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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea Mart.), é uma palmeira da familia Arecaceae que ocorre nas Américas Central e do Sul. O agai
& composto por polifendis, cujos principais sdo as antocianinas e proantocianidinas, descritas na literatura como
metabdlitos com atividade antimicrobiana. O objetivo do trabalho foi avaliar a agdo antimicrobiana do extrato das folhas
de acai frente a espécies de fungos e bactérias bem como outras atividades biolégicas como antioxidante, hemolitica e
caracterizagfo quimica estrutural. A atividade antimicrobiana foi avaliada em cepas gram-positivas, negativas e fungos.
A acdo antioxidante foi testada através da inativacdo do radical DPPH e a avaliagdo quimica estrutural por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O extrato bruto inibiu o crescimento de cepas de importante interesse clinico como Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e apresentou-se nao
irritativo para hemaécias (ndo hemolitico). A atividade antioxidante apresentou-se dose dependente e superior a de
antioxidantes padrdes. Dessa forma conclui-se que a espécie Euterpe oleracea MART é promissora na eliminacéo de
microorganismos patogénicos. Considerando o contexto atual de resisténcia a diversos antibidticos, o extrato pode gerar
novas alternativas terapéuticas para combate a infeccBes geradas por esses microorganismos.

PALAVRAS-CHAVE: Agai. Euterpe oleracea Mart. Atividade antimicrobiana.

EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE CRUDE HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF
Euterpe oleracea MART AND CHEMICAL COMPOSITION BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

ABSTRACT

The acai (Euterpe oleracea Mart.), is a palm tree of the Arecaceae family that occurs in Central and South America. Agai
is composed of polyphenols, the main ones being anthocyanins and proanthocyanidins, described in the literature as
metabolites with antimicrobial activity. The objective of this article was to evaluate the antimicrobial action of the acai
leaf extract against species of fungi and bacteria as well as other biological activities such as antioxidant, hemolytic and
structural chemical characterization. Antimicrobial activity was evaluated on gram-positive and gram-negative strains
and fungi. The antioxidant action was tested through DPPH radical inactivation and structural chemical evaluation by
high performance liquid chromatography. The crude extract inhibited the growth of strains of important clinical interest
such as Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923
and was non-irritating to red blood cells (non-hemolytic). Antioxidant activity was dose dependent and superior to that
of standard antioxidants. Thus, it is concluded that the species Euterpe oleracea MART is promising in the elimination
of pathogenic microorganisms. Considering the current context of resistance to several antibiotics, the extract can generate
new therapeutic alternatives to combat infections generated by these microorganisms.
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Avaliacédo de atividades biolégicas do extrato bruto hidroalcéolico de euterpe oleracea mart e composi¢ao quimica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

1. INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea Mart.) € o fruto do acaizeiro, uma palmeira tipica da Amazonia.
Ocorre espontaneamente nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo e Amapa. Este fruto é
considerado um alimento funcional cuja polpa apresenta elevado valor energético por conter alto teor
de 6mega 6 e 9. Além disso é rico em, fibras, vitamina E, proteinas e minerais como manganés, ferro,
zinco e cobre. Apresenta uma grande quantidade de antioxidantes, tais como antocianinas e
proantocianidinas que sdo fitocomponentes predominantes. Desses compostos, as antocianinas sdo as
que mais contribuem para a capacidade antioxidante da polpa do acai (PORTINHO et al, 2012).

As sementes tém sido descritas como apresentando potencial antioxidante e citotoxico em
linhas celulares tumorais humanas (BARROS et al, 2015). Apresenta ainda beneficios em relacéo a
dislipidemia, diabetes mellitus tipo Il e sindrome metabdlica, tendo ainda efeito anti-inflamatorio,
antimicrobiano e anti-proliferativo (FRAGOSO et al, 2012; PORTINHO et al, 2012; DIAS et al,
2014; ESPITIA, et al, 2014; GALE et al, 2014).

Dentro do contexto microbioldgico, a resisténcia a multiplos farmacos por microrganismos
patogénicos humanos vem crescendo devido, essencialmente, ao wuso indiscriminado de
antimicrobianos no tratamento de doencas infeciosas (KARAMAN et al, 2003). O aumento das
resisténcias associadas as doencas infeciosas e a mortalidade esta pressionandoos sistemas de saude,
principalmente a nivel hospitalar (ORSI et al, 2002).

Estudos realizados na Europa com microrganismos, como Staphylococcus aureus meticilina
resistente  (MRSA), Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa, revelaram que a
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos diminuiu, havendo um aumento global crescente de
viruléncia (CARDOSO et al, 2002; NOVAIS et al, 2004; MACHADO et al, 2007).

A European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) (2015) referiu que, apesar de
aocorréncia de MRSA ter estabilizado ou mesmo diminuido em varios paises europeus, alguns paises
como Portugal apresentam percentagens de MRSA superiores a 25%. Refere ainda que nos Gltimos
quatro anos, tem havido uma tendéncia crescente significativa da resisténcia combinada para

maultiplos antibidticos em bactérias como E. coli e K. pneumoniae
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2. METODOLOGIA

2.1. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Euterpe oleracea Mart. selecionadas foram coletadas manualmente na area urbana
do municipio de S&o Luis, Maranhdo — Brasil. A coleta foi realizada no més de Outubro de 2017 entre
6:00 e 7:00 da manhd. Uma amostra da planta foi encaminhada ao Herbério Atico Seabra da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) para ser identificada e

catalogada sob o nimero de registro 27892.

2.2. OBTENCAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO

As folhas foram coletadas e limpas manualmente, foram secas em temperatura ambiente.
Posteriormente foram trituradas e pesadas, obtendo-se 1229 de material vegetal. Em seguida, este
material triturado e pesado foi adicionado a 366 mL da mistura hidroetanolica (70% de etanol 1:4
m/v) deixando macerar em frasco rosqueado, ao abrigo de luz a temperatura ambiente por trés dias
com renovacao do solvente a cada 24horas e agitacdo ocasional segundo a metodologia proposta por
Matos (2009). A solucdo extrativa foi filtrada a vacuo usando funil de Buchner, o filtrado foi
evaporado em um evaporador rotativo sob pressdo reduzida e temperatura controlada a 40°C. O
material concentrado foi levado ao freezer, adequadamente vedado e mantido até ser liofilizado para
posterior utilizacdo nos testes. Nos testes onde se aplicou o extrato, 0 mesmo foi ressuspendido em

agua estéril na concentracao de 100mg/ml.

2.3. DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

O teor de fendis do extrato foi obtido utilizando 100 pL da solugéo do EH seco (2mg/mL)
etanol, 100uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck®) e 1,0 mL da solucdo de carbonato de sodio a
20% por duas horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Concentraces de &cido galico
(Merck®) foram utilizadas como padrao. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS
(Lambda 35, Perkin Elmer®) A=760 nm. Os resultados foram expressos em mg de &cido galico por
grama do EH (SILVA, 2010).
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2.4. CARACTERIZACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-ESI-IT-MS)

2.4.1. Andlises de LC-MS

Para o HPLC-ESI-IT-MS / MS, foi realizada uma etapa de limpeza para remover quaisquer
contaminantes; a solucdo foi purificada por extracdo em fase solida (SPE) utilizando cartuchos
Phenomenex Strata C18 (500 mg de fase estacionaria) que foram previamente ativados com 5 mL de
MeOH e equilibrados com 5 mL de MeOH: H20 (1: 1, v / v). Os compostos foram eluidos dos
cartuchos utilizando 1 mL de MeOH: H20 (1: 1, v/ v) com um volume final de 5 mL. As amostras
foram entdo filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 um e secas. O extrato foi diluido para 10 pg
/ mL em solvente HPLC. Aliquotas de 20 puL foram injetadas diretamente no LC-ESI-IT-MS
(ROCHA et al, 2014).

A andlise foi realizada em um LC-ESI-MS-MS on-line e em um espectrdmetro de massa LCQ
Fleet, Thermo Scientific®. A coluna analitica utilizada para a separacdo por LC foi um Kinetex®
C18 (2,1 x 100 mm, 100 A e 5 um). A analise foi realizada com 4gua contendo 0,1% de 4cido formico
(A) e acetonitrila + 0,1% de acido férmico (B) acrescidos de 0,1% de &cido férmico em gradiente
exploratorio, iniciando com 10% a 100% em 6 minutos a vazdo de 0,4. ml / min. A amostra foi
infundida no espectrémetro de massa do sistema de HPLC, onde a amostra foi analisada on-line pelo
ESI-MS em modo negativo e o detector UV associado. Os dados do espectro de massa foram obtidos
no mesmo espectrometro de massa Fleet LCQ da Thermo Scientific ® (ROCHA et al 2014).

2.4.2 Anélises FIA-ESI-IT-MSn

Para o ensaio de FIA-ESI-IT-MSn a infusdo de fluxo direto das amostras foi realizada em um
analisador de armadilha inica linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de
ionizag&o por electrospray (ESI), em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). EUA). Utilizou-
se tubo capilar de aco inoxidavel a 280°C, voltagem de 5,00 kV, voltagem capilar de -90 V, lente
tubular de -100 V e fluxo de 5 uL. min-1. Analise de varredura completa foi registrada na faixam / z
de 100-1000. Fragmentacdes de multiplos estagios (ESI-MSn) foram realizadas usando o método de
dissociacao induzida por colisdo (CID) contra hélio para ativacao de ions. O primeiro evento foi um
espectro de massa de varredura completa para adquirir dados sobre ions naquele intervalo de m / z.
O segundo evento de varredura foi uma experiéncia de MS / MS realizada usando uma varredura

dependente de dados nas moléculas [M-H] - dos compostos de interesse em uma energia de colisao
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de 30% e um tempo de ativacdo de 30 ms. Os ions do produto foram entdo submetidos a fragmentacao
adicional nas mesmas condices, até que ndo mais fragmentos foram observados. A identificacdo dos
diferentes compostos no perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico foi realizada pela
comparacdo dos tempos de retencao e dos espectros UV com os dados da literatura (ROCHA et al,
2014).

2.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi analisada através do sistema de reducdo do radical DPPH. A
solugéo estoque foi preparada na concentracdo de 60 UM em MeOH com absorbancia inicial de
aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517 nm), a temperatura ambiente. O extrato foi solubilizado em
MeOH na concentracdo inicial de 2000 pg.mL-1, a partir dessa concentracdo foram feitas sucessivas
dilui¢Oes de acordo com a reatividade da amostra. As concentragdes variaram de 5 a 50 pg.mL-1. A
mistura reacional na cubeta foi composta pela adi¢do de 1950 pL da solucéo do radical DPPH em 50
pL da amostra diluida em varias concentracdes (SILVA, 2010). No teste com o branco as amostras
foram substituidas por metanol. A absorbancia foi medida no primeiro minuto da reacdo (t = 1), e
monitorada nos primeiros 5, 10 e 20 min. A porcentagem de inibigc&o dos radicais DPPH® (IpppH) para
cada amostra foi calculada de acordo com a equacéo (equacéo 1).

Equacdo 1 — Porcentagem de inibicdo do radical DPPH

AbsA

AbsB.)] ka0

Ipppu% = [ 1 “‘(

Onde: AbsA e AbsB sdo as absorbancias da amostra e do controle (branco) no término da reacéo
respectivamente.

2.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
2.6.1. Selecdo das cepas bacterianas e fangicas

As amostras bacterianas e fungicas sdo oriundas do Laboratério de Microbiologia Clinica —
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo. Para realizagdo dos testes foram

utilizados microrganismos padrdo (ATCC - American Type Culture Collection): Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
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Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e Salmonella enteretidis ATCC 13076, Candida parapsilosis
ATCC 22019, Candida krusei ATCC 6258, Candida albicans ATCC 14053 e Candida albicans
ATCC 90028. E isolados clinicos de Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida albicans,

Candida tropicalis.

2.6.2. Preparo das suspensdes microbianas

Os microrganismos foram inicialmente reativados a partir das suas culturas originais e mantidos
em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 35°C por 24h para amostras bacterianas e 48h para
amostras fungicas. Posteriormente, cultivou-se as amostras em placas de Agar Nutriente a 35°C pelo
tempo descrito anteriormente. Colbnias isoladas foi entdo ressuspendida em 3mL de solugédo
fisiolégica (NaCl 0.9 %) esterilizada até atingir uma turbidez equivalente na escala 0,5 de McFarland
(1,5 x 108 UFC/mL) (CLSI, 2013).

2.6.3. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo segundo a
metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
As placas de 96 pocos estéreis foram preparadas com 150uL de caldo BHI e 150uL do produto a ser
testado seguido de dilui¢des seriadas, cada indcuo de bactéria e fungo foi transferido para os pocos e
levados a estufa a 35°c por 24horas (bactérias) e 48h (fungos), apds o periodo de incubacao adicionou-
se o revelador de crescimento resazurina a 0,1% e realizada a leitura ap6s 4horas de incubagdo. Foi
utilizado no controle positivo de amostras bacteriana o cloranfenicol 0,02 mg/mL e para as amostras
fangicas, Nistatina 100.000 UI/MI. A CIM sera a menor concentracdo da solugdo onde ndo houve

crescimento bacteriano visivel (CLSI, 2013).

2.6.4 Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)

Serdo utilizadas as placas incubadas para determinacdo da CIM em meio liquido para
determinagio da CBM. Uma alcada de cada pogo foi inoculada em placas de Agar Miieller Hinton e
posteriormente incubadas em ambiente a 35°C por 24h/48h. As CBM’s e CFM’s serdo consideradas
para a menor concentragdo da solugdo onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie do &gar
inoculado (99,9% de morte microbiana ou fungica) (CLSI, 2013).
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2.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE IRRITATIVA FRENTE A HEMACIAS

2.7.1. Isolamento das hemécias (Preparo da suspensdo de hemacias):

Para os testes foi utilizado a metodologia proposta por Banerjee (2008) com modificacfes. O
sangue de carneiro foi centrifugado a 3000 rpm por um periodo de 15 minutos, posteriormente o
sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, as hemécias foram lavadas com tampédo fosfato-salino
(PBS) por 3 vezes e centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos a cada lavagem, para retirada de tracos
de plasma e de outras impurezas. Apds o processo de lavagem, as hemacias foram ressuspendidas em
PBS suplementado com 10mmol/L de glicose na concentragdo de 8 x 10° cél./mL. A solucio foi

conservada a 4°C.

2.7.2. Avaliacdo da ICso (50% de inibigdo de atividade hemolitica):

O extrato e os produtos manipulados de Euterpe oleracea Mart foram preparados na
concentracdo de 100 mg/mL (extrato/PBS), posteriormente foram realizadas diluicdes seriadas em 6
tubos contendo 1mL de PBS (1, 1:2,1:4, 1:8, 1:16 e 1:32). Ap6s a diluicdo, foi adicionado a suspensédo
de hemacias em 975uL de cada uma das diluigdes. Logo apds, o periodo de incubacdo, as diluicdes
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 1 minuto, o sobrenadante foi decantado em cubeta de 1cm
sendo medida a absorbancia contra o branco (substancia-teste diluida em PBS). Os resultados foram
comparados com o tubo totalmente lisado pela agua destilada que sera utilizada como controle
positivo (BANERJEE et al, 2008).

2.7.3. Hemélise

A partir dos dados obtidos no estudo da ICso, foram elaboradas as curvas dose-resposta
referentes ao extrato em estudo. As dilui¢Bes (1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32), foram incubadas com
25ulL da suspensdao de hemacias em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente com agitacao
constante. Apds 10 minutos, foram centrifugadas a aproximadamente 10.000 rpm durante 1 minuto e
0 grau de hemolise foi determinado no sobrenadante com a leitura a 540nm contra o branco. As
leituras obtidas foram comparadas com a leitura do tubo totalmente lisado pela agua destilada, de
forma a calcular a concentragdo efetiva que causa 50% de hemolise (Hso). O teste foi realizado em
triplicata (BANERJEE et al, 2008).
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2.7.4. Desnaturacéo (ID):

Foi preparada uma solucdo mée do extrato de Euterpe oleracea Mart em tampdo fosfato-salino
(PBS) na concentragdo de 10mg/mL, foi adicionado 975 uL da solugdo mée em tubos, apds
adicionou-se 25ul de suspensdo de eritrocitos e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente
em agitacdo constante. Apds 10 minutos, foram centrifugadas a aproximadamente 10.000 rpm durante
1 minuto. O sobrenadante foi decantado em cubeta de 1cm. Posteriormente, mediu-se a absorbancia
nos comprimentos de onda de 540 e 575nm contra o branco (extrato de Euterpe oleracea Mart diluido
em PBS). A absorbancia medida a 575nm (o) foi dividida pela absorbancia medida a 540nm (),
obtendo assim a propor¢do o/p. Esta proporgio foi usada para caracterizar o indice de desnaturagio

da hemoglobina (ID) (BANERJEE et al, 2008). Equacéo para obtencdo do indice de Desnaturac&o:

(ID)%= (R1-Ri)/(R1-R2)x100

Onde: R1: proporgdo o/pf da hemoglobina; Ri: proporg¢do o/f da substancia-teste; Rz: propor¢ao o/
do SDS a 0,1%.

3. REFERENCIAL TEORICO

O acaizeiro pertence a familia Arecaceae, que engloba, aproximadamente, 200 géneros e cerca
de 2600 espécies, cuja distribuicdo é predominante das regiGes tropical e subtropical. Ocorre
espontaneamente no Brasil e fora do pais como na Guiana, Venezuela e Coldmbia (JONES, 1995).
Entretanto € na regido Amazoénica que essa espécie possui as maiores areas de ocupacao, mais
precisamente na regido do estuario do rio Amazonas, considerada como seu centro de origem e onde
encontram-se densas e diversificadas populacdes. E também encontrado em &reas permanentemente
alagadas e em terra firme, embora em densidades bem menores (CAVALCANTE, 1991).

O acai até pouco tempo atrds era um patrimonio exclusivo dos paraenses, porém a sua
popularidade se espalhou pelo pais e o0 seu consumo também é feito em alguns paises da Europa e
EUA. O consumo de acai vem aumentado & medida que novos trabalhos cientificos sdo publicados e
divulgados. Os estudos iniciais envolvendo atividades biologicas do acai foram baseadas na descricéo
do uso popular pelas comunidades amazonicas e até entdo pesquisas sao realizadas para esclarecer
essas atividades bioldgicas. Os principais farmacogenos listados para uso medicinal foram folhas e

raizes cujos foram relatados com atividades antiinflamatorias e antimalaricas; isso foi posteriormente
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confirmado por estudos cientificos (MARCASON et al, 2009; BOURDY et al, 2000; RUIZ et al,
2011).

O fruto é arredondado e pesa cerca de dois gramas. O caro¢o ndo é comestivel e contém uma
semente oleaginosa. A cor do fruto maduro é purpura a quase preta. Os frutos podem ser obtidos
durante todo o ano, com alta estagdo entre agosto a dezembro, onde apresentam melhor qualidade
organoléptica (SANTOS et al, 2008).

A sua acdo antioxidante também contribui para a prevencao de doencas. Entre os antioxidantes
predominantes presentes na polpa do fruto, estdo entre outros flavonoides, as antocianinas e 0s
compostos fendlicos. Os beneficios a salde dessas substancias estdo ligados na prevencao de doengas
cronicas cujas causas primarias estdo diretamente ligadas ao estresse oxidativo. (PINTO, 2014).

Sendo um dos alimentos mais promissores, na atualidade o acai apresenta um grande potencial
fitoterapico, cuja composicao apresenta elementos como ‘cristais de inulina, fibras, taninos e amido
de alta densidade, sendo realizadas nos ultimos anos vérias descobertas e experiéncias para a
comprovacao dos beneficios que o acai pode promover (MENEZES, 2008).

4. ANALISES E DISCUSSAO

4.1. ANALISE FITOQUIMICA

O teor de polifendis totais medido por espectrofotometria mostrou que o extrato bruto de
Euterpe oleracea Mart apresenta 23,24 + 0,7 mg de &cido galico/g de extrato seco. Lima et al 2012
em seu estudo encontrou o valor de 10,31 + 0,25 mg de acido galico/g de extrato no extrato bruto do
fruto da espécie Euterpe edulis Martius.

Alguns metabdlitos foram identificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada

a Espectrometria de Massas (Tabela 1)
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Tabela 1 — Compostos identificados por LC-MS e FIA-ESI-IT-MS do extrato de Euterpe oleracea
Mart

N° [M- H] MsSn Composto

1 191 167 Acido Quinico

2 289 245; 205; 203; 175; Catequina

3 577 289 Catechina (dimero)

4 865 847; 739; 695; 587; 577; 425; 677; 543; Procianidina C1
451, 405; 363; 525; 499; 391;525;

5 1151 863; 575; 289 Procianidina Tipo-A

6 1153 1135; 1068; 1027; 983; 907; 865; 847; Tetramero de Catequina

739; 701; 695; 575;
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
M-H]- (m/z): Massa por carga de ifons; MSn : Spectrometria da Massas de cada fragmento; NI: Fragmento N&o
Identificado.

No extrato de Euterpe oleracea Mart foram identificados moléculas do grupo das catequinas
que pertencem a familia dos compostos fenolicos, e tem uma forte acdo antioxidante. Os compostos
fenolicos também sdo descritos por ter acdo antimicrobiana. (TERRA et al, 2012).

Segundo Stapleton e Taylor (2002) existe uma relacédo direta entre a estrutura das catequinas e
sua atividade antimicrobiana. Assim, catequinas com dihidroxilagdo nas posigdes 2’-4’ ou 2’6’ do
anel B e dihidroxilacdo nas posi¢cdes 5-7 do anel A, apresentam maior atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, por exemplo.

Moléculas de Procianidina, Procianidina C1 e Procianidina tipo-A, também foram
identificadas. A Procianidina C1 é um trimero da epicatequina (epicatequina-4p-8-epicatequina-4p-
8-epicatequina) e apresenta certas funcionalidades fisioldgicas como antialérgicos, anticaries, anti-
hipertensivo, antioxidante e crescimento de cabelo (SHOJI et al, 2003). A procianidina tipo-a é uma
procianidina oligomérica caracterizada pela presenca de uma ligacédo C-C [2-O-7, 4-8] ou [2-O-7, 4-
6] entre duas unidades flavan-3-ol que também apresenta atividade antioxidante. (LOU et al, 1999)

O écido quinico faz parte da familia dos acidos clorogénicos, junto com o acido hidroxinamico
e outros ésteres. O acido quinico junto com o &cido cafeico (figura 1-A), formam um éster
denominado acido 3-cafeoilquinico (figura 1-B). O termo acido clorogénico foi introduzido para
designar um composto fendlico com funcdo &cida, que conferia coloracdo verde ao meio aquoso

guando em meio levemente alcalino exposto ao ar.
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Figura 1 — A) Acido cafeico; B) Acido 3-cafeoilquinico

HO
OH

B

A

o)
o)
O OH
HO N
OH
OH OH

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Esse acido € conhecido por ser um dos fendis mais biologicamente ativo. (GARAMBONE et
al, 2007). Apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como: antioxidante,
antimicrobiano, estimulante de utilizacdo da glicose hepatica, antipirética e anti-inflamatoria
(SCHWARB et al, 2001; FARAH et al, 2005; GIRALDO et al, 2007; LOU et al, 1999).

Alguns estudos mostram que quando o acido quinico se condensa com diaminas N-alquiladas
geram amidas com atividade antimicrobiana. Almeida 2010 reportou que alguns desses compostos
N-alquilados (figura 2) possuem atividade antibacteriana frente a bactérias gram-positivas e gram
negativas, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Figura 2 — Diaminas N-alquiladas derivadas do acido quinico

0 0]
N N
\t%OLH/\/ H, % ”/\/ H

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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4.2. DESENHO MOLECULAR DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS NO EXTRATO DAS
FOLHAS DE EUTERPE OLERACEA MART.

0

OH
HO. y—OH HO
: HO o)
SO .
HO" ™~ YOH .
f . HO_ O
A) Acido Quinico B) Catequina OH

C) Catequina (dimero)
OH on

OH
~ / ~
D) Procyanidin C1 F) Procianidina Tipo-A
NH
WOH E) Catequina (tetramero) ”Oﬁ\of ;

OH HO O A
OH
OH
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

4.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE EUTERPE OLERACEA MART.

A capacidade de sequestrar o radical DPPH (expressa em percentual de inibicdo) exibida pelo
extrato em diferentes concentracdes estdo representados na Tabela 2.

Este método se baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical
livre, o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloragdo purpura. Desta forma, avalia o poder redutor
do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida. Os resultados demonstram que o percentual
antioxidante é diretamente proporcional ao aumento da concentracao de extrato adicionada, atingindo

o0 valor maximo de 18,74+1,6% de na concentracdo de 50 pg.mL™*
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Tabela 2 — Percentual de Atividade Antioxidante do extrato bruto das folhas de Euterpe oleracea
Mart

CONCENTRAGAO TEMPO (min)
(ng-mL™)
1 min 10 min 20 min
5 pg.mL? 3,7440,2 2,91+0,27 2,37£0,25
10 pg.mL?! 5,41+0,33 4,74+0,44 4,32+0,37
25 pg.mL? 6,57+0,42 5,03+1,5 3,67£1,2
50 pg.mL?* 18,74+1,6 17,97+2,3 13,75+1,3

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Valores médios + desvio padrao.

Duarte-Almeida et al (2006) encontrou valores similares de porcentagem de inibicéo do radical
DPPH ao investigar frutos in natura de acai, aproxidadamente 20%.

O teor dos polifendis e antocianinas ja evidenciada na fitoquimica do extrato do acai torna-o
uma espécie vegetal com potencial para inibicdo de radicais livres. Os compostos fendlicos nesse
sentido sdo responsaveis pela transferéncia de hidrogénio que neutraliza a acdo desses radicais
(BREWER, 2011). As antocianinas também possuem a habilidade de sequestrar esses radicais livres.
(FIGUEIREDO et al, 2015).

4.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO AQUOSO DE EUTERPE
OLERACEA MART.

O extrato de Acai foi ressuspendido em agua estéril e testado na concentracdo de 100mg/ml,

onde conseguiu inibir o crescimento de todas as cepas de bactérias testadas. Todas as CIM obtiveram

o valor de 25mg/ml. Para as cepas 0 extrato apresentou agdo bacteriostatica, como mostra a tabela 3.
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Tabela 3 - Atividade antibacteriana do extrato bruto aquoso de Euterpe oleracea Mart na

concentragdo de 100mg/ml

Microorganismo CIM CBM CN
Escherichia coli 25mg/ml -* -
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa 25mg/mi -* -
ATCC 27853
Staphylococcus aureus 25mg/ml -* -

ATCC 25923
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

CIM: Concentracéo Inibitdria Minima; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; CN: Controle Negativo
(Cloranfenicol 0,1%); (-): auséncia de crescimento bacteriano. (-*): Auséncia de CBM.

A tabela 4 apresenta os testes realizados com fungos padrao e isolados clinicos. O extrato bruto

apresentou atividade antifingica contra todas as cepas. Os valores de CIM variaram entre 6,25mg e

50mg/ml onde o menor valor de CIM foi para Candida parapsilosis ATCC 22019 e o maior para a

Candida abicans (ATCC 90028 e Isolado Clinico). O extrato apresentou acdo fungiostatica em todos

0S microorganismos testados.

Tabela 4 - Atividade antifungica do extrato bruto aquoso de Euterpe oleracea Mart na concentracdo

de 100mg/ml
Microorganismo CIM CFM CN

Candida parapsilosis 6,25mg/ml -* -

ATCC 22019
Candida krusei ATCC 6258 25mg/ml -* -
Candida albicans ATCC 14053 12,5mg/ml -* -
Candida albicans 50mg/ml -* -

ATCC 90028
Candida parapsilosis IC 12,5mg/ml -* -
Candida glabrata IC 50mg/ml -* -
Candida albicans IC 50mg/ml -* -
Candida tropicalis IC 12,5mg/ml -* -

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

CIM: Concentracdo Inibitdria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima; CN: Controle Negativo (Nistatina
100.000UI); (-): auséncia de crescimento fungico. (-*): Auséncia de CFM.
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Melhoranga Filho (2012) reportou que com o 6leo essencial extraido da semente do acai formou
halo de inibi¢do de 9,25mm sobre Staphylococcus aureus (Cole¢do de Cultura Cefar Diagnostica®
CCCD - P003) e essa atividade permaneu por 48 horas, momento em que um halo de inibicéo
permanecia com 8,5mm. Dias-Sousa (2018) conseguiu comprovar que 0 extrato metandlico é
eficiente da dissolucdo do biofilme produzido pelo S. aureus.

Estudos com a acdo antifingica do Acai sdo excassos, o que dificulta a comparacdo dos
resultados com outros pesquisadores. Em seu trabalho, Brito (2017) reportou que as espécies C.
tropicalis ATCC 1369 e C. parapsilosis ATCC 1369 foram inibidas com os extratos da semente e da
casca do acai nas concentragdes de 0,2mg e 2mg respectivamente. Bastos (2016) mostrou que o
extrato etanolico do acai também possui atividade antifungica frente Candida albicans.

A Candida parapsilosis foi a cepa mais sensivel entre os fungos e entre todos o0s
microoganismos testados com o extrato bruto de Acai. Essa espécie de Candida é a segunda espécie
mais freqlientemente isolada dos pacientes. Além de ser altamente prevalente, sua biologia difere
marcadamente da C. albicans. Pacientes com imunidade suprimida, por exemplo, correm um risco
maior de infeccBes hospitalares, entre estes, a candidiase invasiva, que é a infeccdo nosocomial
fangica sistémica mais prevalente. Nas Gltimas décadas, a prevaléncia combinada de espécies de
Candida ndo-albicans superou as infec¢des por Candida albicans em vérias regiées em todo 0 mundo.
Destaca-se assim a necessidade de desenvolver um tratamento eficaz e prevenir futuros surtos. Nesse
sentido o extrato de Acai mostra-se bastante promissor como um fitoterdpico eficaz. (CASTRO,
2010)

O extrato bruto do acai possui atividade antimicrobiana frente tanto a bactérias gram-positivas
quanto gram-negativas e fungos. Os microrganismos utilizados neste estudo sdo de interesse clinico
a seres humanos, cujas sdo dificeis de erradicar devido a sua resisténcia aos antibioticos.

Os altos indices de resisténcia a antimicrobianos refletem a tendéncia epidemioldgica atual do
crescimento das bactérias com alto padrdo de resisténcia, tornando-se essencial a implementacdo de
medidas de vigilancia, isolamento e racionalizagdo do uso de antibiéticos a fim de se minimizar a

disseminacéo destes patogenos (GIL et al, 2018)

45. AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO DE EUTERPE
OLERACEA MART

Os valores de 1Cso, expressos em mg/ml, representam a concentracao do extrato necesséria para
causar 50% de hemdlise (Hso) em hemécias sadias. O indice de desnaturacdo (ID) e a razdo Hso/ID

possibilitam classificar o produto quanto ao seu potencial irritativo de acordo com a tabela 5 abaixo.
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Tabela 5 — Valores padrdo de classificacdo do potencial irritativo

IN VIVO IN VITRO (Hso/ID)
Nao Irritante >100
Irritante Leve >10
Irritante Moderado >1
Irritante Severo >0.1
Irritante Maximo <0.1

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Os valores dos indices citados acima para os extratos foram:

Tabela 6 - VValores de Hsg, ID e razdo Hso/ID do extrato das folhas de Euterpe oleracea Mart.

Produto Hso ID(%0) Hso/ID Nivel de
Irritabilidade
Extrato 4713 0,88 535,51 NI

Fonte: Elaborado pelo autor (2023) i
Hso - dose efetiva que causa 50% de hemdlise; 1D — Indice de Desnaturacéo; H50/1D — razdo utilizada para classificagdo
do potencial de irritagdo; NI — N&o Irritante ;

O resultado do extrato bruto para a relagdo HDs=o/ID indica que 0 mesmo tem baixa taxa de
hemdlise, resultando em uma baixa toxicidade nao gerando irritabilidade as hemaécias. Os estudos de
atividade hemolitica para o espécie Euterpe oleracea Mart sdo excassos, no entanto Lima (2012)
reportou em seu estudo que o extrato de Euterpe edulis Martius ndo apresentou atividade hemolitica
0 que indica uma possivel aplicacdo medicamentosa do extrato.

A confirmacdo da atividade hemolitica de um fitoterapico constitui uma medida prioritaria, uma
vez que Vvarios compostos quimicos podem ser capazes de causar efeitos toxicos. Os eritrécitos sao
celulas muito utilizadas para estudos de citotoxicidade in vitro, devido, principalmente, ao facil
acesso e a grande disponibilidade, permitindo a investigacdo do efeito toxico ou protetor de principios
ativos sobre a membrana celular (PASQUINI-NETTO et al, 2012).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, pode inferir-se que a analise fitoquimica do extrato bruto das
folhas de Euterpe oleracea Mart identificou fitocomponentes (compostos fendlicos) e outras
substancias que possuem relacéo direta com as atividades bioldgicas testadas. O extrato apresentou
uma notdria atividade antioxidante cuja acéo é diretamente proporcional a concentracdo do extrato.

O extrato apresentou uma 6tima atividade antimicrobiana frente a cepas de bactérias e fungos (padrao
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e isolados clinicos) de importéncia clinica para o ser humano inibindo o crescimento de todas as cepas
testadas. Com a investigacdo da atividade hemolitica comprovou-se que o extrato e bioprodutos ndo

sdo irritativos, apresentando baixa toxicidade as hemacias
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