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RESUMO

O Diabetes Mellitus ¢ uma sindrome metabdlica que impacta diretamente a rotina dos doentes
por ela acometidos. O uso do “café de agai” pela populagao ribeirinha no tratamento do diabetes
foi 0 que despertou o interesse em desenvolver a pesquisa do efeito antidiabético da semente
de acai. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxidade e os efeitos antidiabéticos de um
extrato das sementes torradas de acai (ESA) em modelo experimental murino. As sementes
foram obtidas no municipio do Careiro-AM, passando pelos processos de higienizacdo,
secagem, torragem e moagem, sendo realizado a granulometria e considerado um p6 fino,
apresentando um tamanho de particula de 462,5um, um teor de umidade de 8.40% e um residuo
seco de 0,1179g%. O ESA foi obtido a partir de uma infusdo adicionada de didxido de silicio
coloidal em spray dryer, apresentando um rendimento de 0,4% ap0s a secagem. O percentual
de proteina, fibras e cinzas foi de, 4,32 £ 0,04; 5,25+0,05 e 5,2 £ 0,79 %, respectivamente. O
ESA pulverizado foi caracterizado quimicamente e apresentou um teor de fendis e flavonoides
de 6,21 £0,29 e 5,15 £ 3,9 % respectivamente. Foi quantificado por HPLC a epicatequina numa
concentracdo de 3,5%. Na avaliacdo das atividades bioldgicas in vitro o ESA apresentou
atividade sequestrantes dos radicais DPPH e ABTS de forma dependente da concentracéo,
contudo, ndo apresentou capacidade de inibir a glicacédo pelas vias oxidativa e ndo — oxidativa.
O ESA também nao foi capaz de inibir significativamente as enzimas a-glicosidase, lipase e a-
amilase. O ESA ndo interferiu na viabilidade de fibroblastos humanos mesmo em concentracées
mais altas. O ESA néo apresentou toxidade quando administrado oralmente em dose Unica de
2000mg/kg em modelo ZebraFish. Também ndo apresentou alteragdes como hemorragia, lise
ou coagulacdo na membrana corio-alantdide do ovo de galinha. N&o causou nenhum Obito
quando administrado por gavagem na dose de 2000mg/kg em camundongos. No ensaio
hipoglicemiante camundongos diabéticos foram tratados oralmente com o ESA por 28 dias em
duas doses diferentes 200 e 400 mg/kg de peso. Ao final do experimento ambas as doses foram
capazes de reduzir a glicemia quando comparado ao grupo nao tratado. O estudo pela primeira
vez explora os aspectos toxicoldgicos do extrato da semente torrada de acai, demostrando que
0 mesmo parece ser seguro para uso humano. O trabalho também demonstrou efeito
hipoglicemiante do extrato aquoso das sementes torradas de acai, corroborando com o uso
popular do “café de agai”. Os resultados aqui apresentados podem servir como base para futuros

estudos explorando a toxidade e a eficicia de alimentos baseados na semente torrada de acai.

Palavra chaves: Agai, sementes torradas, extrato aquoso; toxicidade; diabetes



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a metabolic syndrome that directly impacts on the daily lives of those
affected. The use of "acai coffee" by riverside communities to treat diabetes sparked interest in
research into the antidiabetic effects of acai seeds. This study aimed to evaluate the toxicity and
antidiabetic effects of an extract of roasted acai seeds (ESA) in an experimental murine model.
The seeds were obtained in the municipality of Careiro, Amazonas, and underwent cleaning,
drying, roasting, and grinding. The powder was then granulometrically determined and
determined to be a fine powder with a particle size of 462.5um, a moisture content of 8.40%,
and a dry residue of 0.1179g. The ESA was obtained from an infusion of colloidal silicon
dioxide in a spray dryer, yielding 0.4% after drying. The percentages of protein, fiber, and ash
were 4.32 + 0.04, 5.25 + 0.05, and 5.2 + 0.79%, respectively. The pulverized ESA was
chemically characterized and showed a phenol and flavonoid content of 6.21 + 0.29 and 5.15 +
3.9%, respectively. Epicatechin was quantified by HPLC at a concentration of 3.5%. In the
evaluation of in vitro biological activities, ESA showed DPPH and ABTS radical scavenging
activity in a concentration-dependent manner; however, it did not show the ability to inhibit
glycation by the oxidative and non-oxidative pathways. ESA was also unable to significantly
inhibit the enzymes a-glucosidase, lipase, and a-amylase. ESA did not interfere with the
viability of human fibroblasts even at higher concentrations. ESA was not toxic when
administered orally at a single dose of 2000 mg/kg in a zebrafish model. It also did not cause
changes such as hemorrhage, lysis, or coagulation in the chorioallantoic membrane of hen eggs.
It did not cause any deaths when administered by gavage at a dose of 2000 mg/kg in mice. In
the hypoglycemic assay, diabetic mice were treated orally with ESA for 28 days at two different
doses: 200 and 400 mg/kg. At the end of the experiment, both doses were able to reduce blood
glucose levels compared to the untreated group. This study explores the toxicological aspects
of roasted acai seed extract for the first time, demonstrating that it appears to be safe for human
use. The study also demonstrated the hypoglycemic effect of the aqueous extract of roasted acai
seeds, corroborating the popular use of "acai coffee.” The results presented here may serve as
a basis for future studies exploring the toxicity and efficacy of foods based on roasted acai

seeds.

Keywords: Acai, roasted seeds, aqueous extract; toxicity; diabetes
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica caracterizada por hiperglicemia
cronica, decorrente de defeitos na secregdo e/ou na agdo da insulina (BEM et al., 2018). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS, 2021), cerca de 537 milhdes de adultos
na faixa etaria de 20 e 79 anos apresentavam diabetes, sendo que aproximadamente metade
desses individuos ndo possuiam diagnéstico. O DM ¢ classificado em diabetes mellitus tipo 1
(DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus gestacional (DMG) e diabetes
autoimune latente do adulto (LADA). Dentre esses, 0 DM2 é o mais prevalente, correspondendo
a aproximadamente 90 a 95% dos casos (OMS, 2021).

Fatores como sedentarismo, maus habitos alimentares e desinformagéo contribuem
significativamente para o agravamento da doenca. A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD,
2019) estima que cerca de 10 milhdes de brasileiros sejam acometidos pelo DM, com
aproximadamente 500 novos diagnosticos diarios. Segundo De Boer et al. (2011), o DM pode
causar complicacdes em diversos sistemas do organismo, principalmente por meio da formacéo
de produtos de glicacdo avancada (AGES), além da atuacéo das espécies reativas de oxigénio
(ERO's) (VALMADRI et al., 2000). Tais complicacdes incluem alteracdes microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia diabética) e macrovasculares (doenca cardiovascular,
cerebrovascular e arterial periférica) (ROBERTSON, 2004; HUDSON et al., 2008).

Compostos bioativos de origem vegetal apresentam potencial antioxidante e oferecem
diversos beneficios a saide (BERTUCI et al., 2021). A polpa do acai (Euterpe oleracea Mart.)
possui atividades anti-inflamatdria, antioxidante, cardioprotetora (BARBOSA et al., 2020) e
cito protetora (MAGALHAES et al., 2021). Estudos apontam efeitos positivos do acai na
cognicao e no humor (YILDIRIM et al., 2020), além de efeito antidepressivo demonstrado in
vivo (SOUZA-MONTEIRO et al., 2019). Segundo Trindade et al. (2019), o extrato da semente
do acai pode reduzir danos hepaticos e melhorar o metabolismo da glicose.

Estudos clinicos demonstraram que a polpa do acai melhora a resposta vascular
sisttmica e induz efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, inclusive em nivel cerebral
(CARVALHO et al., 2022). D’Amico et al. (2022) observaram que a suplementagdo com agai
reduziu déficits motores e sintomas de ansiedade e depressdo. Além disso, estudos
demonstraram efeitos antitumorais do extrato da semente de agai em linhagens celulares de
cancer de prostata (FILHO et al., 2023) e atividade Antiplasmodial contra cepas de Plasmodium
falciparum (FERREIRA et al., 2019).
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Borges et al. (2019) relataram que o extrato de acai foi capaz de reduzir a biomassa
fungica em superficies de materiais médico-hospitalares. Segundo De Oliveira et al. (2023), a
dieta enriquecida com agai preveniu o comprometimento eletro neurofisiol6gico associado a
retinopatia diabética.

O uso da semente do acai como substituto do café teve origem no estado do Parg, em
regides ribeirinhas com dificuldades de acesso ao café tradicional. Nessas comunidades,
passou-se a aproveitar as sementes descartadas da polpa do acai para torrar e moer, obtendo-se
um produto com aroma similar ao café, conhecido como ‘“café de agai”’. Esse produto passa
pelos mesmos processos de obtencdo do café convencional: higienizacdo, secagem, torrefacdo
e moagem. Seus principais fitoquimicos incluem antocianinas, proantocianidinas e flavonoides,
com destaque para as antocianinas, principais responsaveis pela atividade antioxidante
(VELASQUE; LOBO, 2017).

Embora haja diversos estudos com a polpa do acai, sdo escassas as investigacoes sobre
0 potencial antidiabético das sementes. Segundo Menezes Neto (2004), entre os constituintes
do caroco do agai encontram-se substancias como inulina, polifendis e taninos. Considerando
a necessidade de estudos que confirmem tais propriedades, este trabalho visa avaliar a
toxicidade e o possivel efeito antidiabético das sementes torradas de agai, por meio da obtencao
e caracterizacdo de um extrato seco, com posterior avaliacao in vitro e in vivo.

Entdo, a partir do uso empirico das sementes torradas de acai pelas populacdes
ribeirinhas da Amaz6nia no tratamento de diversas doencas entre elas o DM, despertou o
interesse em comprovar cientificamente o efeito antidiabético das sementes de acgai. Assim, 0
presente estudo contribui para o avanco do conhecimento sobre o uso de subprodutos vegetais
amazoénicos como alternativa terapéutica no manejo do diabetes mellitus tipo 2, ressaltando o

potencial funcional das sementes de acai.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Diabetes mellitus

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2021), o diabetes mellitus
(DM) é uma doenca metabdlica caracterizada por um estado de hiperglicemia persistente,
resultante principalmente de defeitos na acdo da insulina, o que define a resisténcia
insulinica ou da auséncia da producdo desse hormdnio pelo pancreas. A hiperglicemia,
quando mantida por longos periodos, pode causar danos a diversos sistemas do organismo,
incluindo o sistema ocular, renal, cardiaco, nervoso e vascular, comprometendo a rotina
tanto dos pacientes quanto de seus familiares (SBD, 2019; ELSAYED et al., 2023).

O DM estd entre as doencas cronicas ndo transmissiveis de alta prevaléncia,
figurando como a quarta causa de morte no mundo. Por comprometer varios sistemas do
organismo, exerce elevada sobrecarga ao Sistema Unico de Sadde (SUS), podendo, em
futuro préximo, comprometer ndo sé o SUS, mas também outros sistemas de salde, devido
a elevada taxa de hospitalizac6es decorrentes do DM (DIAS; ANDRADE, 2023).

Estudos clinicos recentes identificam como principais fatores de risco para o
desenvolvimento do DM a obesidade, o sedentarismo e o envelhecimento (MOTA et al.,
2023). Entre esses, destaca-se a obesidade, considerada uma das principais responsaveis
pelas complicacdes macro e microvasculares que levam a quadros graves no organismo
humano (CAMARGOS et al., 2021).

ProjecOes da IDF, (2021) indicam que as metas globais estabelecidas para conter o
avanco do diabetes até 2025 — como a reducéo dos fatores de risco, 0 acesso ao tratamento
e a melhoria da infraestrutura dos sistemas de saude — tém perspectiva de alcance inferior
a 1% para mulheres e ainda menor para homens. Os determinantes sociais da salde sdo
apontados como principais obstaculos para o cumprimento dessas metas, sobretudo em
paises de baixa e média renda, que enfrentam subfinanciamento crénico dessas areas.
Nesses paises, desafios socioecondmicos, como ma nutricdo, pobreza e falta de atividade

fisica, dificultam ainda mais o alcance das metas estabelecidas (ONG et al., 2023).
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2.2. Classificacéo do diabetes

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2022), a classificacdo do
diabetes baseia-se em sua etiopatogenia e inclui: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), diabetes mellitus gestacional (DMG) e “outros tipos”, como o
diabetes MODY (Mature-Onset Diabetes of the Young), de natureza genética, e o diabetes
mitocondrial, resultante de alteracfes no genoma mitocondrial, ambos considerados formas
monogénicas da doenga.

ClassificacOes adicionais segmentam o DM em subtipos a partir de caracteristicas
clinicas como fungdo residual de células B, presenca de autoanticorpos, histérico familiar,
indices de resisténcia insulinica e risco de complicacbes (AHLQVIST et al., 2018; OMS,
2019).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2022), o DM1 ocorre
predominantemente em criangas e adolescentes, esta associado a autoimunidade e
caracteriza-se pela faléncia pancreética na producao de insulina; manifesta-se rapidamente,
podendo evoluir para cetose ou cetoacidose, exigindo terapia insulinica desde o diagndstico.
A precocidade do aparecimento implica risco de danos agudos e cronicos (LEITAO FILHO
et al., 2023). O DML1 eleva a glicemia em virtude da destrui¢do autoimune das células 3,
tornando o individuo dependente de insulina exdgena e dificultando o controle metabolico
(GONZALEZ-MORALES et al., 2020). A gestdo glicémica é sensivel & rotina diaria —
dieta, exercicio, adesdo terapéutica, atividade laboral, estresse emocional e vida social
(RAMALHO et al., 2022).

Pacientes com DM2 podem ser agrupados em cinco categorias, com base na idade
em que foi realizado o diagndstico, indice de massa corporal (IMC), resisténcia insulinica,
funcdo de células B, niveis de hemoglobina glicada (HbAlc) e presenca de autoanticorpos
anti-glutamato-descarboxilase. Esses grupos sdo: (1) diabetes autoimune grave, (2) diabetes
grave com deficiéncia de insulina, (3) diabetes grave resistente a insulina, (4) diabetes leve
relacionado a obesidade e (5) diabetes leve relacionado a idade (DEMIR et al., 2021).

O DM2, forma mais prevalente, estd fortemente relacionado a obesidade,
envelhecimento, hipertrigliceridemia, sedentarismo e habitos de vida inadequados; resulta
de resisténcia insulinica, falhas de captagéo de glicose e reducéo de incretinas (RODACKI
et al., 2021). Embora tipico da idade adulta, a epidemia de obesidade favorece sua

ocorréncia em criancgas e adolescentes. Manifesta-se, comumente, por poliuria, polidipsia,
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polifagia e perda de peso sem causa aparente (RODACKI et al., 2021). A hiperglicemia
decorre de estado catabolico com glicogendlise exacerbada, resisténcia e secrecdo insulinica
deficitaria (AZEVEDO et al., 2022). O DM2 representa cerca de 90 % dos casos de diabetes
diagnosticados globalmente e esta associado a retinopatia, doenca vascular periférica,
cardiopatias e neuropatia (ANTUNES et al., 2021).

O DMG, é diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre de gestacdo, ndo se
enquadra em DM1 ou DM2; apresenta prevaléncia entre 6 % e 21 % mundialmente. Fatores
de risco incluem sobrepeso, obesidade, macrossomia prévia, idade materna > 25 anos e
histérico familiar (ADA, 2012). Gestantes com DMG tém maior risco subsequente de
hipertensao arterial, dislipidemia, obesidade, sindrome metabdlica e evolucéo para DM1 ou
DM2. A recorréncia em gestaces futuras alcanca 60 %—70 % (SIMOES et al., 2013).

Filhos de mdes com DMG apresentam risco aumentado de miocardiopatia
hipertréfica, ictericia, disturbios respiratorios, hipoglicemia e macrossomia; ja as gestantes
podem vivenciar abortos prematuros, restricdo de crescimento intrauterino e malformagdes
congénitas — sobretudo cardiacas, do sistema nervoso central e geniturinarias —
especialmente quando o controle glicémico é inadequado. Estima-se que 50 % da
mortalidade perinatal decorra dessas malformac6es (PEREIRA; DOBBINS, 2019).

2.3. Epidemiologia

De acordo com a International Diabetes Federation (IDF, 2021), havia
aproximadamente 537 milhGes de adultos na faixa etaria de 20 a 79 anos convivendo com
diabetes mellitus (DM) em 2021. As projec@es indicam elevacao para 643 milhdes em 2030
e 783 milhdes em 2045. Ainda segundo a IDF (2021), cerca de trés a cada quatro desses
individuos residem em paises de baixa ou media renda, condi¢cdo que ajuda a explicar o
impacto global da doenca: somente em 2021, o DM foi responsavel por 6,7 milhdes de
Obitos — o equivalente a uma morte a cada cinco minutos.

O 6nus econdmico acompanha a alta prevaléncia. As despesas globais com salde
atribuidas ao DM totalizaram US$ 966 bilhdes em 2021, valor 316 % superior ao registrado
em 2006 (IDF, 2021). Esses custos abrangem tanto sistemas publicos quanto privados e
refletem complicacdes que exigem tratamentos prolongados e de alta complexidade.

Quando se analisa esses dados por continente, a IDF (2021) estima que, em 2021, o
Pacifico Ocidental concentrava 206 milhdes de pessoas com DM, seguido pela Europa (61

milhes), Sudeste Asiatico (90 milhdes), Médio Oriente e Norte da Africa (73 milhdes),
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América do Norte e Caribe (51 milhdes) e Africa (24 milhdes). Considerando
conjuntamente a América do Norte, Central e do Sul, o total nas Americas alcangcou 83
milhdes de casos naquele ano.

No contexto brasileiro, dados da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2021)
apontam 15,8 milhdes de adultos vivendo com DM em 2021. As proje¢des sugerem que
esse contingente alcancara 19,2 milhGes em 2030 e 23,2 milhGes em 2045. Estima-se que
aproximadamente 30 % dos casos, cerca de 5 milhdes de pessoas, permanecam sem
diagndstico. Ainda em 2021, foram atribuidas ao DM 214 175 mortes, com gastos que
somaram R$ 77,5 bilhdes em cuidados de satde (SBD, 2021).

As tendéncias regionais reforcam o carater pandémico do diabetes. Entre 2021 e
2045, espera-se aumento de 24 % nos casos na América do Norte e Caribe, 50 % na América
Central e do Sul, 13 % na Europa, 68 % no Sudeste Asiatico, 87 % no Médio Oriente e
Norte da Africa, 134 % na Africa e 27 % no Pacifico Ocidental, enquanto o Brasil deve
registrar elevacdo de 47 % no mesmo intervalo (IDF, 2021). Esses percentuais evidenciam
desafios especificos a cada regido e ressaltam a necessidade de politicas de prevencao e
controle adaptadas as realidades socioeconémicas locais.

Figura 1: Epidemiologia do diabetes ao redor do mundo no ano de 2021 e percentual estimado de
aumento até 2045: América do Norte e Caribe (24%), América do Sul e Central (50%), Europa

(13%), Pacifico Ocidental (27%), Oriente Médio e Norte da Africa (87%), Sudeste Asiético (68%)
e Africa (134%).

Fonte: adaptado de IDF (2021).
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2.4. Fisiopatologia do diabetes

Hé evidéncias robustas de que o eixo inflamacéo, obesidade, resisténcia insulinica é
mediado por adipocitocinas, um conjunto de fatores imuno inflamatdrios secretados pelo
tecido adiposo que interferem na homeostase glicémica e favorecem o desenvolvimento do
diabetes mellitus. Esses mediadores atuam em diversos pontos da cascata de sinalizagédo
pos-receptor de insulina, comprometendo sua transducdo e culminando em resisténcia
insulinica, condicdo central para o aparecimento nao apenas do diabetes, mas também da
sindrome metabdlica. Estudos clinicos experimentais demonstram que a exposicdo crénica
a adipocitocinas pré-inflamatérias compromete a funcdo das células B pancreaticas,
precipitando a instalagdo do diabetes (GOMES; ACCARDO, 2019).

2.5. Tratamento

Antes de iniciar o tratamento medicamentoso do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), é
imprescindivel avaliar, em comum acordo com o paciente, a ado¢do de mudancas no estilo
de vida. A terapia nutricional é parte essencial para a manutencdo da saude e a Terapia
Nutricional Médica constitui requisito basico para o controle da sindrome metabdlica, em
especial do DM2 (ADA, 2012).

Segundo a International Diabetes Federation (IDF, 2017), pessoas com obesidade
moderada devem perder, no minimo, 10 kg (22 libras). Para atingir essa meta, recomenda-
se uma dieta hipocaldrica com ingestéo diaria de 800 — 1 200 kcal, visando a perda ponderal
em até seis meses.

O tratamento do DM2 deve comecar com monoterapia, sendo a metformina o
farmaco de primeira linha. A titulacdo da dose pode variar de 500 mg a 2 000 mg/dia,
administrada junto ou logo apds as refei¢bes; preparacoes de liberacdo prolongada (XR)
costumam melhorar a tolerabilidade. Quando a funcdo renal atinge o estagio 3A, a dose
deve ser reduzida para 1 000 mg/dia; a metformina torna-se contraindicada a partir do
estagio 3B de insuficiéncia renal (IDF, 2017).

As mesmas diretrizes recomendam terapia combinada com metformina e outro
agente hipoglicemiante (GLD) quando a hemoglobina glicada (HbA1c) basal estiver entre
7,5% e 9 %. A insulinoterapia deve ser iniciada isoladamente ou em associacdo sempre que

0 paciente apresentar instabilidade clinica, como descompensacdo aguda com desidratacéo,
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perda de peso rédpida, doenca intercorrente, hiperglicemia severa ou presenca de cetonas
(IDF, 2017).

No Brasil, o Sistema Unico de Salde (SUS) disponibiliza diversas classes
terapéuticas. Entre elas figuram as Biguanidas (metformina), que aumentam a sensibilidade
hepética a insulina; os agonistas do receptor de GLP-1 (liraglutida), que estimulam a
secrecdo de insulina dependente da glicose; os inibidores de SGLT2 (dapagliflozina), que
reduzem a reabsorcdo de glicose e sodio no tubulo proximal renal; as Sulfonilureias
(glibenclamida), que promovem a liberacdo de insulina ao se ligarem ao receptor SUR-1
nas células B, favorecendo o influxo de célcio; além de multiplas formula¢des de insulina e
outros farmacos (SBD, 2023). Os dados pormenorizados desses medicamentos constam na
tabela 1.

Tabela 1. Principais medicamentos regulamentados para o manejo do diabetes mellitus, distribuidos pelo

Sistema Unico de Satde (SUS) e recomendados pela Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes (edigdo
2023)

Grupo Medicamento Mecanismo de ac¢ao

Biguanidas Metformina Aumenta a sensibilidade da

insulina no figado

Agonista do receptor GLP-1 Liraglutida Aumentam a secrecdo de

insulina dependente da glicose

Inibidores do SGLT2 Dapagliflozina Inibe a absorcdo de glicose e

(inibidores do co- sodio no tuabulo proximal por

transportador sodio-glicose 2) meio da inibicdo do receptor
SGLT2

Inibidores da DPP-1V Sitagliptina Aumento do nivel do GLP-1,

com aumento de sintese e
secrecdo de insulina, além de
reducdo do glucagon

Sulfonilureias Glibenclamida Estimula a secrecéo de insulina
pelas células beta pancreaticas,
por meio da ligacdo no receptor
SUR-1 (aumenta influxo de Ca
— aumenta liberagdo de
insulina)

Pioglitazona Pioglitazona Aumento da sensibilidade a
insulina em masculo, adipécito
e hepatocito

Glinidas Repaglinida Ligacdo ao receptor SUR na

celula beta e provoca
despolarizacdo, levando a
liberacdo de insulina

Fonte: Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes (2023).
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Alguns pacientes diabéticos necessitam da administracdo diéria de insulina, sendo a
via subcutanea a mais empregada para essa administracdo, a administragéo da insulina deve
ser feita pelo paciente ou profissional de saide habilitado com prescri¢cdo fornecida por
profissional regulamentado para o manejo adequado dessa comorbidade, podendo a
administracdo ser feita duas vezes ao dia ou conforme a glicemia capilar ou apds a ingesta
de altas taxas de glicidios. (NEVES et al., 2017). As principais insulinas utilizadas no Brasil
para 0 manejo do diabetes estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Tipos de Insulinas utilizadas no Brasil para o tratamento do Diabetes Mellitus, seu inicio de
acdo, pico de agdo e duracdo da acdo

Tipo de insulina Inicio de acéo Pico de acdo Duracdo de acéo
Lispro, Aspart, Glulisina 5 — 15 minutos 45 — 75 minutos 2 —4horas
Fiasp 2,5 — 10 minutos 40 — 70 minutos <2-4horas
Regular Cerca de 30 minutos 2—4horas 5—8horas
NPH Cerca de 2 horas 4 —12 horas 18 — 28 horas
Glargina Cerca de 2 horas Sem pico 20 — >24 horas
Detemir Cerca de 2 horas 3 -9 horas 6 — 24 horas
Degludec Cerca de 2 horas Sem pico >40 horas
Awigli (Icodec) Cerca de 2 horas Sem pico Acdo prolongada
(semanal)

Fonte: Neves et al., (2017)

2.6. Acai: consideracdes gerais

A Amazonia, em razdo de sua notavel biodiversidade, elevada biomassa e vasto
potencial terapéutico, tem despertado grande interesse da industria farmacéutica nacional e
internacional, sobretudo pelas esséncias e moléculas bioativas ali presentes. Entre as
espécies de maior relevancia encontra-se o acai, cujos diversos fitoquimicos exercem efeitos
biolégicos como quelacdo de ions metalicos, melhoria da circulacdo sanguinea, acédo
antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e regeneragdo do tocoferol
(FELIN, 2021).

O acai pertence a familia Arecaceae e compreende duas espécies de ocorréncia
fitogeografica na Amazdnia: Euterpe oleracea Mart. e Euterpe precatoria Mart. Esta Gltima
inclui as variedades E. precatoria Mart. var. precatoria e E. precatoria var. longevaginata.
O género Euterpe deriva do grego e significa “elegancia na floresta”, enquanto o termo
“agai” provém do tupi e significa “fruto que chora” (ARAUJO et al., 2019).

A espécie E. precatoria Mart. figura entre as mais investigadas do género. Trata-se

de palmeira que pode apresentar caule Unico (unicaule) ou maltiplo (multicaule),
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alcancando entre 3 m e 23 m de altura e 2 cm a 23 cm de didmetro. O palmito é fino e liso,
com raizes expostas; as folhas séo lisas, planas e horizontalizadas, medindo 1 cma 3 cm de
largura. Destacam-se as folhas estreitas e pendentes, a bainha verde com estrias amareladas,
inflorescéncias volumosas de raquilas espessas e frutos de 1 cm a 1,3 cm de didmetro
(CORADIN et al., 2022).

A frutificacdo inicia-se aproximadamente no terceiro ano apds o plantio e ocorre
quase 0 ano todo, com pico entre julho e outubro. Cada planta adulta produz, em média,
quatro a oito cachos por ano, totalizando cerca de 24 kg de frutos maduros. O dominio
fitogeografico restringe-se & Amazonia, tanto em florestas de terra firme quanto em &reas
de varzea, com registros nos estados do Acre, Amazonas, Para e Ronddnia, conforme a
figura 2. (CORADIN et al., 2022).

Figura 2. Imagem dos cachos de Euterpe sp. comecando a produzir no terceiro ano apés o plantio,
produzindo praticamente durante o ano todo, tendo o seu auge de produgdo nos meses de julho a outubro
Fonte: www.floraamazoénia.com.br

A polpa é o principal produto consumido, e a Regido Norte do Brasil lidera a
producdo desse recurso. Praticamente todas as partes da palmeira sdo aproveitadas: raizes,
caule, folhas e frutos sdo usados na medicina popular ribeirinha para tratar malaria, hepatite,
febre amarela, dores estomacais, anemia e disturbios neurodegenerativos (YAMAGUCHI
et al., 2022).

Dados do IBGE indicam que, em 2021, foram extraidas cerca de 1.485.113 toneladas
de frutos de acai, sendo o produto extrativo ndo madeireiro de maior valor agregado no pais,
com valor estimado em R$ 5.305.524.000,00 (IBGE, 2021).
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Além de propriedades fotoprotetoras, o acai apresenta efeitos atribuidos a compostos
fendlicos, terpenos, esteroides, carotenoides e flavonoides. O destaque para terpenos e
esteroides confere elevada relevancia biotecnologica, justificando o rotulo de “superfruta”
(AZEVEDO, 2021).

Ensaios com extratos e Oleos demonstraram atividades antiangiogénica,
antimicrobiana, neuroprotetora, antinociceptivas, antioxidante, anticonvulsivante e
antiproliferativa, relacionadas ainda a reducdo de risco cardiovascular, com énfase nas
acOes cardioprotetoras e antioxidantes (PONTES et al., 2021).

No estado do Amazonas, observa-se um aumento expressivo no descarte de
sementes provenientes da industria de extracdo da polpa do acai. A escassez de
conscientizacdo ambiental agrava o manejo inadequado desse residuo. Nesse cenario, 0S
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) — incorporados as praticas
Environmental, Social and Governance (ESG) — enfatizam a producdo e 0 consumo
sustentaveis, recomendando, até 2030, reduzir pela metade as perdas na producdo e
comercializacdo de alimentos (MIRANDA et al., 2024).

As sementes de acai sdo exploradas, sobretudo, em duas formas nos estudos
cientificos: farinha, aplicada em produtos alimenticios (p. ex., bolos), e extratos,
empregados em ensaios laboratoriais, conforme a figura 3. Como a utilizacdo cientifica
ainda é limitada, torna-se necessario buscar novas alternativas para esse subproduto

(MARTINS, 2023)

Figura 3. Fitogeografia do acai e suas aplica¢des na medicina, na producdo de cosméticos, na alimentacéo,

na producdo de energia e embalagens
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Mais recentemente, o interesse comercial pelas sementes aumentou, no Brasil e no
exterior, impulsionado pela bebida popularmente chamada de “café de agai”, consumida
como substituto do café tradicional e apontada pela medicina popular como hipoglicemiante
(FERREIRA, 2019).

A semente corresponde a cerca de 83 % do peso do fruto e é rica em material
organico como a celulose, hemicelulose e carbono. Diversos estudos propdem alternativas
de aproveitamento: por exemplo, o residuo ja foi adicionado a compostagem de residuos
organicos, gracas ao seu alto teor de nitrogénio, com desempenho semelhante ao de adubos
convencionais (MAIA, 2020).

Embora escassas, pesquisas in vitro revelam resultados promissores. Ao avaliar
trinta e sete espécies medicinais, Barros et al. (2015) observaram que sementes de Euterpe
oleracea apresentaram uma das maiores atividades antioxidantes com base nos ensaios
DPPH, sequestro de &nion superdxido e inibicdo da peroxidacdo lipidica. As sementes
também mostraram agédo relevante contra os radicais peroxinitrito, peroxil e hidroxila,
desempenho atribuido as procianidinas detectadas.

Em cultura celular, o extrato aquoso da semente de acai induziu parada do ciclo
celular e morte de células de cancer de pulmao (SILVA, 2021). Ja a farinha de semente foi
capaz de reduzir a esteatose hepatica em modelo de obesidade (FILHO et al., 2023). Assim,
atribuem-se as sementes atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral,

provavelmente relacionadas a flavonoides e compostos polifendlicos, conforme figura 4.

Fonte: Autoral (2024)
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Diante da abundancia de sementes geradas pelo despolpamento e de sua disposi¢ao
inadequada, bem como da falta de evidéncias conclusivas sobre o efeito hipoglicemiante,
delineia-se uma oportunidade promissora para estudos que avaliem, de modo sistematico, o
potencial antidiabético da semente de acai, sendo que até 0 momento, nenhuma pesquisa
cientifica comprovou esse efeito de forma definitiva.

Conforme as figuras 5 e 6 os fitoquimicos predominantes nas sementes de acai sdo
as procianidinas (incluindo procianidina C1), 4&cido protocatecoico, acido
dihidroxibenzoico, epicatequina e epigalocatequina-3-galato (SOUSA, 2023). Pesquisas em
andamento investigam potenciais efeitos antidiabético, anti-hipertensivo, anti-inflamatorio,

antitumoral e cardioprotetor,
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Figura 5. Principais constituintes quimicos presentes nas sementes e na polpa de Euterpe sp. que apresentam
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Figura 6. Principais constituintes quimicos presentes nas sementes e na polpa de Euterpe sp. que apresentam

atividades biolégicas.
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2.7. Toxidade do acai

A avaliacdo da toxidade em modelos in vivo é parte da identificacdo de possiveis
efeitos nocivos que uma substancia possa provocar quando administrada por diferentes vias
no organismo. Esses ensaios em animais complementam os testes in vitro e, por isso,
figuram entre os mais empregados na analise toxicoldgica, fornecendo dados relevantes
para a futura aplicacdo de produtos naturais em humanos (BEDNARCZUK et al., 2010;
CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004).

Borges et al. (2024b) relataram que o extrato de acai exerceu efeito antitumoral em
modelo de cancer de prostata, além de prevenir tumores de Ehrlich em estudos pré-clinicos.
Os resultados mais promissores em pesquisas oncolégicas com acai foram obtidos com
extratos tanto da polpa quanto da semente.

Silva et al. (2023) demonstraram que o Oleo e 0 extrato aquoso da semente
apresentaram citotoxicidade contra linhagens de adenocarcinoma colorretal. Marques et al.
(2019) observaram alteracOes hepéticas e tireoidianas em animais expostos a doses
crescentes de Oleo de acai. Em investigacdo subsequente, Borges et al. (2024b) indicaram
que o 6leo da semente possui propriedades bioativas promissoras para o tratamento do
cancer.

Quanto a seguranca, Ribeiro et al. (2025) constataram baixo risco toxicoldgico para
um bioproduto derivado da semente quando empregado em concentracGes iguais ou
inferiores a 2,5 ug mL™'. Resultados semelhantes foram obtidos por Lemos et al. (2025) em
ensaios com Lactuca sativa e Artemia salina, confirmando a inocuidade da infuséo de

semente de acai torrada e moida nas concentracdes avaliadas.

2.8. Atividades bioldgicas do acai

O interesse por terapias naturais tem impulsionado estudos sobre substancias
vegetais com potencial anticoagulante. Investigacdes envolvendo o acai indicam que
extratos em diferentes solventes apresentam na composi¢do quimica de suas sementes,
polifenois, flavonoides e taninos condensados capazes de interferir na coagulacdo sanguinea
(YAMAGUCHI et al., 2015).

O aumento da demanda por alimentos saudaveis, capazes de proporcionar beneficios

funcionais, motivou a industria a desenvolver novas linhas de produtos que oferecam
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vantagens exclusivas aos consumidores (SANTOS et al., 2019). Nesse contexto, o agai
desponta como produto em evidéncia, pois viabiliza a formulacdo de diversos alimentos
funcionais.

Até o momento foram identificadas cerca de 90 substancias no agai, das quais 31 %
correspondem a flavonoides, 23 % a compostos fendlicos, 11 % a lignoides e 9 % a
antocianinas. Ensaios em modelos celulares demonstraram efeito antioxidante da polpa no
cortex cerebral, hipocampo e cerebelo de ratos, além da inibicdo da producdo de 6xido
nitrico por extratos do fruto (ARAUJO et al., 2020).

Além dessas propriedades, relatam-se efeitos nefro protetores, neuroprotetores
contra maléria cerebral e beneficios otologicos. Tais atividades sdo atribuidas,
principalmente, ao elevado teor de polifendis nas bagas, bem como ao aporte de minerais
como potassio, calcio, magnésio e manganés (A.M. et al., 2022).

Muniz Filho et al. (2023) registraram que o extrato das sementes em diferentes
solventes € rico em catequinas e polifendis, exerceu atividade antitumoral sobre células de
cancer de prostata em modelos in vitro e in vivo. Complementarmente, Silva et al. (2023)
verificaram que o Oleo das sementes apresenta citotoxicidade contra células de cancer
colorretal, modulando a expressédo de anexina A2 e induzindo morte celular.

As sementes de E. precatoria e E. oleracea contém concentrac6es significativas de
potassio (1,98 % e 2,15 %, respectivamente) e niveis elevados de magnésio e fosforo. A
presenca desses antioxidantes inorganicos agrega valor cultural e econdémico aos frutos
(LAMARAO et al., 2020). Varias matérias-primas vegetais podem atuar como indicadores
acido-base naturais; entre elas, destacam-se Euterpe oleracea e Euterpe precatoria, cujas
antocianinas mudam de cor conforme o pH (ALMEIDA; YAMAGUCHI, 2024).

Estudos recentes mostram que a composicao quimica e os efeitos bioldgicos do acai
variam de acordo com periodo de colheita, local geogréfico e tipo de processamento, fatores
que influenciam tanto a caracterizacdo fitoquimica quanto os potenciais bioativos (A.M. et
al., 2022).

Na literatura, os principais efeitos bioldgicos atribuidos ao acai incluem: atividades
anti-inflamatoria, antioxidante, antiangiogénica, cardioprotetora, hepato protetora,
moduladora do metabolismo energético, antitumoral, neuroprotetora, ansiolitica,
cardiometabdlica, antidepressiva, Antiplasmodial, antifngica, protetora ocular e

preventiva da neurotoxicidade por metilmercurio (A.M. et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar a toxicidade e efeitos antidiabéticos de um extrato aquoso das sementes

torradas de acai.

3.2. Objetivos especificos
e Obter e caracterizar um extrato seco a partir de um infuso das sementes torradas de
acai;
e Avaliar por testes in vitro o potencial antioxidante, antiglicante e de inibicdo das
enzimas digestivas das sementes torradas de acai;
e Avaliar a toxicidade do extrato pulverizado das sementes torradas de acai;
e Analisar o efeito hipoglicemiante do extrato pulverizado das sementes torradas de

acai em camundongos diabéticos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento experimental

A obtencdo do extrato seco pulverizado, a caracterizacdo fisico-quimica, a
caracterizagdo quimica, a atividade antioxidante, antiglicante, bem como a inibi¢cdo das
enzimas digestivas foram realizadas nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF) da UFAM,; os testes de hipoglicemiantes in vivo foram realizados nas
dependéncias do biotério Central da UFAM. O HET CAM foi realizado nas dependéncias
da FCF, o teste de toxidade in vivo Zebra Fish foi realizado em colaborag&o com o Prof. Dr.
José Carlos Tavares Carvalho, no Laboratdrio de Pesquisa em Farmacos do Departamento
de Ciéncias Biologicas da Saude da Universidade Federal do Amapa - UFAP conforme
demonstrado na Figura 7.

Figura 7. Delineamento experimental, obtencdo da matéria prima vegetal, obtencdo do extrato bruto,

obtencdo do extrato pulverizado, ensaios in vitro (caracterizagdo fisico-quimica e citotoxicidade), ensaios in
vivo (toxicidade em modelo Zebrafish, HET CAM, toxicidade aguda e teste hipoglicemiante crénico)
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4.2. Obtencéo da matéria prima vegetal

As sementes de acai foram obtidas no municipio de Careiro, Amazonas, situado a
107 km de Manaus, como subproduto do despolpamento do fruto. Inicialmente, as sementes
foram lavadas em &gua corrente em abundéancia e, em seguida, desinfetadas em solucéo de
hipoclorito de sédio. Posteriormente, foram secas em estufa com circulagdo de ar de 60°C
por dois dias. Apds a secagem, as sementes foram submetidas a torrefagdo a 160°C por duas

horas e, por fim, moidas em moinho de facas.

4.3. Obtencao do extrato aquoso

O extrato aquoso foi obtido por percolagédo na propor¢édo de 10% (p/v), onde pesou-
se 100g MPV torrada e moida, em seguida foi fervido 1000 mL de 4gua a uma temperatura
aproximada de 100°C, sendo filtrado, apos o resfriamento e sob homogeneizacdo constante,
foi adicionado o adjuvante dioxido de silicio coloidal (aerosil) na concentracdo de 0,5% em

relacdo a massa total do extrato a ser submetido ao processo de secagem

4.4. Obtencao do extrato seco

O extrato seco da semente de acai foi obtido a partir da secagem do extrato aquoso em Spray
Dryer (modelo MSD 1.0 da Labmag), onde foi empregada a metodologia desenvolvida por
Marinho (2016) com adaptac¢6es, utilizando-se os parametros de secagem demonstrado da
Tabela 3.

Figura 3. Pardmetros de secagem Spray Dryer durante o processo de pulverizacdo das sementes
torradas de Euterpe sp., para a realizagéo dos testes in vivo e in vitro

Parametros Valores
Temperatura de entrada 120°C
Fluxo de alimentacao 7,2 mL/min
Didmetro do buco aspersor 1,0 mm
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4.5. Caracterizagdo Fisico-Quimica da Matéria Prima Vegetal

4.5.1. Granulometria

Para determinar a granulometria a MPV foi pesada em triplicata, utilizando-se 50g
em um béquer de 50 mL, em seguida cada amostra foi dispensada sobre 0s tamises com
abertura de: 1000pum, 850um, 710um, 600pm, 500um, 425um, 355um, 250um e o coletor,
com ABNT/ASTM de 18 a50 e TYLER MESH de 16 a 50. Em seguida os tamises foram
levados ao agitador de peneiras da marca ACS GOLD e referéncia AG-SS por 15 minutos
(900s), sendo em seguida pesado e o contetido de cada tamiz foi pesado em uma balanca de
precisdo da marca Shimadzu com referéncia AY220, sendo feito a média das trés pesagens
para em seguida determinar o tamanho da particula através da quantificacdo do percentual
de retencdo, sendo calculado a frequéncia relativa e a frequéncia acumulada.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

4.5.2. Umidade
A determinacdo da umidade foi realizada conforme a metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira (2019). As analises foram efetuadas em triplicata, utilizando-se 500
mg do extrato seco cada. As replicatas foram submetidas a secagem em balanca de
infravermelho (Shimadzu, modelo MOC-120H) a 105°C, para quantificacdo do percentual
de umidade. Posteriormente, foi calculada a média dos resultados obtidos, a fim de

determinar o teor de umidade de cada amostra.

4.5.3. Determinacao do residuo seco

Os ensaios foram realizados conforme a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (2019), em triplicata. Inicialmente, foram preparadas uma infusdo e uma
decoccdo do extrato bruto, nas proporc¢des de 5% (12,5 g de extrato bruto para 250 mL de
agua destilada a 100°C). Apos o preparo, as solucdes foram filtradas em papel de filtro e,
posteriormente submetidas a filtracdo a vacuo, utilizando filtrador da marca AIRMED-
BRASIL, modelo 400AMPRO, com vacuo de 757 mmHg e vazdo de 139 L/min. O filtrado
foi transferido para baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua
destilada.

Em sequida, foi realizada a tara dos pesa-filtros vazios. Aproximadamente 20 g (p/v)

da amostra foram adicionados a cada pesa-filtro, que, posteriormente, foram levados ao
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banho-maria a 100°C para evaporacgdo inicial. ApOs essa etapa, 0s pesa-filtros foram
transferidos para a estufa de secagem, mantida entre 100 e 105°C, por trés horas. Decorrido
esse tempo, os recipientes foram resfriados em dessecador contendo gel de silica por 30
minutos e, em seguida, pesados novamente. O processo de secagem e pesagem foi repetido
a cada uma hora, até que se obtivesse peso constante das amostras.

4.6. Determinac&o de Proteinas no Extrato Seco Pulverizado

Foram pesados aproximadamente 0,2 g do extrato da semente de acai (ESA) e 1 g
da mistura catalisadora em papel vegetal, os quais foram transferidos para tubos de digestéo.
Em seguida, adicionaram-se 5 mL de &cido sulflrico, observando-se a formagdo de
coloracgéo preta. Os tubos foram entdo levados ao bloco digestor, com aquecimento inicial
a50°C, aumentando-se a temperatura em incrementos de 50°C a cada 15 minutos, até atingir
400°C, momento em que a solugéo adquiriu coloracdo azul-esverdeada. O aquecimento foi
mantido por mais 30 minutos, seguido de resfriamento dos tubos. Posteriormente, foram
adicionados 10 mL de &gua destilada a cada tubo, que, em seguida, foram levados ao
destilador. A solucdo foi neutralizada com 20 mL de solucéo de hidroxido de sodio a 50%.
O destilado foi coletado em Erlenmeyer contendo 10 mL de acido borico e indicador misto.
Por fim, realizou-se a titulacdo com solucéo de acido cloridrico 0,1 N, até que o indicador

mudasse de cor azul para lilas (adaptado de Instituto Adolfo Lutz, 2008).

4.7. Determinacéo de Fibras no Extrato Seco Pulverizado

Foram pesados aproximadamente 1 g de sementes moidas de acai, transferidas para
Becker de 400 mL e adicionado 100 mL de &cido sulfarico a 1,25%. O Becker foi adaptado
a placa de aquecimento, deixando-se o conteudo em ebulicdo por 30 minutos. Em seguida,
realizou-se filtracdo a vacuo da solucéo realizando a lavagem do residuo com agua fervente
por 3 vezes. O residuo foi transferido para Becker contendo 100 mL de solu¢éo de hidréxido
de sodio a 1,25%, acoplando-se novamente ao condensador e a placa de aquecimento,
deixando-se em ebulicdo por 30 minutos. Logo apos foi realizada a filtragdo da solu¢do com
auxilio de cadinho de Gooch previamente pesado, lavando-se o residuo com agua destilada
quente por 3 vezes. Os cadinhos foram levados para estufa a 105 °C por 3 horas, deixados
no dessecador por 30 minutos e pesados. Em seguida, os cadinhos foram transferidos para

mufla a 550 °C por 1 hora e pesados novamente. Os resultados foram calculados para 100
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g de material seco e para 100 g do material integral (adaptado de Instituto Adolfo Lutz,
2008).

4.8. Determinacéo do Teor de Cinzas do Extrato Seco Pulverizado

Foram pesados aproximadamente 3 g de sementes moidas do extrato da semente de
acai (ESA) em cadinhos devidamente calibrados. Em seguida, a amostra foi incinerada até
completa combustdo (desaparecimento da fumaca) e colocadas na mufla a 550 °C durante
3 horas. Transcorrido esse periodo os cadinhos contendo a amostra incinerada foram
levados ao dessecador por 30 minutos e pesados. ApOs pesagem, foram novamente
colocados na mufla a 550 °C, levados ao dessecador e pesados novamente. Esse
procedimento se repetiu até peso constante (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

4.9. Caracterizacdo Quimica do Extrato Seco Pulverizado
4.9.1. Teor de fendlicos totais
Para a determinacdo do teor de fendlicos utilizamos o método de Folin-Ciocalteu,

com modificagdes, descrito por (BONOLI et al., 2004), sendo utilizado 10 mg da amostra
do extrato seco com didxido de silicio sendo ela em seguida diluida em etanol na
concentracdo de 1 mg/mL, em seguida foi adicionado 30uL do extrato em cada cavidade da
microplaca de 96 pocos, o padrdo utilizado nesse ensaio foi o &cido galico. Apos, foi
adicionado 50 pL do reagente Folin-Ciocalteu a 10% em cada poco da microplaca, entéo a
placa foi incubada por 8min em temperatura ambiente. A determinacao da absorbancia foi
efetuada em comprimento de onda de 620 nm, em leitor de microplacas da marca
BECKMAN COULTER e modelo DTX 800, sendo o ensaio realizado em quadruplicata.

4.9.2. Teor de flavonoides totais

A determinacéo dos flavonoides totais foi realizada conforme a metodologia descrita

por Chang et al. (2002), com modificacdes. Inicialmente, foram pesados 10 mg do extrato
seco com dioxido de silico, os quais foram diluidos em 1 mL de etanol. Para o
plaqueamento, utilizou-se uma concentracdo final de 1 mg/mL, obtida pela pipetagem de
100 pL da solugéo diluida e adi¢do de 900 L de etanol. Em seguida, foram adicionados 30
UL do extrato e do padrdo quercetina (diluido em etanol a 80%, na concentracdo de 0,1
mg/mL) e 90 uL de etanol a 95%. Posteriormente, adicionaram-se 6 pL de cloreto de
aluminio a 10% e 6 pL de acetato de potassio 1M, ambos previamente diluidos em agua

destilada. Para finalizar, foi acrescentado mais 168 pL de agua destilada e para o branco,
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foi utilizado 30 pL de extrato e/ou padrdo quercetina e 270 uL de etanol. Apos o
plaqueamento a placa foi entdo incubada por 30min em temperatura ambiente, sendo em
seguida realizado a determinacdo da absorbancia em leitor de microplacas BECKMAN
COULTER e modelo DTX 800 sendo a leitura realizada em comprimento de onda de 405
nm.

4.9.3. Anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

A separagdo dos compostos fenolicos e flavonoidicos foi realizada conforme método
descrito por Ledo (2001), com as devidas modificacOes. Para a analise, utilizou-se uma
coluna Synergi Hidro C18 (4 um, 150 mm x 4,6 mm, Phenomenex), com fluxo de 0,7
mL/min e temperatura da coluna mantida a 29°C. Como fase movel, empregou-se um
gradiente linear de agua: acido formico (99,5:0,5, v/v) (solvente A) e acetonitrila: acido
formico (99,5:0,5, v/v) (solvente B), variando de A:B 99:1 para 50:50 em 30 minutos,
seguido de 50:50 para 1:99 em 15 minutos. A razdo final de 1:99 (A:B) foi mantida por
mais 5 minutos, conforme a tabela 4. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada
por comparacdo com padrbes externos, utilizando seis curvas analiticas pontuais,

preparadas em triplicada.

Tabela 4. Concentracdo dos solventes A e B empregados no HPLC em relagdo ao tempo separados em
uma coluna Synergi Hidro C18 (4 mm, 150 cm x 4,6 mm, Phenomenex) em 0,7 mL/min de fluxo, com
temperatura da coluna de 29°C, utilizando um gradiente linear de &gua: &cido férmico (99,5: 0,5, v/v)
(solvente A) e acetonitrila: &cido formico (99,5:0,5, v/v) (solvente B), como a fase mével em gradiente
de A: B de 99:1 a 50:50 em 30 min, depois de 50:50 a 1:99, em 15 min.

Tempo (min) Concentracéo A:B
0 90:10
2 70:30
19 40:60
25 70:30
28 90:10
30 100:0

A quantificacdo do composto fendlico epicatequina foi realizada por meio da
comparacdo com um padrdo de referéncia, utilizando sete curvas analiticas pontuais que

correspondam ao pico do extrato da semente de acai.
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4.9.4. Anélise por Espectrometria de Massas — MS/MS

As analises foram realizadas utilizando a metodologia adotada por Lopes (2023),
sendo o extrato seco da semente de acai solubilizado em metanol HPLC, gerando solugdes
estoque de 1000 ppm. Aliguotas (10 uL) dessas solugdes foram transferidas para vials
contendo 1 mL de MeOH. Em seguida, 5 pL das solu¢des diluidas foram analisadas por
insercdo direta no espectrometro de massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet, equipado
com fonte APCI operando nos modos positivo e negativo. Os parametros analiticos
utilizados foram os seguintes: discharge current: 5 YA; vaporizer temperature: 320 °C;
capilary temperature: 220 °C; sheath gas: 30 psi; aux gas: 10 arb, mass range, m/z 100-
1000. Os espectros de MS/MS foram obtidos utilizando hélio como gas de colisdo e energia
variando entre 20-30%. O programa MestReNova sera empregado para a identificacdo dos

espectros m/z e para o processamento dos dados.

4.10.  Atividades Bioldgicas in vitro

4.10.1. Atividade Sequestrante do Radical DPPH

A determinacgéo da atividade antioxidante foi realizada por meio da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH, sendo
empregada a metodologia utilizada por (MOLYNEUX, 2004), com modificacGes. Apds o
preparado da solucdo do DPPH padréo, foi adicionado 30 pL do extrato seco da semente do
acai em concentracao seriada a partir de 500 pg. mL™'. Em seguida foi acrescentado 270 puLL
de solucdo de DPPH (0,3 mM) em cada po¢o de uma placa contendo 96 po¢os. Apos 30
minutos de incubacdo em ambiente escuro, a absorbancia foi lida em um leitor de
microplacas (Bio-Rad, modelo 3550 UV) a 517 nm. O teste foi realizado em triplicata, e 0s
dados obtidos foram utilizados para calcular a porcentagem inibitéria de DPPH (Alvez et
al. 2010). A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela férmula:

%AA = 100 — (Abs amostra <+ Abs controle x 10
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4.10.2. Atividade sequestrante do radical ABTS

A atividade sequestrante do radical ABTS foi realizada através da descoloracéo da
solucdo de ABTS, utilizando o método descrito por (R.E. et al., 1999). A capacidade
antioxidante foi quantificada em uma microplaca de 96 pogos. Para isso, o radical ABTS
foi diluido em &gua Milli-Q e oxidado previamente com uma solucdo de persulfato de
potassio a 5 mM, incubada por 5 minutos sob agitacdo. Apds isso, foi adicionada em cada
poco 30 pL da amostra do extrato seco da semente do acai nas concentracGes de 7,8 a 500
Hg/mL, e sendo adicionado 270 pL da solucdo de ABTS*. Ap6s 15 minutos de reacdo, a
absorbancia foi mensurada em um leitor de microplacas a 630 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata, e a partir dos dados obtidos foi calculado a porcentagem de ABTS*
remanescente na solucdo reacional. A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) foi
calculada pela formula:

%AA = 100 — (Abs amostra + Abs controle x 10

4.10.3. Atividade antiglicante

Para determinamos atividade antiglicante do extrato, a metodologia empregada foi
realizada de acordo com (KIHO et al., 2004) com modifica¢des. Inicialmente, foi pesado
10mg da amostra: extrato seco com didxido de silicio (aerosil), em seguida elas foram
diluidas em 1 mL de etanol. Para o preparo do tampdo 200mM de pH 7,4 foi utilizado o
fosfato de sdédio monobaésico 0,52 g; fosfato de sddio dibasico e 2,4 g de azida sodica 19,5
mg sendo completado o volume com &gua destilada até 100ml. O tampéo foi ajustado com
HCL (&cido cloridrico) para o PH 7,4. A reacdo foi efetuada em quadruplicata com as
concentracdes de: Albumina (BSA) 64 mg/mL diluida em 8 mL de tampéo, Glioxal para a
(via oxidativa), 30 mM em 10 pL diluido em 3 mL de tampdo, Frutose (via ndo oxidativa)
58 mg diluida em 3 mL de tampdo e 1 mg/mL do extrato. Para a via oxidativa, na
microplaca, foi utilizado 30 pL das amostras, 135 pL de Albumina, e 135 uL de Glioxal em
cada poc¢o da microplaca. Para a via ndo oxidativa foi utilizado 30 pL das amostras, 135 pL
de Albumina, e 135 pL de Frutose em cada poco da microplaca. Como branco foi utilizado
a frutose + tampdo. A quercetina foi utilizado como padréo e o DMSO como controle
negativo. As amostras foram analisadas no leitor de microplaca de 96 pogos da marca
BECKMAN COULTER e modelo DT X 800, observando-se a intensidade da fluorescéncia.

Os resultados foram expressos em percentual de inibicéo.
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4.10.4. Atividade Inibidora a-Glicosidase

Esta atividade enzimatica foi determinada de acordo com a metodologia adotada por
Andrade-Cetto et al. (2008), com modificagcdes. Primeiramente, a amostra: extrato seco
dioxido de silicio (aerosil) foi pesada em 10 mg, sendo depois solubilizada em 1 mL de
etanol, para o plagueamento a concentragéo utilizada foi 1 mg/mL, onde foi retirado 100
puL das amostras solubilizadas e foi acrescentado 900 pL do solvente etanol. A
concentracdo utilizada da enzima para o teste foi de 5mg diluida em 5 mL do tampao fosfato
de potéssio em pH 6,9. No preparo do tampdo foi pesado 0,27218g de fosfato de potéssio e
ele foi solubilizado em 100 mL de &gua destilada. Este ensaio mede a liberacdo de 4-
nitrofenol a partir de 4-Nitrofenil-D-glucopirandsido (4-NPGP) pela enzima a-glicosidase.
Depois, para a efetuacdo do plagueamento foram pipetados 30 pL das amostras na
concentracdo de 1 mg/mL nos diferentes pogos da microplaca de 96 pogos em triplicata,
170 pL da enzima (0,08 pug/mL), e houve incubagéo por 5 minutos a 37 °C no escuro, depois
foi adicionado 100 pL do 4-NPGP (5 mg/mL), em seguida determinacao da absorbancia foi
realizada no leitor de microplacas da marca BECKMAN COULTER e modelo DTX 800.
Os resultados foram expressos em porcentual de inibicdo atraves do programa estatistico
GraphPad Prism 6.0. O padrdo utilizado foi a Acarbose, sendo que o percentual de inibi¢éo

foi calculado pela férmula:

%inibicdo = 100 — (Abs final — Abs inicial da amostra <+ Abs final — Abs inicial do controle

4.10.5. Atividade inibidora de lipase

A atividade enzimatica da lipase foi determinada de acordo a metodologia adotada
por (SLANC et al., 2009) com modificacdes. Primeiramente, o extrato seco com o adjuvante
dioxido de silicio (aerosil), foram pesados em 10 mg e diluidos em 1 mL de etanol, e, para
o plagueamento as concentra¢fes das amostras foram 1 mg/mL, onde foi retirado 100uL
das amostras solubilizadas e acrescentado mais 900 puL do solvente etanol. A lipase
pancreatica tipo 11 de porcino da SIGMA foi pesada em 5mg e diluida em 1 mL do tampéo
TRISMA-HCL 75mM pH 8,5. Para o preparo do tampdo TRISMA foi pesado 0,90855 g e
diluido em 100 mL de &gua destilada e houve ajuste de pH com & adigdo de HCL. Para o
preparo do substrato palmitato de p-Nitrofenila (PNP) foram pesados 0,000376 g e foi
diluido primeiro em 1 mL de acetonitrila e depois em 3 mL de etanol ficando na proporcéao

de 1:3. Para o plagueamento foi utilizado 30 uL da amostra; 230 pL da enzima e 40 pL do
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substrato. Na primeira leitura, foi adicionado a amostra mais a enzima sendo incubado por
5 minutos na temperatura de 37 °C, em seguida, foi adicionado o substrato e a reacdo foi
incubada por 40 minutos para a posterior leitura no leitor de microplaca da marca
BECKMAN COULTER e modelo DTX 800, sendo a leitura efetuada em comprimento de
onda de 450 nm. O padréo usado para o teste da inibicdo da enzima Lipase foi o Orlistat.

Apos a leitura, foi realizado os calculos do percentual de inibi¢do através da formula:

%inibicdo = 100 — (Abs final — Abs inicial da amostra + Abs final — Abs inicial do controle

4.10.6. Atividade inibidora da a-Amilase

Primeiramente, o extrato seco adicionado de didxido de silicio (aerosil) foi pesado
em 10 mg e diluidos em 1 mL de etanol, a seguir para o plagueamento as concentracdes das
amostras foram de 1 mg/mL, onde foi retirado 100 pL das amostras solubilizadas e
acrescentado mais 900 pL do solvente etanol. Para o preparo do tampéo fosfato de potéssio
20 Mm, PM (136,09) foi pesado 0,27218 g e dissolvido em 100mL de agua destilada, o
HCL foi usado para o ajuste do pH em 6,9. Para o preparo da solucdo da amilase CNPG
LIQUIFROM (ACL) foi utilizado 0,5 mL da solugdo mais 4,5 mL do tamp&o. Depois, para
o plagueamento foi adicionado 30 uL das amostras nos po¢os da microplaca de 96 pocos,
sendo o ensaio realizado em triplicata. 30 pL do padréo orlistat e 30 pL de DMSO que foi
utilizado como controle negativo, depois foi adicionado em cada pogo da microplaca 100
uL da solucdo da enzima, sendo incubado por 5min a 37 °C. Em seguida, foi adicionado
170 pL de HCL diluido e a leitura foi realizada em leitor de ELISA BECKMAN COULTER
e modelo DTX 800 e comprimento de onda de 405nm para a determinacgédo da absorbancia.

O célculo da inibicéo foi realizado utilizando a seguinte formula.

%inibicio = 100 — (Abs final — Abs inicial da amostra < Abs final — Abs inicial do controle

4.10.7. Citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular foi realizado empregando o método Alamar Blue,
onde a resazurina atua como um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades
redox, que se reduz em células em proliferacdo. A forma oxidada apresenta a cor azul (ndo
fluorescente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel).

O ensaio foi realizado segundo metodologia adotada por (AHMED et al., 1994),

com o objetivo de analisar a viabilidade celular em células da linhagem MRC-5
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(fibroblastos humanos), apds a exposicdo com o ESA, pois estas apresentam uma
diversidade de aplicacGes, mais também pela propriedade dessa estirpe celular se manter
por longos periodos em cultura, sem apresentar sinais de degeneracdo, apds exposi¢do com
0 ESA.

Na microplaca de 96 pocos, as células de MRC-5 foram plaqueadas na
concentragéo de 0,5 x 10* células por pogo. Apds 24 horas de incubacio e aderéncia das
células, as mesmas foram tratadas com o extrato (em uma curva de concentracfes 1.5625,
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100ug/mL) pelo periodo 72 horas.

Apds 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, elas foram tratadas com o
extrato na concentracdo de 100 pg/mL por 72 horas. Passados os tempos de tratamento,
foram adicionados 10uL da solugdo de uso de Alamar Blue (solucéo estoque 0,4% 1:20 em
meio de cultura). Apds o tempo de metabolizagéo da resazurina (3h), foi realizada a leitura
da fluorescéncia em um leitor de microplacas (espectrofotdmetro) da marca BECKMAN

COULTER e modelo DTX 800 para a quantificacdo das células viaveis.

4.11.  Atividades Bioldgicas in vivo

4.11.1. Toxicidade Aguda em Modelo ZebraFish

4.11.1.1. Avaliagdo Comportamental

A avaliacdo do comportamento, seguiu a metodologia descrita por (SOUZA et al.,

2016). Apds a administracdo (toxicidade aguda em D. rerio adulto) foram observados por
48 horas. Nas primeiras 4 horas observou-se 0s animais com intervalos de 30 minutos e
posteriormente a esse periodo em intervalos de 12/12 horas (seguindo recomendacdo da

OECD 425. Os parametros comportamentais avaliados foram classificados em estagios 1,

2 e 3, estes estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Classificacdo de Alteragcdes comportamentais de acordo com estagios observados, onde nas primeiras
4 horas observou-se 0s animais com intervalos de 30 minutos e posterior a esse periodo em intervalos de 12/12
horas (seguindo recomendacéo da OECD 425. Os parametros comportamentais avaliados foram classificados

em estigios 1,2e 3

ESTAGIOS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

I - Aumento da atividade do nado;
- Espasmos;

- Tremores no eixo da cauda.

I - Nado circular;
- Perda da postura

i - Perda da motilidade;
- Deposicéo no fundo do aquério;
- Morte.

Fonte: Souza et al., (2016)

4.11.1.2. Analise Histopatoldgica

Para analise histopatologica do figado, intestino e rins, estes foram fixados em
soluc&o de Bouin por 24 horas, descalcificados em solucdo de EDTA (Acido etilenodiamina
tetraacético, Sigma Co., Sdo Paulo, Brasil) por 48 horas. As amostras foram desidratadas
em seéries de alcoois (70, 80, 90 e 100%). Posteriormente, foram diafanizadas por
impregnacdo com xilol e incluidos em parafina. As amostras foram seccionadas a 5um
usando um micrétomo (Brand Rotary Microtome Cut 6062, Slee Medical, Alemanha) e a
analise histopatoldgica foi realizada apds as secdes de tecido serem coradas com
hematoxilina e eosina, conforme descrito por (SOUZA et al., 2016). As imagens foram
analisadas em Microscopio Olympus BX41-Micronal e fotografadas com camera MDCE-
5C USB 2.0 (digital).

4.11.1.3. Avaliacao das Alteracdes Histologicas

O Indice de Alteracdes Histopatoldgicas (1AH) foi calculado a partir dos graus de
alteracdes teciduais observadas no figado, intestino e rins dos espécimes analisados. As
alteracdes foram classificadas em grau I, Il e 111, e o valor do 1AH indica se 0 6rgdo esta
saudavel (0 a 10), com alterac6es de leves a moderadas (11 a 20), com alteracdes moderadas
a graves (21 e 50), ou contendo alteracGes irreversiveis (> 100) (SOUZA et al., 2019;
CARVALHO et al., 2018; POLEKSIC, MITROVIC-TUTUNDZIC., 1994). Assim, 0s

indices foram calculados de acordo com a seguinte equacao:
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I= Y1 ai + 10 Y12, bi + 10237, ci

i—
N

Onde:

A: Alteragdes de grau I.

b: Alteracdes de grau Il.

c: Alteracdes de grau Il1.

na: nimero de alteracdes consideradas na primeira etapa.
nb: nimero de alteracBes consideradas na segunda etapa.
nc: nimero de alteracdes consideradas na terceira etapa.

N: nUmero de animais analisados por tratamento.

4.11.1.4. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média + Desvio Padrdo (SD) da média de
cada grupo experimental. Foi aplicado o teste ANOVA, seguido do teste de Tukey. O nivel de
significancia considerado sera de 5% (p< 0.05). O software empregado serd o Graph Pad
Prisma® (versio 5.03).

As analises foram realizadas nas dependéncias da Universidade Federal do Amapéa, em
colaboracdo com o Prof. Dr. José Carlos Tavares Carvalho, no Laboratorio de Pesquisa em
Farmacos do Departamento de Ciéncias Biologicas da Saude da Universidade Federal do
Amapa, sendo ele membro da Zebrafish Disease Models Society (ZDMS) e membro da
International Society for Ethnopharmacology (ISE).

Os animais foram provenientes da Piscicultura Power Fish, localizado em Itaguai-RJ,
Brasil. Foram utilizados peixes de ambos os sexos, com idade entre 8 meses e 2 anos, de
linhagem AB selvagem. Foram acondicionados em aquéarios na Plataforma Zebrafish do
Laboratorio de Pesquisa em Farmacos da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), e
passaram por um periodo de adaptacdo (40 dias). A temperatura foi controlada (23 + 2° C),
além de obedecer a um ciclo claro/escuro de 12 horas (periodo claro das 7:00 h da manha as
19:00 h da noite) recebendo racdo comercial em flocos Alcon Colors (Santa Catarina, Brasil)
trés vezes por dia.

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato seco de semente de acai em zebrafish adulto
foi realizada a partir de uma adaptacéo das diretrizes descritas pela OECD 425, considerando

ndo apenas a mortalidade, mas também o comportamento dos animais durante 48 horas. Para o
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experimento, foi preparada uma solugdo do extrato seco na dose de 2 g/kg, diluida em 4gua do
sistema e submetida a agitacdo vigorosa em agitador do tipo vortex por dois minutos. O teste
de toxicidade aguda, conforme a OECD 425, pode ser realizado em duas etapas (teste limite e
teste principal), porém, neste estudo, foi utilizado apenas o teste limite. Inicialmente, a dose-
teste de 2 g/kg foi administrada por via oral (gavagem) e, apos 48 horas de observagdo, caso
ndo fosse verificada a morte dos animais, 0 protocolo permitiria a progressédo para o teste
principal; caso contrario, o procedimento seria mantido no teste limite. Além da mortalidade,
foram monitoradas alteraces comportamentais, como resposta a estimulos, coloracéo,

flutuacdo e outros sinais indicativos de toxicidade aguda.

4.12. HET CAM

O estabelecimento do perfil de seguranca in vitro de polifendis, particularmente dos
presentes no extrato seco da semente de acai, foi significativo como um ensaio preliminar para
uma futura aplicacdo de ingredientes ativos em um produto encapsulado ou seja, preservando
a seguranca dos participantes e consumidores. O método in vitro foi escolhido devido a sua
conducéo conveniente, disponibilidade e geracdo de resultados comparaveis ao Teste de Draize,
que é realizado em coelhos e atualmente nao € aceitavel para testar matérias-primas ou produtos
cosméticos (ALLTOX, 2016). Além disso, 0 ensaio € menos dispendioso e requer infraestrutura
menos complexa (WANG et al., 2011).

Por fim as alteracdes foram interpretadas em funcdo do seu tempo de aparecimento,
observando os trés pontos finais: hemorragia (sangramento dos vasos), lise (desintegracdo dos
vasos sanguineos) e a coagulacdo (desnaturacdo proteica intra e extravascular) (ICCVAM,

2010). Conforme demonstrado na tabela 6, 7 e 8.

Tabela 6. Esquema de pontuacdo para testes de irritacdo, onde as alteracdes foram interpretadas em funcao
do seu tempo de aparecimento, observando os trés pontos finais: Hemorragia (sangramento dos vasos), lise

(desintegracao dos vasos sanguineos) e a coagulacao (desnaturacao proteica intra e extravascular).

Efeitos Pontuacéo

0,5min 2min 5min
Lise 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Fonte: ICCVAM (2010); Derouchi et al., 2017 (adaptado)
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Tabela 7. Graduagdo das alteragdes observadas na membrana corio-alantéide do ovo embrionado de galinha
apos a exposicao ao extrato pulverizado das sementes torradas de agal.

Fendmenos Tempo
<30 segundos 30 segundos <t <2 2 minutos <t <5
minutos minutos
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 1/ 5 3
Coagulacéo 9 7 5

Tabela 8. Classificacdo final do extrato pulverizado das sementes torradas de quanto ao seu potencial de
irritabilidade na membrana corio alantéide do ovo de galinha embrionado.

Faixa (graduacédo das lesBes Classificacéo

0,0a0,9 N&o irritante (NI)
1,0a4,9 Irritante leve (IL)
50a8,9 Irritante moderada (1M)
9,0a21 Irritante severo (IS)

Fonte: Journal Officiel de la Republique Francaise

O Comité Coordenador de Validacdo de Métodos Alternativos da Interagéncia, 2010,
defende que os resultados do ensaio HET-CAM s6 podem ser aceitos se o controle positivo,
1,0% p/v SDS, exibir um IS que o classifiqgue como fortemente irritante. O controle positivo
apresentou resultado aceitavel, com hemorragia e lise observadas em poucos segundos (tempo
médio = 2 s). O controle negativo FS (0,9% p/v NaCl) ndo desencadeou processos de alteracéo
vascular, como hemorragia (sangramento dos vasos), lise (desintegracéo dos vasos sanguineos)
e a coagulacdo (desnaturacdo proteica intra e extravascular). (ICCVAM, 2010).

O ensaio HET-CAM ¢é um método alternativo a experimentacdo animal, baseado na
semelhanca entre a membrana corioalantdica de um ovo de galinha em desenvolvimento e a
mucosa do olho humano ou de coelho, devido ao tecido vascularizado semelhante (KALWEIT
et al.,, 1990; STEILING et al., 1999).

Para a realizacdo desse ensaio foram utilizados trés ovos embrionados com oito dias de
incubacdo. A casca do ovo foi retirada ao redor da camara de ar evidenciando a membrana
interna. Esta foi removida cuidadosamente para a exposi¢cdo da membrana corio-alantoide
(CAM). Foram administrados 300l da amostra sobre a CAM e esta foi observada e fotografada
nos tempos de 0, 30, 120 e 300 segundos, a fim de identificar as alteracGes fisiologicas
decorrentes dessa exposi¢cdo, conforme demonstrado na Tabela 7. Como controle positivo foi

utilizado o hidroxido de sodio 0,1 mol/L e como controle negativo o soro fisioldgico.
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Figura 8. Esquema do procedimento do teste HET-CAM, no qual (a) indica o recebimento dos ovos, sua
verificacdo e armazenamento em incubadora; (b) exame dos ovos no quarto dia para verificar a existéncia e
posicdo do embrido; (c) abertura da casca dos ovos e umedecimento; (d) adi¢do do liquido da substancia teste;
(e) adicdo da substancia de teste sélida; (f) fechamento da abertura com fita transparente; (g) avaliacdo dentro
do anel quanto a danos vasculares.

c) —'-\.‘_“
|
il

Fonte: adaptado de Cazedey et al. (2009

4.13. Toxidade Aguda

Para esse teste foi utilizado a metodologia recomendada pela OECD 423 (2001), onde
foram utilizados 03 camundongos machos, os quais receberam uma dose de 2000mg/kg em 05
doses fracionadas do extrato pulverizado das sementes de acai (ESA), sendo ap0s essa
administracdo observado um intervalo de 10 minutos. Nas primeiras 12 horas 0s animais
ficaram em observacdo constante, em seguida essa observacao continuou por 14 dias. Esse

ensaio avaliou apenas o 6bito dos animais.

4.14. Teste Hipoglicemiante

Este teste foi empregado o método descrito por (SUN et al., 2015) com adaptagdes. Os
camundongos machos foram divididos em cinco grupos de cinco animais (Grupo controle ndo
diabético S.F.0,9% (NG), Grupo padrdo metformina 200 mg/kg (MET200), Grupo diabético
ndo tratado (CTL), Grupo (ESA200mg/kg), e Grupo ESA 400mgkg. Apds 1 semana de pré-
tratamento com uma bebida hipercalérica composta com 25% de sacarose, 0s camundongos
deverdo estar em jejum de 12 horas (durante o periodo noturno) para realizar a coleta capilar de

sangue da cauda de todos os grupos para o doseamento basal da glicose. Em seguida foram
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administrada uma dose intraperitoneal de Nicotinamida (30mg/kg; diluido em salina) e ap6s 20
minutos foi administrado a estreptozotocina (10mg/kg em 3 dias consecutivo; diluido em
tampao citrato 0,1M-pH4,5). Durante a primeira semana 0s camundongos ficaram somente com
a bebida hipercaldrica, apds esse periodo 0s animais tiveram acesso a racao e agua “ad libidum”.
Apos esse foram mensuradas as glicemias e os camundongos com concentracdo de glicose
plasmatica de jejum maior ou igual a 200 mg/dl, foram considerados diabéticos e selecionados
para o estudo. A partir da confirmac&o do diabetes o tratamento diario por gavagem foi iniciado
em todos os animais durante um periodo de 28 dias. A cada 7 dias foi realizado a medicdo das
glicemias. Ao final do tratamento os camundongos foram eutanasiados com Cetamina e
Xilazina (2:1) 100/50 mg/kg e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca para a realizacdo das
analises bioquimicas. Em seguida foram retirados o figado e os rins para a analise

histopatoldgica.

4.15. Andlises Bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo cardiaca no final do tratamento, antes
de realizar a eutanasia para determinago das anélises bioquimicas, glicemia, ALT, AST, Acido
arico, Creatinina e Ureia). As analises foram realizadas utilizando um analisador bioquimico
automatico Chem WellModel 2910; AWARENESS TECHNOLOGY, INC e Kits Comerciais

disponiveis.

4.16. Andlises Histopatoldgicas

Amostras de tecido hepatico e renal de cada camundongo foram tratadas e fixadas em
laminas e foram avaliadas quando aos aspectos inflamatorios e necrdticos do tecido em busca
de sinais de toxidade pelo uso do extrato pulverizado das sementes torradas de acai. (JIAO et
al., 2017).
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4.17. Aspectos Eticos e legais

4.17.1. CEUA

Como essa pesquisa envolve a utilizacdo de animais de laboratério, mais
especificamente camundongos c57bL/6 isogénico, foi solicitado junto a CEUA/UFAM a sua
aprovacéo, sendo aprovado sob o processo SEI n° 23105.035865/2023-19

4.17.2. SISGEN

O Sistema Nacional de Gest&o do Patriménio e do Conhecimento Tradicional Associado
— SISGEN, ¢é uma plataforma eletrdnica na qual é obrigatorio o cadastramento de pesquisas
(experimentais ou tedricas) na qual estejam sendo empregados componentes da biodiversidade
brasileira ou que envolva o conhecimento tradicional associado. Portanto, a pesquisa foi
cadastrada nessa plataforma sob o n°® A9BOE76 onde consta as coordenadas geograficas
(Latitude 3° 46°S, Longitude 60° 2270, Altitude 27) do local de coleta das sementes de acai,

conforme determina a Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

4.18. Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad versdao 6.0 e
expressos como média = E.P.M. (Erro Padrdo da Média). As diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos serdo calculadas pela aplicacdo de uma analise de variancia
(ANOVA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagéo Fisico-Quimica da Matéria Prima Vegetal

5.1.1. Perda por Dessecagéo e Granulometria

A determinacdo do tamanho das particulas da matéria prima vegetal é um fator
importante, pois quanto maior o tamanho da particula, menor serd sua absor¢do, podendo
influenciar na digestibilidade, diminuindo assim seu efeito aos animais que a utilizarem
(ZANOTTO e BELLAVER, 1996).

A producéo dos derivados vegetais depende dos constituintes da matéria prima vegetal
(MPV), portanto, diversos parametros como 0s aspectos fisico-quimicos, umidade,
armazenamento e a granulometria precisam ser bem definidos para que os produtos elaborados

a partir da MPV estejam de acordo com as determinagdes da Farmacopeia Brasileira.

Tabela 9. Anélises realizadas na matéria prima vegetal e sua classificacdo segundo a Farmacopeia Brasileira
(2019)

Anélises Resultados X £ s (CV%) Referéncia
Perda por dessecacéo (%) 8,40% + 0,05 8 a 14% (BRASIL, 2019)
Granulometria P& moderadamente fino FARMACOPEIA BRASILEIRA
(2019)
462,5um 200 pm < x < 800 um (VOIGT;

BORNSCHEIN, 1982).

A umidade pode influenciar diretamente nas propriedades fisicas, quimicas e térmicas
de um composto, além de interferir nas respostas mecéanicas, isso ocorre devido a quantidade
de vazios existentes nas particulas e de sua area de contato, ou seja, 0 Seu comportamento de

adesdo e interacdo com a matriz.

Apos o devido processo de limpeza da matéria prima vegetal, ela foi levada a estufa de
ar circulante a 45°C para a realizacdo da secagem até que fosse estabilizado a umidade residual,
sendo essa etapa critica, pois a umidade elevada pode permitir o crescimento bacteriano, alem
de degradar os principios ativos, acelerando assim a degradacao da matéria prima vegetal. Apos
esse processo foi determinado o teor de umidade tendo ela um percentual de 8,4% + 0,05 sendo
esse percentual menor que 14%, que é a faixa de recomendacéo para drogas vegetais no Brasil
(8 a 14%) (BRASIL, 2019).
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O ensaio para determinar o percentual de umidade foi realizado em triplicata em uma
balanca de infravermelho, a uma temperatura de 105°C, tendo como peso da amostra, 0,500mg
e tempo de 5 minutos, apresentando um teor médio de umidade de 8,40% + 0,05 conforme
demonstrado na tabela 9, indicando que a matéria prima vegetal é viavel do ponto de vista da
sua estabilidade e qualidade, haja visto que um alto teor de umidade pode afetar o tempo de uso
desse produto bem como a proliferagdo de microrganismos, inviabilizando assim o seu uso.

A determinacdo do teor de umidade é uma variavel importante para 0 armazenamento e
conservagdo de um produto, pois niveis elevados de umidade podem proporcionar o
crescimento de fungos e micotoxinas. Portanto a secagem adequada de produtos de origem

vegetal é de extrema relevancia na caracterizagao fisico-quimica (HADARUGA et al., 2016).

Segundo Alves et al. (2010) a quantificacdo do teor de 4gua residual em drogas vegetais
é um indicador da qualidade de sua preparacéo e conservacdo. As farmacopeias estabelecem
um limite de 8% a 14%, sinalizando uma boa conservagéo e secagem eficiente da matéria-prima
vegetal. Esta determinacdo € relevante para o controle de qualidade microbiologico, pois um
excesso de agua na droga vegetal pode promover o crescimento de fungos e bactérias, além de
resultar na hidrdlise de seus constituintes (SHARAPIN, 2000).

5.1.2. Granulometria

Para determinacdo da granulometria, as sementes de acai foram levadas ao moinho de
facas com o objetivo de reduzir mecanicamente a matéria prima vegetal. As sementes de
Euterpe sp. foram submetidas a tamisacdo em agitador mecéanico afim de se determinar a
distribuicdo granulométrica, conforme os resultados apresentados no histograma na Figura 9,
gue mostra como as particulas se distribuiram. Foi possivel observar que as particulas com
didmetro médio de 0,5 um apresentaram alta fracdo de retengdo e baixa fracdo de passagem,
enquanto as particulas de 0,8 e 0,9 um ficaram menos retidas e apresentaram uma alta fragdo
de passagem. Sendo assim conforme os resultados apresentados podemos caracterizar o ESA
como um po6 fino (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Pode-se observar no histograma mostrado na Figura 9, o tamanho das particulas nas
variadas faixas de abertura das malhas dos tamises, na abertura de 250um houve maior
concentracdo de particulas de 22,49 representando 20% da frequéncia retida, na faixa de 600-
500um atingiu-se a segunda a maior concentragdo de retencdo, sendo 19,96g e na faixa de
abertura 1000-850um obteve a menor concentracdo de retengdo de particulas representando

3,04q, portanto, sendo considerada uma particula fina segundo a Farmacopeia Brasileira (2019).
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Figura 9. Distribuicdo granulométrica das sementes torradas de Euterpe sp., visando a caracterizacdo da matéria
prima vegetal, podendo ela influenciar na digestibilidade dos nutrientes, tendo como principal consequéncia a
maximizacao da absorcéo dos nutrientes pelo organismo do animal.
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Figura 10. Curva de retencédo e passagem da MPV, cuja finalidade é assegurar a reprodutibilidade do processo
extrativo, pois a superficie de contato entre o liquido extrator e a droga vegetal tem impacto significativo na
eficiéncia do processo de extracao.
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O diametro médio das particulas das sementes de Euterpe sp. foi estabelecido como
462,4um por meio da andlise das curvas de retencdo e passagem. Esta determinacao € essencial
para assegurar a reprodutibilidade do processo extrativo, dado que a superficie de contato entre
o liquido extrator e a droga vegetal tem um impacto significativo na eficiéncia da extracao.

A determinagéo da distribui¢do granulométrica tem efetiva participacdo como uma das
analises realizadas na caracterizagdo da matéria prima vegetal, sendo necessario estar dentro

das especificagdes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira (ALVES et. al., 2010), haja visto
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que ela pode influenciar na digestibilidade dos nutrientes, e portanto, tem como principal
consequéncia a maximizacdo da absor¢cdo dos nutrientes pelo organismo do animal
(ZANOTTO e BELLAVER, 1996).

Ao se determinar o tamanho particula podemos validar a reprodutibilidade do processo
extrativo, pois a superficie de contato entre o liquido extrator e a droga vegetal influencia
diretamente no processo extrativo (LIST e SCHMIDT, 1989). Voigt e Bornschein (1982)
afirmam que particulas vegetais menores que 200u podem prejudicar a filtracdo e o contetdo
ativo. Quando ocorre o contrério, ou seja, quando o tamanho das particulas é muito grande
(superior a 800 pm), pode haver comprometimento do processo de extracao. Isso se deve ao

fato de que o liquido extrator ndo consegue penetrar em todas as células do tecido vegetal.

5.1.3. Determinacéao do Residuo Seco

Através da realizacdo do residuo seco de uma substancia vegetal, € possivel inferir no
rendimento da operacdo de secagem, efetuando o calculo em relagéo a massa tedrica de solidos
totais presentes na amostra. Portanto, o resultado da amostra analisada demonstrou um
percentual de residuo seco de 0,1179 + 0,04 g%, definindo que em 100g da solucdo extrativa de

origem ha uma solucdo com 0,1179¢g de solidos soluveis.

Tabela 10. Determinacdo do Residuo seco nas sementes torradas de Euterpe sp., apds a perda por

dessecacéo
Anélise Resultado Referéncia
Residuo seco (%0) 0,1179% = 0,04 RDC 263 DE SETEMBRO DE

2005 (BRASIL, 2005)

Avaliar o percentual de residuo seco em amostras de produtos naturais € de suma
importancia para se determinar a qualidade e a conservacdo desses produtos. Isso porque a
quantidade de agua presente nos vegetais afeta diretamente a durabilidade, o sabor e a textura
dos produtos. Ao determinar o percentual o residuo seco, é possivel identificar a concentracédo
de nutrientes e compostos bioativos, garantindo que o consumidor final obtenha um produto de
alta qualidade e com maior valor nutricional.

Em um estudo realizado por Barakat (2016) com vagens de jucd, foi detectado resultado
de residuo seco com um percentual de 2,329% a 2,779% de sélidos solUveis nas amostras
avaliadas. Para que uma farinha esteja dentro dos padrdes recomendados a RDC 263 de 22 de
setembro de 2005 (BRASIL, 2005) estabelece que o residuo seco deve apresentar um teor
méaximo de umidade de 15%. (BARROS et al., 2021).
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5.1.4. Rendimento do Extrato Pulverizado em Spray Dryer

O rendimento do extrato foi obtido atraves da pesagem do material obtido no final do
processo de secagem no Spray Dryer e comparado com o teor de sélidos contidos na solucdo
extrativa antes da secagem, onde também foi incluido o percentual de adjuvante adicionado,

apresentando um rendimento de 0,4%, conforme o célculo obtido pela formula.

Rendimento (%) = RT/Msd X100

onde: RT = rendimento teérico; Msd = massa obtida no coletor do Spray Dryer

Tabela 11. Percentual de rendimento do extrato seco das sementes de acai adicionado de Didxido de
Silicio Coloidal ap6s a pulverizagdo em Spray Dryer

Extrato Grama Percentual de rendimento

Extrato da semente de agai + 4,36 0,4%
Dioxido de silicio coloidal

5.1.5. Determinagéo de Proteinas no Extrato Pulverizado

As proteinas sdo determinadas avaliando-se o nitrogénio total da amostra pelo método
Khjedal. O termo proteina bruto (ou total) envolve muitas substancias com estruturas
semelhantes, porém com funcdes fisiologicas diferentes. Baseado no fato de as proteinas terem
porcentagem de nitrogénio quase constante, em torno de 16%, o que se faz é determinar o
nitrogénio por meio de um fator de converséo (fator geral = 6,25), calculado tomando-se como
base o valor médio de 16% de teor de nitrogénio contido na maioria das substancias para
transformar o resultado em proteina bruta. No método Khjedal determina-se o nitrogénio
contido na matéria organica, incluindo o nitrogénio proteico propriamente dito e outros
compostos nitrogenados ndo proteicos, tais como aminas, amidas, lecitina, nitrilas,
aminodacidos. Entdo apds a determinacdo da proteina foi obtido um total de 4,32% de proteina
bruta nas sementes torradas e pulverizadas de Euterpe sp.

Em estudo realizado por Barros et al. (2021) onde avaliou-se o teor de proteinas na
farinha do caroco de acai, teve como resultado 6,650 1%9D) portanto, esse resultado difere do
resultado apresentado pelo nosso estudo que foi de 4,32© 009D Sequndo Brasil (2012), para

que uma farinha seja considerada rica em proteina, ela deve conter no minimo 6g/100g.
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5.2. Determinagéo do Teor de Fibras no Extrato Pulverizado

As sementes de agai apresentaram um teor de fibras totais de 5,429/100g conforme
apresentado na tabela abaixo. De acordo com o Instituto de Medicina (2010), um estudo
realizado com farinha de acai identificou que as recomendacdes diérias de fibras para homens
e mulheres com idades entre 19 e 50 anos variam de 25 a 38g/dia. Portanto, 100g da farinha da
semente de acai fornecem 88% dessa recomendacdo. Nota-se que as fibras insollveis
predominam em todas as fracfes estudadas. Portanto, os resultados obtidos estdo abaixo das
recomendacdes diarias.

O comportamento das fibras foi verificado em um estudo sobre a polpa de agai,
conduzido por Maria do Socorro et al. (2011). A presenca de fibra insoltvel (64,49 g/100g) foi
significativamente maior em comparacgao com a fibra soltvel (2,75 g/100g). Os residuos dessas
digestbes representam a fibra bruta. O residuo da incineragdo desse material fornece os
subsidios para o calculo da fracao fibra. O teor de fibra em alimentos varia de acordo com sua
origem, com teores médios entre 0,5% al,5% em alimentos de origem vegetal e em teores

praticamente inexistentes em alimentos de origem animal.

5.3. Determinacéo do Teor de Cinzas Totais no Extrato Pulverizado

As cinzas sdao compostas principalmente por residuos inorganicos que séo resultantes
do processo de queima da matéria organica, e sdo constituidas principalmente por elementos
como potassio, sodio, calcio, silicio e magnésio, apresenta ainda em menor propor¢do
elementos como aluminio, cobre, ferro, manganés e zinco. Através do teor de cinzas podemos
avaliar o potencial energético de uma matéria prima vegetal (MPV), podendo inferir que quanto
maior o teor de cinzas menor é o potencial energético, devido a menor quantidade de matéria
organica.

Para se determinar o teor de cinzas as analises foram realizadas em triplicata e o
resultado obtido foi de 5,2%20,7, conforme demonstrado nas tabelas 12 e 13. A analise de
cinzas tem por finalidade determinar o percentual de substancias inorganicas provenientes de
impurezas, entre estas as cinzas fisioldgicas oriundas do tecido vegetal, e as ndo fisiologicas

como areia, pedras ou terra aderidas a superficie da MPV.

59



Tabela 12. Determinagdo do teor de cinzas realizado em triplicata no extrato pulverizado das sementes
torradas de Euterpe sp.

ESA
N° cadinho Peso cadinho (g) Peso da amostra Cadinho + cinza % de cinzas
() (9)

1 25,988 3,074 26,12 4,29

2 27,488 3,043 27,58 5,65

3 30,129 3,025 30,301 5,685
Média 5,21

Desvio padrao 0,79

Tabela 13. Determinacdo do teor de proteinas, Fibras e Cinzas presentes nas sementes torradas de Euterpe sp

Parémetro Semente de agai
Proteinas (@ 100s-1) 4,32

Fibra (9100¢-1) 5,25

Cinzas (©100g1) 5,2%

Os resultados obtidos diferem dos resultados apresentados por Barros et al. (2021), cujo
estudo demonstrou um teor de cinzas de 1,31©1%9D) Em um estudo realizado por Alves (2020)
foi avaliado o teor de cinzas da farinha da semente de acai, onde o resultado apresentado foi de
1,520 10091 "vaalor inferior ao resultado apresentado pelo nosso estudo que foi de 5,2( 009D,
demonstrando que o ESA apresenta um teor de cinzas superior ao encontrado na farinha da
semente de acai. O teor de cinzas recomendado pela legislagdo brasileira é de no méaximo 40
100¢-1) (BRASIL, 2005).
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5.4. Caracterizagdo Quimica do Extrato Seco

5.4.1. Determinacdo do Teor de Fenolicos e Flavonoides Totais

O extrato de acai foi submetido a analise de teor de fendis e flavonoides totais conforme
demonstrado na tabela 14, evidenciando que o extrato aquoso de acai apresentou maior teor de
fendis maior do que o de flavonoides.

Tabela 14. Quantificacdo do total de fenois e flavonoides do extrato aquoso da semente de E. precatoria. Os

resultados sdo expressos em porcentual (%), em mg eq Ac Galico/ga e mg eq Quercetina/g. Cada dado
representa a média e o desvio padrdo (DP) do extrato em triplicata.

% de fenois Fendis totais Flavonoides Totais % Meq Quercetina
Amostra meq Ac. flavonoides

Galicol/g
ESA 6,21 +0,29 218,95+3,59 5,15+ 3,9 275+ 0,05

5.4.2. Fendlicos

Extratos de frutos ricos em polifenois demonstraram que sdo capazes de melhorar a
performance fisica em ratos, tendo como principal mecanismo a melhora na perfuséo sanguinea
e o efeito antioxidante (R.E et al., 2020). Em um estudo realizado por Trindade et al. (2019)
com camundongos in vivo avaliando os efeitos antiadipogénicos da semente de acai, foi
detectada a presenca de compostos fenolicos que exercem atividades biologicas importantes,
incluindo a propriedade antiobesidade.

O acai apresenta uma composicdo quimica diversa, onde substancias como o0s
compostos fendlicos e as antocianinas se destacam. Os principais polifendis presentes na
semente de acai sdo a proantocianidinas e a epicatequina, as quais pertencem a classe dos
taninos (VIEIRA et al., 2024). Em outro estudo realizado por Barros et al. (2015) avaliando a
bioatividade in vitro do extrato aquoso da semente de acai, as proantocianidinas também foram
detectadas como principal antioxidante, sendo o tetramero de catequina do tipo B 0 mais
abundante (BARROS et al., 2015).

Essa assertiva também corrobora com outro estudo realizado por De Moura et al. (2012),
onde foi demonstrado que a semente de acai € rica em catequinas e protocianidinas revelando
potenciais atividades bioldgicas contra a inalagdo cronica de fumaca de cigarros em varios

modelos experimentais in vivo e in vitro. Outra propriedade detectada, através da andlise do
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6leo da semente de acai da espécie Euterpe oleracea foi a eficécia inibitdria contra cepas
bacterianas de Staphylococcus aureus, que sdo causadoras de varias patologias em humanos
(FILHO et al., 2012).

5.4.3. Flavonoides

Um estudo in vivo realizado com camundongos machos (C57BL/6), ficou comprovado
que nos animais que foram tratados com o extrato da semente de acai houve a reducdo da
dislipidemia da adiposidade e obesidade, isso em virtude de o extrato apresentar em sua
composicao flavonoides (BARCELLOS et al., 2020). As antocianinas sdo responsaveis pelo
poder antioxidante conferido ao acai, sendo atribuido ao acai a denominacdo de alimento
funcional (PORTINHO et al., 2012).

Comprovadamente os flavonoides possuem uma grande quantidade de propriedades
farmacoldgicas que tem acdo sobre os diversos sistemas bioldgicos, tendo como principal
consequéncia a atuacdo de forma benéfica na saude humana (ALVES e MENDONCGCA, 2011).
As antocianinas apresentam propriedades anticarcinogénica, anti-inflamatoria e
antimicrobiana, que atuam sobre oxidacdo das proteinas prevenindo a ocorréncia de eventos
cardiovasculares e o desenvolvimento de doencas neuroldgicas (MENEZES, 2008; PEREZ-
TORRES et al., 2021).

Em estudo realizado por Ribeiro et al. (2018) utilizando o endocarpo do fruto do
acai, comprovou-se que 0 mesmo apresenta uma grande quantidade de antocianinas e que
podem ser grande utilidade na industria farmacéutica, haja visto que a regido norte apresenta

uma grande quantidade desse residuo agroindustrial.

5.4.4. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia— HPLC

O extrato seco das sementes de acai pulverizadas sob condi¢des otimizadas apresentara
um conteudo consideravel de compostos fendlicos, principalmente da epicatequina, conforme
0 cromatograma apresentado na figura 18, onde o pico caracteristico da epicatequina apresentou
um tempo de retencdo 11,80 minutos, semelhante ao apresentado pelo padréo da epicatequina

que foi de 11,00 minutos, apresentando uma concentracdo de 12mg/g.
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Figura 11. Cromatograma do extrato das sementes de agai torradas e pulverizadas realizado em HPLC-DAD
com identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos, empregando o método adotado por Ledo (2001) com
as devidas modifica¢des sendo os compostos quimicos separados em uma coluna Synergi Hidro C18 (4 mm, 150
cm x 4,6 mm, Phenomenex) em 0,7 mL/min de fluxo, com temperatura da coluna de 29°C, utilizando um gradiente
linear de agua: acido formico (99,5: 0,5, v/v) (solvente A) e acetonitrila: acido férmico (99,5:0,5, v/v) (solvente
B), como a fase mével em gradiente de A: B de 99:1 a 50:50 em 30 min, depois de 50:50 a 1:99, em 15 min.
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Figura 12. Cromatograma da substancia de referéncia epicatequina (padréo), sendo a quantificacao realizada pela
comparacdo entre o padrdo externo, empregando seis curvas analiticas, sendo o procedimento realizado em

triplicata.
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A Figura 13 mostra a curva de calibracdo do padrdo de epicatequina em metanol grau
HPLC, baseada nas medidas de absorbancia em 254 nm para diluicbes com concentracdes de
250, 125, 62,5, 31,25, 15,125 e 7,6125 ug/ml. A equacdo da reta obtida foi Y = 1145920,59X
+ 6963,08, com um coeficiente de correlacdo de Rz = 0,9998, indicando correlacdo linear

positiva entre a concentragdo e a absorbancia.
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A partir da curva de calibragéo (equacao farmacopeica) conforme demonstrado na figura
13, foi possivel determinar o percentual de epicatequina, demonstrando que a semente de acai
é uma matéria prima vegetal rica nesse composto, com comprovada atividade antioxidante

tendo como consequéncia dessa atividade varios efeitos bioldgicos importantes atribuidos a ela.

Através do célculo da reta, e levando em consideracdo a area do pico do extrato
pulverizado das sementes torradas de acai, sendo de (46576 a 1000 pg/ml), podemos inferir que
0 percentual de epicatequina no extrato seco da semente € de aproximadamente 3,5%, logo

podemos deduzir que a cada 100g de extrato obtivemos 3,5¢g de epicatequina.

Figura 13. Curva de calibragdo do padrdo da epicatequina realizado em uma coluna Synergi Hidro C18 (4 mm,
150 cm x 4,6 mm, Phenomenex) em comprimento de onda de 254nm.
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A variabilidade das condicdes de extracdo, o local de coleta da matéria prima vegetal e
a estacdo do ano na qual se coleta a matéria prima, pode influenciar diretamente no contetido
de compostos fendlicos. Segundo Melo et al. (2021), o alto teor de compostos fendlicos esta
associado a diversos efeitos bioldgicos benéficos, que podem atuar na protecdo das células
contra o estresse oxidativo, reducdo da producdo de substancias inflamatérias, atividade
antimicrobiana e até mesmo atividade antitumoral. Os principais compostos fendlicos presentes
na semente de acai sdo as procianidinas B1 (16,08mg/g), em seguida a catequina com
(15,66mg/g), epicatequina (5,32mg/g) e a procianidina B2 com (1,49mg/g) (DI MATTIA et al.,

2014).
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Em uma pesquisa realizada por Pedralli et al. (2020) o teor de compostos fendlicos das
sementes de uva foi comparado com os das sementes de acai, e 0s resultados demonstraram que
as sementes de acai apresentaram um teor de compostos fendlicos maior do que os encontrados
nas sementes de uva, resultados estes semelhantes aos achados de Rochemback et al. (2021),
onde os compostos fendlicos das sementes de uvas Pinnot noir foram menos significativos do
que os das sementes de acai.

Quando comparado o teor de compostos fendlicos das sementes de acai com 0s
encontrados nas sementes de guarana, comprovou-se que, com excecdo da procianidina B1,
outros compostos fendlicos como a catequina e a epicatequina apresentaram maior teor nas
sementes de acai (MENDES et al., 2019), contrastando com os resultados obtidos por Luo et
al. (2020) onde o teor catequina e epicatequina foi maior no cha verde do que o detectado nas
sementes de acai. A epicatequina, a catequina e as procianidinas sao 0s principais compostos
fendlicos presentes na semente de acai, além do acido galico (SOARES et al., 2017), e além de
acOes antioxidantes e anti-inflamatoria, esses compostos também estédo associados a atividade
cardioprotetora, neuroprotetora e antimicrobiana (VIDAL et al., 2004; AEDIN et al., 2016).

5.4.5. Analise por Espectrometria de Massa MS/MS

A epicatequina e a catequina sdo considerados isdmeros, pois apresentam a mesma
massa molar (m/z 289), diferindo uma da outra apenas em relacdo a luz polarizada da hidroxila
no sentido anti-horario (levogiro) e no sentido horario (dextrogiro). Sendo assim esses isOmeros
apresentam 0s mesmos fragmentos.

Ao analisar os espectros de massa no modo negativo foi possivel observar a presenca
de compostos fendlicos, em especial da catequina e epicatequina, onde 0s picos correspondentes
foram observados em m/z 289,977 e 289,096 o qual possivelmente correspondem aos picos
desses compostos, um importante antioxidante com propriedades bioldgicas. A identificacdo
foi realizada comparando os espectros no programa MestReNova x64, onde observou-se 0s
espectros 289,977 e 289,086 como sendo possivelmente da epicatequina, pois a mesma quando

analisada no modo negativo perde um H™.
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Figura 14. Espectros completos do extrato pulverizado das sementes torradas de Euterpe sp. foram obtidos
utilizando a metodologia adotada por Lopes (2023). O extrato pulverizado das sementes de acai foi solubilizado
em metanol HPLC, gerando solugdes estoque de 1000 ppm. Aliquotas (10 L) dessas solugdes foram transferidas
para vials contendo 1 mL de MeOH.
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Figura 15. Espectros fragmentados e avaliados tendo como amostra o extrato pulverizado das sementes torradas
de Euterpe sp., analisadas por inser¢do direta no espectrometro de massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet,
equipado com fonte APCI operando nos modos positivo e negativo.
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Figura 16. Espectros isolados das sementes torradas de Euterpe sp. sendo a amostra analisada por insercéo direta
em espectrdmetro de massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet, equipado com fonte APCI operando nos modos
positivo e negativo.
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A caracterizacdo do extrato da semente de Euterpe sp. e suas fracdes foi realizada por
meio de analises de MS/MS. Os compostos foram identificados pela similaridade dos ions
moleculares com dados da literatura e pelo programa MestReNova x64.

Segundo Santana (2017) a fragmentacdo quando realizada no modo positivo apresenta
como pico caracteristico da epicatequina 291m/z, corroborando com 0 nosso estudo, onde
identificou-se no modo negativo os ions caracteristicos 289,096 e 289,977m/z indicando a perda
de grupos hidroxila e rearranjos estruturais, sugerindo a presenca da epicatequina na semente
de acai, além disso indica que os padrdes de fragmentacdo sdo consistentes com estudos
anteriores sobre a identificacdo de compostos fendlicos.

Os resultados indicam que a epicatequina é um dos principais compostos fenélicos das
sementes de acali, reforcando seu potencial bioativo. Estudos anteriores ja demonstraram que
esse flavonoide pode ter efeitos benéficos na satde cardiovascular e na modulagdo da resposta
inflamatdria. A presenca desse composto nas sementes sugere que esse subproduto do
processamento do acai pode ser aproveitado na formulacdo de suplementos funcionais.

Diante da composi¢do quimica, futuras pesquisas podem explorar métodos de extragédo
e purificacdo da epicatequina para aplica¢@es industriais. A espectrometria de massa se mostrou
uma ferramenta essencial para caracterizar esse composto com alta precisdo. Esses achados
contribuem para o entendimento da quimica das sementes de acai e incentivam seu

aproveitamento em produtos de alto valor agregado.
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5.5. Atividades Bioldgicas in vitro
5.5.1. Atividade Sequestrante do Radical DPPH

O extrato pulverizado das sementes torradas de acai fora submetido aos testes
antioxidantes DPPH e ABTS. Os resultados da atividade antioxidante do ESA foram expressos
em percentual de inibicdo da oxidagdo e a concentracdo do extrato em mg/ml, necessaria para
atingir 50% de atividade sequestrante dos radicais DPPH e ABTS (ICso) sendo calculada em
seguida. A figura 17 mostra a atividade antioxidante do ESA conforme sua concentragao.

O teste do DPPH mostrou que a atividade antioxidante do ESA é dose-dependente,
indicando que quanto maior a concentracdo do extrato, maior inibi¢do dos radicais DPPH.
Porém, sugere-se uma concentragdo inibitéria 50% (Clso) >500 pg/mL, indicando que o
potencial antioxidante do ESA é reduzido, pois, segundo Kedare e Singh (2011) para que uma

substancia apresente um potencial antioxidante significativo a IC50 devera ser <10ug/ml.

Figura 17. Efeito antioxidante do extrato seco da semente do acai nas concentracdes de 7,8 a 500 pg/mL. Usou-
se 0 método DPPH no teste. Cada valor é a média = D.P.M. de trés experimentos independentes. A analise
estatistica foi realizada usando o teste de compara¢des multiplas Two way e teste Tukey — p < 0,05, quando
comparados com negativo.

251
= 207 T
I -
& 15 *kkk
o
D 10- Kkk oo
o I
1& 5- T
o] b4
P R
- i
'5 T T T T T T T T
o o\?’ \c-_f? a QY ,{]{? .-133Q 6@

Concentragao pg/mL

O DPPH avalia a habilidade que as substancias tém de sequestrar o radical livre estavel
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e est4 baseado no descoramento de uma solugdo composta
pelo radical estavel DPPH, de cor violeta, quando da adi¢do de substancias que podem ceder

um atomo de hidrogénio, segundo Brand-Williams et al. (1995).
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O DPPH e 0 ABTS sdo métodos baseados em transferéncia de elétrons, que tém sido
frequentemente empregados para avaliar a atividade antioxidante em extratos vegetais,
principalmente devido a sua simplicidade, disponibilidade e reprodutibilidade, o que explica
sua popularidade e amplo emprego na pesquisa por antioxidantes de origem natural. O DPPH
é utilizado na busca por substancias lipofilicas, jA o ABTS por substancias hidrofilicas. No
entanto, os protocolos mais utilizados para esses ensaios apresentam limitagdes, principalmente
no que diz respeito a cinética da reacdo (excesso de radical, concentracdo de antioxidante,
tempos de incubacdo e solventes de reacédo), o que pode afetar quantitativa e qualitativamente
a determinacdo da atividade antioxidante. (MARTINS et al, 2022).

Poucos estudos estdo disponiveis na investigacdo cientifica das sementes de acai. No
entanto, em estudo prospectivo com 37 plantas orientais e tropicais empregadas na medicina
popular, foi demonstrado que a semente de E. oleracea estava entre as que apresentavam 0S
maiores percentuais de antioxidantes quando avaliadas pelo método DPPH (BARROS et al,
2015).

O mesmo estudo avaliou a capacidade antioxidante de sementes de E. oleracea e
relatara a presenca de acido protocatecuico, epicatequina e cinco procianidinas oligoméricas de
dimero a pentdmero. Eles descobriram que os extratos de sementes possuiam atividade
eliminadora relevante contra radicais peroxil, peroxinitrito e hidroxila semelhante ou superior

a polpa, que associaram as procianidinas detectadas (BARROS et al., 2015).

5.5.2. Atividade Sequestrante do Radical ABTS*

A capacidade antioxidante foi quantificada em uma microplaca de 96 pocos. Para isso,
o radical ABTS foi diluido em agua Milli-Q e oxidado previamente com uma solucdo de
persulfato de potassio a 5 mM, incubada por 5 minutos sob agitacdo. Apds isso, foi adicionada
em cada po¢o 30 pL da amostra do extrato seco da semente do acai nas concentracdes de 7,8 a
500 pg/mL, e foram adicionados 270 uL da solucdo de ABTS™. Apds 15 minutos de reacdo, a
absorbancia foi mensurada em um leitor de microplacas a 630 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata, e a partir dos dados obtidos foi calculado a porcentagem de ABTS*
remanescente na solucéo reacional.

Foi observado que o ESA inibiu as moléculas oxidativas do ABTS nas maiores
concentragdes quando comparadas com o controle negativo (C-), sugerindo assim, uma Clso
>500 pg/mL, demonstrando que o ESA apresenta uma atividade antioxidante dose dependente

sobre o radical ABTS, ou seja, quanto maior a concentracdo maior ser o percentual de inibicao.
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Figura 18. Efeito antioxidante do extrato seco da semente do acai nas concentracdes de 7,8 a 500 pg/mL. Cada
valor é a média £ D.P.M. de trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada usando o teste de
comparacfes multiplas ANOVA Two-way seguido do po6s-hoc de Tukey — p < 0,05, quando comparados com
negativo.
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O ABTS (2,2-azino-bis (ethylbenzo-thiazoline6-sulfonic acid) diammonium salt)
baseia-se na habilidade que os antioxidantes tém de capturar o cation ABTSe+. E, em virtude
dessa captura ocorre o decréscimo da absorbancia, a partir da mistura do radical com o
antioxidante, apresentando cor azul esverdeado, por meio da reacdo do ABTS com persulfato
de potassio que possui absorcdo maxima em 645, 734 e 815 nm. Com a adicdo de um
antioxidante, ocorre a redu¢do do ABTS++ a ABTS promovendo a perda da coloragdo do meio
reacional. Esse método € mais vantajoso em relacdo aos demais, pois pode ser usado em
substancias hidrossolUveis como lipossoluveis, e tem sido utilizado na avaliacdo antioxidante
de frutos como acai, goiaba, camu-camu, maracuja, pitanga e entre outros (SUCUPIRA et al,
2012).

A capacidade antioxidante encontrada nos alimentos é composta por varios bioativos
que apresentam diferentes mecanismos de acdo e interacdes sinérgicas, sendo necessario
combinar varios testes antioxidantes. Em um estudo realizado por Martinez et al. (2018)
empregando extrato da semente de acai (100 pg/mL), foi mostrada uma reducdo acentuada no
radical DPPH (92,05 + 2,56%) e no método ABTS (566,01 + 43,24 uM TEAC/pg). Segundo

Kedare e Singh (2011), quanto maior a atividade antioxidante, menor é o valor de CI50.
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5.5.3. Atividade Antiglicante da Via Oxidativa e ndo Oxidativa

O extrato de acai foi submetido ao teste de atividade antiglicante das vias oxidativa e
ndo oxidativa, utilizando como padrdo da via oxidativa a quercetina, e da via ndo oxidativa a
aminoguanidina. Os resultados estdo apresentados na tabela abaixo, onde constatou-se que o0
extrato seco da semente de acai ndo apresentou atividade antiglicante em ambas as vias
avaliadas.

Tabela 15. Avaliacdo da atividade antiglicante do extrato seco pulverizado das sementes torradas de acai sobre
as vias oxidativa e ndo oxidativa, dados expressos em percentual de inibicao
—p < 0,05, quando comparados com negativo.

AMOSTRAS GLICACAO OXIDATIVA (%)  GLICACAO NAO-OXIDATIVA (%)
ESA 4,1+0,6 95+1,8
Quercetina 89,1+15
Aminoguanidina 86,3+ 1,7

A quercetina apresentou 89% de inibicdo na via oxidativa e 86% na via ndo oxidativa,
enquanto os extratos apresentaram os seguintes percentuais de inibicdo: ESA — 4,1% e 9,5%,
relativos a via oxidativa e via ndo oxidativa, Estudos relatam que para ser considerado um anti-
AGe a substancia devera apresentar 50% de inibicdo (BRASIL, 2012; JHAUMEER-LAULLO
et al., 2012; ZHANG et al., 2015).

Esse teste baseia-se na capacidade de inibicdo que uma amostra possui quando
submetida a reacdo de glicacdo da proteina aloumina (BSA) com o Metilglioxal (MGO), uma
espécie reativa de carbonila com potente acdo de glicacdo. Esta inibicdo € medida por
fluorescéncia 31 (FRAIGE et al., 2018; LUNCEFORD e GUGLIUCCI, 2005).

Ademais, segundo Gugliucci et al. (2009) e Beaulieu et al. (2010) ha uma correlacéo da
alta capacidade antioxidante com a antiglicacdo, sendo possivel associar a baixa capacidade
antiglicante das amostras com sua baixa atividade antioxidante, corroborando com os resultados

aqui apresentados.
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O processo de glicacdo é irreversivel e ocorre de forma muito comum em pacientes que
desenvolvem o Diabetes Mellitus (DM), ocasionando as complicacOes relativas a doenca,
afetando e modificando as atividades das proteinas. Quando ocorre 0 acimulo dos produtos da
glicagdo avancada AGE’s em organismos vivos, isso ocasiona modificagdes estruturais e
funcionais das proteinas. Portanto, os antiglicantes podem contribuir de maneira significativa
para o tratamento do DM (KHALIFAH et al., 1999).

5.5.4. Atividade Inibidora das Enzimas, a-Glicosidase, Lipase e a-Amilase

O extrato aquoso da semente de acai foi submetido aos testes de inibicdo das enzimas
a-Glicosidase, Lipase e a-Amilase, 0s quais estdo demonstrados na tabela 11, onde o padréo
empregado para a enzima a-Glicosidase foi a Acarbose e para a Lipase o Orlistat.

O potencial do extrato em inibir as enzimas a-glicosidase, lipase ¢ a-amilase foram
expressos em percentual de inibi¢do (%). Ambas as enzimas digestivas apresentaram diferenca
estatistica significativa quando comparados com os controles, positivo (acarbose para a enzima
a-glicosidase e o Orlistat para a enzima lipase). Conforme demonstrado na tabela 16, podemos
observar que o padréo positivo Acarbose atingiu como valor de média 65,2 % de inibicdo para
a enzima a-glicosidase, enquanto o ESA apresentou maior percentual, 11,6 % de meédia de
inibicdo para essa enzima. Para o teste de inibicdo da lipase, o padrdo Orlistat atingiu 92,7% de
inibicdo, enquanto o ESA inibiu respectivamente 17,5 % da atividade da enzima. Para o teste
de inibi¢do da a-amilase, o0 padrdo positivo Acarbose atingiu o valor de média 59,8 % de
inibicdo para a enzima, enquanto o ESA obteve 23,6 % de média da inibicao.

A partir dos resultados observados e em comparagdo com o0s controles, a Acarbose e 0
Orlistat que apresentaram inibicao acima de 50% para ambas as enzimas, demonstrando que o

ESA ndo obteve potencial inibitdrio significativo, conforme demonstrado na tabela 16.

Tabela 16. Atividade inibidora das enzimas digestivas, a-Glicosidase, Lipase e a-Amilase, quando tratadas com
0 extrato seco pulverizado das sementes torradas de acai

AMOSTRAS o -GLICOSIDASE LIPASE a-AMILASE
ESA 11,6 +1,9 175+0,6 23,6 £2,3

ORLISTAT - 92,7+£15

ACARBOSE 65,2 0,6 59,8 +1,2
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Estudos que avaliaram a inibicdo da lipase em outras espécies vegetais demonstraram
um percentual de inibicdo bem mais significativo, como exemplo o estudo realizado por
Oliveira et al. (2017) avaliando extratos de Endopleura uchi, que também relataram o efeito
inibitério dessa enzima.

Existem evidéncias que relatam uma relacdo entre a inibicdo in vitro da lipase
pancredtica e os niveis dos derivados fenolicos e flavonoides. Segundo estudo realizado por
Moreno et al. (2006), o conteido de polifenol presente nos extratos etandlicos de Mangifera
indica, teve acentuada relacdo com a inibicdo da atividade da lipase pancreatica em 75%.

Assim como observado por Zhang et al. (2008), o extrato de Taraxacum officinale,
também apresentou alto teor de flavonoides e inibiu a lipase pancreatica em 86,3%. Ja Mendoza
et al. (2015) reportaram que compostos fendlicos e flavonoides séo capazes de inibir ndo so a

lipase pancreatica como também a a-amilase.

5.5.5. Citotoxicidade

Inicialmente o ESA foi avaliado nas concentracdes de 0, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50,
100pg/ml em linhagem celular MRC-5, com o objetivo de avaliar se 0 extrato apresenta a
capacidade de interferir na viabilidade celular, ou se ele apresenta potencial citotdxico,
empregando o método Alamar Blue.

Os resultados apresentados na figura 19 e 20, demonstram que o ESA ndo interfere na
viabilidade celular apds exposicdo destas ao ESA, ou seja, 0 extrato adicionado de didxido de

silicio coloidal apresentou-se biocompativel em células MRC-5.
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Figura 19. Viabilidade celular testada em diferentes concentragdes e em triplicata do extrato da semente de agai
(ESA), no periodo de 24 a 72h em linhagem celular HEPG2, empregando o método Alamar Blue, onde os
resultados foram expressos em MEDIA + SEM, demonstrando o percentual de células viaveis.
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Figura 20. Viabilidade celular
testada em diferentes concentragdes e em triplicata do extrato da semente de agai (ESA), no periodo de 24 a 72h
em linhagem celular MRC-5, empregando o método Alamar Blue, onde os resultados foram expressos em MEDIA
+ SEM, demonstrando o percentual de células viaveis.
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O ESA se apresentou biocompativel in vitro sobre os fibroblastos, ndo alterando a sua
viabilidade. Apds a realizagdo da citotoxicidade pelo método Alamar BlueTM em cultura de
células, podemos comprovar que nenhuma das replicatas testadas foi capaz de induzir um efeito

citotoxico quando em contato com os fibroblastos.
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Atualmente h&d um grande interesse por compostos derivados de espécies vegetais,
principalmente 0s que apresentam caracteristicas moduladoras e sejam capazes de agir na
proliferacdo celular, ou que elas atuem como agentes citotoxicos (DENG et al., 2020). Um dos
principais requisitos para o uso seguro de um farmaco ou candidato a farmaco, e, para a sua
aplicacdo na pratica clinica é ndo ser toxico (XIANG et al., 2020).

Em estudo realizado por Martinez et al. (2018) apds 48h de tratamento com 0 ESA, as
células de cancer de pulmdo da linhagem A549 apresentaram reducdo consideravel da sua
viabilidade, através do ensaio MTT, porém, esse efeito foi dose-dependente. J& em outro estudo
realizado por Barros et al. (2015) os resultados apresentados foram semelhantes, onde, o0 extrato
da semente de acai apresentou efeito inibitério sobre diferentes linhagens celulares tumorais
humanas.

Em estudo realizado por Pozo-Insfran et al. (2006) foi demonstrado que o agai atuou na
reducdo da proliferacdo de células leucémicas HL-60, sendo essa reducdo dependente da dose
e do tempo. Em outro estudo realizado por Choi et al. (2017), ficou comprovado que o acai foi
capaz de proteger contra a carcinogénese do célon em ratos, sendo esse resultado associado a
reducdo da expressdo da COX-2, TNF-a, IL-1B e IL-6 nos macrofagos e no colon dos
camundongos. Outro estudo realizado por Trindade et al. (2019) demonstrou que ndo houve
alteracdo na viabilidade dos fibroblastos, os mesmos permanecendo 100% viaveis.

A presenca de compostos fendlicos nas sementes de acai sugere que ela pode ser
utilizada tanto na inddstria farmacéutica como na alimenticia. Quando comparamos nossos
resultados com estudos anteriores que avaliaram outros frutos tropicais, podemos observar a
presenca de compostos fendlicos, principalmente das procianidinas, da catequina e

epicatequina.
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5.7. Atividades Bioldgicas in vivo

5.7.1. Toxidade Aguda em Modelo Zebrafish

A toxidade aguda realizada em Danio rerio adultos ndo apresentou alteracGes
relacionadas ao comportamento em um periodo de 48 horas e em nenhum dos estagios
observados (estagio | - aumento da atividade do nado, espasmos e tremores no eixo da cauda;
estagio Il - nado circular, perda da postura e estagio Il - perda da motilidade; deposi¢do no
fundo do aquério e morte) tanto nos peixes que receberam tratamento por via oral com a

semente de acai na dose de 2000mg/kg, como nos peixes que receberam dgua como controle.

O tratamento por via oral do zebrafish com o ESA produziu poucas alteracfes
histoldgicas no intestino e nenhuma alteracdo no figado e rins. A partir da sistematizacdo dessas
alteracbes, foi possivel calcular o indice de Alteracdes Histologicas (IAH) conforme

representado na tabela 17 e figura 21.

Tabela 17. Média do Indice de Alteracdo Histoldgica em intestino, figado e rins de Zebrafish tratados com
2000mg/kg do extrato pulverizado das sementes torradas de acai (Euterpe sp.).

ORGAO CONTROLE 2000 mg/kg ESA

Intestino 0.0+0.0 2.3+0.57
Figado 0.0+0.0 0.0+£0.0
Rins 0.0+0.0 0.0+£0.0

O intestino do zebrafish é organizado em quatro camadas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa. A camada mucosa contém as vilosidades, que sdo projecdes digitiformes
voltadas para o lumen, revestidas por células epiteliais especializadas em absorcdo e células
caliciformes, responsaveis pela producéo de mucos, substancias que atuam como uma eficiente
barreira nesse 6rgao (CARVALHO et al., 2018). Neste estudo, todas as alteracdes observadas
em Danio rerio foram de grau I, todas restritas a mucosa, como dilatacdo de vasos sanguineos
presentes nas vilosidades e hipertrofia das células epiteliais (Figura 24). Assim, os resultados
obtidos com o uso do indice de Alteracio Histoldgica (IAH) (Tabela 17) tiveram baixos valores,
indicando que as alteragdes detectadas ndo sdo capazes de prejudicar o funcionamento normal

do 6rgdo, ou seja 0 ESA ndo apresentou toxidade significativa sobre o Danio rerio.
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Figura 21. Alteracdes histoldgicas no intestino, figado e rins de Danio rerio zebrafish. A e B - intestino de
zebrafish, onde observa-se a transicdo da camada mucosa para a submucosa (CM), vilosidades (V), células
caliciformes (CC) e hipertrofia das células epiteliais (HtCE); C e D - figado de zebrafish, onde observam-se
hepatécitos (H) normais; E e F - rins de zebrafish, com tubulos (Th) e tecido linféide (TL) visiveis. Aumento em
40X, coloracdo em Hematoxilina e Eosina.

O zebrafish € um pequeno peixe teledsteo usado como organismo modelo em diversas
areas das ciéncias, por apresentar bases moleculares da neurobiologia e 0 genoma similar ao
dos humanos, fatores esses que permitem o seu uso em diversos tipos de estudos com
abordagens toxicoldgicas, genéticas e patolégicas (BARBAZUK et al., 2000). Além disso, 0
zebrafish também destaca-se por ser bastante usado em testes de toxicidade in vivo de produtos
naturais, e por apresentarem vantagem com relacéo a incubacao dos embrides e manutencdo de
adultos devido a diversos fatores como: (I) facilidade de criacdo, pouco espago necessario e
baixo custo de manutencdo; (Il) ciclo de crescimento curto e avaliacdo rapida; (I1)
transparéncia e facil observacdo; (IV) administracdo dos medicamentos, que pode ser feita
diretamente na dgua (ou meio de cultura) para absorcdo; e (V) facil manipulacdo e menor
demanda pelos tipos de drogas. Essas vantagens tornam os embrifes de peixe-zebra uma
ferramenta poderosa para testes de toxicidade (SHEN et al., 2023).

Estudos afirmam que a avaliacdo histopatologica dos 6rgaos internos do zebrafish, como
figado, intestino e rins, é importante e justificavel para correlacionar os possiveis resultados
toxicologicos de extratos vegetais que sdo administrados por via oral (MADUREIRA et al.
2012; FERREIRA et al. 2019; KOGA et al. 2024), pois sdo 6rgdos considerados como vias
primarias de contato em peixes e atuam em fungdes importantes como metabolizacdo de
nutrientes, desintoxicacdo, absorcdo de agua e sais minerais, filtracdo e producdo hormonal
(ROSS e PAWLINA, 2016).
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Em um estudo realizado por Farooq et al. (2020) avaliando toxidade in vivo de extratos
brutos de Rumex vesicarius tambem foi avaliada usando zebrafish como modelo experimental.
Os autores trataram os embrides com os extratos (0,001-300 ug / mL) e os observaram em 24,
48 e 72 horas. Os resultados demonstraram que 0s extratos obtidos de folhas, caules, raizes e
flores de R. vesicarius apresentou leve toxicidade no desenvolvimento de embrides de zebrafish

e nenhuma toxicidade em células endoteliais da veia umbilical humana.

Outro estudo também realizado por Farooq et al. (2020) foi avaliado a toxidade in vivo
de extratos bruto de M. sinaica, e como resultado, os zebrafish tratados com extrato de folhas e
caule apresentaram alteracfes como edema cardiaco leve, enquanto o extrato obtido das raizes
e parte aérea ndo causou alteracfes severas aos animais, indicando que os extratos de raizes e
brotos de M. sinaica tiveram menos toxicidade e foram mais passiveis de serem usados como
medicamentos.

O zebrafish também foi utilizado em outra pesquisa que buscou avaliar a toxicidade da
folha de Thuja orientalis L. in vitro, os resultados revelaram que a toxicidade do extrato da
folha aumentou significativamente dependente de fatores como o tempo e a dose (BREETA et
al., 2018). Além disso, Ma et al. (2022) também utilizando 0 mesmo modelo animal para testar
a toxidade, porém in vivo do extrato da folha de baga milagrosa S. dulcificum, apontaram que
0s espécimes de zebrafish ndo morreram quando a concentragédo do extrato estava abaixo de 25

ug/mL, enquanto a CLso do extrato para a especie em especifico foi de 100 pg/mL.

5.6.2. HET CAM

Considerando que os controles confirmaram a adequacdo dos ensaios, 0s resultados
para a avaliacdo da toxidade in vivo pelo método HET CAM da semente de acai torrada nao
desencadeou alteracbes como, hemorragia (rompimento de vasos), lise (desintegracdo dos
vasos sanguineos) e a coagulacdo (desnaturacdo proteica intra e extravascular) quando
avaliados por esse método, sinalizando que o extrato pulverizado da semente de acai ndo
apresentara toxidade quando em contato com a membrana corio alantéide do ovo de galinha

embrionado, conforme demonstrado na figura 22.
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Figura 22. Imagem da CAM, fotografada nos tempos de 0, 30, 120 e 300 segundos demonstrando os efeitos do
controle positivo hidroxido de sddio 0,1 mol/L, controle negativo, soro fisioldgico e do extrato seco pulverizado
das sementes torradas de Euterpe sp., sobre a membrana corio-alantide (CAM) de ovos de galinha.

Controle +

Controle -

Extrato/acai
1mg/mL

O método in vitro foi selecionado devido a sua conducao conveniente, disponibilidade
e geracdo de resultados comparaveis ao Teste de Draize, que é realizado em coelhos e
atualmente € aceitavel para testar matérias-primas ou produtos cosmeticos (ALLTOX, 2016).
Além disso, 0 ensaio & menos dispendioso, e requer infraestrutura menos complexa (WANG et
al., 2011).

Segundo Baptista (2018) determinar a toxidade de uma substancia, tem por finalidade
avaliar os possiveis danos que ela podera vir a causar quando um organismo Vivo for exposto a
sua formulacdo, haja visto que os modelos in vivo sdo 0s mais empregados na avaliacao
toxicologica de espécies vegetais. Alguns estudos ja investigaram a possivel toxidade do acai,
demonstrando que apds a administracdo de doxorrubicina, o acgai reduziu os danos ao DNA nas
células de sangue periférico quando avaliados pelo método de ensaio do cometa (BARCELLOS
et al., 2010).

Em um estudo realizado por Wilson e Steck (2020) foi avaliada a administracdo de
extratos aquosos de produtos vegetais a membrana corioalantdide de ovo de galinha, onde 0s
autores ndo observaram irritacdo, embora 0s extratos variassem de cor, viscosidade e
composicdo quimica. O pH dos extratos vegetais também variou um pouco de espécie para
espécie, em torno de 4,5 a 6,0. O tampdo acido lactico é sensivel ao pH, porém o poder

tamponante dos extratos vegetais com 1% de s6lidos deve ser considerado insignificante.
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Diferentes autores corroboram com os resultados aqui apresentados, pois segundo
Barcellos et al. (2010) em estudo de toxidade in vivo realizado com o extrato aquoso de acai,
ficou comprovado que camundongos tratados com diferentes doses ndo apresentaram sinais de
toxicidade e nem evoluiram para ébito. Outro estudo realizado por Marques (2016) através do
teste do cometa e micronucleo, em um periodo de 14 dias, mostrou que as doses empregadas
no estudo ndo foram capazes de desenvolver toxicidade nas células testiculares, no figado e
nem na medula dos ratos estudados, demonstrando que o acai ndo promove efeitos genotoxicos
nas células.

Outro estudo in vivo realizado por Borges et al. (2024b) demonstrou que o 6leo da
semente de acai também ndo apresentou toxidade, confirmando que os resultados aqui
apresentados quanto a toxidade, usando produtos a base da semente de acai, sdo seguros. Em
estudo realizado por Pérez-Torres et al. (2021) foi comprovado que a seguranca e eficacia
atribuida aos produtos vegetais 0s tornam alternativas eficazes ao tratamento da obesidade, e as

consequéncias do diabetes.

Um estudo realizado por Augusti et al. (2016) em células SH-SY5Y demonstrou que
com excecdo da linhagem LPO4P16, todas as outras linhagens celulares ndo apresentaram
toxicidade a seis diferentes gendtipos de Euterpe oleracea. Outro estudo usou a espécie de
Nematoide Caenorhabditis elegans como modelo in vivo, e foi demonstrado que o extrato
aquoso do acai foi capaz de reduzir os danos por toxicidade aguda induzida causada pela
Acrilamida, um composto toxico presente em alimentos ricos em carboidratos que foram
submetidos a tratamentos térmicos a altas temperaturas (CANESCHI, 2014). Em concordancia
com essa assertiva, o estudo de Gallota (2005) comprovou que partes do acaizeiro e talo da
folha de Artemia salina L. ndo apresentaram atividade citotoxica em modelos in vivo.

A genotoxicidade do 6leo do acai também foi analisada em um estudo realizado por
Ramos (2014) utilizando Nano emulsdo do 6leo, e foi demonstrado que ela ndo apresentou
toxicidade nas diferentes concentracdes empregadas. Outro estudo realizado para avaliar a
reducdo da genotoxicidade do acai em células hepaticas, renais, sangue periférico e medula
Ossea, empregando o teste de micronucleo e ensaio do cometa demonstraram que o acai também
apresentou genotoxicidade reduzida (RIBEIRO, 2010).
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5.6.3. Toxicidade aguda

Para esse teste utilizou-se a recomendacdo OECD 423 (2001), onde foram empregados
trés camundongos machos, os quais receberam uma dose de 2000mg/kg em 05 doses
fracionadas do extrato da semente de acai (ESA), sendo os animais observados em um intervalo
de 10 minutos pds-administracdo. Nas primeiras 12 horas os animais ficaram em observagdo
constante, em seguida essa observacdo foi continua por 14 dias. Os trés camundongos
observados apresentaram uma taxa de sobrevida de 100%, indicando que 0 extrato seco
pulverizado ndo apresentou toxidade quando administrado em uma dose de 2000mg/kg.

5.6.4. Teste hipoglicemiante

No dia zero foi mensurado as glicemias dos grupos normoglicémicos (NG),
(120,4mg/dl), controle de tratamento diabético néo tratado (CTL) (304,4mg/dl), MET200mg/kg
(304,4mg/dl), Grupo ESA 200mg/kg (332,6 e Grupo ESA 400mg/kg (463mg/dl).

No sétimo dia de tratamento o grupo NG apresentou um discreto aumento na glicemia
(de 120,4mg/dl para 162,2mg/dl), assim como o grupo CTL, apresentou um aumento
consideravel em sua glicemia (304,4 para 444,4mg/dl). O grupo MET 200mg/kg apresentou
uma reducao significativa na sua glicemia de jejum (304,4mg/dl para 169,2mg/dl), o grupo ESA
200mg/kg apresentou uma reducao discreta em sua glicemia (332,6mg/dl para 307,3) e 0 grupo
ESA 400mg também apresentou discreta reducdo em sua glicemia de jejum (463mg/dl para
444.4mg/dl).

No décimo quarto dia de tratamento o grupo NG apresentou moderada reducdo da
glicemia quando comparado com o sétimo dia, variando de (169,2mg/dl para 119,4mg/dl). O
grupo CTL apresentou discreta reducdo da glicemia de (444,4mg/dl para 409,6mg/dl), o grupo
MET 200mg/kg apresentou discreto aumento da glicemia de (169,2 para 195mg/dl), o grupo
ESA 200mg/dl apresentou um leve aumento da glicemia variando de (307,3mg/dl para
342mg/dl), e o grupo ESA 400mg/kg apresentou acentuada reducdo da glicemia, variando de
444,4mg/dl para 342mg/dl.

No vigésimo primeiro dia de tratamento os grupos aumentaram ou diminuiram suas
glicemias quando comparados com o décimo quarto dia de tratamento. O grupo NG apresentou
um discreto aumento na glicemia variando de (119,4mg/dl para 143,4mg/dl), o grupo CTL
apresentou acentuado aumento da glicemia, variando de (409,6mg/dl — 508,4mg/dl); o grupo

82



MET 200mg/kg apresentou reducdo da glicemia, variando de (195mg/dl — 143,4mg/dl), e o
grupo ESA 200mg/kg apresentou um discreto aumento nos valores das glicemias, variando de
(342mg/dl — 400,3mg/dl).

No vigésimo oitavo dia de tratamento o grupo NG apresentou uma acentuada reducao
na sua glicemia de jejum, variando de (137,3mg/d| para 96,3mg/dl); o grupo ctl apresentou uma
reducdo de (508,4mg/dl para 436,6mg/dl), o grupo MET200mg/kg apresentou um discreto
aumento que variou de (143,4mg/dl para 195,2mg/dl), o grupo ESA200mg/kg apresentou uma
acentuada reducéo na sua glicemia, variando de (400,3mg/dl para 313,6mg/dl), e o grupo ESA
400mg/kg apresentou um discreto aumento da sua glicemia de jejum, variando de (357mg/dl
para 400mg/dl).

Apos os 28 dias de tratamento com o ESA podemos observar que o grupo MET
200mg/kg manteve os niveis glicémicos baixos, conforme o esperado (120+16mg/dl), o grupo
ESA 200mg/kg também manteve os niveis de glicemia estaveis (313mg/dl+66), o grupo ESA

400mg /kg também foi capaz de reduzir os niveis glicémicos (350mg/dl).

Figura 23. Efeito do extrato seco da semente de agai na glicemia de camundongos diabéticos tratados em um
periodo de 28 dias, onde houve a inducéo do diabetes através da administracdo oral de uma bebida hipercaldrica,
seguida da administracdo intraperitoneal de Nicotinamida e Estreptozotocina por trés dias consecutivos. Os
camundongos com glicemia superior a 200mg/dl foram considerados diabéticos e separados em grupos: Grupo
normoglicémico (NG), Controle (CTL), MET (200mg/kg), ESA (200mg/kg) e ESA (400mg/kg). O grupo NG fora
tratado com 200pl de soro fisiolégico 0,9%. Os valores foram expressos em média + SEM para (n = 5). ANOVA
Two-way com teste Dunn aplicado.
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Nas anélises bioquimicas do 28°dia de tratamento podemos comprovar que a ureia e a
creatinina nos animais diabéticos ndo tratados se apresentaram aumentadas, demonstrando que
nesse grupo os animais manifestaram alguma injdria renal. O acido Urico, outro analito que
avalia a funcdo renal, manteve-se semelhante ao grupo néo diabético, assim como ocorreu com
TGO e o TGP que avalia a funcdo hepética, mantendo-se dentro dos parametros de referéncia,
ou seja, o0 ESA ndo causou nenhum dano hepéatico aos camundongos tratados, conforme

demonstrado na Figura 25.

Apbs o periodo de tratamento de 28 dias podemos comprovar que no grupo ESA
200mg/kg a glicemia permaneceu estavel e, a partir da segunda semana verificamos que ela se
apresentou estatisticamente diferente do grupo CTL. No grupo ESA 400mg/kg podemos
comprovar que essa dose conseguiu reduzir a glicemia até a terceira semana de tratamento, isso
quando comparamos com o grupo CTL (diabético ndo tratado) conforme demonstrado na figura
24. Como esperado, o grupo padrdo MET 200mg/kg conseguiu reduzir a glicemia
assemelhando-se ao grupo NG, ressalvando que a metformina € uma molécula pura e apresenta

melhores resultados, e 0 ESA é uma matéria prima vegetal (um extrato).

Figura 24. Comparacdo das glicemias do 28° dia de tratamento com grupo controle ndo tratado CTL, onde os
camundongos com glicemia superior a 200mg/dl foram considerados diabéticos e separados em grupos: Grupo
normoglicémico (NG), Controle (CTL), MET (200mg/kg), ESA (200mg/kg) e ESA (400mg/kg). O grupo NG foi
tratado com 200pl de soro fisioldgico 0,9%.
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Entre os metabdlitos secundarios das plantas estdo os polifendis que estdo envolvidos
principalmente no processo de defesa antioxidante e na protecdo ultravioleta. Em virtude disso
pode-se inferir seu uso em humanos no tratamento de diversas doencas, entre elas a obesidade
e uma de suas principais comorbidades, o diabetes. (RODRIGUEZ-RAMIRO et al., 2016).
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Em um estudo realizado por Pala et al. (2018) foi demonstrado que o acai apresenta em
sua composicdo quimica, polifendis, &cidos graxos insaturados, fito esterdis e fibras
alimentares, sugerindo que ele pode participar das defesas antioxidantes por diversos
mecanismos. Portanto o acai pode ser empregado como alimento funcional para proteger o
organismo humano contra doencas relacionadas ao estresse oxidativo e em doencas
metabolicas. Outro estudo realizado por Méndez e Medina (2021) detectou que o acai € eficaz
na reducdo da obesidade, podendo assim melhorar as comorbidades dessa doenca,
principalmente do diabetes, através da a¢do dos polifendis.

Em outro estudo realizado por Udani et al. (2011), foi demonstrado que a ingesta de acai
reduziu os niveis de glicemia e insulina sérica, e, além disso apresentou redugdo nos niveis do
colesterol HDL, porém com niveis do colesterol HDL e triglicerideos sem alteracfes. Outros
estudos realizados por De Oliveira et al. (2010) e De Oliveira et al. (2015) em um modelo
experimental de sindrome metabolica, comprovou que de fato o ESA promoveu melhora na
obesidade, hiperglicemia e na resisténcia insulinica.

Em um estudo realizado por Pala et al. (2018), avaliando se a ingestdo alimentar de acai
afeta os lipideos plasmaticos demonstrou que o ox-LDL, um fator de risco de doenca
cardiovascular, foi reduzido pela ingesta alimentar de acai. A alta ingesta de produtos naturais
com alto poder antioxidante, principalmente as contidas no acai reforcam as defesas
antioxidantes do organismo, sendo importante ressaltar que a melhora das defesas antioxidantes
protege o0 organismo contra varias lesdes relacionadas ao estado pro-oxidativo.

Outro estudo realizado por Xavier et al. (2021) contribui ainda mais com os resultados
apresentados neste estudo, ja que foi demonstrado que o extrato da semente de acai foi capaz
de proteger contra a esteatose e fibrose hepatica associadas a obesidade. Ja outro estudo
realizado por Udani et al. (2011) foi evidenciado que a ingesta da polpa de acai apresentou
atividade redutora nos niveis de marcadores de risco de doenca metabdlica em pacientes adultos
com excesso de peso, contribuindo assim com os resultados aqui apresentados.

Esse é o primeiro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa que avalia o efeito
hipoglicemiante do extrato seco da semente de acai (ESA) em um modelo in vivo, utilizando
camundongos c57bl/6 alimentados com uma bebida hipercaldrica, e induzidos ao diabetes com
Nicotinamida e Streptozotocin, o qual demonstrou poder hipoglicemiante mesmo que discreto
nas duas doses empregadas. Portanto, nosso estudo demonstra que o uso das sementes torradas
de acai pelas populacdes tradicionais tem comprovacdo cientifica e que o ESA pode ser

empregado como tratamento auxiliar no diabetes.
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O efeito hipoglicemiante discreto atribuido ao ESA pode ser atribuido a concentracdo
das doses administradas aos camundongos, forma farmacéutica administrada e ao tempo de
tratamento (quatro semanas), podendo no futuro embasar novos estudos com doses maiores ou
menores, tempo de tratamento e forma farmacéutica, como por exemplo a administragdo direta
do infuso, sem passar pelo processo de secagem. Assim como 0s resultados apresentados aqui,
diversos estudos tém avaliado a capacidade de extratos e de origem vegetal quanto a sua
capacidade de atuar contra a obesidade e manter o controle normoglicémico. Portanto nossos
resultados corroboram para a comprovacao de que o ESA pode e deve ser empregado no

tratamento auxiliar do diabetes.

5.7. Analises Bioguimicas

Tabela 18. Resultados das analises bioquimicas dos grupos normoglicémicos (GND), Grupo diabético nédo
tratado (GDN), Metformina 200 mg/kg), Grupo ESA 200mg/kg e Grupo ESA 400mg/kg, coleta realizada no
28° dia de tratamento

Grupos Ureia (mg/dl)  Creatinina  Acido Urico (mg/dl) TGO TGP

(mg/dl) (un [C])
NG 47,0+7,02 0,32+0,04% 4,00+3,0? 1434672 18+17°
CTL 69,3+15,3° 1,08+0,27° 2,1140,72 90+312 19+48°
MET 200 41,8+19,0° 0,38+0,62° 2,1140,72 100+46° 1246°
ESA 200 42,6+6,0° 0,30+0,012 1,76+0,42 87+412 7470
ESA 400 40,045,0? 0,40+0,20? 2,80+1,5% 774582 12+45°
CTL = Grupo diabético ndo tratado NG = Grupo néo diabético

Os resultados das analises bioquimicas indicam que o grupo tratado com extrato seco
das sementes torradas de acai na dosagem de 200mg/kg apresentou os melhores resultados nas
medicdes de glicemia, creatinina, TGO e TGP. Ja o grupo ESA 400mg/kg apresentou 0s
melhores resultados nas medicdes de ureia e acido Urico.

Na glicemia observou-se que o grupo ESA 200mg/kg quando comparado com o grupo
CTL apresentou reducdo (com variacdo de 332,6g/dl a 307,3mg/dl), e o grupo ESA 400mg/kg
quando comparado com o grupo CTL também apresentou reducdo nos valores glicEmicos
(463mg/dl — 444,4mg/dl).

No perfil renal, a ureia apresentou reducéo nos valores desse analito quando comparado
como grupo CTL, onde o grupo ESA 200mg/kg variou de 43mg/dl a 42,6mg/dl, e o grupo ESA
400mg/kg também apresentou reducdo desse analito (43mg/dl a 38mg/dl). A creatinina, outro
analito que avalia a funcdo renal, também apresentou redugdo nos seus valores quando

comparados com o grupo CTL, onde o grupo ESA 200mg/kg variou de 1,0mg/dl a 0,3mg/dl e
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0 grupo ESA 400mg/kg variou de 1,0mg/dl a 0,9mg/dl. O &cido drico quando comparado com
0 grupo DNT manteve-se inalterado no grupo ESA 200mg/kg, porém, no grupo ESA 400mg/kg
uma reducéo discreta nos valores foi observada, variando de 1,7mg/dl a 1,5mg/d|I.

As enzimas TGO e TGP apresentaram reducdo nos seus valores quando comparadas
com o grupo CTL, onde o TGO no grupo ESA 200mg/kg variou de 142 Ul a 87 Ul, e o grupo
ESA 400mgkg variou de 142 Ul a 107 Ul. A enzima TGP também apresentou redu¢do no grupo
ESA 400mg/kg (18 Ul a 9UI).

Por se tratar de um estudo inédito cuja avaliacdo dos parametros bioquimicos das
sementes de acai nunca havia sido realizada, observamos que as analises empregadas nédo
apresentaram alteracOes significativas.

O grupo tratado que apresentou os melhores resultados quanto aos parametros
bioguimicos foi o grupo ESA 200mg/kg, onde parametros como glicemia, creatinina, TGO,
TGP obtiveram os melhores resultados. No perfil renal, a ureia e o &cido Urico do grupo ESA
200mg/kg apresentou um resultado superior ao do grupo ESA 400mg/kg, porém dentro do valor
de referéncia.

Xavier et al. (2021) demonstrou que o extrato da semente de agai apresenta a capacidade
de protecdo hepatica, corroborando assim com os resultados das enzimas TGO e TGP aqui
apresentados. Portanto, segundo Rodriguez-Ramiro et al. (2016) pode-se inferir que o uso do
extrato de acai em humanos auxilia no tratamento do diabetes, corroborando assim com o0s

resultados das glicemias aqui apresentados.

5.8. Analises histopatoldgicas

5.8.1. Macroscopia
Os fragmentos analisados apresentaram-se como um tecido mole de consisténcia firme

com forma e superficie arredondada de cor acastanhada tendo como média de tamanho
1,0x0,2x0,2cm para os fragmentos renais e 1,5x1,5x0,3cm para fragmentos de l6bulos (lado

direito) do figado.

5.8.2. Microscopia
A leitura das laminas foi realizada de modo qualitativo com o auxilio de um microscopio

optico Leica modelo DM500 com camera acoplada. De cada amostra, foram registradas as
frequéncias de ocorréncia das alteracGes observadas considerando a seguinte classificacao: (0*)

para ocorréncia rara, (*) para ocorréncia baixa, (**) para ocorréncia moderada e (***) para
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ocorréncia acentuada das alteragdes no tecido. O software LAS EZ LEICA foi utilizado para

aquisicdo das imagens com escalas de tamanho padronizadas.

Figura 25. Alteracgdes histoldgicas no rim de camundongo c57bl6 ap6s o tratamento de 28 dias com o extrato seco
pulverizado das sementes torradas de acai. A — Parénquima renal cortical normal. B - Atrofia glomerular (0* a *),
nota-se um glomérulo adjacente de diametro normal. C — Dilatacdo e congestao vascular (*), observa-se o acimulo
de hemécias no vaso sanguineo. D — Vacuolizagao nuclear evidente (0*). E — Necrose focal pequena (0*), onde
ficam evidenciadas degeneragdo citoplasmatica e nuclear e F — Necrose do parénquima renal (regido cortical) com
degeneracdo citoplasmatica acentuada (***).
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Tabela 19. Frequéncia de ocorréncia das alteracdes teciduais observadas em rim e figado de camundongos c57bl6,
coleta realizada apds a eutanasia.

glomérulo

Infiltrado leucocitéario 17,7
Dilatacé@o de vasos sanguineos 13,3
Congestao vascular 22,2
Estreitamento da luz tubular 0
Perda dos microvilos tubulares 0
Vacuolizacdo nuclear 20
Degeneracao tubular 8,88
Necrose 4,44
Alterac0es histologicas Frequéncia de ocorréncia (%)
hepéticas

Hipertrofia nuclear 25
Hipertrofia celular 9,6
Nucleos na periferia da célula 2,8
Vacuolizacao citoplasmatica 12,5
Infiltracdo leucocitaria 7,6
Dilatacao dos sinusoides 9,6
Deformacéo do contorno 4,8
celular

Desarranjo dos corddes 0,0
hepéticos

Congestéo 0,0
Vacuolizacdo nuclear 0,0
Degeneracéo nuclear 7,6
Degeneracdo citoplasmatica 2,8
NUcleos picnéticos 9,6
Rompimento Celular 5,7
Necrose focal 1,9

As alteracOes teciduais observadas no parénquima renal e hepatico de camundongos
c57bl6 foram variaveis com relacdo a frequéncia de ocorréncia dos danos e a gravidade das
alteracdes (Tabela 19). Nas amostras de rim, a principal alteracdo observada foi a congestédo
vascular, sinalizando aumento da pressao venosa, resultante do acimulo de hemécias nos vasos
sanguineos. Como consequéncia, disfuncdes renais importantes podem ser manifestadas, como
por exemplo, diminuicdo da atividade de filtracdo realizada pelos glomérulos, e caso haja
progressdo dessas condi¢cdes pode haver a evolucdo dos danos para uma necrose tubular
(MULLENS et al., 2009). A congestao renal também esta diretamente relacionada com quadros

de insuficiéncia cardiaca descompensada aguda, e tem sido identificada como importante
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preditor da evolugdo da doenga (NATOV et al.,, 2023). Apesar da gravidade associada a
ocorréncia da lesdo, neste trabalho a congestéo vascular foi registrada em baixa frequéncia nos
camundongos analisados.

Outras alteracdes renais foram observadas como, infiltrado leucocitério, dilatacdo dos
vasos sanguineos e atrofia glomerular, todos ocorrendo em baixa frequéncia. Segundo Linke et
al. (2022) a infiltracdo leucocitéria ocorre quando células polinucleares e mononucleares como
neutréfilos, linfocitos e macr6fagos migram para o parénquima renal indicando haver resposta
inflamat6ria a algum processo.

Nos figados tratados com o ESA 200mg/kg o paréngquima hepético foi observado em
condi¢des normais, com hepatdcitos grandes de formato poligonal (alguns binucleados),
organizados em corddes interconectados e irradiados em diregdo a veias centrais. Sinusoides
hepaticos um pouco dilatados e infiltrados leucocitarios bem pequenos também foram
observados. Em todas as outras amostras, foram visualizadas células de Kupffer entremeadas
no endotélio sinusoidal, que séo tipos celulares comuns associados a remocao de eritrécitos e
reciclagem de moléculas de ferro.

A hipertrofia nuclear foi a principal alteracéo tecidual observada nos figados analisados,
com frequéncia de ocorréncia a 25%. De acordo com Poleksic e Mitrovic-Tuntuduzic (1994) a
hipertrofia nuclear € uma alteracdo considerada de grau leve e reversivel, onde ocorre um
aumento do volume do nucleo dos hepatocitos indicando aumento da atividade metabdlica e/ou
poliploidia (fenbmeno natural em figado de mamiferos) como resposta adaptativa a diferentes
estimulos.

No geral, outras alteracGes teciduais com diferentes gravidades foram observadas no
figado dos camundongos, porém em frequéncias de ocorréncia muito baixas, sendo um bom
indicativo para a seguranca e 0 uso do extrato seco pulverizado das sementes do acai em

organismos Vvivos, como 0s mamiferos.
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Figura 26. Alteracdes histologicas no figado de camundongo ¢57bl6 apds o tratamento de 28 dias com o extrato
seco pulverizado das sementes torradas de acai. A — Parénquima hepatico normal. B — Infiltracdo leucocitaria (0*).
C — Hipertrofia nuclear e celular, resultantes do aumento da atividade metabdlica celular. D — Dilatagéo dos
sinuséides. E — Parénquima hepatico com ocorréncia de nicleos na periferia da célula e deformagao no contorno
celular. F — Necrose focal evidenciada pela presenca de degeneracéo citoplasmatica e ndcleos picnéticos.

Veia central
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6. CONCLUSAO

Foi possivel obter o extrato seco das sementes torradas de acai por meio da torrefacéo,
moagem, extracdo aquosa e secagem por Spray drier, sendo caracterizado como um pé
moderadamente fino, com teor de umidade dentro das recomendagdes brasileiras para alimento.

Foi identificado e quantificado por HPLC e MS/MS o composto fendlico epicatequina
com teor aproximado de 3,5%.

O extrato pulverizado das sementes torradas de acai demostrou possuir atividade
antioxidante quando avaliado pelos métodos DPPH e ABTS, contudo ndo apresentou
capacidade antiglicante tanto pela via oxidativa quanto pela ndo oxidativa. Também ndo foi
capaz de inibir as enzimas digestivas a-glicosidase, lipase e a-amilase.

Quanto a avaliagédo da toxidade o extrato seco pulverizado das sementes torradas de acai
ndo demonstrou sinais de toxidade nos ensaios de citotoxicidade em fibroblastos, no ensaio de
toxidade aguda em modelo Zebrafish, no ensaio HET CAM e no ensaio de toxidade aguda em
camundongos.

Na avaliacdo da atividade hipoglicemiante in vivo o extrato pulverizado das sementes
torradas de acai foi capaz de reduzir o valor das glicemias nas doses de 200mg/kg e 400mg/kg,
quando comparado com o grupo diabético ndo tratado e ndo demonstrou toxidade adicional em
tecido hepatico. A atividade hipoglicemiante do extrato de acai provavelmente esta relacionada
a efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e moduladores metabdlicos, em vez de uma inibicéo
direta das enzimas digestivas. Isso indica que substancias com efeito antidiabético podem atuar
por outros mecanismos além da inibicdo enzimatica classica.

Com base nos resultados aqui apresentados podemos concluir que o extrato pulverizado
das sementes torradas de acai apresenta propriedades antidiabéticas e demonstra ser um
alimento seguro. Sendo assim, pela atividade antidiabetica aqui demonstrada, essa pesquisa
pode servir de base para estudos futuros explorarem de forma mais aprofundada os mecanismos
envolvidos na atividade antidiabetuca ou para o desenvolvimento de formulacdes fitoterapicas
utilizando esse residuo, podendo ainda servir de base para o entendimento da seguranca do
alimento “café de acai”, que ¢ amplamente utilizado pelas populac¢des tradicionais do norte do

pais.
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ANEXOS:

SO
PO
Ministério da Satde /"(" S

“I1CTB
L O
FIOCRUZ

= Instituto de Ciéncia e
Fundacao Oswaldo Cruz Tecnologia em Biomodelos

INICIAGAO EM CIENCIA
EM ANIMAIS DE LABORATORIO

Certificado

Certificamos através deste, que
Wilibran Candido de Barros -

concluiu com éxito o curso de Iniciagao em Ciéncia em Animais de Laboratorio com carga horaria de 30 horas.

8,32 83,18 %  Suficiente

12 de julho de 2023

ICTB

Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos ICAL ICTB
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Ministério da Educacdo Universidade Federal do Amazonas

Comité de Etica em Experimentagdo Animal

CERTIFICADO CEUA/UFAM

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo de parametros de toxicidade e de efeitos
antidiabéticos de um extrato aquoso das sementes de acai (Euterpe precatoria Mart.)",
registrada com o n°® 23105.035865/2023-19, sob a responsabilidade de Emersom Silva Lima -
que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em reunido de 30 de abril de 2024.

Finalidade () Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da
autorizacao até dezembro de 2027

Espécie/linhagem/ra | Camundongos - C57BL/6J

ca

N° de animais 100

Peso/ldade 20 - 25 gramas/ 8 a 12 semanas
Sexo Machos

Origem Biotério Central da UFAM
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assinatura
eletrénica

PROCESSO:

APROVADO/DATA: 30 de abril de 2024

TITULO: Avaliagdo de parametros de toxicidade e de efeitos antidiabéticos de um extrato
aquoso das sementes de acai (Euterpe precatoria Mart.)

16/05/2024, 10:04  SEI/UFAM - 2044911 - Certificado CEUA

AUTORES: Emersom Silva Lima

DEPARTAMENTO/UFAM: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Manaus, 10 de maio de 2024.

Documento assinado eletronicamente por Marcus Vinicius Alves da Silva, Médico
.)eI' ‘L—j Veterinario, em 10/05/2024, as 15:23, conforme horéario oficial de Manaus, com

fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n°® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no

https://sei.ufam.edu.br/sei/controlador externo.php?

2044911 e o codigo CRC 6EC5102F.

site

acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o codigo verificador

Av. Rodrigo Otéavio, 6200 - Bairro Coroado Campus Universitario Senador Arthur Virgilio Filho, Setor Sul,

Bloco D, ao lado do Biotério Central - Telefone:

CEP 69077-000, Manaus/AM, ceuamanaus@ufam.edu.br

108


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.ufam.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufam.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
mailto:ceuamanaus@ufam.edu.br

A atividade de acesso ao Patriménio Genético,

Ministério

do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOGIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A9BOETE

em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Mumero do cadastro:
Usuario:

CPFICNP.J:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:

Espécie
Euterpe precatoria
Myrciaria dubia
Caryocar villosum
Dioscorea trifida
Siparuna guianensis

Solanum sessiliflorum

Titulo da Atividade:

Equipe
EMERSON SILVA LIMA

Data do Cadastro:
Situagdo do Cadastro:

A9BOETE

Universidade Federal do Amazonas

04.378.626/0001-97
Patriménio Genético

Pesquisa

Bioativos Amazénicos Aplicacdos ao Desenvolvimento de Produtos para a

Saide Humana

07/05/2024 17:52:17

Concluido

Universidade Federal do Amazonas

Conselho de Gestio do Patrimdnio Genético

Situagio cadastral conforme consulta ao SisGen em 17:53 de 07/05/2024.

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

NS SISTEMA NACIONAL DE GESTAC
W DO PATRIMONIO GENETICO
ANYAY  associapo-siscen

nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
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