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POTENCIAL ANTIOXIDANTE E EMBRIOTOXICIDADE DE FRUTOS
E FOLHAS DE Solanum betaceum Cav. EM MODELO ZEBRAFISH
(Danio rerio)

RESUMO GERAL

O tomate de arvore € um importante recurso andino para alimentacdo e uso medicinal e com
grande potencial de cultivo e aceitacdo no Brasil. E um fruto muito versatil, que pode ser
consumido in natura ou processado em diversos produtos alimenticios. Para um bom
aproveitamento da espécie Solanum betaceum no Brasil, sdo necessarios estudos tanto da
composicdo fitoquimica dos frutos produzidos localmente, como de técnicas de cultivo e
adaptacdo da espécie ao clima tropical. Foram avaliados os teores de compostos fenolicos e o
potencial antioxidante de trés diferentes acessos de plantas de tomate de arvore cultivadas no
Brasil, com frutos de cor amarela, vermelha e roxa, que se diferenciaram fitoquimicamente
em relacdo aos mecanismos de acdo antioxidante, o que indica a importancia da conservagéo
do germoplasma dos diferentes acessos. De acordo com os testes realizados, os frutos de
polpa roxa e amarela apresentaram os melhores potenciais antioxidantes, devendo ser
incentivado seu consumo pela populacéo, uma vez que o vermelho é o mais tradicional. Entre
os solventes utilizados, a agua ndo foi um extrator com bom rendimento, entretanto pode ser
gue em um organismo vivo a agua apresente melhor biodisponibilidade dos compostos
fendlicos. Foram avaliados também o potencial antioxidante e os efeitos toxicoldgicos em
embrides de zebrafish dos extratos folhas e frutos de S. betaceum. As folhas de S. betaceum
possuem elevado potencial antioxidante e, ao mesmo tempo, alta toxicidade no
desenvolvimento de embribes de zebrafish. O uso das folhas pela medicina popular é feito de
forma tdpica, assim, provavelmente, os efeitos terapéuticos antiinflamatérios dos compostos
fenolicos podem ser obtidos de forma mais segura do que com a ingestdo da mesma. Os
frutos, que compde a alimentacdo tradicional da populacdo andina, apresentaram menor
atividade antioxidante e efeitos deletérios mais baixos nos embribes. Este trabalho se
configura como uma base inicial de estudos farmacoldgicos da espécie S. betaceum em
modelo animal, possibilitando o planejamento de um estudo futuro sobre o efeito terapéutico
do tomate de arvore.

Palavras-chave: Tomate de arvore. Tamarillo. Radicais livres. Espectrofotometria. indice
teratogénico.



PHENOLIC COMPOSITION, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
EMBRYOTOXICITY OF FRUITS AND LEAVES OF Solanum betaceum Cav.
(TREE TOMATO)

ABSTRACT

The tree tomato is an important Andean resource for food and medicinal use and has great
potential for cultivation and acceptance in Brazil. It is a very versatile fruit, which can be
consumed fresh or processed into various food products. For a good use of the species
Solanum betaceum in Brazil, are studies both of the phytochemical composition of the fruits
obtained locally, as well as of cultivation techniques and adaptation of the species to the
tropical climate. The contents of phenolic compounds and the antioxidant potential of three
different accessions of tree tomato plants grown in Brazil were obtained, with yellow, red and
purple fruits, which differed phytochemically in relation to the mechanisms of antioxidant
action, which indicates the importance of conserving the germplasm of the different
accessions. According to the tests carried out, the purple and yellow pulp fruits have the best
potential antioxidants, and their consumption should be encouraged by the population, since
red is the most traditional. Among the solvents used, water was not a good extractor, however
it may be that in a living organism the water presents better bioavailability of phenolic
compounds. Also taken were the antioxidant potential and toxicological effects in zebrafish
embryos of the leaf and fruit extracts of S. betaceum. Like S. betaceum leaves they have high
antioxidant potential and, at the same time, high toxicity in the development of zebrafish
embryos. The use of leaves by folk medicine is done topically, probably, the therapeutic anti-
inflammatory effects of phenolic compounds can be obtained more safely than with their
ingestion. The fruits, which make up the traditional diet of the eina population, have less
antioxidant activity and lower harmful effects on embryos. This work is configured as an
initial basis for pharmacological studies of the species S. betaceum in an animal model,
allowing the planning of a future study on the therapeutic effect of tree tomatoes.

Keywords: Tree tomato. Tamarillo. Free radicals. Spectrophotometry. Teratogenic index.
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1 INTRODUCAO

Solanum betaceum Cav. (sin. Cyphomandra betacea Sendt.) € uma espécie nativa dos
Andes tradicionalmente cultivada para producdo de frutos destinados ao consumo in natura
em alguns paises da América latina, como Peru, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela. Os
frutos de sabor agridoce sdo conhecidos como tomate de arvore ou ‘tamarillo’ e, além de
serem consumidos frescos, sdo muito versateis e podem ser transformados em sucos, geleias,
doces, saladas, picles, molhos e podem ser cozidos, assados ou grelhados (Acosta-Quezada et
al., 2015; Kinupp & Lorenzi, 2014).

O suco dos frutos maduros de tomate de arvore possui uso pela medicina popular no
Equador, em casos de amigdalite, colesterol alto e dor estomacal (Tene et al., 2007). Na
Colémbia, a polpa dos frutos, depois de cozida em brasas, pode ser usada como cataplasma
para amigdalas inflamadas. Na Costa Rica, os frutos frescos sdo consumidos em jejum em
casos de gripe e também sdo usados como remédio para problemas hepaticos. As folhas de S.
betaceum também sdo consideradas medicinais, sendo aquecidas para uso topico no pescoco,
envolvendo a garganta em casos de inflamacdes das amigdalas, e no peito, para dores anginas
(Bohs, 1989; INTA, 2009).

No Brasil, o tomate de arvore possui um carater exotico e é geralmente cultivado em
quintais sem fins comerciais, caracterizando-se como uma hortalica ndo convencional, e suas
qualidades medicinais, nutricionais e tecnoldgicas sdo pouco conhecidas (Pantoja et al., 2009;
Kinupp & Lorenzi, 2014). Neste trabalho foram avaliados pela primeira vez o potencial
antioxidante e fitotoxicidade de diferentes cultivares de frutos e folhas de S. betaceum
cultivados no Brasil. O tomate de arvore apresenta variagfes em sua composicao fitoquimica
devido a diferencas nas condicbes geograficas e ambientais (Acosta-Quezada et al., 2015), o
que torna importante avaliar plantas cultivadas no pais.

Além disso, ndo foi encontrado nenhum trabalho cientifico que avalie o efeito
terapéutico das folhas e, apesar do largo consumo dos frutos e uso medicinal externo das
folhas por diversas populagdes, estudos sobre a toxicidade do tomate de arvore sdo raros.
Dessa forma, foram feitos dois estudos com a espécie S. betaceum: um que avalia o potencial
antioxidante de trés tipos de frutos com polpas de diferentes cores, provenientes de plantas
cultivadas no Brasil, e outro que avalia o potencial antioxidante das folhas e frutos de polpa
vermelha e seu efeito de toxicidade em embrides de zebrafish.

O potencial antioxidante foi avaliado através de diversos ensaios a fim de se ter uma

melhor representatividade do que ocorre nas células do organismo vivo, onde diferentes



mecanismos de acdo protegem do efeito dos radicais livres. O teste de fitotoxicidade foi
realizado com o modelo animal zebrafish (Danio rerio), uma vez que o teste in vivo esta mais
intimamente correlacionado com a toxicidade em humanos e, de forma mais fidedigna,
incorpora farmacocinética, absorcdo, distribuicdo e metabolismo. Além disso, o zebrafish
apresenta diversas vantagens que favorecem estudos sobre os efeitos farmacologicos de
plantas: tamanho pequeno, ciclo de vida curto, rapido desenvolvimento, fecundidade,
transparéncia dos ovos e embrides que permite observar os 6rgaos internos, sdo animais de

facil manutencéo e comportamento facilmente observavel (Zon et al., 2005).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Solanum betaceum Cav.

Solanum betaceum Cav. pertence a familia Solanaceae e se caracteriza como um
arbusto ereto, perene, sublenhoso, com poucas ramificacOes, altura entre 2,5 a 4,5 m. Possui
folhas simples, alternas, inteiras ou lobadas, de 20-35 cm de comprimento. As flores sdo
androginas, perfumadas, cor de rosa, reunidas em racemos axilares pedunculados. Os frutos
(figura 1) sdo do tipo baga ovalada, de casca lisa, vermelho-vindcea ou alaranjada, com
comprimento de 8-12 cm, com uma polpa amarela suculenta e muitas sementes (Kinupp &
Lorenzi, 2014).

Figura 1. Frutos de tomate de arvore. Fonte: do autor.
W I gy

S. betaceum é uma espécie nativa dos Andes, de clima subtropical, sendo a faixa de
temperatura ideal para seu cultivo entre 14 e 20°C. Frequentemente é cultivado em zonas de
grande altitude e clima seco (se desenvolvem melhor entre 1000 a 3000 m acima do nivel do
mar). Em altitudes inferiores a 1000 m a frutificacdo € menor porque a temperatura durante a
noite ndo é suficientemente baixa e, apesar da altitude, ndo tolera ventos fortes pois podem
ocasionar a queda das flores. O arbusto do tomate de arvore se desenvolve melhor em solos de
textura média, com boa drenagem e presenca de matéria organica. A frutificacdo comega com
cerca de 2 anos apos a semeadura, se tornando intensa por volta dos 4 a 5 anos e pode
produzir por até 12 anos (INTA, 2009).

Tradicionalmente, o tomate de arvore é cultivado ha séculos para producdo de frutos
destinados ao consumo in natura em alguns paises da América latina, como Peru, Bolivia,
Colémbia, Equador e Venezuela. No Brasil, possui um carater exotico e é cultivado em
quintais sem fins comerciais, caracterizando-se como uma hortalica ndo convencional, e suas

qualidades medicinais, nutricionais e tecnoldgicas sdo pouco conhecidas no pais (Pantoja et
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al., 2009; Kinupp & Lorenzi, 2014). Assim como diversas hortalicas ndo convencionais, 0S
frutos de tomate de arvore podem ser comercializados sazonalmente em feiras e mercados
locais por pequenos agricultores (MAPA, 2010).

Além de ser consumido fresco como fruta, 0 tomate de arvore pode ser transformado
em sucos, geleias, doces, saladas, picles, molhos e pode ser cozido, assado ou grelhado
(Kinupp & Lorenzi, 2014). O suco dos frutos maduros também possui uso pela medicina
popular no Equador, em casos de amigdalite, colesterol alto e dor estomacal (Tene et al.,
2007). Na Colébmbia, a polpa dos frutos, depois de cozida em brasas, pode ser usada como
cataplasma para amigdalas inflamadas. Na Costa Rica, os frutos frescos sdo consumidos em
jejum em casos de gripe e também sdo usados como remédio para problemas hepéticos. As
folhas de S. betaceum também sdo aquecidas para uso topico no pesco¢o, envolvendo a
garganta externamente em casos de inflamaces das amigdalas, e em cataplasmas no peito
para dores anginas (Bohs, 1989; INTA, 2009).

O tomate de arvore possui variedades que podem ser classificadas de acordo com a cor
dos frutos e sua polpa, variando entre amarelo, alaranjado, vermelho e roxo. A escolha da
variedade esta relacionada a preferéncia do mercado, dos consumidores e o lugar onde sera
vendido o produto (INIAP, 2008). Estudos cientificos demonstram que h& uma grande
variacdo na composi¢do fitoquimica do tomate de &rvore relacionada as diferengas de
variedades/cores de fruto, além de outros aspectos como maturidade do fruto, partes dos
frutos (casca, polpa, mucilagem, sementes), genética, condicdes geograficas e ambientais
(Wang et al., 2020; Espin et al., 2016; Acosta-Quezada et al., 2015; Vasco et al., 2009).

O tomate de arvore possui baixo teor de calorias e possui um teor minimo de gordura.
O fruto é uma fonte de fibras alimentares, minerais (por exemplo, potassio, fésforo, magnésio,
calcio, cobre, ferro e zinco), vitaminas, proteinas, carboidratos solUveis (glicose, frutose e
sacarose), acidos organicos (como acidos malico e citrico), carotenoides, antocianinas e
outros compostos fendlicos (Giuffrida et al., 2018; Espin et al., 2016; Acosta-Quezada et al.,
2015; Nascimento et al., 2015; Osorio et al., 2012; Mertz et al., 2010; Hurtado et al., 2009).

2.2 Metabolismo Secundario

O metabolismo é o conjunto de reagdes quimicas que estdo continuamente ocorrendo
nas células. Sendo o metabolismo secundéario derivado das rotas bioguimicas da fotossintese,
este é um processo exclusivo do Reino Vegetal. Estes compostos, denominados metabolitos
secundarios, sdo 0s principios ativos vegetais de grande importancia para a saude humana e

justificam os usos terapéuticos das plantas medicinais. Dentre os metabolitos secundarios
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conhecidos estdo os alcaloides, lignanas, ligninas, cumarinas, antraquinonas, taninos
hidrolisaveis e condensados, flavonoides, &cidos fenolicos, Oleos volateis, saponinas,
heterosideos cardiotdnicos, acidos graxos (Simdes et al., 2003).

No organismo vegetal ja foram reconhecidas vérias fungdes dos metabdlitos
secundarios: defesa contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra raios UV, atracéo
de animais polinizadores e dispersores de sementes, alelopatia (Simdes et al., 2003). Os
metabolitos secundarios representam, pois, uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente, sendo sua sintese frequentemente afetada por fatores ambientais. Ha evidéncias
cientificas de diversos fatores que influenciam a composicao fitoquimica de espécies vegetais,
tais como: sazonalidade (o teor do principio ativo pode variar de acordo com as estaces do
ano), ritmo circadiano (o0 acimulo dos metabolitos secundarios pode variar durante o ciclo
dia/noite), idade e desenvolvimento da planta, diferentes Orgdos vegetais, temperatura
(considerando variagfes anuais, mensais e diarias), disponibilidade hidrica (a ocorréncia de
estresse hidrico pode levar a um aumento momentaneo na concentracdo dos metabolitos,
enguanto a chuva continua pode resultar na perda de substancias hidrossoltveis das folhas e
raizes por lixiviacdo), intensidade da radiacdo ultravioleta, disponibilidade de nutrientes no
solo, altitude, composicdo atmosférica, ataque de patdgenos ou herbivoros (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007).

Especificamente sobre os compostos fendlicos, existe uma correlacdo positiva entre
intensidade de radiacdo solar e producdo destes principios ativos, como flavonoides, taninos e
antocianinas. Estes compostos sdo pigmentos vegetais que absorvem determinados espectros
de luz e conferem protecdo contra a foto-destruicdo através da absorcdo e dissipacdo da
energia solar, reduzindo os danos nos tecidos mais internos causados pela radiacdo UV. Os
flavonoides, por exemplo, sdo acumulados principalmente em tecidos superficiais - como
epiderme, pelos e cuticula — e funcionam como filtros UV, uma vez que absorvem radiacdo
UV-B sem alterar a radiacdo fotossinteticamente ativa, além de atuarem como antioxidantes e
captores de radicais livres (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

2.3 Compostos fenoélicos

Os compostos fendlicos ou fenois séo os antioxidantes mais abundantes presentes na
natureza e compde uma classe de substancias que possui no minimo um anel aroméatico com
um ou mais substituintes hidroxilicos (figura 2). Dentro da classificagdo, 0os compostos
fenolicos dividem-se entre acidos fenolicos e flavonoides e sdo produzidos pelo metabolismo

secundario das plantas. S&o sintetizados através de duas rotas bioquimicas: via do acido
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chiquimico a partir de carboidratos ou via do acetato-polimalato, que inicia pela acetil-
coenzima A e malonil-coenzima A. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo
essenciais para o crescimento e reproducdo das plantas, compondo as moléculas de &acidos
fenolicos, derivados de cumarina, pigmentos hidrossoluveis de flores, frutos e folhas, ligninas
e taninos (Boroski et al., 2015; Simdes et al., 2003).

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica do fenol, grupamento basico para formacgéo dos

compostos fenolicos. Fonte: Boroski et al. (2015).

OH

Evidéncias sugerem que doencas causadas pelas reacOes oxidativas em sistemas
bioldgicos podem ser retardadas pela ingestdo de antioxidantes naturais encontrados na dieta,
principalmente os compostos fendlicos (Simd@es et al., 2003). Dessa forma, os fenois sdo
responsaveis por parte dos beneficios para a saude adquiridos pela ingestdo de frutas e
hortaligas, por exemplo, devido ao fato de que o stress oxidativo induzido pelos radicais livres
estdo envolvidos nas causas de varias doencas crénicas e sdo reduzidos por tais compostos
bioativos (Boroski et al., 2015).

O tomate de arvore tem demonstrado uma alta capacidade antioxidante relacionada a
presenca de compostos fendlicos, que conferem a este fruto atividades bioldgicas como
antinociceptivo, anti-inflamatorio, anticancer e anti-obesidade (Wang et al., 2020). Acosta-
Quezada et al. (2015) estudaram cinco grupos de S. betaceum com cores de polpa entre
laranja, vermelha e roxa de plantas cultivadas em paises latino-americanos. O conteudo total
de fenois detectado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu variou de 2,4 a 6,2 g equivalentes de acido
clorogénico 100g™ de peso seco e a diferenca dos teores de fenois totais entre os frutos de
diferentes cores de polpa foi significativa. Outra pesquisa com frutos de tomate de arvore nas
cores amarelo-dourado e vermelho-purpura provenientes do Equador encontrou um teor de
fenois totais entre 125 e 187 mg equivalentes de acido galico 100 g™ de peso fresco,
respectivamente (Vasco et al., 2008).

2.4 Atividade Antioxidante
Os antioxidantes em alimentos sdo caracterizados como substincias que podem

retardar ou inibir as reacOes de oxidacdo provocadas pelas espécies reativas de oxigénio



14

(EROs), que sdo resultantes da ativacdo ou reducdo do oxigénio molecular. As principais
espécies reativas de oxigénio sdo: anion superoxido (O,), peroxido de hidrogénio (H,0,),
radical peroxila (ROO), radical hidroxila (OH"), oxigénio singleto (*O.) e radical peroxinitrito
(ONOO"). As reacbes de oxidacdo sdo de natureza radicalar com propagacdo em cadeia
envolvendo o oxigénio e outras substancias, como lipidios e proteinas, resultando na
formagé&o de radicais livres (Boroski et al., 2015).

Algumas EROs exercem funcdes metabdlicas vitais para o corpo humano, como
mediar processos neurotransmissores ou ativar uma resposta imunologica anti-inflamatéria
(Boroski et al., 2015). Porém, se houver producgdo excessiva de radicais de oxigénio durante
0s processos fisioldgicos ou devido a fatores ambientais adversos e ndo existirem
antioxidantes disponiveis no sistema bioldgico, ocorre o estresse oxidativo e pode haver
danos nos tecidos, 0 que também esta ligado aos processos de envelhecimento do organismo.
Ha uma série de doencas entre as quais cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS,
doengas do coracdo, que podem estar ligadas aos danos causados pelas EROs (Angelo &
Jorge, 2007; Lajolo et al., 2006; Waszczynskyj & Degaspari, 2004).

Nos organismos Vvivos, 0s antioxidantes estdo presentes em baixas concentracoes, se
comparadas ao substrato oxidavel, e atuam na prevencdo da oxidagdo. Em nivel molecular os
antioxidantes podem atuar inibindo a formagéo, capturando as EROs ou inibindo as enzimas
oxidativas (Boroski et al., 2015). A a¢do dos compostos fendlicos como antioxidantes ocorre
por meio do mecanismo de doacdo de hidrogénio e/ou transferéncia de elétrons para o radical
livre, sendo assim chamados de sequestradores de radicais livres. O nimero de hidroxilas
presentes nos compostos fendlicos, bem como a sua localizacdo, tem influéncia direta na sua
atuacdo como antioxidante (Angelo & Jorge, 2007).

Estudos realizados com plantas cultivadas na Colémbia, Equador e outros paises latino
americanos avaliaram o potencial antioxidante de frutos de tomate de arvore por diferentes
ensaios fitoquimicos, a fim de se determinar os diferentes mecanismos de agdo. Os resultados
mostraram que o tomate de arvore apresentou um amplo espectro de potencial antioxidante
(Wang et al., 2020). Dentre os testes realizados, 0s ensaios de captura dos radicais DPPH e
ABTS avaliam o mesmo mecanismo de transferéncia eletrénica, no qual os compostos
antioxidantes doam um atomo de hidrogénio para o radical oxidado (Ozgen et al., 2006). O
teste ORAC avalia a capacidade de absorcéo de radicais peroxila pelos compostos da amostra
e tem como vantagem o fato de usar uma espécie reativa de oxigénio presentes nos
organismos vivos, conferindo maior significado bioldgico ao ensaio. O teste de Capacidade

Antioxidante Total quantifica os compostos com poder antioxidante equivalente ao acido
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ascorbico presentes na amostra. O &cido ascérbico é um sequestrador muito eficaz de radicais,
tais como o anion superoxido, o radical hidroxila, o perdxido de hidrogénio e o oxigénio
singlete (Sucupira, 2012). O método denominado Poder Redutor, analisa o poder de reducdo
dos antioxidantes na presenca de ions de ferro (Boroski et al., 2015).

Ao realizar os ensaios antioxidantes, alguns fatores podem alterar os resultados. Um
deles € a natureza do solvente empregado para a extragdo da amostra, que influencia o tipo
dos compostos quimicos extraidos em funcdo da solubilidade. Devido a polaridade dos
compostos fendlicos, utilizam-se comumente em um mesmo ensaio diferentes solventes
hidrofilicos, como o metanol e o etanol, e misturas destes a diferentes propor¢des com agua.
Como a extracdo em meio aquoso reflete a maneira mais real de consumo do alimento do que
a utilizacdo de outros solventes organicos, a &gua como liquido extrator tem sido um dos

tratamentos considerados nos estudos fitoquimicos (Boroski et al., 2015).

2.5 Toxicidade do tomate de arvore

Apesar do largo consumo dos frutos e uso medicinal das folhas por diversas
populacdes, estudos sobre a toxicidade do tomate de arvore sdo raros e ndo foi encontrada
nenhuma pesquisa com as folhas. H& um caso de alergia relatado que mostrou que 0 consumo
de frutos de tomate de arvore desencadeou urticaria em 24 horas. As proteinas de ligagéo IgE
possivelmente representam as proteinas alergénicas do tomate de arvore (Tiwari & Wolber,
2011). Para o nivel de toxicidade em linhas celulares normais, os extratos do fruto foram em
grande parte ndo citotéxicos para as células normais com um ICso de > 200,00 pg mL™
(Mutalib et al., 2017). Em um teste com animais, o tratamento diéario de ratos Sprague Dawley
machos com extrato dos frutos na dose de 300 mg kg™ por 7 semanas n&o mostrou toxicidade
(Abdul Kadir et al., 2015).

2.6 Fitotoxicidade

O consumo de muitas plantas alimenticias e medicinais possui sua seguranga
comprovada pelo seu tempo de uso tradicional pelas populaces. A avaliacdo toxicoldgica,
entretanto, é importante para identificar possiveis efeitos adversos em seres humanos e
facilitard também o desenvolvimento de fitoterapicos derivados da espécie vegetal estudada.
Nas Ultimas décadas, a consideracdo etica do uso de vertebrados superiores para testes de
toxicidade levou a busca de modelos alternativos envolvendo vertebrados inferiores, como o
zebrafish. O modelo animal zebrafish ja foi aplicado em diversos estudos de toxicologia

fitoterapica cujos tratamentos foram realizados com formulas poliherbais, extratos brutos,
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compostos farmacéuticos e constituintes isolados, sendo reconhecido como um modelo eficaz
para estudos toxicologicos de plantas (Jaysinghe & Jayawardena, 2019).

Modelos animais em testes de toxicologia tem uma enorme vantagem em relacdo aos
testes in vitro, uma vez que o animal estd mais intimamente correlacionado com a toxicidade
em humanos e, de forma mais fidedigna, incorpora farmacocinética, absorcao, distribuicéo e
metabolismo. Dentre eles, o0 modelo de toxicidade embrionaria do zebrafish, devido a alta
conservacao genética com os humanos (87% de semelhanca), tem sido amplamente utilizado
em triagens do efeito toxico de compostos bioativos e, mais recentemente, em avaliacGes
toxicologica de fitoterapicos (Jaysinghe & Jayawardena, 2019).

O embrido em desenvolvimento é geralmente considerado o estagio mais sensivel do
ciclo de vida de um peixe. Os ensaios de embriotoxicidade com zebrafish sdo geralmente
realizados por meio da exposicdo direta de embrides a substancias tdxicas (Hallare et al.,
2006). Estudos prévios revelam que a sensibilidade de embriGes e larvas a agentes
quimicos € muito maior que para adultos (Luckenbach et al., 2001). Devido a sua
imobilidade, os embrifes sdo mais afetados que os adultos e por apresentarem uma
imaturidade fisiolégica possuem baixos niveis de enzimas necessarias para a
desintoxicacéo.

O teste FET (Fish Embryonic Toxicity) (OECD, 2013), realizado com o zebrafish,
apresenta diversas vantagens que favorecem estudos sobre os efeitos farmacoldgicos de
plantas: tamanho pequeno, ciclo de vida curto, rapido desenvolvimento, fecundidade,
transparéncia dos ovos e embrides que permite observar os 6rgdos internos, sdo animais de

facil manutencdo e comportamento facilmente observavel (Zon et al., 2005).

2.7 Zebrafish como modelo experimental

O peixe Danio rerio (zebrafish ou paulistinha) tornou-se um modelo experimental
amplamente utilizado em diversas areas de pesquisa devido a sua similaridade morfoldgica e
fisiologica com os mamiferos e pelas vantagens que apresenta: um genoma completamente
sequenciado, rapido desenvolvimento embrionario extrauterino, desenvolvimento dos 6rgaos
nos seus estagios iniciais que em outros modelos experimentais sdo inacessiveis,
transparéncia da larva que torna possivel visualizar uma grande variedade de fenoétipos e
processos da embriogénese. Além disso, os individuos adultos séo de pequeno porte, facil
manutengdo, possuem um comportamento facilmente observavel e quantificavel e uma alta

taxa reprodutiva, proporcionando que até mesmo uma pequena instalacdo de zebrafish possa
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gerar milhares de embrifes por dia, facilitando os trabalhos com anélises genéticas ou
quimicas baseadas em fendtipos em larga escala (Zon et al., 2005).

O zebrafish € considerado modelo experimental para humanos por apresentar 70%
de homologia genética com os mamiferos e apresentar 85% dos genes que estdo associados
a causas de doengas no homem. Este peixe se estabeleceu com uma fisiologia complexa e
comparavel em muitos casos com a dos humanos adultos, como a notavel homologia
fisioldgica e farmacoldgica que foi demonstrada ndo apenas para parametros simples, como
frequéncia cardiaca, contratilidade e fluxo sanguineo, mas também para um repertério de
fen6tipos de maior resolugdo, como despolarizagéo, repolarizacéo, manipulacéo de Ca?* em
diferentes compartimentos subcelulares, bem como respostas transcricionais cléssicas,
como a dos peptideos natriuréticos em hipertrofia ou insuficiéncia cardiaca (Deo et al.,
2011).

O desenvolvimento embriondrio em teledsteos € um processo que se inicia na
fertilizacdo e finaliza na eclosdo, envolvendo os periodos de zigoto, clivagem, blastula,
gastrula, segmentacdo e organogénese. Trata-se de um fenbmeno complexo que permite
estudar a ontogenia das espécies e pode se utilizar em processos biotecnoldgicos, em
bioindicacdo e em experimentos toxicologicos (Botero, 2004). Na maioria dos casos, 0S
resultados obtidos em um ensaio de fase de vida precoce é capaz de refletir os efeitos que

seriam obtidos em um ciclo de vida.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O tomate de arvore é um importante recurso andino para alimentacdo e uso medicinal
e com grande potencial de cultivo e aceitagdo no Brasil. E um fruto muito versatil, que pode
ser consumido in natura ou processado em diversos produtos alimenticios, como geleias,
molhos, sucos e sorvetes. No entanto, ainda é uma espécie pouco estudada, tanto
fitoquimicamente quanto em aspectos agronémicos. Para um bom aproveitamento da espécie
S. betaceum no Brasil, sdo necessarios estudos tanto da composicéo fitoquimica dos frutos
produzidos localmente, como de técnicas de cultivo e adaptacdo da espécie ao clima tropical.

O uso de embrides e larvas de Zebrafish oferece uma alternativa barata e eficaz ao
estudo de fitotoxicidade, pois sdo organismos que ainda ndo se alimentam e, quando
utilizados em testes de toxicidade, requerem pequena gquantidade da substancia teste, o que é
particularmente importante quando estdo disponiveis apenas uma quantidade limitada de
amostra. Além disso, os resultados dos testes de embriotoxicidade sdo de grande importancia
como estudos pré clinicos umas vez que indicam a concentracdo dos extratos vegetais que

podem ser aplicados em estudos com seres humanos.
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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE FRUTOS DE Solanum betaceum Cav. COM
POLPAS AMARELA, VERMELHA E ROXA

RESUMO

Solanum betaceum € uma espécie tradicionalmente cultivada nos Andes para produgdo de
frutos destinados ao consumo in natura, além do uso medicinal em casos de gripe,
inflamacdes, dor estomacal e colesterol alto. O objetivo deste estudo foi avaliar o teor de
compostos fendlicos e o potencial antioxidante de trés diferentes acessos de plantas de tomate
de arvore cultivados no Brasil, com frutos de cor amarela, vermelha e roxa. Os extratos da
polpa dos trés diferentes frutos foram preparados com trés tipos de solventes (agua, alcool e
metanol), devido a diferenca de extracdo pela polaridade dos compostos. Foram quantificados
os teores de fenois totais e flavonoides por espectrofotometria de absor¢do molecular no
ultravioleta. O potencial antioxidante foi avaliado utilizando cinco metodologias de ensaios in
vitro: teste de Capacidade Antioxidante Total (CAT); sequestro de radicais DPPH e ABTS;
Capacidade de absorbancia do radical oxigénio (ORAC) e Poder Redutor. Os teores de fendis
totais variaram entre 0,58 e 2,59 mg EAG g™ e foram maiores nos frutos roxos e amarelos. O
teor de flavonoides encontrado foi baixo e ndo se diferenciou entre as amostras (0,01 a 0,03
mg EQ g?). A capacidade antioxidante total medida foi de 1,02 a 2,36 EAC g™ e foi maior
para os frutos vermelhos. Para o teste com o radical DPPH o ICs, variou entre 1,76 e 5,68 mg
mL™ e para o teste com o radical ABTS entre 2,07 e 6,79 mg mL™. Em ambos os frutos
amarelos alcancaram a melhor capacidade de captura dos radicais livres. O teste ORAC
apresentou valores entre 9,24 e 48,70 umol de trolox g™ e o teste de poder redutor obteve
absorbancias entre 0,13 e 1,50. Nestes dois ultimos testes as melhores atividades foram
observadas para os frutos roxos. Os frutos de tomate de arvore de difrentes cores de polpa
(roxa, amarela e vermelha) se diferenciaram fitoquimicamente em relag&o aos mecanismos de
acao antioxidante, o que indica a importancia da conservagdo do germoplasma dos diferentes
acessos. De acordo com os testes realizados, os frutos de polpa roxa e amarela apresentaram
os melhores potenciais antioxidantes, devendo ser incentivado seu consumo pela populacéo,
uma vez que o vermelho € o mais tradicional. Entre os solventes utilizados, a 4gua ndo foi um
extrator com bom rendimento, entretanto pode ser que em um organismo Vvivo a agua
apresente melhor biodisponibilidade dos compostos fendlicos.

Palavras-chave: tomate de arvore, tamarillo, radicais livres, espectrofotometria.
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ANTIOXIDANT POTENTIAL OF FRUITS FROM Solanum betaceum Cav. WITH
YELLOW, RED AND PURPLE PULP

Solanum betaceum is a species traditionally cultivated in the Andes to produce fruits intended
for fresh consumption, in addition to medicinal use in cases of flu, inflammation, stomach
pain and high cholesterol. The aim of this study was to evaluate the content of phenolic
compounds and the antioxidant potential of three different accessions of tree tomato plants
grown in Brazil, with yellow, red and purple fruits. The pulp extracts of the three different
fruits were prepared with three types of solvents (water, alcohol and methanol), due to the
difference in extraction due to the polarity of the compounds. The contents of total phenols
and flavonoids were quantified by ultraviolet molecular absorption spectrophotometry. The
antioxidant potential was assessed using five in vitro assay methodologies: Total Antioxidant
Capacity (CAT) test; kidnapping of DPPH and ABTS radicals; Absorption capacity of the
oxygen radical (ORAC) and Reducing Power. The contents of total phenols varied between
0.58 and 2.59 mg EAG g-1 and were higher in purple and yellow fruits. The flavonoid content
found was low and did not differ between samples (0.01 to 0.03 mg EQ g-1). The total
antioxidant capacity measured was 1.02 to 2.36 EAC g-1 and was higher for red fruits. For
the test with the DPPH radical the 1C50 varied between 1.76 and 5.68 mg mL-1 and for the
test with the ABTS radical between 2.07 and 6.79 mg mL-1. In both yellow fruits, they
achieved the best ability to capture free radicals. The ORAC test showed values between 9.24
and 48.70 umol of trolox g-1 and the reducing power test obtained absorbances between 0.13
and 1.50. In these last two tests, the best activities were observed for purple fruits. The tree
tomato fruits of different pulp colors (purple, yellow and red) differed phytochemically in
relation to the mechanisms of antioxidant action, which indicates the importance of
conserving the germplasm of the different accessions. According to the tests carried out, the
fruits of purple and yellow pulp showed the best potential antioxidants, and their consumption
should be encouraged by the population, since red is the most traditional. Among the solvents
used, water was not a good extractor, however it may be that in a living organism the water
presents better bioavailability of phenolic compounds.

Keywords: tree tomato, tamarillo, free radicals, spectrophotometry
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1 INTRODUCAO

Solanum betaceum Cav. (sin. Cyphomandra betacea Sendt.) € uma espécie nativa dos
Andes tradicionalmente cultivada para producdo de frutos destinados ao consumo in natura
em alguns paises da América latina, como Peru, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela. Os
frutos de sabor agridoce, conhecidos como tomate de &rvore ou ‘tamarillo’, também podem
ser transformados em sucos, geleias, doces, saladas, picles, molhos e podem ser cozidos,
assados ou grelhados (Acosta-Quezada et al., 2015; Kinupp & Lorenzi, 2014). O suco dos
frutos maduros também possui um uso pela medicina popular no Equador, em casos de
amigdalite, colesterol alto e dor estomacal (Tene et al., 2007). Na Costa Rica, os frutos
frescos sdo consumidos em jejum em casos de gripe e também sdo usados como remédio para
problemas hepaticos (Bohs, 1989; INTA, 2009). No Brasil, a espécie S. betaceum possui um
cardter exdtico e é cultivada em quintais sem fins comerciais (Pantoja et al., 2009),
caracterizando-se como uma hortalica ndo convencional, e suas qualidades nutricionais,
terapéuticas e tecnologicas sdo pouco conhecidas no pais.

O tomate de arvore possui frutos que sdo classificados de acordo com a cor da casca e
polpa, variando entre amarelo, alaranjado, vermelho e roxo. A escolha da cor do fruto a ser
cultivado esta relacionada a preferéncia do mercado, dos consumidores e o lugar onde sera
vendido o produto (INIAP, 2008). Estudos cientificos demonstram que ha diferengas
fitoquimicas entre as diversas cores de frutos (Espin et al., 2016; Acosta-Quezada et al., 2015;
Vasco et al., 2009). H& também uma varia¢do na composicao quimica dos frutos de tomate de
arvore devido as condi¢des geograficas e ambientais (Acosta-Quezada et al., 2015), o que
torna necessario investigar as propriedades das plantas cultivadas no Brasil uma vez que foi
encontrado apenas um trabalho mais recente que avaliou a composicdo centesimal de dois
tipos de frutos de tomate de arvore no pais (Pantoja et al., 2009).

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no reino
vegetal, compondo as estrutura de acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas e taninos, por
exemplo. Estes compostos contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais.
Evidéncias sugerem que doencas causadas pelas reacfes oxidativas em sistemas bioldgicos
podem ser prevenidas pela ingestdo de antioxidantes naturais encontrados na dieta (Alves et
al., 2010; Mufioz & Ramos, 2007). Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir
a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou a propagacéo das reagGes em

cadeia de oxidacdo (Waszczynskyj & Degaspéari, 2004). Dessa forma, o consumo de
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substancias antioxidantes na alimentacdo diaria pode produzir uma acgdo protetora efetiva
contra os processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo.

O tomate de arvore tem demonstrado uma alta capacidade antioxidante relacionada a
presenca de compostos fendlicos e carotenoides, que conferem a este fruto atividades
bioldgicas como antinociceptivo, anti-inflamatorio, anticancer e anti-obesidade (Wang et al.,
2020). O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar o teor de compostos fendlicos extraidos
por diferentes tipos de solventes e o potencial antioxidante de trés diferentes acessos de
plantas de tomate de arvore cultivadas no Brasil, com frutos de polpa amarela, vermelha e
roxa. O potencial antioxidante foi avaliado por cinco ensaios fitoquimicos, a fim de se
determinar os diferentes mecanismos de a¢do dos compostos da amostra (captura de radicais

livres por transferéncia eletronica, absorcdo de radicais peroxila, poder de reducéo).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Equipamentos e reagentes

Leitor de microplacas TECAN Infinity® M200 PRO usando o software Icontrol®
versdo 3.37.1. Extractor Turratec modelo MA 102.

Todos os produtos quimicos eram de grau analitico. Solucdo Folin-Ciocalteu;
carbonato de sodio (Na,CO3); acido galico (C;HgOs); cloreto de aluminio (AICI3); quercetina;
fosfato de sddio monobésico (NaH,PO,); acido sulfdrico (H.SO,); molibdato de amonio
((NH4)sMo0;024); acido ascorbico 99,7-100,5% de pureza; DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil);
BHT (3,5-di-tert-4-butilhidroxitolueno); ABTS (Acido 2,2'-azino-bis (3-metilbenzotiazolina-
6-sulfonico)); persulfato de potassio (K;S;0g); Trolox (acido 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic); sulfato ferroso (FeSO,); peréxido de hidrogénio (H,0,);
acido salicilico (C;HeOg3); ferrocianeto de sodio (KsFe(CN)g); éacido tricloroacético
(C,HCI;0,); Cloreto de ferro (1) (FeCl2.4H20); AAPH (2,2'-azobis-2-methyl-propan-

imidamide, dihydrochloride); fluoresceina (CoH120s).

2.2 Obtencgédo do material vegetal

Foram coletadas amostras de frutos frescos e maduros de S. betaceum de trés
diferentes acessos, cada um com frutos de cores especificas: amarelos, vermelhos ou roxos. A
coleta foi feita em Dezembro de 2015, de plantas da Colecdo de Germoplasma de Hortalicas
ndo Convencionais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) (latitude 21°13°44” S, longitude 44°58°33” O, 912 m de altitude), localizada em
Lavras-MG. Segundo a classificacdo de S& Junior et al. (2012) o clima regional é do tipo
Cwa, de acordo com a metodologia proposta por Képpen, sendo caracterizado por um clima
temperado Umido com verdo quente e inverno seco. As amostras foram analisadas no

Laboratdrio de Fitoquimica do Horto de Plantas Medicinais da UFLA.

2.3 Preparo dos extratos

Os frutos foram lavados, descascados com uma faca, cortados longitudinalmente e as
sementes foram retiradas manualmente para obtencdo da polpa (mesocarpo). Para cada uma
das trés variedades os extratos dos frutos foram feitos com trés diferentes solventes: agua
destilada, &lcool 70% e metanol, totalizando nove amostras.

Os extratos foram preparados por turboextragdo utilizando 10 g do material vegetal

(polpa fresca) e 100 mL do solvente. A amostra vegetal foi colocada em um béquer de
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plastico sob banho de gelo e foi extraida no turboextrator por trés ciclos de 10 minutos cada,
fazendo um intervalo de um minuto entre os ciclos. Apos estes procedimentos, 0s extratos

foram filtrados a vacuo e armazenados a -20° C.

2.4 Determinacéo dos fenois totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método colorimétrico
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu descrito por Slinkard & Singleton (1977). As reac0es
foram realizadas em placas de microtitulagdo, utilizando 20 puL dos extratos, 125 pL de
Carbonato de Sddio (Na,COgs) a 7% e 100 uL de solugdo etanolica de Folin-Ciocalteu a 10%.
A placa foi armazenada por 2 horas no escuro a temperatura ambiente e, apds estes
procedimentos, a leitura foi realizada em espectrofotébmetro (Leitor de microplacas TECAN
Infinity® M200 PRO) a 760 nm. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em miligrama equivalentes em &cido galico por g de matéria fresca da amostra (mg
EAG g%). A curva de calibragdo foi realizada com &cido galico com oito pontos de
concentragdo (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,0312; 0,0156; 0,0078 pg mL™) e os resultados
foram calculados de acordo com a equacdo da reta (Y=3,887x — 0,154, em que y é a

absorbéncia e x é a concentragdo; R2 = 0,994).

2.5 Quantificacédo de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides nos extratos foi determinada pelo método de Ahn et al.
(2007). Foram utilizados 100 pL de solugao de cloreto de aluminio (AICl3) a 10% (preparado
com etanol 70%) e misturados em 100 puL de cada extrato. Apds 60 minutos no escuro e a
temperatura ambiente, as absorbéncias das amostras foram lidas em espectrofotometro a 420
nm, contra um branco de 100 puL de solvente + 100 pL solugdo de Cloreto de Aluminio
(AICI3). Os testes foram realizados em triplicata e o conteudo total de flavonoides foi
expresso como miligramas equivalentes de quercetina por grama de peso fresco da amostra
(mg EQ g%). A curva de calibracdo foi realizada com quercetina com oito pontos de
concentragoes (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,0312; 0,0156 ¢ 0,0078 pg ml™) e os resultados
foram calculados de acordo com a equacdo da reta (Y=12,T + 0,065, em que y é a

absorbancia e x é a concentracdo; R2 = 0,999).

2.6 Capacidade antioxidante total
A capacidade antioxidante total (CAT) foi estabelecida de acordo com o método de

reducdo do molibdato de amonio descrito por Prieto et al. (1999). Para este ensaio foram
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utilizados 20 pL dos extratos misturados em 1,5 mL de solugdo reagente (fosfato de sddio 28
mM, molibdato de aménio 4 mM e &cido sulfarico 0,6 M). A solugdo reagiu por 90 minutos a
temperatura de 90° C e logo ap0s arrefecimento a temperatura ambiente, foram aplicados 100
uL de cada solucao em placas de microtitulagao e suas absorbancias mensuradas a 695 nm em
espectrofotdbmetro. A analise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em
miligrama equivalentes em &4cido ascérbico por g de peso fresco da amostra (mg EAC g™).

2.7 Atividade de captura de radicais livres DPPH

A atividade de captura de radicais livres DPPH foi realizada de acordo com Brand-
Williams et al. (1995). Nas placas de microtitulagdo foram adicionadas 50 puL das amostras
em diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 mg mL™) com 250 pL
de solucdo metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,2 mM. Em seguida, as
solugdes foram colocadas no escuro sob temperatura ambiente por 60 minutos e as leituras
espectrofotométricas realizadas a 517 nm. O BHT (3,5-di-tert-4-butilhidroxitolueno) foi
utilizado como controle positivo, enquanto o metanol como controle negativo. A atividade de
eliminacio de radicais livres foi expressa em ICso (mg mL™), equivalente & concentracéo do
extrato com capacidade de inibir 50% dos radicais DPPH, calculada pela férmula: (%) = (AO -
Al) / A0 * 100, em que AO é a absorbancia do controle negativo e Al a absorbancia das

amostras.

2.8 Atividade de captura de radicais livres ABTS

A eliminacéo de radicais livres pelo ensaio de descoloracédo catiénica do radical ABTS
foi realizada utilizando o método descrito por Ling et al. (2009) e Re et al. (1999), com
poucas modificagdes. A solugdo de Acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
ABTS (ABTSe+), produzida pela adigdo de 0,0768 g de sal de ABTS e 0, 0132 g de
persulfato de potassio em 20 mL de &gua destilada, foi mantida em repouso a temperatura
ambiente e no escuro por 16h antes da utilizagdo. A solugdo de ABTSe+ foi diluida em etanol
até alcancar a absorbancia de 0,7 + 0,02 em 734 nm. O etanol foi utilizado como controle
negativo, enquanto que o Trolox foi usado como controle positivo. Foram aplicados 30 pL de
extrato das amostras sob diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 mg
mL'l) com 270 pL de solucao diluida de ABTS em placas de microtitulagdo. A solucao reagiu
por 6 minutos a temperatura ambiente e depois a absorbancia foi medida a 734 nm. A
atividade de eliminagdo de radicais livres foi expressa em 1Cs, (mg mL™), equivalente &

concentracdo de extrato com capacidade de inibir 50% dos radicais ABTS, calculada pela
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formula: (%) = (A0 - Al) / A0 * 100, em que A0 é a absorbancia do controle negativo e Al a

absorbancia das amostras.

2.9 Capacidade de captura do radical oxigénio (ORAC)

O ensaio ORAC é baseado na capacidade dos antioxidantes em uma amostra
sequestrarem os radicais peroxila gerados pela decomposi¢do térmica do AAPH (2,2'-azobis-
2-methyl-propan-imidamide, dihydrochloride). A fluoresceina (FL) foi utilizada como um
indicativo fluorescente segundo o método de Ou et al. (2001). A reacdo foi preparada em
placa de microtitulacdo escura com a adicdo de 30 uL de amostra (diluidas 20 vezes) e 150 uL
de solucdo de FL. A microplaca foi entdo coberta com uma tampa e incubada a 37° C por 10
minutos no TECAN. Depois, em cada poco, foi acrescentado 30 uL de solucdo contendo o
radical AAPH. A microplaca foi agitada por 10 segundos e depois a fluorescéncia foi lida em
espectrofotbmetro, a cada minuto, por 4 horas em uma escala de absorbancia de 485 nm até
527 nm. Trolox foi utilizado como padrdo na concentracéo inicial de 1 mM, seguida de mais
sete diluicdes.

Para obtencdo dos resultados foi calculada a area abaixo da curva (AAC) do padréo e
amostras. Uma curva padrédo foi obtida ao se plotar as concentracdes de Trolox em relacdo a
média das AAC para trés leituras de cada concentragdo. Finalmente, os valores do ORAC
foram calculados usando uma equagéo de regressdo entre as concentragdes de Trolox e das

AAC, e foram expressos em umol de Trolox por grama de polpa fresca.

2.10 Determinagéo do Poder Redutor

O método descrito por Oyaizu (1986) foi utilizado para determinar o poder redutor dos
extratos dos diferentes frutos. A reacdo foi preparada em microtubos, onde foram adicionados
50 uL de amostra em diferentes concentracdes, 100 uL de tampéo fosfato de sodio (pH 6) e
100 uL de solucdo aquosa de ferrocianeto de sddio a 1% (KsFe(CN)g) e esta mistura foi
incubada em banho maria a 50° C por 20 minutos. Depois, acrescentou-se 100 uL de Acido
Tricloroacético a 10% (p/v), 300 uL de agua e 60 uL de solucdo aquosa de cloreto férrico
0,1%. Aplicou-se na placa de microtitulagdo 250 uL desta mistura final. O ensaio foi realizado
em triplicata e o acido ascorbico foi utilizado como controle positivo. O poder redutor foi

expresso pelo valor da intensidade da cor azul/verde mensurada com a absorbancia a 700 nm.
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2.11 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em um arranjo
fatorial 3x3, sendo trés tipos de cores de fruto (amarelo, vermelho e roxo) e trés tipos de
solventes (agua, etanol e metanol). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As
médias entre os tratamentos foram submetidas & analise de variancia, pelo teste F, e
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os resultados dos testes
também foram submetidos a analise de componentes principais (PCA). As analises estatisticas
foram realizadas com o programa R.

As curvas do ensaio ORAC foram geradas através do GraphPad Prism versdo 8.
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RESULTADOS

O teor de compostos fenodlicos foi determinado pelo método com o reagente Folin-
Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977), que detecta a presenca de todos os fendis presentes
na amostra através de reacdes de oxirreducdo, ndo sendo especifico para um grupo dentro
desta classe de compostos. O conteudo total de fendis no tomate de arvore variou entre 0,58 a
2,59 mg EAC g™ (tabela 1). A 4gua ndo foi um solvente eficaz para a extracéo dos fendis e os
extratos aquosos apresentaram 0s menores teores. As maiores concentracdes de fendis totais
foram encontradas nos frutos amarelos, ndo diferenciando entre os solventes etanol e metanol.

Os flavonoides sdo um grupo fitoquimico pertencente a classe dos compostos
fendlicos, cuja quantificacdo foi feita baseada na reacdo de complexacdo com o metal
aluminio (Ahn et al., 2007). A quantificagdo de flavonoides detectou baixas concentracdes
destes compostos nos extratos analisado (entre de 0,01 a 0,03 mg EQ g-1; expresso em mg
equivalente de quercetina por 1 g de matéria fresca), ndo apresentando diferencas entre os

frutos de tomate de arvore.

Tabela 1. Valores médios dos compostos fenolicos dos frutos de S. betaceum com trés
diferentes cores de polpa.

Fendis totais (mg EAG g*)

Polpa Agua Etanol Metanol

Roxa 0,58bB 2,13bA 2,14 bA
Amarela 0,62bB 257aA 2,59 aA

Vermelha 0,89aC 1,25cB 1,80 cA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si de
acordo com o teste Scott-Knott (p<0,05). Fenois totais: expresso em mg equivalente de acido galico
por 1 g de matéria fresca.

Os resultados do teste CAT para as amostras de tomate de arvore variaram entre 1,02 a
2,36 mg EAC g. Os extratos com o solvente etanol apresentaram a maior atividade através
deste método e, dentre eles, o fruto vermelho apresentou a maior capacidade antioxidante
total, igual a 2,36 mg EAC g,

Os extratos dos frutos de tomate de arvore nos quais se utilizou a agua como solvente

apresentaram capacidade de reducdo dos radicais livres menor que 50% para 0s métodos
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DPPH e ABTS, independente da cor do fruto, ndo sendo possivel, portanto, o calculo do 1Cs.
Estes extratos exibiram capacidade em reduzir 27,5 a 30,0% dos radicais DPPH e 12,6 a
17,6% dos radicais ABTS, mesmo nas maiores concentracGes testadas. O ICso para 0s
tratamentos com etanol e metanol no teste com o radical DPPH variou entre 1,76 a 5,68 mg
mL™ e para o teste de atividade de captura do radical ABTS, o ICs foi de 2,07 a 6,79 mg mL’
1

O fruto de tomate de arvore de cor amarela obteve o melhor resultado nos testes DPPH
e ABTS, ou seja, apresentou as menores concentracdes de extrato capazes de reduzir 50% dos
radicais livres. Para o teste com o radical DPPH a concentracdo do ICsy do fruto amarelo
variou entre 1,76 a 1,79 mg de polpa fresca mL™, sendo maior, porém, que o apresentado pelo
padrdo BHT, cuja concentracdo para o ICs é igual a 0,095 mg mL™. Para o teste ABTS, 0
resultado para o fruto amarelo foi quase tdo eficaz quanto a do padrdo Trolox. Enquanto a
concentracdo dos frutos para o ICsq variou entre 2,07 a 2,90 mg de polpa fresca mL™, a do

Trolox foi de 2,03 mg mL™.

Tabela 2. Atividades antioxidantes dos frutos de S. betaceum com trés diferentes cores de
polpa.

CAT (mg EAC g™) DPPH (1C50=mg mL™)
Polpa Agua  Etanol  Metanol Agua Etanol Metanol
Roxa 153aB 191bA 1,31bB - 4,04 bA 2,98 bB
Amarela 1,02bB 1,92bA 1,78aA - 1,79 cA 1,76 cA
Vermelha 1,33aC 2,36aA 157aB - 5,68 aA 4,88 aB
ABTS (IC50=mg mL™) ORAC (umol de Trolox g*)
Polpa Agua  Etanol  Metanol Agua Etanol Metanol
Roxa - 3,72bA 3,22 bB 9,20 Bb 48,70 Aa 44,26 Aa
Amarela - 290cA 2,07cB 9,67 Cb 18,01 Ab 14,24 Bb
Vermelha - 6,79aA 5,49aB 10,52 Ba 13,70 Ab 12,34 Ab

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si de
acordo com o teste Scott-Knott (p<0,05). CAT: capacidade antioxidante total equivalente em mg de
acido ascorbico por 1 g de matéria fresca. DPPH: capacidade de captura de radicais livres DPPH
expressa em IC50. ABTS: capacidade de captura de radicais livres ABTS expressa em 1C50. ORAC:
capacidade de captura do radical oxigénio expressa em equivalente em umol de Trolox por g de
matéria fresca.

No teste de captura do radical oxigénio (ORAC), quanto maior a fluorescéncia, melhor

a atividade antioxidante. Os extratos aquosos foram os menos eficazes, com atividade de 9,24
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a 10,52 umol de Trolox g*. Os frutos roxos apresentaram a maior capacidade de captura do
radical oxigénio, variando entre 44,26 a 48,70 umol de Trolox g™*. Estes resultados podem ser
observados na figura 1, cujo grafico apresenta o padrdo de fluorescéncia das amostras ao
longo do tempo em relacdo a substancia padrdo (Trolox) utilizada como controle positivo, a
fluoresceina (FL) e ao controle negativo (radical AAPH sem a fluoresceina). As amostras dos
frutos apresentaram um padrdo de fluorescéncia mais prolongado que o Trolox nas
concentragdes testadas.

O ensaio ORAC foi utilizado, pois, para medir a capacidade das amostras de frutos de
tomate de arvore em absorver os radicais de oxigénio. Este teste possui os radicais peroxila
(ROO") como pro-oxidantes, gerados a partir do AAPH, e as substancias antioxidantes
presentes no extrato protegem a fluoresceina da oxidacao provocada por estes radicais atraves
da doacdo de atomos de hidrogénio, evitando o decréscimo da fluorescéncia (Boroski et al.,
2015).

Figura 1. Curvas de fluorescéncia (YY) ao longo do tempo resultantes do ensaio ORAC para as
amostras de frutos amarelos (Ama), vermelhos (Verm) e roxos de S. betaceum extraidas em
diferentes solventes: Agua (TEA), Etanol 70% (TEH) e metanol (TEM); fluoresceina (FL);
padrdo antioxidante Trolox nas concentracdes de 1 e 0,5 mg mL™; e controle negativo.
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Controle negativo

No teste para determinar o poder redutor das amostras, avaliou-se a capacidade do
extrato vegetal em reduzir fons de Fe®* (ferro 111) para Fe®* (ferro 11) através da absorbancia

obtida para cada tratamento com a leitura a 700 nm. Para a maior concentracdo testada das
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amostras, igual a 100 mg mL™, os valores das absorbancias variaram entre 0,13 a 1,50. Estes
valores foram baixos nas diferentes concentragdes quando comparadas ao padréo utilizado
(&cido ascorbico), cuja absorbancia foi igual a 2,70 (figura 2). O extrato aquoso do fruto roxo
ndo apresentou atividade, engquanto os extratos aquosos dos frutos amarelo e vermelho
apresentaram as menores absorbancias encontradas (0,13 a 0,17). O fruto roxo, extraido com
0 solvente metanol, apresentou o resultado mais eficaz para o teste de poder redutor

(absorbancia igual a 1,50).

Tabela 3. Resultados do teste de poder redutor para os frutos de S. betaceum com trés
diferentes cores de polpa, em valores de absorbancia mensurada a 700 nm.

Polpa Agua  Etanol Metanol
Roxo - 1,12aB 1,50 aA
Amarelo  0,13bC 0,64 bB 0,91 bA

Vermelho 0,17aC 0,43cB 0,62 cA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si de
acordo com o teste Scott-Knott (p<0,05).

Figura 2. Determinagao do poder redutor de amostras de frutos amarelos (Ama), vermelhos
(Verm) e roxos de S. betaceum extraidas em diferentes solventes: Agua (TEA), Etanol 70%
(TEH) e metanol (TEM).
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O resultado da analise de componentes principais (PCA) pode ser observado na figura
3. A primeira e segunda componente da analise de PCA realizada obtiveram os valores de
55,52 % e 23,09 %, respectivamente, 0 que explica 78,61 % da variacdo total dos dados. Os

extratos aquosos dos trés frutos se agruparam e estdo pouco relacionados com as variaveis dos
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testes. Os extratos metandlico e etanolico do fruto vermelho se associaram com o teste CAT.
Os extratos metandlico e etanolico dos frutos amarelo e roxo se associaram aos resultados dos
testes de quantificacdo de fenois, ORAC e poder redutor. As variaveis DPPH, ABTS e

flavonoides também demonstraram estar correlacionadas.

Figura 3. Andlise de componentes principais dos teores de compostos fenolicos (fenois totais
e flavonoides) e atividades antioxidantes (CAT, DPPH, ABTS, ORAC, poder redutor) dos
frutos (vermelho, amarelo e roxo) de tomates de arvore submetidos a trés solventes extratores
(&gua, etanol e metanol). Legenda: VE - vermelho etanol; VM - vermelho metanol; VA -
vermelho agua; RE - roxo etanol; RM - roxo metanol; RA - roxo agua; AE - amarelo etanol;
AM - amarelo metanol; AA - amarelo agua.
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4 DISCUSSAO

Para a extracdo de compostos fendlicos em materiais vegetais, utiliza-se comumente
solventes hidrofilicos com diferentes proporcbes de agua, como etanol e metanol. Devido a
polaridade dos fenois, a natureza do solvente pode influenciar a extragdo. Neste trabalho,
foram utilizados trés solventes (agua destilada, etanol 70% e metanol) para extracdo dos
compostos fenolicos da polpa do tomate de arvore.

Apesar da extragdo em agua apresentar a forma como é mais consumido
tradicionalmente, na forma de sucos, 0s extratos aquosos apresentaram 0S menores teores de
fenois e baixa atividade antioxidante em relacdo aos extratos em etanol e metanol, que sédo
solventes com menor polaridade. Na analise de componentes principais — PCA (figura 3), os
extratos aquosos dos trés diferentes frutos ndo se associaram com o0s resultados dos testes
antioxidantes, indicando que a agua foi um solvente pouco eficaz pelo método de
turboextracdo.

Embora existam alguns estudos que indicam a presenca de compostos fenélicos e acao
antioxidante do tomate de arvore (Wang et al., 2020), é dificil a comparagdo dos resultados
entre diferentes pesquisas devido a grande variacdo metodoldgica, por exemplo, em relacdo a
forma de preparo e concentracdo dos extratos, substancias utilizadas como padréo,
procedimentos do ensaio e calculos realizados.

Os teores de flavoides detectados (entre 0,01 a 0,03 mg EQ g™) foram até mais de 200
vezes menores em relagdo & quantificacdo de fenois totais (0,58 a 2,59 mg EAG g™) (tabela
1). A presenca de flavonoides foi identificada por Vasco et al. (2009) apenas na casca dos
frutos de tomate de arvore. Espin et al. (2016), detectaram que o0s compostos fendlicos
majoritarios no tomate de arvore sdo acidos fendlicos derivados do &cido cindmico, o que
explica o baixo teor de flavonoides encontrado na polpa dos frutos.

Os extratos dos frutos amarelos e roxos apresentaram maiores teores de fendis totais e
maior atividade antioxidante em quase todos os testes (tabela 2). Os frutos amarelos
obtiveram os melhores resultados nos testes de captura dos radicais DPPH e ABTS, os quais
estdo associados (figura 3), o que se justifica pelo fato de utilizarem 0 mesmo mecanismo de
transferéncia eletrdnica em que os compostos antioxidantes doam um atomo de hidrogénio
para o radical oxidado (Ozgen et al., 2006). Estes resultados corroboram com o trabalho de
Acosta-Quezada et al. (2015), no qual observou-se um alto valor de correlacdo entre o teor de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante medida pelo teste de captura do radical DPPH
e concluiu-se que os fenois sdo os principais antioxidantes na polpa dos frutos de tomate de

arvore.
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Os frutos roxos, por sua vez, apresentaram um poder antioxidante maior nos ensaios
ORAC e Poder Redutor. Estes resultados indicam que, enquanto os frutos amarelos possuem
compostos que sdo bons doadores de atomos de hidrogénio para os radicais livres, os frutos
roxos possuem um diferente mecanismo antioxidante derivado do seu poder de reducdo e
absorcédo do oxigénio.

Os frutos vermelhos, apesar de conterem menores teores de fenois totais, alcangaram o
maior valor no teste de Capacidade Antioxidante Total (extratos etanolicos e metanolicos),

que quantifica os compostos com poder antioxidante equivalente ao acido ascérbico.

5 CONCLUSAO

Os frutos de tomate de arvore de difrentes cores de polpa (roxa, amarela e vermelha) se
diferenciaram fitoquimicamente em relacdo aos mecanismos de agdo antioxidante, o que
indica a importancia da conservagdo do germoplasma dos diferentes acessos. De acordo com
os testes realizados, os frutos de polpa roxa e amarela apresentaram os melhores potenciais
antioxidantes, devendo ser incentivado seu consumo pela populacdo, uma vez que o vermelho
€ o mais tradicional. Entre os solventes utilizados, a 4gua ndo foi um extrator com bom
rendimento, entretanto pode ser que em um organismo vivo a agua apresente melhor

biodisponibilidade dos compostos fendlicos.
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POTENCIAL ANTIOXIDANTE E EMBRIOTOXICIDADE DE Solanum betaceum
Cav. EM MODELOS ZEBRAFISH (Danio rerio)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e os efeitos toxicoldgicos em
embrides de zebrafish dos folhas e frutos de Solanum betaceum cultivado no Brasil. Foram
quantificados os teores de fendis totais e flavonoides por espectrofotometria de absorcdo
molecular no ultravioleta. O potencial antioxidante foi avaliado utilizando as seguintes
metodologias de ensaios in vitro: teste de Capacidade Antioxidante Total e dois testes de
sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS). Os efeitos tdxicos da espécie S. betaceum foram
avaliados com o teste de toxicidade aguda dos embrides de zebrafish expostos a extratos das
folhas e polpa dos frutos. As folhas de S. betaceum possuem elevado potencial antioxidante e,
a0 mesmo tempo, alta toxicidade no desenvolvimento de embrides de zebrafish, com o indice
Teratogénico (IT) igual a 17,65, LCs, (efeitos letais) de 1,27 mg mL™ e ECs, (efeitos
teratogénicos) entre 0,07 a 0,29 mg mL™. O uso das folhas pela medicina popular é feito de
forma topica, assim, provavelmente, os efeitos terapéuticos antiinflamatorios dos compostos
fendlicos podem ser obtidos de forma mais segura do que com a ingestdo da mesma. Os
frutos, que compde a alimentacdo tradicional da populacdo andina, apresentaram menor
atividade antioxidante e efeitos deletérios mais baixos nos embribes. O IT variou entre 2,10 a
2,40, LCs entre 1,09 e 1,43 mg mL™ e ECs, entre 0,45 e 0,68 mg mL™. Este trabalho se
configura como uma base inicial de estudos farmacoldgicos da espécie S. betaceum em
modelo animal, possibilitando o planejamento de um estudo futuro sobre o efeito terapéutico
do tomate de arvore.

Palvras-chave: tomate de arvore, tamarillo, fenois, radicais livres, indice teratogénico
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ANTIOXIDANT POTENTIAL AND EMBRYOTOXICITY OF Solanum betaceum Cav.
IN ZEBRAFISH MODELS (Danio rerio)

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antioxidant potential and toxicological effects
in zebrafish embryos of the leaves and fruits of Solanum betaceum grown in Brazil. The
contents of total phenols and flavonoids were quantified by ultraviolet molecular absorption
spectrophotometry. The antioxidant potential was evaluated using the following
methodologies of in vitro tests: Total Antioxidant Capacity test and two free radical
scavenging tests (DPPH and ABTS). The toxic effects of the species S. betaceum were
evaluated with the acute toxicity test of zebrafish embryos exposed to leaf extracts and fruit
pulp. The leaves of S. betaceum have a high antioxidant potential and, at the same time, high
toxicity in the development of zebrafish embryos, with the Teratogenic Index (IT) equal to
17.65, LCs (lethal effects) of 1.27 mg mL ! and ECs, (teratogenic effects) between 0.07 to
0.29 mg mL™. The use of leaves by folk medicine is done topically, so, probably, the
therapeutic antiinflammatory effects of phenolic compounds can be obtained more safely than
with their ingestion. The fruits, which make up the traditional diet of the Andean population,
showed less antioxidant activity and lower harmful effects on embryos. The TI varied
between 2.10 to 2.40, LCsq between 1.09 and 1.43 mg mL™ and ECs; between 0.45 and 0.68
mg mL™. This work is configured as an initial basis for pharmacological studies of the species
S. betaceum in an animal model, allowing the planning of a future study on the therapeutic
effect of tree tomatoes.

Key words: tree tomatoes, tamarillo, phenols, free radicals, teratogenic index
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1 INTRODUCAO

Solanum betaceum Cav. (sin. Cyphomandra betacea Sendt.) é uma espécie nativa dos
Andes, conhecida como tomate de arvore ou ‘tamarillo’, tradicionalmente cultivada para
producdo de frutos destinados ao consumo in natura em alguns paises da América do Sul,
como Peru, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela. No Brasil, possui um carater exotico e é
cultivada em quintais sem fins comerciais, caracterizando-se como uma hortalica ndo
convencional, e suas qualidades medicinais, nutricionais e tecnoldgicas sao pouco conhecidas
no pais (Pantoja et al., 2009; Kinupp & Lorenzi, 2014).

Os frutos de sabor agridoce sdo usados em diversas receitas culinérias. O suco dos
frutos maduros possui também uso pela medicina popular no Equador, em casos de
amigdalite, colesterol alto e dor estomacal (Tene et al., 2007). Na Colémbia, a polpa dos
frutos, depois de cozida em brasas, pode ser usada como cataplasma para amigdalas
inflamadas. Na Costa Rica, os frutos frescos sdo consumidos em jejum em casos de gripe e
também sdo usados como remédio para problemas hepéticos. As folhas de S. betaceum
também sdo aquecidas para uso topico no pescoco, envolvendo a garganta em casos de
inflamacGes das amigdalas, e no peito para dores anginas (Bohs, 1989; INTA, 2009).

Né&o foi encontrado nenhum trabalho cientifico que avalie o efeito das folhas. Para o
fruto do tomate de arvore, porém, ja foram demonstradas atividades biolégicas in vivo e in
vitro, como antioxidante, antinociceptivo, anti-inflamatorio, anticAncer e anti-obesidade.
Entretanto, ha uma variacdo na composicao quimica dos frutos de tomate de arvore devido a
cor dos frutos, maturidade, parte do fruto (polpa, mucilagem, sementes), genética, condicdes
geogréficas e ambientais (Wang et al.,, 2020), o que torna necessario investigar as
propriedades das plantas cultivadas no Brasil.

Devido ao uso tradicional do tomate de arvore como planta medicinal, é importante
avaliar também sua toxicidade a fim de se comprovar sua seguranca para a saude humana,
uma vez que ha casos relatados na literatura de interacbes medicamentosas adversas, efeitos
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos em relacdo ao uso de fitoterapicos em geral
(Jaysinghe & Jayawardena, 2019). Entretanto, estudos sobre a toxicidade e seguranca do uso
do tomate de &rvore sdo raros. Para o nivel de toxicidade em linhas celulares normais, 0s
extratos de frutos de tomate de arvore foram em grande parte ndo citotoxicos para as células
normais com um ICsq de >200,00 pg mL™* (Mutalib et al., 2017). Em um teste com animais, o
tratamento diario de ratos Sprague Dawley machos com extrato dos frutos na dose de 300 mg

kg™ por 7 semanas ndo mostrou toxicidade (Abdul Kadir et al., 2015).
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Modelos animais em testes de toxicologia tem uma enorme vantagem em relacdo a
testes in vitro, uma vez que o animal estd mais intimamente correlacionado com a toxicidade
em humanos e, de forma mais fidedigna, incorpora farmacocinética, absorcao, distribuicéo e
metabolismo. Dentre eles, 0 modelo de toxicidade embrionaria do zebrafish, devido a alta
conservacgao genética com os humanos (87% de semelhanca), tem sido amplamente utilizado
em triagens do efeito toxico de compostos bioativos e, mais recentemente, em avaliacOes
toxicoldgica de fitoterapicos (Jaysinghe & Jayawardena, 2019).

O teste FET (Fish Embryonic Toxicity) (OECD, 2013), realizado com esta espécie de
peixe tropical de agua doce nativa da Asia, conhecida popularmente como zebrafish (Danio
rerio), apresenta diversas vantagens que favorecem estudos sobre os efeitos farmacoldgicos
de plantas: tamanho pequeno, ciclo de vida curto, rapido desenvolvimento, fecundidade,
transparéncia dos ovos e embrides que permite observar os 6rgdos internos, sdo animais de
facil manutencdo e comportamento facilmente observavel (Zon et al., 2005).

O objetivo deste trabalho, portanto, foi avaliar o potencial antioxidante e os efeitos
toxicoldgicos em embribes de zebrafish de extratos de polpa de frutos e folhas de plantas de

S. betaceum cultivadas no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

2.1.1 Obtencao

Foram coletadas amostras de folhas e frutos frescos e maduros de S. betaceum (frutos
de polpa de cor vermelha) de plantas da Colecdo de Germoplasma de Hortalicas néo
Convencionais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA)
(latitude 21°13°21” S, longitude 44°58°12” O, 922 m de altitude), localizada em Lavras-MG.
Segundo a classificacdo de Sa Junior et al. (2012) o clima regional é do tipo Cwa, de acordo
com a metodologia proposta por Képpen, sendo caracterizado por um clima temperado Umido

com verdo quente e inverno seco.

2.1.2 Extracao

Foram feitos quatro extratos, sendo dois das folhas e dois dos frutos com dois
diferentes solventes: 4gua e metanol. As folhas frescas foram lavadas em agua corrente e
picadas. Os frutos foram lavados, descascados com uma faca, cortados longitudinalmente e as
sementes foram retiradas manualmente para obtencdo da polpa (mesocarpo).

Os extratos foram preparados por turboextracdo utilizando 10 g do material vegetal
(folhas ou polpa do fruto) e 100 mL do solvente (a4gua destilado ou metanol). A amostra
vegetal foi colocada em um béquer de plastico sob banho de gelo e foi extraida no
turboextrator por trés ciclos de 10 minutos cada, fazendo um intervalo de um minuto entre 0s

ciclos. Apos estes procedimentos, os extratos foram filtrados a vacuo e armazenados a -20° C.

2.2 ENSAIOS ANTIOXIDANTES

2.2.1 Preparo dos extratos
Uma aliquota de cada extrato de Solanum betaceum foi centrifugada e, a partir do
sobrenadante, preparou-se as diluicbes seriadas para cada teste. Os ensaios antioxidantes

foram realizados no Laboratdrio de Fitoquimica do Horto de Plantas Medicinais da UFLA.
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2.2.2 Determinacao dos fenois totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método colorimétrico
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu descrito por Slinkard & Singleton (1977). As reac0es
foram realizadas em placas de microtitulagdo, utilizando 20 uL dos extratos, 125 pL de
Carbonato de Sddio (Na,COgs) a 7% e 100 pL de solugdo etanolica de Folin-Ciocalteu a 10%.
A placa foi armazenada por 2 horas no escuro a temperatura ambiente e, apds estes
procedimentos, a leitura foi realizada em espectrofotébmetro (Leitor de microplacas TECAN
Infinity® M200 PRO) a 760 nm. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em miligrama equivalentes em &cido galico por g de matéria fresca da amostra (mg
EAG g?). A curva de calibragdo foi realizada com &cido galico com oito pontos de
concentragdo (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,0312; 0,0156; 0,0078 ug mL™) e os resultados
foram calculados de acordo com a equacdo da reta (Y=3,887x — 0,1545, em que y € a

absorbéancia e x é a concentragdo; R2 = 0,9943).

2.2.3 Quantificacdo de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides nos extratos foi determinada pelo método de Ahn et al.
(2007). Foram utilizados 100 pL de solugdo de cloreto de aluminio (AICl3) a 10% (preparado
com etanol 70%) e misturados em 100 pL de cada extrato. Apds 60 minutos no escuro e a
temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotometro a 420
nm, contra um branco de 100 pL de solvente + 100 pL solu¢do de Cloreto de Aluminio
(AICI3). Os testes foram realizados em triplicata e o conteudo total de flavonoides foi
expresso como miligramas equivalentes de quercetina por grama de peso fresco da amostra
(mg EQ g%). A curva de calibracdo foi realizada com quercetina com oito pontos de
concentracdo (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,0312; 0,0156 ¢ 0,0078 ug ml™) e os resultados
foram calculados de acordo com a equacdo da reta (Y=12,T + 0,0648; em que y é a

absorbéncia e x é a concentragdo; R2 = 0,999).

2.2.4 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (CAT) foi estabelecida de acordo com o método de
reducdo do molibdato de amonio descrito por Prieto et al. (1999). Para este ensaio foram
utilizados 20 pL dos extratos misturados em 1,5 mL de solucao reagente (fosfato de sodio 28
mM, molibdato de aménio 4 mM e &cido sulfarico 0,6 M). A solugdo reagiu por 90 minutos a
temperatura de 90° C e logo ap0s arrefecimento a temperatura ambiente, foram aplicados 100

puL de cada solucao em placas de microtitulagao e suas absorbancias mensuradas a 695 nm em
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espectrofotdbmetro. A analise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em
miligrama equivalentes em &cido ascérbico por g de peso fresco da amostra (mg EAC g™).

2.2.5 Atividade de captura de radicais livres DPPH

A atividade de captura de radicais livres DPPH foi realizada de acordo com Brand-
Williams et al. (1995). Nas placas de microtitulagdo foram adicionadas 50 pl das amostras em
diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 mg mL™) com 250 pL de
solugcdo metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,2 mM. Em seguida, as solucdes
foram colocadas no escuro sob temperatura ambiente por 60 minutos e as leituras
espectrofotométricas realizadas a 517 nm. O BHT (3,5-di-tert-4-butilhidroxitolueno) foi
utilizado como controle positivo, enquanto o metanol como controle negativo. A atividade de
eliminacio de radicais livres foi expressa em ICso (Mg mL™), equivalente & concentracéo do
extrato com capacidade de inibir 50% dos radicais DPPH, calculada pela formula: (%) = (AO -
Al) / A0 * 100, em que AO ¢ a absorbancia do controle negativo e Al a absorbancia das

amostras.

2.2.6 Atividade de captura de radicais livres ABTS

A eliminacéo de radicais livres pelo ensaio de descoloracdo catidnica do radical ABTS
foi realizada utilizando o método descrito por Ling et al. (2009) e Re et al. (1999), com
poucas modificacdes. A solu¢io de Acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ABTS (ABTSe+), produzida pela adigdo de 0,0768 g de sal de ABTS e 0, 0132 g de
persulfato de potassio em 20 mL de &gua destilada, foi mantida em repouso a temperatura
ambiente e no escuro por 16 h antes da utilizagdo. A solu¢do de ABTSe+ foi diluida em etanol
até alcancar a absorbancia de 0,7 + 0,02 em 734 nm. O etanol foi utilizado como controle
negativo, enquanto o Trolox foi utilizado como controle positivo. Foram aplicados 30 pL de
extrato das amostras sob diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625 mg
mL'l) com 270 pL de solucdo diluida de ABTS em placas de microtitulagdo. A solucao reagiu
por 6 minutos a temperatura ambiente e depois a absorbancia foi medida a 734 nm. A
atividade de eliminagdo de radicais livres foi expressa em 1Cs, (mg mL™), equivalente &
concentracdo do extrato com capacidade de inibir 50% dos radicais ABTS, calculada pela
formula: (%) = (A0 - Al) / A0 * 100, em que AO é a absorbancia do controle negativo e Al a

absorbancia das amostras.
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2.3 ENSAIOS DE EMBRIOTOXICIDADE

2.3.1 Manejo das matrizes zebrafish e instalacfes

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados em estrita
conformidade com as normas institucionais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, Brasil, sob o n°® 014/19 e atendendo
as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) para
manutencdo e uso de animais de laboratorio e das normas das diretrizes da OECD (2013).

O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central do Departamento de
Medicina Veterinaria da UFLA.

As matrizes de zebrafish (Danio rerio), de aproximadamente cinco meses, foram
mantidas em uma raque (Hydrus-Alesco) especifica para a espécie, em sistema de
recirculacdo, a qual possui sessenta aquarios de 3 L cada, sendo acondicionados dez animais
por aquério. Todos os animais permaneceram em fotoperiodo com 14:10 (luz:escuro)
(Dammski et al., 2011) e temperatura de 28 °C, alimentadas (Nutrifish-Floculada) duas vezes
ao dia. A limpeza dos aquérios foi feita pelo sistema automatizado da raque.

Pardmetros relacionados a qualidade da agua como temperatura, teor de oxigénio
dissolvido, concentracdo de amodnia e pH foram aferidos diariamente.

2.3.2 Obtencao dos embrides

Os adultos de zebrafish foram separados de acordo com o sexo (80 machos e 80
fémeas) no dia anterior a cada reproducdo, em pequenas criadeiras. As criadeiras foram
mantidas em aquarios de 40 L com sistema de oxigenacdo constante e temperatura controlada
a 28° C, com manutencdo do fotoperiodo de 14 horas luz/ 10 horas escuro. No dia seguinte
pela manha, os machos foram acondicionados na criadeira das fémeas (2 machos/ 1 fémeas)
uma ou duas horas antes do término do periodo de escuro. Estas mudancgas estimulam o
comportamento de acasalamento e a liberacdo dos gametas no ciclo de luz seguinte. Foram
utilizadas criadeiras com um fundo gradeado para que 0s ovos passem pelo fundo.

Os embrides foram coletados por meio de um sifdo e mantidos em meio E3, o qual
permite a padronizacdo do desenvolvimento embrionario do zebrafish (5 mM NaCl, 0,17 mM
KCI, 0,33 mM CaCl2, 0,33 mM MgSO4, e 0,1% de azul de metileno (Di Prinzio et al., 2010).
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2.3.3 Teste de toxicidade aguda em embrides (FET)

O extrato de cada amostra de Solanum betaceum foi rotavaporado e o extrato seco foi
pesado em balanca de preciséo e diluido em meio E3 em um tubo falcon com o auxilio de um
sonicador, em diluicBes seriadas. Em seguida, a amostra diluida foi centrifugada e utilizou-se
0 sobrenadante.

A exposigdo de embrides e larvas de zebrafsh ao extrato foi realizada em placas de
96 pocos, de acordo com o método descrito pela OECD, 2013 (teste n° 236). Foram
selecionados 40 ovos fertilizados para cada tratamento, colocados em placa de Petri e tratados
com 15 mL de extrato nas diferentes diluicdes. O grupo controle foi exposto ao meio E3. Os
embrides foram mantidos nas placas de Petri em estufa a 28° C por 24 horas. Apos este
periodo, foram selecionados 20 embrides saudaveis (n=20) de cada tratamento, que foram
colocados em placas de 96 pocos, com um embrido por poco e 200 uL de extrato diluido ou

meio E3.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas avaliadas como medidas para o potencial teratogénico
de S. betaceum ao longo de 120 horas.

HPF
\Ifis(;[:glo de Embriotoxicidade Caracteristicas 24 48 72 96 120
Ovo Coagulacao do ovo \YJ \Y \Y \ \Y
Somitos Vv Vv \V V V
Destacamento de v v v v v
cauda
Olhos \V V V \V vV
Pigmentacéo X \% \% \Y \
Eclosdo Larva viva Lordose X X V V V
(Larva) Edema X \Y \Y V Vv

HPF: Horas pos fertilizacdo. V: caracteristica que foi avaliada em determinado tempo. X:
caracteristica que ndo foi avaliada em determinado tempo.

Os embrides foram analisados, um a um, a cada 24 horas até completar 120 horas pos
fertilizacdo (hpf). Os parametros de desenvolvimento avaliados em embriGes e larvas durante
a exposicdo de 120 horas foram: coagulacdo, eclosdo das lavras, mortalidade de embrides e
larvas, formacdo dos somitos, destacamento de cauda, formacdo de olhos, presenca de
pigmentacdo e deformidades morfologicas (lordose e edema) (tabela 1). Os embribes e as
larvas foram examinados subseqientemente com o auxilio de um microscopio invertido
(Olympus CX22LED) e de uma lupa (Motic BA310) para verificar o desenvolvimento do
corpo em cada concentracdo de extrato por um periodo de exposicdo de 120 horas. Foram
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feitos dois ensaios nos quais foram testadas as seguintes concentracdes de extratos de S.
Betaceum quanto aos efeitos embriotoxicos e teratogénicos no desenvolvimento de embrides e
larvas de zebrafsh: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mg mL™ e 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031 mg

mL™.

2.3.4 Avaliacdes do Indice Teratogénico (IT)

O método descrito por Selderslaghs et al. (2009) foi utilizado para a avaliacdo dos
dados. Nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 hpf, a mortalidade/embriotoxicidade e as
alteracbes morfologicas dos embrides foram avaliadas utilizando um microscépio invertido
(Olympus CX22LED). As pontuacBes foram atribuidas para cada caracteristica de maneira
binominal (‘1" foi atribuido para caracteristicas anormais e '0' foi atribuido para normal). Com
base na pontuacdo atribuida a determinadas caracteristicas, uma pontuacédo geral para o efeito
percentual foi criada para cada tratamento no experimento. Além disso, os efeitos foram
avaliados em funcdo do tempo.

A cada individuo no experimento foram atribuidas pontuacdes para malformacéo
(deformidades morfoldgicas) e mortalidade a cada 24 horas, o que levou a determinacéo da
porcentagem efetiva de cada concentracdo em cada momento. A porcentagem de toxicidade
do extrato foi determinada como a proporc¢do de embribes e/ou larvas mortas sobre o nimero
total de embrides iniciais (20 ovos fertilizados). A porcentagem de malformacéo para 24, 48,
72, 96 e 120 hpf foi determinada como a propor¢cdo de embries/larvas malformados
(presenca de edema, lordose ou ndo eclosdo as 120 hpf) sobre o nimero total de embribes

iniciais (n=20).

2.3.5 Avaliacdo da curva dose-resposta

A analise de dose-resposta foi calculada de acordo com procedimentos descritos por
Alafiatayo et al., 2019. Utilizou-se o programa Graph Pad Prisma, versdo 8.0, para a criagdo
de curvas de concentracdo-resposta para os dados de malformacgédo e mortalidade para cada
tratamento, cada um com 20 réplicas por concentracdo, para o tempo de 120 hpf. Os dados
foram apresentados em forma de curvas sigmoidais. As curvas inferior e superior foram
definidas em 0 e 100, respectivamente, com o requisito de que a porcentagem proxima de O e
100 para efeitos se enquadre na faixa de concentracdo. Essa curva de concentracdo-resposta
foi utilizada na determinacéo dos valores de LCs (efeitos letais/fembriotoxicos) e ECs (efeito

teratogénico).
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Usando os valores calculados de LCsy € ECso, um indice teratogénico (IT) foi
calculado como a razéo de LCsq / ECsp para o tempo de 120 hpf. Quanto mais altos os valores
de IT, maior é o efeito teratogénico do extrato testado, em comparacdo com a

embriotoxicidade geral, medida pela mortalidade de organismos.

2.4 ANALISE ESTATISTICA
Para os testes antioxidantes, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em um arranjo fatorial 2x2, sendo duas partes da planta (folha e fruto) e dois
tipos de solventes (agua e metanol). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para as
analises estatisticas dos dados utilizou-se o programa R. As médias entre os tratamentos
foram submetidas a analise de variancia, pelo teste F, e comparadas pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade.
Para o teste de embriotoxicidade, as curvas de dose-resposta foram geradas através

do GraphPad Prism verséo 8.
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3 RESULTADOS

3.1 Compostos fenolicos e atividade antioxidante dos extratos de S. betaceum

Os resultados revelaram a presenca de fenois e flavonoides e atividade antioxidante
nos extratos de folhas e polpa de frutos de S. betaceum (tabela 2). A folha apresentou teores
de fenois totais e flavonoides maiores que o fruto. A extragdo em metanol para as folhas
apresentou o maior teor de fenois totais e a extracdo em agua das folhas obteve o maior teor
de flavonoides. A diferenca de polaridade entre os solventes agua (mais polar) e metanol
(menos polar), pode implicar em diferentes poderes de extracdo dos componentes da amostra.

No teste de Capacidade antioxidante total (CAT), o extrato metanolico da folha
apresentou a melhor atividade. Nos testes de captura de radicais livres ABTS e DPPH, os
extratos aquosos da polpa dos frutos apresentaram capacidade de reducdo destes radicais
menor que 50%, ndo sendo possivel, portanto, o calculo do 1Cs. Para o extrato metanolico da
polpa dos frutos foi possivel o célculo, porém o ICs, foi até 24 vezes maior que o encontrado
para a folha. O extrato metandlico das folhas apresentou, pois, a melhor atividade, ou seja, as
menores concentracdes capazes da capturar 50% dos radicais livres DPPH e ABTS presentes

na amostra.

Tabela 2. Constituintes fenolicos e atividade antioxidante dos extratos de folhas e polpa de
frutos de S. betaceum.
Fenois Flavonoides CAT ABTS DPPH

(mg EAG g%) (mg EQ g%) (mg EACg?h  (IC50=mgmL™) (IC50=mg mL™)

Agua Metanol Agua Metanol Agua Metanol Agua Metanol Agua  Metanol
Folha 2,64 Ab 3,03Aa 120Aa 0,73Ab 167Ab 204Aa 064a 0,22Bb 3,65a 0,74 Bb
Fruto 0,89Bb 1,80Ba 0,03Ba 0,02Ba 1,33Bb 1,57Ba - 549 A - 4,88 A
Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si de
acordo com o teste Scott-Knott (p<0,05). Fenois totais: expresso em mg de acido galico equivalente a
1 g de matéria fresca. Flavonoides: expresso em mg de quercetina equivalente a 1 g de matéria fresca.
CAT: capacidade antioxidante total em mg de acido ascérbico equivalente a 1 g de matéria fresca.
DPPH: capacidade de captura de radicais livies DPPH expressa em IC50. ABTS: capacidade de
captura de radicais livres ABTS expressa em IC50.

3.2 Teste de toxicidade aguda dos embribes de zebrafish expostos a extratos de S.
betaceum

No ensaio inicial (extratos de folhas e frutos de S. betaceum nas concentragGes entre
0,625 a 10 mg mL™) houve 100% de mortalidade as 24 horas de pés-fertilizagdo (hpf) para as
concentracdes entre 2,5 e 10 mg mL™ para os quatro extratos testados. Dessa forma, realizou-
se um segundo ensaio com menores concentracdes (0,031 a 2 mg mL™?) para melhor

observacdo do desenvolvimento dos embrides e calculo do indice teratogénico. Na
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concentracdo de 2 mg mL™ ainda houve 100% de mortalidade para os extratos das folhas s
24 hpf e 100% de mortalidade para os extratos dos frutos até as 72 hpf.

Os embrides incubados com extratos de S. betaceum nas concentracdes inferiores a 1
mg mL™ foram observados as 24 hpf (figura 1). Ndo houve eclosdo neste momento e foi
possivel observar algumas alteragdes no desenvolvimento dos embrides. Na concentragdo de
1 mg mL™? para os quatro extratos testados, houve um atraso no desenvolvimento dos
embrides, sendo que a maioria ndo apresentou destacamento de cauda ou formacédo de somitos
e olhos (caracteristicas dos embrifes do grupo controle entre as 11 e 14 hpf).

As 48 hpf, também ndo houve eclosdo e os embrides incubados com a concentragio
mais alta dos extratos (1 mg mL™) ainda apresentaram um desenvolvimento atrasado. Nas
concentracdes inferiores a 0,5 mg mL™ os embrides ja se encontraram idénticos aos do grupo
controle (meio E3), com formacdo de somitos, destacamento de cauda, olhos formados e
presenca de pigmentacao.

As 72 e 96 hpf, a maioria das larvas incubadas na concentracio de 1 mg mL™ ainda
ndo haviam eclodido e encontravam-se sem ou com baixa pigmentacdo, como pode ser
observado na figura 1. Porém, exceto para o extrato metanolico do fruto, os olhos e cauda
haviam se desenvolvido. Na concentracdo de 0,5 mg mL™ as larvas eclodiram com
pigmentacdo e desenvolvimento esperados, porém algumas apresentaram edema no saco
vitelinico ou pericardio. Abaixo de 0,5 mg mL™ os embrides encontraram-se idénticos ao
grupo controle, sem alteracbes morfoldgicas.

As 120 hpf, na maior concentracio de 1 mg mL™, as larvas dos extratos metanélicos
da folha e polpa do fruto ndo eclodiram, sendo que as do fruto, além disso, ndo apresentaram
pigmentacdo. Ainda para a concentracdo de 1 mg mL™, para ambos 0s extratos aquosos as
larvas eclodiram e apresentavam edema no saco vitelinico ou pericardio. Na concentracao de
0,5 mg mL™ algumas larvas também apresentaram edema. Abaixo de 0,5 mg mL™ as larvas
apresentaram desenvolvimento esperado e sem alteracbes as 120 hpf, idénticas ao grupo

controle.
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Figura 1. Quadro representativo das caracteristicas morfoldgicas das larvas de zebrafish
expostas aos quatro diferentes extratos de S. betaceum das 24 as 120 horas pos fertilizagdo
(hpf). Na concentracdo de 1 mg mL™, ndo houve rompimento do cérion para os extratos em
metanol de folha e fruto até as 120 hpf. Nas concentracdes abaixo de 0,5 mg mL™ as larvas
apresentaram aspecto semelhante ao do controle as 120 hpf.

FOLHA FRUTO
Agua Metanol Agua Metanol CONTROLE
120 HPF
1 mg/ v 4 - ‘ k

Para todas as concentracbes de extrato testadas, o efeito de toxicidade em cada
individuo foi dependente da concentragdo (dose-dependente). As curvas concentracao-
resposta foram produzidas para o tempo de 120 hpf utilizando-se a porcentagem de embrides
afetados (letalidade ou malformacdo para as caracteristicas observadas) para cada
concentracdo (Figuras 2 e 3). Os dados para LCs (efeitos embriotoxicos / letalidade) e ECsg
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(efeitos teratogénicos especificos) foram obtidos das curvas de concentragdo-resposta no

tempo de 120 hpf (tabela 3). Nao foi possivel calcular, porém, o LCsy para 0 extrato aquoso

da folha nas concentragdes avaliadas. A partir dos resultados de LCsy e ECsg as 120 hpf

também foi calculado o indice teratogénico (IT), demonstrado na tabela 3.

Figura 2. Curva de concentracdo-resposta para mortalidade em larvas de zebrafish as 120
horas pos fertilizacdo (hpf) expostas a extratos de S. betaceum em diferentes concentracdes
(10; 5; 2,5; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062 e 0,031 mg mL™). N&o foi possivel calcular o LCso

para o extrato aquoso da folha nas concentracfes avaliadas.
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Figura 3. Curva de concentracao-resposta para ma formacao em larvas de zebrafish as 120
horas pos fertilizagdo (hpf) expostas a extratos de S. betaceum em diferentes concentracdes

(1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062 e 0,031 mg mL™).
Ma Formacgao 120 HPF
100

50

% do efeito
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A ma formacéo foi mais dependente da concentracdo dos extratos do que a letalidade,

0 que pode ser verificado nos graficos das figuras 2 e 3. As 120 hpf, os embrides expostos a

todas as concentracdes maiores que 1 mg mL™ apresentaram 100% de mortalidade. Nas

concentracdes menores que 1 mg mL™, porém, houve pouca ou nenhuma letalidade mas foi
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possivel observar que a porcentagem de mé formagdo aumentou gradualmente de acordo com

0 aumento da dose do extrato em que os embrides se encontravam.

Tabela 3. LCso, ECsp, IC (Intervalo de Confianca) e IT (indice Teratogénico) as 120 horas
pos-fertilizacdo expressos em mg mL™.

Tratamento LCs IC LCx ECs IC ECx IT (LCs/ECsxp)
Folha H20 - - 0,290 0,114-0,630 -

Folha Metanol 1,271 1,254 - 1,294 0,072  0,043-0,135 17,653
Fruto H20 1,425 1,310 - 1,580 0,680 0,251-8,110 2,096

Fruto Metanol 1,088 1,027 - 1,151 0,453 0,209 - 0,884 2,402

As concentracdes de extratos de S. betaceum necessarias para causar a morte de 50%
dos embrides de zebrafish (LCso) variaram entre 1,088 a 1,425 mg mL™ (tabela 3). O extrato
metandlico do fruto obteve a menor concentracdo que apresentou a maior letalidade as 120
hpf, com LCs, igual a 1,088 mg mL™. O extrato aquoso do fruto, por sua vez, foi 0 menos
toxico (LCso igual a 1,425 mg mL™).

Os efeitos de ma formacdo (ECsp) as 120 hpf foram observéveis nos extratos com
concentracdes iguais ou inferiores a 1 mg mL™, uma vez que acima deste valor a letalidade foi
de 100% (figura 1). Os valores de ECs variaram entre 0,072 a 0,68 mg mL™. A menor
concentracdo capaz de causar alteracfes morfologicas em 50% dos embrides de zebrafish
pertence ao extrato da folha em metanol (ECs, igual a 0,072 mg mL™). Estudos prévios
indicam que o metanol na concentracdo de até 1% ndo € toxico para a larva do zebrafish e,
uma vez que o metanol esta presente nos extratos rotavaporados em uma concentragao
inferior a 1%, os efeitos de méa formacao se devem aos fitocompostos presentes na folha.

O extrato dos frutos em agua apresentou 0 menor ECsp, assim como o menor LCsg.

4 DISCUSSAO

A avaliacdo da toxicidade de plantas medicinais no desenvolvimento embrionario é
importante pois muitas vezes produtos derivados destas plantas que alegam ter efeitos
farmacoldgicos podem ganhar popularidade no mercado sem informacgdes sobre seu perfil
toxicologico e efeitos na satde (Alafiatayo et al., 2019).

As folhas de S. betaceum foram estudadas e apresentaram teores de fenois, flavonoides
e atividade antioxidante superiores aos dos frutos. As folhas sdo aplicadas em uso topico para
inflamacGes das amigdalas e dores anginas pela populagdo de alguns paises andinos (Bohs,
1989; INTA, 2009) e, por possuirem propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, o0s

compostos fendlicos presentes nas amostras podem contribuir para seu efeito terapéutico
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tradicional. Entretanto, o extrato das folhas revelou um indice teratogénico (IT) até 7 vezes
maior que o do fruto, ou seja, foi o tratamento que causou a maior porcentagem de ma
formacéo nos embrides de zebrafish em desenvolvimento.

Os valores de IT foram calculados pela proporcao de LCso/ECso para cada tratamento
as 120 hpf. Este indice é utilizado para classificar os efeitos teratogénicos de qualquer
composto tdxico; isto €, quanto maior o valor de IT, maior o potencial teratogénico que a
substancia apresentara (Selderslaghs et al., 2009). O IT para os frutos variou entre 2,096 a
2,402, enquanto para a folha foi igual a 17,653, comprovando que a folha possui potencial de
toxicidade para humanos e ndo deve ser ingerida, mas sdo necessarios mais estudos para
verificar se seu uso topico é seguro.

O género Solanum destaca-se por ser rico em compostos bioativos na forma de
esteroides e alcaloides, que podem possuir tanto aplicacdes terapéuticas como efeitos toxicos.
A batata, S. tuberosum, possui glicoalcaloides capazes de produzir vomito, diarreia e dor
abdominal. Outras espécies da familia Solanaceae possuem alcaloides com acdo sobre o
sistema nervoso central que podem levar a diversos efeitos colaterais e até ao envenenamento
letal dependendo da dosagem (Campos et. al, 2016). Nao foram encontrados trabalhos sobre a
presenca de alcaloides em S. betaceum e a identificacdo destes compostos pode ser um
importante estudo para a determinagdo do potencial toxicoldgico da espécie.

5 CONCLUSAO

Para todas as concentracdes de extrato de folhas e frutos testadas, o efeito de
toxicidade no modelo zebrafish foi dependente da concentragdo (dose-dependente). As folhas
de S. betaceum possuem elevado potencial antioxidante e, ao mesmo tempo, alta toxicidade
no desenvolvimento de embrides de zebrafish. Provavelmente devido & esta toxicidade, o uso
das folhas pela medicina popular € feito de forma topica, assim os efeitos terapéuticos
antiinflamatérios dos compostos fendlicos podem ser obtidos de forma mais segura do que
com a ingestdo da mesma. Os frutos, que séo largamente consumidos pela populagdo andina,
apresentaram atividade antioxidante e menores efeitos deletérios nos embribes. Este trabalho
se configura como uma base inicial de estudos farmacoldgicos da espécie S. betaceum em
modelo animal, possibilitando o planejamento de um estudo futuro sobre o efeito terapéutico

do tomate de arvore.



58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDUL KADIR, N. A. A.; RAHMAT, A.; JAAFAR, H. Z. E. Protective Effects of Tamarillo
(Cyphomandra betacea) Extract against High Fat Diet Induced Obesity in Sprague-Dawley
Rats. Journal of Obesity, v. 2015, 2015.

AHN, M. R.; KUMAZAWA, S.; USUI, Y.; NAKAMURA, J.; MATSUKA, M.; ZHU, F,;
NAKAYAMA, T. Antioxidant activity and constituents of propolis collected in various areas
of China. Food Chemistry, v. 101, p. 1383-1392, 2007.

ALAFIATAYO, A A,; LAI K.; SYAHIDA, A.; MAHMOOD, M.; SHAHARUDDIN, N.A.
Phytochemical evaluation, embryotoxicity, and teratogenic effects of Curcuma longa extract
on zebrafish (Danio rerio). Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v.
2019, 2020.

BOHS, L. Ethnobotany of the genus Cyphomandra (Solanaceae). Economic Botany, v.43, p.
143-163, 1989.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. Food Science Technology, London, v. 28, n. 1, p. 25-30, 1995.

CAMPOS, S.C.; SILVA, C.G.; CAMPANA, P.R.\V.; ALMEIDA, V.L. Toxicidade de
Espécies vegetais. Rev. bras. plantas med., v.18, n.1, Botucatu, 2016.

DAMMSKI, A. P., MULLER, B.R.; GAYA, C.; REGONATO, D. Zebrafish. Manual de
Criacao em Biotério. Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2011.

DI PRINZO, C. M.; BOTTA, P.E.: BARRIGA, E.H.; RIOS, E.A.; REYES, A.E.; ARRANZ,
S.E. Growth hormone receptors in zebrafish (Danio rerio): adult and embryonic expression
patterns. Gene Expression Patterns, v. 10, n. 4-5, p. 214-225, 2010.

INTA (Instituto Nacional de Innovaccién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria).
Cultivo de Tomate de Arbol (Cyphomandra betacea) — Area: manejo integrado de
cultivo/frutales de altura. San José, Costa Rica, 2009.

JAYASINGHE, C.D. & JAYAWARDENA, U.A. Toxicity assessment of herbal medicine
using zebrafish embryos: a systematic review. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, V. 2019, 2019.

KINUPP, V. F.; LORENZI, H. Plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) no Brasil. S&o
Paulo: Instituto Plantarum de Estudos da Flora, 2014.

LING, L. T.; YAP, S.; RADHAKRISHNAN, A.K.; SUBRAMANIAM, T.; CHENG, H.M,;
PALANISAMY, U.D. Standardised Mangifera indica extract is an ideal antioxidant. Food
Chemistry, London, v. 113, p. 1154-1159, 2009.

MUTALIB, M. A.; RAHMAT, A.; ALI, F.; OTHMAN, F.; RAMASAMY, R. Nutritional
compositions and antiproliferative activities of different solvent fractions from ethanol extract
of Cyphomandra betacea (Tamarillo) Fruit. Malays J Med Sci., v. 24, n.5, p. 19-32, 2017.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/1567133X

59

OECD. Fish embryo toxicity test. Organization for Economic Co-Operation and
Development, Paris, 2013.

PANTOJA, L.; PINTO, N.A.V.D.; LOPES, C.; GANDRA, R.; SANTOS, A.S. Caracterizacao
fisica e fisico-quimica de frutos de duas variedades de tamarilho oriundas do norte de Minas
Gerais. Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 31, p. 916-919, 2009.

PRIETO, P., PINEDA, M.; AGUILAR, M. Spectrophotometric quantitation of antioxidant
capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex: specific application to the
determination of vitamin E. Analysis Biochemistry, v. 269, p. 337-341, 1999.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology & Medicine, New York, v. 26, n. 10, p. 1231-1237, 1999.

SA-JUNIOR, A.; CARVALHO, L.G.; SILVA, F.F.; ALVES, M.C. Application of the
Koppen classification for climatic zoning in the state of Minas Gerais, Brazil. Theoretical
and Applied Climatology, v. 108, p. 1-7, 2012.

SELDERSLAGHS, I. W. T.; ROMPAY, A.R.V.; COEN, W.; WITTERS, H.E. Development
of a screening assay to identify teratogenic and embryotoxic chemicals using the zebrafsh
embryo. Reproductive Toxicology, vol. 28, n. 3, p. 308-320, 2009.

SLINKARD, K. & SINGLETON, V. Total phenol analysis: automation and comparison with
manual methods. American Journal of Enolology and Viticulture, v. 28, p. 49-55, 1977.

TENE, V.; MALAGON, O.; FINZI, P.V.; VIDARI, G.; ARMIJOS, C.; ZARAGOSA, T. An
ethnobotanical survey of medicinal plants used in Loja and Zamora-Chinchipe, Ecuador. J.
Ethnopharmacol., v. 111, p. 63-81, 2007.

WANG, S. & ZHUB, F. Tamarillo (Solanum betaceum): Chemical composition, biological
properties, and product innovation. Trends in Food Science & Technology, v. 95, p. 45-58,
2020.

ZON, L. I. & PETERSON, R. T. In vivo drug discovery in the zebrafish. Nature reviews
Drug discovery, v. 4, n. 1, p. 35, 2005.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09242244

