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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea) é amplamente reconhecido como um alimento funcional devido ao
seu elevado valor nutricional e a presenca de compostos bioativos. Suas sementes, que
correspondem a aproximadamente 80 - 95% da massa total do fruto, constituem um subproduto
agroindustrial promissor, porém ainda pouco explorado sob a perspectiva biotecnoldgica.
Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo investigar as propriedades antioxidante e
prebiotica, bem como o perfil de seguranca bioldgica do extrato etandlico 70% de sementes de
E. oleracea, visando ampliar seu potencial de aplicacdo funcional. O extrato bruto das sementes
foi obtido na Universidade Federal do Maranh&o, por percolagao utilizando etanol a 70% como
solvente de extragédo. A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio de sequestro do radical
DPPH. A atividade prebiotica foi investigada por meio de fermentacdo submersa in vitro com
Lacticaseibacillus paracasei, acompanhando-se o crescimento microbiano e a acidificacdo do
meio. A citotoxicidade foi analisada em células de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-
2), utilizando o ensaio de viabilidade celular baseado na redugédo da resazurina, enquanto a
seguranca genotoxica foi avaliada pelos testes de Ames e do micronucleo. A anélise quimica
do extrato foi realizada por cromatografia liquida acoplado a um espectrdmetro de massas (LC-
MS), revelando a presenga de compostos fendlicos, com procianidinas identificadas como os
principais constituintes. Os resultados do potencial bioldgico demonstraram significativa
capacidade antioxidante do extrato (ECso de 11,79 £+ 0,9 ug/mL), além de efeito prebiotico,
evidenciado pelo estimulo ao crescimento de L. paracasei e pela reducdo do pH do meio de
cultivo. O extrato apresentou baixo potencial citotoxico em células Caco-2, com valor de 1Csg
de 704,4 + 41,8 pg/mL, e ndo induziu efeitos mutagénicos nos ensaios realizados, indicando
um perfil de seguranca favoravel. Em conjunto, os dados obtidos evidenciam que o extrato
etanolico de sementes de E. oleracea configura-se como um candidato natural multifuncional,
reforcando a valorizagdo desse subproduto agroindustrial e sustentando seu potencial para

aplicagdes terapéuticas e nutracéuticas.

Palavras-chave: extratos vegetais, Euterpe oleracea; acai; atividade prebiotica; antioxidantes

naturais; avaliacdo genotoxicologica.



ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea) is widely recognized as a functional food due to its high nutritional
value and the presence of bioactive compounds. Its seeds, which correspond to approximately
80-95% of the total fruit mass, constitute a promising agro-industrial byproduct, but still little
explored from a biotechnological perspective. Therefore, this study aimed to investigate the
antioxidant and prebiotic properties, as well as the biological safety profile of a 70% ethanolic
extract of E. oleracea seeds, aiming to expand its potential for functional application. The crude
seed extract was obtained at the Federal University of Maranhdo by percolation using 70%
ethanol as the extraction solvent. Antioxidant activity was evaluated by the DPPH radical
scavenging assay. Prebiotic activity was investigated through in vitro submerged fermentation
with Lacticaseibacillus paracasei, monitoring microbial growth and acidification of the
medium. Cytotoxicity was analyzed in human colorectal adenocarcinoma cells (Caco-2) using
the resazurin reduction-based cell viability assay, while genotoxic safety was evaluated by
Ames and micronucleus tests. Chemical analysis of the extract was performed by LC-MS,
revealing the presence of phenolic compounds, with procyanidins identified as the main
constituents. The results of the biological potential demonstrated significant antioxidant
capacity of the extract (ECso 0of 11.79 + 0.9 pg/mL), in addition to a prebiotic effect, evidenced
by the stimulation of L. paracasei growth and the reduction of the pH of the culture medium.
The extract showed low cytotoxic potential in Caco-2 cells, with an 1Cso value of 704.4 + 41.8
pg/mL, and did not induce mutagenic effects in the assays performed, indicating a favorable
safety profile. Taken together, the data obtained show that the ethanolic extract of E. oleracea
seeds is a multifunctional natural candidate, reinforcing the value of this agro-industrial

byproduct and supporting its potential for therapeutic and nutraceutical applications.

Keywords: plant extracts, Euterpe oleracea; acai; prebiotic activity; natural antioxidants;

genotoxicological evaluation.
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1. INTRODUCAO

O avanco das ciéncias fitoquimicas e fitofarmacoldgicas tem contribuido para a
compreensdo da composicdo e das atividades bioldgicas de diversos produtos vegetais
medicinais, incluindo extratos vegetais. Estes produtos tém sido amplamente empregados
globalmente desde tempos antigos para tratar e prevenir uma variedade de distarbios. Sua
aceitacdo na pratica médica contemporanea se deve principalmente a sua disponibilidade e a
menor incidéncia de reacOes adversas em comparacdo com farmacos sintéticos. A literatura
cientifica e as investigacdes disponiveis evidenciam que muitas espécies de plantas possuem
propriedades farmacoldgicas promissoras, como atividades analgésicas, anti-inflamatérias,
antipiréticas, hipoglicémicas, hipotensoras, antimicrobianas, antitlcera e anticonvulsivantes
(Uma et al., 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as plantas medicinais representam
uma fonte valiosa de diversos medicamentos, sendo que cerca de 80% da populacdo dos paises
em desenvolvimento depende de remédios tradicionais a base de produtos vegetais. Contudo,
sua utilizacdo tradicional permanece muitas vezes empirica, carecendo de defini¢cdes claras
quanto as doses e duracbes do tratamento. Assim, ha uma necessidade premente de estudos
quimicos e farmacoldgicos que possam contribuir para padronizacdo desses tratamentos, 0 que
explica o interesse em numerosas investigagdes sobre diversos extratos de plantas medicinais,
com o intuito de identificar novos compostos terapéuticos mais eficazes (Uma et al., 2017,
Tran et al., 2020; WHO 2013; Veiga et al., 2020).

A familia Arecaceae é amplamente distribuida, compreendendo cerca de 2.600 espécies
em 181 géneros, das quais 48 séo nativas do Brasil e ocorrem em biomas de transigdo entre a
Amazonia, o Cerrado e a Caatinga (Souza et al., 2020). Os géneros Geonoma, Syagrus, Bactris,
Atallea, Allagoptera, Astrocaryum e Euterpe destacam-se pelo maior nimero de ocorréncias
em todo o mundo (Morais et al., 2022). Além de serem utilizados como fonte de alimentacdo e
subsisténcia, as palmeiras dessa familia sdo ricas em compostos bioativos lipofilicos,
principalmente carotenoides, acidos graxos poli-insaturados, tocoferois e vitamina A, além de
possuirem um consideravel teor de compostos fendlicos, fibras e minerais. Por isso, sdo
utilizadas também na produgdo de combustiveis, medicamentos populares, fibras, abrigo
forrageiro e no artesanato tradicional (Souza et al., 2020).

O género Euterpe, especialmente as espécies Euterpe oleracea Martius, Euterpe

precatoria Martius e Euterpe edulis Martius, ganhou recentemente notoriedade comercial e
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cientifica devido ao alto valor nutricional de seus frutos, ricos em polifenois, como &cidos
fendlicos e antocianinas, apresentando potente atividade antioxidante (Silva et al., 2023a).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Martius) é cultivado hd milhares de anos nas regides
tropicais da América Central e do Sul como planta alimentar polivalente (Laurindo et al., 2023).
Encontrado na Venezuela, na Guiana e na Amazonia brasileira, especialmente no estuério do
rio Amazonas, nos estados do norte e nordeste, € popularmente conhecido como agai-do-Para
(Silva et al., 2023b). O acai € uma das principais culturas extrativistas sustentaveis da regido
amazonica, amplamente consumido pela populagéo local e um importante produto de
exportacdo (Amorim et al., 2023). Embora cultivado em sua terra indigena ha milhares de anos
como uma planta dietética multiuso, a recente introducdo do acai e de suas qualidades
nutricionais e curativas em regides fora de sua origem expandiu rapidamente a demanda global
pelo fruto, tornando o Brasil seu mais importante produtor e exportador (Laurindo et al., 2023;
Silveira et al., 2023). O acaizeiro produz de 5 a 7 cachos viaveis por planta, resultando, em
média, em 25 kg de frutos por planta por ano, com produtividade maxima de 12 toneladas de
frutos por hectare por ano (Souza et al., 2020).

As propriedades de promocdo da salde e prevencdo de doencas desta planta sédo
atribuidas a numerosos compostos fendlicos bioativos, como antocianinas, proantocianidinas e
outros flavondides, presentes na folha, polpa, fruto, casca e sementes (Laurindo et al., 2023;
Silveira et al., 2023). Estudos ja demonstraram as propriedades antidiarreicas, anti-
inflamatdrias,  antioxidantes, antinociceptivas, anticonvulsivantes, antiangiogénica,
antimicrobiana, antileishmania, antienvelhecimento e neuroprotetora relacionadas a extratos e
6leo do acai (Magalhaes et al., 2020).

Recentemente, Silva et al. (2023a) investigaram os efeitos do 6leo de semente de acai
em células de adenocarcinoma colorretal. Os resultados mostraram um aumento da apoptose
nas células CACO-2 e HCT-116 e interferéncia no ciclo celular apos os tratamentos, sugerindo
o0 potencial antitumoral do 6leo de semente de acai, contribuindo para o desenvolvimento de
um farmaco ativo a partir de um produto natural conhecido. O extrato de semente de agai, rico
em fendlicos, também induziu potentes efeitos renoprotetores e antifibroticos através da sua
atividade antioxidante e da modulacdo da via do TGF-B1 quando avaliado em camundongos
com insuficiéncia renal (Monteiro et al., 2022).

Além da alta capacidade antioxidante, protetora contra o cancer devido aos compostos
fendlicos, principalmente flavonoides (Martinez et al., 2018), a semente de acai tem sido
utilizada para diversas aplicacdes, como producdo de carvao para sorcdo de azul de metileno

(Pessba et al., 2019), e outras aplicacdes biomédicas, como biochar para condicionamento de
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solo (Sato et al., 2020), enriquecimento de leveduras residuais (Saccharomyces cerevisiae) e
producéo de carbono nanoporoso para captura de CO> (Souza et al., 2020). O reaproveitamento
de sementes de acai é uma abordagem organica para valorizagdo da biomassa, incentivando as
politicas publicas de economia circular, que reduzem o impacto humano nos processos da
cadeia produtiva (Martins et al., 2021).

Diante do exposto, 0 presente estudo visa contribuir para a avaliagdo das propriedades
bioldgicas e da seguranca do extrato de sementes de E. oleracea, ampliando o conhecimento
sobre seu potencial funcional e biotecnoldgico. Para isso, foram avaliadas a atividade
antioxidante e prebiotica, bem como a citotoxicidade e o potencial mutagénico do extrato,

fornecendo subsidios para seu uso seguro em aplicagcfes terapéuticas e nutracéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar propriedades bioldgicas e a seguranca do extrato etandlico 70% de sementes

de E. oleracea.

2.2. Objetivos Especificos

o Determinar a capacidade antioxidante do extrato da semente de E. oleracea;
o Avaliar a atividade prebiotica do extrato de sementes de E. oleracea;
o Avaliar a citotoxicidade do extrato da semente de E. oleracea em células de

adenocarcinoma colorretal humano (células Caco-2);

. Investigar o potencial mutagénico em nivel cromossémico do extrato de semente
de E. oleracea em células Caco-2;

. Investigar o potencial mutagénico em nivel génico do extrato de semente de E.

oleracea, em experimentos com e sem ativacdo metabolica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacdo e anélises do extrato etanolico 70% de sementes de E. oleracea Mart.

O extrato das sementes de E. oleracea foi preparado e fornecido pelo grupo de pesquisa

coordenado pela Profa Dra Claudia Quintino da Rocha da Universidade Federal do Maranhdo.

As sementes de acai foram secas em estufa a 40-50 °C e moidas em moinho de facas.
Para a extracdo de 100 g de sementes de acai secas, utilizou-se um volume total de 2 L de etanol
a 70%, na proporcao de 7:3. A extracao foi realizada por percolacéo exaustiva, utilizando ciclos
de extracdo de 24 h, durante os quais foram adicionados 150 mL de etanol a 70% em cada ciclo.
Ap0s a extracdo, o extrato liquido foi filtrado e submetido a evaporacéo rotativa a vacuo a uma
temperatura inferior a 40 °C. O extrato concentrado foi posteriormente liofilizado por 48 h a -
95 °C e pressdo de 12 pHg.

O extrato foi analisado utilizando um sistema de cromatografia liquida Shimadzu
Prominence com duas bombas injetoras automaticas Shimadzu LC-20AD (SIL-20A HT). O
sistema de cromatografia liquida (LC) foi acoplado a um espectrémetro de massas (MS,
Amazon X, Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizacédo por electrospray (ESI) e um

analisador do tipo armadilha idnica (IT) no modo negativo.

3.2. Avaliagao da atividade antioxidante (ensaio DPPH)

A atividade antioxidante do extrato de sementes de E. oleracea foi avaliada pelo método
de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), utilizando microplacas de 96
pocos, de acordo com a metodologia descrita por Rufino et al. (2010), com adaptacdes.

Em cada pogo da microplaca foram adicionados 20 pL da amostra-teste e 200 pL de
solucdo de DPPH preparada em etanol (0,05 mg/mL). O extrato, previamente solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO, 0,1% v/v) e etanol, foi avaliado em concentraces finais que variaram
de 1,5 a 50 pg/mL. Para o controle negativo, foram adicionados 20 pL de etanol e 200 puL da
solucdo de DPPHe, enquanto o branco da reacao foi constituido por 20 uL. da amostra e 200 puL
de etanol, permitindo a correcdo de possiveis interferéncias na absorbancia do extrato. Todas
as andlises foram realizadas em quadruplicata.

As microplacas foram incubadas sob protecdo da luz, a temperatura ambiente, por 20
minutos. Apos o periodo de incubacéo, as leituras de absorbancia foram realizadas a 517 nm
em espectrofotdmetro UV-Vis. A porcentagem de inibicao do radical DPPHe (1%) foi calculada

de acordo com a equacdo abaixo:
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L (Ao — At)
% Inibicao = + 2x100

Ao

em que Ao corresponde a absorbancia do controle negativo e A; a absorbancia na
presenca do extrato.

A concentragdo eficaz capaz de reduzir 50% do radical DPPHe (ECso) foi determinada
por andlise de regressao linear a partir da curva de inibicdo em funcdo da concentracdo do
extrato, utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

Para a quantificacdo da atividade antioxidante em equivalentes de Trolox, foi obtida
uma curva padrdo utilizando o antioxidante Trolox [(£)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2-4cido carboxilico] nas concentragdes de 100 a 600 umol/L. Os valores de inibi¢do obtidos
para o extrato foram interpolados na curva de calibragédo (y = 0,147x — 9,8297; R2 = 0,9943),
sendo os resultados expressos em pumol de equivalente de Trolox (TEAC - Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity) por grama de amostra.

3.3. Avaliacéo da atividade prebidtica

O potencial prebidtico do extrato de sementes de E. oleracea foi investigado por meio
da avaliacdo do crescimento de L. paracasei, com base na metodologia descrita por Mashudin
et al. (2024), adaptada com modificaces.

Inicialmente, a cultura de L. paracasei foi reativada em caldo Man Rogosa e Sharpe
(MRS) na concentracao de 2% v/v e incubada a 37 °C sob agitacdo constante (120 rpm) por 48
horas. Apds o periodo de incubacdo, a cultura bacteriana foi centrifugada a 2000 rpm por 20
minutos a 4 °C (modelo 7000, Kubota, Jap&o), e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
para padronizacao do indculo, o pellet foi ressuspenso em agua ultrapura estéril e ajustado para
uma densidade 6ptica de 0,8 a 600 nm (DOeo0).

Para avaliar o efeito do extrato sobre o crescimento de L. paracasei, foi preparado o
meio MRS modificado, isento de carboidratos. A formulagdo foi obtida pela substituicdo da
glicose do meio padrdo de MRS por extrato de sementes de E. oleracea (20 g/L), mantendo os
demais componentes inalterados. Foram testados: MRS com glicose a 2% p/v, MRS sem glicose
(MRS modificado) e MRS modificado contendo 20 g/L de extrato de acai, previamente filtrado
em membrana de 0,22 pm (Millipore).

Cada frasco, contendo 50 mL do respectivo meio de cultura, recebeu 0,5 mL do indculo

padronizado de L. paracasei, resultando em uma DOeoo final de 0,8. A DOgoo foi utilizada como
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estimativa indireta da concentracdo celular, sendo proporcional a densidade bacteriana e
mensurada por espectrofotometria, utilizando um branco de meio como referéncia.
As fermentacgdes submersas in vitro foram conduzidas a 37 °C, com agitacdo a 120 rpm,
durante 24 horas. Aliquotas de 5 mL foram coletadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas,
sendo centrifugadas nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente para separacdo da biomassa.
O crescimento bacteriano foi monitorado por turbidimetria, com leituras da absorbancia
a 600 nm em espectrofotdmetro UV-Vis (LAMBDA™ 365, Perkin Elmer, Brasil), utilizando
como branco o respectivo meio isento de células. Paralelamente, o pH das culturas foi medido
nos mesmos intervalos de tempo (0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas), utilizando um medidor digital de pH
(SevenExcellence™, Mettler-Toledo GmbH, Suica), com o objetivo de avaliar a producéo de

acidos organicos durante o crescimento de L. paracasei nos diferentes meios.

3.4. Avaliagéo da citotoxicidade — Ensaio de reducéo da resazurina

A viabilidade celular foi avaliada em células de adenocarcinoma coloretal humano
(Caco-2, BCRJ n° 0059), pelo ensaio baseado na reducdo da resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-6xido), conforme descrito por Page et al. (1993), com adaptacOes. Este
corante azul, ndo fluorescente, é reduzido de forma irreversivel pelas enzimas desidrogenases
presentes apenas em células metabolicamente ativas, originando a resorufina, um composto
rosa altamente fluorescente (Rampersad, 2012). Dessa forma, a intensidade de fluorescéncia
esta diretamente relacionada a atividade metabolica celular. Esse ensaio fornece uma evidéncia
inicial sobre a seguranca do extrato em células eucaridticas e foi utilizado para identificar
concentragdes nado citotoxicas adequadas para 0s ensaios subsequentes.

As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,;
Gibco, Waltham, MA, EUA), suplementado com 20% de soro bovino fetal (FBS, Gibco), a 37
°C em atmosfera de 5% de dioxido de carbono (CO>) e 95% de ar sob umidade saturada.

Para o ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 poc¢os na densidade de 1,0 x
10* células/pogo e incubadas por 24 horas nas condigGes de cultivo ja descritas para promover
a adesdo celular. Em seguida, foram realizadas diluicOes seriadas do extrato vegetal,
previamente solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO, 0,1% v/v) e meio DMEM, obtendo-se
concentracdes finais que variaram de 31,25 a 1000 pug/mL. Foram incluidos os seguintes
controles: negativo (meio completo), solvente (0,1% de DMSO) e positivo (50% de DMSO).
Todos os tratamentos foram conduzidos em triplicata e repetidos em trés experimentos

independentes.
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Ap0s 24 horas de tratamento, o meio foi removido e adicionados 50 pL da solucdo de
resazurina a 0,01% (m/v) a cada poco, com posterior incubacdo por 4 horas nas mesmas
condi¢des. A fluorescéncia foi entdo medida em um espectrofotdometro de fluorescéncia
Synergy H1 (BioTek®), com filtros de excitacdo e emissdo nos comprimentos de onda de 560
e 590 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos em unidades de fluorescéncia
arbitrarias (UFA), sendo o valor obtido para o controle negativo (células nao tratadas)
considerado como 100% de viabilidade celular. A concentracao inibitéria média (ICsp), definida
como a concentracdo da amostra capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular em relacéo ao
controle, foi determinada utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.5. Avaliagdo da mutagenicidade

3.5.1. Ensaio do micronucleo

O ensaio de micronucleo foi realizado para avaliar danos cromossémicos induzidos pelo
extrato de sementes de E. oleracea em culturas de células Caco-2. Essa metodologia foi
empregada conforme o protocolo descrito por Fenech (2007), com adaptac6es. As células foram
expostas a trés diferentes concentragdes do extrato (62,5, 125 e 250 pg/mL) e aos controles
experimentais por um periodo de 3 horas.

Inicialmente, as células foram semeadas em placas de 6 pocos, na densidade de 1 x 103
células por poco. ApoOs 24 horas de incubacdo para adesdo celular, foram realizados os
tratamentos com o extrato. O controle negativo consistiu no meio de cultura completo; o
controle do solvente foi composto por dimetilsulféxido (DMSO) a 0,1% (v/v); e o controle
positivo foi realizado com peroxido de hidrogénio (H202) a 100 pM, utilizado como agente
indutor de danos genotoxicos.

Apos o periodo de tratamento, as células foram lavadas e, em seguida, incubadas com
citocalasina B (20 pL/poco, 3,0 ug/mL) por um ciclo e meio de diviséo celular, a fim de inibir
a citocinese. Em seguida, as celulas foram tripsinizadas, centrifugadas a 900 rpm por 5 minutos,
e o pellet obtido foi ressuspenso em solugdo hipotdnica gelada de cloreto de potassio (KClI,
0,075 M, Sigma). Posteriormente, a fixacao foi realizada com solugéo de metanol:acido acético
(3:1), sendo o procedimento repetido duas vezes.

A suspensao celular obtida foi gotejada em laminas previamente limpas e mantidas em

agua destilada gelada. Em seguida, as laminas foram deixadas a temperatura ambiente até a
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secagem completa, coradas com Giemsa e analisadas em microscopio dptico utilizando objetiva
de 40x.

Foram avaliadas 3000 células binucleadas viaveis por tratamento (1000 por repeti¢éo),
utilizando os critérios morfologicos para identificacdo de micronucleos estabelecidos por
Fenech (2007). Além disso, foram analisadas 500 células vidveis por repeti¢cdo (mononucleadas,
binucleadas e multinucleadas) para o célculo do indice de proliferacdo com bloqueio da
citocinese (IPBC), a fim de complementar a analise com dados relacionados a citotoxicidade e
a interferéncia na progresséo do ciclo celular.

O IPBC foi calculado conforme a equacao abaixo descrita pela OECD (2016):

(n? cls mononucleadas) + 2(n? cls binucleadas) + 3(n2 cls multinucleadas)

IPBC =
500

3.5.2. Teste de Ames

O teste de Ames foi utilizado para avaliar a mutagenicidade em nivel génico do extrato
de semente de E. oleracea. Para tanto, foram utilizadas as cepas TA98, TA97a, TA100 e TA102
de Salmonella Typhimurium, gentilmente fornecidas pelo Dr. Bruce Ames, da Universidade de
Berkeley, California (EUA). Os experimentos foram realizados na presenca e auséncia de
ativacdo metabdlica (mistura S9).

As culturas bacterianas foram obtidas a partir de estoques congelados, semeadas em
caldo nutriente (Oxoid n. 2) e incubadas a 37 °C por 16 horas sob agitagéo para atingirem a
densidade adequada de 1-2 x10° bactérias/ mL. O ensaio foi realizado pelo método de pré-
incubacdo descrito por Maron e Ames (1983), utilizando cinco concentracGes do extrato,
previamente determinadas com base na solubilidade e na toxicidade, avaliada na linhagem
TA100. A toxicidade foi evidenciada pela redugdo no nimero de coldnias revertentes His".

Nos tubos de ensaio, as diferentes concentragdes do extrato (62,5 a 500 pg/mL) foram
homogeneizadas com 0,5 mL de 0,2 M de tampéo fosfato (sem ativacdo) ou 0,5 mL de 4% de
mistura S9 (com ativacdo metabolica) e 0,1 mL da cultura bacteriana. Essa mistura foi incubada
a 37 °C por 20 minutos.

A fragdo S9 permite avaliar se a amostra-teste € mutagénica em sua forma original ou
apos ativacdo metabolica. A mistura S9, mantida em banho de gelo durante todo o ensaio, foi
preparada no momento do uso e consistiu em 4% de fracdo S9, 1% de 0,4 M de cloreto de
magnésio, 1% de 1,65 M de cloreto de potassio, 0,5% de 1 M de glicose-6-fosfato e 4% de 0,1
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M de b-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M, além de 50% de 0,2 M de tampéo
fosfato pH 7,4 e 39,5% de 4gua destilada estéril (Maron; Ames, 1983).

Ap0s a incubacdo, foram adicionados 2 mL de top agar suplementado com histidina e
biotina. A mistura foi homogeneizada e vertida sobre placas contendo meio minimo glicosado.
Apos solidificacdo, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. As col6nias revertentes
foram entdo contadas manualmente. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

Foram utilizados agentes mutagénicos padrdo para validar a especificidade de cada
cepa: 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg / placa) para TA98 e TA97a, azida sddica (1,25 ug /
placa) para TA100 e mitomicina C (0,5 pg / placa) para TA102 (sem ativacdo); e 2-
aminoantraceno (1,25 pg/ placa) para TA98, TA97a e TA100, e 2-aminofluoreno (10 pg/ placa)
para TA102 nos experimentos com metabolizacdo. Também foram incluidos controles
negativos (solvente, 100 uL/placa de DMSO) e espontaneos (sem tratamento).

A partir da média do nimero de colbnias revertentes, foi calculado o indice de
mutagenicidade (IM), definido como a raz&o entre o nimero de coldnias revertentes obtido com
0 extrato e 0 nimero obtido com o controle negativo (solvente). A amostra é considerada
mutagénica quando apresenta um aumento estatisticamente significativo no nimero de
revertentes, e o IM for igual ou superior a 2 em pelo menos uma das concentracdes testadas
(Mortelmans e Zeiger, 2000).

3.6. Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente com o auxilio do software GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), utilizando anélise de variancia (ANOVA)
One-way para determinacdo de significancia estatistica, seguida pelo teste de comparacgdes
multiplas de Tukey, adotando-se o nivel de significancia de p < 0,05. O critério experimental
adotado foi a identificacdo de diferencas significativas entre 0s grupos tratados e o controle
negativo (sem tratamento).

Para o teste de Ames, os resultados foram avaliados utilizando o programa estatistico
Salanal (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas,
NV, versdo 1.0, do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), com base no
modelo estatistico descrito por Bernstein et al. (1982). A anélise envolveu ANOVA seguida de

regressao linear.
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4. RESULTADOS

A anélise do extrato de sementes de acai por LC-ESI-IT/MS resultou na identificacéo
de 12 compostos, predominantemente pertencentes as classes dos acidos fenolicos e das
proantocianidinas. Foi identificado um derivado hexosilado de acido cafeico (m/z 341) e,
majoritariamente, proantocianidinas em diferentes graus de polimerizagdo, incluindo dimeros,
trimeros e tetrdmeros dos tipos A e B (m/z 577-1155). Catequina (m/z 289) e cinamotanina D1
(m/z 863) também foram identificados (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Compostos identificados no extrato da semente de acai (Euterpe oleracea), obtidos
por LC-ESI-IT/MS

ID [M-HT? Ms"P Compostos
1 341 179 Hexosideo de &cido cafeico
2 1153 577; 289 Procianidina tetramero tipo B
3 577 289 Proantocianidina B2
4 289 205 Catequina
5 865 695; 577; 407; 287 Procianidina trimero
7 1155 983; 865; 577 Procianidina tetrdmero
8 1151 863; 577; 289 Procianidina tetramero tipo A
9 865 739; 500; 285 Procianidina C1
10 577 407; 287 Procianidina B2
11 863 863; 575; 289 Cinamotanina D1
12 577 425; 289 Procianidina dimero tipo B
aDesprotonacéo

bFragmentacdes em multiplos estagios
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Figura 1. Estruturas quimicas dos compostos listados na Tabela 1, identificados no extrato de
sementes de Euterpe oleracea

A atividade antioxidante do extrato da semente de E. oleracea foi avaliada pelo ensaio
de sequestro do radical DPPHe, a partir do qual foram determinados os valores de ECso € de
equivalentes de Trolox (TE). Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

O extrato apresentou ECso de 11,79 + 0,9 pg/mL, indicando elevada capacidade de
sequestro do radical DPPHe. Em comparac¢do, o antioxidante padrao Trolox apresentou ECsg
de 83,5 + 3,5 ng/mL nas mesmas condi¢des experimentais.

Com base na interpolacédo dos valores de inibi¢do na curva de calibragdo de Trolox, a
atividade antioxidante do extrato foi expressa como 3387,35 £ 55 umol TE/ g de extrato,

reforcando o elevado potencial antioxidante da amostra avaliada.
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Tabela 2. Atividade antioxidante do extrato da semente de Euterpe oleracea determinada pelo
ensaio DPPH

TEAC ECso (ng/mL)
Extrato de E. oleracea 3387,35 + 55 11,79+ 0,9
Trolox - 83,5+35

Resultados expressos como média = desvio padrdo; radical livre DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; TEAC:
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol de equivalente de Trolox por grama de amostra); ECso:

concentragdo necessaria para reduzir 50% do radical DPPHe

Diante do potencial antioxidante observado, procedeu-se a avaliacdo da atividade
prebidtica do extrato sobre o crescimento de Lacticaseibacillus paracasei, por meio de
fermentacao submersa in vitro. Para esse fim, foram monitorados a densidade optica (DO) e o
pH ao longo de 24 horas de cultivo, com o objetivo de acompanhar o crescimento bacteriano e
a atividade metabdlica associada.

Conforme mostrado na Fig. 2, a densidade celular foi significativamente influenciada
(p < 0,05) pela composicdo dos meios de cultivo utilizados. No meio MRS sem glicose (MRS
modificado), observou-se, nas primeiras 2 horas, a fase de laténcia - periodo em que as células
ainda estdo se adaptando ao ambiente, com pouca variacdo na DO. Por outro lado, nos meios
suplementados com glicose (MRS) ou extrato de acai, a bactéria rapidamente entrou em fase de
crescimento exponencial, com aumento progressivo da DO ao longo do tempo. Em ambos 0s
casos, 0 aumento da densidade celular pode ser atribuido a presenca de agucares prontamente
fermentaveis, utilizados como fonte de energia por L. paracasei.

A DOsoo no grupo tratado com o extrato de acai variou de 0,889 (tempo 0 h) a 1,818
(tempo 24 h), superando ligeiramente os valores obtidos no meio MRS com glicose, que
variaram de 0,889 a 1,663, indicando a efetividade do extrato como substrato fermentavel com
efeito positivo na viabilidade e crescimento bacteriano (Fig. 2A).

Por outro lado, 0 meio MRS sem glicose apresentou crescimento bacteriano limitado. A
DO aumentou até 1,056 nas primeiras 6 horas, mas caiu para 0,898 ao final de 24 horas (Fig.
2A), 0 que reforca a importancia de fontes de carbono acessiveis para a manutengdo da
viabilidade e proliferacdo bacteriana.

A analise do pH complementa os dados de crescimento (Fig. 2B). A queda gradual do
pH nos grupos com glicose (de 5,5 para 4,0) e com extrato de acai (de 6,5 para 5,0) € compativel

com a produgéo de acidos organicos, como o &cido latico, tipicos do metabolismo de bactérias
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acido-laticas. JA no meio sem glicose, a variacao foi discreta, de pH 7,0 para 6,5, indicando
baixa atividade fermentativa nesse grupo.

Esses resultados indicam a capacidade do extrato de sementes de acai em promover o
crescimento de L. paracasei A presenca de compostos bioativos como polifendis e acglcares
naturais pode ter favorecido tanto a adaptacdo quanto a atividade metabodlica da cepa testada,

demonstrando o potencial do extrato como ingrediente prebiotico.

Figura 2. Avaliacdo do crescimento de Lacticaseibacillus paracasei em diferentes meios de
cultivo durante a fermentac&o submersa in vitro, representada por (A) densidade optica (DOeoo)
e (B) variacdo do pHem 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas
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MRS: caldo Man Rogosa e Sharpe suplementado com glicose; MRS modificado: caldo MRS sem glicose; MRS

modificado (sem glicose) suplementado com extrato de sementes de Euterpe oleracea (agai, 20g/L).

Dada a relevancia da analise toxicolOgica para aplica¢fes seguras, a viabilidade celular
de células Caco-2 foi avaliada ap6s o tratamento com o extrato de sementes de E. oleracea. Os
resultados, expressos em porcentagem de células viaveis, estdo apresentados na Fig. 3. Apos 24
horas de exposicdo ao extrato, observou-se uma reducdo estatisticamente significativa na
viabilidade celular apenas nas concentragdes mais elevadas (500 e 1000 pg/mL) quando
comparadas aos controles negativo (sem tratamento) e solvente (0,1% v/v de DMSQO). O valor
obtido de 1Cso foi de 704,4 + 41,8 ug/mL, evidenciando o baixo potencial citotoxico do extrato

nas condicdes testadas.
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Figura 3. Ensaio de viabilidade celular com a linhagem de células Caco-2 tratadas por 24 horas

com diferentes concentracdes do extrato de sementes de Euterpe oleracea (acai)

150~
< £ 704,4 + 41,8 pg/mL
S
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=
3 *
[«B]
<
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=
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>
O T T
5 8 & & F & 8 8 8 Concentragles (ug/mL)
s © =
Células Caco-2

*Significativamente diferente do controle negativo (ANOVA, Tukey, p < 0,05). Os valores estdo apresentados
como média e desvio-padrdo da porcentagem calculada da viabilidade celular. 1Cso (concentracdo inibitoria
média): concentracdo da amostra-teste necesséria para inibir 50% da viabilidade celular, calculada no software
GraphPad Prism 7.0.

CN (Controle Negativo): células cultivadas em meio DMEM suplementado com 20% de soro bovino fetal (FBS);
viabilidade celular de 100 + 5,2%.

CS (Controle Solvente): células expostas a 0,1% v/v de dimetilsulféxido (DMSO); viabilidade celular de 98,7 +
6,8%.

CP (Controle Positivo): células expostas a 50% v/v de DMSO; viabilidade celular de 10,03 + 0,8%.

Para complementar a avaliacdo toxicoldgica e investigar possiveis efeitos mutagénicos,
0 extrato de sementes de E. oleracea foi avaliado por meio do ensaio de micronicleo in vitro
também em células Caco-2 (Tabela 3) e pelo teste de Ames, nas linhagens TA97a, TA98,
TA100 e TA102 de S. Typhimurium, na presenca (+S9) e auséncia (—S9) de ativa¢do metabdlica
(Tabela 4).

Os resultados demonstraram que, em nenhuma das concentragdes testadas, o extrato
induziu aumento estatisticamente significativo na frequéncia de micronucleos em comparacéo
ao controle negativo. Também nédo foram observadas alterac@es estatisticamente significativas
nos valores do IPBC, indicando que o extrato ndo interferiu no estado proliferativo das células,
0 que estd em concordancia com os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade. O IPBC do

controle negativo foi de 1,82 £ 0,02, enquanto os valores observados nos grupos tratados com
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0 extrato variaram de 1,80 + 0,02 a 1,84 + 0,08. Por outro lado, o perdxido de hidrogénio,
utilizado como controle positivo, provocou uma reducdo estatisticamente significativa nos
valores de IPBC (1,65 £ 0,08) comparado ao controle negativo, além do aumento na frequéncia
de microndcleos (32,5 + 9,5), confirmando seu potencial genotdxico e a sensibilidade do
sistema-teste utilizado (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de micronucleos e indice de proliferacdo de bloqueio de citocinese
(IPBC) em células Caco-2 ap0s 3 horas de tratamento com diferentes concentracdes do extrato

de sementes de Euterpe oleracea (acai)

Tratamentos MNs? IPBCP
CN 4,0+0,7 1,82 +0,02
Cs 50+0,7 1,80 £ 0,05
CP 325+95* 1,65+ 0,08
pMg/mL Extrato de semente de Euterpe oleracea
62,5 50+10 1,82 +0,04
125 43+05 1,84+ 0,08
250 40+12 1,80+ 0,02

Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo do nimero de microntcleos (MNs) em 1000 células binucleadas e do
indice de proliferacéo de bloqueio de citocinese (IPBC) em 500 células, por replicata e por grupo experimental. O experimento
foi realizado em triplicata. CN (Controle Negativo): células cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino
fetal; CS (Controle Solvente): células expostas a 0,1% v/v de dimetilsulféxido (DMSO); CP (Controle Positivo): células
expostas a 100 pM de peroxido de hidrogénio. *Estatisticamente diferente do CN (p<0,05, ANOVA seguido pelo teste de
Tukey).

No teste de Ames, 0s dados, expressos como média de colbnias revertentes por placa
(M), desvio padrdao (DP) e indice de mutagenicidade (IM), indicaram que o extrato ndo
provocou aumento estatisticamente significativo no nimero de revertentes em nenhuma das
linhagens ou condigdes testadas (Tabela 4). Além disso, os valores do IM permaneceram abaixo
de 2 em todas as condigdes experimentais, confirmando a auséncia de atividade mutagénica nas

condicdes testadas.
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Tabela 4. Média (M) e desvio padréo (DP) do numero de revertentes/placa e indice de mutagenicidade (IM) em cepas de Salmonella Typhimurium
TA98, TA100, TA102 e TA97a apobs tratamentos com diferentes concentragcdes do extrato de sementes de Euterpe oleraceae, em experimentos
sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabdlica

Nuamero de revertentes (M + DP)/ placa e IM

TA98 TA100 TA102 TA97a
pg/placa -S9 +S9 -S9 +S9 - S9 +S9 -S9 +S9
CN 24+3 21+4 108 +13 117 +18 306 £ 23 209 + 37 115+21 138 +28
CE 26+8 28+2 113+11 112 +27 308 £ 36 204 + 22 127 +14 135+11
CP 733 £ 35*% 1344 + 143* 1024 + 43*P 1470 + 137* 1974 £ 127*¢ 1253 £ 119** 1203 + 98*2 1377 + 60*¢
Ha/placa Extrato de semente de Euterpe oleracea
62,5 25+ 4 (1,02) 24+1(1,12) 120 £ 11 (1,11) 130 £ 29 (1,11) 319 + 34 (1,04) 220 £+ 21 (1,05) 125+ 18 (1,08) 145 + 14 (1,05)
125 23+£4(0,94) 23 +4(1,10) 124 +19 (1,14) 139+ 14 (1,18) 312 £21(1,02) 229 + 13 (1,10) 128 +19 (1,11) 148 + 22 (1,07)
250 25+1(1,04) 21 +1 (1,00) 110 + 14 (1,01) 125+ 13 (1,07) 320 £ 37 (1,05) 221 + 39 (1,06) 120 + 26 (1,04) 164 + 16 (1,18)
375 28 +£8(1,17) 23 +6 (1,07) 121 +12 (1,12) 119 +24 (1,02) 299 + 40 (0,98) 226 + 27 (1,08) 131 +14 (1,14) 136 £ 20 (0,99)
500 26 + 3 (1,08) 24+9(1,12) 112 + 26 (1,04) 103 £ 17 (0,88) 318 +28 (1,04) 190 + 14 (0,91) 114 £+ 11 (0,99) 139 + 37 (1,01)

*p < 0,05 (ANOVA), M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; Controle negativo: dimetilsulféxido (DMSO - 100 pL/placa); C + = Controle positivo: #4-nitro-o-
fenilenodiamina (TA98 e TA97a, 10,0 pg/placa); Pazida sédica (TA100, 1,25 pg/placa); ‘mitomicina C (TA102, 0,5 pug/placa), na auséncia de S9 e 92-antramine (TA98, TA100, TA 97a, 1,25
ug/placa), €2-aminofluoreno (TA102, 10,0 pg/placa), na presenga de S9.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigadas propriedades bioldgicas e o perfil de seguranca
do extrato de sementes de E. oleracea (acai), com énfase em suas atividades antioxidante
e prebidtica, bem como em seus potenciais efeitos citotdxicos e mutagénicos.

O acai € reconhecido pelo seu elevado valor nutricional e pela presenca de
compostos bioativos com efeitos benéficos a salde humana. Tanto a polpa quanto as
sementes apresentam concentracdes expressivas de fitoquimicos, com destaque para 0s
compostos fendlicos, especialmente as antocianinas, responsaveis pela coloracdo
caracteristica do fruto e amplamente descritas por sua capacidade antioxidante (Wang et
al., 2022; Laurindo et al., 2023).

De acordo com a revisdo de Laurindo et al. (2023), o perfil quimico da polpa de
acai é constituido por aproximadamente 25,5% de polifendis, enquanto as sementes
apresentam um contedo ainda mais elevado, em torno de 28,3%. Entre os principais
constituintes fenolicos destacam-se a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo,
além da presenca de &cidos graxos como o0s &cidos laurico, miristico, palmitico,
palmitoleico, oleico e linoleico. Esses dados evidenciam o potencial das sementes como
uma fonte rica e ainda subexplorada de compostos bioativos.

A analise da composi¢do quimica por LC-MS obtida do extrato deste estudo
confirmou a predominancia de proantocianidinas como 0s principais constituintes.

Apesar desse notavel potencial fitoquimico, as sementes de acai, que
correspondem de 80% a 95% do volume total do fruto, sdo frequentemente descartadas
durante o processamento industrial da polpa, contribuindo para impactos ambientais e
econémicos relevantes (Melo et al., 2021; Laurindo et al., 2023). Nesse contexto, a
investigacao cientifica das sementes surge como uma estratégia promissora, tanto para a
mitigacdo desses impactos quanto para a prospeccao de aplica¢des bioldgicas e funcionais
de alto valor agregado (Previtalli-Silva et al., 2024).

No presente estudo, o extrato de sementes de E. oleracea apresentou significativa
capacidade antioxidante quando avaliado pelo ensaio de sequestro do radical DPPH, com
valor de 3387,35 + 55 umol de equivalentes de Trolox por grama de extrato (TE/g) e ECso
de 11,79 = 0,9 pg/mL. O extrato demonstrou maior eficiéncia antioxidante em
comparacdo ao padrdo Trolox, que apresentou ECso de 83,5 + 3,5 pg/mL, evidenciando

sua expressiva capacidade de neutralizagéo de radicais livres.
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O ensaio DPPH é amplamente empregado em pesquisas na area de ciéncia de
alimentos e produtos naturais devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e relevancia
bioldgica. Esse método baseia-se na reducdo do radical livre estavel DPPHe, de coloracédo
purpura, a forma ndo radical hidrazina, de coloracdo amarela, por meio da doacao de
elétrons ou atomos de hidrogénio por compostos antioxidantes. Assim, o grau de
descoloracédo da solucgéo reflete diretamente a capacidade sequestradora de radicais livres
da amostra avaliada (Barros et al., 2015).

Os resultados obtidos neste estudo estdo em consonancia com dados previamente
descritos na literatura, que indicam o potencial antioxidante de extratos de sementes de
E. oleracea, independentemente do solvente de extracdo ou da metodologia analitica
utilizada (Rodrigues et al., 2006; Barros et al., 2015; Martins et al., 2020; 2022; Previtalli-
Silva et al., 2024). Melo et al. (2021), por exemplo, demonstraram a atividade
antioxidante in vitro de extratos de sementes de acai frente aos radicais DPPH (622,81
umol/g) e ABTS (763,09 umol TEAC/g).

De forma semelhante, Martins et al. (2020) relataram que o extrato metanolico de
sementes de agai apresentou ECso de 16,95 pg/mL no ensaio DPPH, valor de TEAC de
3835,44 umol Trolox/g de extrato e capacidade antioxidante pelo método ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity) de 4082,16 umol Trolox/g. J& Previtalli-Silva et al. (2024)
observaram desempenho antioxidante ainda mais pronunciado para extratos
hidroalcodlicos de sementes de E. oleracea, com ECso de 6,03 + 0,28 pg/mL no ensaio
DPPH, 2553,67 + 0,01 umol TE/g pelo ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) e ICso de 69,84 + 0,32 pg/mL pelo método ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico).

As diferencas observadas entre os estudos podem ser atribuidas a fatores como o
tipo de solvente utilizado, o perfil quimico do extrato, a origem geografica e o estagio de
maturacdo do fruto, além das condi¢fes experimentais empregadas. Ainda assim, 0s
dados convergem ao evidenciar que as sementes de E. oleracea constituem uma fonte
relevante de compostos antioxidantes, reforcando seu potencial para aplicagdes
funcionais e biotecnologicas.

Diante desse potencial antioxidante, o presente estudo avancou para a avaliacdo
da atividade prebidtica do extrato de sementes de E. oleracea, uma vez que compostos
fenolicos, além de antioxidantes, podem interagir com a microbiota intestinal e atuar

como substratos para bactérias benéficas. Esse metabolismo pode favorecer o
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crescimento de microrganismos probioticos e modular processos associados a integridade
da barreira intestinal.

De acordo com Wang et al. (2022), antocianinas e outros fendlicos exercem esse

efeito ao estimular a producéo de acidos graxos de cadeia curta, intensificar a atividade
enzimatica microbiana e inibir microrganismos patogénicos. Esses compostos também
influenciam vias metabolicas e a expressdo génica bacteriana, reforcando o papel dos
fendlicos na promogdo da homeostase intestinal e, consequentemente, da sade humana.
Os resultados deste estudo revelaram o potencial do extrato etanolico 70% das
sementes do acai como substrato funcional por estimular o crescimento de L. paracasei,
corroborando achados previamente descritos para a polpa de acai (Alqurashi et al., 2017;
Veloso Freitas et al., 2021; Loubet Filho et al., 2025). Esse efeito prebidtico pode estar
associado, ao menos em parte, ao perfil quimico do extrato, rico em antocianinas e outros
polifendis capazes de modular positivamente a microbiota.

L. paracasei, microrganismo utilizado neste estudo, é uma espécie probidtica
amplamente empregada nas indastrias alimenticia e farmacéutica. Reconhecida como
segura para consumo (status GRAS — Generally Recognized As Safe), essa bactéria esta
naturalmente presente no trato gastrointestinal de humanos e outros animais. E utilizada
como cultura starter na producédo de laticinios e bebidas fermentadas, como a cerveja,
devido a sua capacidade de fermentar diversos carboidratos, produzir acido latico, tolerar
ambientes acidos e inibir microrganismos patogénicos. Além de atuar na modulacgéo da
microbiota intestinal, L. paracasei apresenta propriedades imunomodulatérias e
beneficios a satde respiratéria. Além disso, participa da biossintese do acido y-
aminobutirico (GABA), um metabolito associado ao controle da pressdo arterial
(Mashudin et al., 2024).

Alqurashi et al. (2017), utilizando um modelo de fermentacdo em cultura batelada
com microbiota fecal humana, demonstraram que a polpa digerida de acai exerce efeito
modulador sobre a microbiota intestinal pelo aumento na producdo de 4cidos graxos de
cadeia curta, como acetato, propionato e butirato, bem como pela manutencdo da
atividade antioxidante nos sobrenadantes da fermentacdo, capazes de inibir danos ao
DNA induzidos por peroxido de hidrogénio em células colonicas HT29, avaliados pelo
ensaio Cometa.

Veloso Freitas et al. (2021) demonstraram que bebidas formuladas com suco de
acai mantiveram a viabilidade de Lacticaseibacillus casei por até 42 dias sob refrigeracéo,

configurando uma matriz simbidtica promissora. Reges et al. (2024) relataram que um
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suco simbidtico de acai, enriquecido com gluco-oligossacarideos, dextrana e
Bifidobacterium breve, promoveu aumento da diversidade microbiana e intensificou a
producdo de metabdlitos de fermentacdo apos incubacdo com microbiota fecal humana.
Recentemente, Loubet Filho et al. (2025), em modelo in vivo, observaram que a
suplementacdo com polpa de agai liofilizada também promoveu alteragdes na microbiota
intestinal e na producgdo de &cidos graxos de cadeia curta, incluindo o aumento relativo
de géneros benéficos como Lactobacillus e Bifidobacterium, embora sem impacto
significativo nos disturbios metabdlicos associados a obesidade. Em conjunto, esses
achados reforcam o valor biotecnoldgico do acai e de seus subprodutos como
componentes funcionais voltados a modulacdo da microbiota intestinal.
Considerando que os efeitos prebidticos ocorrem diretamente no epitélio
intestinal, avaliou-se o potencial citotoxico e mutagénico do extrato em células Caco-2
por meio do ensaio do micronucleo, o qual detecta danos cromossdmicos. De forma
complementar, aplicou-se o teste de Ames, para investigar a indugdo de mutacdes génicas.
As células Caco-2, derivadas de adenocarcinoma colorretal humano, diferenciam-
se em monocamadas com caracteristicas de enterdcitos, incluindo a presenca de juncoes
estreitas, microvilosidades, enzimas e transportadores. Por essa razdo, constituem um
modelo in vitro amplamente empregado para o estudo da absorcdo e dos efeitos de
compostos bioativos sobre a mucosa intestinal, fornecendo uma barreira fisica e funcional
a passagem de substancias (Srinivasan et al., 2015).

Os resultados obtidos mostraram que o extrato de sementes de E. oleracea
apresentou baixo potencial citotdxico na linhagem celular avaliada e ndo induziu efeitos
mutagénicos, demonstrando seu perfil de seguranca e sustentando seu potencial para
aplicacOes terapéuticas e funcionais.

Silva et al. (2014) avaliaram a atividade citotoxica de extratos hidroalcoolicos
obtidos a partir das sementes, cascas e frutos de E. oleracea. Nenhum desses extratos
demonstrou citotoxicidade nas linhagens celulares de adenocarcinoma colorretal Caco-2
e HT-29, nem na linhagem de cancer de mama MDA-MB-468. Contudo, na linhagem
MCF-7, todos os extratos testados reduziram significativamente a viabilidade celular,
indicando uma possivel seletividade frente a determinados tipos celulares.

Martins et al. (2020) demonstraram o extrato da semente de agai tambem né&o
apresentou citotoxicidade em células epiteliais (LLC-MK2) nem em macrofagos, além de

exercer efeito citoprotetor frente ao estresse oxidativo, associado a sua elevada
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capacidade antioxidante. Além disso, foi observada atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas e Candida albicans.

Resultados semelhantes tém sido descritos para produtos derivados e processados
do acai. Silva et al. (2025) avaliaram uma bebida obtida a partir de sementes de acai
torradas e observaram baixa citotoxicidade, com viabilidade celular superior a 90%, além
de efeito citoprotetor em células Caco-2 ap06s simulacdo gastrointestinal, indicando a
capacidade desses derivados em atenuar processos oxidativos no epitélio intestinal.
Recentemente, Cordeiro et al. (2026) demonstraram que extratos digeridos de polpas de
diferentes espécies do género Euterpe apresentaram, de modo geral, baixa citotoxicidade
em células Caco-2, destacando-se E. oleracea por manter maior viabilidade celular
mesmo em concentragcdes mais elevadas, o que sugere um perfil de maior segurancga para
o epitélio intestinal.

No que se refere a mutagenicidade, Zimmer et al. (2025) avaliaram o perfil de
seguranga genética de um extrato padronizado de sementes de E. oleracea (TI-35) e
demonstraram a auséncia de atividade mutagénica por meio do teste de Ames. Além
disso, 0 extrato ndo induziu irritacdo cutanea nem alteracdes genotdxicas em modelos
celulares humanos, corroborando a auséncia de efeitos adversos associados a integridade
do material genético.

Evidéncias semelhantes tém sido descritas para outros derivados do fruto.
Marques et al. (2016) avaliaram o 6leo de acai em modelos in vivo e ndo observaram
genotoxicidade em leucdcitos, figado, medula éssea ou células testiculares de roedores,
com base nos ensaios cometa e do microntcleo. Em estudo subsequente, Margues et al.
(2017) investigaram os efeitos citotoxicos, genotoxicos e antigenotdxicos do 6leo de acai
em linfocitos humanos e células hepaticas HepG2, constatando auséncia de citotoxicidade
e de danos ao DNA em ambas as linhagens, embora ndo tenham sido observados efeitos
quimioprotetores frente aos agentes genotoxicos metanosulfonato e benzo[a]pireno.

De forma complementar, Ribeiro et al. (2010) relataram auséncia de
genotoxicidade da polpa de agai em modelo in vivo, bem como efeito antigenotoxico
frente aos danos induzidos por doxorrubicina, especialmente em protocolos subagudos,
sugerindo um papel protetor associado a presenca de fitoquimicos. Corroborando esses
achados, Schauss et al. (2010) demonstraram que uma bebida enriquecida com polpa de
acai (MonaVie Active®) ndo apresentou efeitos genotdxicos ou citotoxicos em uma

bateria de ensaios pré-clinicos padronizados, incluindo mutacéo reversa bacteriana,



35

aberracdo cromossdmica, teste do micronicleo e ensaios de mutacdo genética em células
de mamiferos.

Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo, em consonancia com dados da
literatura, indicam que o extrato de sementes de E. oleracea apresenta propriedades
bioldgicas relevantes e um perfil de seguranca favoravel, sustentando sua investigacédo

como fonte de compostos bioativos para aplicacGes funcionais.
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6. CONCLUSAO

Como concluséo, este estudo demonstra que o extrato de sementes de E. oleracea
apresenta elevada capacidade antioxidante, potencial prebiotico e um perfil de seguranca
favoravel, caracterizado por baixo potencial citotoxico e auséncia de mutagenicidade.
Esses achados reforcam o valor biotecnoldgico das sementes de acai, um subproduto
amplamente descartado pela indUstria, como uma fonte promissora de compostos
bioativos com aplicagdes funcionais, nutracéuticas e terapéuticas. Assim, a valorizacdo
desse residuo agroindustrial ndo apenas contribui para a sustentabilidade ambiental, mas
também amplia as possibilidades de desenvolvimento de produtos seguros e inovadores

voltados a promocéo da satde humana.
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