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RESUMO

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro e possui uma grande biodiversidade de fauna e
flora. Das espécies vegetais, muitas sdo de arvores frutiferas, cujos frutos sdo bem conhecidos
e apreciados pela populagdo regional. Um desses frutos é a bacaba-de-leque (Oenocarpus
distichus Mart.), utilizada tanto in natura, como no preparo de geleias, bebidas fermentadas e
na extracdo de Oleos. O objetivo desta pesquisa foi analisar o potencial antioxidante e
toxicoldgico do extrato aquoso dos frutos descarocados de bacabas colhidas no municipio de
Palmas/TO, por meio dos testes de poder redutor do ion férrico, quantificacdo de fendis totais,
sequestro de radicais 1-1-difenil-2-picril-hidrazila, fragilidade osmética eritrocitaria, inibicdo
de crescimento de raizes de Allium cepa e teste de toxicidade com Artemia salina. Os resultados
mostraram que a atividade toxica foi muito baixa nos eritrocitos e mostrou baixa taxa de
toxicidade para os nauplios de Artemia salina, mas inibiram significantemente o crescimento
das raizes de Allium cepa. Nas analises antioxidantes 0s extratos mostraram um baixo conteido
de fendis totais e baixa atividade sequestrante de radicais livres, porém mostrou elevado poder
redutor. Conclui-se que, neste estudo, que o extrato aquoso de bacaba ndo apresentou atividade
toxica, mas também ndo apresentou atividade antioxidante satisfatoria.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, analise toxicoldgica, compostos fendlicos.



ABSTRACT

Cerrado (Brazilian savannah) is the second greater Brazilian biome and has a great biodiversity,
such as fauna and flora. Of vegetable species, much of them are fruit trees, whose fruits are
very known and appreciated by regional population. One of these fruits are bacaba (Oenocarpus
distichus Mart.), used such in natura, as in prepare of jams, fermentable beverages and oil
extraction. The aim of this research was to analyze the antioxidant and toxicological proprieties
of the aqueous extract of the unseeded fruits of bacabas harvested in the county of Palmas, state
of Tocantins, Brazil, by the mean of the tests of Reducing Power of ferric ion, total phenolic
content, sequestration of 1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical, osmotic erythrocitary
fragility, Allium cepa radicular growth inhibition and Artemia salina’s toxicity test. The results
showed that was a very low toxic activity with the erythrocytes and a reduced mortality rate
with the Artemia salina nauplii, but there was a significant inhibition on the Allium cepa
radicular growth. In the antioxidant analysis, the extracts showed a low content of total
phenolics and a low free radicals sequestration, but showed an elevated reducing power. We
can conclude that, on this research the bacaba’s aqueous extract did not presented toxic activity,
but also did not present satisfactory antioxidant activity.

Key words: Antioxidant Analysis, Toxicological Analysis, Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO

O cerrado € um bioma brasileiro biodiversificado, segundo maior da América latina, no
qual mais de 4400 espécies endémicas de plantas foram identificadas. Destas espécies, boa parte
sdo arvores frutiferas, cujos frutos sdo apreciados na alimentacdo das comunidades locais
(MYERS et al., 2000; SANO et al., 2010).

Estes frutos apresentam conhecido teor nutricional, como vitaminas A, C, E e minerais,
como zinco, selénio e magnésio. E nos altimos tempos pesquisas mostram e elucidam
compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas que exercem propriedades
importantes na sadide humana (BAILAO et al., 2015).

A bacaba é um fruto de uma palmeira, se apresentando como drupas violaceas,
encontrado no cerrado e também na Amazdnia. Apresenta alto conteddo de lipideos,
carboidratos e fibras, bem como compostos bioativos (SANTOS, ALVES, ROCA, 2015;
GUIMARAES, 2013). Dentre os compostos bioativos, os flavonoides ganham destaque em sua
composicdo (FINCO et al, 2012; CARVALHO et al., 2016).

Existem varios métodos reconhecidos capazes de avaliar a atividade antioxidante in
vitro dos alimentos, mas, devido a natureza heterogénea do alimento em questdo e dos
compostos ali presentes, diferentes métodos devem ser executados para se ter uma visao mais
ampla do potencial antioxidante do alimento estudado (ALVES et al., 2010).

Estudos vém mostrando a capacidade da bacaba em exercer atividade antioxidante,
guando comparada com outros frutos de atividade antioxidante mais bem caracterizada
(CANUTO et al, 2010; SANTOS et al., 2013;). Porém os resultados podem ser diferentes
quando se avaliam espécies diferentes do mesmo fruto (HERNANDEZ-CARRION,
HERNANDO, AQUILES, 2013). Dependendo da regido aonde o fruto é colhido, quantidades
de compostos bioativos presentes podem variar (PENAS et al., 2011; CARUSO et al., 2015).

Muitas plantas sdo consumidas pela populacdo, varias delas usadas na forma de chas,
ou mesmo pelo consumo dos préprios frutos, tanto para a alimentacéo, quanto para o suposto
combate a algumas doencas e sintomas, como colicas menstruais, resfriados, etc., porém pouco
se conhece sobre possiveis efeitos toxicos, fazendo-se necessaria a implementacdo de estudos
toxicoldgicos com as espécies vegetais, a fim de garantir a seguridade no uso das mesmas
(BAGATINI, SILVA, TEDESCO, 2007).

N&o foram encontrados estudos sobre os efeitos toxicos da bacaba, tanto do fruto como
de seus derivados, e os estudos sobre a atividade antioxidante acima citados foram feitos com

extratos alcoolicos do fruto, justificando assim a realizacao deste estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cerrado

O cerrado é um bioma brasileiro, de formagdo savanica, que abrange cerca de 204
milhdes de hectares (por volta de 25% do territorio central nacional), sendo o segundo maior
bioma brasileiro (atras apenas da Amazonia). Possui uma vasta biodiversidade, tanto da fauna,
como da flora (AVIDOS e FERREIRA, 2000).

As espécies vegetais nativas do cerrado geralmente possuem uma formacgdo mais
adaptada ao tipo de clima deste ambiente, com incéndios naturais, periodos de seca e solos mais
empobrecidos, bem como ricos em aluminio. S&o plantas com caule mais lenhoso, com folhas
mais espessas e brilhantes, galhos retorcidos e resistentes ao fogo (CARVALHO et al., 2015).

E nesta biodiversidade floristica estdo varias espécies de frutas conhecidas e muito
aceitas pela populagdo residente na regido. Dentre diversas espécies podemos citar a bacaba
(Oenocarpus bacaba Mart.), a graviola (Annona muricata L.), o araticum (Annona crassiflora
Mart.) e o jenipapo (Genipa americana L.). Todos, consumidos tanto na forma in natura, como
minimamente processados (sucos, geleias, licores) (ALMEIDA, 1998).

Séo frutos com elevado contetdo nutricional, ricos em vitaminas A, C e E, contendo
também fitoquimicos com atividade antioxidante, dentre os quais se destacam compostos
fenolicos, flavonoides, taninos e antocianinas, sendo uma fonte importante de nutracéuticos
para a populacio (BAILAO et al., 2015).

Uma possivel explicacdo para o elevado contetdo de polifenois dos frutos do Cerrado
podem ser adaptacdes na sintese de metabolitos secundarios. Enquanto nos biomas mais imidos
predomina a via do acido chiquimico para a producdo de biomassa de lignina (composto das
membranas celulares vegetais), nos biomas mais secos o0s precursores desta biomassa parecem
advir, majoritariamente, dos polifenois (ALBUQUERQUE, RAMOS, MELO, 2012).

2.2 Bacaba

A bacabeira (Figura 1) é encontrada predominantemente no bioma da Amazonia e
também do Cerrado, podendo ser encontrada em paises sul-americanos, como a Bolivia,
Venezuela e Peru. Se apresenta como uma palmeira com folhas distribuidas uniformemente

com cerca de 8 metros de comprimento. Os frutos, drupas de coloragcdo negro-violacea de cerca
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de 2 a 3 cm de didmetro com uma polpa carnosa e de espessura fina e uma Unica semente em

seu interior, séo dispostos em cachos grandes e robustos (HENDERSON, 1995).

Figura 1. Bacabeira e cacho de bacabas.
Fonte: EMBRAPA, 2005

A espécie Oenocarpus distichus Mart. (bacaba-de-leque) ocorre tanto na Amazonia,
como pode ocorrer nas regides Centro-Oeste e Nordeste, crescendo em areas de solo arenoso
com frequéncia na regido do Taquarucu-Grande, Tocantins (LLERAS, GIACOMETTI,
CORADIN, 1983; SILVA, LOLIS, VIANA, 2016).

Outras espécies de bacaba estudadas sdo a bacaba-verdadeira (Oenocarpus bacaba
Mart.) e o bacabi (Oenocarpus mapora H. Kart.), sendo a primeira mais comum no Para e
Amazonas e a ultima no alto Amazonas e Acre. De todas as espécies se aproveitam os frutos
para extracdo de polpa, 6leo das sementes e extracdo de palmitos de estipes mais jovens, e
também utilizada em ornamentacdo (QUEIROZ, BIANCO, 2009). Apesar de todo seu uso
popular, pouco se encontra na literatura cientifica sobre suas propriedades nutricionais e
funcionais.

A polpa do fruto é consumida in natura, como sucos ou bebidas fermentadas, como por
exemplo, a chicha de bacaba tradicionalmente preparada e consumida por indigenas
(PUERARI, GUEDES, SCHWAN, 2015), ou também, assim como diversos frutos de palmeiras
(dendé, coco, macauba), apreciada na extracdo de 0leos, pois pelo seu método de extracdo ndo
necessitam de refino e por serem potenciais alternativas a 6leos conhecidos, como o azeite de
oliva (CLEMENT, PEREZ, VAN LEUWEN, 2005; SANTOS et al., 2013).
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2.3 Bacaba e potencial antioxidante

A bacaba (Figura 1) apresenta em sua composicdo quantidades apreciaveis de
flavonoides, com destaque as antocianinas, quando comparada com outros frutos. Finco et al.,
(2012) caracterizou o perfil de antocianinas da bacaba por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com destaque para a Cianidina-3-glicosideo. Recentes estudos foram
realizados com o intuito de analisar o potencial antioxidante de frutos (GUIMARAES, 2013;
OLIVEIRA et al., 2011; RUFINO et al., 2010), tendo alguns estudos analisado frutos nativos
do Cerrado (LEAO et al., 2017) e da Amazonia (CANUTO et al., 2010). Neste tltimo, a bacaba
apresentou atividade antioxidante comparével a de outros frutos conhecidos, como a acerola, a

graviola e o tamarindo.

2.4 Radicais livres e antioxidantes

O sistema celular humano e dos animais é alvo constante de danos oxidativos, derivados
reativos do oxigénio ou radiacdo solar ultravioleta (UV), podendo desorganizar estruturas
celulares, por desnaturacdo de proteinas, oxidacdo da camada lipidica das membranas e
organelas e, também, despolimerizacdo de carboidratos estruturais. E podem alcancar o DNA
das células, causando, desde destruicdo a mutagdes celulares (NELSON, COX. 2011,
BARREIROS, DAVID, DAVID. 2006).

As espécies oxidativas se dividem em Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERNs). Ambas podem ser produzidas em quantidades infimas na
respiracdo celular ou produzidas em quantidades significativas como resposta das células de
defesa frente a um processo inflamatério, como método de destruicdo a patdgenos (DEVLIN,
2011).

S&o lesbes cumulativas que podem levar anos para se manifestar, havendo muitas
patologias relacionadas a danos oxidativos como alguns tipos de canceres, doencas
cardiovasculares como a formacao de placas de ateroma e algumas doengas neurodegenerativas,
como o mal de Alzheimer. Apesar disso, um excesso de antioxidantes pode ser tdo deletério
guanto, uma vez que os radicais livres também promovem destruicdo de células neoplasicas e
microrganismos patogénicos (BARBOSA et al., 2010; RECZEK, CHANDEL, 2017).

O organismo humano possui um sofisticado sistema de defesa contra estas espécies
oxidativas, que inclui o sistema enzimatico, (através das enzimas Superdxido Dismutase,

Catalase e Glutationa Peroxidase) e o ndo enzimatico (através das vitaminas C e E),
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responsaveis pela neutralizacdo destas espécies radicalares (CHAMPE, HARVEY, FERRIER,
2010).

2.5 Metabadlitos secundarios e atividade antioxidante

Todos os seres vivos realizam inimeros processos metabdlicos, vivendo em constante
anabolismo e catabolismo, no qual sdo originados aminoacidos, glicidios, lipideos e outras
biomoléculas vitais, que sdo conhecidos como Metabolitos Primarios. Paralelo a isto, em
plantas e alguns micro-organismos, ocorre 0 Metabolismo Secundéario, com a formacédo de
compostos com funcdo especifica, que vado desde a atracdo de polinizadores e fatores de
crescimento vegetal, quanto a protecdo contra herbivoros, fotoprotecdo e antioxidante
(DEWICK, 2002; SIMOES, 2010).

Tais plantas foram e continuam a ser exploradas pelo ser humano ao longo da histéria
devido a seus efeitos terapéuticos. Muitas plantas tém efeitos conhecidos desde a antiguidade,
seja como terapéutico ou toxico. Com o avanco da ciéncia tais compostos vém sendo elucidados
e explorados pela industria farmacéutica (GERTSCH, 2009) para a producdo de novos
farmacos.

Além dos compostos com atividade farmacoldgica, existem o0s compostos que sdo
explorados pelo seu potencial nutricional e funcional como os antioxidantes. Os polifenois
(flavonoides, lignanas), carotenoides e glicosinolatos presentes nos alimentos de origem vegetal
também sdo capazes de exercer funcdo antioxidante, atuando sinergicamente com o0s sistemas
presentes no organismo. Também promovem modulacdo de enzimas de detoxificacao,
atividade antimicrobiana e conferem um certo grau de fotoprotecdo, quando estdo presentes na
alimentacdo humana. Nos vegetais, estdo relacionados com prote¢do contra radiacdo UV,
atracdo de polinizadores, dentre outros (HORST, LAJOLO, 2012).

Alguns frutos apresentam boa atividade antioxidante como o acai, a acerola e o caju,
sendo componentes dietéticos importantes, tanto na oferta de nutrientes, quanto fitoquimicos
antioxidantes, podendo ser tdo efetivos quanto suplementos isolados desses compostos, bem
como mais viaveis economicamente (MELO et al., 2008). Uma dieta equilibrada, que fornega
uma minima quantidade de nutrientes, fibras e fitoquimicos antioxidantes, pode modular
respostas organicas importantes, como a manutencdo de niveis séricos basais de mediadores
inflamatdrios e da insulinemia (CHAVES et al., 2013)

Além disso, o isolamento e reconhecimento de fitoquimicos em alimentos de origem

vegetal vem ganhando espaco e compostos isolados vem sendo avaliados pela industria de
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alimentos como substitutos economicamente viaveis e com apelo nutricional em substitui¢do a
aditivos quimicos j& usados, como por exemplo, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por
antioxidantes naturais (DEL RE, JORGE, 2012).

2.6 Testes de atividade antioxidante

Atualmente existem diversos métodos que a literatura dispbe para analisar as
propriedades antioxidantes de produtos naturais, como frutos e ervas medicinais, no qual sao
observadas a capacidade dos mesmos em neutralizar os radicais livres e interromper a
propagacao do processo oxidativo (FRANKEL, FINLEY, 2008).

Os métodos mais comuns sdo o0s espectrofotométricos, que sao testes in vitro onde se
avalia a capacidade de impedir reacbes oxidativas de compostos através da leitura
espectrofotométrica, sendo o composto estudado comparado a uma substancia pura com
atividade antioxidante conhecida (ALVES et al. 2010). Tais métodos visam avaliar o poder de
sequestro de radicais livres (teste do DPPH e do ABTS), reducdo e estabilizacdo de ions
metalicos, como o ferro (teste FRAP, teste do Ferricianeto) e cobre (CUPRAC) e potencial de
protecdo contra peroxidagdo lipidica de membrana celular (teste da autoxidacdo do &cido
linoleico/betacaroteno e teste TBARS) (RUFINO et al., 2006; CHEN et al., 2013; GHANI et
al., 2017).

O método de quantificacdo de fenois totais ndo é diretamente uma analise de atividade
antioxidante, mas permite estimar o conteudo de fenois totais através da oxidacéao das hidroxilas
de compostos fendlicos, formando os anions fenolato, por intermédio do reagente de Folin-
Ciocalteau em meio alcalino. Com isso, ocorre a reducdo dos &cidos fosfotungstico e
fosfomolibdico do reagente, alterando a coloracdo, de amarelo claro, a tons de anil (ANGELO,
JORGE, 2007; SOUSA et al., 2007). As absorbancias obtidas por espectrofotometria sdo
interpoladas em uma curva de calibragdo obtida com composto fendlico conhecido, como o
acido galico, acido tanico ou catequina (AGBOR et al., 2014).

O método de sequestro de radicais livres se baseia na capacidade do composto estudado
em sequestrar radicais livres, atraves do uso de solucdo alcoolica do radical livre artificial
DPPH (2-2-difenil-1-picril-hidrazila), de coloragdo fortemente violeta que, a medida que se
estabiliza, formando o composto DPPH-H, torna-se amarelo-palido. Quanto mais clara se tornar
a solugdo, maior a atividade de sequestro. O meio alcoolico se faz necessario para estabilizar o
radical, facilitando sua interacdo com compostos capazes de doar &tomos de hidrogénio ao
mesmo, neutralizando-o (ALVES et al., 2010; OLIVEIRA, 2015).
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J& 0 método do poder redutor do ion férrico se baseia na habilidade do composto
estudado em reduzir os ions férricos para ions ferrosos, indicando a presenca de componentes
que reduzem (neutralizam) alguns radicais livres, a exemplo dos compostos fenolicos.
Entretanto esta reacdo indica a capacidade redutora, ndo quantificando compostos fenolicos,
como o método de Folin-Ciocalteau, pois outros compostos ndo fendlicos, que reduzem o ion
férrico, também podem apresentar redugéo dos radicais livres, como os grupos tidis (BERKER
etal., 2012; BERKER et al., 2010; SANTOS et al., 2007).

2.7 Plantas, frutos e toxicidade

O uso de plantas no tratamento de enfermidades transcende os anos e, com isto, existem
as mais diversas formas de se indicar seu uso tais como na forma de chas, macerados, sumo dos
frutos, etc. Entretanto, uma atividade toxica muitas vezes permanece desconhecida pela
populagdo uma vez que estes creem que por serem oriundos de plantas ndo possuem efeitos
toxicos, embora existam exemplares bem conhecidos na natureza que sdo altamente venenosos
(SIMOES et al., 2010; CHANG et al., 2016,).

Em muitos paises em desenvolvimento, inclusive, grande parte da populacdo depende
desses recursos para os cuidados com a salde, pelo seu fécil acesso e baixo custo, comparado
aos cuidados da medicina convencional. Também acaba sendo a Unica opcéo de alguns grupos
étnicos e comunidades. Porém os estudos sobre efeitos toxicos de ervas e frutos consumidos
pela populacdo ainda sao escassos, sendo essa uma preocupacao que surgiu mais recentemente,
devido a associagdes de possiveis efeitos adversos, como hepato e neurotoxicidade associados
a seu consumo (TEIXEIRA et al., 2003; MACIEL et al., 2002).

Mediante a isto, 0s ensaios toxicoldgicos se fazem necessarios para investigar a presenca
de efeitos deste porte. E os testes toxicoldgicos in vitro sao testes capazes de mostrar possiveis
efeitos adversos com a vantagem de substituir ou reduzir o uso de animais, ou utilizar outra
espécie de seres vivos, como, por exemplo, testes que usam culturas de células e tecidos,

culturas microbianas, alguns tipos de vegetais e microcrustaceos (CAZARIN et al., 2004).
2.8 Teste em raiz de Allium cepa
Inicialmente proposto por Levan (1938), onde foram estudados os efeitos da colchicina

na interferéncia da divisdo celular, posteriormente adotado por Fiskejo (1993), que foi o

primeiro a padronizar este método em testes ambientais. Cebolas, com tamanhos uniformes,
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livres de danos e sem o aparecimento de folhagem. Sendo este um dos fatores a ser analisado,
que é o crescimento, ou ndo, das folhas.

Apds serem colocadas para crescer em meio contendo o composto a ser estudado por
tempo predefinido (Figura 2), as raizes sdo mensuradas e contadas, e células meristematicas séo
visualizadas por microscopia éptica, onde sdo avaliados efeitos aneugénicos, clastogénicos e
aberracbes cromossémicas (MENEGUETTI et al., 2011). S&o testes que apresentam boa
correlagdo com outros testes conhecidos, como o teste de microndcleo em medula dssea de
ratos, sendo uma alternativa a este (BAGATINI, SILVA, TEDESCO, 2007)

Figura 2. Teste em raiz de Allium cepa / Cebolas em contato com extrato.

Fonte: Arquivo pessoal.

Também sdo calculados os indices Relativos de Crescimento e indice de Germinagao
das cebolas, avaliando a capacidade do composto avaliado em interferir no crescimento
radicular (YOUNG, 2012).

2.9 Teste de toxicidade com Artemia salina

Um dos métodos alternativos amplamente utilizados em triagem de substancias de
origem vegetal é o método que utiliza a Artemia salina (Figura 3), um microcrustaceo da ordem
Anostraca, utilizado na alimentacdo de peixes e camarbes por seu alto valor nutritivo. E
utilizado em testes de toxicidade de substancias vegetais, ja que € um método simples, de baixo
custo e facil manuseio (OECD, 2004). Foi estabelecida uma relagéo entre o grau de toxicidade
e a concentracdo letal média, DLso, de extratos de plantas sobre microcrustaceos Artemia
Salina, considerando que quando verificados valores acima de 1000 pg/mL e ndo havendo

morte acima de 50%, estes sdo considerados atéxicos. Diversos trabalhos vém correlacionando
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a toxicidade sobre Artemia Salina com atividades antifungica, viruscida, antimicrobiana,
tripanossomicida e parasiticida (MEYER et al., 1982; MAIWORM et al., 2008).

Figura 3. Nauplios de Artemia salina eclodidos / placa de Petri contendo nauplios de Artemia salina.
Fonte: A — FREITAS, 2008 / B: Arquivo pessoal.

2.10 Fragilidade osmotica

As membranas celulares contam com mecanismos que controlam sua fluidez e
estabilidade, devendo haver um equilibrio para, assim, serem preservadas suas propriedades.
Algumas moléculas (conhecidas como Osmolitos) podem alterar este equilibrio. E as hemacias
sdo as mais numerosas células sanguineas e estdo expostas a forgas de cisalhamento capazes de
romper sua membrana. Neste sentido, o teste de fragilidade osmética (Figura 4) verifica a
capacidade de algum composto quimico, em diferentes concentrac@es de cloreto de sodio, em

interferir na membrana dos eritrécitos, causando sua ruptura (CUNHA et al., 2007).

Figura 4. Ensaio de Fragilidade Osmotica / Laminas de esfregago sanguineo.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Das vérias padronizagdes que existem deste teste, inclusive recomendada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é a observacédo da absorbancia de luz UV, gracas
a hemoglobina liberada na ruptura das hemaécias, indicando possiveis danos do composto
estudado sobre os eritrécitos (ANVISA, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi de avaliar, através de testes in vitro, a atividade antioxidante,
bem como toxicoldgica, do extrato aquoso da bacaba-de-leque (Oenocarpus distichus Mart.).

3.2 Objetivos especificos

- Analisar o potencial antioxidante da bacaba, através de testes de Poder redutor do ion

férrico, quantificacdo de fenois totais e sequestro do radical livre DPPH;

- Avaliar potencial toxicoldgico da bacaba por meio da inibi¢do do crescimento de raiz
de Allium cepa, teste da Artemia salina e teste de Fragilidade eritrocitaria osmotica.
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Avaliacdo da atividade antioxidante e ensaios toxicologicos de bacabas (Oenocarpus
distichus Mart.).

CLEMENTE, R.C.;' PEREIRA, R.J.;: NASCIMENTO, G.N.L.!

1. Laboratorio de Ciéncias Basicas e Saude, Universidade Federal do Tocantins. Quadra
109 norte, Av. NS-15, ALCNO 14, Palmas/TO. CEP: 77001-090. *castilho@uft.edu.br

RESUMO: O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e possui uma grande biodiversidade
de fauna e flora. Das espécies vegetais, muitas sdo de arvores frutiferas, cujos frutos sdo bem
conhecidos e apreciados pela populacdo regional. Um desses frutos é a bacaba-de-leque
(Oenocarpus distichus Mart.), utilizada tanto in natura, como no preparo de geleias, bebidas
fermentadas e na extracdo de 6leos. O objetivo desta pesquisa foi analisar o potencial
antioxidante e toxicoldgico do extrato aquoso dos frutos descarogados de bacabas colhidas no
municipio de Palmas/TO, por meio dos testes de poder redutor do ion férrico, quantificacdo de
fendis totais, sequestro de radicais 1-1-difenil-2-picril-hidrazila, fragilidade osmoética
eritrocitaria, inibicdo de crescimento de raizes de Allium cepa e teste de toxicidade com Artemia
salina. Os resultados mostraram que a atividade toxica foi muito baixa nos eritrocitos e mostrou
baixa taxa de toxicidade para os nduplios de Artemia salina, mas inibiram significantemente o
crescimento das raizes de Allium cepa. Nas analises antioxidantes os extratos mostraram um
baixo conteddo de fendis totais e baixa atividade sequestrante de radicais livres, porém mostrou
elevado poder redutor. Conclui-se que, neste estudo, que o extrato aquoso de bacaba néo
apresentou atividade tdxica, mas também ndo apresentou atividade antioxidante satisfatoria.

Palavras-chave: Atividade antioxidante, analise toxicoldgica, compostos fenolicos.

ABSTRACT: Antioxidant activity avaliation and toxicologic tests of bacaba fruits
(Oenocarpus distichus Mart.) harvested on Palmas/TO.

Cerrado (Brazilian savannah) is the second greater Brazilian biome and has a great biodiversity,
such as fauna and flora. Of vegetable species, much of them are fruit trees, whose fruits are
very known and appreciated by regional population. One of these fruits are bacaba (Oenocarpus
distichus Mart.), used such in natura, as in prepare of jams, fermentable beverages and oil
extraction. The aim of this research was to analyze the antioxidant and toxicological proprieties
of the aqueous extract of the unseeded fruits of bacabas harvested in the county of Palmas, state
of Tocantins, Brazil, by the mean of the tests of Reducing Power of ferric ion, total phenolic
content, sequestration of 1-1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl radical, osmotic erythrocitary
fragility, Allium cepa radicular growth inhibition and Artemia salina’s toxicity test. The results
showed that was a very low toxic activity with the erythrocytes and a reduced mortality rate
with the Artemia salina nauplii, but there was a significant inhibition on the Allium cepa
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radicular growth. In the antioxidant analysis, the extracts showed a low content of total
phenolics and a low free radicals sequestration, but showed an elevated reducing power. We
can conclude that, on the research the bacaba’s aqueous extract did not presented toxic activity,
but also did not present satisfactory antioxidant activity.

Key words: Antioxidant Analysis, Toxicological Analysis, Phenolic Compounds.

INTRODUCAO

O cerrado € um bioma brasileiro biodiversificado, segundo maior da América latina, no
qual mais de 4400 espécies endémicas de plantas foram identificadas. Dentre estas espécies
encontram-se arvores frutiferas cujos frutos sdo bem conhecidos e apreciados na alimentacao
das comunidades locais (MYERS et al., 2000; SANO et al., 2010).

Sé&o frutos com bom teor nutricional, contendo vitaminas A, C, E e minerais, como
zinco, selénio e magnésio. Além disso pesquisas vem demostrando a presenca de compostos

bioativos de interesse terapéutico importantes para a saude humana (BAILAO et al., 2015).

A bacaba é um fruto de uma palmeira, se apresentando como drupas violéaceas,
encontrado no cerrado e também na Amazodnia. Apresenta alto conteldo de lipideos,
carboidratos e fibras, bem como compostos bioativos (SANTOS, ALVES, ROCA, 2015;
GUIMARAES, 2013). Dentre os compostos bioativos, os flavonoides ganham destaque em sua
composicdo (FINCO et al, 2012; CARVALHO et al., 2016).

Os estudos de Santos e colaboradores (2013) e Canuto e colaboradores (2010)
mostraram uma boa capacidade antioxidante da bacaba quando comparada com outros frutos
da regido. Porém os resultados podem ser diferentes quando se avaliam espécies diferentes do
mesmo fruto (HERNANDEZ-CARRION, HERNANDO, AQUILES, 2013). E sabido que,
dependendo da regido aonde o fruto é colhido a quantidades de compostos bioativos presentes
podem variar (PENAS et al., 2011; CARUSO et al., 2015).

Né&o foram encontrados estudos sobre os efeitos toxicos da bacaba, e os estudos sobre a
atividade antioxidante acima citados foram feitos com extratos alcodlicos do fruto. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi de avaliar a atividade antioxidante, bem como toxicoldgica,
do extrato aquoso da bacaba-de-leque (Oenocarpus distichus Mart.), sendo o extrato aquoso
uma das formas mais usadas e de facil preparo pela populagdo (como na forma de sucos, por

exemplo).
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MATERIAIS E METODOS

Preparo da matéria prima: Os frutos de bacaba-de-leque (Oenocarpus distichus Mart.)
utilizada neste estudo foram colhidos maduros. Foi verificado a auséncia de danos mecénicos
e contaminacdo visivel do epicarpo. Apos serem selecionados, foram higienizados em solucao
de hipoclorito de sodio (200 mg/L) por 15 minutos e enxaguados em agua corrente. Apos isto,

foram mantidos congelados em freezer a -18°C até seu uso.

A espécie Oenocarpus distichus (Mart.) foi identificada através da confeccdo de
exsicata depositada no Herbario do Departamento de Biologia da Fundagdo Universidade do
Tocantins (UNITINS), sob o nimero 5870.

Em momento prévio a realizacdo das analises os frutos foram descongelados em &gua
aquecida (~80°C), descarocados manualmente e a polpa foi separada para o preparo do extrato
aquoso. Em seguida foi feita a filtragdo com peneira fina para a remocéo dos residuos maiores
e, posteriormente filtracdo a vacuo com funil de Buchner e papel filtro para remocgdo das
particulas menores. As concentracdes dos extratos aquosos foram de 0,03g/mL, 0,06 g/mL e
0,13g/mL, respectivamente, para os testes de toxicidade e fendis totais, enquanto no ensaio de
poder redutor foi utilizada apenas extrato na concentracao de 0,13g/mL (maior concentracéo),

uma vez que a metodologia utilizada ndo exige o uso de varias concentracdes.

Todos os ensaios antioxidantes e toxicoldgicos foram realizados no Laboratério de
Ciéncias Baésicas e Saude (LACIBS) e as bacabas-de-leque foram mantidas congeladas no
Laboratério de Técnica Dietética do Complexo Laboratorial de Nutricdo, ambos da
Universidade Federal do Tocantins (UFT).

Fragilidade Osmdtica: Este teste, adaptado de Mayworm et al., (2008) visa avaliar o
potencial hemolitico do extrato aquoso da bacaba. Amostras de sangue humano (1000 ul) foram
dissolvidas com 1000 pl de cada concentragdo dos extratos de bacaba (grupo teste) ou apenas
agua destilada (grupo controle), ambos contendo solucéo de NaCl a 0,9% (m/v) e incubadas a
37°C por 1 hora. Em seguida foram submetidas a centrifugagdo a 1500 rpm por 10 minutos,
retirado o sobrenadante e adicionado 500 ul de NaCl (0,9% m/v), submetendo a centrifugacédo
novamente, repetindo o processo por mais 2 vezes para a retirada do excesso de extrato. Por
fim, aliquotas de 50 ul de cada uma das concentragcdes foram adicionadas a tubos contendo
0,12%, 0,24%, 0,48%, 0,60%, 0,72% e 0,9% de NaCl (m/v), respectivamente, incubadas a 37°C

por 30 minutos, centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e submetidas a leitura da absorbancia,
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em espectrofotbmetro, a 540 nm. Apds isto foi realizado o esfregaco sanguineo das amostras e
analisados por microscopia Optica para a analise morfologica da membrana dos eritrdcitos,
verificando a presenca de hemacias crenadas, esquizocitos ou hemaécias espiculadas. O uso de
sangue humano em pesquisas no LACIBS foi aprovado pelo Conselho de Etica e Pesquisa,
parecer n® 066/2013.

Teste de crescimento de raiz de Allium cepa: Foi realizado a metodologia proposta por
Meneguetti (2011) com adaptagdes. Foram utilizadas cebolas (Allium cepa) de tamanho médio
e uniforme, da mesma origem, ndo germinadas e saudaveis, que foram postas para germinar em
frascos de 50 ml, seguindo duas etapas. A primeira etapa consistiu em colocar todas as unidades
de cebolas em 50 ml de 4gua destilada durante 48 horas, em incubadora B.O.D. a 25°C, para
inicio de crescimento das raizes. A segunda etapa consistiu em colocar as cebolas em frascos
contendo 50 ml de extrato de bacaba, nas diferentes concentragdes citadas (grupo teste) e outro
grupo em 50 ml de agua destilada (grupo controle) em incubadora B.O.D. a 25°C. As raizes
foram contadas e medidas ap6s 48 horas (no momento da troca do meio de crescimento) e

novamente ap6s 96 horas, usando régua e lente de aumento.

Os dados de nimero e comprimento das raizes foram usados para calcular o indice
Relativo de Crescimento e Indice de Germinag#o, propostos por Young et al., (2012), através

das equacoes:

RGI =RLS/RLC

Onde RLS é o comprimento de raiz das amostras e RLC é o comprimento de raiz do controle
Os resultados sdo baseados em 3 categorias, de acordo com os efeitos observados:

- Inibicdo do crescimento (1): 0<x>0,8

- Nenhum efeito significativo (NES): 0,8 <x > 1,2

- Estimulacdo do crescimento de raiz (S): x > 1,2

Onde x € o valor obtido por RGI.

Teste da Artemia salina: Este ensaio seguiu a metodologia adaptada de Mirzaei &
Mirzaei (2013), seguindo as normativas da OCDE (2004). Ovas de artémia (Artemia salina)
foram postas para eclodir em meio aquoso contendo 1 L de agua destilada e 30 g de sal marinho

(dgua marinha artificial) com pH ajustado para 9,0 e iluminagéo continua por 72 horas, sob
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temperatura de 27 a 29°C. Apo6s eclodirem, os nauplios de artémia foram coletados (10
unidades) e dispostas em placas de Petri, cada uma contendo 0,5 ml dos extratos, nas suas
diferentes concentragdes (0,03 g/mL, 0,06 g/mL e 0,13 g/mL respectivamente) e completando
para 5 ml com &gua marinha artificial. Como controle foram colocados nauplios em agua
marinha artificial sem extrato diluido. Feito isto, as placas foram cobertas e colocadas em
ambiente livre de luz por 24 horas e, depois, foram contados o nimero de nduplios mortos. Os
nauplios que permaneceram imoveis por até 10 segundos foram considerados mortos.

A taxa de mortalidade foi estimada com base no nimero de nauplios mortos, através da
seguinte equacéo:

% mortalidade = (dteste — dcontrole / Acontrole) x 100 onde dteste significa o nimero
de naduplios mortos no grupo experimental, dcontrole significa 0 nimero de nduplios mortos
no grupo controle e Acontrole significa o nimero de nauplios vivos no grupo controle.

Quantificacdo de Fenois Totais: Foi utilizada a metodologia descrita por Singleton &
Rossi (1956) adaptada por Bonoli et al., (2004). Aliquotas de 0,1 ml do extrato aquoso foi
diluida em 0,5 ml do reagente Folin-Ciocalteau e, posteriormente acrescentados 6 ml de agua
destilada, sendo submetido a agitacdo em vortex por 1 minuto. Feito isso, foi adicionado 2 ml
de solucéo de carbonato de sédio a 15%, sendo novamente submetido a agitagdo em vortex por
30 segundos e, logo apos, teve seu volume completado para 10 ml com &gua destilada. Apos
repouso ao abrigo da luz por 2 horas, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 750 nm,

usando como “branco” todos os reagentes, exceto o extrato.

O teor de fendlicos totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
comparada a uma curva de calibracdo feita com acido galico nas concentrac@es de 10 a 350
ug/ml e expressos como mg equivalentes de acido galico (EAG) por grama de extrato. A
equacdo da reta obtida foi Y = 0,002703* X-0,02577 (regressédo linear) e o coeficiente de
determinacéo (R?) foi de 0,9939.

Poder Redutor (teste do Ferricianeto): Este ensaio foi realizado conforme metodologia
descrita por Oyaizu (1986) adaptado por Abrahdo (2007). Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram
diluidas em 1 mL de etanol absoluto e transferidas para tubo de ensaio contendo 2,5 mL de
tampdo fosfato (0,2 M pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a 1% (m/v). A mistura foi
incubada em banho-maria a 45°C, por 20 minutos. Aliquotas de 2,5 mL de acido tricloroacético
a 10% (m/v) foram adicionadas ao tubo de ensaio, com posterior agitacdo. Em seguida, foram
transferidas para outro tubo aliquotas de 2,5 mL desta solugdo, no qual foram adicionados 2,5

mL de &gua destilada e 0,5 mL de Cloreto Férrico a 0,1% (m/v) com posterior agitacdo. A
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leitura das absorbancias foi realizada a 700 nm. O aumento da absorbancia indica 0 aumento
do poder redutor. A atividade redutora dos extratos foi expressa como porcentagem de inibigéo

em comparacdo ao BHT e acido L-ascérbico, respectivamente, usados como padréo.

Sequestro de radicais livres pelo radical DPPH: A avaliacdo quantitativa da atividade
antioxidante foi realizada monitorando-se o consumo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) pelas amostras, atraves da medida do decréscimo da absorbancia de solucdes
de diferentes concentragdes. As medidas foram feitas em espectrofotometro, a 515 nm, tendo
como controle positivo o &cido L-ascorbico e o BHT, seguindo a metodologia proposta por
Brand-Willians et al., (1995), com a adaptacdo de Pereira et al., (2012).

Inicialmente foram preparados 50 ml de solucdo estoque de DPPH em metanol, na
concentracdo de 40 png/ml, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas diluices
de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 ug/ml. A curva analitica foi construida a partir dos valores da
absorbancia a 515 nm de todas as solugdes, tendo como o “branco” o metanol. As medidas de

absorbancia foram efetuadas em triplicata.

Solucdes do extrato e do controle positivo em metanol foram diluidas nas concentracfes
de 250, 200, 150, 100, 50, 25 e 1 ug/ml. As leituras das absorbancias das misturas reacionais
(0,3 ml da solucdo da amostra ou do controle positivo e 2,7 ml da solucéo estoque de DPPH na
concentracdo de 40 pug/ml) foram realizadas a 515 nm no 1° minuto e apds 1 hora. A mistura de
metanol (2,7 ml) e da solu¢do metandlica do extrato (0,3 ml) foi utilizada como “branco”, sendo
feito um tubo “branco” para cada concentragdo. Foram realizadas analises em triplicata para

cada uma das concentracdes.

A partir da equacdo da curva analitica de DPPH e dos valores de absorbancia no tempo
de 1 hora, para cada concentracdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH

remanescentes (%DPPHREM), conforme a equagdo 1:

%DPPHREM = [DPPH]T=t / [DPPH]T=0 x 100

Onde:
[DPPH]T=t corresponde a concentracdo de DPPH no meio, apds a reacdo com o extrato;

[DPPH]T=0 ¢ a concentracao inicial de DPPH, ou seja, 40 ug/ml (100 umol/ml)
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A concentragdo eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% (CE s0), foi determinada a partir de uma curva
exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na abscissa as concentragdes da amostra
(ug/ml) ou do controle positivo e da ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente
(%DPPHREM).

Os valores de absorbancia em todas as concentracfes testadas, no tempo de 1 hora,
foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA%), determinada pela

equacéo 2:

%AA = {[Abs|Controle-(Abs|Amostra-Abs|Branco)]x100}/Abs|Controle

Onde:
Abs/Controle € a absorbancia inicial da solugdo metanolica de DPPH
Abs/Amostra é a absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra).

Andlises Estatisticas: Todas as andlises realizadas seguiram um delineamento
inteiramente casualizado, tendo trés repeticdes para cada ensaio, cada um feito em triplicata.
Os dados obtidos foram agrupados e analisados através de estatistica descritiva, e para
comparacao entre médias foi utilizada Analise de Variancia— ANOVA, de dois fatores, seguido
de teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os célculos das curvas de calibracdo e as
andlises estatisticas foram feitas através do software Microsoft Office Excel® 2013 e o

programa estatistico Graph Pad Prism ® 6.0.

RESULTADOS e DISCUSSAO

A fim de atestar a seguranca do uso popular da Bacaba foi utilizado o extrato aquoso
nas concentragdes de 0,03; 0,06 e 0,13 g/mL para mimetizarmos o uso desta fruta na forma de

polpa ou suco e realizado primeiramente o teste de fragilidade osmética (FO) (Figura 1).
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Figura - 1. Fragilidade osmética de amostras de sangue tratadas e ndo tratadas com extrato
aquoso de Oenocarpus distichus Mart. (0,03; 0,06 e 0,13 g/mL).*

@ Controle
0,03 g/mL
@ 0,06 g/mL

ABS.

#* 0,13 g/mL

% NacCl

*: Leitura realizada em 540nm. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais e controle
através do Teste de Tukey (p<0,001).

Logo houve um maior grau de hemolise apenas nas concentracdes de 0,12% e 0,24%,
respectivamente e ndo havendo diferenca significativa, porém, entre as demais concentracdes e
o grupo controle (p>0,05). E sabido que menores concentraces de NaCl podem causar ruptura
das hemécias, ja que estas sdo altamente sensiveis a meios hipoténicos (MAIWORM et al.,
(2008). Porém dentre as concentracdes de 0,48% a 0,9% houve queda abrupta na hemdlise das
mesmas, indicando que o efeito causador da alta hemolise observada pode ter sido a baixa

concentragédo de NaCl.

Também pode se observar no grafico acima que ndo houveram diferencas significantes
nas diferentes concentracOes de extratos utilizadas quando comparadas com o grupo controle,

ou comparados entre si.

A figura abaixo (Figura 2) reforca esta afirmacdo, ilustrando as diferengas entre as
médias das absorbancias obtidas no teste de FO para as diferentes concentracdes dos extratos e
0 grupo controle. Pode-se observar que ndo houve diferenca significante entre os grupos, e que
0s extratos, em suas diferentes concentracfes, tiveram efeito semelhante sob as hemacias,

quando comparados entre si ou com o grupo controle.
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Figura 2. Diferencas entre as médias dos grupos no teste de Fragilidade Osm@tica. *

0,06 g/mL -0,13 g/mLq | o |
0,03 g/mL -0,13 g/mL- F o |
0,03 g/mL - 0,06 g/mL" | °- 1
Controle - 0,13 g/mL i & i
Controle - 0,06 g/mL L ® |
Controle - 0,03 g/mL A k & |
I i 1 I 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

*: Diferengas entre as médias calculadas das absorbancias dos 03 grupos de extratos e o grupo
controle, pelo teste Tukey, ilustrando que ndo houveram diferengas significantes entre os grupos
de extrato e o grupo controle.

Através destes dados pode-se afirmar que, neste estudo, os extratos de bacaba nédo
provocaram efeitos tdxicos significantes sobre as hemécias quando utilizamos concentracfes

similares aquelas utilizadas pela popula¢do quando do uso de sucos desta fruta.

Em um estudo realizado por Cunha et al., (2016) utilizando extratos etandlicos de
pitanga (Eugenia uniflora L.) ndo foi observado diferenca significante no grau de hemolise
entre as diferentes concentragdes dos extratos, comparando com o controle. Da mesma forma,
Barbosa-Filho et al., (2014) também observaram efeitos similares em seu estudo com extratos
de caju (Anacardium microcarpum L.), ou seja, ndo houve alteracdo significante no grau de
hemolise entre as diferentes concentracbes dos extratos utilizados em relacdo ao grupo controle

(p<0,05). Estes estudos reforcam a seguranca do consumo destas frutas pela populagéo.

Ja no estudo de BARROS et al., (2016), no qual foram analisados propriedades
hemoliticas dos 6leos essenciais de pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) e canela-de-Ceildo
(Cinnamomum zeylanicum) foi observado que em concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL,
respectivamente, foram responsaveis pelo aumento da taxa de hemélise (P<0,001), enquanto o
6leo de pimenta-de-macaco, em concentracdes até 35 ng/mL mostrou um efeito oposto, ou seja,

uma diminuigdo da taxa de hemolise, em relacdo ao grupo controle (P<0,01).
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Para o teste com a raiz de cebola o célculo do indice Relativo de Crescimento (RGI) das
raizes de Allium cepa (Figura 3) postas em contato com 0s extratos todos 0s extratos
provocaram inibicdo no alongamento das raizes, considerando que um RGI menor que 0,8

ilustra inibicdo do crescimento radicular, conforme Young et al., (2012).

Figura 3: indices Relativos de Crescimento (RGI) das raizes de Allium cepa dos grupos tratadas
e ndo tratadas com extrato aquoso de Oenocarpus distichus Mart. (0,03; 0,06 e 0,13 g/mL). *

1.507
Hl Controle
1.251 0,03g/mL
M o.06g/mL
1.004
— 0,13g/mL
O 0.754
x
0.501 _I_ |
0.254
0.004
\Qr \%Z \Z \%
\'&0 Q\é\ Q\é\ Q\é\
o Q? ° N
< Q" Q" N
Extratos

*: Médias + Desvio-padrdo dos indices Relativos de Crescimento (RGI) das raizes de Allium cepa dos grupos de
extratos e controle. Valores menores que 0,8 indicam que houve inibicdo do crescimento das raizes. Houve
diferenca significante comparando os extratos em relacdo ao grupo controle pelo teste de Tukey (p<0,05), mas néo

houve diferenca quando comparados entre si.

Entretanto, ndo houveram diferencas entre as concentracdes testes, ou seja, todas elas
exibiram efeito similar de inibicdo de crescimento, indicando que a inibicdo de crescimento das
raizes ndo foi dose-dependente. Martins et al. (2016) encontrou resultado semelhante, em seu
estudo usando infusos (chas) de diferentes partes da planta Goiaba-de-anta (Bellucia
grossularoides L.), espécie de planta invasora da Amaz6nia, também usada na medicina
popular, em diferentes concentragfes. Foi observado que todas as amostras provocaram

inibicéo significante do crescimento das cebolas (p<0,05).

O teste toxicologico em raiz de Allium cepa apresenta maior aplicabilidade para
avaliacdo toxicoldgica em aguas residuais ou para avaliar a atividade citotoxica e genotoxica
de substéncias, como alguns solventes ou farmacos (RANK, 2003; LEME, MARIN-
MORALES, 2009; LUTTERBECK et al., 2015). Entretanto também é um teste que tem sido
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explorado para a investigacdo de potencial toxico de extratos de plantas (VICENTINI et al.,
2001; TEIXEIRA et al., 2003; BAGATINI, SILVA, TEDESCO, 2007).

Investigando uma atividade antiproliferativa provocada pela bacaba (Oenocarpus
bacaba Mart.) e jenipapo (Genipa americana L.), em ensaios com culturas de células HepG2,
que € um tipo de célula relacionada com tumores hepaticos e altamente estudada neste tipo de
ensaio (WOLFE et al., 2008), Finco et al. (2013) encontraram forte inibi¢cdo da proliferacdo
provocada pelos extratos estudados. Logo podemos sugerir que a Bacaba apresenta potencial
para a inibicdo da replicagdo celular, sendo necessario, entretanto, outras analises com o
propdsito de esclarecer se, de fato, isto ocorre, e como ocorre, deixando mais elucidado este

processo.

Embora observadas diferencas significativas na taxa de mortalidade, o calculo de DLsg
representa um melhor valor para indicar toxicidade, uma vez que este valor nos mostra a dose
letal capaz de provocar a mortalidade de 50% doa nauplios (OECD, 2004) no teste da Artemia
salina (Figura 4).

Figura 4: Curva da taxa de mortalidade dos nduplios de Artemia salina frente a exposi¢éo ao
extrato aquoso de Oenocarpus distichus Mart. (0,03; 0,06 e 0,13 g/mL) por 24h. *
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*: Curva dose-resposta da taxa de mortalidade dos nauplios submetidos aos tratamentos com os extratos. O
gréfico representa as médias + erro padrdo da média dos mesmos. Os extratos na concentracdo de 0,06 e 0,13

g/mL diferiram significantemente do controle pelo teste Tukey (p<0,05 e p<0,001 respectivamente).

A DLso foi obtida plotando-se uma curva-padrdo contendo, nas abcissas, as

concentragOes dos extratos utilizadas e, nas ordenadas, o percentual da taxa de mortalidade
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provocada pelos extratos. Neste estudo, o valor de DLsg foi de 0,410 g/mL, com um coeficiente
de correlagdo R? de 1 (p<0,01). Isto mostra que, embora observado aumento da taxa de
mortalidade dos nauplios com o aumento da concentracdo do extrato, a dose letal calculada é
muito maior que a concentracdo maxima utilizada neste experimento, mostrando a baixa

toxicidade do extrato aquoso da Bacaba.

Fonseca et al. (2013) avaliando o potencial toxico de extratos aquosos de sementes de
frutos do cerrados em nauplios de Artemia salina, encontrou que 0s extratos das sementes de
baru, caja-manga, seriguela, taruma e veludo ndo exibiram atividade toxica, mesmo nas maiores
concentracdes (0,59/mL), ao passo que o0s extratos das sementes de araticum, cagaita, jatoba,
mangaba e tucuma exibiram atividade toxica aos nauplios, sendo o de semente de araticum com

DLso menor (11,7 mg/mL) e o de semente de cagaita com DLso maior (57,0 mg/mL).

Analisando o potencial téxico do tamarindo (Tamarindus indica) em néuplios de
Artemia salina, Khairunnuur et al. (2009) usando extratos aquosos da polpa e das sementes
(0,1g/mL), através de extracdo a quente (40°C, 60°C e 100°C, respectivamente), encontrou DLso

de >1000 pg/mL para o extrato da polpa, sendo considerado ndo toxico. Ja a DLsg das sementes

foi de 26 a 28 ug/mL, sendo considerado de baixa toxicidade.

Para as analises dos teores de fendis totais, os resultados estdo agrupados na Tabela 1
gue mostra as médias dos extratos em diferentes concentracfes, expressos em mg EAG/g de

extrato.

Tabela 1: Teor médio de fenois totais dos extratos expressos em mg de Equivalente de Acido
Galico/g de extrato. *

Concentragédo dos extratos Meédia £ DP (mg
EAG/100g)
0,03g/mL 0,09 + 0,01
0,06g/mL 0,14 £ 0,01
0,13g/mL 0,26 + 0,01

*: Média + desvio padrdo do teor de fenois totais dos extratos em diferentes concentracdes.

Alguns trabalhos encontraram valores superiores ao encontrado em nosso, com valores
entre 1,1 a 125 mg EAG/100g (CANUTO et al., 2010; FINCO et al., 2012; GUIMARAES,
2013; RIBEIRO, 2015; CARVALHO et al., 2016), porém cada estudo utiliza protocolos
diferenciados como o uso de solventes como o metanol e acetona que melhor extraem 0s
compostos fendlicos (ROCKENBACH et al., 2008; MARQUES, VIGO, 2009), além de
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promover sua concentracdo. Justificando assim a diferenga entre os valores encontrados.
Também influencia na composicdo dos frutos as condi¢des climaticas, regides geogréficas,
tempo de exposicao ao sol e composicao de solos, podendo também explicar a diferenca no teor
de compostos bioativos em frutos do mesmo subgénero botanico e cultivar (PENAS et al., 2011;
CARUSO et al., 2015; KUMAR et al., 2017).

Logo a maior concentracdo obtida neste trabalho foi de 0,26 mg EAG/g utilizando o

extrato aquoso e se aproximando do uso que a populacédo faz destes frutos.

A figura seguinte (Figura 5) mostra o percentual de atividade antioxidante (%AA) da
bacaba, obtidos através do teste do sequestro de radicais livres DPPH.

Figura 5: Percentual de Atividade Antioxidante (%AA) do extrato de Oenocarpus distichus
Mart. e dos grupos controle. *
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*: Comparacéo do %AA do extrato de bacaba e dos controles usados neste ensaio.

Observa-se, que o extrato de bacaba obteve uma atividade antioxidante bastante inferior

aos padrdes testados, o BHT e acido ascorbico.

Os resultados deste tipo de ensaio revelam também a CEso, que € a concentragcdo do
extrato capaz de reduzir em 50% o teor de DPPH do meio reacional (OLIVEIRA, 2015). No
entanto, com este extrato, 0 %AA foi téo inferior que, ao se interpolar uma curva de calibragéo,

ndo foi possivel se obter tal dado, pois a curva obtida mostra dados flutuantes.

Baseado na metodologia de Brand-Willians et al. (1995), onde foram testados varios
compostos isolados para avaliar suas propriedades de sequestro de radicais livres, os resultados
foram expressos em %DPPHRem, que é o percentual de DPPH ndo consumido no meio

reacional, bem como interpolagdo da CEsp. Outras metodologias (RUFINO et al., 2007;
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SOUSA et al., 2007) dispdem os resultados em %AA (atividade antioxidante) e, ainda, a
quantidade de fruto (parte comestivel) capaz de reduzir 1 grama de DPPH (dispostos em g de
fruto/g DPPH).

A figura 6 mostra o resultado do teste de poder redutor do extrato de bacaba.

Figura 6: Poder redutor dos extratos de Oenocarpus distichus Mart. e dos grupos controle. *
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*: Médias + DP das absorbancias dos extratos de bacaba e dos padrdes. Houve um aumento do poder

redutor dos extratos comparados com os dois padrdes (p<0,001).

As absorbancias do grupo dos extratos foram muito maiores do que nos grupos controle.
Contrariamente aos ensaios anteriores, a bacaba mostrou um potencial antioxidante maior que
os antioxidantes Acido Ascorbico e BHT, tornando a soluc&o, ora amarelo palido, em tons de

verde azulado, indicando a reducéo do ion férrico do ferricianeto.

Uma possibilidade de justificar esse comportamento do extrato estudado seria a
presenca de outros compostos nao fenolicos que também sdo capazes de reduzir os ions férricos
do ferricianeto, convertendo-o em ferrocianeto, provocando a formacéo do azul da Prassia, ja
gue o mesmo ndo reage seletivamente com compostos fenolicos, podendo reagir com outros
fitoquimicos que ndo apresentam atividade antioxidante, como alguns acidos organicos e tidis

que podem reduzir o ferro, mas ndo séo, de fato, antioxidantes (BERKER et al., 2012).

Em trabalhos investigando o potencial antioxidante do café (Coffea arabica), Abrahdo
(2007) encontrou um poder redutor de 45,5% e 30,2% para os cafés cru e torrado,
respectivamente, comparados com o BHT. Santos et al. (2007) encontrou maior poder redutor
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em amostras de café torrado do que em cafés verdes, porém menor poder redutor em cafés
muito torrados (20,3%) do que em cafés de menor torrefacdo (36,8%), também comparados

com o antioxidante sintético BHT.

CONCLUSAO

Foi possivel mostrar, através deste estudo, que o extrato usado ndo demonstrou atividade
antioxidante satisfatoria. Contudo, também ndo foi encontrado efeito tdxico significante,
mostrando que a bacaba-de-leque, na forma usada pela populacéo, se mostrou potencialmente

Segura para consumo.
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