do local, método de cultivo, disponibilidade de nutrientes no solo,
além do estagio de maturacéo.

Em funcdo da maior concentragdo de vitamina C na acerola imatura, é comum
companhias nutracéuticas optarem por utilizar a fruta neste estdgio de maturacdo para
producdo de suplementos alimentares (DELVA e SCHNEIDER, 2013a). Em estudo
realizado para avaliar a citotoxicidade e efeito mutagénico da acerola, verificou-se que ndo
ocorreu efeitos citotdxicos e mutagénicos em ratos Wistar, porém maiores concentracoes
de vitamina C acarretaram aumentos significativos nas anormalidades cromossomicas
(DUSMAN et al., 2012).

3.3.1.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo importantes metabdlitos e estdo presentes em todas as
plantas. Estes se apresentam na acerola na forma de flavonoides, antocianinas e acidos
fendlicos. Sua concentracdo varia de acordo com o genoétipo, estagio de maturagdo e
condicdes de cultivo e processamento (PRAKASH e BASKARAN, 2018).

Flavonoides sdo o grupo de compostos fendlicos mais encontrados nos alimentos
e estdo relacionados a reducdo dos riscos de desenvolvimento de doencas cronicas
(DELVA e SCHNEIDER, 2013a). H& poucos dados a respeito dos flavonoides encontrados
na acerola, e esforcos vém sendo aplicados no estudo de tais compostos.  Antocianinas
sdo uma subclasse dos flavonoides. Sao responsaveis por conferir as cores vermelha, azul
e roxa de flores e frutas (DELVA e SCHNEIDER, 2013a). Segundo DELVA e
SCHNEIDER (2013a, p.116), “o tipo de antocianina presente nos frutos da acerola depende
da variedade; algumas variedades podem conter antocianina aglicona livre, enquanto outras
nao”.

Acidos fendlicos sdo um grupo de compostos derivados dos acidos
hidroxicinamicos e 4&cidos hidroxibenzoicos. Dentre os acidos hidroxicindmicos se
encontram os acidos p-cumarico, ferdlico, sinapico e cafeico ja identificados em extratos
de acerola (DELVA e SCHNEIDER, 2013a).

3.4 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Diversos estudos vém evidenciando a atividade antitumoral de fontes ricas em
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compostos antioxidantes (GOLDBERG et al., 2015; PALMERI et al., 2016; BARROS et
al., 2015; CANDIDA et al.,, 2014; BOEING et al.,, 2019; ELKADY et al., 2017,
CALGAROTTO et al., 2018), como pode ser observado na Tabela 2.

Avaliou-se o extrato aquoso da flor de Hibiscus rosa-sinensis no crescimento
celular de melanoma. O extrato apresentou inibicdo sobre o crescimento de células de
melanoma em uma dose dependente da concentracdo e nao afetou o crescimento de células
nédo tumorais (GOLDBERG et al., 2015).

O extrato bruto de folhas de Olea europaea L. (Oliva) foi avaliado com relacéo ao
seu potencial como agente terapéutico contra o cancer de pele. Verificou-se que o extrato
induziu a apoptose de células B16-F10. O perfil metabdlico revelou 23 metabdlitos
presentes no extrato. Sabe-se que as folhas de oliva possuem diversos compostos fendlicos
como &cidos fenolicos, flavonoides e secoiricoides (PALMERI et al., 2016). Tal perfil de
composicao contribui para a acdo antioxidante da planta.

O acai (Euterpe oleracea), uma fruta amazénica, vem chamando atencdo por sua
alta concentracdo de compostos antioxidantes (KANG et al., 2012). O extrato aquoso de
sementes de acai ja foi avaliado quanto a sua atividade antitumoral e os resultados
revelaram alta atividade citotoxica, especialmente para células de carcinoma cervical e ndo
mostrou citotoxicidade para células ndo tumorais (BARROS et al., 2015).

Avaliacdo da atividade antitumoral e antimicrobiana de extrato etanélico da fruta
de Morinda citrifolia L foi realizada. Os resultados mostraram que extrato reduziu a
atividade celular e inibiu em 45% a taxa de proliferacdo celular do melanoma B16-F10.
Também exibiu atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(CANDIDA et al., 2014).

A avaliagdo da atividade antioxidante e antitumoral de extratos de Butia adorata
foi desenvolvida e atividade antitumoral foi observada sobre linhagens celulares de cancer
cervical (SiHa e C33a) (BOEING et al., 2019).

A atividade antitumoral, antioxidante e anti-inflamatoria de extrato de partes ndo
comestiveis da fruta de Casimiroa edulis foi avaliada e atividade antitumoral contra a
linhagem celular Caco-2 foi verificada. Também foi observada alta atividade antioxidante
e anti-inflamatéria (ELKADY et al., 2017).

Anélise das atividades antitumorais de cha verde em células HL-60 de leucemia
humana foi desenvolvida e observou-se a redugdo do crescimento de tumor nos
xenoenxertos HL-60 (CALGAROTTO et al., 2018).
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A atividade antitumoral do extrato de acerola foi testada em linhagens de tumores,
como carcinoma espinocelular oral humano (HSC-2) e o carcinoma da glandula
submandibular humana (HSG) e o resultado encontrado foi satisfatorio (MOTOHASHI et
al., 2004). N&o foram encontrados outros trabalhos na literatura referentes a atividade
antitumoral do extrato de acerola além do realizado por MOTOHASHI et al., (2004).



Tabela 2. Principais trabalhos na literatura relacionados a atividade antitumoral
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Objetivo

O que foi alcangado?

Referéncias

Avaliagéo dos efeitos de extrato aquoso da
de

crescimento celular de melanoma.

flor Hibiscus rosa-sinensis no

O extrato inibiu o crescimento de células de melanoma em uma dose
dependente da concentracdo e ndo afetou o crescimento de células nao

transformadas.

(GOLDBERG et al.,
2015)

Avaliagdo do extrato bruto de folhas de
Olea europaea L. (Oliva) contra o cancer

de pele e seu perfil metabdlico.

O extrato induziu a apoptose de células B16-F10. O perfil fitoquimico

revelou 23 metabolitos presentes no extrato, principalmente terpenos.

(MAJUNDER etal.,
2019)

Caracterizacdo de compostos fenolicos de
extrato aquoso de sementes de Euterpe
oleracea (Acai) e avaliacdo de sua

atividade antioxidante e citotéxica.

O extrato demonstrou alta atividade citotoxica, especialmente para células
de carcinoma cervical e ndo mostrou citotoxicidade para células ndo

tumorais. Também verificou-se alta atividade antioxidante.

(BARROS et al.,
2015)

Avaliacdo da atividade antitumoral e
antimicrobiana de extrato etandlico da

fruta de Morinda citrifolia L.

O extrato reduziu a atividade celular e inibiu em 45% a taxa de proliferacdo
celular do melanoma B16-F10. Também exibiu atividade antimicrobiana

sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

(CANDIDA et al,
2014)

Avaliacdo da atividade antioxidante e
antitumoral e analise dos fendlicos totais

de extratos de Butia adorata.

Os extratos demonstraram atividade antitumoral sobre linhagens celulares
de cancer cervical (SiHa e C33a). Também identificou-se 13 compostos

fendlicos.

(BOEING et al,

2019)
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Avaliagdo dos constituintes ativos e da
atividade antitumoral, antioxidante e anti-
inflamatdria de extrato de partes nao

comestiveis da fruta de Casimiroa edulis.

Os extratos demonstraram atividade antitumoral contra a linhagem celular
Caco-2. Também se observou alta atividade antioxidante e anti-

inflamatoria.

(ELKADY et al,

2017)

Analisar as atividades antitumorais da
quercetina e cha verde em xenoenxertos de

células HL60 de leucemia humana.

Quercetina e o cha verde reduziram o crescimento do tumor nos

xenoenxertos HL-60.

(CALGAROTTO et

al., 2018)

Avaliar a atividade antioxidante,
citotdxica, antibacteriana, anti-HIV e anti-

H de extratos de acerola.

Extratos mostraram atividade citotoxica contra carcinoma espinocelular
oral humano (HSC-2) e o carcinoma da glandula submandibular humana
(HSG).

(MOTOHASHI
al., 2004).

et




E notéavel diante do presente cenério que ha pouco conhecimento a respeito da
atividade antitumoral e citotdxica da acerola. O desenvolvimento de pesquisas na area €
necessario trazendo uma maior elucidacao dos efeitos dos extratos sobre células tumorais

e ndo tumorais e sua potencial aplicacdo no tratamento de tumores.
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4 METODOLOGIA
4.1 PREPARACAO DO EXTRATOS DE ACEROLA

O suco concentrado e o residuo de acerola foram fornecidos por uma empresa
processadora de acerola localizada no Ceara. O residuo utilizado é proveniente da etapa de

clarificacdo do suco, e é composto por restos de polpa.

Este residuo foi utilizado para obtencdo do extrato utilizado neste trabalho e
comparado com o suco concentrado. O extrato utilizado foi obtido no trabalho
desenvolvido pela doutoranda Otilia Monica Borges que pesquisa sobre o potencial de
aproveitamento dos residuos de acerola. Este residuo foi submetido, inicialmente, a um
processo de secagem em estufa a 40°C e moagem em moinho de facas. Em seguida, passou
por tratamento hidrotérmico (121°C por 12 min) em autoclave e 0 material hidrolisado foi

centrifugado. O extrato liquido obtido foi entdo concentrado através de nanofiltracdo.

Para utilizacdo neste trabalho, o extrato do residuo e o suco de acerola foram
liofilizados no equipamento Liotop 101. Para padronizagédo das concentragdes dos extratos,
125 mg de amostra liofilizada foram diluidas em 30 mL de agua. Em seguida as solu¢cfes
foram filtradas. A partir das duas solucdes anteriores foram preparadas 10 solucdes de 5
mL nas concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100, 75, 50, 25, 10 ¢ 0 pg/mL.

4.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

4.2.1 Determinacao de atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada através da metodologia
DPPH. O método €é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
pelos compostos presentes no extrato gerando um decréscimo da absorbancia. Misturou-
se 50 uL de extrato a 1.950 puL do reagente DDPH, em seguida mantido por 30 minutos
na auséncia de luz. Por fim fez-se a leitura em espectrofotdbmetro a 515 nm. A partir dos
resultados obtidos, determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres que corresponde a porcentagem de DPPH remanescente
no meio reacional (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995). A seguinte Equacéo foi

utilizada para o calculo da atividade antioxidante.
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4.2.2 Determinacado da vitamina C

A determinacdo de vitamina C foi executada pelo método do oxalato
(SELIMOVIC, SALKIC e SELIMOVIC, 2011), em que 0,2 mL do extrato foi misturado
com 1,5 mL de solucdo de oxalato de sodio (0,005 mol/L) e deixado em repouso por 5
min para a extracdo da vitamina C. Foram realizadas leituras de absorbéancia a 266 nm,
utilizando a solucdo de oxalato de s6dio como branco em cubetas de quartzo. Para a
construcdo da curva de calibragdo foi utilizado o &cido L-ascérbico, e a partir da equacéo

obtida foi calculado a concentragéo de vitamina C.

4.2.3 Determinacdo dos compostos fenoélicos

A gquantidade de compostos fendlicos presentes nas amostras foi medida baseado
no meétodo colorimétrico descrito por SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA-
RAVENTOS, (1999) com modificacdes. Adicionou-se 20 uL das amostras (previamente
diluidas se necessario) a 1580 uL de agua destilada e 100 uL de reagente Folin-Ciocalteu.
Apds 8 minutos, 300 pL de solugdo de carbonato de sodio 20% (m/v) foi adicionado ao
meio reacional. Em seguida as amostras foram incubadas a 40°C por trinta minutos, e a
absorbancia foi lida a 765 nm em espectrofotdmetro. Para a obtencéo da concentracdo dos
compostos fendlicos foi construida uma curva de calibragdo com &cido gélico (GAE)
(Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds, 1999).

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS

A avaliacdo preliminar da atividade citotoxica e atividade antitumoral in vitro dos
extratos foi realizada contra linhagens de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231),
cancer de pulmao (A-549), glioma (GL) e contra célula ndo tumoral de fibroblastos de pele
(L-929).

Todas as linhagens foram mantidas em meio de crescimento ou DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 100 U/mL de penicilina e 100
mg/mL de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island, NY) enriquecido com 10% do soro
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bovino fetal. Todas as culturas foram mantidas a 37 °C em incubadora umidificada com
5% de CO e 95% de ar.

4.3.1 Avaliacéo do efeito citotoxico

As celulas foram semeadas 10.000 células/poco em placas de 6 pogos. As placas
foram pré-incubadas por 24 horas a 37 °C para permitir a adesao das células antes da adicéo
dos extratos. Apos 24 horas, solucdes preparadas de meio fresco dos diferentes extratos
foram adicionadas as células variando a concentragdo de 0 a 1000 pg/mL. Posteriormente,
as placas foram inoculadas por 24 e 48 h em uma atmosfera de 5% de CO, e 95% de
umidade relativa. Os grupos controles incluiram DMSO a 0,65% (controle negativo) e
doxorrubicina (10 uM, controle positivo). A viabilidade celular foi estimada medindo-se a
taxa de reducdo mitocondrial do MTS. Resumidamente, ap6s o tempo de incubacéo, o
extrato foi removido, as células foram lavadas com PBS, 20 pL de solu¢do de MTS e 100
uL de meio fresco foram adicionados a cada poco, incubadas por 2 h em incubadora. Apos,
a densidade dptica (DO) foi avaliada usando um espectrofotdmetro a 490 nm.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo das solugdes com diferentes concentracBes do extrato e do suco
de acerola sdo apresentadas a seguir. Em todas as andlises foi observado uma boa
correlacdo linear com as concentracdes testadas. As analises de determinacdo da
concentracdo de compostos fendlicos, vitamina C e atividade antioxidante do extrato e do
suco foram realizadas somente a partir de 100 pg/mL, pois observou-se resultados mais

expressivos na atividade citotoxica acima deste valor.

A Figura 1 apresenta as concentracdes de compostos fendlicos totais (CFT) do

extrato e do suco nas diferentes concentragdes utilizadas.
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Figura 1. Concentracdo dos compostos fendlicos totais (CFT) no extrato e no suco. Os
dados sdo referentes a anélises realizadas em triplicata.

Os resultados para a concentracdo de vitamina C (acido ascorbico) no extrato e no
suco nas diferentes concentracBes utilizadas sdo apresentados na Figura 2. Novamente

observou-se uma boa correlacéo linear em ambos os extratos.
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Figura 2. Concentracéo de vitamina C (&cido ascorbico) no extrato e no suco nas diferentes

concentrages utilizadas. Os dados sdo referentes a analises realizadas em triplicata.



A Figura 3 apresenta os resultados da atividade antioxidante do extrato e do suco

nas diferentes concentracdes utilizadas.

100 - | m Suo s Extrato Linear [Suco) Linear (Extrato)
90 5 ]
]
80
70+ L
#£ 60 -
8 50 4 a
% A0 4 Ajuste suco
= ¥=0,092x + 1,5305
30 4 - R*=0,5803
20 "
T Ajuste extrato
10 i y=0,0843x+5,5293
R®=0,9797
D T T T 1
0 250 500 750 1000

Concentracdo (pg/mL)

Figura 3. Porcentagem de atividade antioxidante do extrato e do suco nas diferentes

concentracgdes utilizadas. Os dados sdo referentes a analises realizadas em triplicata.

A porcentagem de atividade sequestradora de radicais livres variou entre 9,3 + 2,6
e 89,6 + 0,5 para o suco e entre 9,6 + 0,1 e 84,9 + 0,4 para o extrato (Figura 3). Também
foi verificado que o ECso, que corresponde a concentracdo necessaria para reduzir 50% do
DPPH, do suco se encontra ligeiramente abaixo do extrato (Tabela 3), indicando uma maior

atividade antioxidante do suco.

Tabela 3. Concentragdo de extrato e suco de acerola capaz de reagir com 50% do
radical DPPH (ECso)
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Concentracdo (png/mL)

Suco 526,5

Extrato 527.4




As Figuras 4, 5, 6 e 7 apresentam os resultados de atividade metabolica das células
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231), cancer de pulméo (A549), glioma (GL) e
célula ndo tumoral de fibroblastos de pele (L-929) submetidas as diferentes concentragdes
do extrato e comparado com suco concentrado de acerola. Foi considerado 100% de
atividade metabdlica para o controle negativo (meio de cultura + 0,65% DMSO). O
intervalo de concentracdo testado na atividade metabdlica foi escolhido considerando que
as concentracgdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL sao normalmente utilizadas como parametro
nestes ensaios. Optou-se por acrescentar outros pontos entre estes valores para melhor

observacao da concentragdo citotoxica.
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Figura 4. Efeito do extrato e do suco de acerola na atividade metabdlica celular de
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231). Os dados representam dois experimentos

independentes realizados em triplicata
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Figura 5. Efeito do extrato e do suco de acerola na atividade metabdlica celular de cancer

de pulméo (A549). Os dados representam dois experimentos independentes realizados em
triplicata.
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Figura 6. Efeito do extrato e do suco de acerola na atividade metabolica celular de glioma

(GL). Os dados representam dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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Figura 7. Efeito do extrato e do suco de acerola na atividade metabdlica celular de célula
ndo tumoral de fibroblastos de pele (L-929). Os dados representam dois experimentos

independentes realizados em triplicata.

A Tabela 4 apresenta as concentragdes do extrato e do suco que apresentaram efeito

citotéxico eliminando 50% das células em cultura.

Tabela 4. Concentracdo (ug/mL) necessaria para reduzir em 50% (I1Cso) a atividade

metabodlica das células em cultura.
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L929 MDA-MB-231 GL A549

| | | | | |
Suco 800 1000 875 >1000
Extrato 375 630 >1000 >1000

Os resultados mostraram que as células de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-
231) sO6 comecaram a apresentar reducdo na atividade metabdlica a partir de 250 pg/mL
tanto para o extrato quanto para o suco. O extrato atingiu 50% de atividade metabdlica na
concentracéo de aproximadamente 630 pg/mL, enquanto o suco somente em torno de 1000
pg/mL (Tabela 4). PITTELLA et al. (2009) investigou a atividade citotdxica do extrato
aquoso de folhas de Centella asiatica e verificou o valor de ICso de 648.0 pg/mL para as
células de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231). HAQ et al. (2019) avaliou extratos

da alga marinha Chaetomorpha sp. e foi observado que o extrato etanolico apresentou um



ICs0 de 225.18 pg/mL sobre a linhagem MDA-MB-231 enquanto o extrato aquoso ndo

demonstrou nenhum efeito significativo sobre estas células.

Verificou-se que as células de cancer de pulméo (A549) apresentaram reducao na
curva da atividade metabdlica somente a partir de 750 pg/mL, tanto para o extrato quanto
para o suco. Nenhum dos extratos atingiu 50% de atividade metabdlica. Seria necessaria
uma concentracao superior a 1000 pg/mL (Tabela 4). No entanto, também foi possivel
notar que o controle positivo, a doxorrubicina, também ndo apresentou atividade
antitumoral sobre esta linhagem celular na concentragcdo utilizada. Estes valores
encontrados sdo bem superiores a alguns trabalhos que reportam a atividade antitumoral
de extratos vegetais sobre esta linhagem celular. Zhang, Wang & Xu (2014) avaliaram
diferentes extratos de infrutescéncia de Platycarya strobilacea e o extrato de acetato de
etila apresentou atividade anticancer efetiva, com ICso de 40,1 pg/mL. MACIEL et al.
(2018) verificou um valor de ICso de 117 pg/mL para o extrato de Hibiscus sabdariffa.
DEGHRIGUE et al. (2013) investigou o extrato organico de Eunicella singularis e obteve
um valor de ICso de 36 pg/mL. GAAFAR et al. (2018) encontrou para o extrato de

manjericdo um valor de 1Cso de 32,70 pg/mL.

As células de glioma (GL) também apresentaram reducédo na atividade metabolica
somente a partir de 250 pug/mL para o0 extrato e para o suco. Até a concentracdo de 750
pug/mL o extrato apresentou maior efeito sobre a atividade metabdlica que o suco,
reduzindo-a mais em concentracdes menores. Porém, observou-se que acima de 750 pg/mL
ocorreu uma inversdo e o suco atingiu 50% de atividade metabdlica com concentracdo
inferior a do extrato. O suco atingiu 50% de atividade metab6lica em aproximadamente
875 pg/mL, enguanto o extrato precisaria de uma concentracdo acima de 1000 pg/mL
(Tabela4). PITTELLA etal. (2009) também obteve um valor de ICsoelevado, 1000 pg/mL,
para as células de glioma sob a acdo de um extrato aquoso de folhas de Centella asiatica.

As celulas ndo tumorais de fibroblastos de pele (L-929) apresentaram reducgédo mais
intensa na atividade metabodlica acima de 75 pg/mL para o extrato e para o suco. O extrato
atingiu 50% de atividade metabolica na concentragdo de aproximadamente 375 pg/mL,
enquanto o suco em aproximadamente 800 pug/mL (Tabela 4). Verifica-se que ambos 0s
extratos apresentaram citotoxicidade sobre a célula saudavel. O controle positivo, a

doxorrubicina, também apresentou 0 mesmo efeito sobre esta linhagem celular, porém em
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uma concentracdo bem mais baixa (10 pg/mL). Comparando a outros trabalhos foi possivel
notar que apesar de os resultados encontrados indicarem um efeito citotoxico sobre as
celulas de L-929, os valores de IC 5o s&o elevados. Também é necessario destacar que é
comum se observar farmacos utilizados no tratamento de céncer afetarem células
saudaveis. YUSOF & ABDULLAH (2020) avaliaram extratos de Quercus infectoria e
obtiveram baixa atividade citotoxica sobre as células de L-929, com valores de ICso
superiores a 20 pg/mL. KHAWORY et al. (2020) obteve resultados similares para extratos
de Euodia malayana, Gnetum gnemon e Khaya senegalensis, com valores de ICso
superiores a 90 pg/mL. GHAGANE et al. (2017) investigou os extratos metanolico,
etanolico e aquoso de folhas de Allophylus cobbe e verificou valores de ICsode 89, 98 e 73

pg/mL, respectivamente.

A partir dos resultados encontrados pode-se dizer que 0 suco ndo apresenta
atividade citotoxica sobre nenhuma das células testadas, ja que as concentracdes para
atingir 50% de inibicdo foram maiores que 800 pg/mL. O extrato ndo apresentou efeito
antitumoral sobre as linhagens de cancer de pulméo e glioma. Porém, apresentou certa
atividade citotoxica sobre as células ndo tumorais de fibroblastos de pele e de

adenocarcinoma.

Desta forma, considerando os comportamentos antitumoral e citotoxico observados
tanto no suco como no extrato, notou-se que 0 composto que possui maior concentragdo de
CFT, extrato obtido do residuo, também apresentou maior atividade citotdxica.
Comportamento semelhante também foi observado em outros trabalhos. GHAGANE et al.
(2017) investigou o extrato das folhas de Allophylus cobbe e seus resultados revelaram que
0 extrato aquoso cuja concentracdo de compostos fendlicos é de 91,96 mg/g GAE
desempenhou uma atividade citotoxica com ICso de 73.625 pg/mL sobre células de MEF-
L929, fibroblasto embrionério de rato, enquanto o extrato metandlico que possuia uma
concentracdo de 89,16 mg/g GAE apresentou uma atividade citotoxica com ICso de
89.625,51 pg/mL. Células de céncer de prostata DU-145 também foram avaliadas neste
estudo, e observou-se que o extrato aquoso resultou em um valor de ICso de 431,10 pg/mL
enguanto o extrato metandlico apresentou uma atividade citotoxica com 1Cso de 623,24
pug/mL. HAQ et al. (2019) verificou que o extrato etanolico da alga marinha Chaetomorpha

sp. sobre a linhagem celular MDA-MB-231 apresentou um ICso de 225,18 pg/mL e 21,92

29



mg GAE/g de compostos fendlicos enquanto o extrato aquoso que possuia 2,15 mg GAE/g

de compostos fenolicos ndo demonstrou efeito significativo sobre as células.

Mesmo com a baixa atividade citotoxica foi possivel observar que existe correlagédo
entre a concentracdo de CFT presente no extrato e a reducéo na atividade metabdlica das
células L-929, como observado na Fig. 8. E importante que a composicdo do extrato seja
analisada em trabalhos futuros para identificacdo de possiveis compostos que estejam

associados a essa atividade. Além disso, isso pode auxiliar no direcionamento para outras

aplicacdes.
L929
® Extrato B Suco Linear (Extrato) Linear (Suco)
120 -
’o\c_:“ Ajuste suco
= 100 m y=-0,4537x+ 118,36
S = m R?=0,8512
o 80 - Y
< Ajuste extrato
5 60 ° - y =-0,2756x + 80,567
E R*=0,9504
5 40 1 °
< °
S 20 A u °
=
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Compostos Fenodlicos Totais (mg/L)

Figura 8. Efeito da concentracdo de compostos fendlicos totais do extrato e suco na

atividade metabdlica das células ndo tumorais de fibroblastos de pele (L929).

Em funcdo dos dados observados constatou-se que a utilizagdo dos extratos néo
causou o efeito desejado sobre as células avaliadas. Estudos futuros sdo necessarios para
avaliar o efeito do extrato de acerola em outras linhagens celulares. A possibilidade de
utilizacdo de outros solventes na obtencéo do extrato bem como o fracionamento para a
concentracdo de determinados principios ativos separadamente sdo alternativas que devem

ser avaliadas.
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6 CONCLUSAO

O extrato de acerola obtido do residuo e o suco de acerola foram caracterizados
quanto a composicao de antioxidantes, vitamina C e compostos fenolicos. A citotoxicidade
in vitro de ambos foi avaliada em linhagens celulares de adenocarcinoma humano de mama
(MDA-MD-231), cancer de pulmdo (A549), glioma (GL) e célula ndo tumoral de
fibroblastos de pele (L-929). E as possiveis correlagdes entre as atividades antitumoral e

antioxidante foram avaliadas.

Observou-se que atividade antioxidante e quantidades de compostos fendlicos e
vitamina C ¢é diretamente proporcional a concentracdo do suco ou extrato utilizados. O
extrato obtido do residuo apresentou maiores valores de compostos fendlicos, enquanto o
suco apresentou maiores concentragdes de vitamina C. Em relacdo a atividade antioxidante,
nédo se observou diferencga entre o suco e extrato. Os valores de ECso, que corresponde a

concentracdo necessaria para reduzir 50% do DPPH do meio, foram semelhantes.

A avaliacdo do efeito citotdxico revelou que ambos, suco e extrato obtido do
residuo, ndo possuem o efeito citotoxico desejado nas concentraces utilizadas. Os
resultados mostraram valores de ICso, que corresponde a concentracdo do composto
necessaria para reduzir em 50% a atividade metabdlica, elevados para todas as células
avaliadas. Os resultados de citotoxicidade mais positivos foram obtidos para a célula ndo
tumoral de fibroblastos de pele (L-929). Constatou-se que ha relacdo entre a atividade
antitumoral e concentracdo de compostos fendlicos, mesmo que em altas concentracdes do

extrato.

Para entender melhor a diferenca de comportamento do extrato em relac&o ao suco,
analises de identificacdo de compostos fendlicos séo necessarios, ja que o extrato foi obtido
do residuo e com alta temperatura, podendo levar a extracdo ou até mesmo a formagéo de

compostos que néo estariam naturalmente presentes no suco.

Haja vista que ha poucos estudos relacionados a atividade antitumoral de extratos
de acerola, o presente estudo contribuiu para ampliacdo do conhecimento referente ao
comportamento do efeito citotoxico destes extratos. No entanto, ha ainda uma grande
necessidade de elucidacdo do efeito dos extratos de acerola sobre outras linhagens celulares

além das j& avaliadas. Bem como a possibilidade de utilizacdo de diferentes solventes na
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extragdo dos compostos bioativos e o fracionamento para a concentragdo de determinados

principios ativos separadamente.
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