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RESUMO

O odleo da semente de acai, Euterpe oleracea Mart., € rico em acidos graxos
insaturados, saturados, monoinsaturados e polinsaturados com atividade anti-
inflamatoéria, antioxidante, antimicrobiana, antinociceptiva, anticancerigena,
antiaterogénica e cicatrizante. A semente do acai € um residuo produzido apés o
despolpamento, sendo fonte de compostos bioativos; assim, se faz necessario estudar
suas propriedades farmacoldgicas e contribuir para o desenvolvimento sustentavel. O
objetivo deste foi avaliar o potencial biotecnolégico do 6leo da semente de Euterpe
oleracea Mart. - in vitro e in vivo - e da sua Nanoemulséo. Os frutos utilizados foram
coletados no Parque Ecolégico do Maracana (Parque da Jucara), em Sao Luis,
Maranhdo. Amostras da planta foram coletadas entre os meses agosto e novembro,
e realizada confeccdo da exsicata, devidamente armazenada no Herbario Rosa
Mochel. Posteriormente, o 6leo foi extraido com solvente n-hexano em extrator
Soxhlet e analisado como ésteres metilicos, pesando-se 100 mg do 6leo para analise
do perfil cromatografico por cromatografia gasosa combinada com espectrometria de
massa (CG-EM) para identificacdo dos &cidos graxos e sua caracterizacao fisico-
guimica. Apés conhecer a fisico-quimica do Oleo, foi desenvolvida a nanoemulséo de
Oleo de semente de acai (NE-OEQO) a partir do calculo do Equilibrio Hidrofilico
Lipofilico (EHL), seguido da analise de estabilidade, caracterizacdo quimica e
morfologia. Para determinar o tamanho médio das particulas e o indice de
polidispersdo, as formulages foram avaliadas através da técnica de espalhamento
dindmico de luz (Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., UK) e do Potencial Zeta no
equipamento Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK). Tanto o 6leo quanto a NE-OEO
mostraram padrdes fisico-quimicos dentro da normalidade. Ou seja, 0 6leo mostrou
acidez (0,3556+ 0,0003), umidade (1,25+1,64), indice de saponificagdo (189 + 1,04),
indice de refracéo (1,4707+0,00005), residuo de incineracéo (cinzas) (0,42+0,42) e
densidade (0,928+0,00005). E a NE-OEO mostrou os padrdes normais gquanto
tamanho das gota (238,37 + 3,96), homogeneidade (PDI) (0,38 + 0,38), potencial Zeta
(-9,59 £ 0,11), pH (7,0 £ 0,00.) e turbidez (0,267+ 0,00). Com relagcdo aos compostos
fendlicos, NE-OEO apresentou maior concentracdo, 146,00 £ 0,259 mg, enquanto o
Oleo foi de 127,40 + 0,449 mg EAG g-1 de compostos fendlicos, e flavonoides totais
foram encontrados os valores 62,62 + 0,930 mg para o 6leo e 113,80 £ 0,454 mg EQ



g-1 para a NE-OEO. A atividade antioxidante foi comprovada a partir do EC50
avaliado no ensaio de DPPH e ABTS, sendo, no DPPH, o éleo 375,698 ug/mL, e
nanoemulsdes com EC50 significativamente menor, equivalente a 229,845 pg/mL. O
controle Trolox, apresentou um EC50 ainda mais baixo. No teste ABTS, o EC50 do
Oleo de acai foi de 272,0208 ug/mL, enquanto as nanoemulsdes de Oleo de acai
apresentaram um valor de EC50 ainda menor, medindo 201,2895 pg/mL. O Trolox
também apresentou um EC50 significativamente mais baixo em comparacédo com 6leo
e NE-OEO, esses dados confirmam a capacidade antioxidante do 6leo e sua NE-OEO.
Foram realizadas analises in vitro nas linhagens celulares ndo tumorais macréfagos
RAW 264.7 de camundongo, e queratindcitos humano HaCat e linhagens tumorais de
cancer cervical SiHa (HPV-16) e HeLa (HPV-18). As linhagens ndo tumorais foram
tratadas com concentracfes (7.8 a 1000 ug/mL) do 6leo e NE-OEO por 24, 48 e 72
horas, e as células tumorais foram tratadas com concentracdes (0,631 a 100 ug/mL)
do éleo, feitas as analises de viabilidade celular, morte celular, morfologia, cicatrizacao
e clonogenicidade. Apds as analises in vitro, foi analisado o efeito do 6leo e da NE-
OEO da semente de acai em in vivo em camundongo Swiss fémeas. Os animais foram
tratados com diferentes concentrac6es do 6leo (100, 200 e 300 mg/kg) e NE-OEO
(100 mg/kg) aplicados 0,5 mL intraperitonealmente em com quinzenalmente. O éleo
da semente de acai € rico em polifenois, flavonoides, acidos graxos saturados
(49,27%l) e acidos graxos insaturados (50,73%), dentre os quais 0s acidos graxos
insaturados, 29,73% sdo monoinsaturados, 20,85% sao poliinsaturados. Os acidos
graxos laurico, miristico (C14:0), palmitico, linoleico, e oleico, foram os
majoritariamente identificados. Ensaio de viabilidade com MTT ((3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide)) demonstrou efeito citotoxico
do 6leo na linhagem de céancer cervical SiHa (HPV-16) e HelLa (HPV-18) e néo
citotéxico nas linhagens ndo tumorais HaCat, bem como o éleo e NE-OEO nao foram
citotéxico para a linhagem nao tumoral RAW 264.7. O éleo da semente de acai induziu
alteracdes morfolégicas nas células HeLa e SiHa, induzindo reducédo de viabilidade
celular, inibiu a migragao celular e formagéo de colonia nas linhagens celulares de
cancer cervical. O ensaio com anexina V-FITC evidenciou morte celular por apoptose
inicial e tardia em 24 e 48 hs ap0s tratamento com o 6leo da semente de acai. Nos
experimentos in vivo, 0 uso 6leo na dose de 100, 200, 300 mg/kg e NE-OEO na dose
100 mg/kg ndo foram toxicos para os animais, de acordo o0s padrfes normais vistos
no figado e rim; além disso, ndo interferiu no comportamento e peso dos animais, no
entanto, induziram resposta imunomoduladora com aumento significativo de IL10 e
IL17. Nossos resultados sugerem o potencial biotecnolégico do éleo e da NE-OEO
em atividade antitumoral para cancer cervical, e em desenvolvimento de sistemas
coloidais para entrega de farmacos. Além disso, o aproveitamento do residuo da
semente de acai contribuira tanto para a economia local, quanto para o
desenvolvimento sustentavel.

Palavras-chave: Oleo de Acai. Euterpe oleracea Mart. Cancer cervical.
Nanoemulséao.



ABSTRACT

BORGES, KATIA REGINA ASSUNACAO. EVALUATION OF THE BIOLOGICAL
ACTIVITY OF EUTERPE OLERACEA MART SEED OIL. IN VITRO AND IN VIVO,
AND ITS NANOEMULSION. Thesis (Doctorate in Biotechnology). Postgraduate
Program in Biotechnology of the Northeast Biotechnology Network, Focal Point
Federal University of Maranhdo, Sao Luis-MA, 2024

Acai seed oil, Euterpe oleracea Mart.,, is rich in unsaturated, saturated,
monounsaturated and polyunsaturated fatty acids with anti-inflammatory, antioxidant,
antimicrobial, antinociceptive, anticancer, antiatherogenic and healing activities. The
acai seed is a residue produced after pulping, being a source of bioactive compounds;
therefore, it is necessary to study its pharmacological properties and contribute to
sustainable development. The objective of this was to evaluate the biotechnological
potential of Euterpe oleracea Mart seed oil. - in vitro and in vivo - and its Nanoemulsion.
The fruits used were collected in the Maracana Ecological Park (Parque da Jucara), in
Sédo Luis, Maranhdo. Samples of the plant were collected between the months of
August and November, and exsicata were prepared, duly stored in the Rosa Mochel
Herbarium. Subsequently, the oil was extracted with n-hexane solvent in a Soxhlet
extractor and analyzed as methyl esters, weighing 100 mg of the oil for analysis of the
chromatographic profile by gas chromatography combined with mass spectrometry
(GC-MS) to identify the fatty acids. and its physical-chemical characterization. After
understanding the physical chemistry of the oil, the acai seed oil nanoemulsion (NE-
OEOQO) was developed based on the calculation of the Hydrophilic Lipophilic Balance
(EHL), followed by stability analysis, chemical characterization and morphology. To
determine the average particle size and polydispersity index, the formulations were
evaluated using the dynamic light scattering technique (Nano ZS, Malvern Instruments
Ltd., UK) and Zeta Potential on the Nano ZS equipment (Malvern Instruments Ltd.,
UK). Both the oil and NE-OEO showed physicochemical patterns within normal limits.
In other words, the oil showed acidity (0.3556%+ 0.0003), humidity (1.25%1.64),
saponification index (189 + 1.04), refractive index (1.4707+0.00005 ), incineration
residue (ash) (0.42+0.42) and density (0.928+0.00005). And NE-OEO showed normal
patterns regarding droplet size (238.37 + 3.96), homogeneity (PDI) (0.38 + 0.38), Zeta
potential (-9.59 £0.11), pH (7.0 £ 0.00.) and turbidity (0.267+ 0.00). Regarding phenolic
compounds, NE-OEO presented the highest concentration, 146.00 £ 0.259 mg, while
the oil had 127.40 = 0.449 mg EAG g-1 of phenolic compounds, and total flavonoids
values were found to be 62.62 £ 0.930 mg for the oil and 113.80 + 0.454 mg EQ g-1
for NE-OEO. The antioxidant activity was proven based on the EC50 evaluated in the
DPPH and ABTS assay, with the oil being 375.698 pg/mL in DPPH, and
nanoemulsions with a significantly lower EC50, equivalent to 229.845 pg/mL. The
Trolox control presented an even lower EC50. In the ABTS test, the EC50 of acai oil
was 272.0208 pg/mL, while acai oil nanoemulsions had an even lower EC50 value,
measuring 201.2895 pg/mL. Trolox also showed a significantly lower EC50 compared
to oil and NE-OEO, these data confirm the antioxidant capacity of the oil and its NE-
OEO. In vitro analyzes were performed on the non-tumor cell lines mouse RAW 264.7



macrophages, and human HaCat keratinocytes and cervical cancer tumor lines SiHa
(HPV-16) and HeLa (HPV-18). Non-tumor cell lines were treated with concentrations
(7.8 to 1000 ug/mL) of the oil and NE-OEO for 24, 48 and 72 hours, and tumor cells
were treated with concentrations (0.631 to 100 ug/mL) of the oil, made analyzes of cell
viability, cell death, morphology, healing and clonogenicity. After in vitro analyses, the
effect of acai seed oil and NE-OEO was analyzed in vivo in female Swiss mice. The
animals were treated with different concentrations of the oil (100, 200 and 300 mg/kg)
and NE-OEO (100 mg/kg) applied 0.5 mL intraperitoneally every two weeks. Acai seed
oil is rich in polyphenols, flavonoids, saturated fatty acids (49.27%) and unsaturated
fatty acids (50.73%), among which unsaturated fatty acids, 29.73% are
monounsaturated, 20 .85% are polyunsaturated. Lauric, myristic (C14:0), palmitic,
linoleic, and oleic fatty acids were the most identified. Viability assay with MTT ((3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)) demonstrated a cytotoxic
effect of the oil on the SiHa (HPV-16) and HelLa (HPV- 18) and non-cytotoxic to the
non-tumor cell lines HaCat, as well as the oil and NE-OEO were not cytotoxic to the
non-tumor cell line RAW 264.7. Acai seed oil induced morphological changes in HelLa
and SiHa cells, inducing a reduction in cell viability, inhibiting cell migration and colony
formation in cervical cancer cell lines. The annexin V-FITC assay showed cell death
by early and late apoptosis at 24 and 48 hours after treatment with acai seed oil. In in
vivo experiments, the use of oil at a dose of 100, 200, 300 mg/kg and NE-OEO at a
dose of 100 mg/kg were not toxic to the animals, in accordance with the normal
patterns seen in the liver and kidney; Furthermore, it did not interfere with the behavior
or weight of the animals, however, it induced an immunomodulatory response with a
significant increase in IL10 and IL17. Our results suggest the biotechnological potential
of the oil and NE-OEO in antitumor activity for cervical cancer, and in the development
of colloidal systems for drug delivery. Furthermore, the use of acai seed residue will
contribute to both the local economy and sustainable development..

Keywords: Acai Oil. Euterpe oleracea Mart. Cervical cancer. Nanoemulsion.
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1 INTRODUCAO

A utilizac&o de plantas para tratamento de doencas é uma pratica ancestral que
persiste até os dias atuais, refletindo a confianca continua na eficacia desses recursos
naturais. Uma das raz8es fundamentais para a eficacia terapéutica das plantas reside
na diversidade de compostos quimicos encontrados em seus metabdlitos
secundarios. Esses compostos desempenham um papel crucial no desenvolvimento
de farmacos e outros bioprodutos, oferecendo uma rica fonte de moléculas com
potencial farmacoldgico para uma ampla gama de doencas (SA-FILHO et al., 2021).

Neste cenério, o acai Euterpe oleracea Mart destaca-se como superfruta por
apresentar valor nutritivo e medicinal. Estudos mostram suas propriedades medicinais
através do extrato e do Oleo como atividade antitumoral, anti-inflamatéria e
antioxidante, devido uma variedade de compostos bioativos em sua cOmposi¢ao
guimica como os polifendis e acidos graxos (SILVA et al, 2014; CARVALHO-PEIXOTO
et al, 2015, YAMAGUCHI et al, 2015; FREITAS et al, 2017; DE ALMEIDA
MAGALHAES et al., 2020). Contudo, para melhor direcionar e potencializar esses
compostos, tém-se apostado na associagao de bioprodutos com a nanotecnologia.

Sabe-se que a nanotecnologia, aliada aos avancos da fisica e da ciéncia dos
materiais, possibilita e controla a liberagdo de agentes terapéuticos incorporados em
escala nanométrica (MUHAMMAD; WAHEED, 2023). Assim, mantém a concentracao
do farmaco constante em um periodo mais prolongado e, utilizando uma Unica
dosagem, reduz efeitos adversos. Além disso, as hanoformulagdes tém impulsionado
a farmacocinética de medicamentos, proporcionando maior solubilidade, estabilidade,
biodisponibilidade e direcionamento especifico (AZIZ et al, 2019; THI et al. 2021).

Diferentes tipos de sistemas coloidais ou nanoformulacdes integram o campo
da nanotecnologia como por exemplo, nanoparticulas metélicas, nanoparticulas
poliméricas e nanoparticulas lipidicas, micelas, lipossomas, gel, aerossois,
nanosuspensdes e nanoemulsdes agua em Oleo e 6leo em agua (MAINARDES;
DIEDRICH, 2020). Em particular, as nanoemulsfes (NEs) possuem varias aplicacdes
biotecnolégicas, uma vez que elas canalizam os bioativos para o local alvo por
periodos mais longos, melhoram a solubilidade e estabilidade de drogas bioativas. As
aplicacdes variam em vacina, direcionamento de medicamentos proteicos e
peptidicos, topicos, transdérmicos, oftalmicos e incorporagdo de antineoplasico para

terapia anticancer; além disso, sdo seguras e ndo causam irritagdo (LOUREIRO-
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CONTENTE et al., 2020; MOHITE et al., 2023).

O cancer de colo do utero é o sétimo tipo que mais afeta mulheres
mundialmente (WHO, 2023). No Brasil, representa sexto tumor mais frequente nessa
populacdo (INCA,2022), sendo o Papilomavirus Humano (HPV) o principal fator
etioldgico do cancer do colo uterino e também é o patdgeno viral sexual mais comum
(YIN et al., 2017).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que, no Brasil,
em 2023, surgiram 73.610 novos casos de cancer de mama, 71.230 novos casos de
cancer de prostata e 17.010 novos casos de cancer de colo do utero, demonstrando
a prevaléncia desses tipos de cancer (INCA, 2022). No Maranh&o, os mais prevalentes
em 2023, segundo a estimativa do INCA (2022), foram os ja citados, sendo que 1.060
casos para cancer de mama, 2.000 novos casos para 0 cancer de prostata e 800
novos casos de cancer de colo do Gtero

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnoldgico do 6Oleo extraido da semente de Euterpe oleracea Mart., visando o
desenvolvimento de nanoemulsdo 6leo em agua, caracterizacdo fisico-quimica e
atividade biologica através de ensaios in vitro e in vivo para determinar o perfil de
seguranca do 6leo e da sua nanoemulsdo. Para tal, os ensaios in vitro foram
conduzidos em linhagens celulares de queratindcitos humanos HaCat (ATCC PCS-
200-011), em macrofago de camundongo Mus musculus Raw (ATCC 264.7;BCRJ
0212), e em células tumorais derivados de cancer cervical HeLa (ATCC CCL-2; BCRJ
0100) e SiHa (ATCC HTB-35BSL); além disso, avaliou-se a toxicidade in vivo em
camundongos fémea Swiss. E importante ressaltar que o 6leo foi escolhido como
bioproduto extraido da semente (caroco), visando o uso sustentavel das sementes

gue sao descartadas como residuo para o meio ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico do 6leo da semente de Euterpe oleracea

Mart in vitro e in vivo e da sua nanoemulsao.

2.2 Objetivos Especificos

v
v
v

<

Extrair o 6leo da menete semente de E. oleracea Mart.;

Identificar os compostos quimicos do 6leo da semente de E. oleracea Mart.;
Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do 6leo da semente de E. oleracea
Mart;

Preparar e caracterizar a nanoemulséo obtida com o 6leo de E. oleracea Matrt;
Realizar testes laboratoriais in vitro para determinar a capacidade antioxidante
do 6leo de Euterpe oleracea Mart e da nanoemulséo.

Avaliar o efeito citotoxico do 6leo, nanoemulsdo com 6leo (NECO),
nanoemulsdo sem 6leo (NESCO) em linhagens de macr6fagos RAW264.7;
Avaliar a atividade antitumoral do Oleo em linhagens celulares de
adenocarcinoma uterino HelLa e SiHa;

Realizar experimentos in vivo em modelos animais para avaliar a toxicidade e

a producéo de citocinas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos naturais para fins terapéuticos

A Organizacdo mundial de saude (OMS) defende a importancia das plantas
medicinais e seu uso pela populacdo desde 1970. Esse marco representou o
compromisso inicial da OMS em reconhecer e respeitar o papel vital da medicina
tradicional na saude global. Desde entdo, essa abordagem colaborativa tem
continuado a evoluir sobretudo com a OMS liderando esfor¢os para promover praticas
de medicina tradicional seguras, eficazes e culturalmente sensiveis em todo o mundo.
Essa colaboracdo tem sido fundamental para garantir que as terapias tradicionais
sejam devidamente reconhecidas, regulamentadas e integradas aos sistemas de
saude modernos, visando proporcionar cuidados abrangentes e acessiveis para todas
as comunidades (BURKI, 2023; WHO, 2023).

Os produtos naturais, oriundo de plantas medicinais, tém sido usados, ao longo
da historia da humanidade, como uma fonte valiosa de tratamento e cura para uma
variedade de doencas e condi¢fes de saude. Essas plantas contém uma ampla gama
de compostos bioativos que oferecem beneficios terapéuticos diversos, através de
compostos ativos como alcaloides, flavonoides, terpenos e acidos fendlicos, que
podem ter efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antimicrobianos e até mesmo
anticancerigenos (TEIXEIRA et al., 2023).

Além do mais, esses compostos exibem especificidade como agentes
quimiopreventivos, ndo tem efeito citotéxicos em células ndo tumorais, possuem boa
biodisponibilidade, varios mecanismos de acéo, facil administracdo e tem atividade
anticancerigena. Além disso, atuam no processo carcinogénico diretamente no alvo
inibindo a proliferacdo de células malignas, devido sua capacidade moduladora,
supressora de agentes tumorigénicos e vigilancia imunolégica (CARVALHO-
PEIXOTO et al, 2015).

O Brasil € um pais rico em biodiversidade, abrigando uma variedade de
ecossistemas e biomas; cada um com sua propria flora e fauna distintas. Entre esses
biomas, destacam-se a Floresta Amazonica com milhares de espécies de plantas que

tém sido usadas ha séculos pelas populagbes indigenas para tratar uma variedade de
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condi¢cbes de saude. Entre as plantas encontradas na Amazonia, esta o acai (Euterpe
oleracea), valorizado por seu alto teor de antioxidantes e seus potenciais beneficios
para a saude cardiovascular (ALESSANDRA-PERINI et al.,2018; YANG et al., 2020).

3.1 Aspectos geogréficos e botanicos de Euterpe oleracea Mart.

Euterpe oleracea Mart. € popularmente conhecida como acai (Figura 1), nativa
em varios paises da América Central, como Panama, e em diversas regides da
América do Sul, incluindo Brasil, Venezuela, Colémbia, Equador, Suriname, Guianas,
Peru e Trinidad e Tobago. No Brasil, essa espécie esta presente em estados como
Amazonas, Amapa, Para, Maranh&do, Rondobnia, Acre e Tocantins, sendo os estados
do Amazonas, Para e Maranh&o os principais produtores de acai (YAMAGUCHI et al.,
2015; FLORA DO BRASIL, 2017; VIANNA, 2020).

Figura 1--Distribuicdo de Euterpe oleracea Mart. no Brasil

BOLIVIA

Distribution of Euterpe oleracea
® Mart in Brazil

Created whith machart.net

Fonte: Autoria Propria Adaptado de dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica) (2023).
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Os caracteres taxondémicos que a definem a Euterpe oleracea Mart, mostram:
Reino Plantae, na Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae), na Classe Liliopsida
(Monocotylenae), na Subclasse Arecidae (caracterizada por plantas terrestres,
arborescentes ou arbustivas, com folhas alternas concentradas na base ou em coroa
terminal, e flores pequenas reunidas em espéadice com espata evidente), na Ordem
Arecales (Palmeirae), na Familia Arecaceae (Palmae) e na Subfamilia Arecoidae
(flores trimeras). Euterpe oleracea Mart. € o nome do género e da espécie,
respectivamente (DE OLIVEIRA et al., 2002).

O epiteto genérico "Euterpe" é uma homenagem a deusa da mitologia grega,
simbolizando a "elegéancia da floresta", em referéncia a beleza da planta. Enquanto
isso, o nome especifico "Oleracea" denota a semelhanca ou o odor exalado pela
planta, reminiscente ao do vinho, especialmente durante a fermentacéo, devido a cor
e ao aroma da polpa. Por fim, o termo "Acai" ou "Ysai" tem origem tupi, significando
“fruta que chora", em alusdo ao liquido que sai da fruta quando é espremida, sendo
descrita como um coquinho amarronzado que cresce em cachos nas palmeiras do
acaizeiro que, por sua vez, possui um tronco alto e folhas finas e € conhecido por
produzir palmito (FURLANETO; SOARES; FURLANETO, 2020).

O acaizeiro apresenta-se como uma palmeira cespitosa, caracterizada por
possuir varios troncos finos que se agrupam formando uma touceira. Seus estipes
variam em tamanho e largura, podendo atingir de 3 a 20 metros de alturae de 7 a 8
cm de didmetro. As folhas sdo compostas e pinadas, dispostas em arranjos que
compreendem de 40 a 80 pares de foliolos (Figura 2 — A e B) (NASCIMENTO 2008).

As palmeiras de E. oleracea possuem caules cilindricos e anelados,
frequentemente formam nés e internédios ao longo do caule do acai (HERBARIO
BARBOSA RODRIGUES 1949) (Figura 2 — A e B) que podem atingir 30 m de altura e
18 cm de didmetro. Amadurecem em um padrdo multicaule e podem alcancar até 45
hastes na fase adulta durante seu desenvolvimento. Na base de cada estipe, raizes
avermelhadas (Figura 2 — C), densas, superficiais e fasciculadas com aerénquimas e
lenticelas criam uma rede agregada de 30 a 40 cm acima do solo (CHANG et al.,2019)

Os eventos de floracao e inflorescéncia ocorrem ao longo de todas as estacdes
do ano, com o pico mais significativo durante a estacdo chuvosa (Figura2 —D e E). A
inflorescéncia, que é o conjunto de flores em um ramo, forma-se em cachos, contendo
flores estaminadas com pistilos organizados em triades e com flores femininas

proximas das masculinas. A maturacao das flores - conhecida como antese - ocorre
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durante o periodo diurno, levando em média de 10 a 14 dias para as flores masculinas
e de 3 a 5 dias para as flores femininas para alcancarem a plena maturacéo
(CAMPELL 2018; DE OLIVEIRA 2018).

O fruto de Euterpe oleracea Mart é uma baga, globosa, fibrosa e polpa
oleaginosa e comestivel contendo apenas uma semente, organizada em cachos que
podem conter centenas de frutos individuais (Figura 2 — F e G). Seu diametro varia
entre 1cm e 2cm, com um peso médio de cerca de 1,5g. Apresenta um epicarpo roxo
- que € a camada externam -, um mesocarpo polposo de aproximadamente 1mm de
espessura, revestindo um endocarpo duro que contém em seu interior uma semente
com embrido pequeno e endosperma. A semente de Euterpe oleracea Mart constitui
cerca de 87% do fruto e é composta por epicarpo, mesocarpo e endosperma. E rica
em celulose (53,20%), hemicelulose (12,26%), lignina (2,30%), polifendis totais e
taninos, além de possuir teores significativos de fibra (entre 29,69% e 62,75%) e lipidio
(entre 1,6% e 3,56%) (DE SOUSA et al., 2021).

A presenca de Euterpe oleracea Mart. nas areas de varzeas desempenha um
papel crucial na contencdo e drenagem da agua. As Varzeas sao terrenos
naturalmente inundaveis, e a vegetacao, presente nessas areas, auxilia na absorcéo
da agua e no controle da velocidade de escoamento dos rios durante os periodos
chuvosos. Devido a essa caracteristica, o delta do rio Amazonas se destaca como o
berco do acaizeiro, onde as chuvas sdo abundantes e bem distribuidas ao longo do
ano (TAVARES, et al., 2020).

O acaizeiro é frequentemente encontrado em solos tanto eutréficos (de alta
fertilidade) quanto distréficos (de baixa fertilidade). E especialmente prevalente em
solos Gleissolos, que sdo naturalmente férteis devido a deposi¢cdo de sedimentos
pelas marés. No entanto, também pode crescer em areas de terra firme em ambientes
com latossolos amarelos, que se desenvolvem a partir de materiais argilosos ou
areno-argilosos sedimentares da formacdo Barreiras. Quanto ao  pico de
florescimento, este ocorre geralmente de janeiro a maio; enquanto o periodo de
frutificacdo vai de agosto a dezembro, embora essas datas possam variar
dependendo do local e do tipo de solo (DE SOUSA, et al., 2024).

As interagdes ecoldgicas entre Euterpe oleracea Mart. e seus polinizadores séo

diversificadas e desempenham um papel fundamental na disseminacgéo e manutencao
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das plantas, bem como no sucesso reprodutivo e na dispersdo de sementes,
contribuindo para a saude do ecossistema. Dentre as espécies de polinizadores e
visitantes florais que se destacam estdo os passaros, macacos, veados, antas,
caititus, cutias, além de insetos como besouros, moscas, borboletas, mariposas e
abelhas. Essa ampla gama de animais que interagem com o0 acaizeiro evidencia a
importancia da sua presenca na sustentagéo da biodiversidade e na funcionalidade
do ecossistema. (CAMPELL 2020).

Popularmente, E. oleracea Mart € conhecida por uma variedade de nomes na
regido Norte, a saber: acai, acai-comum, acai-de-planta, acai-de-touceira, acai-do-
baixo-amazonas, acai-do-pard, acaizeiro, jucara, jucara-de-touceira, palmiteiro,
palmito-acai e uacai. E importante notar que na regido nordeste, especificamente no
Maranhdo, essa planta é conhecida como jucara; no entanto, € necessario ressaltar
que 0 acai e a jucara sao espécies diferentes. Enquanto o acai refere-se a palmeira
Euterpe oleracea Mart, a jucara refere-se a palmeira Euterpe edulis. Embora ambas
desenvolvam frutos semelhantes em tamanho e cor, diferem em caracteristicas dos
troncos, distribuicdo geografica e padrdes de consumo. A palmeira do acai (E.
oleracea Mart) € caracterizada por ser perfilhada, sendo extraido dela o 6leo. Por outro
lado, a jucara (E. edulis) é predominante no cerrado, na Mata Atlantica do sul da Bahia
e no Rio Grande do Sul, sendo reconhecida como melhor produtora de palmito.
(CARVALHO; ESMERINO; CARVALHO, 2022).

O uso tradicional do acai na culinaria brasileira, € significante. A polpa é
amplamente utilizada no preparo de creme, licor, geleia, mingau, sorvete, doces,
picolé, cocada, suco, brigadeiro, bebidas e corantes. Além disso, suas mudultiplas
utilidades se estendem ao uso do caule e das folhas na construcdo de casas e na
alimentacdo animal. Na medicina popular, a raiz é utilizada para preparar chas que
auxiliam no combate a parasitoses. Essa versatilidade de aplicacdes evidencia a
importancia cultural, econémica e medicinal do acai na sociedade brasileira (MAIA,
2020; SIQUEIRA et al., 2021).

Contudo, o consumo da polpa do acai resulta em residuos sélidos, como 0s
caro¢cos ou sementes, que correspondem a aproximadamente 85% do fruto. Apesar
disso, estudos tém demonstrado o potencial desses residuos para contribuir com o

desenvolvimento sustentavel. Eles podem ser aproveitados como importante matéria-
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prima para a produgdo de uma variedade de produtos, incluindo biojoias, como
brincos, colares e pulseiras, bem como artigos de utilidade, como tapetes e bolsas
(Figura 2 — H e I). Além disso, esses residuos podem ser utilizados na producédo de
carvao vegetal, adubo organico, moveis, compensados, massa alimenticia e até
mesmo ha torrefacdo de café, além de serem uma fonte potencial para a producao de
biocombustiveis. Essa diversidade de aplicacdes ressalta a importancia de se explorar
os residuos do acai de forma sustentavel, contribuindo para a reducéao do desperdicio
e para a geracao de renda e beneficios ambientais (SANTOS; NORONHA; SARAIVA,
2019; MENDES et al., 2020; BARROS et al, 2021; DE SOUSA et al., 2021).
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Figura 2-Caracteristicas etnobotanicas de Euterpe oleracea Mart

A) Acai na margem de um riachoa. B) folhas das palmeiras. C) Raiz. D e E)
Florecéncia das flores. F e G) Fruto no cacho e coletado. H) Caroco apés
desolpamento da Jura. I) Artesanato feito com o caroco da Jucara.
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Fonte: Autoria Propria
3.2 Composicao quimica identificada na Euterpe oleracea Mart..

A analise dos componentes do fruto (Figura 3) - polpa e semente do acai,
revela uma riqueza de compostos com propriedades benéficas para a saude. Dentre
0S principais compostos presentes, destacam-se os acidos fendlicos, as antocianinas,
as proantocianidinas e as ligninas. As antocianinas, como a cianidina-3-orutinosida e
a cianidina-3-O-glucoside, conferem ao acai sua intensa coloragdo roxa e sao
reconhecidas por suas propriedades antioxidantes. Além disso, as ligninas, presentes
no acai, como: ariltetrahidronaftaleno, dihidrobenzofurano, furofurano e 8-O-4-
neolignano, sdo conhecidas por seus potenciais beneficios para a saude
cardiovascular e prevencdo de doencas cronicas. Outros compostos importantes
incluem epicatequina, catequina, homoorientina, orientina, isovitexina e taxifolino
desoxihexose, que contribuem para as propriedades nutricionais e antioxidantes do
acai (PACHECO-PALENCIA et al, 2008; KANG et al, 2011; HOLDERNESS et al,
2011; GORDON et al, 2012; MULABAGAL; KELLER; CALDERON, 2012; MOURA et
al, 2012; LASLO et al., 2013; GIRONES-VILAPLANA et al, 2014).

O dleo extraido da polpa e da semente de Euterpe oleracea Mart. tem aspecto
verde-oliva e sua composicao é rica em acido graxo. Sendo uma fonte significativa de
acidos graxos insaturados essenciais para a saude humana. Além disso, € rico em
fitoesterdis, incluindo B-sitosperol, estigmasterol e campesterol, que sdo compostos
vegetais conhecidos por seus potenciais beneficios para a saide, como a reducéo do
colesterol e propriedades anti-inflamatérias (FAVACHO et al., 2011; BERNAUD;
FUCCHAL, 2011; FERREIRA; ROGEZ; HERMAN, 2018; LIRA et al., 2021; CASTRO
2022).

Somado a isso, 0s compostos presentes no 6leo da polpa e da semente de E.
oleracea Mart. desempenham um papel crucial no metabolismo celular, na reducéo
de processos inflamatérios e na atividade regenerativa do organismo. Estudos
conduzidos por Almeida Magalhées et al. (2020) e Moura et al. (2020) destacam esses
beneficios, enfatizando a importancia dos acidos graxos insaturados e fitoesterois
presentes no 6leo. O 6leo € composto por 73,9% de acidos graxos insaturados, dos
quais 56,2% correspondem ao acido oleico, 11,5% ao acido linoleico e 0,8% ao acido
linolénico. Os acidos graxos saturados representam os 27,5% restantes, sendo o

acido palmitico responsavel por 24,1% e o estearico por 1,6% da composicéo total
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(MARQUES et al., 2016; XIONG et al., 2020).

O écido linoleico, um acido graxo essencial, desempenha um papel vital na
salude humana, pois ndo pode ser sintetizado pelo organismo e deve ser obtido
através da alimentacao. Este acido é predominante em alimentos e representa cerca
de 50% do conteudo lipidico presente em vegetais, especialmente em sementes. Os
mamiferos sdo incapazes de sintetizar o acido linoleico, tornando sua ingestdo por
meio da dieta essencial para a manutencao da saude. Por outro lado, o acido oleico,
também conhecido como 6mega 9, é reconhecido por sua participagdo no
metabolismo e na sintese hormonal. Estudos realizados por Maragoni et al (2020) e
Mazzocchi et al (2019) destacam a importancia do acido oleico na prevencao de

inflamacdes, doencgas coronarianas, artrite reumatoide e cancer.
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Figura 3 - Principais compostos quimicos presentes no fruto de E. oleracea Mart..
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3.3 Propriedade farmacoldgica da Euterpe oleracea Mart.

Euterpe oleracea Mart. tem sido amplamente estudada devido as suas diversas
propriedades farmacologicas comprovadas na literatura cientifica. Entre essas
propriedades, destacam-se sua atividade anti-inflamatéria, antioxidante,
antimicrobiana, antinociceptiva, anticancerigena, antiaterogénica e cicatrizante. Além
disso, estudos indicam que o acai possui propriedades protetoras contra sindromes
metabdlicas, tais como diabetes, hipertenséo e hiperlipidemia, bem como protecéo
aos oOrgaos vitais, incluindo pulméo, rim, figado, coracdo e sistema nervoso (DE
ALMEIDA MAGALHAES et al., 2020).

Recentemente, uma série de estudos destacaram a eficacia do extrato e do
Oleo de E.oleracea Mart. em uma ampla gama de condi¢cdes de saude, conduzindo
ensaios tanto in vitro quanto in vivo (TABELA 1). Romao et al. (2020) investigaram o
efeito do extrato de E. oleracea em alteracdes metabdlicas e hepéticas, enquanto
Tavares et al. (2020) estudaram seu potencial no tratamento do colesterol. Xavier et
al. (2021) exploraram o efeito anti-inflamatério e imunomodulador do extrato, enquanto
Vilhena et al. (2021) examinaram seu impacto no tratamento de lesdes

cardiovasculares.

Do mesmo modo, estudos como os de Da Silva et al. (2021) e de Moraes
Arnoso et al. (2022) investigaram o potencial do extrato de E. oleracea no tratamento
do cancer de mama e no efeito remodelador cardiovascular, respectivamente. Outros
estudos, como o de D'Amico et al. (2022) e Filho et al. (2023), examinaram seu papel
neuroprotetor e seu efeito antitumoral no cancer de prostata.

Quanto ao Oleo de E. oleracea, estudos como o de de Almeida Magalhées et
al. (2020) demonstraram seu efeito antibacteriano contra cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Moureo
et al. (2020) investigaram seu potencial regenerador testicular frente a intoxicagéo por
cadmio em camundongos Swiss. E Lira et al. (2022) exploraram o efeito antitumoral
do 6leo em linhagens celulares SK19 de melanoma, AGP01 de adenocarcinoma e

linhagem celular Vero.
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Tabela 1 - Descricao da atividade bioldgica do extrato e 6leo da semente de Euterpe oleracea Mart. em estudo in vitro e in vivo frente

a diferentes tipos de cancer.

Semente Ensaio (in vitro / in vivo) Dose Objetivo Resultados Referencias
Extrato Camundongos machos da 300 mg.kg Avaliar e comparar os efeitos do Inibiu o ganho de peso corporal, Romé&o etal.,
linhagem C57BL tratamento com ASE e o inibidor da ECA, esteatose hepatica massas adiposa (2020)
ENA sobre as alteracfes metabdlicas e e hepética e estresse oxidativo.
hepaticas em modelo experimental de
obesidade induzida por dieta
Extrato Camundongos machos ASE (300 Avaliar o efeito terapéutico da ASE em Ambos os tratamentos foram Tavares et al
C57/BL/6 mg/kg por dia) comparacdo com a rosuvastatina na capazes de reduzir o ganho de (2020)
ou DHGNA induzida por alto teor de gordura peso dos animais apds 4 semanas
rosuvastatina  em camundongos machos C57BL/6 de tratamento.
(20 mg/kg por
dia)
Extrato Linhagens celulares RAW 125,250 e 500  Avaliar efeito inibitorio do extrato de acai N&o foi tdxico para as linhagens Xavier et al.,
264.7 estimuladas por LPS  ug/mL / 250, em linhagens celulares RAW 264.7 celulares testadas e foi capaz de (2021)
e edema de membro em 500 ou 1000 estimuladas por LPS e edema de membro inibir 0 edema evidenciando seu
Camundongos BALB/c mg/kg induzido por carragenina. efeito anti-inflamatério.
fémeas
Extrato Ratos machos jovens ASE (200 Determinar se o extrato de semente de ASE reduziu substancialmente o Vilhena et al
(Wistar) mg/kg/d) ou acai (ASE) poderia reverter lesdes remodelamento cardiovascular e (2021)
enalapril (30 cardiovasculares e renais pré-existentes recuperou a disfuncao endotelial em
mg/kg/d) em um modelo experimental de ratos2R1C
hipertensdo renovascular (2 rins, 1 clipe,
2R1C)
Extrato MCF-7, 10 e 15 uyg/mL  Avaliar a composicao quimica e os efeitos  Teve efeito citotoxicos contra MCF-  Silva et al.,
citotoxicos do extrato de semente de agai 7, induziu alteragbes morfolégicas (2021)

na linha celular de cancer de mama (MCF-
7)

na linhagem celular por autofagia e
aumentou a via de producdo de
ROS


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiotensin-converting-enzyme

Extrato

Extrato

Extrato

Extrato

Extrato

Camundongos machos
C57BL/6

linha celular de cancer de
mama MCF-7

Camundongos C57/BL6

Linhagens de céncer préstata
- LNCaP e In vivo (colocar o
animal

Camundongo Swiss fémea

ASE (300
mg/kg/dia) e
rosuvastatina
(20 mg/kg/dia)

25 ug/ml por
24 h

500 mg/kg

400 mg/kg

1000 mg/kg

Investigar o efeito terapéutico do ASE na
remodelagdo cardiovascular associada a
obesidade e compara-lo com o da
rosuvastatina

Avaliar as alteracdes ultraestruturais
induzidas pelo extrato da semente de acai
em linhagens celulares de cancer de mama
MCF-7

Analisar uma nova estratégia de
neuroprotecdo com foco na nutricdo, por
meio da suplementacdo com Acai em
modelos experimentais de DP

Estudar os efeitos antitumorais de um
extrato hidroalcodlico de sementes de acai
in vitro contra células FGC clone LNCaP de
cancer de prostata e in vivo usando o
modelo de tumor de Ehrlich em
camundongos, que esté associado a forte
inflamacé&o crénica

Analisar o tratamento preventivo, em
modelo in vivo, em tumor de Erlich

Melhorou o perfil lipidco e a
remodelagdo cardiovascular. O efeito
terapéutico do ASE foi semelhante ao da
rosuvastatina na reducao da dislipidemia
e remodelamento cardiovascular, mas foi
superior na reducéo do dano oxidativo e
da hiperglicemia, sugerindo que o ASE
era um produto natural promissor para o
tratamento de alteracdes
cardiovasculares associadas a
obesidade.

Induziu a autofagia por extrato da
semente de acai em linhagens celulares
de cancer mama MCF-F

Reduziu consideravelmente os sintomas
motores e ndo motores e a morte celular
neuronal do trato dopaminérgico
induzida por 4 inje¢des de 1-metil-4-fenil-
1,2, 3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

Reduziu o tumor de Erlich e as doses
mais altas reduziram a IL-6 e induziram o
IFN-y, sugerindo efeitos antitumorais e
imunomoduladores.

O extrato da semente de E. oleracea
reduziu o volume tumoral e o peso do
tumor, manteve o peso dos animais
tratados e induziu, aumento TNF-a e
aumento da area de de necrose tumoral
guando comparado o controle
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de Moraes
Arnoso et
al (2022)

Da Silva et
al., (2022)

D'Amico et
al (2022)

Filho et al
(2023)

Da Silva et
al (2023)
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Oleo

Oleo

Oleo

A atividade
antibacteriana contra E.
coli, P. aeruginosa, S.
aureus e E. faecalis.

Camundongos Swiss
machos adultos

SK19 (melanoma),
AGPO1
(adenocarcinoma
géstrico) e VERO
(linhagem néo
neoplasica)

(AMP 1024  pg/mL),
Piperacilina + Tazobactam
(PIP 28,5 pg/mL + TAZ 3,5
pg/mL), Ciprofloxacina
(CIP 4 pg/mL), PIP + TAZ
Vancomicina (VAN 16
pg/mL), CIP 4 pg/mL

50, 100 e 150 mg/kg

75ug,80puge 73
pgrespectivamente

Desenvolver  complexos de
inclusédo de Oleo de E.
oleracea Mart com B-
ciclodextrina e hidroxipropil-B-
ciclodextrina preparados por
amassamento e suspensao, a fim
de melhorar as propriedades
fisico-quimicas, solubilidade,
estabilidade e atividade
antimicrobiana do 6leo

Analisar o efeito regenerador do
6leo em camundongos Swiss
submetidos a intoxicagdo com
Céadimo

Avaliar a atividade citotdxica do
6leo de OE em linhagens
neoplasicas

Os valores de MIC revelaram maior
atividade antibacteriana dos
complexos em comparacdo com o
Oleo isolado. A resposta modulatéria
de EOO e EOO-B-CD preparados por
KND, bem como de EOO-B-CD e
EOO-HP-B-CD preparados por SL
mostraram um efeito sinérgico com
ampicilina contra E. coli, enquanto
que nao foi significativo com as
demais drogas testadas, mantendo a
resposta biologica dos antibidticos

O Oleo de E. oleracea apresentou
efeito regenerativo no parénquima
testicular afetado negativamente pelo
Céadimo

Melhorou atividade citotoxica em GC

Da Almeida
Magalhées
et al (2020)

Mouro et al.,
(2020)

Lira et al.,
(2022)
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3.4 Papel da Nanotecnologia na Nanomedicina

A nanotecnologia resultou da necessidade de miniaturizagdo e manipulacao
de materiais em escala atbmica, aliada aos avancos da fisica e da ciéncia dos
materiais e tem revolucionado diversas induastrias globalmente. Conceitos
fundamentais introduzidos por Feynman, vencedor do Prémio Nobel, abriram caminho
para a fabricagdo de produtos em nanoescala, com dimensdes entre 10-1000
nandémetros, correspondendo a um bilionésimo de metro (CLEBSCH; WATANABE,
2017; MUHAMMAD; WAHEED, 2023).

Essa abordagem moderna desencadeou o desenvolvimento de técnicas
cientificas avancadas, visando aprimorar a produtividade e aplicabilidade na &rea da
nanomedicina que, em 1960, revolucionou o tratamento de inUmeras doencas. Nesse
contexto, as formulacdes - em nanomedicina - comercializadas foram aprovadas
para o tratamento de cancer, terapias de reposicdo de ferro, anestésicos, tratamentos
fungicos, degeneracdo muscular, e para o0 tratamento de doencas genéticas
raras (ANSELMO; MITRAGOTI 2019; AZIZ et al, 2019; THI et al. 2021).

Dentre a variedade de aplicacbes da nanotecnologia, Shreya et al., 2022
destaca sua importancia na aplicacdo no diagndéstico por imagens do cancer e
doencas infecciosas; imunizacdo e producao de vacinas; aplicacdes terapéuticas para
tratamento de doencas infecciosas e ndo infecciosas; terapia com células-tronco,
diagnéstico ortopédico e transplante e tratamento de cancer.

Heinz et al., (2017) mostra que o potencial terapéutico nanoparticulas
poliméricas depende geralmente do seu tamanho, forma e quimica da superficie e do
controle sobre o tamanho e a forma das nanoparticulas poliméricas que pode ajudar
a melhorar o seu desempenho em aplicacdes especificas.

As vantagens das nanoemulsdes em relacdo as macroemulsées ou as
emulsdes grosseiras incluem uma maior area de superficie e energia livre, sem
problemas como a formacdo de cremes, a floculacdo, a coalescéncia e a

sedimentacao inerentes as macroemulsdes (LIRA et al., 202).
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3.4.1 As nanoemulsdes e aplica¢cdes na saude

As NEs séo sistemas coloidais, termodinamicamente instaveis, mas
cineticamente estaveis por longo tempo. Dispersos em escala nanométricas, em que
a parte oleosa € dispersa em fase aquosa continua e adsorvido por determinado
surfactante (Figura 4) (SOLANS e SOLE, 2012). As goticulas oleosas podem variar
entre 50 a 1000 nm de diametro, sdo transparentes ou translicidas e estaveis contra
a sedimentacao. Neste sentido, de acordo com o diametro da gota, as nanoemulsées
sdo conhecidas também em miniemulsédo, emulsdo submicron e emulsdo ultrafina
com o tamanho de gota variado entre 50 a 500 nm (MUSTAFA;HUSSEIN, 2020; DA
SILVA et al., 2023).

Figura 4 -Diagrama esquematico da hanoemulsao agua em 6leo (A/O) e 6leo em
agua (O/A) constituida por micelas de surfactante

Hydrophobic Tail
J N

Hydrophilic Head

O =50—-500 nm

Water

Water in Oil Oil in Water Surfactant
nanoemulsion nanoemulsion Molecule

Adaptado de Marzuki, Wahab, Hamid (2019)

Quanto a composi¢cao, uma nanoemulséo consiste em fase organica, incluindo
compostos oleosos e solventes apolares; fase aquosa a base de agua e
emulsionantes (ANARJAN et al. 2015) e sua organizacdo pode ser 6leo em agua
(O/A), dgua em o6leo (A/O) e bicontinua (fase oleosa e aquosa € separada por
surfactante) dispostos em duas fases imisciveis onde a fase oleosa ou organica e
aquosa constitui um sistema nanoemulsionado, na qual o surfactante induz a tenséo
interfacial separando estas fases (MUSTAFA;HUSSEIN, 2020).

A formacdo de um sistema nanoemulsionado requer duas condigbes
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essenciais: agitagdo constante - que permite a dispersao dos liquidos; e presenca de
um agente emulsificante - que promove a estabilizacdo, bem como a interagéo entre
O0leo e agua, para reduzir a tensdo interfacial e evitar a coalescéncia das gotas.
Também, é necessario uma fonte de energia através de dispositivos mecanicos como
homogeneizadores de alta-pressdo ou ultrassom. Nesse processo, 0S
homogeneizadores funcionam com uma bomba, ou seja, o liquido é injetado sob
pressdo em uma valvula homogeneizadora, e o ultrassom promove o direcionamento
do fluido para uma lamina vibratéria, onde ondas ultrassénicas produzem o efeito de
corte e forma goticulas de tamanho reduzido (WILSON et al., 2022).

Para um melhor resultado das nanoformulac¢des, além dos tensoativos e da
fase aquosa (geralmente agua destilada, pura ou Milli-Q e Solucdo tamp&o), sao
incluidos nas formulacbes 6leos essenciais (OES), extratos alcodlicos de vegetais,
Oleos vegetais - como o de acai, nanoparticulas metélicas, farmacos convencionais,
entre outros (PORTO et al., 2020; KAN et al. 2022; MALIK; MUHAMMAD; WAHEED,

2023)

De acordo com com Povani et al., (2020), as nanoemulsdes tém um nivel de
energia livre mais alto, em comparacdo com as fases separadas de agua e 0Oleo,
tornando sua formacdo desfavoravel energeticamente e pode ser contornado
conforme o método de fabricacdo que podem ser de alta ou de baixa energia. Esses
métodos permitem a redu¢do do tamanho das goticulas de 6leo, no método de baixa
energia, no qual a reducdo da particula ocorre por meio de inversdo de fases,
enguanto no método de alta energia usam forgcas mecanicas para dividir as fases em
goticulas menores (KUMAR et al., 2019).

E essencial considerar a ordem de mistura dos diferentes compostos durante
a formulacado de nanoemulsfes. Um ponto critico é que os surfactantes devem ser
primeiramente misturados a fase oleosa, para criar condi¢des altamente favoraveis a
formacao de nanoemulsdes. Em contrapartida, se os surfactantes forem misturados
com a agua, nas fases iniciais de preparacéo, ocorre o desenvolvimento de emulsées
em escala macroscopica. Portanto, considerar a ordem de adicdo dos componentes
€ essencial para o processo de formulacdo das nanoemulsbes e deve ser
cuidadosamente controlada para garantir a qualidade e estabilidade da formulacéo
(MARZUKI, WAHAB, HAMID, 2019).

Os surfactantes ou tensoativos sdo substancias capazes de adsorver em
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interfaces, como entre fases gasosas ou entre fases imisciveis, alterando a energia
livre do sistema. A estabilidade coloidal das nanoemulsdes é resultado do processo
de obtencao, que proporciona estabilizacdo estérica quando sao utilizados tensoativos
nao idnicos e/ou polimeros. Em alguns casos, € necessario adicionar um co-tensoativo
para aumentar a estabilidade do sistema, o que pode ampliar e aperfeicoar sua
estabilidade (NASCIMENTTO, 2016; ROSSI et al., 2019).

Com relacao as aplicacdes farmacologicas das hanoemulsdes, observa-se na
literatura que exibem mais vantagens em relacdo as microemulsdes, pelo fato de
serem mais estaveis quando diluidas; ndo ocorrendo alteracdo em sua estrutura
original e tamanho das gotas; geralmente ndo precisam de altas concentracdes de
tensoativos variando entre 3,0 a 10% - como ocorre com as microemulsdes que
precisam de 20% de surfactante (TADROS et al., 2004; MCCLEMENTS, 2012).

Outra vantagem das nanoemulsdes esta na entrega e liberacdo de farmacos,
permitindo que os bioativos sejam direcionados para o local alvo por periodos mais
longos. Essa funcdo esta intrinsecamente correlacionada a alguns fatores como: 1)
sua maior estabilidade - devido ao tamanho nanométrico das particulas, assim, reduz
sedimentacao e separacao de fases; 2) melhor absorcéo de biodisponibilidade - onde
o tamanho nanométrico aumenta a area de superficie disponivel e aumenta a
absorcao e biodisponibilidade do farmaco; 3) liberacédo controlada de farmacos - onde
particulas em nanoescala permitem uma liberacdo controlada e direcionada de
moléculas bioativas prolongando sua atividade terapéutica (MALIK; MUHAMMAD;
WAHEED, 2023).

De acordo com Vergallo (2020), as vantagens das nanoemulsées 6leo em
agua variam entre: baixa citotoxicidade minima do transportador; boa estabilidade de
armazenamento; efeitos sinérgicos; antioxidante e liberacdo sustentada; produ¢cdo em
facil escala; a capacidade de potencializar a eficacia bioativa das ervas; aumentando
a solubilidade e o perfil de absor¢céo, ao mesmo tempo que reduz a dosagem e 0s
efeitos colaterais. E destaca os 0leos vegetais mais frequentes Oleo de Ricinus
communis L. (R. communis, mamona), P. Americana (abacate), Calendula
officinalis L. (C. officinalis, caléndula), Punica granatum L. (roma, P. granatum),
Punica granatum L. (rom&, P. granatum), Cucurbita moschata (C. moschata ,
abobora) para formulagédo de nanoemulséo éleo em agua.

Monge-Fuentes et al. (2017) desenvolveram uma nanoemulsdo com oleo de

acai para terapia fotodinamica (PDT) no tratamento de melanoma, utilizando 6leo de
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acai em nanoemulsado. O estudo foi conduzido em linhagens celulares de melanoma
B16F10 e células normais NIH/3T3, revelando uma taxa de mortalidade celular de
85% para células de melanoma, enquanto as células normais mantiveram alta
viabilidade. Os resultados indicaram morte celular por apoptose/necrose. Além disso,
em camundongos C57BL/6 portadores de tumor, o tratamento com Oleo em
nanoemulsédo resultou em uma reducdo de 82% no volume tumoral em comparacao
com o controle. Os autores concluiram que o 6leo de acai, em nanoemulsao, foi eficaz
como fotossensibilizador, oferecendo uma fonte promissora de moléculas
fotossensibilizantes para o tratamento PDT do melanoma - um tumor conhecido por
ser refratario a esse tipo de terapia.

Da mesma forma, Loureiro Contente et al. (2020) desenvolveram uma
nanoemulsdo contendo 6leo de acai para aplicacdo topica de um antifungico. Eles
incorporaram 0 cetoconazol na formulagdo, obtendo uma eficiéncia de
encapsulamento de 98,31% e propriedades adequadas de potencial Zeta, tamanho
de gota e PDI (indice de polidispersédo). A analise por microscopia eletrénica de
transmissao revelou que as nanoemulsdes apresentavam formato esférico. Os
autores concluiram que as nanoemulsdes de 6leo de acai sdo um veiculo promissor
para antifungicos imidazolicos, como o cetoconazol.

No estudo conduzido por Rosa et al. (2019), foi avaliada a combinacéo de 6leo
de acai e desonida (DES). Os autores observaram que a fotodegradacdo sob UV-A
(365 nm) e UV-C (254 nm) resultou em menor degradacédo do DES quando associado
as nanocapsulas contendo 6leo de acai em comparacdo com aquelas contendo
triglicerideos. Além disso, os testes de liberacdo in vitro revelaram um perfil bifasico
de liberacdo para ambas as suspensdes de nanocapsulas, com um efeito de explosao
inicial seguido por uma liberacdo prolongada de DES. As formulacdes nao foram
consideradas fototéxicas a 0,5 mg/mL quando testadas em fibroblastos murinos T3 e
queratinécitos humanos HaCat por meio do ensaio de viabilidade MTT, e foram
classificadas como levemente irritantes. Assim, essas formula¢cdes mostram potencial

promissor para aplicagdes terapéuticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Figura 5- Fluxograma do estudo
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4.1 Materiais utilizados

Agua MiliQ foi obtida do laboratério de Cultura de Células (LCC) da
Universidade Federal do Maranh&o. Span 80® (Sorbitan monooleate), Solutol® HS 15
(Acido 12-hidroxi-estearico polioxietilado), ABTS-+ [2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)], DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazly) foram
adquiridos da Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Oleo da semente de acai (AO)
extraido e analisando utilizando n-hexano PA, Metanol PA, Hidroxido de soédio,
Hidréxido de Potassio, outros reagentes de grau analitico aquirodos da Isofar
Produtos Quimicos (Sao Paulo, Brasil). Brometo de 2,5-difenil-3,-(4,5-dimetil-2-tiazolil)
tetrazdlio brometo de tetrazélio (MTT), dimetilsulféxido (DMSO), solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), soro fetal bovino (FBS) e solucao de tripsina-EDTA
(0,5 g de tripsina porcina e 0,2 g EDTA.4Na/L de solucdo salina balanceada de
Hanks), Meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado com L-
glutamina (584 mg/L) e antibi6tico/antimicético (50 mg mL-1 de sulfato de gentamicina
e 2 mg/L de anfotericina B) foram obtidas da Sigma-Aldrich (S&do Paulo, Brasil). Kit de
citocinas BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 e Anexina V/PI
foram adquiridos da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA). As linhagens foram obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro e possuiam certificado de identidade e
qualidade (INMETRO, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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4.2 Obtencdao e caracterizacdo do 0leo da semente de E. oleracea Mart.

Os frutos utilizados neste trabalho foram obtidos de Euterpe oleracea Mart.
coletados no Parque Ecologico do Maracand, conhecido como Parque da Jugara
(Figura 6), localizado no Bairro Maracana na cidade de Sao Luis, MA, Brasil (latitude:
02°31'47" S, longitude: 44° 18' 10" W, altitude: 24m). Foram coletados no periodo de
estiagem entre agosto a novembro e armazenados sob refrigeracdo a -20°C. A
exsicata esta armazenada sob registro n® 01425 no Herbario Atico Seabra (SLS) da
Universidade Federal do Maranh&o.

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Sistema de Gestdo do Patrimdnio
Genético - SisGen sob o codigo A91BOBA.

Figura 6 - Parque Jucara localizado no bairro Maracand, Séao Luis Maranh&o-Brasil

®. Jorge ArtecZiniaio Local de coleta

— Barracao Da @
Alegria,Marac ana ¢

Parque/da Jucgara

. ' e L.
“\ResidencialiSanto- (@
An;(_omo sMaracana;

Fonte: Autoria Propria



42

Posteriormente, foram descongelados e despolpados. As sementes foram
expostas ao sol para secar 8h por dia, durante uma semana, e depois as fibras foram
removidas. Em seguida, as sementes foram trituradas em um moinho, resultando em
360 gramas de semente triturada. Para cada etapa de extracéo, foram utilizados 10
gramas da semente triturada no extrator Soxhlet, utilizando solvente n-hexano. O
tempo total de extragéo foi de 6 horas (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D'ARCE, 2009)
(Figura 7).

Figura 7-Matéria-prima para obtencao do 6leo da semente de Euterpe oleracea Mart.
= ' e ——— =

B |

(A) Fruto total. (B) Semente. (C) Semente triturada. (D) Oleo obtido da semente.
Fonte: Autoria Propria

4.1.1 Esterificacdo do 6leo

O dleo bruto de Euterpe oleracea Mart. foi analisado sob a forma de ésteres
metilicos, preparados de acordo com Hartman e Lago (1973) adaptado de Lima
(2007). Pesou-se 100mg do 6leo para andlise. Foi adicionado 4 mL de hidroxido de
sédio em metanol a 0,5 mol/L. A mistura foi aguecida para dissolu¢édo das micelas de
gordura e posteriormente resfriados em agua corrente, e adicionado 5mL de uma
solucéo de cloreto de amonio dissolvidos em 30 mL de metanol e 1,5 mL de &cido
sulfrico concentrado, sob agitacdo. ApOs essa etapa, uma solucdo saturada de
cloreto de sddio foi adicionada e o tubo foi agitado durante 30 segundos. Por fim,
adicionou-se 5 mL de hexano, e o tubo foi agitado em Vortex por 30 segundos e

deixado em repouso para separacao das fases e analise cromatografica.
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4.1.2 Analise do 6leo por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS)

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada através do Cromatédgrafo a gas
(CG-2010) acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da
Shimadzu. Esses processos foram utilizados para a analise cromatografica, usando
uma coluna capilar ZB-FFAP (30m x 0,25mm x 0,25um); o fluxo de arraste do gas
Hélio numa velocidade linear de 30cm/sec, e o fluxo da coluna 1,0 ml/min. A
programacao do forno foi: 120 °C por 2 minutos com rampa de aquecimento de
10°C/min até 180°C que permaneceu por 5 min, sendo aquecido novamente com uma
taxa de 5° C /min até 230°C, permanecendo até 25min. A temperatura do injetor e da
fonte de ions foram de 200° C e 250° C, respectivamente. O modo de injecdo Split
com razéo de 50.

A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada por normalizacéo das areas dos
picos, e a identificacdo dos ésteres, provenientes dos acidos graxos que compdem o
oleo foi feita, através da biblioteca do equipamento NIST 08 (National Institute of

Standards and Technology).

4.2 Determinacdo quantitativa de compostos fendlicos totais e flavondides em
Oleo de acai e nanoemulsfes a base de 6leo de semente de acai

A determinacdo de fendlicos totais no Oleo de Semente de Acai e na
Nanoemulséo foi realizada pelo método colorimétrico quantitativo de Folin-Ciocalteu
(Waterhouse, 2012). Com uma curva padrao expressa em acido galico (5 a 100 g de
acido galico mL-1). O teste foi realizado com 2,0 mL de solu¢édo de Folin-Ciocalteu
10% (v/v), 2,0 mL de solu¢cdo de carbonato de sodio 4% (m/v) e 200uL da
concentracdo de 1000 pg mL-1 da amostra (Oleo de Semente de Acai e
Nanoemulsao), apds homogeneizacéo e protecdo da luz por 30 min, a absorbancia foi
lida em espectrofotometro UV-Vis (Quimis, Mod.Q-898U2M5) a 760nm. Os testes
foram realizados em triplicata. O teor de fendlicos totais foi calculado utilizando a
equacao de regressdo obtida a partir da curva do acido gélico.

O teor de flavonadides totais foi determinado pelo método descrito por Woisky e
Salatino (1998) com adaptacdes. Para o estudo, foram utilizadas aliquotas de 3,0 mL
das amostras em estudo na concentracdo de 1000 pug mL-1 com adicao de 300 pL de

solucédo etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) a 5%, homogeneizadas e colocadas
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ao abrigo da luz por 30 min. A absorbancia foi entdo lida num espectrofotometro UV-
Vis (Quimis, Mod.Q-898U2M5) a 420 nm. O teor de flavonodides totais foi determinado
utilizando uma curva-padréo de quercetina (5 a 40 ug/mL). A partir da equacao da reta
obtida, calculou-se o teor de flavonoides totais e os resultados foram expressos em

mg de quercetina por grama de amostra.

4.3 Caracterizacdao fisico-quimica do 6leo da semente de E. oleracea Mart.

As anélises fisico-quimicas foram realizadas no Pavilh&o Tecnoldgico da UFMA,
com andlises triplicata para indice de acidez, indice de saponificacdo e material
mineral (cinzas); em duplicata para umidade, indice de refracdo, de acordo com as
normas do Instituto Adolfo Lutz (LUTZ, 1985).

4.3.1 Determinacao da acidez (% acidos graxos livres)

O indice de acidez (Ac) € definido como o nimero de mg de hidroxido de
potassio (NaOH) necessério para neutralizar um grama da amostra. Os métodos que
avaliam a acidez titulavel resumem-se em titular, com soluc¢des de élcali-padréo, a
acidez do produto ou solu¢des aquosas/alcodlicas do produto, assim como os acidos
graxos obtidos dos lipidios. (LUTZ, 1985).

Nesse sentido, foram pesados 2 g de 6leo em frasco Erlenmeyer, no qual foram
adicionados 25mL de solucdo éter-alcool (2:1) neutra e duas gotas do indicador
fenolftaleina. Em seguida, foi realizada a titulagdo com hidroxido de sodio 0,1M ou
0,01M como fator de correcdo (fNaOH) por 30 segundos, tempo que houve o

aparecimento da coloracdo résea. Os dados foram calculados conforme a formula:

_ 2,82 xVgasto * fNaOH
B Peso amostra

Ac
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4.3.2 Umidade e material volatil

Determinacdo da umidade € um dos parametros legais para a avaliacdo da
qualidade de Oleos e gorduras (LUTZ, 1985).

Assim, foram pesados 2 g de 6leo em uma capsula de porcelana, a qual foi
mantida em estufa a 110°C por 1:30h; ap06s esse tempo, foi resfriada em dessecador

até obter o peso constante. O calculo foi realizado conforme a formula:

Um =2"% «x100
C

Onde:

Peso inicial do sistema (amostra +
cadinho)

Peso constante do sistema (amostra +
cadinho)

Peso inicial da amostra

nmonw

4.3.3 indice de saponificacéo

indice de saponificacdo é a quantidade de alcali necesséario para saponificar
uma quantidade definida de amostra. Este método é aplicavel a todos os 0leos e
gorduras e expressa 0 numero de miligramas de hidroxido de potassio necessarios
para saponificar um grama de amostra. (LUTZ, 1985).

Entdo, foram pesados 4g de 6leo e misturado em 50mL de solucdo alcodlica
de KOH em um Erlenmeyer; em seguida, foi adicionado em condensador e aquecido
em chapa aquecedora fervendo por 1h. Apés resfriamento, foi titulado com 1mL do
indicador.

O indice de Saponificacédo foi calculado conforme a férmula:

28,06 x fHCL » (B — A)
Sap =

Peso amostra

Onde:
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(o8]

Volume gasto na titulacéo do
branco

Volume gasto na
A titulagdo da amostra

4.3.4 indice de refracéo

indice de refragéo é caracteristico para cada tipo de 6leo, dentro de certos
limites. Esta relacionado com o grau de saturacao das ligacdes, mas é afetado por
outros fatores tais como: teor de acidos graxos livres, oxidacao e tratamento térmico.
Este método é aplicavel a todos os 6leos normais e gorduras liquidas (LUTZ, 1985).
O indice de refracéo foi realizado com o auxilio de um refratbmetro de Abbé (Quimis)
com escala-padrao em 40°C. Foi adicionado 1 gota de 6leo em temperatura ambiente

e a analise foi realizada proximo a luz para obter um resultado satisfatorio.

4.3.5 Determinacéo de residuo por incineracao (cinzas)

Este método determina o residuo remanescente depois de incineracdo sob
condicdes especificas de teste. Fundamenta-se na perda de peso que ocorre quando
o produto € incinerado a 550°C, com destruicdo da matéria organica sem apreciavel
decomposicdo dos constituintes do residuo mineral ou perda por volatilizacao (LUTZ,
1985).

Foram pesados 2g de 6leo em capsula de porcelana, em seguida, fez-se a pré-
gueima em bico de Bunsen em chama baixa, por 1:30h, até o 6leo ser carbonizado
por completo. Posteriormente, o 6leo foi incinerado em mufla a 600°C por 4h e

acondicionado em dessecador em temperatura ambiente para resfriar.

As cinzas foram pesadas e analisadas conforme formula abaixo.

(peso final — peso capsulas) * 100

Cinzas =
peso amostra
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4.3.6 Densidade

Este método determina a razdo da massa da amostra em relacdo a da agua
por unidade de volume a 25°C e é aplicavel a todos os 6leos e gorduras liquidas.
(LUTZ, 1985).

A densidade foi avaliada em 1g de Oleo. Para essa analise, foi utilizado o
picndmetro pesando-o antes do 6leo. Em seguida, o 6leo foi adicionado lentamente a
parede do picndmetro até estabilizar, pesando-se a massa do Oleo. Assim, a

densidade foi calculada conforme a formula abaixo:

D =massa do 6leo no picnometro - peso do picnometro
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4.4 Obtencao da nanoemulsao

4.4.1 Método de emulsificacéo

As emulsdes foram preparadas utilizando o método de emulsificacao de fases
(MEF) de acordo com a metodologia adaptada de Fernandez et al. (2004) e Rodrigues
et al. (2014). As fases aquosa (agua) e oleosa (tensoativos e 0Oleo de acai) foram
aguecidas separadamente a 65 = 5°C. Em seguida, a fase aquosa foi vertida
lentamente sobre a fase oleosa. O sistema foi mantido sob agitacdo constante (600
rpm) até atingir a temperatura ambiente 25 + 5°C. ApGs 24 horas e ao longo de 30
dias, as formulagfes foram submetidas a avaliagédo da estabilidade.

4.4.2 Determinacao da Equilibrio Hidrofilico Lipofilico (EHL)

A determinacdo do EHL foi realizada com base na metodologia proposta por
Griffin (1979) que, neste estudo, consistiu na preparacdo de nove formulagbes
seriadas compostas por 6leo de acai (E. oleracea Mart) e um par de tensoativos néo
ibnicos, ambos com EHL conhecidos, A (Span 80, EHL = 4,3) e B (Kolliphor® HS 15,
EHL = 16), em proporcdes variadas, dando origem aos valores de EHL resultantes da
mistura calculados pela equacéo:
EHL resultante = (EHL A x 0,01 x A) + (EHL B x 0,01 x B)
em que:
EHL resultante = EHL final da emulséo
EHL A = EHL do tensioativo hidrofilico;
EHL B = EHL do tensioativo lipofilico;
A = gquantidade utilizada, em percentagem, de tensioativo A
B = quantidade utilizada, em percentagem, de tensioativo B
A + B = 100%.

O método de emulsificacdo por inversao de fases (PIE), de baixa energia, foi
utilizado para obter nanoemulsdes 6leo em agua (O/W). Foram preparados 9
nanoformulacdes, sendo 3 frascos para prateleira armazenado a temperatura
ambiente, 3 para preservacdo no congelador da geladeira a -20°C e 3 para

refrigeracao na parte de baixo da geladeira (7°C). Cada formulacéo foi preparada com
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uma massa final de 10 g, contendo 85% (m/m) de agua destilada, 10% (m/m) de Oleo
de acucar e 5% (m/m) da mistura de emulsionantes A e B. Para determinar a EHL do
Oleo e escolher a formulacdo mais estavel, considerou-se a emulsdo com o aspecto
mais transparente e a estabilidade mais elevada sem floculacédo, formacao de cremes,

formacao de precipitados ou separacao de fases.

4.4.3 Avaliacao preliminar da estabilidade

Teste macroscépico

A avaliacdo macroscépica (visual) foi realizada por trés observadores. Nesse
processo, foram investigadas a presenca de sinais de formacdo de cremes,
coalescéncia ou separacdo de fases (SP), bem como aspectos fisicos como cor e
aspecto (DUARTE et al., 2015). Essa avaliacéo foi efetuada duas vezes apés 1 e 30

dias de preparacéo, as quais foram preservadas conforme item 4.4.2.

Teste de centrifugacéo

Para avaliar a estabilidade por centrifugacédo, 1 mL de cada formulagéo foi
adicionado a um eppendorf e centrifugado por 30 minutos a 15.000 rpm em uma
centrifuga (Centrifuge Eppendorf, modelo 5415D) (FARDOUS et al., 2021). Depois
disso, foi avaliado macroscopicamente por trés observadores. O ciclo foi efetuado
duas vezes, 1 e 30 dias apds a preparacao.

Efeito da temperatura

Este teste foi realizado para verificar a estabilidade da nanoemulsdo em
temperaturas variadas de acordo com Sugumar et al. (2014), com algumas
modificacdes. Nesse sentido, foi efetuado mantendo a nanoemulséo alternadamente
a 4 e 25°C durante 24 horas, a cada temperatura, e avaliado por trés observadores.

O teste foi efetuado duas vezes, 1 e 30 dias ap0s a preparagao.

4.4.4 Caracterizagao fisico-quimica da nanoemulséo

Tamanho médio das particulas e indice de polidispersao (PDI)

Para determinar o tamanho médio das particulas e o indice de polidisperséao,
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as formulacdes foram avaliadas utilizando a técnica de dispersdo dindmica da luz
(Nano ZS, Malvern Instruments Ltd. Reino Unido). As amostras ndo foram diluidas.
Uma aliquota de cada amostra foi introduzida na cuvete do equipamento e analisada
a 25°C. Em cada leitura, foi obtida a média Z, que corresponde ao diametro médio
aproximado. As leituras foram efetuadas em triplicado 30 dias ap0és a preparacao para
avaliar a estabilidade de armazenamento. Os resultados sdo expressos como média

+ desvio padréo.

Potencial Zeta

As amostras foram analisadas - quanto ao potencial zeta - num dispositivo
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd. UK), diluidas em KCI 5mM (diluicdo 1:10). Uma
aliquota de cada amostra diluida foi introduzida na cuvete do equipamento e analisada

a 25°C. As leituras foram efetuadas em triplicado.

pH

O pH da Nanoemulsio com Oleo da semente de E. oleracea Mart (NE-OEO)
foi medido com o objetivo de avaliar a possivel degradacéo da formulacdo. Assim, foi
utilizado um medidor de pH (Hanna instruments, HI2221-02) previamente calibrado
com uma solucdo padrdo de pH 4,0 e 7,0 a 25°C + 0,1°C. Devido a fluidez da
nanoemulsdo, nao foi necessaria qualquer diluicdo prévia. As andlises foram
realizadas em triplicado com imerséo direta do eletrodo nas amostras, e o0s resultados
obtidos foram expressos em média * desvio padrdo, 30 dias apds a preparacdo para

avaliar a estabilidade de armazenamento.

Turbidez

A turbidez da amostra foi analisada medindo a absorbancia da nanoemulséo
(n&o diluida) a um comprimento de onda de 600 nm (Espectrofotdmetro Digital UV-
VIS, GLOBAL TRADE TECNOLOGY). As medicOes foram efetuadas em triplicado a
25 °C, tendo sido utilizada agua deionizada como solu¢édo em branco. Os resultados

foram expressos como média + desvio padréo, 1 e 30 dias ap0s a preparagao.



51

4.5 Avaliagdo da atividade bioldgica in vitro do 6leo e da nanoemulséo a base
de 6leo de sementes de E. oleracea Mart.

4.5.1 Avaliacao da citotoxicidade em linhagens celulares de macréfagos RAW 264.7,
queratinécitos humano HaCat e células tumorais HeLa e SiHa

Nesse processo de avaliacdo, foram utilizadas células ndo tumorais da
linhagem macréfago de camundongo Mus musculus Raw (ATCC 264.7;BCRJ 0212),
linhagens celulares de células HaCat (ATCC PCS-200-011); e tumorais derivados de
cancer cervical HeLa (ATCC CCL-2; BCRJ 0100) e SiHa (ATCC HTB-35 BSL) todas
elas obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, EUA) e
mantidas em cultura no Laboratério de Genética da Universidade Federal do
Maranhdo - LABGEN/UFMA. As células foram mantidas em cultura em frascos
contendo meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) completo e em estufa

umida (5%C02/95% ar, 37°C), realizando a manutencéo a cada 2 dias.

Ensaio de Viabilidade celular - MTT

A viabilidade das linhagens celulares foi avaliada por ensaio de MTT (tetrazoélio
de metiltiazol) (MOSMANN, 1983). As Células RAW 264.7 (2x10* células/200
ML/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos overnight em atmosfera umida de
5% de CO2 a 37°C. Em seguida, as células foram tratadas com concentracdes de
0leo, nanoemulsdo com o6leo (NCO) e nanoemulsdo sem (6leo) NSO (0,78 a
100pg/mL). O controle negativo foi realizado somente meio+célula, o controle positivo
célula tratada com Dimetilsulféxido de dimetilo (DMSO) a 10%. As placas foram
incubadas em estufa a 37°C nos tempos de 24, 48 e 72hs.

As células HaCat (2 x 10* células/200 uL/pogo) foram semeadas em placas de
96 pocos e incubadas durante 24, 48 e 72h numa atmosfera umidificada de 5% de
C0O2 a 37 °C. Subsequentemente, as células foram tratadas com varias concentracoes
de dleo (variando de 7,8 a 1000 pg/mL).

As células SiHa (HPV-16) e HelLa (HPV-18), em placa de 96 pocos (1x10%
células/mL), foram tratadas com 100pL da suspensdo do 6leo nas concentragées,
6.31, 12,5, 25, 50 e 100g/mL para as linhagens tumorais e com 7.8 a 1000ug/mL para

as celulas ndo tumorais. Nese processo, as placas foram incubadas por 24, 48 e
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72hs de tratamento em triplicata. Apés esse periodo de tratamento, 200 puL de meio
novo contendo 10 pL MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) foram adicionado a cultura. As células foram reincubadas em estufa de CO:2
por 3 horas protegidas da luz. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1200
rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 100 pL de alcool PA foram
adicionados a cada pogo. A leitura foi realizada em espectrofotometro de placa.
Apés os tempos de tratamento, os sobrenadantes de cultura foram
descartados, as placas lavadas e adicionadas o MTT (Sigma Chemical Co.) e
reincubadas em estufa de CO:2 por 3 horas protegidas da luz. Posteriormente, as
placas foram centrifugadas a 1200 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 100 uL de &lcool PA foram adicionados a cada poco. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro de placa. Os resultados foram expressos como

porcentagem da viabilidade celular em relag&o aos controles.

4.6. Avaliacdo da morfologia celular em linhagens de cancer cervical

Para avaliagdo da morfologia celular, as linhagens HelLa e SiHa foram
cultivadas em placas de 24 pogos, com densidade de inoculacéo 2 x 10* células/poco
com meio DMEM+SFB 10% incubadas em estufa de CO2 a 37°C; ap0s a atingir a
confluéncia, foi adicionado meio no controle negativo: meio+d6leo (50ug/mL) nos pogos
de tratamento. A placa foi incubada por 24 e 48hs em estufa de CO2 a 37°C.
Posteriormente, foram capturadas 3 imagens de cada um dos grupos de tratamento e

controle, e respectivo periodo de incubacéo: 24 e 48hs.

4.7. Ensaio clonogénico

As linhagens SiHa (HPV-16) e HelLa (HPV-18) foram plagueadas em uma
densidade de 1,5 x 10° células/mL - em placa de 24 pogos - com um volume de 1mL,
sob uma atmosfera de CO2 de 5%. ApoOs atingir a confluéncia da monocamada, foi
realizado o tratamento com a concentracdo ICso do 6leo durante 24 e 48 h. As células
foram novamente tripsinizadas, entdo foram contadas 1000 células viaveis e
adicionadas em uma placa de 12 pocos (1,5 x 10° mL/poco), sem os tratamentos, e
incubadas por 10 dias. O meio de cultura foi renovado a cada 72 horas. As colbnias
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formadas foram lavadas com PBS, fixadas em metanol (100%) gelado por 10 min,
novamente lavadas com PBS e coradas com Giemsa a 5% por 40 min. Foi
considerada uma colbnia quando havia mais de 50 células. As colonias foram

observadas por meio de microscépio invertido (4x; Opticam O500i).

4.8 Ensaio com Anexina —V

Para esse ensaio de morte celular, foram utilizadas as linhagens SiHa (HPV-
16) e HeLa (HPV-18), (1x105 células/mL) tratadas com 50 ug/mL de 6leo da semente
de acai. A apoptose foi analisada usando o ensaio de coloracao de Anexina V/PI para
detectar células apoptéticas precoces, tardias e células vivas. As células foram
lavadas em PBS gelado e ressuspensas em 100 yL de tampéo de ligagao de Anexina
V (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M NacCl, 25 mM CacCl2) contendo Anexina V-FITC
e Pl (1 yg/mL) por 15 minutos. As amostras foram analisadas com citdmetro de fluxo
FACSCalibur e software CellQuest (BD Biosciences, San Jose, CA). A excitagéo foi
realizada por um laser de argonio a 488 nm e a deteccao de fluorescéncia foi realizada
a 650-670 nm (PI) e 670 nm (7-AAD) (2000 eventos).

4.9 Ensaio de cicatrizagdo de feridas wound healing

As alteracBes na migracdo da célula induzidas pelo 6leo da semente de E.
oleracea Mart. foram analisadas pelo ensaio wound healing (ALMEIDA et al., 2020),
em células de cancer cervical; assim, foi determinado o padrdo de migracéo celular
na ranhura in vitro em direcdo ao espago vazio.

As linhagens SiHa (HPV-16) e HeLa (HPV-18) foram cultivadas em placas de
24 pocos a 0,5x108 células/ml até atingir a confluéncia. A monocamada foi ferida em
linha reta com uma ponteira de 200 uL e lavada trés vezes com tampédo PBS. O meio
de cultura com 50ug/mL de 6leo e incubadas, em estufas, a 37°C e 5% CO2. Apés 24
horas de incubacéo, a area da ferida foi analisada usando um modelo de microscopio
de contraste de fase 40x; Opticam O500i. A taxa de cicatrizac&o da ferida foi calculada
com a porcentagem da ferida inicial até o fechamento completo da ferida em diferentes

momentos com o software Image J versao 8.0.
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4.10 Avaliacdo da atividade antioxidante usando os métodos ABTS (2,2’-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) e DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazly)

A atividade antioxidante pelo método ABTSe+ [2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] foi feita conforme descrita por Teles et al (2021)
com modificacfes. O teste foi realizado com um radical de ABTS que foi preparado
pela reacdo de 5,0 mL de uma solugao de ABTS 3,840 pg/mL com 88 L da solucéo
de persulfato de potassio 37,840 uyg/mL. A mistura foi deixada no escuro a
temperatura ambiente durante 16 horas. Imediatamente ap6s a mistura, foi diluido em
etanol até obter uma absorbancia de 0,7 a 734 nm.

A partir da amostra de 6leo e nanoemulsao, obtido nos itens 4.1 e 4.3, foram
preparadas uma concentracdo, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 100uL da concentragao em estudo para tubos de ensaio com 3,0 mL do
radical ABTS.

A leitura foi feita ap6s 6 minutos da reacédo a 734 nm; nesse caso, 0 etanol foi
utilizado como branco. Como referéncia, utilizou-se a curva padréo do Trolox - um
antioxidante sintético - nas concentracfes de 50-1000 uM. Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos em pM trolox/g amostra (atividade antioxidante
equivalente ao Trolox).

Para o ensaio de DPPH, as aliquotas de extrato e 6leo da semente de acai
foram misturadas a 2,5 mL de solu¢cdo metanélica de DPPH (0,06 mM) e deixadas
reagir por meia hora, no escuro. As medidas foram realizadas em 515 nm com a
aplicacao de um espectrofotdmetro Turner® 340 (Barnstead / Thermolyne, Dubuque,
IA, EUA). A analise foi realizada em triplicata e mediu o declinio na concentracéo de
absorbéancia do radical DPPH causado pelas 46 amostras. Os resultados sao
expressos em % de reducéo do radical de acordo com esta equacao.

Equacao 1: Atividade antioxidante (%) = [1 - (absorbancia da amostra /
Absorbancia de controle) x 100.

A determinagdo da atividade antioxidante método DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazina) foi realizada de acordo com Silveira et al (2018), 100 yL amostra a ser
pesquisada foi transferida para tubos contendo 3,0 mL de radical DPPH foi realizada

homogeneizagcédo e depois de 30 minutos em ambiente escuro feita a leitura da
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absorbancia em 517 nm. A reacéo foi desenvolvida em triplicata. Alcool etilico absoluto
foi utilizado como branco. Um tubo foi preparado com alcool etilico em substituicdo ao
extrato para controle negativo.
A concentracao de antioxidantes no tubo de reacéo (CT) é expressa em concentracao
equivalente de Trolox (uM). Mediante reta da Curvas de Trolox e DPPH, pode-se
calcular o valor CT usando a Equagéo:

(Absgm — b)
- a

CT

Sendo:

Abs.= absorbéancia da amostra.

a = coeficiente angular obtido para a curva de Trolox e DPPH
b = coeficiente linear obtido para a curva de Trolox e DPPH.

Levando em consideracdo a quantidade em gramas da amostra utilizada para
realizacdo da analise, tem-se a atividade oxi-redox da amostra expressa em

equivalente Trolox (umol/grama de polpa) (TEACm), Equacéo 2.

4.11 Avaliacao da toxicidade do 6leo e da nanoemulséo in vivo em
camundongos Swiss fémeas

4.11.1 Animais e aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Maranhdo sob o Processo n°
23115.002306/2021-66.

Apo6s aprovacdo do CEUA, os camundongos foram solicitados ao
Biotério Central da UFMA. Os procedimentos experimentais (Figura 8), bem
como a coleta de sangue, foram realizados no Biotério do Setor de Pos-
Graduacao do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS) da UFMA.

Camundongos Swiss fémeas pesando entre 27 e 38g e com idade entre
90 e 120 dias foram separados em 5 grupos (8 animais por gaiola), mantidos
em ciclo claro-escuro, com dieta livre, e pesados diariamente durante 45 dias.
Foram divididos em 1) grupo de controle negativo (salina), 2) grupo de
tratamento com nanoemulsao, 3) grupo de tratamento com 6leo a 100 mg/kg,
4) grupo de tratamento com 0leo a 200mg/mL e 5) grupo de tratamento com

0leo a 300mg/mL. Durante a experiéncia os animais foram submetidos a um
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periodo de adaptacdo de 7 dias. Apds o qual, foi efetuado o primeiro
tratamento através da inoculacéo intraperitoneal de 0,5 ml de solucao salina,
6leo e nanoemulsado. Apos 15 dias de tratamento, foi colhido sangue da regiao
retro-orbitaria e os animais foram deixados em repouso para observacao e
avaliacdo médica durante 4 dias. O segundo tratamento foi efetuado apos o
periodo de 2 dias depoois da observacao e avaliacdo médica e, apos 15 dias
de inoculacao; os animais foram submetidos a eutanasia com os anestésicos
xilazina e cetamina (4 mg/kg de peso corporal). O sangue foi colhido por
puncao cardiaca, e o figado e o rim foram retirados para avaliacdo do peso e
para a andlise histopatoldgica; da mesma forma, o baco foi retirado para

avaliagcdo do peso e da celularidade numa camara de Neubauer.

Figura 8 - Observacédo dos animais do dia 0 ao dia 45

4 | D |

A) ldentificacdo e observacdo do comportamento; B) pesagem; C) in6culo;
D) coleta de sangue; E) anestesia; F) retirada dos 6rgaos.

Fonte: Autoria Propria
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4.11.2 Avaliagéo da toxicidade

As amostras de rim e figado foram fixadas em formaldeido a 10% tamponado a
pH=7,0 e incluidas em blocos de parafina. Foram obtidos cortes histolégicos com 5
pm de espessura, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas com um
microscépio oOptico. Os parametros avaliados para o figado foram a presenca de
degenerescéncia vacuolar dos hepatocitos (definida como ligeira se restringe a zona
centrolobular ou fosse multifocal, ou como moderada se fosse panlobular ou
apresentasse um padrao difuso em todo o 6rgdo); hepatite - definida como ligeira se
se localizar nos espacos porta ou centrolobular e como moderada/grave se houvesse
formacdo de pontes leucocitarias entre 0s espacgos porta e as veias centrolobulares
ou areas de fibrose -; areas de necrose, definidas como necrose de liquefacédo ou de
coagulacao; cariomegalia - definida como a presenca de hepatécitos com nucleos
com o dobro do didmetro normal e com um padrao de cromatina palido e rarefeito -,
e figuras de mitose, utilizadas como sinal de regeneracdo celular e contadas por
campo de grande ampliacdo. Na analise do rim, o parametro considerado foi a
presenca de degenerescéncia tubular - definida como o hipertrofia celular das células
dos tubulos contorcidos proximais ou distais, ou a necrose de células tubulares

isoladas, ou a perda de vesiculas celulares para o lumen tubular (blebbing).

4.11.3 Avaliacéo da resposta imunologica e inflamatéria: Quantificacdo de citocinas

Para esse teste, foram colhidas duas amostras de sangue: a primeira da regiao
retro-orbital, apos 15 dias de tratamento, e a segunda, por meio de punc¢éao cardiaca,
apos o segundo tratamento, no momento da eutanasia dos animais.

A quantificacdo das citocinas interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interferdo-y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-
17A (IL-17A) e interleucina-10 (IL-10) foi efectuada por citometria de fluxo utilizando o
equipamento FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), utilizando o kit de
citocinas BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences,

San Jose, CA, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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4.12 Anélise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através da analise de variancia
(ANOVA), seguido pelos pos-testes de Dunnett’s, Tukey's e teste T utilizando os testes
estatisticos do software GraphPad Prism (versdo 7.0). O intervalo de confianca

estabelecido foi 95% e p<0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

O oleo extraido das sementes de E. oleracea Mart. apresentou um rendimento
de 5% a 6% em relacdo ao peso seco das sementes, com uma cor verde oliva
carateristica. A analise cromatogréfica gasosa, acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS), forneceu informacdes valiosas sobre a composi¢ao quimica da planta em
guestdo. Durante esta analise, foram identificados e quantificados 17 picos
cromatograficos distintos, correspondentes aos principais componentes volateis do
Oleo essencial.

De particular relevancia, observou-se que este 6leo apresenta uma divisao
equilibrada entre acidos graxos saturados (que representam 49,27% do total) e acidos
graxos insaturados - que compreendem os restantes 50,73%. Entre os &cidos graxos
insaturados, 29,73% s&o monoinsaturados, enquanto 20,85% sao poliinsaturados
(como mostra a Figura 2). Esta composi¢cdo quimica € de grande importancia, uma
vez que influencia diretamente as propriedades e as utilizacdes potenciais do 6leo
essencial de E. oleracea Mart. (Figura 9).

A analise por cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS), permitiu a identificacdo e quantificacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos
laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0) e linoleico (C18:2), oleico (C18:1);
sendo o0 acido oleico o que apresenta maior percentagem. No entanto, foram
detectados outros ésteres, em menor quantidade, provenientes dos acidos graxos
caprico (C10:0), palmitoleico (C17:1), linolénico (C18:3), estearico (C18:0),
eicosandico (C20:0), behenico (C22:0) e tricosandico (C23:0). Foram também
detectados os acidos graxos miristico e palmitico ndo esterificados e 0s acidos graxos

benzoico e azelaidico, correspondendo a 0,19% (TABELA 2; Figura 9).
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Figura 9- Cromatograma dos ésteres provenientes dos acidos graxos do 6leo de
sementes da Euterpe oleracea Mart.
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Tabela 2 - Esteres provenientes dos acidos graxos existentes no 6leo de sementes
da Euterpe oleracea Mart.

Acido graxo Picos Cadeia % de area Tempo  Tr (min)

carbbnica de retencdo (min)

Acido caprico 01 C10:0 0,13 3,429

Acido laurico 02 C12:0 8,9 5,407

Acido miristico 03 C14:0 18,03 7,508
Acido palmitico 04 C16:0 16,61 9,845

A &acido palmitoleico 05 Cl6:1 0,58 10,206
A &cido estearico 06 C18:0 1,81 13,765
Acido oleico 07 Cc18:1 26,94 14,228

Acido (isémero) 08 C18:1 2,21 14,348
Acido linoleico 09 C18:2 19,92 15,223
Acido linolénico 10 C18:3 0,62 16,538
Acido nanodecendico 11 C19:0 0,21 17,985
Acido eicosenoice 12 C20:0 0,35 18,326
Acido miristico 13 C14:0 1,75 19,134

Acido behenico 14 C22:0 0,43 21,586
Acido eicosatriendico 15 C23:0 0,22 21,904
Acido palmitico 16 C16:0 0,88 22,649
Acido tricosanotriendico 17 C23:0 0,22 23,212

Fonte: Autoria Propria
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Quantificacdo quimica do Oleo de sementes de E. oleracea Mart e da
nanoemulséo

O teor de compostos fendlicos totais encontrados no Oleo de acai e na
nanoemulsdo, conforme apresentado na Tabela 3, foi calculado através da equacéo
de regressao y = 0,0009x - 0,0681, com R2 de (0,9961). O teor de flavonoides totais
foi calculado pela equacéo de regressédo y = 0,028x - 0,0625, com R2 de (0,9938).

Tabela 3 - Teores de compostos fendlicos totais e flavonoides no Oleo e na
Nanoemulsao de Euterpe oleracea Mart

Quantificagdo Quimica Oleo NE-OEO.
Conteudo de fendlicos
_ 127,402 + 0,449 146,00° + 0,259
totais (mg EAG g1)*
Conteudo de flavonoides
62,622 + 0,930 113,80P +£ 0,454

totais (mg EQ gb)*

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de t Unpaired. *EAG = equivalente em acido galico.
*EQ = equivalente a quercetina.

Fonte: Autoria Prépria

O teor de fendlicos totais no 6leo foi de 127,40 + 0,449 mg de equivalente de
acido galico por grama (mg EAG g-1), enquanto na nanoemulsdo esse valor foi
significativamente maior, atingindo 146,00 £ 0,259 mg EAG g-1 . Em relacédo aos
flavonoides totais, o 6leo apresentou um teor de 62,62 + 0,930 mg de equivalente de
guercetina por grama (mg EQ g-1), enquanto a hanoemulsao apresentou um valor
ainda maior, chegando a 113,80 + 0,454 mg EQ g-1.

Estes resultados indicam que a nanoemulsdo de acai tem uma maior
concentracdo de compostos fendlicos totais e flavondides totais em comparacédo com
o Oleo, sugerindo potenciais beneficios antioxidantes e nutricionais superiores na

nanoemulsao.

Caracterizacdao fisico-quimica do 6leo de sementes de E. oleracea Mart.

A Tabela 4 descreve as caracteristicas do 6leo da semente de E. oleracea
Mart., no que diz respeito a acidez (0,3556+ 0,0003), umidade (1,25+1,64),
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indice de saponificacdo (189 + 1,04), indice de refracdo (1,4707+0,00005), residuo
de incineracao (cinzas) (0,42+0,42) e densidade (0,928+0,00005).

Tabela 4 - Determinacao dos parametros fisico-quimicos do 6leo obtido da semente
de Euterpe oleracea Mart.

. . _ Valores médios + SD
Anélise fisico-quimica

Umidade (p/p ) 1,25+1,64
Indice de saponificacdo (mg KOH/dleo g) 189.61+1,04
indice de refracéo (40°C) 1,4707+0,00005
Residuo por incineragéo (g Cinzas) 0.42+0 42
Densidade (g/ml) 0,928+0,00005

Acidez (% éacido laurico/oléico)

0,3556+ 0,0003

Determinacdo do EHL do 6leo de Euterpe oleracea Mart. e obtencdo da sua

nanoemulsdo

A Tabela 5 mostra que, das nove formula¢des preparadas pela mistura de um
tensoativo hidrofébico (SPAN 80, HLB = 4,3) com um tensoativo hidrofilico (Kolliphor®
HS 15, EHL = 16) com HLB compreendido entre 4,3 e 16. Ap6s 1 e 30 dias de
preparacao, apenas a formulagéo 5 apresentou um aspecto visual transltcido azulado
estavel, sem sinais de floculagcéo, formacdo de cremes, formacao de precipitados ou
separacao de fases. As outras formulacfes foram descartadas.

O EHL do 6leo de acai correspondeu ao resultado encontrado na formulacao
5, igual a 10,15, cuja preparacao consistiu em 5% de tensoativos (50% Span 80 e 50%
Solutol) e 10% de 6leo de acai, formando a fase oleosa; e 85% de Pbs, formando a
fase aquosa, num total de 10 g de formulagdo que deu origem a uma nanoemulsao
O/A estavel com o aspecto fluido, azulado e translicido desejado, selecionada para

0S proximos experimentos deste estudo.
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Tabela 5 - Misturas de tensioactivos ndo-ionicos utilizadas para obter os valores de
EHL escolhidos.

Formulagdes 0Span 80 Kolliphor® HS ~ Oleo % ﬁglg(;f;. EHL
%o m/m 15 % m/m m/m % m/m
1 4,5 0,5 10 85 14,83
2 4,0 1,0 10 85 13,66
3 3,5 15 10 85 12,49
4 3,0 2,0 10 85 11,32
5 2,5 2,5 10 85 10,15
6 2,0 3,0 10 85 8,98
7 15 3,5 10 85 7,81
8 1,0 4,0 10 85 6,64
9 0,5 4,5 10 85 5,47

EHL - Equilibrio Hidrofilico lipofilico; m: massa
Fonte: Autoria Propria

Avaliacao da estabilidade

A nanoemulsdo de dleo de acai selecionada (NE-OEQO) foi avaliada quanto a
estabilidade em relacéo a analise macroscopica, ao teste de centrifugacao e ao efeito
da temperatura ambiente (25°C) e da refrigeracdo (4°C). A estabilidade fisica da
nanoemulsdo ideal, de aspecto visual translicido azulado, permaneceu inalterada
durante todos os testes, ndo havendo formacdo de creme, sedimentacdo ou

separacao de fases apds 1 e 30 dias de preparo.
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Caracterizacao fisico-quimica da formulagéo

A nanoemulséo ideal selecionada foi caracterizada 30 dias ap0s a preparacao
em termos de tamanho das goticulas (238,37 * 3,96), homogeneidade (PDI) (0,38 +
0,38), potencial Zeta (-9,59 £ 0,11), pH (7,0 £ 0,00.) e turbidez (0,267+ 0,00), como se
mostra na Tabela 6 e na Figura 10. A formulagdo apresentava um tamanho
nanometrico, com um PDI que indicava particulas monodispersas e um potencial zeta
negativo. Apresentava também um pH neutro e uma turbidez baixa - carateristica de

uma nanoemulsao translicida.

Tabela 6 - Andlise do tamanho das goticulas, indice de polidispersidade (PDI),
potencial zeta, pH e turbidez das nanoemulsdes preparadas com 06leo de Acai apos
30 dias de armazenamento.

Amostra Tamanho da PDI Potencial Zeta pH Turbidez
gota (nm) (mv) (Abs)
NE-OEO 238,37 £+3,96 0,38+0,38 -9,59+0,11 7,0+0,00. 0,267+0,00
Média dos valores + Desvio padréo (n=3).
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Figura 10 - Caracterizacdo do tamanho de particula, indice de polidispersidade e
potencial Zeta da nanoemulsdo com 6leo de semente de Euterpe oleracea Mart
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Atividade biologicain vitro do 6leo de semente de acai e da nanoemulsao a
base de 6leo de semente de agai.

Atividade antioxidante

Os resultados demonstram o efeito antioxidante do 6leo e sua Nanoemulséo
determinado pelo teste DPPH e ABTS comparando com o antioxidante sintético
(trolox) onde estao apresentados os valores de que foram obtidos sendo equivalente
do Trolox (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito antioxidante equivalente ao Trolox e o EC50 no Oleo e na
Nanoemulséo de Euterpe oleracea Mart. pelo método do DPPH e ABTS.

Atividade Antioxidante (UM ET /g)*

Testes ]

Oleo Nanoemulséao
DPPH 5,9932+0,1,925 9,993 + 0,5092
ABTS 6,5672 + 0,1667 11,9+ 0,2887

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras
diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de t Unpaired
*ET = equivalente do Trolox.

Fonte: Autoria Prépria

No teste DPPH, o 6leo de acai apresentou uma atividade antioxidante média de
5,993 uM ET/g, enquanto a nanoemulsdo apresentou uma atividade antioxidante
superior, com uma média de 9,993 uM ET/g. Isto sugere que a nanoemulséo do 6leo
da semente de E. oleracea tem uma capacidade antioxidante mais robusta em
comparacao com o Oleo puro de acai. No teste ABTS, os resultados mostram que o
Oleo acai teve uma atividade antioxidante média de 6,567 uM ET/g, enquanto a
nanoemulsdo obteve um valor médio significativamente mais elevado de 11,9 uM
ET/g. Mais uma vez, isso indica que a hanoemulsdo de sementes de acai tem uma
capacidade antioxidante maior do que o éleo.

A Tabela 8 mostra os resultados da atividade antioxidante expressa como a
concentracéo efetiva de 50% (EC50) nos 0Oleos de acai e nas nanoemulsdes de 0Oleo
de acai, usando os métodos DPPH e ABTS, em comparagcdo com Trolox como o

antioxidante de referéncia.
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Tabela 8 - Efeito antioxidante da concentracédo efetiva de 50% (EC50) no Oleo e na
Nanoemulséo de Euterpe oleracea Mart. pelo método do DPPH e ABTS.

EC50 (ug/mL)

Testes
Oleo fixo acai Nanoemulsao Trolox
DPPH 375,6982+ 9,054 229,845 + 10,680 10,132¢ + 0,00
ABTS 272,02082 + 201,2895P + 9,849 4,053 + 0,00
9,913

Valores das médias das triplicatas + desvio padrdo/ Médias seguidas de letras diferentes na
mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de t Unpaired
Fonte: Autoria Propria

No teste DPPH, o EC50 do 6leo de Eo foi calculado em 375,698 pg/mL,
enquanto as nanoemulsées de 6leo de acai apresentaram um valor de EC50
significativamente menor, equivalente a 229,845 pug/mL. O Trolox, por outro lado,
apresentou um EC50 ainda mais baixo, indicando sua alta capacidade antioxidante
em comparagdo com as amostras naturais (Figura 11 A-B). No teste ABTS, o EC50
do 6leo de acai foi de 272,0208 pg/mL, enquanto as nanoemulsdes de 6leo de acai
apresentaram um valor de EC50 ainda menor, isto €, medindo 201,2895 ug/mL. O
Trolox também apresentou um EC50 significativamente mais baixo em comparacdo

com as amostras naturais (Figura 12 A - B).
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Figura 11 - Curva percentual de inibicdo do radical DPPH e ABTS frente ao 6leo e
Nanoemulséao de Euterpe oleracea Mart.
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Figura 12 - Curva percentual de inibicdo do radical DPPH e ABTS frente a
Nanoemulséo do 6leo de Euterpe oleracea Mart.
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Efeito do 6leo de sementes de Euterpe oleracea Mart. na viabilidade de
linhagens celulares de células normais e de cancer cervical.

Para avaliar o efeito citotoxico e o efeito antitumoral do 6leo, foi realizado o
teste de viabilidade celular MTT em linhagem queratindcitos humanos HaCat e duas
linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma cervical HeLa (HPV-16) e SiHa
(HPV-17) nas concentragdes de 0,78 a 100 ug/mL e 0,631, 12,5, 25, 50, 100 pyg/mL,
respectivamente (Figura 13 e 14).

Pode-se observar que o 6leo do caroco do acai induziu a proliferacdo das
células HaCat sem toxicidade, mesmo na concentracdo mais alta. Ja nas células HeLa
(Figura 14a) e SiHa (Figura (p<0,001)14b), o 6leo foi capaz de inibir o crescimento
significativamente com padrfes semelhantes nas concentracdes de 25 e 50ug/mL as
24,48 e 72 horas. Entretanto, a concentracéo do 6leo a 50 pg/mL foi melhor em todas,
mantendo um perfil semelhante ao do controle positivo. Além disso, os resultados
sugerem uma seletividade dos compostos, uma vez que as concentragdes de 0,631,

12,5 e 100pg/mL mostraram um efeito antiproliferativo baixo.

Figura 13 - Efeito do 6leo de sementes de Euterpe oleracea Mart. na viabilidade das
linhas celulares do cancro do colo do utero.
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Figura 14 - Avaliagcéo da atividade antitumoral do 6leo de Euterpe oleracea Mart.. em
linhagens celulares de adenocarcinoma do colo do utero, utilizando o ensaio de
viabilidade MTT. ANOVA de uma via, pos-teste de Tukey. *p<0.001.

A
-+ CN
300- = Cr
X & 0,631 pg/mL
2 * 12,5 ug/mL
£ 200+ o Hm
® 25 Jg/mL
> # 50 pg/mL
8 1004 # 100 pg/mL
0
B)
200+
-+ CN
. =+ C+
3* 1504
S -+ 0,631 pg/mL
= + 12,5 ug/mL
2 100+ HO
=~ 25 Jg/mL
§ 50- & 50 pg/mL
& 100 ug/mL
0

(A) HeLa, (B) SiHa



73

O 6leo de semente de acai induziu a apoptose em linhagens celulares de
cancro do colo do utero

Os mecanismos de morte celular foram avaliados utilizando o ensaio Annexin
V-FITCl/iodeto de propidio (Pl), que sao dois marcadores para diferenciar a apoptose
e a necrose celular. As células, em apoptose precoce, sdo marcadas com Anexina V
(Anexina V+/PI); ja as células em apoptose tardia sdo marcadas com Anexina V e PI,

enguanto que as células em necrose sdo marcadas com Pl (Anexina V-/Pl+).

Para avaliar o mecanismo de morte induzido pelo 6leo de sementes de E.
oleracea, as células HelLa e SiHa foram incubadas com 6leo a 50ug/mL no periodo de
24 e 48 horas e, em seguida, foram marcadas com anexina e PI. Os dados, ilustrados
na figura 16, mostram que o 6leo (50ug/mL) diminuiu 0 numero de células viaveis em
comparacao com o controle negativo. Os dados mostram que, nos periodos de 24 e
48 horas, a apoptose inicial ocorreu de forma significativa, com 55,8% em Hela
(Figura 15-A) e 41,7% em SiHa (Figura 15-B) e 62,1% em HelLa de 48 horas (Figura
16-A) e 68,8% em SiHa (Figura 15-B). Embora a apoptose tardia tenha sido baixa, os
resultados foram significativos (p<0,05), com HelLa 9,3% (Figura 15-A) e SiHa 17,1
(Figura 15-B).
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Figura 15 - Avaliacdo da morte celular induzida pelo 6leo de semente de acai (50ug/mL) em linhagens celulares de cancro do colo

do utero (24 e 48h) HelLa e SiHa. *p<0,005, *** p<0,001
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O oOleo de semente de acai induz alteragbes morfolégicas nas linhagens

celulares de cancro do colo do utero

A morfologia das linhagens celulares SiHa e HelLa tratadas com 6leo de
semente de E. oleracea Mart. foi observada num microscopio de contraste de
fase invertido e analisada quanto a area de superficie e ao perimetro utilizando
o software ImageJ. As células de controle apresentaram uma morfologia tipica
com células alongadas, crescimento em monocamada e aderéncia umas as
outras (Figura 16 A e B).

As duas linhagens celulares tratadas com o 50ug/mL do 6leo durante 24
e 48 horas apresentaram alteracdes morfologicas. As alteracdes observadas
demonstraram retracdo celular, formacdo de area circular clara, ao redor do
ndcleo, e uma reducao do tamanho - sugerindo formacao de vesiculas (Figura
16 C, B, E e F). Registrou-se um aumento da area de superficie e do perimetro
nas células tratadas (Tabela 9). As células HeLa nao tratadas (controle)
apresentaram uma area de 53,8+30,0um2 e um perimetro de 28,0+9,9um2,
enquanto as células HelLa tratadas durante 24 e 48 horas apresentaram uma
area de 430,6+£14,4um?, 60,6+19,7 um2 e um perimetro de 72,7+11,9 um2
27,4+4,7 um?, respetivamente. As células SiHa ndo tratadas (controle)
apresentaram uma area de 72,2+16,5 um2 e um perimetro de 33,7+5,9 umz,
enquanto as células SiHa tratadas 24 e 48 horas desenvolveram uma area de
220,6+89,24 um2, 60,35+29,9 um2 e um perimetro de 57,57+19,96 um?2 e
27,0£6,2 um?, respetivamente. Comparando os tratamentos com o controle,
verificou-se uma alteracéo no tamanho das células tratadas e um aspecto rugoso

na superficie celular, o que pode indicar uma perda de material citoplasmatico.
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Tabela 9 - Medidas morfologicas das células HelLa e SiHa, apds tratamento com 6leo da semente de E. oleracea Mart.

Morfologia Controle Tratamento

celular HelLa SiHa HelLa24hs Hela 48hs SiGa 24hs SiTe 48hs
Area 53,8£30,0pum? 72,2+£16,5 pum? 430,6+14,4um?2 60,6+£19,7 pm? 220,6£89,24 um?2 60,35£29,9 um?2

Perimetro  28,0+9,9um? 33,7+5,9um? 72,7+11,9 pm? 27,447 um? 57,57+19,96 um? 27,0+6,2 pm?
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Figura 16 - Alteracbes morfologicas induzidas pelo 6leo da sementes de E.
oleracea nas linhagens celulares SiHa e HeLa
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O 6leo de semente de acai exerce efeitos sobre a capacidade clonogénica
de linhagens celulares de cancro do colo do utero

O ensaio de formacao de colénias avalia a capacidade das células em
sobreviver e proliferar sob tratamento, para que se possa investigar a progressao
de um tumor; podendo este ensaio revelar a possibilidade de tratamentos
oncologicos e medicamentos (QUIAN et al., 2023).

Desta forma, foi observado o efeito do 6leo na reducéo da viabilidade
celular, na formacdo de novas colénias e no comportamento da colénia em se
manter apos a retirada do tratamento. Foram utilizadas as linhagens SiHa (A) e
HelLa (B) tratadas com 50ug/mL de 6leo durante 24-48 horas.

Como se pode observar na figura 17, o éleo (50ug/mL) teve um efeito
inibidor  significativo (p<0,001), quando comparado com o controle, na
capacidade de formar colbénias tanto para SiHa (figura 17- A) como para HelLa

(figura 17-B) sugerindo que o numero de células por clone reduziu & medida que
0 tempo aumenta.

Figura 17 - -Efeito do 6leo de Euterpe oleracea Mart na capacidade clonogénica
das linhagens celulares SiHa e HelLa. ****p<0,0001.
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O 6leo de semente de acai diminui a invasdo e a migracao de linhagens

celulares de cancer cervical HeLa e SiHa através do ensaio wound healing.

A partir desse ensaio € possivel avaliar a taxa de migracao das células,
em uma ranhura, em monocamada confluente in vitro. Assim, a migracao celular
pode ser quantificada usando a distancia média da largura do sulco entre as suas
bordas. Para isso, foi utilizado o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD), medindo
manualmente as imagens tiradas as 0 horas e apds 24 e 48 horas de tratamento.
A area da leséo foi determinada em milimetros (mm).

Apoés 24h e 48h de cicatrizagcdo, 0 ensaio de cicatrizacdo de feridas
mostrou que as células HelLa e SiHa nao tratadas (Ctrl) foram capazes de cobrir
= 70% e 99% da ferida em 48h. A migracao celular média foi de 126 células para
HelLa em 24 horas e 181 células para SiHa, enquanto a migracao celular média
em 48 horas foi >1000 para HelLa (p>0,001, n=15, Figuras 18A e 18B) e 761
células (p>0,001, n=15, Figuras 18A e 18B) para SiHa.

Nas células tratadas com Oleo, o numero de células migratorias foi
reduzido e a ferida ndo fechou. Apenas 47 células foram contadas em 24 horas
em HelLa e 71 em SiHa na &rea da cicatriz; enquanto que, em 48 horas, a média
foi de 18 células contadas em Hela e SiHa (p>0,001, n=15, Figura 18 A e B).

A Figura 18B mostra ainda que nao houve migracao celular suficiente para
fechar a cicatriz nas células tratadas (Oleo) em 24 e 48 horas, mostrando
semelhanca com a area (mm) no tempo Oh para ambas as células. Nas células
nao tratadas (Ctrl), a migracéo celular, em direcdo a cicatriz, reduziu o tamanho

da area da cicatriz (mm).



Figura 18 - O 6leo de sementes de E. oleracea Mart. regula a invasdo e a migracao das células do cancro do colo do Utero.
Andlise da migracao celular em HelLa e SiHa***p<001
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Avaliacdo da citotoxicidade em células RAW 264.7

O teste MTT foi usado para verificar a citotoxicidade em células RAW 264.7
tratadas com 6leo de semente de acai (OIL), nanoemulsdo de Oleo (NCO) e
nanoemulsdo sem o6leo (NSO) (Figura 19). O 6leo e a nanoemulsdo sem 6leo nao

foram citotoxicos para as células Raw 264.7. nas concentragdes de 0,78 a 100 ug/mL.

Figura 19 - Efeito do 6leo e da nanoemulsédo da semente de Euterpe oleracea mart na
viabilidade celular de macréfagos
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Atividade biologica in vivo do 6leo de semente de acai e da nanoemulsao
baseada no 6leo de semente de E. oleracea.Mart.

O O6leo de semente de acai e a nanoemulsdo de acai ndo reduziram
significativamente o corpo e os 6rgdos dos ratos

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no peso absoluto do baco
dos animais entre os grupos (Figura 21- a,b). No entanto, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa quando se considera o peso relativo do baco em relacdo
ao peso corporal total. Neste sentido, verificou-se uma diminui¢ao do peso relativo do
baco no grupo tratado com a nanoemulsao, em relacéo ao grupo de controle negativo,
indicando uma reducdo do tamanho relativo do bac¢o na presenca da nanoemulséo
(Figura 21 - a, b)

Em relacdo aos resultados do peso absoluto do figado (Figura 22 - c, d),
observamos uma diferenga estatisticamente significativa entre o grupo controle
negativo e o grupo tratado com 6Oleo de semente de acai, sendo que este Ultimo
apresentou um peso hepatico maior em relacdo ao controle. Da mesma forma, foi
encontrada uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo tratado com o
Oleo e o grupo tratado com a nanoemulsdo. No entanto, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de controle e o grupo tratado
com a nanoemulsédo. Ao analisar o peso relativo do rim (Figura 22 - e,f), ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos; indicando que
os tratamentos ndo afetaram o tamanho relativo do figado em relacdo ao peso
corporal. Ao analisar os resultados para o peso absoluto e relativo dos rins, néao foi
observada diferenca estatisticamente significativa.

Portanto, os resultados das analises do peso absoluto e relativo de 6rgaos
como bago, figado e rim indicam respostas diferentes aos tratamentos administrados,

mas nao necessariamente indicam toxicidade.



Figura 20 - Efeito de 100, 200 e 300mg/kg de 6leo e nanoemulsdo (NE-OEQO) na
variagcdo de peso dos animais no final do tratamento. (a) e na cinética do peso ao
longo do tratamento. (b). A andlise estatistica foi efectuada através de um teste
ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey para comparac¢des multiplas. Os
asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significativas com um valor de
p<0,05
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Figura 21 - Efeito de 100, 200 e 300mg/kg de 6leo e nanoemulsdo (NE-OEQO) na
variacao de peso dos animais no final do tratamento. (a) e na cinética do peso ao longo
do tratamento. (b). A analise estatistica foi efetuada através de um teste ANOVA de
uma via, seguido do teste de Tukey para compara¢des mdultiplas. Os asteriscos (*)
indicam diferencas estatisticamente significativas com um valor de p<0,05.
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Observa-se na figura 22 que o 6leo e a nanoemulsao nao reduziram o nimero
de células do baco. No entanto, as concentragdes 100 e 200 mg/kg do dleo

aumentaram a celularidade do baco.

Figura 22 - Efeito de 100, 200 e 300mg/kg de 6leo e nanoemulsdo (NE-OEQO) na
variagdo de peso dos animais no final do tratamento. A analise estatistica foi efectuada
utilizando um teste ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey para comparacdes
multiplas. Os asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente significativas com um
valor de p<0,05.
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Avaliacédo datoxicidade do 6leo e NE-OEO in vivo

Para avaliar os efeitos toxicos dos 6leo e NE-OEO, concentracdes variadas do
0leo e NE-OEO foram testadas em camundongos Swiss fémeas. Neste ensaio nao
foram observadas alteracdes nos grupos tratados, os quais foram considerados dentro

dos padrbes normais em comparacao com grupo controle (Figura 23).
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Figura 23 - Seccdes histolégicas do figado e do rim de Camundongo Swiss fémeas tratados com 6leo de sementes de Euterpe
oleracea Mart. Coloracdo com hematoxilina e eosina (HE).

Control
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O Gleo de semente de acai e a nanoemulsdo de semente de acai exercem

efeitos imunomoduladores

Comparando o efeito do 6leo e da NE-OEO na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, observa-se que houve uma leve inducdo de IL-2,
com a NE-OEO aos 45 dias e o0 6leo 200 mg/kg aos 15 dias (Figura 25-a). Do mesmo
modo, na figura 14-b, aos 45 dias, a NE-OEO e o 6leo 300 mg/kg induziram IL-4. A
Figura 25-c mostra uma ligeira expresséao de IL-6, com NE-OEO aos 45 dias, 100
mg/kg de Gleo aos 15 e 45 dias, 200 mg/kg de 6leo aos 45 dias e 300 mg/kg de Oleo
aos 15 dias. Verificou-se, entdo, uma expressao significativa (p<0,05) de IL-10
(Figura 25-d) quando comparada com o controle para NE-OEO aos 45 dias de
tratamento. A Figura 25-e mostra que o 6leo (300 mg/kg) induziu significativamente
(p<0,05) a IL-17. O NE-OEO e o 6leo induziram discretamente IFN-y, com o NE-OEO
a induzi-lo em ambos os periodos de tratamento, 15 e 45 dias, enquanto o 6leo
100mg/kg, 200 mg/kg e o 6leo 300 mg/kg apenas o induziram em 15 dias (figura 25-
f). A figura 10-g mostra que o 6leo 300mg/mL expressou significativamente (p<0,05)

0 TNF-a ap0s 45 dias de tratamento.



Figura 24 - -. Efeito de 100, 200 e 300mg/kg de 6leo e nanoemulsdo (NE-OEQO) na
expressao de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatoérias. A analise estatistica foi
efetuada utilizando um teste ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Os asteriscos (*) indicam diferengas estatisticamente
significativas em relacéo a IFN-y, com a NE-OEO a induzi-la em ambos os periodos
de tratamento, 15 e 45 dias, enquanto o 6leo 100mg/kg, 200mg/kg e o 6leo 300mg/kg
apenas a induziram em 15 dias (figura 25f). A figura 25-g mostra que o 6leo 300mg/mL
expressou significativamente (p<0,05) o TNF-a apds 45 dias de tratamento

o]

2.0

5 15 '§
2 40 -g 1.0
3 g
0.5
< os
o5 0.0 T T T T T T T T
’ S SO AP (D (D P D D) D
CS° yy @9 @’ *Q ¥ c}@“&&‘gz& Q@sQ@ &4\ i
@ *@ *\o gé‘ AST a8 N Q) S ‘§
0,'59‘ @ . I S R i i
N PR O L 0" 0" 0" 0" 0¥ o
> O o o <& &
e,oé,@ o* o o ‘\°‘\¢°
& ¥
X

Absorbancia E|
o - - N
wn o w o
=
)
Absorbéncia @
- N W B
© © © © o
*
K
X
o, &
"z
%\ ()

F O O O O O 22 P e K
&S q,oo@oooooo
Eae RN S i i &
o
<,;°Q'9°*° o o" o
¥ ¢

Absorbancia
L= 2~ I - I~ I - I - = I -
8 O = 4« NN WWW
aouwownwouwu
Absorbancia
e e o e S
(=] N & o
ao'o
()

D NS WO O O O O O © NN N O & O O O
F S Q@Qe&Q@@Q§&©@&Q@@Q§¢Q S S &@ POy
PR SR ST S S \@\@\\‘)f\fmg@\
o A SR S L SR I S
p@opq,ooooooo 0999@000000
K &

Absorbéncia@

o 8 &8 3 8

z { *
l%
%
.9,
"%



92

6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o potencial biotecnolégico do 6leo da
semente de acai (Euterpe oleracea Mart) e de sua nanoemulsdo através da
caracterizagdo quimica, dos parametros fisico-quimicos e dos ensaios in vitro - nos
quais avaliou-se a atividade antioxidante, antitumoral frente as linhagens de celulares
de céancer cervical HeLa e SiHa e o efeito citotbxico em linhagens celulares
macréfoga Raw e queratindcitos humanos HaCat. Ensaios in vivo também foram
avaliados para evidenciar a toxicidade do 6leo e da Nanoemulsdo. Trata-se de um
estudo relevante, sob a ética do desenvolvimento sustentavel, uma vez que mostra o
potencial farmacoldgico do 6leo da semente de acai e agrega valor ao residuo gerado
pelo consumo de acai.

A maioria das pesquisas com Euterpe oleracea (acai) destaca as propriedades
do extrato da polpa e do extrato da semente, nos quais se encontram as antocianinas,
as proantocianidinas, os fitoesterdis, os acidos fendlicos, carotenoides, flavonoides e
acidos graxos (PACHECO-PALENCIA et al, 2008; CASTRO 2022). Entretanto, o acai
€ uma oleaginosa e sua semente, que representa 85% do fruto, é rica em 6leo com
diversas propriedades farmacologicas pouco exploradas (SANTOS; NORONHA,;
SARAIVA, 2019; BARROS et al, 2021).

Muitos estudos sobre a composicéo quimica comprovam a presenca de acidos
graxos no 6leo de acai - que sdo importantes para a saude. Os dados analisados
nesta pesquisa mostraram que o Oleo da semente de acai contém 17 compostos
distintos, nos quais estdo uma combinacdo de acidos graxos saturados, que
representa 49,27% do total, e &cidos graxos insaturados que constituem 50,73%.
Entre os acidos graxos insaturados, destacam-se os acidos graxos monoinsaturados
(29,73%) e os acidos graxos poliinsaturados (20,85%).

Esses resultados séo consistentes com os achados da literatura, Melo et al.,
(2021) relataram 49,24% de acidos graxos saturados e 50,76% de &cidos graxos
insaturados no oOleo de acai. Da mesma forma, Minighin et al. (2020), em estudo
semelhante, relataram a presenca de acidos graxos saturados em 23,50% e
monoinsaturados em 63,10%. Apesar das variacOes, esses percentuais sugerem uma
consisténcia na composicdo quimica do 6leo de acai; além disso, esta variacdo é
atribuida ao método de extracdo, condigdes ambientais de cultivo e variacdo genética.

Alta concentracéo de 4cidos graxos monoinsaturados destaca os beneficios do
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Oleo de acai na saude. Dentre esses &cidos, o acido oleico, é o principal
representante; é precursor biologico da familia 6mega-9, sendo considerado uma
molécula energética, nutracéutica e um componente dos fosfolipidios de membranas,
atuante na prevencdo de doenca como cardiovascular, prevencdo de Alzheimer,
controle do colesterol, e anticancer (SANTA-MARIA, et al., 2023).

Além desses compostos acima citados, investigou-se o teor dos compostos
fendlicos no 6leo e na NE-OEO. Os compostos fendlicos representam classes de
compostos bioativos presentes nos vegetais com atividades antioxidante,
antimicrobiana, anit-inflamatoria, e antiproliferativa além de outras (ALBUQUERQUE,
et al., 2021).

A NE-OEO apresentou maior concentracdo, 146,00 + 0,259 mg, e o 6leo 127,40
+ 0,449 mg EAG g-1 de compostos fendlicos, e flavonoides totais foram encontrados
os valores 62,62 + 0,930 mg para o 6leo e 113,80 + 0,454 mg EQ g-1 para a NE-OEO.
Esses valores indicam a qualidade do 6leo e NE-OEO de acai e seu potencial benéfico
e nutricional, corroborando com a literatura.

Os valores fisico-quimicos avaliados, no Oleo de acai deste estudo,
demonstram sua qualidade para consumo. Segundo Moura et al., (2019), para que se
possa utilizar os 6leos vegetais para saude, ou qualquer outra finalidade, € muito
importante avaliar sua qualidade e sua credibilidade, ou seja, e ser acreditado por
normas vigentes - sejam nacionais ou internacionais. Nesse sentido, é através da
analise de parametros fisico-quimicos, como densidade, viscosidade, indice de
acidez, de iodo, de saponificacdo, peroxido, umidade, etc., que se conhece a
qualidade e pureza do 6leo vegetal.

Com relacdo aos parametros fisico-quimicos do 6leo de acai, foi observado um
indice de acidez de 0,3556 e uma umidade de 1,25% p/p, valores que excedem 0s
limites estipulados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na
RESOLUCAO-RDC N° 270, DE 22 DE SETEMBRO DE 2005, que estabelece um
maximo de 0,6 mg KOH/g para a acidez de 6leos refinados. Apesar de ultrapassarem
esses parametros, esses achados estdo de acordo com a literatura existente.

Sabe-se, também, que fatores como temperatura, exposicao ao ar atmosférico,
luz, estado de maturacdo dos frutos e umidade podem influenciar significativamente
esses parametros. A literatura sugere, entdo, que a percentagem de umidade
ligeiramente elevada pode explicar o indice de acidez observado. Santos et al. (2016)

e De Castro et al. (2021) destacam que um teor de agua mais elevado pode
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comprometer a durabilidade do produto, acelerando processos de degradacéo.

Quanto ao indice de saponificacdo (Sl) do 6leo de semente de agai, o valor
determinado foi de 189,61 mg KOH/g e encontra-se dentro da faixa esperada para
Oleos e gorduras vegetais, conforme as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O indice de saponificacdo reflete o teor de grupos
carboxilicos e o consumo de KOH na composicdo quimica do 6leo, sendo um
indicador importante da quantidade de acidos graxos de cadeia longa presentes. Este
valor é influenciado por diversos fatores, incluindo a espécie vegetal e a regiao de
origem, como apontado por Santos et al. (2016).

Da mesma forma, o indice de refracéo obtido foi de 1,4707, e a densidade foi
medida em 0,928 g/ml. Ambos os valores estdo muito proximos das referéncias
padrées para 6leos vegetais e consistentes com estudos anteriores, como o0 de
Pereira (2015), que relatam valores semelhantes. Esses parametros séo fortemente
influenciados pelo grau de insaturacao dos acidos graxos presentes no 6leo, o que
reforca a integridade e a pureza do 6leo de semente de acai analisado. Ja referente
ao teor de cinzas do 6leo da semente de acai, foi 0,42g demonstrando o valor
nutricional e a qualidade, onde os maiores teores de cinza indicam maior valor
energético (OLIVEIRA; PINTO; REZENDE, 2017).

Assim, com o advento da nanotecnologia, as propriedades benéficas dos éleos
vegetais e composicdes viabilizaram o desenvolvimento de nanoemulsées para
contribuir com a entrega de farmacos, auxiliar no diagnostico e na terapia de varias
doencas como o cancer (SANCHES et al.,, 2023). E assim como os 6leos, as
nanoemulsdes também necessitam da avaliacdo dos parametros fisico-quimicos para
determinar sua estabilidade, qualidade e seguranca; bem como, necessitam de
métodos adequados para seu desenvolvimento (SORMMERLING et al., 2018).

O desenvolvimento da nanoemulséo foi pautado no calculo do EHL, utilizando
meétodo de baixa energia com diferentes temperaturas de inverséo de fase, que é ideal
para nanoformulacdes em pequena escala, além de ser de baixo custo, e tensoativos
nao ionicos (MONGE-FUENTES et al., 2017; RABELO et al., 2008).

Neste estudo, a caracterizacdo da NE-OEO demonstrou parametros aceitaveis
para nanoformulacéo; no qual, o diametro gota foi de 238,37 nm, PDI de 0,38,
potencial Zeta foi de -9,59, esses dados indicam estabilidade das goticulas contra
agregacdo e coalescéncia; estabilidade fisica contra separacdo gravitacional e

floculac&o. A literatura mostra que o didametro da gota em nanoemulséo varia entre 50
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a 500 nm. Esse tamanho nanométrico certifica a estabilidade cinética, aumenta o
prazo de validade, e garante seguranca da aplicacdo (YUKUYAMA et al., 2016;
MIKULCOVA et al., 2017). O potencial Zeta negativo observado pode ser atribuido
aos tensioativos nao ionicos, que promovem uma estabilizacdo estérica em vez de
eletrostatica (SAFAYA et al., 2022).

A avaliacdo do pH é crucial para monitorar a degrada¢éo da formulacéo. O pH
neutro da nanoemulsédo NE-OEO esta de acordo com estudos achados da literatura
(OBREDANE et al., 2020). As variagbes de turbidez refletem a dispersdo dos
componentes na nanoemulsdo; assim, a NE-OEO mostrou aparéncia translicida
azulada do confirmando a predominancia dos padrbes para classificar como
nanoemulsédo (McCLEMENT et al., 2011).

Ao avaliar a atividade antioxidante, o 6leo e NE-OEO de acai exibiram atividade
antioxidante significante; no entanto, NE-OEO demonstrou atividade maior que o 6leo,
sendo o valor do éleo de 5,993 uM ET/g, e NE-OEO de 9,993 uM ET/g no ensaio
DPPH. e 6,567 uM ET/g 11,9 uM ET/g no ensaio ABTS. Esses dados corroboram
com a literatura que afirma que concentragdes abaixo de 500 uyg/mL indicam um
potencial antioxidante significativo, oferecendo beneficios para a salude e ajudando
na prevengao de doengas relacionadas com o stress oxidativo. Dessa forma, relagéo
dose-dependente entre a concentracdo e a atividade antioxidante realga o potencial
do composto (CAMPOS et al., 2003), a protecdo contra estresse oxidativo, 0s
beneficios a saude vascular, prevencdo ao envelhecimento precoce, aumento da
imunidade e propriedades anti-inflamatérias (MUNTEANU; APETREI, 2021).

Ndo foram evidenciados efeitos citotoxicos do Oleo nas linhagens néo
neoplasicas de queratinécitos humanos HaCat. No entanto, houve efeito citotoxico nas
células de cancer cervical HeLa e SiHa. O 6leo reduziu significativamente a viabilidade
celular tanto de SiHa quanto de HelLa, com padroes semelhantes, nas concentragbes
de 25 e 50pg/mL nos periodos 24, 48 e 72 horas, com maior intensidade para
50ug/mL.

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo realizado por Da Silva
et al (2023). O dleo da semente de acai reduziu viabilidade celular apés 24h,nas
concentragbes de 25 e 100 pg/mL, das linhagens celulares Caco-2 HCT-116, e na
linhagem celular HT-29 a reducéo da viabilidade celular apenas na concentracdo de
100 pg/mL. O efeito antitumoral do 6leo de acai também foi confirmado por Marques

et al. (2017) que estudaram o Oleo de acai e diferentes células humanas, avaliando a



96

citotoxicidade, genotoxicidade e antigenotoxicidade em linhagens de células HepG2
(hepatoma) e leucdcitos humanos.

Diante da atividade citotoxica do Oleo de acai, frente & linhagem celular HeLa
e SiHa, realizamos analise de citometria de fluxo para avaliar a populacéo de células
apoptoéticas ap0s tratamento com 6leo de acai usando um ensaio de coloracdo com
anexina V e Pl. Notavelmente, os resultados demonstraram que o niumero de células
HelLa e SiHa apoptéticas, apds tratamento com 06leo de acai - inicial e tardia -
aumentou significativamente nos tempos analisados, demonstrando padrées
semelhantes para ambas as células (Figuras 15 A e B). Alterac6es morfolégicas nas
células HeLa e SiHa foram observadas apds serem cultivadas com Oleo de acai
(50ug/mL), ocorrendo retracdo celular, formacéo de area circular clara ao redor do
nacleo e uma reducao do tamanho; sugerindo formacgéo de vesiculas (Figura 16 C, B,
E e F). Esses padrdes morfolégicos podem estar envolvidos no mecanismo de
apoptose.

Assim, produtos naturais, com atividade antitumoral, agem, principalmente,
interferindo na divisao celular; causando morte celular por vias de apoptose, necrose
ou causando danos oxidativos no material genético (BHALLA et al., 2013). Durante os
processos de morte celular, necrose ou apoptose, a célula expressa alteractes
especificas na expressdo de proteinas e na organizacdo do material genético
indicando qual o processo morte esta ocorrendo. No processo de apoptose, ocorre a
exposicao do fosfolipidio de membrana fosfatidilserina na superficie da membrana
citoplasmatica induzindo uma translocacao do lipidio; assim, a anexina V-FITC liga-se
a fosfolipidios por via dependente de Ca*2 emitindo fluorescéncia, identificando células
em estagios de apoptose (BERNARDES-OLIVEIRA et al., 2016).

Ruttanapattanakul et al.,(2021) constataram que o Oleo de Zingiber
ottensii induziu a apoptose de células cancerigenas cervicais humanas HelLa apos
24h em diferente diluicbes. E JARADAT et al., 2020 quando estudou o efeito do 6leo
essencial de Nepeta deflersiana em linhagem celular HeLa, constatou que 6leo de N.
Deflersiana inibiu a viabilidade celular (IC50 de 0,7465 mg/mL em 24h e 0,4531 mg/mL
em 48h) apos tratamento.

Foi possivel observar nesse estudo, o efeito significativo do Oleo de acai
impedindo o fechamento da cicatriz da monocamada de células HeLa e SiHa em 24h
e 48h. O desenvolvimento e crescimento do cancer envolve varios mecanismos,

dentre eles, a migracao celular que esta inerente ao desencadeamento de metastase,
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no qual células tumorais migram do local primario para um 6rgdo secundario, sendo
um processo critico de invasdo (WOO et al., 2011). Este efeito também foi revelado
em varios estudos realizados com 6leos vegetais, que também possuem a capacidade
de reduzir a migracdo de células tumorais (SURAVAJHALA, 2020; JARADAT et al.,
2020; GARCIA et al., 2020).

Outrossim, o 6Oleo de acai também demonstrou efeito inibitério na formacéo de
colonia das linhagens HelLa e SiHa, sugerindo além de impedir a sobrevivéncia e
proliferacdo celular, interferir na viabilidade reprodutiva das células e,
consequentemente, impede a progressao do tumor. Este ensaio € interessante, pois
permite investigar a sobrevivéncia e a formagdo de clones de células, frente a
produtos naturais, uma vez que uma das caracteristicas da tumorigénese €é a
colonizacéo de células tumorais (MUNSHI; HOBBS e MEYN, 2005).

No estudo realizado por Guan e Guan (2020), o sesquiterpeno artemisinina
reduziu significativamente o ndmero de col6nias de células de cancer de mama
altamente agressivo (MDA-MB-123), de maneira concentracdo-dependente.

Ao avaliarmos a toxicidade do 6leo e da NE-OEO em ensaio in vivo, ndo foram
encontradas alteragdes nos tecidos do figado e dos rins para a maioria dos animais
tratados com 06leo (100, 200 e 300 mg/mL)e NE-OEO (100 mgL). No entanto, ao
contrario dos nossos dados, De Marques et al. (2019) relataram alteracdes no figado
e nas células da tireoide em animais expostos ao Oleo de acai (300 mg/mL -
observando que doses crescentes comprometem a integridade do tecido hepatico (DE
MARQUES et al., 2019). Alguns fatores, como método de extracdo do 6leo, solvente
utilizado, armazenamento podem influenciar negativamente nos resultados.

A respeito da atividade imunomoduladora, ambos induziram a expresséao de
citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias, NE-OEO induzindo significativamente
IL 10 e dOleo induziu significativamente IL 17. A IL-10 é uma citocina com efeitos
protetores nos vasos sanguineos e € produzida pelos linfocitos Th2, também modula
a expressdo de outras citocinas, podendo inibir a ativacdo de linfécitos Thl e a
producdo de citocinas pro-inflamatorias pelos macréfagos. O aumento da
concentracdo de citocinas dependentes de Thl (IFN-gama, IL-2) com aumento na
concentracdo de IL-10 sugere um efeito compensatério que antagoniza a inflamacao
(TOMASZEWSKI et al., 2021). A IL-17 é produzida por células T auxiliares (Th) que
sao estimuladas por IL-1 B e IL-6 derivadas de fagocitos, como macréfagos, e de
células de tecidos (KUWABARA et al., 2017).
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Diante desses achados, nota-se uma perspectiva positiva: o 6leo da semente
de acai e a NE-OEO mostram-se promissores e seguros para a salde. E notorio,
portanto, que mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar os efeitos
sistémicos e 0s mecanismos envolvidos na atividade antitumoral do oOleo , a saber,
as vias apoptoticas das células de cancer cervical. Sem duvidas que o 6leo oferece
muitos beneficios a saude e constitui um produto natural atraente para formulacdes

biotecnolégicas como as nanoemulsdes fonte de novos farmacos.
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7 CONCLUSAO

O o6leo de semente de E. oleracea Mart. apresentou um alto teor de polifendis,
compostos fendlicos, acidos graxos saturados, insaturados, monoinsaturados e
poliinsaturados, com acidos laurico, miristico, palmitico, e antioxidante.

Observou-se também que os padrdes fisico-quimicos, como indice de acidez,
refracdo, cinzas, umidade, saponificacdo, do Oleo estdo dentro dos valores esperados
corroborando com a literatura.

Além disso, a caracterizacdo da nanoemulsao mostrou ser antioxidante, bem como
o valor PDI indica a homogeneidade e a estabilidade da distribuicdo do tamanho das
goticulas da emulsao, apresentou pH neutro, turbidez normal e aparéncia translucida.

Dados in vitro mostraram que o 6leo inibiu a viabilidade celular e proliferacéo celular
de células tumorais, bem como a migracéo e induziu apoptose inicial e tardia, e ndo foi
citotoxico nas células ndo tumorais.

Nos resultados in vivo nem 6leo nem a nanoemulsdo foram toxicos, ndo havendo
alteracdes no figado e rim. Além disso, induziu IL2, IL6, IL10, IL17, IFN-y e TNFa ,

mostrando atividade imunomoduladora.
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ANEXO D

2 .
' COMISSAD DE ETICA NO U50 DE ANIMAILS
a UA CIAEP: 020341 2019
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CERTIFICADO

Certificarnos qua o proposia inbbulsdn: “DESENVOLVIMENTO DE ADJUVANTE VACINAL COM
GLED DA SEMENTE DE Eulerpo clerncea MART. COMTRA © CANCER®, Processo n
23115.0020062021-86, =ob a rosponsabilidode da Profa. Dra. Marla do Desterro Scares
Brandio Mascimento, que onvohe o produglic, manutancio ou utlimgio de onimais
pertancenios so fio Chordata, subfilc Veriobmata (exceto humance), para fre de posguisa
clantifica (ou ensing) - encontra-sa de acondc com os precalics da Led i 11,784, do 8 de outubro
e 2008, do Deoredo n® B899, da 16 de julho do 2009, & com as normas editsdas pelo Consalho
Haclonal de Controle de Experimantagdo Animal (COMCEA), o fol considerada APROVADO paola
Comissdo de Etica no Uso do Animais (CEUA, - UFMA) do Unésersidode Federal do Maranhda, na
reurido reslizada em 24022021,

‘Wao certify thot the proposak “DEVELOPMENT OF VACCINE ADJUYANT WITH OIL FROM THE
SEED OF Evtorpe clerscon MART. AGAINST CANCER", Process n. Z3115.00Z306/2021 66,
urdor tha responsibility of Prof. Dr. Marla do Desterro Soares Brandio Mascimanto, which
invabeas tho production, maintorance andior use of animals belonging to tha phylum Chordata,
sub phylum Variobrata (axcopt humans beings) for sdlentific ressarch purposes (or teaching) - Is
in accordanca with Law Mo, 11,784, of Octobar &, 2008, Deores Mo, 8859, of July 15, 2009, =
well oz with the rules imsusd by the Maotlonal Councll for Control of Animal Exparimentation
[CORCEA), and wos APPROVED by the Ethics Commitioe on Animals Use of e Fedoral
Uriversity of Maranhdio (CEUA - UFRA), in mesting of 0272455021,

Finalldade: Pasqguisa Aroa: Clénclas da Sadda
Wigéncia: 05072021 a 05/0T 202

‘Drigem: Biotéric Central da Universidades Fedaral do Maranhdc
Espécia: Camundongos Sexo:  Fémeas Idade: 60 dias
Ewi Pesa: 25-30g

Local do sxperimento: Bictédrio Setorial da Pds-Grodusgiio do Ceniro de Cléncies Bioldgicas o
da Saide, Universidode Federnl do Mamanhiic - CCBSUFMA

Sdo Luis, 24 de margo do 2021
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Presidanbe da Comissiic de Etica no Usa de Animais - CELALIFRS,



