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RESUMO

A endometriose € uma doenca ginecologica que afeta 10% das mulheres em
idade reprodutiva, causando sintomas clinicos em diferentes intensidades, prejudicando
a qualidade de vida. O tratamento farmacoldgico baseia-se no alivio dos sintomas, uma
vez que ndo ha terapia capaz de erradicar a doenca. Entre os processos envolvidos na
fisiopatologia da endometriose, a angiogénese e a inflamagdo sdo fundamentais. O
extrato de Euterpe oleracea (acai) tem sido descrito como um possivel candidato para o
desenvolvimento de farmacos devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito farmacoldgico do agai no tratamento da endometriose experimental e descrever
a seguranca/toxicidade e dados anticancerigenos da utilizacdo do acai em modelos pré-
clinicos. No modelo experimental de endometriose, o grupo tratado (n=10, ratos
Sprague-Dawley) recebeu 200 mg/kg do extrato de acai via gavagem por 30 dias e 0
grupo controle (n=10) recebeu veiculo. Na anélise histologica foi possivel observar
atrofia e regressdo das lesdes. Analises imuno-histoquimicas (Fator de crescimento
endotelial vascular - VEGF, seu receptor - VEGFR-2, ciclooxigenase-2 - COX-2,
metaloproteinase-9 - MMP-9 e F4-80), expressdo de PCR em tempo real (VEGF,
VEGFR-2, MMP-9 e COX-2), ELISA (VEGF e PGE2), citometria de fluxo (F4-80) e
bioquimica (6xido nitrico) indicaram reducéo significativa da angiogénese e inflamacao
no grupo tratado com acai quando comparada a grupo de controle. Nenhuma evidéncia
de toxicidade foi observada na dose de acai administrada, em compara¢do com 0s
controles, com base no peso, alimentacdo e atividade dos animais. Além disso, as
celulas de macrofagos tratadas com agai de 20 a 40 pg/ml apresentaram redugdo de 50%
na viabilidade celular apds 24, 48 e 72 h. Uma revisdo da literatura também foi
realizada usando quatro bases de dados internacionais para identificar publicacdes que
estudaram o extrato de acai utilizado em modelos animais experimentais de cancer
(n=6) e/ou avaliaram a seguranca/toxicidade do acai em modelos pré-clinicos (n= 3)
usando um rigor metodolégico (QATRS) para permitir um melhor controle de
qualidade. Acai teve atividade antitumoral, reduzindo a incidéncia e o tamanho dos
tumores e ndo apresentou efeitos genotdxicos. Como concluséo, é possivel sugerir que o
acai é eficaz no tratamento da endometriose e pode ser considerado um tratamento
farmacoldgico promissor sem causar efeitos adversos. Além disso, sugere-se que o agai
possa ser utilizado como agente seguro, quimiopreventivo e anticancerigeno.

Palavras-chave: Endometriose, Euterpe oleracea, Tratamento, Cancer, Toxicologia



ABSTRACT

Endometriosis is a gynecological disease that affects 10% of women on
reproductive age, which causes clinical symptoms at different intensities, damaging the
quality of life. The pharmacological treatment is based on the symptoms' relief, since
there is no therapy capable of eradicating the disease. Among the processes involved in
the pathophysiology of endometriosis, angiogenesis and inflammation are fundamental.
The Euterpe oleracea extract (acai) has been described as a possible candidate for drug
development due to its properties antioxidant, anti-inflammatory and anticancer.
Therefore, the present study aimed to evaluate the pharmacological effect of acai in the
treatment of experimental endometriosis and to describe the safety / toxicity and
anticancer data of acai utilization in preclinical models. In the experimental model of
endometriosis, the treated group (n = 10, Sprague-Dawley rats) received 200 mg / kg of
the acai extract via gavage for 30 days and the control group (n = 10) received vehicle.
In the histological analysis it was possible to observe atrophy and regression of the
lesions. Immunohistochemical analyzes (Vascular endothelial growth factor - VEGF,
VEGF receptor - VEGFR-2, cyclooxygenase-2 - COX-2, metalloproteinase-9 - MMP-9
and F4-80), real-time PCR expression (VEGF, VEGFR-2, MMP-9 and COX-2), ELISA
(VEGF and PGEZ2), flow cytometry (F4-80) and biochemistry (nitric oxide) indicated a
significant reduction of angiogenesis and inflammation in the acai treated group when
compared to the control group. No evidence of toxicity was observed in the dose of acai
administered, as compared to controls, based on weight, feed and activity of the
animals. In addition, macrophage cells treated with 20 to 40 ug / ml acai had a 50%
reduction in cell viability after 24, 48 and 72 h. A literature review was also conducted
using four international databases to identify publications that studied the used of acai
extract in experimental animal models of cancer (n = 6) and / or evaluated the safety /
toxicity of acai in preclinical models (n = 3) using a methodological rigor (QATRS) to
enable better quality control. Acai had antitumor activity, reducing the incidence and
size of tumors, and did not present genotoxic effects. As a conclusion, it is possible to
suggest that acai is effective in the treatment of endometriosis and can be considered a
promising pharmacological treatment without causing adverse effects. In addition, it is
suggested that acai may be used as a safe, chemopreventive and anticancer agent.

Keywords: Endometriosis, Euterpe oleracea, Treatment, Cancer, Toxicology
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1. INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca ginecologica caracterizada pela presenca de
endomeétrio funcional glandular e/ou estromal fora da cavidade uterina (GALLE et al.,
1989; GIUDICE et al., 2010). E uma doenca inflamatéria que afeta 5-10% das mulheres
em idade reprodutiva podendo causar dor pélvica crbnica, dismenorreia e infertilidade,
resultando em uma reducdo da qualidade de vida (BULUN et al., 2009; SIMOENS et
al., 2012).

A etiologia da endometriose ainda ndo estd totalmente esclarecida, apesar de
muitas teorias sobre a génese da doenca ja terem sido descritas (MACER et al., 2012).
Até hoje, a teoria mais aceita é a descrita por Sampson, em 1927, em que tecidos
endometriais, por meio de um fluxo menstrual retrégrado, ultrapassam a cavidade
uterina, chegando a cavidade peritoneal, sofrendo proliferacdo e crescimento em sitios
ectopicos (SAMPSON et al., 1927). J& estd bem elucidado que para o desenvolvimento
da endometriose, vasos sanguineos oriundos de vasos pré-existentes sdo recrutados para
o local da lesdo que necessita de oxigénio e nutrientes para se estabelecer (LASCHKE
et al., 2018; GILABERT-ESTELLES et al., 2007; MACHADO et al., 2008;
MCLAREN et al., 2000). Esse fenbmeno é denominado angiogénese. Muitos fatores
angiogeénicos estdo envolvidos no desenvolvimento da endometriose, incluindo o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), citocinas e prostaglandinas (LASCHKE et
al., 2007a; PODGAEC et al., 2007; WU et al., 2007). Alguns estudos mostraram que
lesbes de endometriose exibem uma aumentada expressdo de ciclooxigenase-2 (COX-
2), enzima produzida a partir de fatores pré-inflamatérios, quando comparada com
endométrio eutépico (CHISHIMA et al.,, 2002; WANG et al., 2012) sendo a
angiogénese e a inflamacdo, cruciais na fisiopatologia da doenca. (LASCHKE et al.,
2007b; MATSUZAKI et al., 2004; OTA; TANAKA et al., 2001).

O diagnéstico definitivo da endometriose é feito por métodos invasivos como a
videolaparoscopia, seguida de bidpsia para confirmacdo histologica da doenga
(BEDAIWY et al.,, 2002; KHAN et al., 2002; PODGAEC et al.,, 2007). Esse
procedimento permite ao ginecologista ndo sé localizar os focos da lesdo, como também
remové-los por completo durante o ato cirargico (KHO et al., 2012). Além de invasivo
e de alto custo, é observada uma recorréncia das lesGes endometrioticas, em média, de 3

a 5 anos apds o procedimento cirdrgico (VERCELLINI et al., 2009a).
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O tratamento clinico é baseado no alivio dos sintomas pelo uso da horménio-
terapia incluindo contraceptivos orais, progestdgenos e agonistas do hormonio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), reduzindo os niveis de estrogénio (ABRAO et al., 2000;
GIUDICE et al., 2010; RUHLAND et al., 2011; SEO et al.,, 2010). Contudo, o
tratamento hormonal apresenta inimeros efeitos adversos e ndo é capaz de erradicar a
doenca (SCHRAGER et al., 2013; SOARES et al., 2012), sendo necessaria a busca de
estratégias eficazes para tratar clinicamente a doenca.

Diversos estudos tém mostrado o potencial terapéutico da Euterpe oleracea, uma
planta conhecida popularmente como agai, encontrada na América Central e do Sul. O
acai possui propriedades farmacoldgicas que estdo relacionadas com a sua atividade
antiproliferativa,  anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena e efeitos
cardioprotetores (DE MOURA et al., 2011, 2012; HEINRICH et al., 2011; SCHAUSS
et al., 2006a; SILVA et al., 2014; STONER et al., 2010; CHOI et al., 2017). Algumas
pesquisas demonstraram o efeito do acai na inibicdo das enzimas ciclooxigenases 1 e 2
(COX-1 e COX-2), in vitro e in vivo, sugerindo uma atividade anti-inflamatéria (DE
MOURA et al., 2011, 2012; SCHAUSS et al., 2006a). O efeito antiangiogénico e
anticancerigeno do acai foi observado pela inibicdo de VEGF em células de
adenocarcinoma de cdlon humano (DIAS et al., 2014). Um estudo recente avaliou 0
potencial genotoxico do acai em modelo experimental com trés diferentes doses
utilizando ensaio cometa e teste de microndcleos a fim de observar possiveis danos ao
DNA, porém nenhum efeito de toxicidade foi observado (MARQUES et al., 2016).

Portanto, considerando que a endometriose é uma doenca inflamatoria e
dependente de angiogénese, que possui um tratamento clinico ineficaz e com efeitos
adversos, e que o tratamento cirdrgico é invasivo e oneroso, surge, a possibilidade de
avaliar o efeito farmacoldgico do acai no tratamento da endometriose experimental bem
como, descrever as informacdes disponiveis na literatura cientifica em relacdo aos dados
da seguranca/toxicidade e anticancerigeno da utilizagcdo do acai em modelos pré-clinicos

(in vivo) utilizando roedores.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ENDOMETRIO E O CICLO MENSTRUAL

O utero é constituido por trés camadas: perimétrio (externa), miométrio
(intermediéria) e endométrio (interna) (Figura 1). O perimétrio apresenta uma camada
de tecido conjuntivo, fortemente acoplado ao miométrio e formado por mesotélio,
porém existem duas zonas que podem separar miométrio e perimétrio com facilidade. O
miométrio € a camada mais espessa do utero, formado por feixes de fibras musculares
lisas separadas por tecido conjuntivo. Essas fibras formam feixes dispostos em trés
camadas: interna, média (grande quantidade de vasos sanguineos) e externa. O

endométrio (mucosa de revestimento do Utero) € constituido por um epitélio simples

cilindrico (células cilindricas secretoras ndo-ciliadas e células ciliadas) e uma lamina
propria (glandulas tubulosas simples) (CONCEICAO; SILVA, 2006).
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Devido & acdo de hormonios ovarianos (estrogénio e progesterona), o
endométrio sofre modificagOes estruturais ciclicas, que constituem o ciclo endometrial
(ou ciclo menstrual). A fase proliferativa do 5° ao 14° dia (também denominada de
estrogénica) e a fase secretora do 15° ao 28° dia (também denominada de
progestacional) (GOLDMAN et al., 2009).

A mucosa endometrial pode ser dividida em duas camadas: funcional (descama
no periodo menstrual), regido mais superficial do endométrio e a camada basal (local
em que estdo presentes células que regeneram o endométrio) que constitui a base da
mucosa que nunca descama. A fase proliferativa ou estrogénica é a fase do
desenvolvimento dos foliculos ovarianos até o estadgio de ovulacdo (onde ocorre a
producdo de estrogénios). No seu inicio (Figura 2), as células da camada basal se
proliferam, reconstituindo todo o endométrio (proliferacdo do tecido conjuntivo e das
células epiteliais presentes no fundo dos restos das glandulas, que serdo reconstituidas
pelas células epiteliais, migrando e refazendo o epitélio, cessando a menstruacéo - toda
a mucosa perdida é restaurada). As glandulas endometriais tém a forma de glandulas
tubulares retas na fase proliferativa. A fase secretora ou progestacional (grande
concentracdo de progesterona) € iniciada apds a ovulacdo sendo dependente da
formacéo do corpo luteo. A progesterona estimula a secrecdo de glandulas endometriais
(com a secrecdo de glicosaminoglicanos), tornando o estroma edemaciado e glandulas
tortuosas. Na fase menstrual (inicio do ciclo menstrual, do 1° ao 4° dia) ocorre a
degeneracdo do corpo liteo, causando a queda dos niveis hormonais, diminuindo os
estimulos hormonais sobre o endométrio. Posteriormente, ocorre a descamacdo da
porcdo mais superficial do endométrio (processo envolvido pela constricdo e ruptura
dos vasos sanguineos, liberando dgua e sangue em grande quantidade pela vagina, o que
caracteriza o fluxo menstrual) (BAHAMONDES et al., 2004; BEREK et al., 2008).
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Figura 2 Ciclo Menstrual. Fonte: CONCEICAO SILVA, 2006

2.2 ENDOMETRIOSE

2.2.1 Conceito e epidemiologia

A endometriose € uma doenca ginecologica estrogénio-dependente caracterizada
pelo crescimento de tecido endometrial, composto por elementos glandulares e/ou
estromais, em localizagdo extrauterina, acometendo principalmente ovarios, peritdnio
pélvico, fundo de saco, face posterior do utero, célon sigmdide e bexiga, podendo
comprometer ainda apéndice, ileo, diafragma, vulva, vagina, colo do Utero, septo
retovaginal, parede abdominal, rins e regides inguinais (ABRAO et al., 2003; GIUDICE
et al., 2004; GIUDICE et al., 2010).

Os implantes iniciais podem ser planos, bolhas ou manchas polvilhadas na
superficie pélvica. Algumas mulheres podem ter implantes de endometriose na
superficie da pelve, do peritdnio ou dos 6rgaos pélvicos, ou podem invadir o periténio e
crescerem como nodulos. Pode irritar o tecido circundante e produzir cicatrizes internas
chamadas aderéncias que podem unir os 6rgaos pélvicos, cobri-los inteiramente ou
envolver intestinos (ASRM, 1997).

A endometriose possui uma fisiopatologia comum com algumas neoplasias
ginecoldgicas, como o cancer de ovario e de endométrio, e ha cada vez mais evidéncias
de que pacientes com endometriose tém risco maior de desenvolver cancer de ovario e
se transformar em uma doenga maligna (BORGFELDT et al., 2004; BRINTON et al.,
2005; KOBAYASHI et al., 2007; MODUGNO et al., 2004; NEZHAT et al., 2008;
PAVONE; LYTTLE, 2015; VERIT; YUCEL, 2013).
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Esta doenca ginecoldgica pode ser encontrada em todos 0s niveis sociais e em
todas as etnias, e afeta cerca de 5 a 10% das mulheres na populacdo mundial, entre 15 a
45 anos (BULUN et al., 2009). Em paises industrializados a endometriose é uma das
principais causas de hospitalizacao dentre as doencas ginecoldgicas (VERCELLINI et al
et al., 2007). A maioria das mulheres portadoras de endometriose apresenta sintomas,
que podem variar de leve a grave, sendo os principais, dismenorreia durante e no final
da menstruacdo (79-97%), dor pélvica crbnica (22-69%), infertilidade (25-40%),
sintomas intestinais e urinarios ciclicos (29%), como dor ou sangramento ao
evacuar/urinar durante o periodo menstrual. No entanto algumas mulheres s&o
assintomaéticas (10,7%), sendo os sintomas ndo necessariamente relacionados com a
severidade da doenca (ABRAO et al, 2003; ACIEN; VELASCO, 2013;
FAUCONNIER et al., 2013; OZKAN; MURK; ARICI, 2008). Um estudo sobre
diferentes caracteristicas entre 1000 mulheres com endometriose da Gra-Bretanha,
Irlanda e Estados Unidos descreveu que cerca de 70% delas relataram pelo menos dois
dos trés tipos de dores ginecoldgicas (SINAII et al.,, 2008). A dismenorréia, dor
incapacitante, dor abdominal e a depressdo foram identificadas como fatores preditores
de mal desempenho no trabalho e em casa; além da dor incapacitante e da dispareunia
promoveram prejuizos em relacdo aos aspectos sociais e sexuais na vida das mulheres
(FOURQUET et al., 2010).

Um estudo de série de casos de 892 pacientes de Sdo Paulo (Brasil) com
endometriose verificou que 76,9% das mulheres tinham concluido o ensino médio ou
superior (BELLELIS et al., 2010). Outros trabalhos corroboram com este achado, sendo
0 grau de escolaridade alto entre as pacientes com endometriose (HEMMINGS et al.,
2004, CARDOSO JV et al., 2016). Atualmente, o uso de contraceptivos € observado
com maior frequéncia entre as mulheres visto que essas muitas das vezes adiam a
gravidez optando pela profissdo, vindo a descobrir mais tardiamente a endometriose,
quando tentam engravidar (ABRAO et al., 2000).

Um estudo de coorte investigou as relacOes entre internacGes hospitalares e
ambulatoriais para endometriose e o desenvolvimento de cancer de ovario e encontrou
uma associacdo significativa entre essas doengas (RR, 1,69; IC 95%, 1,27-2,25)
sugerindo que a endometriose pode predispor ao desenvolvimento do cancer de ovario
com associacao a neoplasias de células claras (BRINTON et al., 2005).

A endometriose também pode estar associada com diversos fatores de risco,

como por exemplo, historico familiar da doenca de parentes de primeiro grau
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apresentando trés a nove vezes mais risco de desenvolver endometriose, fatores
reprodutivos e ginecoldgicos quando relacionados com a idade precoce da menarca e
ciclos menstruais mais longos. Alem disso, habitos pessoais como ma alimentacao,
auséncia de atividade fisica, fumo e consumo de alcool podem estar associados com a
doenga (PARAZZINI et al., 2016; VIGANO et al., 2004).

Atualmente, a endometriose é considerada um problema de satde publica, visto
que a doenca provoca alteragdes no estado de saude da mulher, ocasionando
consequéncias fisicas, mentais e sociais, interferindo nos relacionamentos interpessoais
e conjugais, em funcdo dos sintomas que as pacientes podem apresentar, especialmente
a infertilidade (NNOAHAM et al., 2011).

2.2.2 Etiologia da endometriose

A etiologia da endometriose ainda ndo estd totalmente esclarecida, apesar de
muitas teorias sobre a génese da doenca ja terem sido descritas (MACER et al., 2012).
A teoria mais aceita é a descrita por Sampson, em 1927, em que fragmentos viaveis de
endomeétrio ultrapassam a cavidade uterina, por meio de um fluxo menstrual retrogrado
atingindo a cavidade peritoneal podendo se implantar, crescer e até mesmo invadir
estruturas pélvicas (VERCELLINI et al., 2014). No entanto, os mecanismos celulares e
moleculares ainda ndo sdo claros, visto que apesar de ser um processo fisiologico, o
sistema imune pode eliminar os fragmentos endometriais impedindo que as
implantacfes endometriais acontecam em alguns pacientes (SIMPSON et al., 2000).

Outra teoria importante é de que a metaplasia celémica também pode contribuir
para o desenvolvimento da endometriose. Essa teoria propde que fatores bioquimicos
enddgenos, induzam um processo metaplasico no epitélio seroso dos ovarios e nas
células serosas do mesotélio, resultando no tecido endometrial (KUMAR et al., 2005).

A deficiéncia imunoldgica também é uma hipétese que tenta explicar o
surgimento da endometriose. Ela propde que mulheres com endometriose possuem um
sistema imunoldgico defeituoso que é incapaz de reconhecer e combater os fragmentos
endometriais ectdpicos (AHN et al., 2015).

A heranca genética destaca-se por ser uma das teorias mais recentes sobre a
génese da endometriose (KRISHNAMOORTHY; DECHERNEY, 2017). Estudos
mostraram que mulheres com parente de primeiro grau afetado pela doenga possui um
risco sete vezes maior de desenvolver endometriose do que mulheres que ndo possuem
historia familiar da doenca (BULUN et al., 2009; VIGANO et al., 2004). A nivel
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somatico, a endometriose possui muitas alteracdes geneticas, incluindo perdas e ganhos
cromossomicos, perda da funcdo normal do alelo de um gene e instabilidade de
microssatélites (GOGUSEYV et al., 2000). Neste contexto, ha cada vez mais evidéncias
de que pacientes com endometriose possuem alteragdes moleculares em comum com
algumas neoplasias e tém risco maior de desenvolver cancer e se transformar em uma
doenga maligna (BRINTON et al., 2005; CHANG et al., 2017).

2.2.3 Classificagdo e diagnostico

A classificacdo da endometriose mais utilizada até hoje é a descrita pela
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, em 1985. Ela foi atualizada, em 1997,
propondo que a endometriose pode ser descrita pelo sistema de escores unificados em
quatro estagios; I (minimo), Il (leve), Il (moderado) e IV (severo), dependendo da
localizagdo, extensdo e profundidade dos implantes de endometriose; presenca e
severidade de adesdes. Nessa classifica¢do foi introduzido o estagio minimo da doenga
e as aderéncias passaram a ser mais detalhadas, conforme sua consisténcia e localizacédo
(ASRM, 1997).

Segundo Acién e Velasco, existem trés formas clinicas de endometriose: a
peritoneal, que corresponde a endometriose minima ou leve, e geralmente, ndo é
observada nenhuma progressdo da doenca; o cisto de endometriose ovariana,
caracterizado pela presenca de endometriomas que ndo estdo aderidos, ou ligeiramente
aderidos, ao lado posterior do peritonio; e endometriose infiltrativa, que ndo apresenta
nenhuma evidéncia de endometriomas, porém pode resultar em um bloqueio pélvico
total, com infiltracdo no Utero, intestino e no septo reto-vaginal (é o tipo mais grave e
incapacitante) (ACIEN; VELASCO, 2013). Atualmente, a endometriose infiltrativa é
considerada o tipo mais grave da doenca (ABRAO et al 2015), podendo estar associada
ao endometrioma ovariano ou a endometriose infiltrativa (GONCALVES et al., 2010).
Além disso, estas lesbes estdo significativamente associadas com o estagio avancado da
doencga (11 e IV) (CHAPRON et al., 2012).

Devido a grande variedade de apresentacdo e severidade dos sintomas, 0
diagnodstico da endometriose é dificultado, isso resulta em atraso no tratamento da
doenga. Um estudo com mulheres com endometriose de 17 a 53 anos observou um
atraso no diagndstico variando de 3 meses a 24 anos com uma média de 8,1 anos. Os
relatos indicaram que muitas delas apresentaram um mal diagnostico apés visita a

profissionais de saude (MORADI et al., 2014). Um estudo de coorte retrospectivo feito
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com 200 mulheres com endometriose observou que o periodo médio decorrido desde o
inicio dos sintomas até o diagndstico de endometriose foi de 7 anos (varia¢do de 3,5 *
12,1). E quanto mais jovens essas mulheres no inicio dos sintomas, maior foi 0 tempo
de diagndstico resultando em um atraso medio de 12,1 anos (variagdo de 8,0 £ 17,2)
(ARRUDA et al., 2003). Outro estudo corrobora com estes achados. Um estudo
retrospectivo do tipo caso-controle, envolvendo 161 mulheres brasileiras com
endometriose (casos) e 179 controles observou que o tempo médio entre o inicio dos
sintomas e o diagndstico definitivo da doenca foi de 5,2 + 6,9 anos com idade média de
31,5+ 7,5 (CARDOSO et al 2017).

A endometriose ndo pode ser diagnosticada apenas por sintomas. Diversos
achados nos exames fisicos, de imagem e laboratoriais ja podem predizer que a paciente
apresenta a doenca. Contudo, para um diagnostico definitivo é necessaria intervencéo
cirargica, preferencialmente por videolaparoscopia, seguida de confirmacéo histolégica
(NACUL; SPRITZER, 2010). Portanto, por ser uma doenca de diagndstico
predominantemente cirurgico, muitas vezes € identificada em cirurgias ndo especificas
para o seu diagndstico ou tratamento (VIGANO et al., 2004).

O primeiro exame de imagem a ser solicitado na paciente com historia e exame
fisico sugestivo de endometriose € a ultrassonografia pélvica transvaginal,
preferencialmente com preparo intestinal. Um estudo com 104 pacientes com suspeita
de endometriose, avaliou a acuracia deste exame para diagnosticar a presenca de sitios
de endometriose retosigmaoide e retrocervical e observou que esse exame apresentou
uma sensibilidade de 98% e 95% e uma especificidade de 100% e 98% respectivamente
(ABRAO et al., 2007).

Outros procedimentos diagnosticos em casos especiais podem ser usados como
técnicas especiais de imagem - tomografia computadorizada (TC) ou ressonancia
magnética (RM). A RM é cada vez mais importante na avaliacdo de pacientes com
endometriose, pois sua capacidade de multiplanar e de contraste superior dos tecidos
moles sdo particularmente Uteis na detecgdo de implantes de endometriose profunda.
Com seu custo elevado, perde para o ultrassom em termos de aplicabilidade no
cotidiano (HOTTAT et al., 2009). Sua sensibilidade é 73-96,3% e especificidade e 70-
100%) sozinha ou adicionada ao ultra-som transvaginal, além de permitir um
mapeamento preciso implantes de endometriose profunda (BIANEK-BODZAK et al.,
2013).

Alguns estudos identificaram que a quantificacdo sérica do marcador antigeno
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de cancer 125 (CA-125), é um exame complementar ao diagndstico da endometriose,
porém ndo é especifico para esta doenca (ABRAO et al.,, 2000; RUAN; LIANG;
HUANG, 2015). Sendo assim, muitas pesquisas estdo sendo realizadas para identificar
biomarcadores que permitam um diagndstico preciso e ndo invasivo (BEDAIWY et al.,
2002; KHAN et al., 2002; LUISI et al., 2015).

Apesar da boa acurdcia dos métodos disponiveis no diagnostico da
endometriose, a videolaparoscopia, seguido da confirmacéo histoldgica, é o padrdo ouro
de diagnostico, com visualizacdo direta dos implantes. E um procedimento cirlirgico
que permite ao médico identificar os Orgdos pélvicos e localizar os focos de
endometriose. A confirmacéo histopatoldgica da doenga segue os critérios da Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (American Society for Reproductive Medicine -
ASRM) e da Sociedade Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia (European
Society of Human Reproduction and Embryology — ESHRE (ASRM, 1997; KENNEDY
et al et al., 2005). Ela se da pela presenca de glandula envolta ou ndo por estroma

(Figura 3) muito semelhante com endométrio eutopico (MACHADO et al., 2008).
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Figura 3 Histologia do endométrio. Endométrio eutdpico (A) e endometriose peritoneal (B).
Fonte: KIM et al., 2014

2.2.4 Angiogénese e inflamacao

A angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos sanguineos a partir
de um pré-existente (CHUNG et al., 2010) e envolve alguns eventos que incluem
quebra de membrana basal e degradacdo da matriz extracelular (MEC), migracdo e
proliferacdo de células endoteliais, fusdo com o vaso original formando uma linha
continua de células endoteliais, tubulizagdo e inicio do fluxo sanguineo por esse novo
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vaso (KLAGSBRUN; D’AMORE, 1991; RAKHILA et al., 2016; LASCHKE et al;
2018) (Figura 4).
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Figura 4 Angiogénese. (A) Quebra da membrana basal vascular (VBM) por estimulo das
MMPs; (B) Migragéo proliferagdo e das células endoteliais por estimulo do VEGF; Novo vaso
formado, amadurecido e funcional por estimulo de pericitos presentes no local.

Fonte: KALLURI, 2003

Apesar de benigna, a endometriose pode apresentar comportamento de um tumor
em desenvolvimento pela capacidade de invadir, danificar e se conectar a outros tecidos
(MACHADO et al., 2014), visto que a regulacdo da angiogénese na endometriose
compartilha muitas semelhancas aos mecanismos relacionados a angiogénese patoldgica
de tumores e metastases (LASCHKE et al., 2018).

A formacdo de novos vasos sanguineos € um evento fisiolégico sendo
fortemente regulado em adultos, em casos como cicatrizacdo de feridas, musculo
cardiaco e no ciclo menstrual da mulher. Entretanto, a angiogénese pode ocorrer nos
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processos de reparo e em algumas patologias, tais como, artrite reumatoide, retinopatia
diabética, psoriase, endometriose (FOLKMAN et al., 2007; LASCHKE; MENGER,
2012), e o exemplo mais classico relaciona-se a processos tumorais (FOLKMAN et al.,
2007; HANAHAN; FOLKMAN, 1996; YADAV et al., 2015; WANG et al., 2017).
Macroscopicamente, as lesdes endometridticas apresentam alta vascularizagdo ao seu
redor (Figura 5), demonstrando a importdncia do processo de angiogénese
(GROOTHUIS et al, 2005; INES BARANAO, 2014; NAP et al, 2004;
OOSTERLYNCK et al., 1992). Em 2008, nosso grupo verificou um aumento
significativo da distribuicdo do fator de von Willebrand, um marcador de densidade
vascular, em amostras humanas de endometriose de ovario, bexiga e retal quando

comparadas aos respectivos tecidos normais (MACHADO et al., 2008).

Figura 5 Visdo macroscopica de focos endometridticos no peritdnio. O tecido endometrial
implantado no peritdnio tem uma aparéncia variada: lesdes azul-pretas (a), placas brancas e
vesiculas transparentes (b) e vasos sanguineos recém-formados (c) Fonte: PRENTICE, 2001

O processo da angiogénese é dependente de fatores liberados pelas células e para
que se inicie seu mecanismo, a membrana basal e elementos da MEC precisam ser
degradados. As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de enzimas que
fazem essa degradacdo favorecendo a migracdo e a formacdo de tubos pelas células
endoteliais (FREITAS et al., 1999; JANA et al., 2016). Os tipos mais encontrados na



26

endometriose sdo as MMPs 1, 2, 3, 7 e 9, porém em sua maioria, diversos estudos
demonstram, in vitro e in vivo, o aumento da liberagdo de MMP-9 pelo endométrio
topico de mulheres com endometriose quando comparado ao endométrio normal,
sugerindo assim, uma possivel mudanca na expressao desta MMP, sendo confirmado
pelo fato de que o endométrio de mulheres com endometriose aparentemente € mais
invasivo no implante endometrial (COLLETTE et al., 2004, 2006; LIU et al., 2015). O
principal fator que estimula a angiogénese é o Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF), uma glicoproteina que apresenta varias funcGes biolégicas como
proliferacdo, migracdo, sobrevivéncia e permeabilidade das células endoteliais por sua
ligagdo com seu receptor (VEGFR-2) (FERRARA et al., 2001; OKADA et al., 2014).
Ele é produzido principalmente por células endoteliais, mas ja foi encontrado em outras
células. McLaren et al., (1996) descreveram que mulheres com endometriose possuem
quantidades elevadas de VEGF no liquido peritoneal e que o VEGF é produzido e
secretado no liquido peritoneal, principalmente por macréfagos ali presentes, tendo sua
producdo aumentada quando estes estdo ativados. Sugerindo que esses elevados niveis
de VEGF em mulheres com endometriose podem ser importantes na patogénese da
doengca (MCLAREN et al., 1996). O estudo de Bourlev et al (2006a), corrobora com
este achado em que foi observado um aumento de VEGF no fluido peritoneal de
mulheres com endometriose sugerindo haver uma desregulacdo da atividade
angiogénica no endométrio eutopico dessas mulheres, acompanhada de lesdes
endometridticas com alta atividade proliferativa (BOURLEV et al., 2006).

Em estudo com mulheres com endometriose feito pelo nosso grupo, foi
analisado por imunohistoquimica a densidade vascular e a distribuicdo do VEGF e seu
receptor FIk-1 em endométrio topico e em trés locais de endometriose: ovario, bexiga e
reto-sigmoide, identificando uma maior quantidade de vasos sanguineos e maior
imunomarcagéo para VEGF e Flk-1 nas leses de endometriose sendo mais acentuada
na de reto-sigmdide. Assim, pode-se concluir que a angiogénese é encontrada
principalmente em casos de doenga infiltrativa (MACHADO et al., 2008).

Outro aspecto de grande importancia é a elevada presenca de citocinas e
quimiocinas nos locais da leséo e ainda uma elevada quantidade de macrofagos no
fluido peritoneal de mulheres com endometriose, caracterizando o perfil inflamatorio da
doenca (BERTSCHI et al., 2013). Estudos demonstraram 0 aumento significativo de
guimiocinas como ENA-78 e RANTES, bem como citocinas inflamatdrias, como TNF-

alfa e IL-6, em lesbes de endometriose em comparacdo com endométrio eutopico. As
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quimiocinas secretadas pelas lesdes ectopicas estimulam a infiltragdo de macrofagos,
contribuindo para o desenvolvimento da endometriose e evidencia a fungdo primaria de
TNF-alfa como precursor da cascata de outras citocinas que podem estimular uma
resposta pro-inflamatéria (BERTSCHI et al., 2013). Recentemente, um estudo avaliou a
associacdo de precursores da Interleucina-1p (IL-1B) com a inflamagdo peritoneal e
encontrou niveis superiores em mulheres com endometriose em relacdo a pacientes
controles. Além disso, foram observadas uma maior estimulacdo de secrecdo de
macrofagos e citocinas nas mulheres com endometriose (SIKORA; MIELCZAREK-
PALACZ; KONDERA-ANASZ, 2016).

A COX-2 possui grande relevancia na fisiopatologia das lesdes endometridticas
(KILICO et al., 2014). Esta enzima, também conhecida como prostaglandina-
endoperoxido sintase 2 (PTGS2), é responsavel pela biossintese de prostaglandina a
partir do acido aracddnico (CAVALCANTI et al., 2016). Além disso, a COX-2, pelo
aumento dos niveis do seu produto, prostaglandina E2 (PGE-2), contribui para um
aumento dos niveis de VEGF, e consequentemente para a progressao e manutencao das
lesbes endometrioticas (KILICO et al., 2014). Um estudo realizado com 136 bidpsias de
endometriose investigou a distribuicio de COX-2 por imunohistoquimica e foi
observada forte marcacdo de COX-2 em cistos de endometriose ovariana, implantes
peritoneais e nodulos reto-vaginais (FAGOTTI et al., 2004). Uma correlacéo entre a
expressdao da COX-2 e a intensidade da dismenorreia grave relacionada a endometriose
foi avaliada em estudo de 46 mulheres com endometriose profunda e 34 mulheres
saudaveis submetidas a cirurgia para retirada de amostra para bidpsia. Foram realizadas
avaliacdo da dor para dismenorréia (utilizando uma escala analdgica linear de 10
pontos) e imunohistoquimica para marcacdo de COX-2, resultando em uma expressao
significativamente elevada de COX-2 em células estromais de endométrio eutopico de
mulheres com dismenorreia mais grave (MATSUZAKI et al., 2004). O aumento da
expressdo e da distribuicdo de COX-2 também foi verificado por imunohistoquimica e
PCR em 28 bidpsias de endometriose ovariana em compara¢do com o endométrio
eutopico e peritdnio normal (CHISHIMA et al., 2002). Os niveis plasmaticos de PGE2,
avaliados por ELISA, também estdo aumentados em pacientes com endometriose
comparadas com mulheres saudaveis, podendo ser um fator importante na invasao de
células endometridticas e consequentemente no desenvolvimento e sobrevivéncia da
endometriose (TAKENAKA et al., 2010).
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Considerando a importancia dos fatores angiogénicos na progressdo da
endometriose e na promogédo da inflamagdo, bem como o custo e a invasividade do
diagnostico/tratamento cirargico, assim como a falta de um arsenal medicamentoso no
tratamento dessa patologia ginecoldgica, ganha-se relevancia encontrar uma terapia com

0 objetivo de reduzir o processo angiogénico e inflamatorio envolvido na endometriose.

2.2.5 Tratamento da endometriose

O tratamento cirdrgico da endometriose compreende desde procedimentos de
baixa complexidade, como cauterizacdo de focos superficiais e liberacdo de aderéncias
velamentosas, até intervencdes complexas nos ovarios, intestino, bexiga e ureteres.
Contudo, a videolaparoscopia assume um papel relevante no controle da endometriose,
pois permite ao ginecologista identificar e remover todos os focos da doenga durante o
ato cirdrgico (KHO; ABRAO, 2012). Atualmente, sabe-se que ndo ha correlacdo entre a
gravidade dos sintomas e a extensdo da doenca, bem como com o prognostico
reprodutivo de infertilidade e de recorréncia de dor em longo prazo (VERCELLINI et
al., 2007; YE et al., 2015). As estimativas de reincidéncia da endometriose sdo altas
apos cirurgia de remoc¢do dos focos. Em um estudo retrospectivo de série de casos
realizado por Koga et al. (2006), foi observado um risco de recorréncia global de 30,4%,
apos a remocao completa de todas as lesdes endometrioticas visiveis, corroborando com
os achados de estudos anteriores (ABBOTT et al., 2003; BUSACCA, 1999; KOGA,
2006). Em 2009, foi observado que ap0s o tratamento cirurgico houve regressao de 70
a 80% nos sintomas da endometriose, porém a recorréncia de reopera¢do variou entre 20
a 25% (VERCELLINI et al., 2009a). Assim, muitas vezes se preconiza o tratamento
cirargico apenas para pacientes que ndo respondam ao tratamento medicamentoso, bem
como para aquelas que desejam engravidar espontaneamente (KOGA, 2006;
VERCELLINI et al., 2009b).

Como o arsenal medicamentoso existente ndo dispde de nenhum farmaco capaz
de erradicar por completo os focos ectopicos de tecido endometrial que caracterizam a
doenca, o alivio dos sintomas acaba sendo o principal objetivo do tratamento da
endometriose (ABRAO, 2000; SEO et al., 2010). Essa abordagem terapéutica varia,
dependendo da queixa da paciente, e os tratamentos mais difundidos atualmente séo a
cirurgia, a terapia de supressao ovariana ou a associacdo de ambos (KENNEDY et al.,
2005).
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O tratamento clinico hormonal visa inibir a producdo de gonadotrofinas
(GnRH), anulando a esteroidogénese e, subsequentemente, liquefazer, necrosar e
absorver os implantes. O tratamento pode ser realizado com a administracdo continua de
anticoncepcionais orais (ACO), progestagénio sintético ou analogos de GnRH
(KENNEDY et al., 2005; ZITO et al 2014). Em resumo esses agentes criam um
ambiente hipoestrogénico (agonistas de GnRH), hiperandrogénico (danazol) ou
hiperprogestogénico (contraceptivos orais, progestagenos), com supressdo da
proliferacdo de células endometriais (VERCELLINI et al., 2014). Alguns estudos
demonstraram que esses tratamentos sdo igualmente efetivos, porém se diferem nos
efeitos adversos e custo (DAVIS et al., 2007; SELAK et al., 2007). Um estudo de
revisao relatou que as estimativas de custos farmacoldgicos sdo menores que 0S custos
com a cirurgia, porém, os gastos no tratamento clinico foram altos, variando de $ 184 a
$ 1888 na Austria e EUA (SOLIMAN et al., 2016).

Os anticoncepcionais combinados (ACs) sdo considerados primeira linha no
tratamento da dor associada a endometriose peritoneal. Sdo simples de serem
administrados, possuem eficacia durante seu periodo de uso e uma supressao atenuante
da dismenorreia, além de boa tolerabilidade. Isso ocorre porque agem na inibicdo da
ovulagdo, reduzindo a proliferagdo endometrial, limitando a producdo de
prostaglandinas (NACUL; SPRITZER, 2010). Niveis de hormdnios plasmaticos
indicam que o horménio luteinizante (LH) e o hormonio foliculo estimulante (FSH)
estdo suprimidos. O surto de LH encontra-se ausente na metade do ciclo, os niveis de
esterdides enddgenos se mostram diminuidos e que a ovulagdo ndo ocorre
(GOODMAN; GILMAN, 2012). Podem ser administrados de forma ciclica ou continua
dependendo da dor associada com o sangramento mensal. Os ACs contendo
progestogénios mais androgénicos (derivados da  19-nortestosterona) sdo
tradicionalmente prescritos para a endometriose, porém os derivados da 17-o-
hidroxiprogesterona também tém se mostrado efetivos (NACUL; SPRITZER, 2010).
Um estudo com 47 mulheres divididas em dois grupos, utilizaram ACs (noretisterona
1mg + etinilestradiol 35 mg via oral e leuprolide 11,25mg injetavel + acetato de
noretindrona 5mg VO) por 48 semanas e verificaram uma diminui¢do da dor pélvica,
dismenorreia e dispareunia (GUZICK et al., 2011). A maioria dos efeitos adversos dos
anticoncepcionais € dependente da dose e incluem efeitos cardiovasculares, como
hipertensdo, infarto do miocardio, acidente vascular encefalico hemorragico ou

isquémico, trombose venosa e embolismo, cénceres de mama, hepatocelulares e
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cervicais, além de efeitos enddcrinos e metabolicos levando a um consenso de que
mulheres sem fatores de risco predisponentes acarretam riscos minimos as preparagdes
de baixas doses (GOODMAN; GILMAN, 2012; GUZICK et al., 2011)

Os progestogénios isolados representam a proxima linha de tratamento para 0s
pacientes com dor associada a endometriose. Uma grande variedade de medicamentos
orais, parenterais, e progestagenos implantaveis tém sido utilizados nesta finalidade.
Estes inibem o crescimento do endométrio induzindo a decidualizacdo, seguida da
atrofia dos implantes endometridticos (BEDAIWY et al., 2017). Podem ser utilizados
pela via intramuscular, subcutanea, subdérmica e intrauterina além da via oral. Como
progestogénios sdo encontrados o0 acetato de noretisterona, acetato de ciproterona,
levonorgestrel — dispositivo intrauterino que assegura a contracepc¢éo e é eficaz por até
cinco anos - dienogest (nao disponivel no Brasil) e o acetato de medroxiprogesterona na
forma de deposito (DMPA) esse ultimo, administrado a cada trés meses e que
apresentam melhora na dor assim como os anadlogos de GnRH e com perda mineral
6ssea menos significativa (NACUL; SPRITZER, 2010). Pequenos sangramentos
irregulares ou de escape constituem o principal efeito adverso desse tratamento que com
o tempo diminui. Contudo também € relatada a presenca de outros efeitos como acne,
depresséo, dor de cabeca, manchas, ganho de peso e desconforto da mama (BEDAIWY
et al., 2017; GOODMAN; GILMAN, 2012; NACUL; SPRITZER, 2010). Um estudo
europeu avaliou em quatro ensaios randomizados os efeitos do tratamento com
dienogest (2 mg ao dia) em 332 mulheres com endometriose durante periodos de
estudos entre 12 e 65 semanas; como resultado, apesar de um perfil de seguranca
favoravel, com diminuicdo no quadro de dismenorreia e dispareunia, as pacientes
relataram alguns efeitos adversos como dor de cabeca, desconforto nas mamas, acne,
depressao e até hemorragia (STROWITZKI et al., 2015).

Os anéalogos de GnRH s&o indicados no tratamento da endometriose quando ha
falha no tratamento com contraceptivos orais. Podem ser administrados pela via nasal
(spray) ou injecdo subcuténea (diaria, mensal ou trimestral). O tratamento prolongado
com anélogos de GnRH leva a regulacdo negativa do seu receptor na hipofise com
subsequente diminuicdo da secrecdo pituitaria de LH e FSH suprimindo o crescimento
folicular ovariano e a ovulacéo, resultando em niveis baixos de estradiol e progesterona
circulantes  (“pseudo-menopausa”) (BEDAIWY et al., 2017; SCHRAGER;
FALLERONI; EDGOOSE, 2013). Dentre os anadlogos de GnRH estdo a leuprolida

formulada em varias doses para injecdo subcutanea (500 mg/dia), subcutanea de
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depdsito (7,5 mg/més; 22,5 mg/3 meses; 30 mg/4 meses; 45 mg/6 meses) e
intramuscular de depdsito (3,75 mg/més; 11,25 mg/3 meses), goserrelina formulada
como implante subcutaneo (3,6 mg/més; 10,8 mg/12 meses) e nafarelina como spray
nasal (400 ug/dia). Como efeito adverso os agonistas de GnRH incluem ondas de calor,
diminuicdo da densidade dssea, ressecamento e atrofia da vagina, assim a terapia limita-
se em geral a seis meses (GOODMAN; GILMAN, 2012; MCLAREN; MORRIS;
RYMER, 2012). Muitas das vezes o uso de GnRH associado a estrogénio e
progestogénio (terapia de add back) reduz a severidade dos sintomas relacionados com a
perda mineral dssea (SURREY et al., 2002). Um estudo comparou a eficacia e
seguranca do DMPA (104 mg IM) com um anélogo de GnRH (acetato de leuprolide —
11,25 mg IM) no tratamento de 274 mulheres com diagndstico cirargico de
endometriose, durante 6 meses, e como efeitos adversos foram observados nas pacientes
que administraram o anadlogo de GnRH rea¢des como dor em algum membro, secura
vulvovaginal e afrontamentos (SCHLAFF et al., 2006).

Andrdgenos sintéticos como o danazol, um derivado da 17a-etinil-testosterona,
tem forte atividade anti-estrogénica, induz a inibicdo da liberacdo de gonadotrofina,
determina a inibicdo competitiva das enzimas esteroidogénicas, modula a fungéo
imunologica e reduz a proliferacdo celular e os sintomas de dor associados a
endometriose (TOSTI et al., 2017). Soares et al, 2012 reuniu estudos de tratamento com
danazol em mulheres com endometriose quando comparados com analogos de GnRH e
o danazol obteve maior eficacia na reducdo da dor causada pelos focos de endometriose.
Porém, houve o aparecimento de alguns efeitos adversos, como aumento do ganho de
peso, atrofia vaginal, acne, seborreia, cabelos oleosos, dor de cabeca, alteracdo na
funcdo hepatica e no colesterol, concluindo que o danazol faz parte da 3% linha de
tratamento, ndo sendo o tratamento mais indicado (SOARES et al., 2012).

H& ainda o tratamento com inibidores da aromatase, porém muita das vezes
associado com analogos de GnRH para melhora dos sintomas dolorosos no pos
operatorio de pacientes com endometriose (NACUL; SPRITZER, 2010). SOYSAL et
al, 2004 mostrou em um estudo randomizado que mulheres que faziam tratamento
associando inibidores da aromatase com analogos de GnRH tiveram maior eficacia no
combate aos sintomas dolorosos do que aquelas que utilizaram apenas GnRH no seu
tratamento. Como efeitos adversos proveniente desse tratamento estdo enjoo, inchago,
aumento de peso, sangramento vaginal, tontura e aumento da transpiracdo o que
dificulta a continuagéo do tratamento (SOYSAL et al., 2004).
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Diversos estudos avaliam o tratamento da endometriose com inibidores seletivos
da COX-2, uma classe especial de medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES) que foram desenvolvidos para tratar a dor e inflamag@o sem provocar danos no
sistema gastrointestinal (KILICO et al., 2014). Nosso grupo verificou o efeito
terapéutico do parecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2, em modelo experimental de
endometriose peritoneal. Além de reduzir significativamente o tamanho das lesdes de
endometriose o AINE também atuou na via de antiangiogénese devido a diminuicdo da
expressdo de VEGF e seu receptor FIk-1 (MACHADO et al., 2010a). Outro estudo de
endometriose induzida cirurgicamente em ratas testou outro inibidor de COX-2, o
celecoxibe, durante 28 dias e observaram uma reducdo significativa no nimero de
lesbes estabelecidas, no tamanho e na area vascularizada (OLIVARES et al., 2013). No
entanto, estudos clinicos prospectivos e de meta-analises descrevem que inibidores
seletivos da COX-2 apresentam efeitos adversos graves, aumentando o risco de infarto
do miocardio, insuficiéncia cardiaca, renal, hipertensdo arterial e acidente vascular
cerebral (BATLOUNI, 2010; CARVALHO; CARVALHO; RIOS-SANTQOS, 2004).

As alternativas disponiveis para o tratamento da endometriose oneram
consideravelmente o sistema de salde, podendo alcangar cerca de 22 bilhGes de dolares,
considerando uma prevaléncia de 10%. A maior parte deste custo é relativa as cirurgias,
que sdo mais caras que o tratamento medicamentoso (SPIGOLON; MORO, 2012).
Assim, é de grande relevancia social, clinica e econémica o desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas para a endometriose.

2.2.6 Euterpe oleracea: Efeito farmacolégico

A E.oleracea Mart. (Arecaceae), popularmente conhecido como "acai" (Figura
6) € uma planta economicamente importante que se encontra amplamente na regiao
amazonica do Brasil, originaria da América Central e do Sul. E usada tradicionalmente,
como planta medicinal e alimento basico em muitas partes do Brasil e ganhou nos
ultimos anos atencgdo internacional como alimento funcional devido aos seus beneficios
nutricionais e promessa terapéutica (DE MOURA; RESENDE, 2016; KINGHORN et
al., 2011; LICHTENTHALER et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a; ULBRICHT et al.,
2012; YAMAGUCHI et al., 2015).

A polpa do agai € composta de cerca de 48% de lipidios, 13% de proteina, 8% de
aminoacidos, 25% de acucares totais e quantidades menores de compostos como: fibras,

vitaminas (A, B1, B2, B3, C e E) e diversos outros fitoquimicos, como as lignanas, os
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polifendis (antocianinas, proantocianidinas e outros flavondides), os esterdides e o
resveratrol (HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; SCHAUSS et al., 2006b;

ULBRICHT et al., 2012).

Os principais compostos fitoquimicos encontrados no acai séo:

Antocianinas: 3-glucosido de cianidina, cianidina 3-rutinosido, cianidina 3-
glucosido, cianidina 3-sambubiosideo, peonidina 3-glicosideo, pelargonidina-3-
(DEL POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004,
HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; JENSEN et al., 2008; SCHAUSS
et al., 2006b; ULBRICHT et al., 2012).

glucosideo

Proantocianidinas - epicatequina, catequinas e procianidinas tipo b (ULBRICHT
etal., 2012).

Flavonoides - homoorietina, orientina, scoparina, e isovitexina (DEL POZO-
INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004; HEINRICH; DHANJI;
CASSELMAN, 2011; SCHAUSS et al., 2006b; ULBRICHT et al., 2012).

Além disso, a planta é composta de acidos graxos como o &cido oléico, &cido

linoléico e &cido palmitico (HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; SCHAUSS et
al., 2006b; ULBRICHT et al., 2012) e lignanas - isolariciresinol; 5-metoxi-
isolariciresinol (CHIN et al., 2008; HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011).
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Figura 6 Fruta agai (E.oleracea) amplamente encontrado na Regido Amazonica.
Fonte: www.portalamazonia.com.br
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Suas propriedades farmacoldgicas gerais estdo relacionadas com a sua atividade
antiproliferativa, anti-inflamatéria e antioxidante e efeitos cardioprotetores
(HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014). A atividade
antioxidante atribuida ao acai esta associada aos seus componentes polifendis, como por
exemplo, as antocianinas e os flavondides (DEL POZO-INSFRAN; BRENES;
TALCOTT, 2004; JENSEN et al., 2008; KANG et al., 2010; ULBRICHT et al., 2012,
NERI-NUMA et al 2018). Schauss et al., 2006 analisaram a capacidade antioxidante da
polpa de acai por diferentes ensaios in vitro com varias fontes de radicais livres e
observaram que o acai exibiu uma atividade excepcional contra o superdxido no ensaio
de eliminacédo de superoxido (SOD) (SCHAUSS et al., 2006a).

Uma pesquisa realizada com acai e células microgliais de ratos observou uma
diminuicdo significativa na producdo de nitrito, acompanhada por uma reducdo na
expressdo de dxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (MATHEUS et al 2006). O efeito
antioxidante e anti-inflamatério do acai também foi descrito por um de nossos
colaboradores ao observar uma diminuicdo da inflamacdo pulmonar, das taxas de
macrofagos alveolares, neutrofilos, mieloperoxidase, superoxido dismutase e catalase
em camundongos expostos a inalacdo cronica de fumaca de cigarro (DE MOURA et al.,
2011; MOURA et al., 2012).

Um estudo in vitro com células microgliais de murino tratados com fracdes da
polpa de acai, observou uma reducdo da expressdo de COX-2 induzida por
lipopolisacarideo (LPS) analisadas por Western Blot (POULOSE et al., 2012). Outro
estudo com células CCD-18Co de miofibroblasto de colon ndo cancerosas que foram
mantidas em meio de cultura também avaliaram o efeito do acai na reducdo de COX-2
estimulada por LPS e avaliadas por Western Blot, sugerindo que o acai pode atuar como
um possivel anti-inflamatério (DIAS et al., 2015). O acai também foi estudado em um
modelo animal de dor aguda e neuropatica, sendo observada uma reducéo significativa
das respostas nociceptivas a dor inflamatoria aguda, indicando que o extrato pode ser
atil no desenvolvimento de um tratamento analgésico (SUDO et al., 2015).

Considerando o efeito do acai em modelos in vitro para o estudo do céncer,
fragdes polifenolicas da polpa do acai ja demonstraram reduzir a proliferacdo das
células leucémicas HL-60, provavelmente por apoptose devido a ativacdo da caspase-3
(DEL POZO-INSFRAN; PERCIVAL; TALCOTT, 2006). Em modelo experimental, in
vivo de cancer de esbfago induzido por N-nitrosometilbenzilamina (NMBA) foi

observado que a polpa do acai reduziu a proliferacdo celular e o tamanho dos tumores
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podendo atuar como um agente quimiopreventivo (STONER et al., 2010). Silva et al.
(2014), demonstrou a acdo do agai em um estudo in vitro com células de carcinoma
mamario humano e observou uma reducdo da viabilidade celular e modificacdo das
caracteristicas morfolégicas das células pela presenca de vacuolos autofagicos no
citoplasma de células MCF-7, induzindo autofagia a partir do aumento na expressdo de
LC3B-Il, mostrando o potencial antitumorigénico do acgai (SILVA et al., 2014). Dias et
al, 2014 avaliaram a atividade de inibicao do extrato polifendlico de acai no crescimento
de células de cancer de colon (HT-29 e SW-480) e de fibroblastos de célon néo
malignas (CCD-18Co) e observaram que 0 acai inibiu o crescimento dessas células de
forma significativa além de inibir a expressdo de VEGF (DIAS et al., 2014).

Um possivel efeito hipocolesterolémico foi analisado em um estudo com
animais que foram alimentados com uma dieta hipercolesterolémica suplementada com
polpa de acai a 2% causando a diminui¢do significativa no colesterol total sérico,
colesterol de lipoproteina de baixa densidade e indice aterogénico (DE SOUZA et al.,
2012). Um estudo investigou o efeito do extrato de semente do acai (300 mg/kg ao dia)
rico em polifendis na adiposidade e esteatose hepatica em camundongos que se
alimentavam com dieta rica em gordura durante 12 semanas, sendo avaliados o perfil
lipidico, a glicose, o ganho de peso corporal e colesterol. Como resultado, acai reduziu o
ganho de peso, niveis de glicose e colesterol no figado que foi associado a uma reducéo
da esteatose hepatica (DE OLIVEIRA et al., 2015).

2.2.7 Euterpe oleracea: Toxicologia

A avaliacdo toxicologica de uma substancia tem como objetivo identificar
possiveis efeitos nocivos que essa possa desencadear nos seres vivos devido a uma
exposicdo pelas diferentes vias. Com isso, 0s modelos animais séo os mais utilizados
nos estudos de toxicidade e nos processos investigativos. Estes testes toxicoldgicos sao
complementares aos testes biologicos, sendo necessarios para a liberacdo das
substancias em humanos (BEDNARCZUK et al., 2010; CAZARIN; CORREA;
ZAMBRONE, 2004).

Ribeiro et al, 2010 investigou, in vivo, a genotoxicidade do acai apos
administracdo da doxorrubicina (16 mg/kg), um quimioterdpico altamente tdxico e que
induz danos ao DNA. Foram administradas doses de acai (3,3, 10 e 16,67 g/kg), via

gavagem, sozinho ou apos injecdo intraperitoneal de doxorrubicina. Em seguida, nédo
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foram observados efeitos genotdxicos do agai nas trés doses, apos avaliar a presenca de
micronlcleos na medula Ossea e eritrocitos policrométicos de células de sangue
periférico, e danos no DNA nas células de sangue periférico, figado e rim pelo método
de ensaio cometa. Além disso, 0 acai apresentou um efeito protetor aos danos no DNA,
apos administracdo conjunta com a doxorrubicina, comparados aos controles (RIBEIRO
et al., 2010). Foi estudada também, a seguranca de um suco de fruta enriquecido com
acai (E. oleracea Mart) e observou-se que a bebida ndo apresentou efeitos mutagénicos,
clastogénicos, citotoxicos ou genotoxicos pelos ensaios de mutagdo reversa bacteriana,
ensaio de aberracdo cromossdmica, ensaio de micronlcleo e mutagdo genética em
nenhuma das doses testadas tanto em estudo de toxicidade oral aguda (5000 e 20000
mg/kg) quanto em estudo de toxicidade subcronica oral (10, 20 e 40 g/kg) nos grupos
tratados quando comparados ao controle (SCHAUSS et al 2010). Outro estudo avaliou o
potencial genotéxico do éleo do fruto de E.oleracea, in vivo, em ratos Wistar que foram
divididos em cinco grupos: um controle negativo com solugdo salina via gavagem;
injecdo intraperitoneal de doxorrubicina (16 mg/kg) como controle positivo e trés doses
diferentes de acai via gavagem (30, 100 e 300 mg/kg) durante 14 dias. Foi realizado o
ensaio cometa para avaliar o dano do DNA nos leucdcitos, figado, medula dssea e
células testiculares; os possiveis efeitos clastogénicos e aneugénicos nas células da
medula éssea foram avaliados pelo teste do micronucleo. Ambos os testes citogenéticos
realizados mostraram que E. oleracea ndo apresentou efeitos genotdxicos significativos
nas células analisadas, nas trés doses testadas (MARQUES et al., 2016). Até o presente
momento, ndo existem dados sobre o efeito farmacoldgico e toxicoldgico do extrato de

acai no tratamento da endometriose.
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3. JUSTIFICATIVA

A endometriose é uma doenca ginecologica de elevada frequéncia, acometendo
cerca de 5-10% das mulheres em idade reprodutiva, podendo apresentar sintomas como
dismenorreia, dor pélvica cronica, sintomas intestinais e urinarios, além de causar perda
da qualidade de vida e incapacidade reprodutiva.

As alternativas disponiveis para o tratamento da endometriose oneram
consideravelmente o sistema de saude, sendo a maior parte do custo relativa as
cirurgias. O tratamento clinico da endometriose é baseado em hormonio-terapia,
aliviando os sintomas, contudo apresenta efeitos adversos. Assim, é de grande
relevancia social, clinica e econémica o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para a endometriose.

Considerando que o extrato de acai apresenta efeitos benéficos a saude, além da
atividade antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena, podemos considerar que o
acai é um promissor agente terapéutico, de baixo custo, que pode ser testado como um
possivel tratamento farmacologico para endometriose. Além disso, visto que a
endometriose apesar de benigna apresenta caracteristicas de um tumor em
desenvolvimento, € importante avaliar os estudos de modelos experimentais de cancer
tratados com acai, bem como seus possiveis efeitos toxicologicos, a fim de estudar vias

de sinalizacdo moduladas pelo acai na endometriose.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral
Avaliar o efeito farmacoldgico do extrato de E. oleracea em modelo
experimental de endometriose, e descrever os dados de seguranca/toxicidade e

anticancerigeno da utilizacdo do acai em modelos pré-clinicos saudaveis.

4.2. Especificos

4.2.1. Avaliar o efeito do extrado de acgai nos processos angiogénicos (VEGF,
VEGFR2, MMP-9), inflamatérios (COX-2, PGE-2, F4-80) e oxidantes (NO) da
endometriose experimental.

4.2.2. Realizar uma revisdo sistematica de informacgdes disponiveis na literatura
cientifica dos dados da seguranca da utilizacdo do extrato de acai em modelos pré-

clinicos saudaveis e em modelos experimentais de cancer que utilizaram roedores.
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5. METODOLOGIA

Visando atingir os objetivos especificos foram realizadas duas metodologias
distintas. Assim, os objetivos especificos 4.2.1. foi alcancado realizando um estudo
experimental in vivo para avaliar o tratamento do acai na endometriose, ao passo que
para responder ao objetivo especifico 4.2.2. foi realizada uma revisao sistematica da

literatura.

5.1 MODELO EXPERIMENTAL DE ENDOMETRIOSE

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro Universitario Estadual da Zona Oeste (UEZO), protocolo CEUA-UEZO-
009/2014 (Anexo 1), e todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes éticas da CEUA e das Diretrizes de Cuidados e Utilizacdo de Animais de
Laboratorio (http://oacu.od.nih.gov/regs/index.htm. Edicéo; 2011).

Vinte ratas Wistar (250-300 g) foram separadas ap6s completar oito semanas de
idade sendo alojados em gaiolas de polietileno no Biotério da UEZO, mantidas a uma
temperatura constante (25°C), sob um ciclo de claro/escuro de 12 horas com livre
acesso a comida e agua. A endometriose foi induzida de acordo com o método descrito
por Vernon e Wilson em 1985. Os animais foram anestesiados com uma injecao
intramuscular de 0,1ml de Xilazina 2% e 0,2 ml de Ketamina, em seguida, foi realizada
uma incisdo de 3 cm na linha central no abdémen para expor o Utero, um corno uterino
foi removido e o segmento colocado em solugdo salina tamponada com fosfato a 37°C,
sendo dividido longitudinalmente, seccionado e implantado pecgas de 5x5 mm, com o
lado do endométrio voltado para parede abdominal e suturados com fio de nylon (6-0
Prolene, Ethicon, Piscataway, NJ). Ap6s o procedimento cirirgico, o abdémen foi
fechado e os animais foram alocados para recuperacdo (VERNON; WILSON, 1985).

O tempo para estabelecimento das lesdes de endometriose foi de 15 dias, ja
descrito pelo nosso grupo de estudo como sendo o ideal para a implantacdo das lesdes
na parede abdominal (MACHADO et al., 2010b). Apds as duas semanas de
estabelecimento, os animais foram anestesiados novamente, as lesbes foram
identificadas apos abertura do abddmen para analise macroscopica com fotografia e
medicdo de comprimento, largura e profundidade do implante com régua e tambeém
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utilizando o programa ImageJ para obter a area da lesdo. Posteriormente a essas analises

os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos para inicio do tratamento.

5.1.1 Tratamento com extrato de E. oleracea em modelo experimental de
endometriose

Foi realizado o tratamento dos animais utilizando o extrato liofilizado do fruto
total de E. oleracea, cedido por um de nossos colaboradores obtido na Baia Amazonica
(Belém, Para, Brasil), exsicata numero 29052 Museu Goeldi-Belém do Para, e este
estudo foi autorizado pelo Conselho Nacional De Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico-CNPq (Autorizagdo: 010564 / 2015-2).

Apds estabelecimento das lesdes de endometriose 0s animais foram
aleatoriamente divididos em dois grupos. O grupo tratado recebeu 200 mg do extrato de
E. oleracea por quilo do animal (n= 10), diluidos em solucéo salina e administrado via
gavagem, diariamente, por um periodo de 30 dias. O grupo controle recebeu apenas
solucdo salina (n= 10), via gavagem, também por 30 dias. No tempo determinado de 45
dias apos a inducdo das lesdes de endometriose (15 dias de indugdo mais 30 dias de
tratamento), os animais (n= 20) foram eutanasiados para avaliagdo macroscopica. Apos
a inducdo da endometriose os animais foram pesados semanalmente e durante todo o
tempo de inducdo e tratamento com E. oleracea. Apos a eutanasia dos animais foram
observados pardmetros de crescimento das lesGes, como comprimento e largura. As
amostras de lesbes de endometriose foram coletadas para analise histologica e
molecular para extracdo do RNA mensageiro. Foram coletados ainda amostras de
sangue e de lavado peritoneal para analises hematoldgicas e bioquimicas,

respectivamente.

5.1.2 Analise dos efeitos farmacoldgicos do acai em modelo experimental de

endometriose

5.1.2.1 Analise histoldgica e imunohistoquimica

As amostras das lesdes foram coletadas, fixadas em paraformaldeido (PFA) e
processadas para a histologia de acordo com o protocolo a seguir:

As lesbes foram colocadas em cassetes e levadas a banhos sucessivos em alcool
I, Il e 11l por 30 minutos cada. Foram realizados banhos em xilol 1, 11 e Ill durante 30

minutos e entdo as amostras de tecido foram colocadas na parafina | e I por 20 minutos
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cada para a inclusdo. Foram feitos cortes de 5um de espessura com auxilio de um
micrétomo e as ldminas foram coradas com hematoxilina por 3 minutos e eosina por 30
segundos; em seguida, os cortes foram entdo hidratados em 3 banhos sucessivos de
alcool 70%, 80% e 100%, clarificados em xilol (I, Il e 111) (5 minutos/cada), e montados
com entellan para serem observados por microscopia Optica. As lesdes foram
confirmadas pela presenca de componentes endometriais estromais e/ou glandulares.

Para o estudo da angiogénese, inflamacdo e presenca de macrofagos foi
realizada imunomarcacdo para identificacdo de VEGF, seu receptor Flk-1, MMP-9,
COX-2 e F4-80 seguindo o protocolo descrito por MACHADO et al., 2014.

As laminas foram desparafinizadas com 3 banhos de alcool por 30 minutos cada
e apos foram realizados 3 banhos com xilol por 30 minutos cada, seguidos de um banho
com &gua destilada por 5 minutos. Foi realizada entdo a recuperacao antigénica com
tampdo citrato 0,01M, com o pH 6,0 no micro-ondas. Ap6s o tampdo ter fervido, as
laminas foram colocadas por 5 minutos nesse tampdo. As lavagens entre as varias etapas
foram feitas com tampéo fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) em temperatura ambiente em 2
banhos de 5 minutos cada. Apos isso, a inativacdo da peroxidase enddgena foi realizada
com peroxido a 3% por 15 minutos em temperatura ambiente, seguida de 2 banhos com
tampéo fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4), em temperatura ambiente, por 5 minutos cada. O
blogqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 5% por 30 minutos em camara
umida. Os cortes foram entdo incubados com anticorpo primario monoclonal anti-
VEGF (SC 57496 — Santa Cruz Biotechnology) 1:100, anti-FIk-1 (SC-6251 - Santa
Cruz Biotecnology) 1: 100, anti-MMP-9 (SC 6840 — Santa Cruz Biotechnology) 1:200,
anti-COX-2 (SC-1747 - Santa Cruz Biotechnology) 1:100 e anti-F4-80 (SC-26642
Santa Cruz Biotechnology) 1:200 diluidos em PBS/BSA 1% em camara escura e Umida
overnight. Para o controle negativo foi utilizado apenas 0 PBS/BSA 1% sem o anticorpo
monoclonal. Apés 2 banhos com tampdo fostato em temperatura ambiente por 5
minutos cada, os cortes foram incubados com anticorpo secundéario Biotina (K 0690 -
DAKO) e Estreptavidina por 30 minutos cada com dois banhos com tampao fosfato em
temperatura ambiente por 5 minutos cada entre os anticorpos. Os cortes foram revelados
com diaminobenzidina (DAB) (K 3468 - DAKO) ficando o tempo necessario para se
obter uma coloracdo castanha seguido de um banho de agua destilada por 2 minutos e
contrastados com hematoxilina por 5 minutos e, em seguida, colocados em &gua
corrente por 2 minutos. Por fim, os cortes foram hidratados em 2 banhos de alcool 90%

e 100%, clarificados em xilol I, 11 e 11l em banhos de 5 minutos cada, e montados com
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laminula e entellan para posteriormente serem observados em microscopio Optico
(Nikon, Tokyo, Japéo).

A observacdo microscopica das amostras marcadas com VEGF, FLK-1, MMP-9,
COX-2 e F4-80 foi realizada utilizando um microscépio optico (Nikon, Tokyo, Japao) e
fotografadas em cémera digital. Para cada lamina foram analisados 10 campos
aleatérios de maior aumento (40X), utilizando a média dos resultados obtidos. A
contagem das areas marcadas foi analisada em programa de analise de imagem Image
Pro Plus 4.0 sendo correlacionada com as areas demarcadas (per area), expressas em

porcentagem.

5.1.2.2 Ensaio da transcriptase reversa seguido da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real

O RNA total obtido a partir das lesdes endometrioticas foi isolado utilizando o
reagente Trizol® (InvitrogenTM por Life Technologies, Nova lorque, EUA), de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante. O tecido foi triturado e transferido para
um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml contendo 200 ul de cloroférmio e homogeneizado em
homogeneizador automatico. Logo em seguida, permaneceu 5 minutos no gelo e foi
centrifugado a 10000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e transferido
para um outro tubo do tipo eppendorf de 1,5 ml, foi adicionado 120 ul de cloroférmio e
foi centrifugado a 12000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi retirado e alocado
em eppendorf 1,5 ml, foi adicionado 500 ul de isopropanol e deixado por 10 min em
temperatura ambiente. Em seguida foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C.
O isopropanol foi vertido, sendo adicionado 500 ul de etanol 70% (diluido em agua
DEPC) e centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds esse procedimento, o
etanol foi vertido e o eppendorf virado em cima de um papel até secar. Foram
adicionados 30 ul de agua DEPC (livre de RNAse). A integridade do RNA foi
confirmada por eletroforese, utilizando gel de agarose a 1,2%, corado com SYBR
Stain® (InvitrogenTM pela Life Technologies, NY, EUA). Também foram verificadas
as absorbancias em 230, 260 e 280 nm como medida de pureza em espectrofotbmetro
(Nanodrop® 1000, Thermo Scientific, Wilmington, EUA). A amostra foi armazenada
em freezer -80°C até a construcdo do DNA complementar (cDNA).

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 2000 ng de RNA utilizando o ensaio
de transcriptase reversa (RT) da Invitrogen (SuperScript Il reverse transcriptase), de
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acordo com o protocolo do fabricante. Em resumo, foi adicionado 12 ul de 4gua DEPC
em cada tubo e no primeiro mix foi pipetado: 1 ul de oligo dT, 1 ul de dNTP e 0 RNA,
submetidos ao termociclador a 65°C por 5 min. Em seguida, 0 2° mix ¢ adicionado (4 ul
do tampéo, 2 ul de DTT e 1 ul de RNAse) e submete-se novamente ao termociclador a
42°C por 2 min. Apos esse procedimento os tubos séo alocados no gelo e é adicionado 1
ul da enzima SS2 em cada tubo e submetido ao termociclador: 42°C por 50 min e 70°C
por 15 min.

As reacdes em cadeia da polimerase quantitativo (qPCR) em tempo real foram
realizadas no aparelho 7500 Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA), utilizando o sistema de deteccdo TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), com ensaios de oligonucleotideos e sondas especificos para cada gene de
interesse, validadas e adquiridas da empresa Applied Biosystems. Foram quantificados
os genes VEGF (Mm01281449 m1), receptor de dominio de inserto de quinase (KDR),
gene que codifica 0 VEGFR-2 (Mm01222421 m1), MMP-9 (Mm004422991 m1l) e
PTGS, gene que codifica a enzima COX-2 (Mm00478374_m1) e como um controle
enddgeno o gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase (GAPDH) (Mm99999915 ¢1).

O gPCR foi realizado com 2 ul de cDNA, 5 ul de TagMan master mix (Applied
Biosystems) e 0,5 ul do ensaio de sonda e oligonucleotideos, nas seguintes condicGes:
95° C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95° C durante 15 segundos, 60° C
durante 1 minuto e 72° C por 30 segundos.

O Delta-Delta Ct foi utilizado para determinar a quantificacdo relativa da
expressdo dos genes estudados. Os valores foram normalizados em relacdo a expressdo
constitutiva de GAPDH. Duas séries de experimentos foram realizados para cada
amostra de tecido para assegurar a reprodutibilidade. Todas as reacdes foram realizadas

em triplicata.

5.1.2.3 Citometria de fluxo

A coleta do lavado peritoneal foi realizada introduzindo no periténio das ratas 10
ml de PBS e aspirando o liquido em seguida. Apos a coleta, 0 material foi colocado em
tubo falcon, sendo centrifugado por 5 minutos em uma rotacdo de 1200 rpm e
desprezado o sobrenadante. No pellet formado foi adicionado 2 ml de PFA a 4% e

mantido em geladeira.
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Para a analise do processamento das amostras foi utilizado o protocolo descrito
por (DOS SANTOS et al., 2011). A amostra foi centrifugada por 5 minutos e descartado
o0 sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 300 pl de PBS/BSA, o qual foi separado
em dois tubos falcon, um para o controle negativo e outro para as marcagdes, deixando
por 30 minutos. Em seguida, o tubo que sera incubado o anticorpo foi centrifugado por
5 minutos, descartado o sobrenadante e colocado 99 pl de PBS e 1 pl do anticorpo F4-
80 (BM8 FITC - Abcam), deixando incubar por 30 minutos. Decorrido o tempo, a
amostra foi novamente centrifugada por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet
foi ressuspendido em 300 pl de PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos, e descartado o
sobrenadante. Por fim, foi adicionado 500 ul de PBS em cada tubo e estes foram
colocados no citbmetro (BD Facs Calibur) para leitura. Foram contados 10000 eventos
por amostra e os resultados foram analisados usando o programa CellQuest (BD
Biosciences, USA).

5.1.2.4 Andlise da producéo de 6xido nitrico

Para a dosagem de oxido nitrico (NO) foram utilizados 50 pl do lavado
peritoneal previamente coletado e congelado para cada poco. Para a andlise da
producdo de NO, as amostras foram descongeladas, centrifugadas por 5 minutos a uma
rotacdo de 1200 rpm. Os sobrenadantes foram misturados na proporcdo de 1:1 com o
reagente de Griess (1 volume de sulfanilamida 1% em é&cido fosforico 5% em &agua
deionizada com igual volume de 0,1% N-[1-naftil] etilenodiamina em agua deionizada),
adicionados a uma placa de 96 pogos (em triplicata) onde procedeu-se a incubacao por
10 minutos. Apo6s, a mistura foi lida na absorbancia de 540 nm, em um leitor de ELISA
SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA) e a quantificacdo da
producdo de NO foi baseada em uma curva padrdo de nitrito de sédio em PBS (0 uM, 1
MM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM e 100 pM).

5.1.2.5 Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Para essa analise, foi utilizado também o lavado peritoneal, coletado da mesma
forma que descrito no item anterior, porém este foi centrifugado por 10 minutos a uma
rotacdo de 4000 rpm até 30 minutos depois da coleta. Apos a centrifugacdo, o
sobrenadante foi dividido em tubo tipo eppendorf de 1,5 ml com 1 ml da amostra em

cada tubo, devidamente identificado e acondicionado no freezer de -80°C até o
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momento da analise. Os niveis de VEGF e PGE-2 foram quantificados por ELISA,
baseado no principio da competi¢do por anticorpo monoclonal especifico.

Para analise das concentracGes de PGE foi utilizado o kit PGE-2 monoclonal
EIA da Cayman Chemical (Ann Arbor, MlI), conforme as recomendacdes do fabricante.
Em resumo, foi utilizado 50 ul de amostra por pogo (com no minimo duas diluicGes em
triplicata), 50 ul de PGE-2 AChE Tracer e 50 ul de PGE-2 anticorpo monoclonal, em
seguida a placa foi coberta com plastico filme e incubada por 18 horas a 4°C. Apo0s as
18 horas, os pogos foram esvaziados e lavados com tampdo de lavagem, foram
adicionados 200 ul de reagente Ellman e a placa foi colocada em agitador por 60-90
minutos. Em seguida, foi realizada a leitura na absorbancia de 405 nm no leitor de
microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). As
concentracdes de PGE-2 foram automaticamente quantificadas em uma curva de
calibracdo (coeficiente de correlacdo sempre maior ou igual a 0,98), utilizando-se do
programa SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, Califérnia — EUA). O
limite de quantificacdo foi de 7,8 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml.

Para anélise das concentraces de VEGF foi utilizado o kit mouse VEGF ELISA
da Boster Immunoleader (Pleasanton, CA), conforme as recomendag0es do fabricante.
Resumidamente, foi utilizado 0,1 ml de amostra por po¢co (com no minimo duas
diluicdes em triplicata), 0,1 ml de solucdes padrées de VEGF por poco e 0,1 ml de
tampdo diluente da amostra no poco controle. Em seguida a placa foi coberta com
plastico filme e incubada por 90 min a 37 °C. Apds os 90 minutos, 0s pocos foram
esvaziados e lavados com tampdo de lavagem, foram adicionados 0,1 ml de solugéo
biotinilada de anticorpo anti-VEGF humano e a placa foi novamente selada com
plastico filme e incubada por 60 minutos a 37 °C. Apos esse procedimento, 0S pogos
foram esvaziados e lavados com tampdo de lavagem sendo adicionado 0,1 ml de
solugdo do complexo avidina-biotina-peroxidase por poco e a placa foi selada e
incubada por 30 minutos a 37 °C. Ap6s os 30 minutos, foram adicionados 90 ul de
agende revelador de cor (TMB) por pogo selando a placa e incubando por 20 minutos a
37 °C. Em seqguida, foi realizada a leitura na absorbancia de 450 nm no leitor de
microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). As
concentragfes de VEGF foram automaticamente quantificadas em uma curva de
calibracdo (coeficiente de correlacdo sempre maior ou igual a 0,98), utilizando-se do

programa SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, Califérnia — EUA). O
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limite de quantificacdo foi de 15,6 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000
pg/ml.

5.1.2.6 Ensaio de cultura celular e viabilidade

Foram cultivadas linhagens de células de macrofagos de rato J774.G8 em
garrafas de plastico em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, St Louis, MO)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (GIBCO-Life Technologies, Rockville,
MD), penicilina (100 228 U / mL), estreptomicina (100 pg / mL), glutamina (2 mM) e
HEPES (15 mM, Biochrom AG) a 37 ° C em uma atmosfera humidificada de 5% de
CO2 (Figura 7). Quando as culturas se encontraram confluentes, foram tripsinizadas e
centrifugadas para posteriormente serem lancadas em placas de 96 pocos com RPMI a
uma densidade de 2 x 10* células / ml. Essas células foram cultivadas e tratadas com 10,
20 e 40 pg / ml do extrato de agai durante 24, 48 e 72 h. O sobrenadante foi removido e
adicionado 10 pl de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
em meio RPMI a cada poco e as células incubadas em camara de CO> durante 3 h. Por
fim, o meio foi aspirado sendo adicionado 100 ul de dimetilsulfoxido (DMSQO) as
células para dissolverem. A absorvancia a 538 nm foi medida com um Spectra Max 190
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
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Figura 7 Observacdes morfolégicas por microscopia de contraste de fase da linhagem de
macréfagos J774.G8 cultivadas em garrafa de plastico em meio RPMI 1640 (A e B)
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5.2 METODOLOGIA DA REVISAO SISTEMATICA

5.2.1. Estratégia de Pesquisa

Uma pesquisa sistematica da literatura foi realizada para identificar publicagdes
que estudaram o uso de extrato de E. oleracea em modelos animais experimentais de
cancer e / ou avaliaram a seguranca / toxicidade do acai em modelos animais saudaveis.
Os estudos foram identificados pesquisando nos bancos de dados eletrénicos: PubMed,
Medline-Bireme, Lilacs e SciELO desde sua data de inicio até dezembro de 2017
(tabela S1). Os termos de pesquisa foram os seguintes: (“"Euterpe oleracea™ e tratamento
do céncer) OU ("Euterpe oleracea" e modelo de cancer animal) OU (Acai E tratamento
do céancer) OU (Acai e modelo de cancer) E ("Euterpe oleracea™ E toxicidade) OU (Acai
E toxicidade). A pesquisa foi realizada sem restri¢cdes no idioma ou ano de publicacéo.
Dois revisores (KCRB e JA-P) selecionaram os estudos qualificados de forma
independente pela leitura dos titulos, resumos ou textos completos com base nos
critérios de elegibilidade. As duplicatas foram removidas. Os artigos elegiveis foram
separados para analise da metodologia e resultados do estudo (Tabela S1). Todos os
desentendimentos foram resolvidos por discussdo com dois revisores adicionais (DEM e
JAP).

5.2.2. Critérios de incluséo e excluséo

Os artigos foram incluidos se os seguintes critérios foram cumpridos: (1)
avaliaram o efeito farmacolégico do acai em modelos animais de cancer e / ou (2)
realizaram andlises toxicoldgicas ap0s a administracdo do acai em modelos
experimentais de animais saudaveis. Os artigos foram excluidos se o0s seguintes critérios
fossem atendidos: (1) revisbes da literatura; (2) ndo analisou o0 uso de acai in vivo; (3)
ndo usou a ordem Rodentia; (4) ndo avaliou os efeitos toxicoldgicos da administracdo

do acai in vivo; e (5) utilizaram apenas modelos experimentais in vitro.

5.2.3. Extracao de dados

Trés investigadores (KCRB, JA-P e JAP) realizaram de forma independente a
extracao de detalhes de cada estudo, incluindo: (1) informacdes basicas, incluindo o ano
de publicacdo, 0 nome do primeiro autor, o tipo de animais, o0 sexo, 0 modelo in vivo e
as intervencdes experimentais; (2) informagdes bésicas sobre o tratamento do acai,

incluindo a fracdo e origem de E. oleracea, dose, via de administracdo, posologia,
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diluentes e grupos de tratamento; e (3) medidas de resultado utilizadas para avaliar
extrato de E. oleracea, indicagdes terapéuticas (farmacodinamicas), vias de sinalizagédo
do acai e avaliacOes de seguranca. Quando uma Unica publicacdo incluia estudos com
animais, posologia ou tipos de intervenc@es diferentes, esses dados foram extraidos e
considerados como experiéncias independentes. Qualquer desentendimento em relagéo

aos dados extraidos foi resolvido por discussdao com um revisor adicional (DEM).

5.2.4. Avaliagéo de qualidade

Para avaliar a qualidade, dois revisores independentes (KCRB e JA-P) usaram
uma escala de classificacdo de qualidade como uma escala de pesquisa de animais /
tecidos (QATRS). O QATRS é um grafico de avaliagdo escalonado de 20 pontos que foi
projetado com base na randomizacao, cegamento, na semelhanca do modelo de animal /
tecido com aplica¢Bes humanas, padronizacdo e confiabilidade das técnicas de medicao,
gerenciamento de levantamentos de estudos e adequacdo dos métodos estatisticos
(BASHARDOUST TAJALI et al., 2010). Todos os desentendimentos foram resolvidos
por discussdo com dois revisores adicionais (DEM e JAP).
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6. RESULTADOS

Os dados obtidos neste estudo constituiram dois artigos e serdo apresentados
individualmente em duas partes, assim denominadas: “E. oleracea extract (acai) is a
promising novel pharmacological therapeutic treatment for experimental
endometriosis”; e “Anticancer potential, molecular mechanisms and toxicity of E.

oleracea extract (Acai): A systematic review”.

6.1 E. oleracea extract (acai) is a promising novel pharmacological therapeutic

treatment for experimental endometriosis

Os resultados obtidos com a realizacdo deste projeto, em atendimento ao
objetivo especifico 4.2.1, foram publicados na revista PlosOne, no ano de 2016, volume
11, ndmero 11 (doi: 10.1371/journal.pone.0166059), que possui Qualis Al na Salude
Coletiva.

Este foi o primeiro estudo a avaliar o potencial terapéutico do extrato de Euterpe
oleracea (acai) no crescimento e sobrevivéncia de lesdes endometrioticas, utilizando um
modelo experimental de endometriose peritoneal. O tratamento com 200 mg/kg de agai,
via gavagem, por 30 dias consecutivos reduziu significativamente o tamanho do
implante endometri6tico. O exame histoldgico indicou atrofia e regressdo das lesdes
endometrioticas. Foi observada uma reducdo na imunomarcacgdo e expressao de mMRNA
de VEGF, MMP-9 e COX-2 no grupo tratado com acai quando comparado ao grupo
controle. A imunomarcagdo de F4-80 foi menor no grupo tratado comparado ao
controle. O grupo que recebeu acai também exibiu concentra¢es mais baixas de PGEa,
VEGF e NO em comparagdo com o grupo controle. As células de macrofagos tratadas
com 20 e 40 pug / ml de acai apresentaram reducdo da viabilidade celular em cerca de
50% ap0s 24, 48 e 72 h. Esses resultados sugerem que 0 acai inibiu o estabelecimento e
crescimento de lesdes endometridticas, sugerindo que esse extrato € um promissor para

o tratamento farmacol6gico da endometriose.
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Abstract

This study investigated the therape utic potential of Euterpe olaracea extract (agai) on the
growth and survival of endometriotic lesions using an experimental model. Twenty female
Sprague-Dawley rats were randomized into two groups after the implantation and establish-
ment of autologous endometrium onto the peritone um abdominal wall and treated with 200
mg'ka hydroalecholic solution extract from agal stone or vehicle via gastric tube for 30 con-
secutive days. Body weight, lesion surface areas, histological and immuno histochemistry
analyses of vascular endothelial growth factor (WEGF), VEGF receptor-2 (VEGFR-2),
metalloproteinase-9 (MMP-9), cyclooxygenase-2 (COX-2) and F4-B0 were performed. Lev-
els of VEGF, VEGFR-2, MMP -2 and COX-2 mAMNA were measured. Flow cytometry of F4-
BOwas performed, and ELISA immunoassays measuned prostaglandin E. (PGE.), VEGF
and nitric oxide (NO) and concentrations. Macrophage cell line J774.GEwas treated with
10, 20, and 40 pg/mL of acal for 24, 48 and 72 h, and cell viability was measured using 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays. Acal treatment
significantly decreased the implantsize, and histological examination indicated atrophy and
regression. A reduction inimmunostaining and mANA expression of VEGF, MMP-8 and
COX-2 was cbserved, and F4-B0 was lower in the treated group than the control group. The
treated group also exhibited lower concentrations of PGE, VEGF and MO compared to the
control group. Macrophages cells treated with 20 and 40 pg'mil of acai reduced cell viability
in about 50%: after 24, 48 and 72 h. Our results suggest that agai effectively suppressedthe
establishment and growth of endometrictic lesions, and this agent is a promising novel phar-
macological therapeutic treatment for endometricsis.
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Introduction

Endometricsis is defined as the presence of functional end ometrium outside the uterine cavity
that consists of proliferating functional endometrial glands and stroma [1]. It is an inflamma-
tory disease associated with chronic pelvic pain and infertility, and it results in a markedly
reduced quality of life [2]. The prevalence of the disease is in 5-10% of women of reproductive
age [3].

The exact pathogenic mechanisms of endometriosis are not known, but several studies
demonstrated that the development of a new vascular supply was essential for the establish-
ment and growth of endometriotic lesions [4-6]. Various lines of evidence indicate that
growth factors, including vascular endothelial growth factor (V EGF), oytokines and prosta-
glandins promote the development of endometriosis [7-9]. Notably, endometriotic lesions
exhibit increased cyclooxygenase-2 (COX-2) expression compared to cutopic endometr ium
[10]. COX-2 and VEGF studies are associated with endometriosis and reinforce the hy pothesis
that the angiogenesis process and inflammation are crucial to the pathophysiology of this dis-
case [£,11,12).

The current treatment for endometriosis is medical and for surgical. Hormone therapy s
the commuonly used medical treatment, and it involves oral contraceptives, progestogens and
gonadotropin -releasing hormone agonists, which induce a hy poestrogenic state [13]. How-
ever, these therapies can only be prescribed for a short time because of serious adverse effects,
such as pseudomenopause, massive hemorrhage and bone density loss. The disease recurs
within 3-5 years in 30-50% of women after surgical removal of end ometriosis lesions [14].
Therefore, the search for additional strategies to effectively treat endometriosis is fundamental.

Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae), popularly known as “agar”, is an economically impor-
tant plant that is found widely in the Amazon region of Brazil. Chemial studies demonstrated
that agar exhibits a diverse compaosition of hydroxybenzoic acids, antioxidant polyphenolics,
flavan-3-ols, and anthocyanins, predominantly cyanidin 3-0-rutinoside and cyanidin 3-0-
glucuronide [15-19]. Acatexhibits antioxidant, antinociceptive, anti-inflammatory and anti-
cancer activities because of its high level of phytochemicals [ 20-26]. Agal exhibits exceptional
activity against superoxides, inhibits reactive ooy gen species (ROS) formation and may inhibit
COX-2 [27]. A significant antinociceptive effect of agai was observed in a spinal nerve ligation
murdel in rats, which supgests the possible development of a new analgesic drug [26]. Recently,
Marques ef al. conducted cytogenetic tests with three doses of agai in rat cells, and showed that
agai had no significant genotoxic effects in the analyzed cells [28].

Endometriosis is an inflammatory discase and acai extract maybe an effective treatment
strategy. The present study investigated the pharmacological effects of agal on the establish-
ment and growth of endometriotic lesions using an experimental model. We used several
assays to investigate anti-inflammatory functions, including an activated macrophage study
and nitric oxide (N0 assay. We also investigated whether acal modulated the angiogenesis
process to better understand the mechanisms of action of the extract in the development of
endometriosis.

Materials and Methods
Preparation of acai extract

Agai fruits were obtained from the Amazon Bay (Belem do Para, Para, Brazil), excicata number
20052 Museu Goddi-Belem do Pard, and these study has been authorized by Consdho Nacio-
nal de Deservolvimento Cientifico ¢ Tecnologico—CNPg (Authorization: 010564201 5-2).
We nsed in our study the hydroalcoholic solution extracted from agar stones, as previously
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described [22,23 26]. Briefly, 200 g of agai stone were boilled in 400 ml of distilled water for 10
min with mixed for 2 min. The decoction was cooled to room temperature and extracted by
addition of 400 ml of ethanol with shaking for 2 h. The hydroalcoholic extract was stored
(4"C) for 10 days and filtered through Whatman filter paper. Ethanol was evaporated under
low pressure at 55°C. The extract was lyophilized (Fisatom Equipamentos Cientificos Lida Sao
Paulo) at temperatures from -30 to -40°C and under a vacoum of 200 mmig, and frozen at
-0

Experimental animal model

Ammals were treated in accordance with protocols approved by the State University of
West Zone (UEZ0) Institutional Animal Care and Use Committee (CEUA), protocol code
CEUA-UEZO-002/2013, and all experiments were conducted in accord ance with the ethical
guidelines from the CEUA and the NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Ami-
mals | o i imde . fth Edition; 2011).

Twenty female Sprague-Dawley rats (250-300 g ) were used after reaching maturity at 8
weeks of age and were housed in polyethylene cages in the Bioterium of UEZ0, and were kept
at a constant ternperature (25°C) undera 12-h light/dark cycle with free access to food and
water.

With use of the method described by Vernon and Wilson [29], the animals were anesthe-
tized with intramuscular injection ofketamine and xylazne. The abdomen was opened

through a 3-cm midline incision to expose the uterus. One uterine horn was removed and the
segment was placed in phosphate-buffered saline at 37°C and split longitudinally, 5%5mm
pieces were sectioned and anchored with the endometrium side onto the peritoneum of

the ventral abdominal wall by nonadsorbable polypropylene sutures (6-0 Prolene, Ethicon,
Piscataway, NI). Then, the abdomen was closed and the animals were allowed to recover from
ancsthesia.

Animal Treatment

Two weeks after the initial implant, ventral midline laparotomy was performed to determine
the attachment and viability of endometrial explants. The animals were divided randomly into
twor groups of each ten animals: agai group was treated with daily 200 mg kg body weight, dis-
solved in saline, by gastric tube for 30 consecutive days, and control group recerved saline as
vehicle by gastric tube for 30 consecutive days. Body weight was measured every three day.
After treatment, the rats were cuthanized by anesthesia overdose, the penitoneal fuid was col-
lected to Aow cytometry, ELISA immunoassay and WO dosage, and the surface areas of the
explant (length x width] were evaluated using Image] software (Mational Institutes of Health,
Bethesda, MN). Each sample was dissected and immediately divided into one piece that was
fied in 10% buffered formalin and paraffin embedded for histologic and immuncohistochemi-

cal studies, and another piece that was frozen in liquid nitrogen for BENA extraction.

Histology and Immunohistochemistry

Formalin-fixed tissues were paraffin-embedded and cut into 4-micrometers-thids sections,
Part of the sections were stained with Harris hematooxylin and eosin (HE), and examined
microscopically at 200 magnification for the presence of histological hallmarks of endometri-
osis, such as endometrial glands and stroma. The other paratfin-embedded tissue sections
were placed on silane-treated shides, and maintained at room temperature, as previouwsly
described [30]. Sections were incubated with the following antibodies: monoclonal antibody
against VEGF SC-57496 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Croz, CA) at 1100 dilution,
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monodonal antibody against Flk-1 SC-6251 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CAJ at
1:100 dilution, polyclonal antibody against metalloproteinase-9 (MMP-49) SC-6840 (Santa
Cruz Bistechnology, Santa Cruz, CAJ at 1:200 dilution, polyclonal antibody against COX-2
SC-1747 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CAJ at 1:100 dilution, and monoclonal anti-
by against F4-80 macrophage antigen SC-26642 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA)at 1200 dilution. Incubations were carried out overnight and then revealed using LS AB2
Kit HRP, rat (Dako-Cytomation, Carpinteria, CA) with diaminobenzidine (3,3"-diaminoben -
zidine tablets; Sigma, 5t. Louis, MO as the chromogen and counterstai ned with hematoxylin.
For each case, negative control slides consisted of sections incubated with antibody vehicle or
oy immune rabbit or mouse serum.

Morphometric analysis

All tissues were examined by two blinded observers using a 400% magnification on light micro-
scope (Mikon, Tokyo, Japan) connected to a digital camera (Coolpix 990; Nikon ). Ten fields of
an immunostained section (VEGF, VEGFR-2, MMP-9, COX-2 and F4-80) were chosen at ran-
dom and captured from each specimen. Quanti fication was assessed on captured highquality
images (2048 = 1536 pixels buffer) using the Image Pro Plus 4.5.1 (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD'). Data were stored in Adobe Fhotoshop, version 3.0, to enable uneven illumina-
tivn and background color to be corrected. Histologic scores (H) for VEGF, VEGFR-2, MMP-
9, COX-2 and F4-80 were calculated using the formula H = ZPi, where Lis the intensity rang-
ing from U (negative cells) to 3 (deeply staining cells) and P is the percentage of staining cells
for each given i, with P values of 1, 2, 3, 4, and 5 indicating - 15%, 15-504%, 50-85%, =85%,
and 100% positive-stai ning cells, respectively. The staining result was expressed as

mean + standard deviations.

TagMan real-time reverse transcription-polymerase chain reaction

The m-BENA leveds were quantified by TagMan real-time poly merase chain reaction. RRNA
from endometriosis samples was isolated using the Trizol™ reagent according to the manufac-
turer’s instructions, and quantified by the Nanodrop™ spectrophotometer. Two micrograms
of total RN A was used as a template for cDNA synthesis, using the SuperScript 1T reverse
transcriptase kit (Invitrogen ) TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosy stems™ )
and a validated TagMan assay was purchased from Applied Biosystems, and were used to
quantify mouse VEGF (MmO1281449_m1), kinase insert domain receptor [ KDE), pene which
encodes VEGFR-2 (Mmd11222421_m1 ), MMP-9 (Mm004422991_m1) and PTGS, pene which
encodes COX-2 (Mm0478374_m1 ) expression levels, with glyoeraldehyd e-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (Mm999949915_gl) as an endogenous control. Triplicate TagMan
PCR assays for each gene target were performed in cDNA samples. Real-time reactions were
conducted in a 7500 Real-Time ther mocycler (Applied Biosystems™). The redative quantifica-
tivn of the target genes was performed using the Ddta-Delta Ct method.

ELISA Immunoassay

Peritoneal fluid was collected by rinsing the abdominal cavity with 10 mL of PBS and immedi-
ately centrifuged at 1500 rpm during 10 min. Supernatants were stored at -70°C until assayed
for VEGF and PGE; by use of an eneyme immunoassay kit (Boster Biological Technology,
Fleasanton, CA and Cayman Chemical, Ann Arbor, MI), according to manufacturer’s instruc-
tivns. The concentrations were calculated from standard curves and all samples were assessed
in triplicate. The VEGF and PGE: measurement were performed by an automatic plate reader
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[Spectra Max; Molecular Devices, Sunnyvale, Calif) controlled by SoftMax software (Molecular
Devices).

Flow cytometry

Peritoneal fluid was obtained ex vive from rat after the treatments by washing twice with PES,
pH 7.2 containing 3% Fetal Bovine Serum (FBS) for flow cytometry analysis. For the control
group, the same procedure was conducted. The cdls were incubated with Fe blocking (done
2.4G2) for 10 min. Before, the cells were incubated with monoclonal antibody FITC anti-F4/-
B (BD Biosciences, USA) Samples were analyzed on a flow oytometer (FACSCalibur, BD Bio-
sciences, USA), 10,000 events were counted for cach animal sample and the data was analyzed
using CellQuest (BD Biosdences, USA) and WinM DI 2.9 software packages.

Mitric oxide analysis

The production of WO was performed as described by Green ef al. [31]. Supernatants were
mixed in aratio of 1:1 with the Griess reagent (1:1 volume 1% sulfanilamide in 5% phosphoric
acid in detonized water with an equal volume of 0.1% M- [1-naphthyl[-ethylenediamine in
detonmized water). After 10 minutes, the mixture was read in an ELISA reader (540 nm ) and
quantification of WO production was based on a sodium nitrite standard curve.

Cell Culture and viability assay

The mouse macrophage cell line [774.G8 were grown in plastic bottles in a RPMI 1640
medium (Sigma Chemical Company, 5t Louis, MO supplemented with 10% fetal bovine
serum (GIBCO-Life Technologies, Rockyville, MDY, penicillin (100 UfmL), streptomycin

(100 pgim L), glutamine (2 mM) and HEPES (15 mA; Biochrom AG) at 37 °Cin a humidified
atmosphere of 5% CO; (51 Fig).

When cultures formed a confluent, monolayer cells were scrapped, centrifuged and put to
adhere in 96 wells plate with RFMI at a density of 2 % 10* cell'ml. The cultured cells were
treated with 10, 20, and 40 pg/ml of the Acaiextracts for 24, 48 and 72 h. The supernatant was
removed, and 10yl of 3-(4 5-dimeth-ylthiazol - 2-y1)-2,5-di phenyltetrazolivm bromide (MTT)
irn RPMI medium was added to cach well. Cells were incubated ina CO chamber for 3 hwith
protection from light. After the medium were aspirated, 100 pl of dimethy] sulfoxide (DMSO]
was added to the cells to dissolve the formazan. The absorbance at 538 nm was measured with
a Spectra Max 190 spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviations (50, Statistical comparisons between
treated group and control were performed with Student t-test. For VEGF, VEGFR-2, MMP-9,
COX-2 and F4-80 morphometric analysis, statistical @lculations were carried out with use of
the Stat-Xact-5 software program (CYTEL Software Corporation, Cambridge, MA]). The rda-
tive quantification of the target genes was carried out using Delta-Ddta Ct method. Cell cul-
ture and viability assay experiments were performed in triplicate (n = 3} and the data were
expressed as mean + S0 The Student-MNewman-Feuls test was used to assess the presence

of statistical differences between the groups when a statistically significant association was
described by ANOVA. The level of significance for significant difference between groups was
setat P 2005 in all analy ses.
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Fig 1. Morphological characteristics of rat peritoneal endometriotic le sions in control and agai treated groups. In the control group (A), the
lesions were cystic and vascularized and resembled human peritonaal endometriosis. In the agai group (B), a drastic reduction in the growth of the
lesions was visuzlized. Histologically, the control group (C) showed the pre sence of endometrial glands (#) and stroma celis (*), which confirmed the
viability of Esions. In the agaigroup (D), there was tissue atrophy and regression of lesions (—). Measurements of the lesion area demonstrated a
statistically significant difference between the groups (E).
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Results

Acai Suppresses Endometriosis Growth

The endometrial explants formed viable cystic and well-vascularized lesions after 15 days in all
20 animals (Fig 1A). The histopathological results revealed typical endometrial components,
such as glands and stroma, which confirmed the viability of the lesions (Fig 1C). The mainte-
nance and growth of the lesions were suppressed in the treated animals group, and an impor-
tant decrease in implant size was observed (Eig 1B). The histological analyses revealed atrophy
and regression of the lesion areas (Fig 1D). Measurements of the lesions area confirmed these
observations, which were significantly different between the two groups (Fig 1E). There was
no significant difference in weight over time between the treated agar group and the control
group (data not shown).

Acai Inhibits Angiogenesis in Experimental Endometriosis

The anglogenesis process was investigated using mRNA expression, immunostaining and
ELISA immunoassays based on MMP-9, VEGF and itsreceptor VEGFR-2 (S1 Table).

PLOS ONE | DOI:10.137/journal.pone. 0166059  November 16,2016 6/17
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Cuantitative real-time PCR demonstrated suppression of the levels of VEGF (Fig 24) and
MMP-9 (Fig 20 mBMNA transcripts, and ELISA revealed a decrease in VEGF concentration
(Eig 2B) in the endometriotic lesions treated compared to the cntrol group. However, KDR
mBMA transcripts were not different amonyg the two groups (Fig 2C). VEGF, VEGFR-2 and
MMP-9 immunoreactivity was detected in the lesions, predominantly in the stroma, around
the glands, and in the cytoplasm of endothelial cells in non-treated endometriosis. The distri-
bution of these three angiogenic markers decreased in end ometriosis animals treated with agal
(Fig 30, 3E and 3F) compared to the control group (Fig 34, 3B and 3C). Histomorphometry
evaluations of VEGF, VEGFR-2 and MMP-9 confirmed the observation of significant
decreases (P = 0001 ] in these markers in end ometriosts ammals treated with agar (2.5 =09,
L8 +006 and 4.2 = 0LE, respectively] compared to the control group (22.1 = 1.1, 254 + 25 and
I7.5+ 2.4, respectively ).
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Fig3. Acaidecreased angiogenesis markers immunodistribution in endometriosis. The immunorsactvity of VEGF, VEGFR-2 and MMP-Q was
detected predomnantly in the stroma (#), primanily around the glands in untreated endometriosis (A, B, C). Treated endometriotic lesions (D, E, F)
exhibited a significant decrea se in reaction intensity (— ).

doi:10.1371/journalpone 0166053.9003

Anti-inflammatory effect of acaf on endometriotic lesions

The inflammatory profile of endometriotic lesions was analyzed using COX-2 mRNA expres-
sion, COX-2 immunostaining, and an ELISA immunoassay of prostaglandin 2 (PGE,) (52
Table). The levd of COX-2 mRNA transcripts (Fig 4A) and the intensity of the COX-2 reac-
tion (Fig 4C) were reduced in endometriotic lesions treated with agal compared to the

control group (Eig 4B). Histomorphometry evaluation of COX-2 was significantly smaller

(P =_.0001) in endometriosis animals treated with agai (5.9 +0.5) compared to the control
group (30.8 + 1.7). PGE; (Eig 4D) and NO (Eig 4E) concentrations were significantly higher in
the control group compared to the agai group, which demonstrated the anti-inflammatory
potential of the extract.

Acai decreased levels of macrophages

We analyzed the presence of F4/80-positive cells in the endometriotic lesions of both groups
because of the role of macrophagesin angiogenesis and inflammation. We identified a
decrease in the number of macrophage-positive cellsin treated end ometriotic lesions (Eig 5B)
compared to the control group (Eig SA). We analyzed the presence of these cells in endome-
triotic issue using immunostaining of a macrophage activation marker to confirm these
observations. We observed an important decrease in the number of positive cells in the stroma
compartment in the treated group (Fig 5D) compared to the control group (Fig 5C). The histo-
logical scores of F4-80 immunostaining (53 Table) confirmed these results (control, 49.3 + 2.1
versusagal 15.3 + 1.0, P = .0001). We also performed the viability assay using macrophage cell

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone. 0166059  November 16,2016 8/17
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Fig 4. Anti-inflammatory effect of acai on endometrictic lesions. COX-2 mRNA transcripts in the control group were higher than the agal group
(A). COX-2 immunoreactivity was detected pradominantly in the glandular epithelial cells (#) in the control group (B) compared to lesbns treated with
acai (C). PGE, levels (D) and NO producton (E) were higher in the control group than in the agai group.
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line J774.G8 treated with 10, 20 and 40 pg/ml of agar after 24, 48 and 72 h, and observed the
significantly decreased the viability of macrophages cells in all agai-treated, except treatment
with 10 pg/ml for 24 h (Fig 5D). Macrophages cells treated with 20 and 40 pg/ml of acar
reduced cell viability in about 50% after all imes, reinforang the hypotesis that the agar acts
directly in the macrophage decrease. In addition, we made hematalogical analyses and
observed a marked lymphocytosis in control animals compared to the agal group (53 Table). A
recovery of leukocyte numbers to normal parameters was observed in the agai group compared
to the group of animals without endometriosis (data not shown).

Discussion
Endometriosis frequently produces serious effects on professional, social and marital life
because it is associated with infertility and severe and incapacitating painful symptoms, includ-
ing chronic pdvic pain, dysmenorrhea and dyspareunia [3,32]. Therefore, pharmacological
treatments for end ometriosis maintain a hypoestrogenic environment and relieve pelvic pain,
but the side effects of these therapies limit their long-term use. Natural therapies were used
recently for the treatment of various inflammatory diseases, and these therapies may be an
effective treatment strategy for endometriosis [33,34].

Several studies demonstrated that agar possesses high levels of phytochemicals with antioxi-
dant, antinociceptive, anti-inflammatory, hypocholesterolemic, and anticancer activities

PLOS ONE | DOI:10.1371/joumnal. pone.0166059 November 16,2016 a7
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Fig 5. Agai decreased levels of mac mphages in vivoand in vitmo. FACS anshysis (A and B) of the
macrophage phenotype (FL1-H) revealed fewer macrophages in the trested growp than the con ol growp
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macrophage cell line visbility afier 24, 48 and 72 hof reatment (E ). Values are mean + standard deviations,
and P = ANOWVA 125, *Significant difference compared to DMEM group and **significant difference
compared o 2¢al 10 po'mi group (Stud ent-Newman-Keuls test, P < 0005).
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[20-26.55.36]. To our knowled ge, this report is the first study to evaluate the anti-inflamma-
tory and antiangiogenic offects ufa.d;a.[ in endometriotic implants. Notably, our study used the
hydro-alawholic extracted from aga stones because this extract was previously described tobe
more active than the pulp extrad [25.37].

An important decrease in the implant size was observed in the animals treated with acar,
and the histopathological findings revealed marked atrophy and lesion regression. Other phy-
tomedicines also suppressed endometriosis in a murine modd. Ergenoglu ef al. used the natu-
ral polyphenol resveratrol and demonstrated a significant reduction in implant size and
considerable histological changes in endometrial foci at the end of the treatment period [38].
Another study examined the effects of a plant polyphenol extracted from the traditional Chi-
nese medicine turmeric, curcumin, on endometriosis, Corcumin treatment decareased the
ectopic endometrial glands and narrowed the lumen [39]. Thee studies support the potential
application of phytomedicines as endometriosis treatments,

Angiogenesis is pivotally important in the development of endomdriosis [40,41], and anti-
angiogenic agents from different substance groups are discussed as possible candidates for a
new therapeutic approach [42—-44] A treated animals in our study exhibited reduced VEGF
expression, which is the most prominent pro-angiogemic factor in endometriosis, Similar
results of reduced VEGF expression were reported in endometriosis models treated with a pro-
drug of green tea and epigallocatechin-3-gallate [45-48]. We also demonstrated that the agal
extract decreased VEGFR-2 distribution. These results are important because the binding of
VEGF to VEGFR-2 enhances endothelial cell migration, proliferation and the release of vari-
ous proteolytic enoymes [49].

Endometriosis is considered a benign disease, but it often presents characteristics of malig-
nancy [40,50]. Women with endometriosis also exhibit an increased risk of cancer, especially
ovarian cancer [50,51], which primarily occurs because both conditions require angiogenesis
for maintenance and growth [52]. Some studies demonstrated an anti-tumorigenic activity of
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agai in HL-80 leukemia cells and attenuation of colon carcinogenesis in rats [53,54]. Silva ef al
demonstrated the anticancer activity of agai in different malignant cdl lines [25]. These
authors concluded that the extract exhibited anti-tumorigenic potential in the human breast
cancer MCE-7 cells and reduced viability and morphological alterations [25]. These results
may be attributed to the rich content of polyphenols, anthocyanin and Bavonoids in acal
because these substances possess anticancer activity [25.55.54].

The invasive properties of endometriotic tissue are also rdated to the increased proteolytic
activity and matrix remodeling. MMPs are essential for the degradation of the extracellular
matrix, which contributes to endometriosis development [55,56]. Our study demonstrated
thatacar played an important rale in reducing the MMP-9 levels in endometriotic lesions. Sim-
ilar studies using curcumin also demonstrated reduced MMP expression in the intrinsic apo-
ptotic pathway [57,58]. Some authors reported that the increase in ROS was a major factor that
increased MMP expression and activity [59,60]. Costa ef al. demonstrated that agf treatment
downregulated MMPs in experimental hy pertension, and suggested that this downregulation
was the result of the anticxddant activity of agal [35].

High levels of ROS are generated in endometriosis and induce cell damage and prolifera-
tion [61], which supports the important role of peritoneal macrophages in the secretion of
pro-inflammatory/proangiogeni c cytokines [56,62 ], Our findings demonstrated that the
presence of F4/80-positive macrophages and NO concentrations were higher in endometrio-
ticlesions and statistically reduced in animals treated with agal. These resulis support the
role of lavonoids as the major polyphenols in agar that exhibit large anti-oxdant activity
[19]. Several studies described the pivotal importance of macrophages in pathophysiology of
endometriosis [4,8,40,56] and we also demonstrated that acai decreased the viability of mac-
rophages line cells in ¥itro. Therefore, we sugpgest that agai decrease of macrophages hence
reduced ROS production and decreased the inflammatory and angiogenesis processes in
endometriotic lesions.

We ako investigated COX-2 and PGE, signals to elucidate the mechanismsof action of agar
in the endometriosis inflammatory process. Several authors previously described that PGE;
induced VEGF and played an important role in the pathogenesis of endometriosis [56,63,64].
We ohserved reduced COX-2 and PGE; levels in animals treated with agai, and this result was
likely due to the high levels of anthocyanin in agai [65]. Notably, the suppression of COX-2
expression by acal may be a prerequisite for the effective control of end ometriosis-related
pain. This hypothesisis supported by the significant and potent antinod ceptive effect of this
extract in rodent models of acute and neuropathic pain [26].

Considerable evide nce supports that a diet rich in polyphenols reduces the risk for
many pathological conditions, including cardiovascular disease and cancer [66]. However,
studies demonstrated an effect of fruits and vegetables on the risk of cancer, and many of
the tested exiracts have genotoxic potential [G7.68). Ribeiro ef al. investigated the genotoxi-
city of agal in bone marrow, peripheral blood, liver and kidney cells of mice using the micro-
nuclei test and comet assay [69]. The results demonstrated that gavage administration of
a.i,:a.fwa_ti not genotoxic in mice, and its components may be exploited as a promoter of good
health [69].

Finally, based on the results of this study and the previous ones, we propose a mechanism
for the therapeutic effects of agal for endometriosis (Eig 6). Macrophages play a key role in
inflammatory and angiogen esis of endometriosis. We know that the macrophages are an
important source of VEGF and it is essential in the establishment and growth of endometriotic
lesion [4.40.70]. High concentration of VEGF returns to activated macrophage and bind with
VEGFR-2. This signaling upregulating the MMP-9 transcription induces the extracellular
matrix remodeling promoting the increase of the vascular density [71]. Moreover, the
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activated macrophages synthesize high concentration of inducible nitric oxide synthase
(iNOS) and generate NO [61]. On the other hand, this process increased the COX-2 and PGE2
levelsto enhance the inflammatory process and angiogenesis [56.63,64]. Therefore, we propose
that agar decreases the number of activated macrophages resulting in the reduction of the tar-
get genes expression, such as VEGF, INOS and COX-2 suppressing the maintenance and
growth of endometriotic lesion.

Conclusions

In conclusion, the results of this study demonstrated the antiangiogenic and anti-inflamma-
tory potential of agat, which produced morphological alterations in endometriotic lesions.
Agai may also modulate the progress of endometriosis and suppress the symptoms related to
pain, which supports the possible development of a novel and effective drug. The actual
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mechanisms of the beneficial effects of agai on endometriotic lesions are not completely under-
stood, but we are optimistic that these effects will be reproducible in clinial tests, and we will
continue our rescarch of this extract

Supporting Information

51 Fig. Macrophage cell line. Morphology observations by phase-contrast micros copy of mac-
rophage cell line [774.G8 in plastic bottles coltivated in a RPMI 1640 medium (A and B).
(TIF)

51 Table. Immunostaining and ELISA immunoassays based on MMP-9, VEGF and its
receptor VEGER-2.
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6.2 Anticancer potential, molecular mechanisms and toxicity of Euterpe

oleracea extract (Acai): A systematic review

Este estudo revisou todos os trabalhos que utilizaram o extrato de E. oleracea
em modelos experimentais de cancer e/ou avaliaram a segurancga/toxicidade do acai em
modelos animais que utilizaram a ordem Rodentia. Dos nove estudos incluidos, seis
observaram uma capacidade antiproliferativa, anti-inflamatoria e antioxidante do acai
em modelo experimental de cancer. Esses estudos sugerem que o acai possui efeito
antitumoral reduzindo a multiplicidade, incidéncia e tamanho dos tumores. Os trés
estudos que avaliaram a segurancga/toxicidade do acai em modelo animal observaram
auséncia de efeitos genotdxicos. Além disso, o acai foi capaz de reduzir o dano do DNA
induzido por quimioterdpico, sugerindo um efeito protetor na saide humana. Este
trabalho de reviséo teve a finalidade de consolidar e discutir os dados da seguranca da
utilizacdo do extrato de E. oleracea em modelos pré-clinicos saudaveis (in vivo) e em

modelos experimentais de cancer utilizando roedores.
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Abstract

Cancer is an increasingly frequent malignancy worldwide, and despite the advances in
drug development, it is still necessary to develop new plant-derived medicines. Euterpe
oleracea (acai) is abundant in South and Central America and has health benefits due to
its high levels of phytochemicals, including lignans and polyphenols. The aim of this
review was to systematically describe the safety and antitumor effects of acai in
preclinical models using rodents to provide a more comprehensive assessment of acai
for both therapeutic uses and the development of future clinical studies. Eligible studies
were identified using four international databases (PubMed, Medline, Lilacs and
SciELO) from their inception date through December 2017. The included studies were
analyzed with methodological rigor (QATRS) to enable better quality control for these
experimental studies. Sixty publications were identified in the databases, but only 9
articles were eligible: 6 evaluated the pharmacological effects of acai in animal models
of cancer (1 model each of esophageal cancer, urothelial cancer, melanoma and Walker-
256 tumor and 2 models of colon cancer), and 3 were toxicological assays using
preclinical models with rodents. Overall, 747 animals were analyzed. On a QATRS
score scale of 0-20, the quality of the studies ranged from 16 to 20 points. Pulp was the
main fraction of acai administered, and an oral administration route was most common.
The acai dosage administered by gavage ranged from 30 mg/kg to 40,000 mg/kg, and
acai fed in the diet accounted for 2.5% to 5% of the diet. The anticarcinogenic and
chemopreventive activities of acai were observed in all experimental models of cancer
and reduced the incidence, tumor cell proliferation, multiplicity and size of the tumors
due to the antiinflammatory, antiproliferative and proapoptotic properties of acai. No

genotoxic effects were observed after acai administration. The results of this review
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suggest that acai is safe and can be used as a chemoprotective agent against cancer

development. Acai therapy may be a novel strategy for treating cancer.

Keywords: Euterpe oleracea; animal model; cancer; toxicity.

Introduction

The use of natural products as medicines accounts for approximately 30% of the
currently available drugs [1], and in some therapeutic areas, the amount of plant-derived
medicines reaches 60% [2,3]. Brazil has the greatest amount of biodiversity in the world
and plays an important role in the area of natural bioactive compounds by contributing
natural products to design new clinical medicines [1,4]. Thus, there has been growing
research aimed at establishing the therapeutic potential of natural products against
several diseases.

Euterpe oleracea Mart. is a member of the family Arecaceae and is a typical
palm of the rainforest in the Amazon region, in the states of the northern region of
Brazil, including Guianas, Colombia, Ecuador, and Venezuela [5]. The fruit, popularly
known as “agai”, weighs approximately 2 g, and the color of the mature fruit is dark
purple [6]. Acai is a traditional food in many regions of Brazil [7,8], and its
consumption has increased significantly over the last several years, not only in Brazil
but also in Europe and the USA, where the fruit gained popularity after being promoted
as a “super fruit” [9]. Currently, due to the health benefits and therapeutic potential of
acai, locally grown acai are increasingly exported around the world as energy drinks
[6,10], “functional foods™ [7,8], cosmetics and pharmaceutical products [9]. Acai pulp is
composed of approximately 48% lipids, 13% protein, 8% amino acids, 25% total sugars

and minor compounds such as fiber and vitamins (A, B1, B2, B3, C and E) [8,11,12].
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Moreover, it is rich in several phytochemicals, including lignans, phenolic compounds
(anthocyanins, proanthocyanidins and other flavonoids) and resveratrol, in low
concentrations [8,11,12]. The seeds of acai possess the highest concentration of
polyphenols (28.3%), followed by the whole fruit (25.5%) and the bark (15.7%) [13].

The pharmacological effects of acai are associated with its chemical
composition, particularly the presence of bioactive substances, such as phenolics,
flavonoids and anthocyanins [14-16]. To date, acai has been shown to have
pharmacological properties including antiinflammatory, antioxidant, cardioprotective
and anticancer activities [1,7-9,17]. Furthermore, acai was not shown to be genotoxic in
vitro and in vivo studies conducted, in cultured human lymphocytes and hepatoma cell
lines [18], in rodents [19] and in humans [20].

The aim of this review was to systematically describe the safety and antitumor
effects of acai in preclinical models using rodents, to provide a comprehensive
assessment of acai for therapeutic use. Preclinical studies using rodents were evaluated

to investigate whether the current knowledge supports clinical trials with acai.

Methods

Search strategy

A careful literature search was performed to identify publications that studied
the use of E. oleracea extract in experimental animal models of cancer and/or evaluated
the safety/toxicity of acai in animal models. Studies were identified by searching the
electronic databases: PubMed, Medline-Bireme, Lilacs and SciELO from their inception
date through December 2017 (S1 Table). The search terms were as follows: (“Euterpe

oleracea” AND cancer treatment) OR (“Euterpe oleracea” AND cancer animal model)
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OR (Acai AND cancer treatment) OR (Acai AND cancer animal model) AND
(“Euterpe oleracea” AND toxicity) OR (Ag¢ai AND toxicity). The search was performed
without restrictions on the language or year of publication. Two reviewers (KCRB and
JA-P) selected the qualified studies independently by browsing the titles, abstracts or
full texts based on the eligibility criteria. The duplicates were removed. The eligible
articles were separated for analysis of the study methodology and results (S1 Table).
Any disagreements were resolved by discussion with two additional reviewers (DEM

and JAP).

Inclusion and exclusion criteria

Articles were included if the following criteria were met: (1) evaluated the
pharmacological effect of acai in animal models of cancer and/or (2) performed
toxicological analyzes after acai administration in experimental animal models. Articles
were excluded if the following criteria were met: (1) were reviews of literature; (2) did
not analyze the use of acai in vivo; (3) did not use the order Rodentia; (4) did not
evaluate the toxicological effects of acai administration in vivo; and (5) used only in

vitro experimental models.

Data extraction

Three investigators (KCRB, JA-P and JAP) independently conducted the
extraction of details from each study including the following: (1) basic information,
including the publication year, the first author's name, the type of animals, the sex, the
in vivo model and the experimental interventions; (2) basic information about the acai
treatment, including the fraction and origin of E. oleracea, dose, administration route,

posology, diluents and treatment groups; and (3) outcome measures used to evaluate E.
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oleracea extract, therapeutic indications (pharmacodynamic), acai signaling pathways
and safety evaluations. When a single publication included studies with animals,
posology or types of interventions that were different, these data were extracted and
considered as independent experiments. Any disagreements regarding the extracted data

were resolved by discussion with an additional reviewer (DEM).

Quality assessment

For assessment of quality, two independent reviewers (KCRB and JA-P) used a
quality rating scale as an animal/tissue research scale (QATRS). The QATRS is a 20-
point scaled evaluation chart that was designed based on randomization, blinding, the
similarity of the animal/tissue model to human applications, standardization and the
reliability of the measurement techniques, management of study withdrawals, and
appropriateness of the statistical methods [21]. Any disagreements were resolved by

discussion with two additional reviewers (DEM and JAP).

Results
Study selection

A flowchart of the articles that were included in the review is illustrated in Fig.
1. A total of 60 publications were identified in the databases; however, 31 were
duplicate articles. Among the 29 articles selected, 20 were excluded based on the titles
and abstracts because they did not meet the inclusion criteria: 2 were literature reviews
[7,22]; 6 did not study acai in an animal model of cancer and/or did not perform a
toxicological analysis [23-28]; 10 were in vitro studies [13,18,29-36]; and 2 did not use

the order Rodentia [19,37]. After reading the full texts 9 articles were included for their
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critical evaluations of the safety and effectiveness of acai in animal experimental

models [38-46].

Fig 1. Flowchart of the study selection and inclusion in the review.

Characteristics of the experimental models

The articles included were analyzed with a critical appraisal tool (QATRS),
which allowed for improved quality control of the experimental studies in animal
performed independently (see methods). QATRS scores ranged from 0 to 20, and the
quality of the studies ranged from 16 to 20 points (Table 1). Among the 9 studies that
were included, 6 evaluated the pharmacological effects of acai in experimental models
of cancer, including esophageal [38], urothelial [39], and colon cancer [40,41], and
melanoma [42] and Walker-256 tumors [43], and 3 performed toxicological analyses of
acai in experimental models [44-46]. For the interventions used in the experimental
models, 4 studies used chemically induced cancer models [38-41], 2 used inoculation of
tumor cells [42,43], and 3 used models with DNA damage induced by a
chemotherapeutic agent [44-46]. The studies involved 2 species and 6 varieties of
rodents: C57BL/6 mice [42], F344 rats [38], Wistar rats [40,43,45,46], Swiss mice

[39,44], ICR mice [41] and Balb/c mice [46] (Table 1).
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Acai information

Table 2 shows the basic information about the acai extract used in the
experimental models. The most commonly used acai fraction was the pulp [38-41,44],
followed by the juice [46], oil [42,45] and seeds [43]. Eight studies mentioned the acai
origin, and all of the acai extracts were from Brazil [38-41,43-45]. The main
administration route of acai was oral; 4 studies administered acai by gavage [43-46],
and 4 studies administered acai as part of the diet [38-41]. The dosage ranged from 30
mg/kg to 40,000 mg/kg in studies that administered acai by gavage and was
administered as a single dose or as 1 daily dose for 90 consecutive days; in the studies
that administered acai as part of the diet 2.5% to 5% acai supplementation was provided
in the diet for 10 to 35 weeks (Table 2). In addition, Schauss and colleagues used oral
and intraperitoneal administration of acai at a dose of 0.1mg/0.15mL (daily dose during
7 consecutive days) to assess the possible genotoxic effects of acai using BALB/c mice
[46], and Monge-Fuentes and colleagues used 50 mg/mL of acai administered
intratumorally in an experimental model of melanoma [42]. The results regarding the
therapeutic indications, effects and safety of acai in experimental models are

summarized in Table 3.
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Safety of acai

The absence of toxicity of acai was reported in 6 studies after testing acai in
experimental models [39,40,42,44-46], and no significant differences in animal body
weight or food consumption were reported in 4 studies [38-40,46]. DNA damage
induced by antitumor medication was evaluated in 3 studies, and no genotoxic effects
were observed after acai administration by gavage [44-46] (Table 3).

Using a micronucleus test and a comet assay, Ribeiro and colleagues reported
no differences between the control and acai groups in bone marrow and peripheral
blood cells polychromatic erythrocytes, and in liver and Kkidney cells, thus
demonstrating the absence of genotoxic effects of acai. In addition, acai reduced DNA
damage induced by doxorubicin (DXR), suggesting a protective role in human health
[44]. In a study done by Schauss and colleagues, acai did not cause mutagenic effects,
as demonstrated by a bacterial reverse mutation assay, a chromosomal aberration assay,
a mammalian cell mutation assay and an in vivo micronucleus study [46]. In the same
way, Marques and colleagues evaluated the genotoxic potential of acai in rat cells. The
authors used a comet assay and a micronucleus test and showed that on both cytogenetic
tests, no significant genotoxic effects were observed at the three tested dosages of acai

[45].

Antitumoral effects of acai

The anticarcinogenic and chemopreventive activities of acai, as evidenced by
reductions in the incidence of tumors, tumor cell proliferation, and multiplicity and size
of tumors, were observed in all the experimental models of cancer [38-43] (Table 3).

Stoner and colleagues reported that acai was effective at inhibiting the

progression of esophageal tumorigenesis, reducing the levels of the serum cytokines
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(IL-5 and IL-8), and increasing serum antioxidant capacity and interferon-gamma
(IFNy) levels [38]. By contrast, the esophageal tumor size and serum levels of IL-1,
IL-4, 1L-13 and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)) were not significantly affected by
adding acai to the diet for 35 weeks [38].

Fragoso and colleagues reported that acai was effective at inhibiting urinary
bladder carcinogenesis, reducing DNA damage, and reducing the expression of p63 and
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) [39]. However, altered cytoplasmatic and
nuclear B-catenin were not significantly affected by adding acai to the diet for 10 weeks
[39].

Two studies reported that acai was effective at inhibiting colon carcinogenesis
induced by 1,2-dimethylhydrazine (DMH) in Wistar rats [40] and azoxymethane
(AOM) with dextran sulfate sodium (DSS) in ICR mice [41]. Nevertheless, the opposite
results were observed with regard to cleaved caspase-3 expression after supplementation
with 2.5% and 5% of acai in the diet for 10 [40], 14 [41] or 20 weeks [40]. Despite the
discrepancies between these studies, the quality evaluation of the results of the articles
showed good quality QATRS (16/20 and 20/20, respectively) [40,41]. Moreover, Choi
and colleagues reported that acai treatment down-regulated myeloperoxidase (MPO)
and proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p and IL-6), inhibited cyclooxygenase 2
(COX-2), PCNA and Bcl-2, and increased Bad and cleaved caspase-3 expression in an
experimental model of cancer colon [41].

Monge-Fuentes and colleagues reported that acai was an effective
photosensitizer because it reduced melanoma carcinogenesis by increaseing the necrotic
tissue per tumor area after 5 applications of intratumoral acai during a period of 15 days
[42].

Nascimento and colleagues reported an anticarcinogenic effect (tumor diameter
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and weight) of acai in anorexia-cachexia syndrome induced by Walker-256 tumors due
to the antioxidant activity of acai after 1 daily dose of acai over 14 consecutive days
[43].

Finally, based on the results of this review study, we created a schematic
representation of the effects of acai in tumor cells (Fig. 2). Acai showed antitumoral

functions due to its antiinflammatory, antiproliferative and proapoptotic properties.

Discussion

Research on the pharmacological effects of natural products for the treatment of
several diseases has significantly increased in the last decades. In this sense, acai has
been marketed as a dietary food supplement because of its health benefits due to its high
levels of phytochemicals, including lignans and polyphenols. Studies have demonstrated
that acai has biological effects, such as antioxidant, antiinflammatory, antiproliferative,
antinociceptive and antitumorigenic activities [13,16,47-53].

As far as we know, the present work is the first review to focus on the
antitumorigenic and toxicological effects of acai in preclinical trials using rodents.
Overall, nine studies were included in this review [38-46]. Although we conducted a
thorough literature search, using four international databases, one limitation is that our
conclusions may be narrow due to the lack of availability of published articles and
because all of the included studies were published in English. In spite of the small
number of studies found, we assessed them with a range of methodological rigor in
accordance with the QATRS, which encompasses various aspects that enable better
quality control for these experimental studies [21]. A strong point of our review is that
all the included studies had good quality as assessed by the QATRS score (all had a

score greater than or equal to 16/20). A total of 747 animals of the order Rodentia were
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analyzed. The results indicated that acai has a chemopreventive effect (anticancer) by
inhibiting tumor growth and leads to a reduction in tumor size, suggesting
antiproliferative, pro-apoptotic and antiinflammatory activity [38-43]. In addition, the
toxicological studies showed that acai did not cause DNA damage or genotoxic or
mutagenic effects in the evaluated animals, suggesting that it is safe for clinical testing
[44-46].

Most of the studies found that acai significantly decreased tumor incidence or
tumorigenic inhibition and prevented DNA damage without causing genotoxic effects
when it was administered orally (in the diet or by gavage). These results suggest that the
oral route is a good choice for evaluation of the effects of acai in humans clinical studies
since this is an easy and safe route of administration. It should be noted that the
significant results found with the oral administration of acai have also been described in
other diseases, such as obesity and hepatic steatosis [54], endometriosis [53],
renovascular hypertension [55] and neuropathic pain [51]. The articles included in this
review described different doses of acai that were administered orally by gavage (range
30 mg/kg to 40,000 mg/kg) [43-46]. However, Marques and colleagues observed that at
an acai dose of 300 mg/kg, a few animals showed signs of toxicity (diarrhea and
bristling of the hair), which is why they did not test higher doses [45]. Recently, our
group reported that a dose of acai of 200 mg/kg administered by gavage for 30
consecutive days had efficacy in suppressing endometriotic lesions in a Sprague-
Dawley rat model without any signs of toxicity [53]. Although considered a benign
disease, endometriosis frequently presents with characteristics of malignancy [56].
Therefore, we suggest that an acai dose of 200 mg/kg is safe for preclinical testing and
is a promising novel pharmacological treatment for cancer due to its anticarcinogenic

and chemopreventive effects.
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With regard to the ability of acai to inhibit carcinogenesis, and the incidence and
multiplicity of tumors in experimental models of cancer using rodents, in vitro studies
also showed that acai decreased cell viability, suppressed proliferation and induced
apoptosis, suggesting the anticancer and antioxidant activity of acai against C-6 rat
brain glioma cells [47], MCF-7 breast cancer cells [13,36] and colon cancer cells [32].
These results suggest that acai contains phytochemicals that can be used as natural
chemopreventive agents [13,38,40].

A large number of studies have shown the importance of chronic exposure to
proinflammatory cytokines in tumorigenesis [57-59]. The results of this review show
that acai acts in the inflammatory processes involved in induced-cancer in animals by
decreasing the levels of IL-1B8, IL-5, IL-6, IL-8, COX-2, TNF-a and MPO and
increasing the levels of IFN-y [38,41]. An in vitro study of polymorphonuclear cells
showed a reduction in the IL-8 levels that was associated with the decreasing
inflammatory conditions after acai treatment [60]. Xie and colleagues evaluated
flavonoids isolated from acai pulp and observed a reduction in serum levels, gene
expression and protein levels of both the cytokines TNF-a and IL-6 in the resident
macrophages cells [61]. Acai was also able to prevent increases in the levels of IL-13
and TNF-o in the brain tissues of a CCl4 experimental model [25]. In addition, acai
reduced the COX-2 expression and PGE: levels in an experimental model of
endometriosis [53] and reduced the MPO levels in a rat renal ischemia/reperfusion
model [62].

As a result of this review, it was possible to identify the antiproliferative
pathways by which acai acts by reducing PCNA, Ki-67 and p63 [39-41]. These proteins
are involved in tumor development, survival and metastasis of different tumors [63-65].

In addition, the anti-apoptotic proteins Bcl-2 was also reduced after acai treatment in
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animals with induced-cancer [41], in agreement with a study of human colon cancer
cells in which the proapoptotic activities of polyphenolics from acai were described
[32]. Polyphenolics may regulate distinct steps of the apoptotic process and/or the
expression of regulatory proteins, such as the downregulation of Bcl-2 and cleavage of
caspase-3 [66,67]. Acai polyphenolics were previously described to have proapoptotic
and antiproliferative activities in leukemia cancer cells through caspase-3 activation
[68]. Surprisingly, as a result of this review, it was possible to identify the discrepancies
in the levels of cleaved caspase-3 in colon carcinogenesis induced after acai treatment
[39,41]. Choi and colleagues observed that acai increased the cleaved caspase-3 levels
in the supernatants of colon strips [41], but Fragoso and colleagues described the
opposite results using immunohistochemical techniques in colon tumor tissues [39].
Toxicity data are decisive for evaluating the safety of natural products for
clinical treatment because these data investigate the potential for mutagenicity,
genotoxicity, clastogenicity and aneugenicity [69]. The toxicological studies included in
this review showed that acai is non-toxic [40,42,44-46], has no genotoxic or mutagenic
effects, and has a protective effect on DNA damage caused by antitumoral agents [44-
46]. Similarly, Santos and colleagues showed that antioxidant compounds prevented the
induction of DNA damage induced by DXR [70]. On the other hand, acai showed
mutagenic effects when assayed in high concentrations in eukaryotic cells of
Saccharomyces cerevisiae yeast; however, there is a low mutagenic risk for humans
because the tested concentrations were significantly elevated [29]. Since only 3 studies
investigated the genetic toxicity of acai in preclinical trials of rodents [44-46], future
research is needed to better understand the efficacy of acai because its antimutagenic

and antioxidant activities may prevent DNA damage and thus improve human health.
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Conclusions

The results of this review suggest that acai is safe and can be used as a
chemoprotective agent against cancer by exhibiting antiinflammatory, antioxidant,
antiproliferative, and proapoptotic properties. Further studies on the functional
relevance of acai are necessary to build a database that can be used in future clinical

investigations aimed at discovering antitumor agents.
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Fig. 1 Flowchart of study selection and inclusion in the review.




Table 1. Basic information on the in vivo experimental models used to test the effects of E. oleracea.
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Model Animals Interventions References® QATRS
Male F344 rats Esophageal carcinogenesis induced by NMBA Stoner et al. 2010 16
Male Swiss mice Urothelial carcinogenesis induced by BBN and MNU Fragoso et al. 2012 20
Male Wistar rats Colon carcinogenesis induced by DMH Fragoso et al. 2013 20
Cancer Male Wistar rats Anorexia-cachexia syndrome induced by Walker-256 tumor Nascimento et al. 2016 16
Male ICR mice Colon carcinogenesis induced by AOM and DSS Choi et al. 2017 16
Female C57BL/6 mice Melanoma induced by transplantation of B16F10 cells Monge-Fuentes et al. 2017 18
Male Swiss mice DNA damage induced by doxorubicin Ribeiro et al. 2010 18
o Male Wistar rats DNA damage induced by doxorubicin Marques et al. 2016 18
Toxicity BALB/c mice DNA damage induced by cyclophosphamide Schauss et al. 20102 18
Wistar rats Acute and subchronic oral toxicity study Schauss et al. 20102 18

AOM = azoxymethane; BBN = N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)-nitrosamine; B16F10 = melanoma cell lines; DSS = dextran sulfate sodium; DMH = 1,2-dimethylhydrazine; ICR

= International Cancer Research; MNU = N-methyl-N-nitrosourea; NMBA = N-nitrosomethylbenzylamine.

aA reference can have more than one model of disease.



Table 2. Basic information regarding the E. oleracea extract used in the in vivo experimental models.
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. ) Diluent and . .
Fraction | Origin of acai Dosing Administration Posology Reference
placebo
Not mentioned 0.1 mg/0.15mL Saline Oral (gavage) and IP 1 daily dose over 7 days Schauss et al. 20102
Juice® Not mentioned 5,000 and 20,000 mg/kg Not mentioned Oral (gavage) Single dose Schauss et al. 2010*
uice
) 10,000; 20,000 and 40,000 . .
Not mentioned K Saline Oral (gavage) 1 daily dose over 90 days Schauss et al. 20102
mg/kg
Brazil (Amapa) 30, 100 and 300 mg/kg Tween Oral (gavage) 1 daily dose over 14 days Marques et al. 2016
Oil ] Five applications within 15 days
Not mentioned 50 mg/mL PBS Intratumoral Monge-Fuentes et al. 2017
(1,4,7,10 and 13 days)
Brazil 5% AIN diet Oral (diet) 35 weeks Stoner et al. 2010
] 3,330; 10,000 and 16,670 ) ] o
Brazil (SP) Saline Oral (gavage) Single dose Ribeiro et al. 20102
mg/kg
. 3,330; 10,000 and 16,670 o . o
Pulp Brazil (SP) m Distilled water Oral (gavage) 1 daily dose over 14 days Ribeiro et al. 20102
mg/kg
Brazil (Pard) 2.5% and 5% Standard diet Oral (diet) 10 weeks Fragoso et al. 2012 and 20132
Brazil (Pard) 5% Standard diet Oral (diet) 20 weeks Fragoso et al. 20132
Brazil (Pard) 2.5% and 5% Diet formulated® Oral (diet) 14 weeks Choi et al. 2017
Seed Brazil 100 and 200 mg/mL Ethanol-water Oral (gavage) 1 daily dose over 14 days Nascimento et al. 2016

AIN = American Institute of Nutrition; IP = intraperitoneal; SP = S&o Paulo; PBS = Phosphate buffered saline.

@ A reference can have different methods of administration of acai.

bJuice of MonaVie Active® = In addition to acai, contains lesser amounts of 19 fruits and berries.



A cereal-based commercial diet for mice formulated by the Orient Bio Group (Seongnam, Korea).

Table 3. Results of cancer treatments and safety evaluations of E. oleracea extract in animal models.
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Therapeutic

References o Action of acai Unchanged parameters Effects of acai
indication
Stoner et al. . | incidence, multiplicity and inflammatory cytokines; Body weight, food Inhibits esophageal
Chemopreventive o ) . . ) . .
2010 1 serum antioxidant capacity and IFNy consumption, pro and antiinflammatory tumorigenesis progression
Chemopreventive | incidence, multiplicity, tumor cell proliferation, Body weight, food consumption, bladder and o )
Fragoso et o ) . i ] ) ) ) ) ) Inhibits urothelial bladder
(anticarcinogenic) urothelial preneoplastic lesions, p63 and PCNA kidney weight, kidney biochemical markers, ) )
al. 2012 . ) ) ) carcinogenesis
expression and DNA damage cytoplasmatic and nuclear -catenin expression
| invasiveness, multiplicity and growth of tumor, cell ) ) ] o
Fragoso et . ] ) Body weight, food consumption, B-catenin Inhibits colon
Chemopreventive | proliferation and cleaved caspase-3, number of aberrant ) o ] .
al. 2013 expression and toxicity carcinogenesis
crypts
Nascimento o . | tumor, muscle total protein; ) . o . .
Anticarcinogenic . ' Liver protein, oxidative stress in muscle and liver | Reduces Walker-256 tumor
etal. 2016 1 oxidative stress in cerebral cortex
) | incidence, multiplicity and tumor, cell proliferation, .
Choi et al. o ) ) ) ) Inhibits colon
Anticarcinogenic proinflammatory cytokines and COX-2; Not mentioned ) )
2017 ) carcinogenesis
1 cleaved-caspase-3 expression.
Monge- o ) Reduces melanoma
Anticarcinogenic | tumor, liver and spleen weight; 1 necrosis; o ) ) )
Fuentes et ) ) ) ) Toxicity of the kidneys and lungs carcinogenesis
(Photodynamic) Differences in body weight o
al. 2017 (photosensitizer)
Ribeiro et al. ) | MNPCE and DXR-induced genotoxicity ) Reduction in DNA damage
Protective effects ) ) i PCE, DNA damage and genotoxic effects ]
2010 in bone marrow or liver and kidney cells induced by DXR
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Schauss et
al. 2010

Not mentioned

Not mentioned

Body weight, food consumption, mortality, organ
weights, ophthalmology, urinalysis, hematological

and biochemical parameters, and genotoxicity

Negative mutagenic effects

Marques et
al. 2016

Not mentioned

1 cell viability

DNA damage, clastogenic and aneugenic effect

Negative genotoxicity
effects

COX-2 = cyclooxygenase 2; DXR = antitumoral agent doxorubicin; IFNy = interferon gamma; MNPCE = number of micronucleated peripheral blood polychromatic

erythrocytes cells; PCE = peripheral blood polychromatic erythrocytes cells; PCNA = proliferating cell nuclear antigen.



98

T — PRO-APOPTOTIC
INFLAMMATORY PROLIFERATIVE

Down- e
up- . O U > Down-
: . : p-regulation .
o 0 . regulation
regulation r IL-8, MPQ, 3N Claspase-3 o -.L“
IFN-y NF-a, IL-1, - ) Bel-2

TUMOR CELL

Fig. 2 Schematic representation of the Acai effects in tumor cell. Acai was shown
anti-tumoral functions due its anti-inflammatory, anti-proliferative and pro-apoptosis
properties.
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7. DISCUSSAO

Atualmente, a endometriose é um problema global de saude publica que reduz
significativamente a qualidade de vida em funcé&o dos sintomas dolorosos e graves como
dispareunia e dor crbnica, em especial, pela infertilidade (DE GRAAFF et al 2013,
NNOAHAM et al 2011, PERINI et al 2014). O arsenal medicamentoso atualmente
existente para o tratamento clinico da endometriose visa tornar um meio hormonal
esteroide estavel, podendo também inibir a ovulacdo e a menstruacdo (VERCELLINI et
al 2008; 2009a). Esses tratamentos farmacoldgicos buscam apenas o alivio dos
sintomas, assim as lesGes endometrioticas sdo capazes de sobreviver (JOHNSON et al.,
2013, VERCELLINI et al., 2011). Portanto, a busca por novas terapias para 0
tratamento da endometriose continua sendo necesséria.

Nos ultimos anos, tem havido grande interesse cientifico em produtos quimicos e
investigacOes farmacologicas das propriedades biol6gicas de plantas medicinais. Sendo
assim, no presente estudo, investigamos as a¢fes farmacoldgicas do extrato de acai, um
fruto encontrado em grande quantidade na regido amazénica (LICHTENTHALER et al.,
2005; SCHAUSS et al., 2006a) que possui propriedades farmacoldgicas relacionadas
com atividade a antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigenos (HEINRICH,
DHANJI e CASSELMAN, 2011; SILVA et al., 2014).

Para se testar um composto candidato a farmaco, faz-se necessario
obrigatoriamente, que 0 mesmo seja testado em estudos pré-clinicos, sendo conduzidos
de acordo com as Boas Préticas de Laboratorio (BPL) e os animais em teste, devem ser
saudaveis, preferencialmente livre de patdégenos (HURSTING et al., 2005; ANVISA,
2013). Os estudos pré-clinicos em modelos animais auxiliam no conhecimento da
fisiologia e etiopatogenia das doencas, bem como, no estudo da acdo de medicamentos
ou dos efeitos das intervencdes cirtrgicas (FERREIRA et al., 2005). Os estudos pré-
clinicos realizados em modelos animais incluem: estudos de toxicidade de dose Unica
(aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade,
tolerancia local e carcinogenicidade, além da avaliacdo da seguranca farmacoldgica e da
toxicocinética (ANVISA, 2013). Caso necessario, outros estudos de seguranga podem
ser empregados.

Os modelos experimentais de endometriose sdo de extrema importancia para o
entendimento da doenca e para identificacdo de novos tratamentos para realizacdo de

testes pré-clinicos (ATTAR et al 2015). No presente estudo foi estabelecido um modelo
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experimental de endometriose peritoneal, em que foi observado que as lesdes
endometrioticas sdo cisticas e vascularizadas, possuem um alto potencial angiogénico e
que o tecido endometridtico das ratas é similar ao humano, com lesGes contendo
glandulas endometriais e estroma, estando de acordo com o que foi anteriormente
descrito pelo nosso grupo (MACHADO, et al 2008). De acordo com o que ja foi
descrito anteriormente, apds estabelecimento da lesdo (15 dias apds o implante inicial),
as lesdes aderiram e cresceram completamente na cavidade peritoneal (MACHADO et
al 2010a, 2010b, 2014, 2015).

Em seguida, iniciamos o tratamento com acai e/ou salina durante 30 dias
consecutivos. Neste estudo, a fracdo de acai utilizada foi o extrato hidroalcoolico do
carogo de acai, anteriormente descrito como o componente mais ativo da fruta (ROCHA
et al 2007). A dose de acai utilizada (200 mg/kg) esta de acordo com outros estudos
(COSTA et al 2012, DE BEM et al 2014, COSTA et al 2017). Costa et al (2012),
utilizou um modelo de hipertensdo em ratos Wistar tratado com acai e observou que 0
tratamento produziu um efeito efeito anti-hipertensivo e evita a disfuncéo endotelial,
possivelmente pela sua acdo antioxidante, pela inibicdo da enzima
metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2) e ativacdo da via Oxido nitrico sintase
(NOS) (COSTA et al 2012). Bem et al (2014), investigou o efeito do extrato de
semente acai nas alteracdes cardiovasculares e renais de animais na fase adulta, cujas
mdes foram alimentadas com uma dieta pobre em proteinas durante a gravidez e
observou que o acai previne contra hipertensdo, estresse oxidativo e alteracdes
funcionais e estruturais renais, sugerindo uma atividade vasodilatadora e antioxidante
(DE BEM et al 2014). Outro estudo realizado por Costa et al 2017, utilizou o0 agai no
tratamento de lesdes renais isquémicas crénicas em ratos hipertensivos renovasculares e
observou que acai foi capaz de impedir a disfuncdo e lesdo renal sugerindo seus efeitos
anti-hipertensivos e antioxidantes (COSTA et al 2017). Os resultados significativos com
a administracdo oral de acai também foram descritos em outras doencas e doses. Sudo et
al (2010) realizou um estudo para observar os efeitos antinociceptivos do extrato
hidroalcoolico de acai em um modelo de roedores de dor aguda e neuropética e
observou que acai nas doses 30, 100 ou 300 mg/kg reduziu de forma dependente da
dose as respostas nociceptivas (SUDO et al 2015). De Oliveira et al (2010), avaliou os
efeitos do tratamento com acai em modelo de sindrome metabdlica induzida por dieta
rica em gordura e observou que acai (300 mg/kg) durante 5 dias foi eficaz na prevencao

da sindrome metabolica pela reducgéo do perfil lipidico, niveis de glicose e resisténcia a
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insulina (DE OLIVEIRA et al 2010). Em estudo do tratamento com acai na inflamacao
pulmonar aguda induzida por fumaca de cigarro, extrato hidroalcoolico de acai na dose
de 300 mg/kg foi eficaz na reducdo de citocinas inflamatdrias, sendo capaz de reduzir
acOes inflamatoérias e oxidantes provocadas pela fumaca de cigarro (MOURA et al
2012). Estudo da lesdo por isquemia/reperfusdo renal tratada com acai (500 mg/kg ou
1000 mg/kg) observou que acai dependentemente da dose, reduziu significativamente o
dano renal, pela diminui¢do dos niveis de nitrogénio ureico, creatinina sérica e ainda
inibiu a atividade sérica da lactato desidrogenase (LDH) (EL MORSY et al 2015). O
presente estudo € o primeiro a demonstrar o efeito do extrato de acai na reducdo das
lesGes de endometriose em modelo experimental de endometriose peritoneal.

Em nossos resultados, as analises histolégicas mostraram a viabilidade das
lesbes, tendo caracteristicas morfolégicas definidas (presenca de um estroma muito
celular e/ou glandulas endometriais retilineas) no grupo controle quando comparado as
lesBes dos animais tratados com acai. O tratamento mostrou uma reducdo no tamanho e
na viabilidade dos implantes. Resultados semelhantes foram observados no tratamento
da endometriose com substancias naturais. Um estudo avaliou o potencial terapéutico do
extrato de ginseng vermelho em modelo in vivo com camundongos tratados por 8
semanas com 0,1 mg/g ou 0,2 mg/g e observou uma reducéo significativa do tamanho e
carater fibrético das lesdes endometridticas no grupo tratado quando comparado ao
controle (KIM et al 2017a). Outro extrato testado para o tratamento da endometriose foi
o da flor de Pueraria (150 ou 300 mg/kg durante 5 semanas), sendo observado um
nimero reduzido de lesGes endometridticas totais nos animais tratados quando
comparados ao controle (KIM et al 2017b). A reducdo das lesGes endometridticas pode
estar relacionada & atividade anti-inflamatoria desses compostos (LIM et al 2015). Em
nosso estudo o acai foi capaz de reduzir as lesdes possivelmente devido a sua
composicao rica em polifenois e flavonoides (SCHAUSS et al., 2006a; ULBRICHT et
al., 2012).

A producdo de estrogénio acelera a sintese de prostaglandina, estimulada pela
atividade de COX-2, aumentando a inflamagdo (MAIA et al 2012). A endometriose é
uma doencga com perfil inflamatério e a expressdo de COX-2 estd significativamente
elevada no epitélio glandular e nas células estromais de mulheres com endometriose
(JANA et al 2016). Alguns autores descreveram a importancia da liberagcdo de VEGF
mediada por PGE-2 (LASCHKE et al 2007b, OLIVARES et al 2008). Em nosso estudo

foi observado que o agai apresenta atividade anti-inflamatdria pela inibicdo da COX-2 e
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PGE-2 no grupo tratado com acgai quando comparado ao controle. Poulose et al 2012
investigou o efeito do acai sobre o extresse oxidativo e inflamacdo induzido por
lipopolissacarideos em células microgliais do cérebro de rato e observou que o agai foi
capaz de reduzir significativamente os niveis de COX-2, atuando como um possivel
anti-inflamatorio (POULOSE et al 2012). Esses achados podem estar relacionados com
a presenca de antocianinas na composicao do acai (HEINRICH et al 2011). Um estudo
investigou a atividade de polifendis do acai no tratamento de células de cancer de colon
humanas e observou que o extrato foi capaz de inibir seu crescimento com atividades
anti-inflamatorias e citotoxicas podendo sugerir um efeito quimiopreventivo natural
(DIAS et al 2014).

Sabe-se que a angiogénese é um processo fundamental na patogénese da
endometriose, visto que as lesdes endometridticas sdo vascularizadas e requerem
nutricdo adequada para sua sobrevivéncia (ROCHA et al 2013, GROOTHUIS et al
2005). Por esse motivo, a endometriose apesar de benigna, muitas vezes apresenta
caracteristicas de malignidade (MACHADO et al 2014, KUMAR et al 2011), visto que
a angiogénese esta envolvida no processo de crescimento tumoral (HANAHAN et al
1996). Alguns estudos observaram uma atividade antitumorigénica do acai em cancer
em modelo animal (STONER et al 2010, FRAGOSO et al 2012, FRAGOSO et al 2013,
NASCIMENTO et al 2016, CHOI et al 2017, MONGE-FUENTES et al 2017). Choi et
al (2017) investigaram o efeito protetor do acai no desenvolvimento da carcinogénese
de célon induzida por azoximetano (AOM) e sulfato de dextrano (DSS) e observaram
que o acai foi capaz de reduzir a incidéncia e multiplicidade tumoral, proliferacédo
celular e algumas citocinas inflamatérias (CHOI et al 2017). Resultado semelhante foi
encontrado por Fragoso et al 2012 em estudo para avaliar o efeito do tratamento do agai
em modelo de carcinogénese de bexiga urinaria induzida por N-butil-N- (4-hidroxibutil)
nitrosamina (BBN) e N-metil-N-nitrosourea (MNU), e foi observada uma reducdo da
incidéncia e multiplicidade tumoral, além da proliferacdo celular (FRAGOSO et al
2012). Estes resultados podem ser atribuidos ao rico conteudo de polifenais,
antocianinas e flavonoides no acai, pois ja foi observado que essas substancias possuem
atividade anticancerigena (SILVA et al 2014, DEL-POZO INSFRAN et al 2006).

Sendo o VEGF o principal fator pro-angiogénico, é observado um aumento na
expressao e distribuicdo do mesmo em mulheres com endometriose, comparadas com o
controle (MCLAREN et al 1996, MACHADO et al 2008, MACHADO et al 2010;
VERIT et al 2013). Em nosso estudo a imunomarcacéo de VEGF e seu receptor FLK-1,
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assim como o0s niveis sericos de VEGF das ratas tratadas com acai foram
significativamente menores quando comparados ao grupo controle. Resultados
semelhantes de expressdo reduzida de VEGF foram relatados em modelos de
endometriose tratados com 65 mg/kg de epigalocatequina-3-galato por 14 dias quando
comparado ao grupo controle (LASCHKE et al 2008). Ergenoglu et al. (2013) avaliou o
efeito do resveratrol em modelo de endometriose induzido experimentalmente e
observou uma reducdo significativa no tamanho do implante, nos niveis e expressao de
VEGF no fluido peritoneal e plasma dos animais tratados com 10 mg/kg de resveratrol
durante 14 dias quando comparado ao controle (ERGENOGLU et al 2013). Saltan et al
(2016) avaliaram o tratamento da endometriose induzida em ratas Sprague-Dawley e
tratadas com frutos de Viburnum opulus L (100 mg/kg) durante 28 dias e observaram
que os niveis de VEGF foram reduzidos no fluido peritoneal desses animais quando
comparado ao controle (SALTAN et al 2016). Utilizando esse mesmo modelo, Demirel
et al (2014), testaram a Achillea biebersteinii Afan (2 ml/rato) durante 4 semanas e
observaram uma reducdo nos niveis de VEGF quando comparado ao controle
(DEMIREL et al 2014). Ainda sobre a reducdo de VEGF em modelo experimental de
endometriose, Wang et al (2013), testaram um pré-farmaco de epigalocatequina-3-
galato em camundongos (50 mg/kg) durante 4 semanas e observaram que houve uma
reducdo de VEGF no grupo tratado quando comparado ao controle além de diminuir
significativamente o crescimento, peso e tamanho dos implantes endometriais atuando
como um promissor agente antiangiogénico (WANG et al 2013). Dias et al (2014),
observaram em estudo in vitro com linhagens de células SW-480 de carcinoma de
cblon, uma reducdo do VEGF sugerindo que os flavonoides presentes no acai
provavelmente sdo os responsaveis pela atividade antiangiogénica, via VEGF (DIAS et
al 2014).

Outro fator pré-angiogénico importante é a MMP. Esta é essencial para a
degradacdo da matriz extracelular, o que contribui para o desenvolvimento da
endometriose, sendo encontrado um aumento da liberagdo do tipo 9 (MMP-9) no
endométrio topico de mulheres com endometriose (COLETTE et al 2009). Nossos
resultados mostraram significativa marcacdo de MMP-9 no grupo controle, o que néo
foi observado no grupo tratado com E. oleracea. Estudo similar usando a curcumina
demonstrou reducdo de MMP-9 na endometriose cirurgicamente induzida em
camundongos apos tratamento com esse extrato (SWARNAKAR et al 2009). Outro

estudo identificou uma reducdo de MMP-9 na endometriose, apds tratamento com
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Cervus elaphus (50 e 100 ug / ml) em células endometrioticas 11Z e 12Z (KIM et al
2012). Além disso, em outro estudo com acai, Costa et al. demonstraram que o
tratamento com acai reduziu as MMPs em hipertensdo experimental e sugeriu que essa
reducdo é proveniente da atividade antioxidante do extrato (COSTA et al 2012).

O (NO) desempenha um papel fundamental na regulacdo de varios processos
fisiopatoldgicos, vasodilatacdo, angiogénese, inflamacdo, resposta imune, agregacéo
plaquetéria e cicatrizagdo de feridas (PRUDENTE et al 2013). Estudos experimentais
demonstraram que o NO ex6geno pode produzir uma resposta inflamatoria precoce,
aumento dos niveis de macrofagos, concentracdo de fibroblastos, expressao de MMP,
deposicdo de colageno, VEGF e angiogénese (MORETTI et al 2012, ARBOS et al
2006). Em nosso estudo foi possivel observar que a presenca de macrofagos F4/80
positivos e concentragdes de NO foram maiores em lesdes endometridticas no grupo
controle e que o acai foi capaz de reduzir esses niveis apds 30 dias de tratamento. Um
estudo conduzido por Carey et al (2017), observou, em células microgliais BV-2 de
ratos alimentados com acai, uma menor producdo de (NO) do que nas células de ratos
controle (CAREY et al 2017).

Os macrofagos desempenham um papel fundamental na angiogénese
inflamatdria e tumoral. A atividade angiogénica dos macrdfagos é conhecida por estar
associada as suas propriedades secretoras. Uma das substancias secretadas pelo
macrdfago é o VEGF sendo fundamental no estabelecimento e crescimento das lesdes
de endometriose (OWEN et al 2013). Sendo assim, foi proposto, a partir dos nossos
resultados, um mecanismo de acdo para 0 acai na endometriose, envolvendo o
macrofago e os demais marcadores analisados (MACHADO et al 2016). O VEGF em
grande quantidade retorna ao macrdfago ativado e liga-se ao seu receptor VEGFR-2.
Esta sinalizacdo aumenta a regulacdo da transformacdo de MMP-9 induzindo a
remodelacdo da matriz extracelular e promovendo o aumento da densidade vascular
(JEON et al 2007). Além disso, os macrdfagos ativados sdo capazes de sintetizar uma
alta concentracdo de iINOS gerando NO (ESPOSITO et al 2006). Por outro lado, este
processo aumentou os niveis de COX-2 e PGE2 para aumentar o processo inflamatério
e a angiogénese (MACHADO et al 2010, OLIVARES et al 2008). Portanto, com a
realizacdo deste trabalho, foi possivel verificar que o agai atua na redugdo do nimero de
macrofagos ativados, resultando na diminuicdo da expressdo dos genes alvo, como o
VEGF, iINOS e COX-2, e consequentemente na supressdo da manutencgéo e crescimento
das lesdes de endometriose (MACHADO et al., 2016).
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Além de ter sido o primeiro trabalho a avaliar o efeito terapéutico do extrato de
acai em modelo in vivo de endometriose, uma vantagem do nosso estudo foi o
tratamento por via oral (gavagem), o que permite que toda a dose do extrato seja
administrada, visto que alguns estudos realizam o tratamento na &gua ou juntamente
com a racdo dos animais, nao controlando a quantidade administrada (STONER et al
2010, FRAGOSO et al 2012, 2013; DE SOUZA et al 2012), além da facilidade da via
de administragdo quando comparados aos tratamentos por via intraperitoneal ou
intravenoso (CEYHAN et al 2011, SCHAUSS et al 2010; MONGE-FUENTES et al
2017). Outro ponto importante do nosso estudo foi a avaliacdo de marcadores
sabidamente envolvidos no desenvolvimento da endometriose (F4-80, COX-2, PGE-2,
VEGF e MMP-9). No entanto, uma limitagdo do estudo é que nao foi possivel avaliar a
seguranga e toxicidade do agai, nem mesmo os niveis glicémicos, perfil colesterolémico
e marcadores hepaticos.

Considerando o trabalho de revisdo sistematica referente a seguranca/toxicidade
do acai e seu efeito em modelos experimentais de cancer, os resultados indicaram que,
em comparagdo com o grupo controle, o acai apresentou um efeito quimiopreventivo
(anticancerigeno), com atividade antiproliferativa e anti-inflamatoria (STONER et al
2010, FRAGOSO et al 2012, FRAGOSO et al 2013, NASCIMENTO et al 2016, CHOI
et al 2017, MONGE-FUENTES et al 2017). Além disso, estudos toxicolégicos
demonstraram que 0 acai ndo causou danos ao DNA e ndo apresentou efeitos
genotoxicos ou mutagénicos nos animais avaliados (RIBEIRO et al 2010, SCHAUSS et
al 2010, MARQUES et al 2016). Sugere-se que as antocianinas sdo 0s principais
compostos da polpa de acai responsaveis pelo efeito antigenotoxico (SANTOS et al
2008; SCHAUSS et al. 2006a). Esse estudo de revisdo avaliou os artigos incluidos pelo
método de qualidade QATRS (BASHARDOUST TAJALI et al 2010) e todos os
trabalhos apresentaram uma pontuacdo de qualidade significativa, acima de 16/20
(RIBEIRO et al 2010, SCHAUSS et al 2010, STONER et al 2010, FRAGOSO et al
2012, FRAGOSO et al 2013, MARQUES et al 2016, NASCIMENTO et al 2016, CHOI
et al 2017, MONGE-FUENTES et al 2017). O QATRS é um gréfico de avaliacdo de 20
pontos, com a finalidade de avaliar aleatoriza¢do, cegamento, similaridade do modelo
animal/tecido com aplica¢cBes humanas, padronizacdo e confiabilidade de técnicas de
medicdo, gerenciamento de levantamentos de estudos e adequacdo de métodos
estatisticos (BASHARDOUST TAJALI et al 2010; DOS SANTOS et al 2017).

Realizamos uma pesquisa extensa e abrangente da literatura (quatro bases de dados),
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porém ndo foram encontrados mais estudos, sendo uma limitacdo o pequeno nimero de
estudos incluidos e a pesquisa ter identificado apenas artigos em inglés.

Como resultado desta revisdo foi possivel observar que o pos-tratamento de acai
em animais com cancer resultou, na diminuicdo dos niveis de IL-5 e IL-8 bem como a
COX-2, MPO e outras citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1R. Alguns
estudos observaram que a exposi¢do cronica a citocinas pro-inflamatorias, causa
tumorigénese (BECKER et al 2004, POPIVANOVA et al 2008, GRIVENNIKOQV et al
2009). A IL-5 é uma citocina produzida por células CD4 + Th2, mastocitos, eosinéfilos
e basofilos participando de varias etapas do desenvolvimento e funcdo dos eosinofilos
(SCHOLLAERT et al 2014) e GRO/KC é o analogo de rato para a interleucina-8
humana (IL-8), um mediador derivado dos macréfagos da angiogénese (KOCH et al
1992). Os estudos com acai em modelos experimentais de cancer também sugerem que
0 extrato possa estar envolvido na reducdo da proliferacdo e no aumento da morte
celular, e que sua atividade anti-proliferativa esta envolvida na reducdo dos niveis de
PCNA, Ki-67 e p63, marcadores encontrados altamente expressos em tumores (SHI et
al 2018, VETTERLEIN et al 2017, SARITHA et al 2018). A atividade anti-apoptética
do acai é marcada pela reducdo de Bcl-2, uma proteina oncogénica que participa da
regulacdo da apoptose (SONG et al 2017). Além disso, 0 acai se mostrou eficiente na
reducdo de Bcl-2 em estudo in vitro de células de céncer de colon, inibindo o
crescimento celular (DIAS et al 2014).

Finalmente, considerando a eficidcia do acai em modelo experimental de
endometriose e de diferentes tipos de cancer, além da auséncia de toxicidade nas doses
terapéuticas testadas, justifica-se a utilizagdo do extrato no tratamento da endometriose
e de doencas dependentes da angiogénese e inflamacgdo, como € o caso do cancer e da
endometriose. A abundancia do fruto em certas regides do Brasil, assim como o seu
baixo custo aquisitivo sdo fatores relevantes que podem contribuir para o
desenvolvimento econdmico e social do pais, considerando doencas (endometriose e

cancer), que atualmente oneram drasticamente o sistema publico de saude.
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8. CONCLUSAO

O efeito farmacoldgico do acai nos processos angiogénicos, inflamatérios e
oxidantes da endometriose experimental foram confirmados, com sucesso, permitindo
que este extrato seja futuramente testado como um possivel tratamento clinico da
doenca.

Em relacdo a revisdo sistematica, pode-se concluir que o acai é um agente
quimiopreventivo e anticancerigeno, que apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antiproliferativa e pro-apoptotica, sem apresentar efeitos genotoxicos nos modelos pré-

clinicos de toxicidade.
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CENTRO UNIVERSITARIO Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEZO)
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Parecer n° 009

Pesquisador Responsavel: Prof. Daniel Escorsim Machado
Tipo de Pesquisa: Pesquisa, Extensao/Treinamento.
Instituigao onde sera desenvolvido: UEZO e UFRJ
Situaggo: APROVADO

Ao analisar o projeto de pesquisa “Estabelecimento de modelo experimental de
endometriose peritoneal.”, considero que o projeto se encontra adequado e satisfatério de
acordo com as exigéncias das Resolugdes que regem esta Comisséo.

Assim, mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua
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Extensdo da Fundagao Centro Universitario Estadual da Zona Oeste.
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