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RESUMO

INTRODUCAO: O babagu é fruto de um de um tipo de palmeira facilmente vista nos estados do
Piaui e Maranhdo e a farinha obtida de seu mesocarpo tem sido consumida empiricamente no
tratamento de gastrite, vaginite e cicatrizagdo de feridas. Analises prévias demonstraram diferentes
teores de polifenois de partes do babagu, incluindo o mesocarpo, porém sem especificidade para os
flavonoides totais, os quais s3o um potencial meio exdégeno de reduzir o efeito deletério provocado
pelo estresse oxidativo. OBJETIVO: analisar o teor de flavonoides apos a elaboragdo do extrato do
mesocarpo de babagu e investigar seu potencial de toxicidade e efeito antioxidante. METODOS:
preparacao de extrato hidroetandlico por maceracao, rotaevaporacao e liofilizacdo, e analise do teor
de flavonoides totais por espectrofotometria. O teste de letalidade foi determinado em Artemia salina
em concentracdes seriadas de 31,75 a 1000 pg/mL com determinacdo da concentragdo letal (CLso).
O ensaio de viabilidade celular e potencial antioxidante foi determinado pelo teste do disco central
em cepas selvagem e com mutagdo para enzimas antioxidantes em Saccharomyces cerevisiae tratadas
com perdxido de hidrogénio e classificado de acordo com a mensuragdo dos halos de inibi¢do para
concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL de extrato. RESULTADOS: o extrato apresentou rendimento
de 7,0 g apos liofilizacdo e teor de flavonoides totais de 9,85 mg ER/g. Foi considerado ndo téxico
para A. salina (CLso >1000 pg/mL), ndo inibitorio para o crescimento, ou seja, nao apresentando
efeitos oxidantes. Porém, com potencial antioxidante contra o peroxido de hidrogénio nas
concentracdes testadas. CONCLUSAO: com o método de extracdo utilizado obteve-se extrato em
p6 hidrossoluvel e aplicavel a testes de toxicidade e letalidade em organismos inferiores. Nas
concentragdes aplicadas, o extrato mostrou-se ndo toxico e com potencial antioxidante, abrindo
perspectiva para novos testes de citotoxicidade, mutagenicidade e atividade antioxidante dos
flavonoides presentes no extrato.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo, Flavonoides, Orbignya phalerata Matrt..
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1 INTRODUCAO

O babagu ¢ fruto de um de um tipo de palmeira (Orbignya phalerata Mart. sin. Attalea
speciosa) da familia Arecaceae encontrada em varios paises da América Latina. No Nordeste do
Brasil ¢ facilmente visto nos estados do Piaui ¢ Maranhao (CARRAZZA et al., 2012; LORENZI,
2002). A farinha obtida de seu mesocarpo (FMB) tem sido consumida empiricamente no tratamento
de gastrite, vaginite e uso topico na cicatrizagdo de feridas. Com o emprego da FMB na medicina
popular, as comunidades tradicionais podem fornecer informagdes tteis para a elaboragdo de estudos
farmacologicos e fitoquimicos necessarios para a avaliagdo dos efeitos positivos e potencial de
toxicidade, especialmente no consumo cronico, a fim de minimizar possiveis riscos a saide em
detrimento dos beneficios (SOUZA et al., 2011; BRUNING et al., 2012; RODEIRO et al., 2006;
KRISTANC; KREFT, 2016).

Andlises prévias demonstraram a variedade e teor de polifenois de diversas partes do babacgu,
incluindo o mesocarpo, mas com resultados heterogéneos por ainda ndo existir uma padronizagao de
métodos especificos para caracterizagdo de polifendis. Deste modo, hd muitas ressalvas na
comparac¢do do contetido desses compostos em diferentes alimentos e até mesmo no mesmo género
alimenticio cultivado em diferentes regides, seu processamento, €poca de colheita e clima (SILVA et
al.,2017; SILVA, 2011; SANTOS, 2020; HOLANDA et al., 2020; NEVEU et al.,2010; ZUANAZZI
etal., 2017).

A ingestdo de flavonoides (subgrupo dos polifenois) ¢ um potencial meio exdgeno de reduzir
o efeito deletério de espécies reativas de oxigénio. Esta condicdo de desequilibrio apresenta potencial
para iniciar ou agravar a génese de doencas cronicas a partir da oxidacdo de componentes da
membrana celular, como fosfolipideos e proteinas. Ainda mais grave, pode ocorrer a nivel de DNA e
RNA com a oxidagdo de nucleosideos e afetar as estruturas proteicas finais (MAGALHAES, 2011;
KRATA et al.,, 2018). Entretanto, estudos que demonstram possivel efeito antioxidante dos
flavonoides presentes no extrato do mesocarpo de babagu (EMB) sdo escassos ¢ ndo héa estudos

disponiveis em organismos pluricelulares (SILVA et al., 2005, SILVA et al., 2012).

Alguns ensaios em modelos animais foram desenvolvidos para testar a toxicidade aguda de

diferentes extratos do mesocarpo, porém dados em organismos inferiores sdo limitados

(BARROQUEIRO et al., 2011; MAIA; RAO, 1989, PINHEIRO et al., 2010; SOARES et al., 2021;
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SILVA et al., 2005). Portanto, esfor¢os também devem ser destinados para o desenvolvimento de
mais estudos in vitro para determinacao da letalidade e citotoxicidade do EMB, pois desempenham
papel importante no entendimento do efeito biologico méaximo desejavel de produtos naturais, dentro
de niveis seguros para consumo a longo prazo (ERNST, 2005; SHARWAN et al., 2015). Diante
desses aspectos, o presente estudo objetivou analisar o teor de flavonoides totais apds a elaboragao
do EMB e investigar seu potencial de letalidade em Artemia salina Leach e potencial efeito
antioxidante em Saccharomyces cerevisiae.
2 METODOS
Extracao e determinacio dos flavonoides totais

Diluidos 600 g da FMB babacgu adquirida comercialmente (Tufilindia/MA) em 1L de solug¢ao
de etanol:agua destilada (70:30 v/v) e submetidos & maceragdo em auséncia de luz por seis dias em
temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi filtrada a vicuo e o concentrado submetido a
rotaevaporagao (65°C, 11 RPM, -500 mmHg). O extrato obtido livre de etanol (300 mL) foi congelado
a -18°C e submetido a liofilizacdo por 16h (-65°C, 225 Vca, 88 a 100 mmHg) (ZUANAZZI et al.,
2017). Foi realizada analise por espectrofotometria para quantificagdo dos flavonoides totais da FMB
e do EMB, mensurados como equivalentes de rutina (ER).
Letalidade em Artemia salina

O teste de letalidade em A. salina foi aplicado pelo método descrito por Meyer et al. (1982)
com adaptacdes. Foram adicionados 50 mg de ovos do microcrustaceo em dgua salinizada (1L de
agua destilada; 15,153g NaCl; 1,398g MgCl; 1,888g MgS04; 0,652g CaCl2; 0,414g KCl e 0,116¢g
NaHCO3). O preparado foi mantido em pH 8,0 a 9,0 sob aeracdo com bomba, iluminagao artificial e
monitoramento de temperatura (27 + 3°C) por 48h.

Apos a eclosdo, dez nauplios com adequada movimentagdo foram distribuidos em cada um
dos tubos contendo 1 mL de concentragdes seriadas do EMB (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,75
pg/mL) diluidas em 4gua marinha, perfazendo o volume total de 5 mL. Todas as amostras foram
mantidas nas mesmas condi¢des de luminosidade e temperatura da eclosdo e apds 24h a mortalidade

dos nauplios sem movimentagao foi quantificada. Agua salinizada foi usada como controle negativo

e agua destilada como controle positivo. Todas as concentragdes e controles foram feitos em

quintuplicata e repetidos (MCLAUGHLIN et al., 1998).
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Ap6s a contagem dos nduplios mortos, a concentragao letal (CLso) foi determinada e o nivel
de toxicidade classificado em ‘ndo téxico’ se CLso > 1000 ng/mL; ‘baixa toxicidade’ se CLso entre
1000 e 500 png/mL; ‘moderada toxicidade’ se CLso entre 500 e 100 pg/mL e ‘elevada toxicidade’ se
CLso < 100 pg/mL (MCLAUGHLIN et al., 1998).

Teste do disco central em Saccharomyces cerevisiae

A atividade antioxidante foi avaliada em seis linhagens de leveduras com mutagdes em uma
ou duas enzimas antioxidantes: CuZnSOD (SOD citoplasmatica), MnSOD (SOD mitocondrial),
CuZnSOD/MnSOD, CAT1 e CuZnSOD/CAT]1, incluindo uma linhagem selvagem (SodWT), origem
Edith Gralla E., Los Angeles.

Em meio YEPD (extrato de levedura 2%, 1% de Bacto-peptona, 2% de glucose, 2% agar)
previamente autoclavado (120°C, 1 ATM, 45°) as linhagens foram semeadas a partir do disco central
para a margem das placas de Petri em movimento continuo para ambos os lados. Foram testados trés
tratamentos em trés diferentes concentragdes, além de controle positivo (10 uL H203), negativo (10
uL solucdo salina 0,9%) e o EMB isolado (10 pL) aplicados no disco: pré-tratamento: 5 uL. EMB 2h
antes do tratamento com 5 pL de H202; co-tratamento: 5 uLL EMB e 5 pL. de H202 simultaneos; pos-
tratamento: 5 uL. EMB 2h apés tratamento com 5 uL. de H2Oo.

Ap0s incubacdo por 48h a 34°C os halos de inibi¢do de crescimento foram mensurados em
milimetros e classificados em ‘crescimento completo’ (0 mm) a ‘auséncia de crescimento’ (40 mm),
comprimento que correspondente ao raio da placa. Todos os testes foram realizados em duplicata (DE

OLIVEIRA et al., 2014).
Analise estatistica

Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo (DP) e testados pela andlise de
variancia (ANOVA, two way), seguida pelo teste de Bonferroni ou Tukey, com diferenga
estatisticamente significativa para p<0,05 e uso do software GraphPad Prism.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacio dos flavonoides totais

O EMB apresentou rendimento aproximado de 7,0 g ap6s liofilizacdo e teor de flavonoides

totais de 9,85 mg ER/g, enquanto a FMB apresentou teor reduzido dos mesmos compostos (0,44 mg

ER/
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Bases de dados mundiais descrevem o conteudo de compostos bioativos (CBA), inclusive
flavonoides, presentes em centenas de alimentos e bebidas, porém sem informagdes especificas para
alguns frutos brasileiros como a O. phalerata Mart. (NEVEU et al., 2010; USDA, 2022). Até mesmo
tabelas brasileiras que detalham a composi¢do nutricional de vérios géneros possuem dados
inexistentes sobre os CBA contidos no babagu (NEPA, 2011; USP, 2020). Neste sentido, a
caracterizagdo de polifendis deste fruto estd amparada por pesquisas dispersas, sem compilacao de
dados e resultados distintos e inespecificos para determinados polifenois extraidos com diferentes

solventes (SILVA et al., 2017; HOLANDA et al., 2020).

Letalidade em Artemia salina

Espécie de microcrusticeo, a Artemia salina é encontrada em aguas salgadas e ¢ parte
fundamental no fluxo de energia da cadeia alimentar marinha. Seu uso apresenta muitas vantagens
em testes de toxicidade, pois ¢ distribuido mundialmente e os experimentos com este invertebrado
sdo por curto periodo de tempo. Desde a década de 1980 tem sido usada como estudo inicial para
determinagdo da concentragdo letal de compostos vegetais (LIBRALATO et al., 2016; MEYER et
al., 1982). Contudo, inexistem dados na literatura que descrevem testes de letalidade de componentes

do babagu em A. salina.

Os valores encontrados de viabilidade estdo demonstrados na figura 1.0 BEM apresentou
CLso > 1000 pg/mL e as concentragdes analisadas ndo foram significativamente diferentes a
viabilidade encontrada no controle negativo, demonstrando nenhuma toxicidade para o organismo

testado.

Com método de extracdo similar ao EMB, extratos etanolicos de flores e folhas de Acmella
uliginosa (Sw.) Cass e partes aéreas de Plectranthus neochilus Schltr., Ageratum conyzoides L.,
Eugenia uniflora L., Moringa oleifera L., Justicia pectoralis L. e Equisetum sp. L. tiveram seu
potencial de letalidade testados contra 4. salina. Assim como os resultados do presente estudo, M.
oleifera, J. pectoralis e Equisetum sp. apresentaram LCso > 1000 pg/mL e demonstraram nio ser

toxicas, enquanto as folhas de A. wliginosa, P. neochilus, A. conyzoides e E. uniflora foram

consideradas moderadamente toxicas (LCso > 500 < 100 pg/mL). Somente as folhas de A. uliginosa

mostraram elevada toxicidade (LCso = 18,76 pg/mL) (ARCANIJO et al., 2012).
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Figura 1. Viabilidade de 4. salina ap6s 24h expostas a diferentes concentragdes do extrato do mesocarpo de babagu
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Valores expressos pela média + DP. *p<0,05 comparado ao controle negativo (CN) e ® p<0,05 comparado ao controle
positivo (CP). Anova one-way, com pos-teste de Tukey. Concentragdes em pg/mL.

Teste do disco central em Saccharomyces cerevisiae

Para andlise da capacidade de protecdo do EMB em células de S. cerevisiae contra o estresse
oxidativo, inicialmente determinou-se a viabilidade celular pelo uso do H20O: isolado, bem como do
extrato isolado. Em nenhum dos cultivos do extrato isolado houve inibi¢do do crescimento celular,

demonstrando seu efeito ndo oxidativo nas trés concentragdes testadas.

O agente usado como causador do estresse oxidativo foi o H202, o qual ¢ um produto
intermediario do sistema antioxidante endégeno por agdo da enzima SOD ap6s conversao do radical
superdxido em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio. Porém, como o H20O> ainda ¢ toxico,
microrganismos como as leveduras neutralizam-no por meio da catalase (TORTORA et al., 2017).
Conforme esperado, as células demonstraram alta sensibilidade a 5 pg/mL do agente estressor.
Quando associadas ao H20z, todas as concentragdes do EMB apresentaram efeito antioxidante, tanto
no pré, pds e co-tratamento. Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas para todas as
linhagens, exceto para Catl (50 pg/mL no pds-tratamento, 100 pg/mL no pré-tratamento e 200 pg/mL
no poés-tratamento) e para Sodl/Catl, tanto no pré-tratamento com 100 pg/mL quanto no pods-
tratamento com 200 pg/mL. Os resultados foram mais pronunciados no tratamento concomitante ao
H20: e posterior a ele, principalmente nas concentragdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL (Tabela 1).

Dados na literatura sobre a prote¢ao antioxidante do mesocarpo de babagu em microrganismos

sdo inexistentes. Entretanto, Silva et al. (2005) analisaram o efeito de 5 mg.ml™! de extrato etandlico

do endocarpo, flores e folhas do babacu em S. cerevisiae (cepa BY4741 - MATa; his3A1; leu2AO0;




SOCEPIS

met15A0; ura3A0) e ndo encontraram efeitos toxicos na aplicacdo dos extratos isolados. Porém, em
associacdo com tert-butil hidroperoxido (TBH) que leva a peroxidag¢ao lipidica, nenhum dos extratos
foi capaz de neutralizé-lo e houve inibi¢ao completa do crescimento da levedura.

Tabela 1. Avaliacdo oxidante/antioxidante do extrato hidroetan6lico do mesocarpo de babagu em diferentes tratamentos

em linhagens de S. cerevisiae. Os valores correspondem a média + DP das medidas dos halos de inibigdo de
crescimento das linhagens (0—40 mm).

Grupos Tratamento SODWT Sod1A Sod2A Sod1ASod2A CatlA Sod1ACatl1A
Salina 0,9% - 0,40 £ 0,14 0,40 + 0,08 0,27 = 0,09 0,32+ 0,09 0,45+0,17 0,45+0,12

H0; - 19,6+0,95  18,48+2,62° 17,57+1,70° 17,87 +2,40® 17,6129 18,40+ 1,63°
Pré 12,00 £ 1,15%  11,00£2,00® 13,00+£0,81% 1025+3,86® 11,25+ 1,50® 10,25 +2,62%

50 ';Ig/mL + Co 9,75+2,87®  7,00+0,00°  833+£378%  975+427® 1025+1,70® 933 +2,88%
20 Pos 11,5 + 2,08 6,50 +3,87° 6,00+4,05>  975+596® 12,66+ 1,52* 10,5+ 1,29

Pré 13,50 £1,29%  12,75+£1,50% 12,004+ 0,90%® 12,00 +3,60® 15,75+1,89¢ 16,002,002

100 I';gg“L + Co 7504057  600+1,41%  350+£238>  55+404%  600+£2,00® 7,75+221®
72 Pos 4,00 + 4,58 5,5+4,19 3004235 3,66+£5500  425+384  6,00+4,58"

200 g/l s Pré 11,33£0,57% 11,66 +1,52% 11,50+ 1,912  10,75+£4,57® 10,00 £529% 9,66+ 5,03
o Co 766+ 1,15%  966+0,57®  825+£206% 11,00+£0,64® 6,66+577®  5,00+4,08"
22 Pos 3,004£2,92°  450+3,00°  500+£308  733+£251  6,00+4,56° 12,66+ 1,52°

Andlise da Variancia - ANOVA, two-way, pos-teste de Bonferroni. p<0,05. ? significante para salina (controle
negativo); ° significante para peroxido de hidrogénio (HO» - controle positivo). Pré: pré aplicagio do EMB 2h antes do
tratamento com H>O,; Co: aplica¢do simultanea do EMB e H»O»; Pos: aplicacao do EMB 2h ap6s tratamento com
H>0,.

4 CONCLUSAO

Com o método de extragdo utilizado a partir da farinha do mesocarpo de babagu, foi possivel
obter um extrato em p6 hidrossoluvel e aplicavel a testes de toxicidade e letalidade em organismos
inferiores, além de concentragdo cerca de 22 vezes maior de flavonoides totais do que a matéria-prima
inicial. Nas concentracdes aplicadas, o extrato mostrou-se ndo toxico para A. salina e cepas selvagem
e mutadas de S. cerevisiae, além de apresentar efeito antioxidante contra o peréxido de hidrogénio.
Os resultados abrem perspectiva para novos testes de citotoxicidade, mutagenicidade e atividade

antioxidante dos flavonoides presentes no extrato.
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