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Resumo

O fruto de Sechium edule, popularmente conhecido como chuchu, exibe notavel versatilidade no &mbito
do consumo nutricional, tendo a presenga de compostos fitoquimicos, como flavondides, acidos
fendlicos, cumarinas e carotendides. Estes componentes mostram propriedades antioxidantes
notéveis, despertando um consideravel interesse para eventuais avancos no desenvolvimento de
agentes farmacoldgicos relacionados com a capacidade antioxidante. Nesse sentido, objetivamos
explorar o potencial e a concentracdo dessas substancias, no qual destacam-se alguns métodos in
vitro, que incluem DPPH, ABTS e Fendis Totais. Os resultados, expressos em termos de absorbéncia
possibilitaram o célculo de Fendis Totais, indicando uma concentracao relativamente baixa. No que diz
respeito ao teste DPPH calculou-se as concentracdes efetivas de padrdo e de amostra para capturar
50% do radical DPPH. Para o teste ABTS, os resultados foram semelhantes, mostrando que foi preciso
uma maior concentracdo de extrato para capturar os radicais. Isso implica em uma atividade
antioxidante in vitro em concentragdes relativamente baixas para o extrato de Sechium edule (chuchu).

Palavras-chave: Sechium edule. DPPH. Fendis Totais. ABTS. Antioxidante.
Area do Conhecimento: Farmacia - Farmacognosia
Introducéo

O chuchuzeiro (Sechium edule Swartz) é uma planta da familia Cucurbitaceae, originaria do México
e da América Central, com cultivo em paises de clima quente, regides tropicais e subtropicais (Leon,
1968). O chuchu esta entre as dez hortalicas mais consumidas no Brasil, e entre os 30 produtos mais
comercializados na CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de S&o Paulo). As
plantas constituem um vasto reservatorio de substancias quimicas, tanto organicas quanto inorgéanicas,
apresentando diversos potenciais passiveis de serem explorados pelo ser humano. Frequentemente,
sdo empregadas como complemento terapéutico em conjunto com tratamentos estabelecidos, seja por
influéncia de préticas ancestrais ou por recomendacao de familiares e pessoas préximas ao longo de
vérias geracfes. (Machado et al., 2014; Jutte et al., 2017; Szerwieski et al., 2017; Wegener, 2017).

No corpo humano, a atividade metabdlica normal gera radicais livres constantemente. Essas
moléculas produzidas in vivo, interagem com o DNA, RNA, proteinas e outras substancias susceptiveis
a oxidagdo, causando danos que podem contribuir para o envelhecimento e o desenvolvimento de
doencgas degenerativas, como cancer, aterosclerose e artrite reumatoide. A oxidagéo dos acidos graxos
insaturados presentes na membrana celular, é identificada como o processo oxidativo mais comum no
organismo humano (Ramarathnam et al., 1995). Para validar o uso popular de espécies medicinais, é
necessario conduzir estudos cientificos que avaliem a atividade farmacolégica e toxicolégica,
fornecendo evidéncias sobre sua eficicia e seguranca. No que diz respeito a avaliacdo da capacidade
antioxidante de espécies vegetais, existem muitas metodologias disponiveis, incluindo ensaios que
utilizam a captura de radicais, como o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e o 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), o ABTS.

Sendo assim, a avaliacdo da toxicidade e da capacidade antioxidante do extrato de S. edule pode
contribuir para o uso seguro dessa espécie e fornecer informacdes cientificas importantes para validar
0 uso terapéutico do chuchu.
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Metodologia

Serao utilizados testes in vitro como Fendis Totais, DPPH e ABTS para estipular o teor de fenois
totais e a capacidade de sequestro de radicais livres do extrato de Sechium edule.

Fendis Totais

A realizacao do ensaio de fendis totais foi baseada na metodologia descrita por Singleton, Orthofer
e Lamuela-Raventés (1999), adaptada para microplaca de 96 pocos. Inicialmente, foram preparadas
solucdes de 5 mg/mL de extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Sechium edule, 500 ug/mL de acido
galico e 7% (m/v) de carbonato de sddio. Foram realizadas diluicbes seriadas com o auxilio de uma
micropipeta para obter as concentragdes de 100; 20; 4; 0,8; 0,16; 0,032; 0,0064 e 0,00128 ug/mL de
acido galico e 1000; 200; 40; 8; 1,6; 0,32; 0,064 e 0,0128 pg/mL de extrato. Na primeira etapa, com
uma micropipeta, foram adicionados 50 pyL de agua purificada em cada pogo a ser utilizado e em
triplicata, 12,5 uL de solugao de acido galico nos pogos A1, A2 e A3 e o extrato em A4, A5 e A6. A
diluicdo seriada foi realizada a partir do padréo (acido galico) e do extrato, até chegar ao ultimo poco.
Na segunda etapa, 12,5 uL do reagente de Folin-Ciocalteu (2N) foram adicionados em todos 0s pogos,
homogeneizados e incubando por 5 minutos ao abrigo da luz. Ao término desse tempo, foram
acrescidos na placa 125 uL de carbonato de sodio 7% em todos os pogos usados, e a placa foi
incubada por 90 minutos ao abrigo da luz. Por fim, realizou-se leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 750 nm a 27° C.

A partir dos resultados, montou-se no software Excel a curva padrdo (grafico de disperséao)
correlacionando as absorbancias com as diferentes diluicbes de acido galico. Por regressao linear,
foram descobertas as concentracdes de acido galico equivalentes a absorbancia das diluicdes do
extrato, por meio da férmula: FT = 1000 x [F]/[A].

DPPH

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia de Blois (1958), modificada por Brand-Willians,
Curvelier e Berset (1995) e adaptada para microplaca. Inicialmente foram preparadas solucdes de
17,18 ug/mL de acido galico, de 1.000 ug/mL de extrato bruto hidroalcéolico das folhas de S. edule e
de 40 pg/mL de DPPH, utilizando-se metanol 80% como solvente. Na primeira etapa, com o auxilio de
uma micropipeta adequada, foram adicionados: 100 pL de metanol 80% em todos 0s pogos a serem
usados, e depois, em triplicata, 100 pL da solucéo de &cido galico (padrdo) nos pogos Al, A2 e A3 e 0
extrato nos pogos A4, A5 e A6. Na segunda etapa, foram feitas diluicbes seriadas do padréo e do
extrato, usando-se uma micropipeta automatica, para a obtencao das concentragdes 8,59; 4,29; 2,14;
1,07; 0,53; 0,268 e 0,1342 pg/mL para o acido galico e 500, 250, 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,9
pg/mL para o extrato. Em seguida, os 100 pL do ultimo poco foram desprezados e adicionados 200 pL
da solugéo de DPPH (40 pg/mL) em todos os pogos contendo amostra e padrdo. Ao término das
dilui¢cdes, a placa foi incubada ao abrigo de luz por 30 minutos e teve a leitura das absorbancias em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm.

A partir dos resultados, montou-se no software Excel a curva padrdo (grafico de disperséo)
relacionando a porcentagem de captura de radicais livres com as diferentes concentragdes de extrato
ou padrdo. A partir da equacédo de regressao linear obtida, pode-se calcular a CE50, que representa a
guantidade necesséria para reduzir a concentragdo inicial de DPPH em 50%, por meio da seguinte
equacao: % CRL =100 x [[(A0 — A1)/AQ].

ABTS

O presente ensaio baseou-se na metodologia descrita por Re e colaboradores (1999), adaptada
para microplaca de 96 pocgos. Inicialmente preparou-se as solu¢des de 7 mM de ABTS, de 2,45 mM de
persulfato de potassio, de 1.000 pg/mL de extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Sechium edule de
1.000 pg/mL de &cido galico e de 200 uM de trolox.

Para a formacao do radical, misturou-se quantidades iguais de ABTS 7 mM e persulfato de potassio
2,45 mM, deixando-os reagirem por 16 horas no escuro. Antes de usar o radical ABTS, sua absorbancia
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em 734 nm foi ajustada para aproximadamente 0,700, diluindo-se com metanol 80% numa propor¢ao
de 3,75% (v/v).

A partir da solucéo de estoque de trolox, preparou-se solucdes de 32,5; 27,5; 22,5; 17,5; 12,5; 7,5;
5e 2,5 ug/mL. Foram pipetadas 25 uL dessas solugcdes para os pocos da microplaca em triplicata. Em
seguida, adicionou-se 25 pL de metanol 80% em todos os outros po¢os a serem utilizados e pipetou-
se 25 pL da solucéo de acido galico ou de extrato em diferentes pogos em triplicata. Por fim, realizou-
se diluigdo seriada das solugfes de acido gélico e de extrato, utilizando-se micropipeta para obter as
concentracdes desejadas.

Adicionou-se 175 puL do ABTS diluido em todos os pogos contendo trolox, acido gdlico e extrato e
em mais trés pocos contendo somente metanol 80%. As concentracdes finais de trolox foram de
aproximadamente 4,06; 3,43; 2,81; 2,18; 1,56; 0,93; 0,62 e 0,31 ug/mL, enquanto as de extrato foram
de 62,5; 31,25;15,62; 7,8; 3,9; 1,9; 0,97 e 0,48 pg/mL e as de acido gélico 56,5; 28,25; 14,13; 7,06;
3,53; 1,77; 0,88; 0,44; 0,22; 0,11; 0,055; 0,028; e 0,014 ug/mL. Incubou-se no escuro por 6 minutos e
leu-se a absorbancia em espectrofotdbmetro a 734 nm. Procedeu-se com os cdlculos utilizando-se a
mesma férmula usada para calcular a porcentagem de captura de radicais livres no ensaio DPPH.

Montou-se, no software Excel, os graficos de dispersao relacionando a porcentagem de captura de
radicais livres com as diferentes concentra¢gdes de extrato, acido galico e trolox. A partir da equacédo de
regresséo linear obtida, pdde-se calcular a CE50, que representa a quantidade necesséria para reduzir
a concentracao inicial de radical ABTS em 50%.

Resultados

Os resultados dos testes ABTS e DPPH séo fornecidos em termos de CE50, ou seja, o tanto de
antioxidante necessario para capturar 50% dos radicais presentes. Apds a leitura das absorbancias
no comprimento de onda de 517 nm para o DPPH, calculou-se a CE50 e montou-se os graficos do
padrédo (A) e amostra (B), conforme indicado na figura 1.

Figura 1. Correlacéo linear entre diferentes concentrag8es de 4cido gélico (A) e extrato (B), e porcentagem de
captura do radical DPPH
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Fonte: os autores (2024).

A partir das equacdes de regresséo linear obtidas, calculou-se as concentracBes efetivas de
padrdo e de amostra para capturar 50% do radical DPPH. A CE50 do &cido galico foi de
aproximadamente 0,34 pg/mL. J4 para o extrato das folhas de S. edule, a CE50 obtida foi de 20,36
pa/mL.

Para o teste ABTS, ap0s a leitura das absorbancias no comprimento de onda de 734, calculou-se
a CE50 e montou-se os graficos dos padrées trolox (A), acido gdlico (B) e amostra (C) conforme
indicado na figura 2.
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Figura 2. Correlacéo linear entre diferentes concentragGes de trolox (A), extrato (B) e acido galico (C), e
porcentagem de captura do radical ABTS
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Fonte: os autores (2024)

A partir das equacdes de regresséo linear obtidas, calculou-se as concentragcfes efetivas de
padrdo e de amostra para capturar 50% do radical ABTS. A CE50 foi estimada em aproximadamente
0,86 pg/mL para o trolox e 0,57 ug/mL para o acido gélico. J& para o extrato bruto hidroalcodlico das
folhas de S. edule, a CE50 obtida foi de 1,65 pg/mL.

Por fim, no ensaio de Fendis Totais, apos a leitura das absorbancias em um comprimento de onda
de 734nm, montou-se o gréafico de dispersdo do padrdo acido galico (A) e do extrato (B), conforme
identificado na figura 3. Com esses resultados, fez-se o calculo do teor estimado de fendis do extrato,
encontrando um valor de 0,85%.
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Fonte: os autores (2024)
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Discusséo

Plantas medicinais sdo uma fonte crucial de antioxidantes, como compostos fendlicos, que
desempenham um papel essencial na prevencdo de doencas crénicas, incluindo doencas
cardiovasculares e cancer. (Barbosa et al., 2010; Sim&es et al., 2017). A avaliacdo da capacidade
antioxidante de extratos vegetais é vital, utilizando métodos in vitro como DPPH e ABTS. (Chanda;
Dave, 2009).

Dessa forma, o resultado obtido no ensaio de Fendis Totais realizado no presente estudo, junto aos
relatos da literatura sobre a composicdo fitoquimica dessa espécie, sugerem que 0 extrato
hidroalcdolico das folhas de Sechium edule apresentam uma concentracdo baixa de fendis totais,
principalmente quando comparado a outros extratos. Em um estudo realizado por Fiuza e
colaboradores (2008), um extrato hidroalcdolico das folhas de E. uniflora obteve um teor de Fendis
Totais de 9,22%. A sazonalidade, a composi¢édo do solo e a exposicao a luz solar sdo fatores que
podem influenciar a variabilidade dos teores de fendis e a capacidade antioxidante. (Santos et al., 2011;
Vargas, 2015).

J& para os testes DPPH e ABTS, os resultados sdo expressos em CE50. Conforme observado no
presente trabalho, a quantidade de captura dos radicais dos dois testes foi relativamente baixa, o que
necessita de uma grande concentracdo de extrato para capturar os radicais quando comparado aos
padrées. Em um ensaio realizado por Melo e colaboradores (2006), foi avaliada a capacidade
antioxidante de hortalicas usualmente consumidas por meio do teste DPPH, dentre as quais estavam
couve-flor, espinafre, cenoura, chuchu. Esses resultados sugerem uma eficacia limitada do extrato na
neutralizacdo de radicais livres, exigindo altas concentracbes para obter um efeito antioxidante
significativo.

A auséncia de padronizac¢do nos resultados dos testes DPPH, conforme relatado na literatura,
dificulta comparagdes diretas entre diferentes estudos e amostras, reforcando a necessidade de
métodos mais uniformes para avaliagdo da atividade antioxidante. (Deng et al., 2011).

Conclusao

Dessa forma, conclui-se que dentro das condi¢des esperadas, nos testes ABTS e DPPH é preciso
uma grande quantidade de extrato para capturar os radicais livres em relagéo ao acido galico e trolox,
e que o teor de Fendis Totais também é baixo. Isso nos permite dizer, que o extrato hidroalcéolico das
folhas de S. edule apresenta uma capacidade antioxidante relativamente baixa quando comparada ao
padrao.
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