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Resumo

Acai (EuterpeoleraceaMart.), €umapameiratropica
muito apreciada por sua beleza e valor nutricional. Estudos
quimicos revelaram a presenca de &cidos graxos e esteréides.
No presente trabalho foi avaliada a acdo de extratos obtidos
dos frutos e flores sobre a produc&o de 6xido nitrico (ON),
mol éculaque apresentavarias atividadesfisiol 0gicas, tais como
vasodilatacdo, neurotransmissdo, além de atividadestumoricidas
e citotdxicas. Células Raw 264,7 estimuladas com
lipopoalissacarideo bacteriano (LPS, 100 ng/ml) einterferon-alfa
(IFN-afa, 10 U/ml) produziram grande quantidade de 6xido nitrico
(35 pM) quando comparadas com as células ndo estimuladas (3
pM). Os extratos com hexano, diclorometano, acetato de etilae
n-butanol apresentaram alta capacidade de inibicdo em células
ativadas com LPS e IFN-afa, de acordo com a concentracéo,
sendo que na concentragcdo mais alta ocorreu uma inibicdo de
quase 100 %. Também avaliamos se o efeito inibitério seria
devido a sequestro do radical livre (ON), através do uso do
SNAP (um doador de ON). Somente o extrato em acetato deetila
mostrou atividade sequestrante. Esforcos estédo sendo
empregados na tentativa de compreender os possiveis
mecanismos associados ao efeito inibitorio destes extratos.

Abstract

Acai (Euterpe oleracea Mart.) isatropica pam tree
appreciated for itsattractive beauty and for nutritional purposes.
Chemical studies have reveaed the presence of fatty acids and
steroids. In the present work, it has been tested the action of the
extracts obtained from the fruits and flowers on the nitric oxide
(NO) production, a very important molecule with a lot of
physiologica rules such as vasodilatation, neurotransmission,
tumoricidal and cytotoxic activity. Cells RAW 264.7 stimulated
with bacteria lipopolysaccharide (L PS, 100 ng/ml) andinterferon-
alpha(IFN-apha, 10 U/ml) producelarge amounts of nitric oxide
(35 uM) when compared with non-stimulated cells (3uM). The
hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol extracts
have shown high inhibition capacity, concentration-dependent
in the cells activated with LPS and IFN-alpha, and the highest
concentration has promoted almost 100 % of inhibition. We
also have tested if the inhibitory effect was due to a scavenger
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action using a NO donor, the SNAP. Only the ethyl acetate
extract has shown significant scavenger action. At this moment
an effort is going on to try to understand the possible
mechanisms associated to the inhibition of those extracts.

A pameiraEuterpeoleracea Mart. éumaespécienativa
dos trépicos e predomina nos solos hidromérficos, nos quais a
utilizac8o agricola é bastante restrita, servindo de protegéo para
solos por apresentar uma disposi¢do constante de folhas e
sistema radicular abundante. Possui caracteristica de cultura
permanente com possibilidades de desenvolvimento de uma
fruticultura regional e exploracéo florestal, apresentando
brotag&o constante. O trabalho desenvolvido por Melo e cols.*
com a finalidade de contornar o problema de entressafra e
conservacdo do suco ou "vinho de acai", que € muito perecivel,
demonstrou os seguintes resultados, apds andlise quimica do
po: 7,45 % de voléteis a 105 graus Celsius; 4,50 % de residuo
minera fixo; 45,0 % de extrato etéreo; 9,4 % de proteinabruta;
3,20 % defibrabruta; 0,72 % de Ca0; 0,30 % de P.Os; 0,89 % de
K20e0,27 % deMgO. Recentetrabal ho desenvolvido por Santos
em 20002, revelou a composi¢ao quimica dos extratos apolares
de folhas e frutos do Acai.

O 6xido nitrico (ON) é um géslipossolGvel, produzido
pelas células do sistema imune através da acdo de enzimas
denominadas éxido nitrico sintases (NOS) sobre 0 &cido aminado
L-arginina. Estas enzimas podem ser divididas em dois grupos,
um constitutivo, onde as células (do sistemaendotelial, neuronal,
entre outros) apresentam as NOS, as quais produzem baixas
quantidades de ON e sdo responsaveis pela manutencdo do
ténusvascular, entre outros efeitos. O outro grupo € denominado
deinduzido, ondeaNOSinduzidango é encontradaem situacoes
fisiolégicas, somente quando as células sdo devidamente
estimuladas (com uma combinagao de lipopolissacarideo
bacteriano e citocinas). Nesta situacdo o ON comeca a ser
produzido em grandes quantidades e sua producdo € importante
em situacBes patolégicas onde 0 sistema imune € estimulado
(choque séptico, infeccdo bacteriana)?. O objetivo do presente
trabalho foi estudar um possivel efeito dos extratos de acai na
producéo de Oxido nitrico de células mantidas em cultura.

Paraavaliar um possivel efeito dos extratos do acai na
producdo de ON por células em cultura, foram incubadas doses
crescentes de cada um dos extratos com macréfagos ativados
com LPSelFN-gama(LI). Pode-seobservar que o grupo controle
(c8lulas somentecom L) atingiu umaproducéo de ON em torno
de35pM denitrito. A presencade doses crescentes dos extratos
adicionados no momento da ativagéo resultou em uma reducdo
na producéo de ON somente em aguns dos extratos. Como
pode ser observado nafigura 1 o extrato EOFB né&o reduziu os
niveis de ON. JA EOFA s6 mostrou reducdo significativacom a
maior dose (de 100 pg/ml). Os extratos de folhas em
diclorometano e em hexano mostraram umaredugdo maior eum
efeito significativo, sendo o mesmo observado a partir da dose
de 25 pg/ml. O teste com extratos de frutos mostrou que EOFrD,
assim como EOFrA também reduziram significativamente a
producdo de ON a partir de 25 pg/ml. O fato de os extratos em
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hexano e em diclorometano terem mostrado maior efeito do que
os outros poderia ser explicado por sua polaridade. Como esses
solventes tem umamenor polaridade, tem umamaior facilidade
de permear a membrana das células, tendo assim um acesso
maisfécil ainterior celular, reduzindo entdo com doses menores
aproducdo de ON (figural). Paraseter certezade queareducdo
na producdo de ON n&o era decorrente de morte celular, um
teste de viabilidade das células foi realizado apds 0 ensaio e
observou-se que em todos os grupos avaliados a viabilidade
das células sempre foi acima de 95 % (dados ndo mostrados).

Para certificar que o efeito dos extratos era decorrente
de inibi¢do nas vias de producdo de ON da célula e ndo um
efeito "sequestrante” do radical livre, resolveu-se entdo incubar
0s extratos, nas doses de 50 e 100 pg/ml, com uma substancia
denominada"doadorade ON", o SNAP (S-nitroso-n-acetil DL-
penicilamina). Uma vez em solugdo, esta substancia tem a
capacidade de liberar somente moléculas de ON para 0 meio,
querapidamentedecai a0 seu metabdlito, o nitrito?. Se osextratos
fossem capazes de se ligar diretamente ao ON, assim o fariam
também neste modelo e poderia-se observar uma reducéo nos
valores de nitrito. Entretanto, quando os extratos foram
incubados (50 pg/ml) com 1 mM de SNAP, sb observou-se
reducdo nos niveis de nitrito quando o extrato era o EOFrA
(figura2).

Paracertificar quendo ocorriaefeito direto dosextratos
na liberacdo do ON, aumentou-se as doses dos extratos para
100 pg/ml e os mesmos foram incubados com o SNAP (1 mM),
seguindo o protocolo utilizado nafigura2. Novamente observou-
sequeo Unico extrato quefoi capaz dereduzir significativamente
os niveis de nitrito, foi 0 EOFrA (figura 3). Esses resultados
indicam que no modelo experimental utilizado, o Unico extrato
gue parece possuir um efeito de "sequestrador” do radical livre
ON ¢é 0 EOFrA (em acetato de €tila), porque mesmo no ensaio
livre de células, houve uma redugdo significativa nos niveis de
ON liberado. De forma interessante, 0s outros extratos s
mostraram atividade quando a producdo do ON era proveniente
de células. Esses resultados sdo indicativos de que o efeito
destes extratos deve estar ocorrendo diretamente nas células,
mais especificamente na via de producdo do ON, inibindo a
enzima éxido nitrico sintase induzida. Experimentos ja estdo
sendo realizados para se comprovar esta hipotese.

Os extratos de Euterpe oleracea Mart. foram capazes
deinibir aproducdo de 6xido nitrico apartir decélulasem cultura
Este efeito parece ser decorrente de ac&o direta dos extratos na
via de producdo do ON, visto que no sistema livre de células
ndo houve reducdo nos niveis de ON. A Unica excegéo a esta
observacdo é com relacdo ao extrato dos frutos em acetato de
etila, que reduziu os niveis de ON tanto nas células em cultura
guanto quando incubado com o doador de ON.

Material eM é&odos

Asfolhas e os frutos da Euter pe oleracea Mart. foram
coletadas em Imperatriz, Maranhdo, Brasil. Apds secose moidos
foram extraidos com etanol. Este extrato foi evaporado sob
pressdo reduzida, suspenso em &gua e particoes foram obtidas
sucessivamente com solventes de polaridades crescentes
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originando os extratos denominados EOFH (em hexano, das
folhas), EOFD (em diclorometano, dasfolhas), EOFA (em acetato
de etila, das folhas), EOFB (em n-butanol, das folhas), EOFrD
(em diclorometano, dos frutos) e EOFrA (em acetato de etila,
dos frutos). A partir de cada um dos extratos foram feitas
solugBes estoque, a1 mg/ml, em RPMI estéril earmazenadas a-
8°C até 0o momento do uso. No dia de cada ensaio, 0s extratos
eram diluidoscom RPM . Cadaextrato foi testado em doses que
variaram de50a100 pg/ml.

A linhagem de células RAW 264.7 foi comprada na
ATCC (American tissue collection) (cat # ATCC TIB-71) e
depositada no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células
foram mantidasem meio de culturaRPMI suplementado com 10
% de soro fetal bovino, 100 U/ml de Penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicinae 2 mg/l de glutamina. As célulasforam postasa
aderir em placas de 96 pocos, nadensidade de 2 x 10° por pogo,
volumefinal de 250 pl de RPMI, e permaneceram por 24 horas, a
37 °C e 5 % de CO.. Ap0s esse periodo, os extratos foram
adicionados juntamente com a ativagdo das células com LPS e
IFN-gama (100 ng/ml e 10 U/ml; L1). Vinte e quatro horas apdsa
ativag8o, o sobrenadante foi retirado e o nitrito acumulado
quantificado através datécnicade Griess®. Osextratos (50 e 100
pg/ml) foram incubados com 1mM de SNAP (S-nitroso-n-acetil
DL-penicilamina). Ap6s 0, 30, 60, 120 e 240 minutos, foram
retirados 100 pl do sobrenadante. O nitrito acumulado foi
quantificado pela técnica de Griess. A producéo de ON foi
estimada pela quantificagdo do metabdlito estavel de ON, o
nitrito (NO:-), usando o método de Griess. Um volumede 100 ul
do sobrenadante eraretirado e aele adicionado igual volume do
reagente de Griess (sulfanilamidal % p/v, en H3PO4 5 % + afa-
naftil-etilenodiamina 0,1 % v/v, em &gua). A absorbanciaa 540
nm foi medida em leitor de Elisa SPECTRA SOFTMAX. A
concentragd@o de nitrito no sobrenadante foi calculada a partir
de umacurva padréo com concentracdes conhecidas de NaNOs.
Os resultados foram expressos como média + desvio padréo da
concentracdo do nitrito para pelo menos 3 experimentos
realizados em separado. Cada grupo experimental foi analisado
emtriplicata.
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Figura 1. Efeito dos extratos de Euterpe oleracea Mart. na
producéo de 6xido nitrico por macréfagos RAW 264.7
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Figura 2. Efeito dos extratos de Euter pe oleracea Mart. (50 pg/
ml) sobre aliberacdo de ON apartir de SNAP (1 mM).
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Figura 3. Efeito dos extratos de Euterpe oleracea Mart. (100
pg/ml) sobre aliberacdo de ON apartir de SNAP (1 mM).
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