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RESUMO

POLESE, Ariele Abreu Venturini Polese, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, maio
de 2019. Composicao quimica e atividade quimiopreventiva de cancer de frutos
de Inga edulis Martius. Orientadora: Profa. Dra. Denise Coutinho Endringer.

O desenvolvimento do cancer € um processo complexo, onde ocorre o crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e érgaos. Na busca pela identificagdo
de novas fontes de quimiopreventivos e antioxidantes, este trabalho teve como
objetivo identificar e quantificar compostos polifendlicos para avaliar suas atividades
antioxidantes e determinar a capacidade quimiopreventiva dos pericarpos e
sementes de frutos Inga edulis Martius. Os frutos foram coletados na localidade de
Piuma (Pericarpo P1, P2, P3 e sementes S1, S2 e S3); Cachoeiro de ltapemirim
(Pericarpo P4 e semente S4) e Linhares (Pericarpo- P5 e Semente S5). Foi
determinada a composigdo centesimal (umidade, cinzas, proteinas, carboidratos e
lipideos), teores de antocianinas, flavonoides e fendlicos totais, atividade
antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP), atividade quimiopreventiva in vitro (quinona
redutase, NF-kB e 6xido nitrico), identificacdo das moléculas por ESI (-) FT-ICR MS,
a concentracdo meédia dos elementos analisados por ICP-OES e Analise por
Componentes Principais (PCA). A viabilidade celular foi determinada pelo método
sulforodamina B (SRB). Os resultados demonstraram que o Inga edulis possui
quantidades significativas de carboidratos e de proteinas nos pericarpos e
sementes. Na capacidade antioxidante, todas as amostras apresentaram presenca
de antocianinas, flavonoides, polifenois e taninos. As amostras P1 (49,72 mg/g;
32,60 mg/g) e P3 (54,56 mg/g; 37,03 mg/g) apresentaram maior teor de polifenois e
taninos, respectivamente. No ensaio de ABTS, FRAP e DPPH a amostra P3 foi a
que apresentou melhor atividade nos trés métodos (35,44 pg/g; 17,51 ug/g;
38,07 ug/g). Por ESI (-) FT-ICR MS foi possivel identificar 6 moléculas presentes nas
amostras de sementes e 12 moléculas presentes nas amostras de pericarpos. Os
resultados do presente estudo indicam que ndo ha acumulo de metais pesados em
nenhuma das amostras. As amostras mostraram-se ativas para inibicdo da sintese
de o6xido nitrico (INOs), em macrofagos RAW264.7 Todos os extratos foram
considerados inibidores leves do NF-kB. Tais resultados indicam que as amostras
analizadas apresentam propriedades antioxidantes e quimiopreventivas que poderao
ser utilizadas como possiveis agentes supressores da carcinogénese.

Palavras-chaves: ICP-OES, ensaios in vitro de quimioprevencao de cancer, NF-KB,
ESI-FT-ICR MS.
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ABSTRACT

POLESE, Ariele Abreu Venturini, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, May 2019.
Chemical composition and chemopreventive activity of cancer of fruits of Inga
edulis Martius. Advisor: Profa. Dra. Denise Coutinho Endringer.

The development of cancer is a complex process where the disordered growth of
cells that invade tissues and organs occurs. In the search for the identification of new
sources of chemopreventives and antioxidants, this work aimed to identify and
quantify polyphenolic compounds to evaluate their antioxidant activities and to
determine the chemopreventive capacity of the pericarp and fruit seeds Inga edulis
Martius. The fruits were collected in the locality of Piuma (Pericarp P1, P2, P3 and
seeds S1, S2 and S3); Cachoeiro de Itapemirim (Pericarp P4 and seed S4) and
Linhares (Pericarp P5 and Seed S5). The centesimal composition (moisture, ashes,
proteins, carbohydrates and lipids) was determined, anthocyanins, flavonoids and
total phenolics, antioxidant activity (DPPH, ABTS and FRAP), in vitro
chemopreventive activity (quinone reductase, Nf-kB and nitric oxide), identification of
the molecules by ESI (-) FT-ICR MS and the mean concentration of elements
analyzed by ICP-OES and Principal Component Analysis (PCA). Cell viability was
determined by the sulforhodamine B (SRB) method. The results showed that Inga
edulis has significant amounts of carbohydrates and proteins in the pericarp and
seeds. In the antioxidant capacity, all samples showed presence of anthocyanins,
flavonoids, polyphenols and tannins. The P1 samples (49.72 mg/g; 32.60 mg/g) and
P3 (54.56 mg/g; 37.03 mg/g) presented higher content of polyphenols and tannins,
respectively. In the ABTS, FRAP and DPPH tests, the P3 sample showed the best
activity in all three methods (35.44 pg/g; 17.51 pg/g; 38.07 pg/g). The ESI (-) FT-ICR
MS identified 6 molecules present in the seed samples and 12 molecules present in
the pericarp samples. Samples were active for inhibition of nitric oxide synthesis
(iINOs) in macrophages RAW264.7 All extracts were considered mild inhibitors of NF-
KB. These results indicate that the analyzed samples present antioxidant and
chemopreventive properties that can be used as possible suppressive agents for
carcinogenesis.

Key words: ICP-OES, in vitro cancer chemoprevention assays, NF-kB, ESI (-) FT-
ICR MS
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1. INTRODUGAO

O uso de plantas com a finalidade terapéutica acompanha o homem ao longo do
tempo, sendo assim parte de sua cultura (Cragg & Newman, 2013). No Brasil esse
uso tem influéncias indigena, africana e europeia. Mesmo com novos e modernos
medicamentos, boa parte da populagdo ainda faz uso de plantas medicinais, seja
associado ou ndo ao medicamento (Nascimento Junior et al., 2016).

Estima-se que cerca de 80% da populagao dos paises em desenvolvimento faz o
uso de plantas no cuidado primario com a saude (Nascimento Junior et al., 2016)

O conhecimento popular sobre as plantas medicinais serve de ponto de partida
para o desenvolvimento de pesquisas e novos farmacos, com o objetivo de prevenir
e tratar doengas (Coutinho et al., 2017). Ha muitas espécies de plantas ainda nao
identificadas e ndo estudadas (Subramani et al., 2017; Zeni et al.,2017).

Entre as muitas possibilidades de exploragao de espécies de plantas disponiveis
na biodiversidade brasileira, destacamos a familia Fabaceas, representada por mais
de 727 géneros e 19.325 espécies (de Amorim et al., 2016).

A arvore Inga edulis Martius (Fabaceas), € uma leguminosa, nativa da América
Tropical e amplamente cultivada e distribuida na Amazoénia e na América Central,
sendo comum em regides proximas a rios e lagos (Dias, Souza & Rogez, 2010). O
termo /. edulis & de origem indigena e significa ensopado, embebido, isso se deve a
sua polpa aquosa, comestivel e aromatica, de cor esbranquicada e adocicada, rica
em sais minerais e de sabor exdtico, podendo ser consumida in natura ou
processada, como geleia (Arévalo-Pinedo et al., 2006; Falcdo & Clemente, 2000). O
fruto € de cor esverdeada, cilindrica e comprida, suas sementes sao negras, em
numero variavel por fruto, revestida por uma polpa branca (Falcdo & Clemente,
2000).

A altura média da arvore pode chegar a atingir de 15 a 20 metros de altura em
locais abertos e até 40 metros de altura na floresta. Possui rapido crescimento e aos
trés anos, inicia-se a floracao e a frutificacao (Falcdo & Clemente, 2000)

Na medicina popular, o fruto Inga edulis Martius é utilizado como anti-diarréico
infusdo das folhas como anti-inflamatoério e no tratamento da artrite reumatoide (Lim,
2012; Silva et al., 2007; Souza et al., 2007) . Essas atividades foram relacionadas a
elevada atividade antioxidante, em parte proveniente da composi¢cdo rica em

flavonoides, acidos fendlicos e catequinas (Silva et al., 2007a; Souza et al., 2007). A
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polpa do fruto € usada para o preparo de um xarope utilizado na medicina caseira
contra bronquites e a decocgao da casca € empregada na cura de feridas e diarréias
(Falcao & Clemente, 2000). Na Colébmbia, sua polpa é utilizada para a produgao de
bebida alcodlica (Lim, 2012). Possui propriedades tais como: antimicrobiana,
anticonvulsivante, anti-viral, antioxidante, antidepressivo e cicatrizante de feridas,
(Costa Junior et al., 2012; Mourao Junior & Souza Filho, 2010), porém seus frutos
sdo poucos cultivados, explorados e estudados (Costa Junior et al., 2012; Mourao
Junior & Souza Filho, 2010).

A demanda por informacgdes de espécies florestais arbéreas como alternativas de
renda e como espécies viaveis para o modelo de agroecologia vem crescendo
(Funari & Ferro, 2005). O Inga edulis Martius vem sendo usado como componente
agroflorestal para sombrear cultivos econémicos, como café, cacau, cupuagu, dentre
outros, e sua biomassa pode ser aproveitada como forragem e adubo verde. Esta
planta é resistente a condigdes precarias, como acidez e a exposicdo excessiva a
luz (Falcao & Clemente, 2000; Silva et al., 2012).

Os Sistemas Agroflorestais (SAF’s) sdo sistemas onde se utiliza da terra e
tecnologias nas quais espécies lenhosas perenes (arvores, arbustos e palmeiras)
sdo deliberadamente usadas na mesma unidade de manejo associadas com cultivos
agricolas e/ou animais (Altieri & Nicholls, 2011; Gama-Rodrigues & Willy, 2012). Os
SAF’s obtém-se uma ferramenta importante para a agricultura familiar no combate a
pobreza rural, por potencializarem o uso da mao-de-obra disponivel na propriedade.
Além disso, podem melhorar a qualidade de vida do trabalhador rural, a medida que
garante a sustentabilidade econdmica da comunidade envolvida neste sistema
(Cidin et al., 2014; de Almeida & Valle, 2007; Leite et al., 2013).

Os SAF’s devem ser planejados tomando em conta as caracteristicas locais de
clima, solo e topografia de cada regido. De forma sustentavel garante o aumento da
renda familiar contanto com um maior envolvimento de toda sua familia (Paludo &
Costabeber, 2012; Vieira Filho & Silveira, 2012). O aumento da biodiversidade dos
SAF’s integra um modelo ecoldgico promissor, uma vez que possibilitam o ndo uso
de agroquimicos (Altieri & Nicholls, 2011).

O cancer, um processo complexo, pode ser definido como uma enfermidade
multicausal crénica, onde células anormais apresentam crescimento desordenado e
incontrolavel, invadindo tecidos e 6rgéos, possuindo subdivisbes de varios tipos,

variando conforme o tecido do érg&o originario e o mecanismo de desenvolvimento
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da doencga (Instituto Nacional do Cancer - NCI, 2015). Os fatores de risco
relacionados ao cancer podem ser encontrados no ambiente fisico, ser herdados ou
representar habitos ou costumes proprios de um determinado ambiente social e
cultural (Perin & Zanardo, 2013). A prevengé&o primaria e secundaria sdo estratégias
promissoras que devem ser empregadas para reduzir a mortalidade pela doenga. A
prevencao primaria consiste em evitar o contato com agentes carcinogénicos
exdgenos (Sporn & Suh, 2000). A prevencgao secundaria, chamada quimioprevengao
de céncer, ha cerca de duas décadas tem sido considerada uma estratégia
fundamental para diminuir a incidéncia de cancer e mortalidade por esta doenca
(Sporn & Suh, 2000).

da carcinogénese por meio da ingestdo de substancias oriundas da alimentagao ou
farmacos sintéticos (Sporn & Suh, 2000).

Estudos tém indicado que constituintes fitoquimicos obtidos de frutas e vegetais,
como substancias fendlicas, terpendides e substancias naturais anti-oxidantes
(carotenoides, flavonoides) mostraram-se favoraveis a inibicdo e tratamento de
certos tipos de cancer e de doengas degenerativas, como as doengas cardiacas
(Gengaihi et al., 2014; Rabi & Bishayee, 2009), reducdo do estresse oxidativo e
retardo do envelhecimento (Rossi et al., 2016). As substancias fendlicas sao
conhecidas por apresentarem diversas atividades bioativas, como acéo
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatdria e agdo antioxidante (Avila et al., 2016).
Adicionalmente, substancias fendlicas podem preservar os alimentos contra a agao
de microorganismos e oxidagao lipidica (Caleja et al., 2017). Gengaihi et al. (2014)
evidenciaram que os compostos antioxidantes sao os principais atuantes na reducéao
significativa de agbes prejudiciais de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
neutraliza-los e impedir algumas doengas como o diabetes.

Segundo o NCI (2015), uma dieta rica em vegetais e frutas € capaz de prevenir
novos casos de cancer. Especificamente, observa-se um aumento no numero das
publicacdes cientificas com plantas medicinais refletindo sua valorizagcdo para a
busca de novas opgdes terapéuticas e/ou novas moléculas pioneiras para obtencao
de novos farmacos (Subramani et al., 2017). A hipotese deste estudo é que o Inga.
edulis Martius por sua acado anti-inflamatéria e antioxidante atuara como
quimiopreventivo de cancer, inibindo o processo de carcinogénese. Portanto, este
trabalho tem como objetivo identificar e quantificar compostos polifendlicos nos



16

pericarpos € sementes de frutos . edulis, assim como avaliar seus potenciais

antioxidantes e quimiopreventivos.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar compostos polifendlicos nos pericarpos e sementes de
frutos Inga edulis Martius, assim como avaliar seus potenciais antioxidantes e

quimiopreventivos.

2.2 Objetivos especificos
Caracterizar quimica e fisico-quimicamente frutos de Inga edulis Martius, quanto ao

teor de polifendis totais, taninos, antocianinas, flavonoides e composi¢ao
centensimal;

Avaliar o potencial antioxidante de frutos dos respectivos extratos de Inga edulis
Martius;

Avaliar a capacidade quimiopreventiva de cancer de extratos etandlicos de frutos de

Inga edulis Martius.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal
Os frutos de Inga edulis Martius utilizados neste trabalho foram coletados de trés

acessos, localizados nos municipios do estado do Espirito Santo, Brazil, Piuma
(20°50°04.1”S 40°43°58.1"W - amostra P1 e S1; 20°50°08.1”S 40°45°02.0"W- amostra
P2 e S2 e 20°51'30.9”S 40°49°'05.9"W — amostra P3 e S3), na Fazenda Experimental
do Incaper, em Cachoeiro de Itapemirim (20°44°43"S 41°17°29"W — amostra P4 e
S4), em Linhares (19°22°05.9”S 040°16’18.8” W - amostra P5 e S5). A coleta dos
frutos ocorreu entre os meses de junho e agosto. Todos foram congelados a -20° C
até o uso. As amostras dos pericarpos foram denominadas P1, P2, P3 (Piuma), P4
(Cachoeiro de Itapemirim) e P5 (Linhares) e as sementes S1, S2, S3 (Piuma), S4
(Cachoeiro de Itapemirim) e S5 (Linhares). Os espécimes foram devidamente
identificados pela botanica Luana Silva Braucks Calazans, herborizados e
depositados no Herbario da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES (Vitéria -
ES, Brasil), sob o numero VIES-40743 (Piuma), 40744-VIES (Cachoeiro de
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Itapemirim) e 40745-VIES (Linhares). Foram coletados aproximadamente 15 a 20
frutos por arvore. O pericarpo foi removido manualmente, a polpa foi separada da
semente de forma manual e higiénica. A polpa foi descartada. A analise morfolégica
e morfométrica dos frutos foram realizadas, sendo observado o tipo de fruto, cor,
dimensobes, deiscéncia e numero de sementes por fruto. Procedeu-se com a
separacao dos pericarpos € sementes. Posteriormente, os pericarpos e sementes
foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo forgada de ar, na
temperatura de 40° C, por 24 horas. Apds este processo, a pesagem das sementes
secas foi realizada novamente. Em seguida, as cascas foram pulverizadas em
moinho de facas, modelo MA 680 e as sementes pulverizadas em moinho de bolas,
modelo MA 350. As amostras foram transferidas para vidros separados, identificados
e protegidos da luz e armazenados a -20° C para serem submetidas ao processo de
extragao.

3.2 Obtencao de extratos
O material pulverizado foi extraido (por sonicagéo a 60 Hz), por dois ciclos de 60

minutos cada, empregando-se 150 mL de etanol. Apds extragdo, o solvente foi
removido a 55° C com auxilio de rota-vapor e para a desidratagdo completa do
extrato, este foi submetido a liofilizagdo utilizando um liofilizador série LT DIM (LT,
versao 3.0 / 2014) a 80° C e uma pressédo de 0,000400 mmHg por 48 horas. Em
seguida foi armazenado em congelador a -20° até o momento do uso. Foram

preparados extratos dos pericarpos e sementes dos frutos coletados.

3.3 Determinacao da composicao centesimal
A determinacdo do teor de cinzas, umidades, proteinas e lipideos dos pericarpos

e sementes de Inga edulis foram realizados de acordo com AOAC (2016). As
amostras foram padronizadas em 3,5 g para ambos os materiais vegetais. Para
umidade a amostra foi submetida em capsula de porcelana (cadinho), previamente
tarados. As operacgdoes de aquecimento e resfriamento foram repetidas até peso
constante. A cinza foi obtida através do aquecimento em mufla, com temperatura
proxima a 550-570° C. A determinacdo do teor de proteinas foi realizada pelo
método Kjeldahl e a determinagéo do teor de lipideos foi realizada pelo método de
Goldfish. O carboidrato total foi calculado pela diferenga (100 — soma das demais
fragbes da composicdo centesimal). Os valores de todos os componentes foram
expressos em porcentagem (%).
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3.4 Quantificagao de flavonoides totais
O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com (Krepsky et al., 2012),
com modificagdes. Uma curva de calibracdo de quercetina foi construida para
concentragdes de 1 a 12 pg / mL (R? 0,997). Os resultados foram expressos como

mg equivalentes de quercetina / g do extrato.

3.5 Quantificagao total do conteudo fendlico
O teor de polifendis e taninos foram determinados de acordo com o descrito por

(Krepsky et al., 2012), com modifica¢cdes, seguindo o método de Folin-Ciocalteu.
Uma curva de calibragédo de acido galico foi construida para concentragdes variando
de 6,2 - 150 pg mL (R? = 0,9991). Os resultados foram expressos como mg

equivalentes de acido galico /g do extrato.

3.6 Quantificacao de antocianina monomérica total
O teor total de antocianina monomérica dos extratos do /nga foi determinados por

meio de um protocolo espectrofotométrico de pH diferenciado, descrito por (Giusti &
Wrolstad, 2001). A absorbancia final foi calculada empregando-se a equagao:
Absorbancia final = (Aszo nm — Azgo Nm) pH 1 — (As20 Nm — Azgo Nm) pH 4,5, e o teor
total de antocianinas pela equacéao: Teor total de antocianinas = (A x MW x DF x
1000) / (ex1). Onde, A = absorbancia final, MW = massa molecular (449,2), DF =
fator de diluicdo, e € (absortividade) = 26900. Os resultados foram expressos como

mg equivalentes de antocianina /g do extrato.

3.7 Determinacgao do sequestro do radical livre DPPH
A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de atividade sequestrante

usando o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Uma curva de calibragdo de
quercetina foi construida para concentragbes variando de 1,6 a 100 ug / mL (R2
0,988) e os resultados foram expressos em pg equivalentes de quercetina. g'1. As
medicoes foram realizadas em ftriplicata e os resultados foram expressos como o
indice de atividade antioxidante (IAA) classificada como muito fraca (IAA <0,1), fraca
(0,1< IAA <0,5), moderada (0,5< IAA <1,0), forte (1,0< IAA <2,0) e muito forte (IAA

>2,0) de acordo com o indice desenvolvido por (Scherer & Godoy, 2009).

3.8 Determinagao do sequestro do radical livre ABTS
A atividade antioxidante foi avaliada pelo método colorimétrico de reducédo do

acido (2,2°-azinobis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (Re et al., 1999). Uma curva
de calibracdo de quercetina foi construida para concentragdes variando de 0,8 a
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100 pg / mL (R? 0,988). As medicdes foram realizadas em triplicata e os resultados
representou o0 IRsg (concentragdo que reduz 50% dos radicais livres) que sao

expressos em [g equivalentes de quercetina. g'1.

3.9 Método FRAP (Poder antioxidante de redugao férrica)
A atividade antioxidante foi avaliada pelo método que se baseia na medida direta

da habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em meio
acido (pH 3,6), o complexo Fe* / tripiridiltriazina (TPTZ), para formar Fe®', de
intensa cor azul (Benzie & Strain, 1996). Uma curva de calibragdo de quercetina foi
construida para concentragdes variando de 0,8 a 100 pg / mL (R? 0,985). As
medicbes foram realizadas em ftriplicata e os resultados representou o [R5
(concentragdo que reduz 50% dos radicais livres) que sao expressos em g

equivalentes de quercetina. g'1..

3.10 Avaliagao da citotoxicidade in vitro
Para a avaliagdo da citotoxicidade (Houghton et al., 2007; Skehan et al., 2007;

Vichai & Kirtikara, 2006) dos extratos nos ensaios de quimioprevengao de cancer foi
empregado o método de coloragdo com sulforodamina B (SRB), recomendado pelo
NCI (2015). Foram empregados as linhagens celulares OVCAR-3 (ATCC® HTB-
161™) (ovario humano), L929 (ATCC® CRL-6364 ™) (fibloblastos), MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) (cancer de mama humano) e EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™)
(endotelial). As células foram semeadas na densidade de 2.10*mL™". A determinag&o
da citotoxicidade foi realizada empregando-se o extrato nas concentragdes de 12,5,
25 e 50 ug. mL™" em triplicata para determinagdo do ICso. Dimetilsuféxido na
concentragéo de 0,5 % foi utilizado como controle negativo e camptotecina (10 pM)
foi usada como controle positivo (Wu et al., 2011). As placas foram incubadas, por
72 horas, em estufa de CO,. Apds incubacgao, as células foram fixadas com adigao
de 50 pL de solugcédo de TCA a 20 %, seguindo-se incubagado na geladeira por 30
minutos. A microplaca foi, entdo, lavada em agua corrente, com fluxo baixo, por 2
minutos. Logo apds, foi seca em estufa ventilada por 30 minutos. Apds secagem,
foram adicionados 50 puL de SRB a 0,4 %. Incubou-se, a temperatura ambiente, por
30 minutos. Em seguida a microplaca foi lavada com &cido acético a 1 % de 4 a 5
vezes. Foi seca em estufa ventilada e acrescentaram 200 uL de solugdo de TRIS
base 10 mM. Na sequéncia, a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas,

no comprimento de onda de 515 nm.
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3.11 Determinagédo da indugao de NAD (P) H: quinona redutase
A atividade da quinona redutase (QR) foi avaliada como descrito por (Pezzuto et
al., 2005). A inducéo da QR foi avaliada usando-se as células de Hepa 1c1c7 (ATCC
CRL-2026) em placa de 96 pocos na densidade de 2.10* células. mL™" em 200 pL de
Dulbecco’s modified Eagle’s meio (DMEM contendo 100 1U. mL™" penicilina e 100
Hg. mL" estreptomicina a 37 °C em atmosfera umidecida contendo 5 % CO- (I
Sigma-USA). Apos o periodo de adesédo de 24 horas, a indugcdo da atividade
enzimatica foi determinada usando o extrato de pericarpos e sementes de Inga
edulis na concentracdo de 20 pg. mL'. A reducdo mediada por menadiol
dependente do NADPH do brometo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)) -2,5-difeniltetrazdlio
(MTT) foi medido por determinag&o da absorbancia a 595 nm. A razdo de indugéo
da quinona redutase (IR) representa a atividade especifica na enzima no tratamento
(extrato) comparado ao controle negativo DMSO. Bromoflavona foi utilizada como

controle positivo (ICsp 53.71 nM).

3.12 Ensaio de inibigado do fator nuclear kB (NF-kB)
O ensaio de inibicado de NF-kB foi conduzido usando o método reporter luciferase

como descrito por (Homhual et al., 2006). Resumidamente, para o ensaio, linhagem
celular 293-NF-kB (linha celular 293 derivada de rim humano, 293, 12-PTA-5554),
transfectada com o gene repérter de NF-kB luciferase, foram semeadas em uma
placa de 96 pocos a uma densidade de 1 x 10° células. mL" em 200 yL DEMEM.
Extratos etandlicos foram testados na concentracdo de 20 pg. mL™'. Apos o
tratamento, as células foram incubadas por mais 6 horas. Posteriormente, o ensaio
luciferase empregando-se o kit Luc assay system (Promega®). A atividade da
luciferase foi monitorada através do leitor de microplacas, com absor¢céo a 515 nm.
Os resultados foram expressos como porcentagem da atividade inibitéria do NF-kB.
Utilizou-se TPCK (Na-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone) ICso 3.8 nM como

controle positivo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.13 Inibicdo da produgao de o6xido nitrico (NO) em macréfagos murinos-
RAW264.7 (ATCC® TIB-71™)
O nivel de nitrito foi avaliado como NO produto estavel, estimado como descrito

por (Park et al., 2011). Resumidamente, as células RAW264.7 cultivadas em meio
DMEM High foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 50 x 10*
células. mL™" e distribuidas em 200 pL por poco, incubadas a 37° C, 5 % de CO,
durante 24 horas. Apods esse periodo, o meio foi substituido por meio DMEM isento
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de vermelho de fenol e as células receberam extrato na concentragdo de 20 ug.
mL™. Apds 30 minutos, as células foram artificialmente induzidas & inflamac&do por
LPS (lipopolissacarideo) 1 ug. mL™". Incubadas entdo, por 20 horas. Apds este
periodo, o0 sobrenadante foi removido e a producdo de NO foi
espectrofotometricamente determinada pela medida do nitrito, um produto oxidativo
do NO. O Nitrito foi determinado pela reacdo de Griess, misturando-se 100 pyL do
sobrenadante com 180 pL do reagente de Griess. Absorbéancia foi medida no
comprimento de onda de 540 nm. Curva de nitrito de sddio foi construida como
controle (100-1.56 pM).

3.14 Emissao de espectrometria optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES)

3.14.1 Digestao da Amostra

Todas as amostras foram secas em estufa a 60° C por 72h. Posteriormente
foram submetidas a decomposicdo acida por radiacdo micro-ondas MICROWAVE
GO. Para a decomposi¢cao das amostras de casca e semente, foram pesados cerca
de 0,2 g de cada amostra, adicionou-se 1,0 mL de HNO3s concentrado destilado, 1
mL de H202 e 6,0 mL de H20. Apds adicdo dos reagentes, as amostras foram
deixadas em repouso por 10 minutos para uma pré-decomposi¢cdo. Em seguida,
foram submetidas a radiagcdo micro-ondas empregando-se um programa de
aquecimento que consistiu de duas etapas. Primeiramente, uma rampa de
aquecimento de 10 min até atingir 100° C, seguido por 10 min de condigéo
isotérmica. Em segundo, outra rampa de aquecimento de 10 min até alcangar 180°
C, também permanecendo no final por 10 min de condi¢cdo isotérmica. Apos

resfriamento, as amostras foram avolumadas para 15,0 mL com agua ultrapura.

3.14.2 Determinagé&o dos Elementos ]
Para a determinacao dos elementos foi utilizado o Espectrometro Optico com

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) da marca Thermo Scientific, modelo
ICAP 6000 série, com visao axial e radial. O sistema de introdu¢do de amostra foi
composto de nebulizador concéntrico acoplado a uma camara de nebulizacao
ciclénica e bomba peristaltica. Foi utilizado corpo de tocha EMT Duo (Thermo Fisher
Scientific® Inc., Massachutts,EUA). Nesse equipamento, o gas de purga utilizado no
sistema Optico, assim também como o gas carregador, auxiliar e manutencdo do
plasma foi o Argénio com pureza 99,998%. As condi¢des experimentais para ICP-

OES estao apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros instrumentais e acessorios utilizados na determinacéo por
ICP-OES.

Parametros ICP-OES
Potencia de radiofrequéncia 1200 W
Vazao do gas principal 12 L min™
Vazao do gas auxiliar 0,50 L min™
Vazéao do gas de nebulizagéo 0,50 L min™'
Nebulizador Concéntrico Meinhard®
Camera de nebulizagéo Ciclbnica
Vista de observacao Axial e radial
Vaz&o da amostra 0,6 mL min™

Os padrbes de calibragdo para construir a curva analitica (ICP-OES) dos
elementos foram preparados em concentragdes de HNOj3; 6% (v/v) a partir de
diluicbes adequadas de solucdes estoque de 1000 mg.L'1, sendo a concentragao de
acido a mesma utilizada na decomposicao das amostras. Todos os padrées foram
adquiridos de Absolute Standards (Absolute Standards®, Inc. Connecticut, EUA)
com rastreabilidade NIST e certificados ISO GUIDE 34. As figuras de validagdo do

método estdo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2. Valores de LD e LQ para o teor total dos elementos investigados.

Comprimento

Elemento r2 LD (ugg ") LQ (ugg™)
de onda (nm)
Al 394,401 0,99992 0,147 0,490
As 193,759 0,99961 0,117 0,390
B 249,678* 0,99973 0,517 1,722
Ba 455,403* 0,99963 0,027 0,089
Ca 315,887* 0,99945 0,498 1,661
Cd 214,438 0,99977 0,003 0,010
Co 228,616 0,99986 0,015 0,049
Cr 267,716 0,99966 0,026 0,086
Cu 324,754* 0,99954 0,296 0,987
Fe 259,940* 0,99924 0,161 0,538
K 766,490* 0,99923 4,077 13,59
Mg 279,079* 0,99936 1,289 4,297
Mn 257,610 0,99974 0,004 0,013
Mo 202,030 0,99972 0,016 0,052
Na 589,592* 0,99320 0,794 4,146
Ni 231,604 0,99976 0,022 0,074
P 213,618 0,99971 0,162 0,541
Pb 220,353 0,99983 0,070 0,232
S 182,034 0,99941 0,163 0,543
Se 196,090 0,99956 0,143 0,477
\ 292,402 0,99972 0,027 0,090
Zn 206,200 0,99971 0,007 0,023
*visdo radial **LD: limite de detecgéo ***LQ: limite de quantificagéo

3.15ESI (-) FT-ICR MS
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Para identificar as moléculas, presentes no extrato aquoso liofilizado do estudo,

10 pyL de extrato de Inga edulis foram dissolvidos em 1000 uL de solugéo de



24

metanol / agua (50% v / v). Os extratos foram infundidos diretamente a uma taxa de
fluxo de 2 pL h™' na fonte ESI(-). O espectro de massa (modelo 9.4 T Solarix,
BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha) foi ajustado para o modo de ionizagao
negativo, ESI (-), num intervalo de massa de m / z 200-1400. As condi¢des da fonte
ESI foram as seguintes: uma pressédo de gas nebulizador de 2,0 bar, uma tensdo
capilar de 3,8 kV e uma temperatura de transferéncia capilar de 200° C. O acumulo
de tempo dos ions foi de 0,005 s. Os espectros de massa ESI (-) FT-ICR MS foram
adquiridos acumulando 32 varreduras de sinais transitorios no dominio do tempo em
quatro conjuntos de dados de dominio de tempo mega-pontos. Os espectros de
massa foram adquiridos e processados usando o software Data Analysis
(BrukerDaltonics, Bremen, Alemanha). As composigdes elementares dos compostos
foram determinadas medindo os valores m/z. As estruturas propostas para cada
féormula foram  atribuidas usando o banco de dados Chemspider
(www.chemspider.com). O grau de insaturagdo para cada molécula pode ser
deduzido diretamente de seu valor DBE de acordo com a equagcdo DBE =c-h/2 +
n/ 2+ 1, onde c, h, e n sdo os numeros de atomos de carbono, hidrogénio e

nitrogénio, respectivamente, na formula molecular.

3.16 Analise Estatistica
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 5 (San

Diego, CA, EUA 176). Os dados foram expressos como média £ erro padrdo da
média (EPM) e/ou desvio padréo (DP). Para a analise estatistica, os dados foram
submetidos a analise de varidncia de uma via (ANOVA), e a significancia da
diferenca entre as médias determinada por teste post-hoc pelo método de Tukey,
com significancia aceita quando p<0,05.

Foram construidos trés modelos de PCA: dos teores de elementos das sementes
do Inga edulis, dos teores de elementos dos pericarpos do /nga edulis e dos
pericarpos e sementes do Inga edulis. As variaveis (concentragdo de elementos)
foram pré-tratadas com auto-escalamento para agregar o mesmo peso a todas
variaveis para construcdo do modelo. Em todos os modelos, utilizaram 21 variaveis:
Aluminio (Al), Boro (B), Bario (Ba), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Crémio (Cr), Cobre
(Cu), Ferro (Fe), Potassio (K), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Molibdénio (Mo),
Sodio (Na), Niquel (Ni), Fésforo (P), Chumbo (Pb), Enxofre (S), Selénio (Se),
Vanadio (V) e Zinco (Zn). A partir da construgdo do modelo PCA, péde-se construir

graficos de scores e loadings para avaliagdo dos resultados.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo morfométrica de frutos é fundamental na identificagdo e
caracterizagao botanica de espécies, na compreensao de desenvolvimento, além de
subsidiar informacgdes relevantes ao melhoramento vegetal das espécies (Abud et
al., 2018). Na morfometria dos frutos de Inga edulis Martius (Tabela 3) foi
determinado o comprimento dos frutos, numero de sementes e peso dos frutos. Os
frutos coletados dos trés acessos (Piuma, Cachoeiro de Itapemirim e Linhares)
apresentaram diferencas estatisticas em seus resultados morfométricos. Os frutos
l.edulis de Piuma (1 e 3) apresentaram peso e comprimento superior aos demais
frutos. Estas diferencas morfométricas podem ser explicadas devido as
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos que sofrem influéncia de fatores
do meio, tais como o clima, o relevo, a temperatura, a humidade do ar, a radiacao, o

tipo de solo, dentre outro (Nascimento et al., 2014).

Tabela 3 — Dados morfométricos dos frutos de /nga edulis Martius.

Amostras Peso (kg) Comprimento  Numero de
(mm) sementes
Inga 1 0,25+0,142 0,70+0,192 11,47+3,31
Inga 2 0,13+0,02° 0,49+0,07° 15,53+2,47
Inga 3 0,18+0,042 0,69+0,122 13,60+4,25
Inga 4 0,190,062 0,45+0,08° 12,41+3,93
Inga 5 0,14+0,03° 0,51+0,06° 15,06+1,78

Resultados expressos como a média + DP para triplicados. Letras diferentes nas colunas indicam
diferencas significativas (p<0,05). Amostras 1 a 3 (n15 - Piuma); amostra 4 e 5 (n17 — Cachoeiro de
Itapemirim e Linhares). DP — desvio padrao.

A principal finalidade na determinacdo da composigéo centesimal & quantificar os
teores de umidade, cinzas, proteinas, carboidratos, lipidios, fibras, vitaminas e
minerais (Park & Antbnio, 2006). Os resultados da composi¢cdo centesimal dos
pericarpos e sementes de Inga edulis estdo presentes na Tabela 4. Observa-se que
os pericarpos e sementes dos frutos /. edulis analisados sao ricos em carboidratos, e
proteinas e pobre em lipideos. De acordo com Balaji et al., 2013, a semente de
Tamarindus apresenta 16,58 % de proteinas e 7,84 % de lipideos, resultados bem
diferentes dos encontrados neste trabalho. Isso se deve, talvez, devido ao clima da
regido ou espécie de planta. Os lipideos sao importantes fontes caloricas, o baixo

teor no presente estudo confere ou indica ao fruto um baixo valor energético.



Tabela 4 - Composicao centesimal dos pericarpos e sementes de frutos Inga edulis

Martius.
AmostrasLipideos % Proteinas % Umidade % Cinzas % Carboidratos
Totais * %

P1 0,51+0,14> 2,72+0,16° 7,63+0,15° 3,66+0,02° 85,48+0,79"
P2 0,37+0,16° 6,80+0,13°° 7,30+0,08° 3,53+0,06° 82,00+0,27°1
P3 0,45+0,07° 5,59+0,11° 8,39+0,06° 4,16+0,04*" 81,41+0,69°
P4 0,61+0,33% 4,76+0,29° 3,10+1,60° 3,97+0,66*" 87,56+1,232
P5 0,43+0,14° 7,14+0,11° 1,45+0,03% 4,37+0,11°® 86,61+0,19°
S1 0,24+0,12° 10,720,192 11,95+0,05° 2,47+0,01%% 74,62+0,17°
S2 0,88+0,20° 10,54+0,54® 12,63+0,04® 2,52+0,02%¢ 73,43+0,55°
S3 0,51+0,03** 10,71+0,70® 12,51+0,16® 2,61+0,06%¢ 73,66+0,72°
sS4 0,51+0,19%° 10,80+0,482 2,49+0,08° 2,84+0,10° 83,36+0,49"°
S5 0,3240,15° 9,97+0,892 2,75+0,04° 2,19+0,05% 84,77+1,12°

Resultados expressos como a média £+ DP* para triplicados. Letras diferentes nas colunas indicam
diferencas significativas (p <0,05). * Obtido por diferen¢a. DP — desvio padréo.

De acordo com a Tabela 4, os pericarpos e sementes da regiao de Piuma (P1,
P2, P3, S1, S2 e S3) apresentam maior teor de umidade quando comparada com as
demais regides. Essa diferenga pode ser influenciada pelo grau de maturacdo do

fruto, quanto mais maduro maior teor de umidade.

A composigao centesimal dos pericarpos e sementes de /nga edulis indicam que
as amostras apresentam teor de cinzas, variando de 4,37 % a 3,53 % entre os
pericarpos e de 2,84 % a 2,19 % para as sementes (Tabela 4). A determinagao de
cinzas fornece uma indicagao da riqueza da amostra em elementos minerais. Assim,
a cinza de um material de origem vegetal ou animal, € o ponto de partida para a
analise de minerais especificos. Os elementos minerais reconhecidos como
essenciais sdo comumente divididos entre microelementos (boro, cobalto, crémio,
cobre, ferro, manganés, molibidénio, niquel, chumbo, selénio, vanadio e zinco) e
macroelementos (calcio, potassio, magnésio, sodio, fésforo e enxofre). Outras frutas
foram avaliadas quanto a sua composicdo centesimal e frutas com estrutura
morfolégica semelhante, com vagem, como tamarindo, apresentou teor de cinzas de
3,59 % para semente (Balaji et al., 2013).
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Tabela 5 — Concentragdo média (mg.kg'1) dos macroelementos quantificados por ICP-OES dos pericarpos e sementes de frutos
Inga edulis Martius.

Elementos/ P1 P2 P3 P4 P5 S1 S2 S3 S4 S5

Classificagao

Calcio (Ca) 4404+158,10° 3551+64,39° 3574+265,10° 5409+193,522 2930+74.08° 4065+262,807°3235+376,52°°2126+39,78° 3544424 67° 2367+22,06°

Potassio (K) 11910+311,80° 11426+222,31° 16278+1026° 15750+576,73" 18826+154.212 7495+430,52° 10564+1202°" 7875+75,02%° 9367+203,71¢ 7459+182,31°

Magnésio 923.80+29,55°858.7+21,45>° 964,40+75,50° 553,10+22,15% 637.3+21.89%° 1004+59,23° 1401+163,352 953.60+11,51°754.30+10,74° 1569+42,742

(Mg)

Sédio (Na)  77,83+4,00°  158,90+31,62° 59,13+5,47° 73,67+2,32° 243.30+15.467 72,67+4,15° 67.03+3,62° 11.10+16,37" 67,83+1,77° 9,23+6,90°

Fosforo (P)  1218+41,88° 918,30+18,48° 1317+96,77°° 1553+57,71° 1498+20.65° 1822+111,512 1756+204,912°1349+19,35° 1656+33,112° 1537+51,47°

Enxofre (S)  745,90+21,56° 728,80+11,68° 774,00+0,61° 813,90+34,03° 832.7+13.03° 1650+113,232 1698+197,122 1397+23,76° 1395+28,92° 1716+48,34°
Resultados expressos como a média + DP* para triplicados. Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (p <0,05). *DP — desvio padréo.
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Tabela 6 — Concentracdo média (mg.kg'1) dos microelementos e contaminantes quantificados por ICP-OES dos pericarpos e

sementes de frutos Inga edulis Martius.

Elementos/ P1 P2 P3 P4 P5 S1 S2 S3 S4 S5
Classificagao

Boro (B) 10,64+1,07° 18,53+0,32° 16,13+190° 13,52+0,77% 8,34+0,35° 10,05+0,65>° 11,87+1,38° 10,28+1,13°  9,94+0,37° 7,10+0,24°
Cobalto (Co) 0,26+0,01° 0,04+0,00° 0,03+0,00° 0,06+0,01°° 0,06+0,00®°  0,43+0,032 0,08+0,00%° 0,02+0,00¢ 0,09+0,01° 0,07+0,01%°
Cromio (Cr) 0,30+0,02%°  0,06+0,01° 0,56+0,02° 0,460,09°° 1,22+0,07° 0,24+0,03c®  0,29+0,04°* 016+0,01¢ 0,43+0,10°°  0,32+0,02°
Cobre (Cu) 7,360,20° 6,0310,25° 10,56+0,58% 9,20+0,42*° 7,75+0,22*°  10,21+0,43%  9,19+0,98%° 10,88+2,542  10,36+0,30°  10,45+0,11°
Ferro (Fe) 124,50+11,05° 53,49+9,69°" 167,80+9,59% 68,26+7,90° 37,51+3,72°  43,06+2,84° 3555+4,00° 2678+0,64°  34,19+1,55°  28,86+1,87°
Manganés (Mn) 30,55+1,08°  23,77+0,60°° 50,27+3,782 18,13+0,87° 20,19+0,68° 42,05+3,78° 39,26+4,84° 37,55+0,65° 17,00+0,12°  24,96+0,98%°
Molibdénio (Mo) 0,04+0,00° 0,63+0,02° 0,04+0,00° 0,19+0,01° 0,07+0,00° 0,330,02° 1,61+£0,19°  0,39+0,00° 0,69+0,01° 0,30+0,01°
Niquel (Ni) 2,31+0,58° 1,57+0,35°  4,86+0,952° 7,53+4,312  2,31+0,65" 039+0,04° 0,25+0,02°  0,53+0,00° 2,83+0,01° 0,59+0,01°
Selénio (Se) 0,70+0,07° 1,1240,01®  0,95+0,06®° 0,86+0,182° 0,83+0,03°  0,76+0,18"° 0,96+0,07*° 0,51+0,06° 0,82+0,10° 0,88+0,09°"
Vanadio (V) 0,19+0,06° 0,04+0,00%° 0,31+0012  0,08+0,03° 0,01+0,00°®  0,00+0,00° 0,02+0,00%°  0,00+0,00¢ 0,01+0,00%°  0,00+0,00°
Zinco (Zn) 9,44+0,04° 12,90+0,33° 12,04+1,57° 10,15+£0,90° 11,33+0,59° 28,34+1,30°  28,82+3,272 24,30+2,222° 21.62+0,21°  22,28+0,65°
Contaminantes

Aluminio (Al) 125,40+£12,142 19,45+3,35° 125,60+6,402 13,32+3,48°° 12,54+1,23°° 0,36+0,63° 1,77+£0,12°  1,48+0,40° 0,78+0,15° 1,37+1,53°
Bario (Ba) 15,18+0,67°  6,52+0,25° 11,13+0,96' 39,34+2,08° 49,79+1,93%  13,10+1,14°" 7,61+0,98° 6,62+0,07° 27,11+0,34°  33,61+1,41°
Cadmio (Cd) 0,00+0,00? 0,00£0,00°  0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00? 0,000,007 0,00+0,00°  0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,00?
Chumbo (Pb)  0,15+0,00? 0,00£0,00° 0,00+0,00° 0,16+0,05% 0,05+0,09° 0,070,062 0,10+0,10® 0,170,072 0,00+0,00? 0,00+0,00?

Resultados expressos como a média + DP* para triplicados. Letras diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (p <0,05). *DP — desvio padréo.
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O gréfico de correlacdo das propriedades com Teor de Cinzas Totais,
Figura 1, apresenta o quanto relacionado o teor de cinzas totais esta com a
propriedade, variando de 0 a 1. As variaveis mais correlacionadas com o teor
de cinzas totais (norma do coeficiente de correlagao (r) maior que 0,8) foram o
Zinco, Enxofre e Potassio, sendo que o Zn e S possuem correlacio inversa e o
K direta. Outros elementos também possuem correlagdo meédia (|r|>0,6),
Magnésio correlacionado inversamente e Sdédio correlacionado diretamente

com a variavel Teor de Cinzas Totais.
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Figura 1. Coeficientes de correlagdo da concentracdo de elementos com o

Teor de Cinzas Totais.

Os resultados dos procedimentos analiticos ICP-OES para determinagao
quantitativa dos macroelementos e microelementos dos pericarpos e sementes

dos frutos Inga edulis Martius estdo descrito nas Tabelas 5 e 6.
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A avaliacdo dos dados quantificada por ICP-OES detectou maiores
concentragdes de elementos para Calcio, Ferro, Potassio, Magnésio, Fésforo e

Enxofre nas amostras analisadas.

O potassio foi o0 elemento, entre os analisados, que apresentou teores mais
elevados, tanto na fracdo do pericarpo e sementes dos frutos Inga edulis
Martius (Tabela 5). As frutas normalmente sdo ricas em potassio,
principalmente os pericarpos (Gondim et al. 2005). Comparando-se com o0s
resultados do presente trabalho, esta afirmativa se confirma. Com destaque
para as amostras P3 (16278+1026 mg / kg), P4 (15750+576,73 mg / kg) e P5
(18826+154,20 mg / kg). Abaixo do potassio, o calcio, fosforo e magnésio
foram os elementos mais abundantes nos pericarpos e sementes dos frutos

Inga edulis Martius.

O magnésio foi detectado em maior concentracdo nas amostras S2
(1401+£163.30 mg / kg) e S5 (1569+42.74 mg / kg) (Tabela 5). Os valores
detectados neste trabalho sdo superiores aos encontrados para este elemento
no extrato de Tamarindus indica L. (Mg 1035+21 mg / kg) (Ebrahim et al.,
2012). Essas diferencas provavelmente sdo devidas a diversos fatores, como
grau de maturidade, fertilizagdo do solo, condigdo geografica e clima. A
deficiéncia de Magnésio e calcio no organismo pode acarretar em caibras
musculares, célicas gastrointestinais, espasmo do coragédo e tremor. Estudos
feitos por Ohira et al. (2009) comprovaram que a baixa ingestdo de magnésio
pode aumentar o risco de acidente vascular cerebral e afetar a vasoconstricao

do musculo liso.

O chumbo e o cadmio estdo significativamente abaixo dos limites da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1999), onde estabelece limites para as
concentracdes de chumbo e cadmio ndo podendo ser superiores a 10 e
0,3 mg / kg. Nas amostras analisadas, o cadmio nao foi detectado, o valor
médio de chumbo presente nas amostras (0,07 mg / kg) estdo abaixo do limite
proposto pela OMS. Isso indica a possibilidade do uso seguro dessa planta

para consumo.
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A Analise por Componentes Principais (PCA) das sementes de Inga edulis
Martius, Figura 2, apresenta cinco amostras originadas de trés diferentes
acessos do Espirito Santo (Piuma — S1, S2 e S3; Cachoeiro de Itapemirim — S4
e Linhares — S5). As sementes de /. edulis de Piuma (S1, S2 e S3) diferem das
demais por meio do segundo Componente Principal, PC2, com variancia
explicada de 21,58 % (ou seja, este componente contém 21,58 % de toda
informagdo contida na matriz de dados composta pelas variaveis). Os
elementos: Manganés, Zinco, Bario, Niquel, Cromo, Ferro, Fdésforo, Sédio e

Calcio possuem maiores influéncias na separacao.

O teor de elementos quimicos das sementes de Inga edulis de Piuma (S1,
S2 e S3 e Cachoeiro de Itapemirim (S4) apresentam semelhangas em suas
concentragdes e formam um agrupamento natural no primeiro quadrante do
grafico dos scores (PC1 x PC2). Existem trés agrupamentos formados pelas
triplicatas das sementes: de Piuma (S3), Cachoeiro de Itapemirim (S4) e
Linhares (S5) e outro formado pelas triplicatas da semente Piuma (S1 e S2),

indicando que possuem variaveis que diferenciam a maioria das sementes.

Os loadings que apresentam alta relagdo com as sementes de Piuma (S1 e
S2) sédo os elementos: Zinco, Manganés e Boro, ou seja, ha maior correlagéo
dessas sementes quando ha aumento desses elementos na composi¢cao da
semente. Para a semente de Piuma (S3), os elementos Chumbo e Aluminio
possuem alta relacdo direta e o Cadmio, Calcio, Sodio e Fdsforo alta relacéo
inversa, ou seja, ha maior correlagdo entre as triplicatas da semente com a

reducdo na concentragao destes elementos.

Para a semente de Linhares (S5), os elementos Zinco e Molibdénio
possuem alta relacdo inversa, enquanto para a semente de Cachoeiro de
Itapemirim (S4), Niquel e Crébmio possuem alta relagdo direta com as
replicatas.

Alguns elementos possuem influéncias semelhantes ao conjunto de
sementes, como o Sodio e Calcio, aos quais também apresentam alta
correlagao direta entre si, ou seja, o aumento de um resulta no aumento do

outro. Ademais, existem elementos que possuem correlagao inversa entre si,
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como o Manganés e Bario, onde a redugao na concentracdo de um provoca um
aumento médio do outro. Outros elementos quase ndo possuem correlagoes,
sdo ortogonais, como € o caso do Manganés e do Cadmio, os quais as

alteracdes de um sao indiferentes para o outro.
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Figura 2. PCA (scores e loadings) dos elementos das sementes Inga edulis
Martius distribuidas em trés diferentes acessos do Espirito Santo. Os vetores
em azul representam a contribuigdo do elemento para este grafico. Piuma (S1,
S2 e S3); Cachoeiro de Itapemirim (S4) e Linhares (S5).
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O grafico da PCA dos pericarpos Inga edulis, Figura 3, apresenta os
agrupamentos das cinco amostras. O pericarpo de Piuma (P1 e P3)
apresentam semelhangas e formam um agrupamento no primeiro quadrante
(PC1 x PC2). Também nota-se a separacgao dos pericarpos de Piuma (P1, P2 e
P3) das demais regides, Cachoeiro de Itapemirim (P4) e Linhares (P5) por meio
da PC1, com variancia explicada de 32,96 %. Além disso, observa-se que cada
quadrante da PCA possui um agrupamento, indicando a alta distingdo entre os

agrupamentos.

O agrupamento de Piuma (P1 e P3) estdo fortemente ligados com o
aumento de Ferro, Vanadio, Aluminio, Manganés e com a diminuicao do Sadio.
O pericarpo de Piuma (P2) apresenta influéncia positiva dos elementos
Molibdénio, Zinco e Selénio e influencia inversa do Niquel. O pericarpo de
Linhares (P5) sofre forte influéncia inversa do Manganés. O pericarpo de
Cachoeiro de Itapemirim (P4) apresenta influéncia direta dos elementos

Selénio, Potassio e Fosforo e inversa do Boro.
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Figura 3. PCA (scores e loadings) dos elementos dos pericarpos de Inga edulis
Martius distribuidas em trés diferentes acessos do Espirito Santo. Os vetores
em azul representam a contribuigdo do elemento para este grafico. Piuma (P1,
P2 e P3); Cachoeiro de Itapemirim (P4) e Linhares (P5).

O grafico da PCA das sementes e dos pericarpos de Inga edulis Martius,
Figura 4, apresenta sete agrupamentos distintos. A PC1 (variancia explicada de
33,21 %) separa os pericarpos das sementes e a PC2 (variancia de 18,07 %)
separa os pericarpos e sementes da Regido de Piuma (P1, P2, P3, S1, S2 e
S3) das demais regides, Cachoeiro de Itapemirim (P4 e S4) e Linhares (P5 e
S5). As sementes de Piuma (S1, S2 e S3) apresentam-se em um agrupamento.
As sementes de Cachoeiro de Itapemirim (S4) e Linhares (S5) também se

apresentam em outros dois agrupamentos.
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Os pericarpos da regidao de Piuma (P1, P2 e P3) possuem maior influéncia
das mesmas variaveis, embora tenham sido agrupadas distintamente, sendo
que Aluminio, Ferro e Vanadio influenciam diretamente e o Fosforo possui
influéncia inversa. Em concordancia com a PCA dos pericarpos, Figura 3,

Ferro, Vanadio, Aluminio continuam influenciando diretamente.

Os pericarpos de Cachoeiro de Itapemirim (P4) apresentam alta influéncia
direta do Cadmio e Potassio e influéncia inversa do Magnésio. Os pericarpos
de Linhares (P5) sofrem influéncia direta do Sédio, Crémio e Bario e inversa do
Manganés e Magnésio. Em concordancia com a Figura 2, o Manganés

continua influenciando inversamente.

As sementes de Piuma (S1, S2 e S3) estdo no mesmo agrupamento e
apresentam influéncia direta de Zinco, Molibdénio, Cobre e Magnésio e inversa
de Cadmio, Niquel e Potassio. Comparando com a Figura 1, duas destas
variaveis permanecem com alta influéncia (Zinco e Magnésio) e Cadmio
continua exercendo influéncia inversa. A semente de Linhares (S5) apresenta
influéncia positiva do Enxofre e inversa do Cadmio. A semente de Cachoeiro de
Itapemirim (S4) apresenta influéncia direta de Fosforo inversa do Ferro,

Aluminio e Vanadio.
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Figura 4. PCA (scores e loadings) dos pericarpos e sementes de Inga edulis
Martius distribuidas em trés diferentes acessos do Espirito Santo. Os vetores
em azul representam a contribuigdo do elemento para este grafico. Piuma (P1,
P2 e P3; S1, S2 e S3); Cachoeiro de Itapemirim (P4 e S4) e Linhares (P5 e
S5).
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Tabela 7 — Teores de antocianinas, flavonoides, polifenois, taninos e capacidade antioxidante dos pericarpos e sementes de

frutos Inga edulis Martius.

AmostrasAntocianinas Flavonoides Polifenois Taninos ABTS FRAP DPPH IAA
mg/g mg/g mg/g mg/g IRs0 (M9/Q) IRs0 (M9/Q) IRso (Mg/9)
P1 36,38+4,652  12,34+0,00° 49,72+2,32° 3260+2,52° 120,50+2,93%° 63,68+1,85° 175,60+5,83°  Fraco
P2 30,62+9,632° 12,34+0,00° 30,56+0,83° 24,18+0,92° 130,50+4,50%¢ 46,20+0,09° 144,20+4,66° Fraco
P3 14,20+3,63° 27,64+1,65% 5450+0,872 37,03+1,76® 35,44+2,15¢ 17,51+2,06°  38,07+0,20° Forte
P4 17,8145,55°  13,30+1,65° 2385+2,34° 14,11+1,67° 60,49+3,77¢ 51,33+0,34°  72,80+0,60° Moderado
P5 27,55+3,632° 1521+0,00° 23,66+2,20° 19,90+1,70° 55,20+0,55° 32,18+1,29°  41,63+2,55° Forte
S1 15,67+3,46°  12,34+2,87° 31,32+2,38° 14,04+0,82° 827,00+69,29° 487,20+47,66° 1291.00+51,90° Muito fraco
S2 19,51+1,48°  12,34+0,00° 19,97+1,29° 1,65+0,17"  865,50+58,57*" 543,90+66,92° 2316.00+107,90% Muito fraco
S3 13,44+1,42°  17,12+1,65° 12,69+0,70° 1,06+0,03" 976,70+107,20% 719,90+47,32% 562.00+30,81° Muito fraco
sS4 11,90+1,68°  14,25+1,65° 10,53+0,77° 2,58+0,13"  201,40+13,33° 162,00+3,55° 1869.00+287,00° Muito fraco
S5 13,44+1,42°  14,25+1,65° 11,23+0,76° 2,18+0,19"  243,80+24,52° 176,40+4,60° 329.70+17,95%® Fraco
QE 11,36+0,34 8,90+0,19 49,85+4,97 Fraco

Resultados expressos como a média + DP* para triplicados. Letras diferentes nas colunas indicam diferencgas significativas (p <0,05). QE: quercetina.” DP:
desvio padrdo.IRsy — concentracdo que reduz 50% dos radicais livres. IAA: indice de atividade antioxidante para o DPPH, segundo Scherer e Godoy,

(2009).
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Todas as amostras de Inga edulis Martius analisadas (pericarpos e
sementes) apresentaram presengca de antocianinas, flavonoides, polifenois
totais e taninos (Tabela 7). Rydlewski et al. (2017) avaliando sementes de /.
edulis, nao identificaram presenca de antocianinas, ao contrario do presente
estudo. As amostras com maiores teores de antocianinas foram os pericarpos
de Piuma (P1, P2) e Linhares (P5) (Tabela 7). A presenga de antocianinas e
flavonoides pode explicar a maior atividade antioxidante nos ensaios de ABTS,
FRAP e DPPH (Tabela 7).

Os polifendis sdo compostos fitoquimicos bem conhecidos encontrados em
muitas plantas e compartilham efeitos benéficos contra uma ampla variedade
de patologias, incluindo inflamagdo, cancer, diabetes e doencgas
cardiovasculares (Furlan & Rodrigues, 2016). Dentre as amostras analisadas,
os pericarpos de Piuma (P1 e P3) apresentaram maior teor de polifenois entre
as amostras estudadas e maiores que o descrito para cascas de Inga edulis
(48,3 £ 1,8 mg/ g) (Souza et al., 2008). Como esperado, os maiores valores de
taninos s&o das amostras P1 e P3.

Os teores de flavonoides presentes nas sementes das amostras analisadas
(Tabela 7) sao superiores aos valores descritos anteriormente por (Rydlewski
et al.,, 2017) para sementes da mesma espécie, Inga. edulis (2,59 + 0,69
mg / g). Plantas contendo flavonoides tém sido relatadas como possuindo
fortes atividades antioxidantes (Badami et al., 2003). Além, dos flavonoides
possuirem um valor terapéutico devido as suas propriedades antimutagénicas
e anticarcinogénicas e ao potencial de diminuir as complicagbes

cardiovasculares (Chang et al., 2006).

A determinacdo do efeito de eliminacdo de ERO pelos antioxidantes é
importante, pois os radicais livres produzidos através do metabolismo podem
estar associados ao aparecimento do cancer e outras doencas crbénicas. Na
determinacgao da atividade antioxidante, foram utilizados os seguintes métodos,
sequestro dos radicais ABTS e DPPH e capacidade de redugao do ferro —
FRAP. A amostra do pericarpo de Piuma (P3) foi a que apresentou melhor
atividade nos trés métodos (ABTS: 35,44 £ 2,15 ug / mL; FRAP: 17,51 + 2,06
pug / mL e DPPH: 38,07 £+ 0,20 pg / mL;). Foi também, a amostra que
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apresentou maior concentracdo de flavonoides, polifenois e taninos. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que os extratos de Inga edulis
possuem capacidade de atuar como antioxidante, prevenindo o estresse

oxidativo que acarretara em possiveis disturbios (Birasuren et al., 2013).



Tabela 8 - Compostos quimicos identificados pelo ESI (-) FT-ICR MS das sementes de frutos Inga edulis Martius.

40

miz m/z Foérmula Erro Sementes Inga - o
mensurado teorico [M-mf)loictll\lﬂa:cr]' DBE (ppm) | S1 | S2 | s3 | s4 | S5 Constituinte proposto Referéncia

1 188.03527 188.03532 C10HeNO3 8 0.24 ND ND D ND ND Acido quinurénico Marchi, 2007
2 225.11323 225.11323 C12H1704 4 0.01 D ND ND ND ND Acido tuberdnico Oudjedi, 2018
3 279.23294 279.23295 C4gH310, 3 0.05 ND ND ND ND D Acido linoleico Pang, 2018
4 341.10892 341.10894 C12H21044 2 0.12 D ND ND ND D Sacarose Elliott, 2002
5 371.13479 371.13476 C17H2309 6 -008 D ND ND ND ND Seringina Ramsewak, 1999
6 377.08563 377.08512 C12H2.ClO ¢4 1 -0.04 D D D D ND Sacarose/Cl

*DBE: numero de instauragdo da molécula

**ND: ndo detectado

***D: detectado
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Tabela 9 - Compostos quimicos identificados pelo ESI (-) FT-ICR MS dos pericarpos de frutos Inga edulis Martius.

miz m/z Formula Erro Pericarpos Inga o o
mensurado teorico [M-mf)::zm[jl\lna-:cr]' DBE (ppm) PM1| P2 | P3 | P4 | P5 Constituinte proposto Referéncia
1 165.04043 165.04046 CsH4904 1 0.18 ND ND ND D ND  Arabonic acid ClauB3, 2011
2 179.05613 179.05611 CsH4106 1 -0.09 ND ND D ND ND Frutose ou glicose Kill,2016
3 191.05617 191.05611 C;H410g 2 -0.47 ND ND D ND ND Acido quinico Kill,2016
4 191.01972 191.01973 CsH-;0O4 3 0.02 ND ND ND D ND  Acido citrico Mocan, 2018
5 205.03531 205.03538 C,Hy0O4 3 0.30 ND ND ND ND D Homocitricacid Altieri, 2008
6 255.23286 255.23295 C16H3102 1 0.35 ND ND ND ND D n-Hexadecanoicacid Parthasarathy, 2019
7 285.06153 285.06159 CoH430g 6 0.23 ND ND ND ND D Uralenneoside De Cerio, 2017
8 341.10894 341.10894 C12H21014 2 0.12 ND ND D D D Sacarose Kill, 2016
9 377.08585 377.08561 C,,H,,ClO,, 1 -0.64 ND ND ND D D Sacarose / Cl
10 521.17224 521.17232 C4gH33044 2 0.15 ND ND ND ND D Aduto sacarose e glicose
1 683.22507 683.22515 Co4H43092 3 -0.31 ND ND ND ND D Aduto sacarose e sacarose
12 719.20185 719.20350 c,H,Clo,, 2 -0.04 D D ND D D  Aduto sacarose, sacarose e Cl

*DBE: numero de instauragdo da molécula **ND: ndo detectado ***D: detectado
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Foram identificados 6 moléculas presentes nas amostras de sementes
(Tabela 8). O composto 1, ion [C1oHsNO3] ~ de m/z 188 foi identificado como
Acido quinurénico (Marchi et al., 2007). Essa molécula apresenta atividades
biolégicas comprovadas na literatura, tais como: propriedades fisiolégicas no
sistema nervoso central, incluindo propriedades antioxidantes, além de suprir
as respostas imunologicas antitumorais e promover a sobrevivéncia e a
mutabilidade das células tumorais através da interagdo com o hidrocarboneto
de arila (AhR) de uma maneira autdcrina ou paracrina (Qi et al., 2014). O
composto 2, ion [C12H1704] ~ de m/z 225, foi identificado como Tuberonic acid,
este composto foi identificado em folhas de salvia e de louro da Argélia (Oudjedi et
al.,, 2018). O composto 3, ion [C4gH3102] =~ de m/z 279, foi identificado como
Acido linoleico (Pang et al., 2018). Um isdmero do &cido linoleico, o &cido
linoleico conjugado (CLAN), se destaca por apresentar efeitos benéficos a
saude, tais como, efeitos anticarcinogénico, redu¢cdo na deposi¢cao de gordura
corporal, estimulagdo da funcdo imune, atividade antioxidante e redugdo da
glicose sanguinea (Fuke et al., 2014; Santos-Zago et al., 2008). O composto 4,
ion [C12H21014] ~ de m/z 341, foi identificado como sacarose, o composto 5, ion
[C17H230¢] = de m/z 371, foi identificado como Seringina (Ramsewak et al.,
1999), dentre as suas propriedades podemos destacar a eliminagao de radicais
livres, inibicado da apoptose, efeito antidiabético e anti-inflamatério (Rao US et

al., 2015) e o composto 6, ion [C12H22CIO11] ~ de m/z 377, foi identificado

como um aduto de sacarose e cloro.

Nas amostras de pericarpo de Inga edulis Martius, foram identificados 12
compostos (Tabela 9). O composto 1, ion [CsH19Os] =~ de m/z 165 foi
identificado como arabonic acid, encontrado na amostra P4, o composto 2, ion
[CsH1106] ~ de m/z 179, foi identificado como frutose ou glicose, o composto 3,
ion [C7H110¢] ~ de m/z 191, foi identificado como acido quinico, ambos presentes
na amostra P3, o composto 4, ion [CsH;O7] ~ de m/z 191, foi identificado como
acido citrico, presente na amostra P4. O composto 5, ion [C/H9O7] =~ de m/z
205, foi identificado como homocitric acid, o composto 6, ion [C16H3102] ~ de
m/z 255, identificado como hexadecanoic acid e o composto 7, ion [C12H1308]
~ de m/z 285 foi identificado como uralenneoside, encontram-se presentes na

amostra P5.
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O composto 8, ion [C12H21014] ~ de m/z 341, foi identificado como Sacarose,

presente nas amostras P3, P4 e P5. O composto 9, ion [C12H22CIO11] ~ de m/z

377, foi identificado como aduto de sacarose e cloro, presente nas amostras P4
e P5. O composto 10, ion [C18H33011] ~ de m/z 521, foi identificado como
aduto sacarose e glicose e o composto 11, ion [Ca4H43022] = de m/z 683, foi
identificado como aduto sacarose e sacarose encontra-se presente na amostra

PS5, e o composto 12, ion [C24H44CIO22] = de m/z 719, foi identificado como

aduto sacarose, sacarose e cloro e encontra-se presente nas amostras P1, P2,
P3, P4 e P5.

Tabela 10 — Determinagao da citotoxicidade por sulforodamina B (SRB).

O ensaio SRB é adotado pelo Instituto Nacional do Cancer para avaliacoes
em larga escala e descoberta de novas drogas antitumorais (NCI, 2015).
Consiste em um método colorimétrico adequado para a avaliagdo da

viabilidade celular (Houghton et al., 2007).

Linhagem celular (2x104/mL, 72h) IC5o 2DV (g / mL)

Amostras EA,hy926 L929 MCF7 OVACR-3
P1 >50 >50 >50 >50
P2 >50 >50 >50 >50
P3 >50 >50 >50 >50
P4 >50 >50 >50 >50
P5 >50 >50 >50 >50
S1 1,54+0,02 >50 >50 >50
S2 >50 >50 >50 >50
S3 <12,5 >50 <12,5 >50
S4 <12,5 >50 <12,5 >50
S5 14,9548,24 >50 >50 >50

*ICs0: concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (ug/mL). **DV: desvio padrao

A viabilidade celular in vitro das amostras foi analisada em diferentes
concentragdes e em diferentes linhagens celulares: EA,hy926 (endotelial — ndo
cancerosa), L929 (fibroblastos — n&o cancerosa), MCF-7 (cancer de mama
humano - cancerosa) e OVCAR-3 (ovario humano - cancerosa). As amostras
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P1 a P5 e a S2 na linhagem, EA,hy926 (endotelial), ndo apresentaram
citotoxicidade na concentragao avaliada. Na linhagem L929 (fibloblastos) e na
OVCAR-3 (ovario humano), nenhuma das amostras apresentou citotoxicidade.
Na linhagem MCF-7 (cancer de mama humano), apenas as amostras S3 e S4

apresentaram citotoxicidade.

Tabela 11 - Atividade quimiopreventiva dos pericarpos e sementes dos frutos

Inga edulis Martius.

Amostras NO (% inibicado  NF-kB Quinona redutase
da sintese de (% inibigao) (IR)
iNOs)

P1 48,09+4,30? 31,60+5,50° 1,00+0,00

P2 56,034,362 27,301,042 1,00£0,00

P3 51,804,722 40,44+7,80° 1,00+0,00

P4 54,27+6,092 37,0045,902 1,00+0,00

P5 50,82+2,60° 28,62+5,40° 1,00+0,00

S1 57,0346,702 35,00+0,602 1,00+0,00

S2 50,27+2,84° 24,84+4,12° 1,00+0,00

S3 51,40+4,27° 32,32+11,50°2 1,00+0,00

S4 50,77+0,32° 32,50+3,70° 1,00+0,00

S5 48,753,192 30,80+3,90° 1,00+0,00

Resultados expressos como a média = DP para triplicados. Letras diferentes nas colunas
indicam diferencas significativas (p <0,05). *DP: desvio padréo.

Para determinar o potencial quimiopreventivo, varios bioensaios in vitro de

curto prazo foram realizados (Tabela 11).

No estagio inicial da carcinogénese a indugédo da enzima NAD(P)H: quinona
redutase (QR) pode oferecer protecdo contra espécies quimicas toxicas e
reativas (Pezzuto et al., 2005). Portanto, a enzima NAD(P)H é considerada um
importante biomarcador de quimioprevengdo. Para avaliar a atividade
quimiopreventiva das amostras de /nga edulis Martius, foi avaliada sua
capacidade de inducdo da QR. As amostras analisadas n&o induziram a QR
(Tabela 11).

As amostras analisadas mostraram-se ativas para inibicado da sintese de
oxido nitrico (iINOs), em macréfagos RAW264.7, com porcentagens média de
51,92 %, (Tabela 11). Yang et al, (2009) demonstraram que dos 260 extratos
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testados de diferentes plantas, 122 extratos apresentaram atividade inibitoria

potente, acima de 25% em relagéo a produgao de NO.

O fator de transcrigdo NF-kB € responsavel pelas respostas inflamatorias e
imunes, possui uma agao preventiva de cancer quando sua inibicdo ocorre
acima de 50 %. Considera-se que os agentes quimiopreventivos de cancer
devam ser capazes de atuar de forma especifica na inibicdo do NF-kB, sendo
assim, os extratos podem ser considerados como inibidores leves do NF-kB
(Tabela 11). A regulacdo incorreta de NF-kB tem sido ligado ao cancro,

doencas inflamatdrias, auto-imunes e infecgao viral (Pal et al., 2014).

5.CONCLUSAO

Os pericarpos e as sementes dos frutos de Inga edulis Martius possuem
alto teor de carboidratos, quantidades significativas de proteinas, e baixo teor
de lipideos. Os dados apresentados neste estudo mostraram que os extratos
de [ edulis avaliados apresentaram diferentes composi¢cdes de polifendis,
flavondides e antocianinas. Na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro,
todos os extratos apresentam expressiva atividade antioxidante. A amostra do
pericarpo de Piuma (P3) apresenta elevada atividade antioxidante nos métodos
ABTS, FRAP e DPPH, demonstrando que possui capacidade de atuar como
antioxidante. Os dados por ESI (-) FT-ICR MS foi possivel identificar compostos
presentes nas amostras analisadas. Compostos estes, que possuem atividades
biolégicas importantes para a saude humana, tais como: antioxidante,
anticarcinogénica e anti-inflamatéria. A partir da analise por componentes
principais (PCA) foi possivel identificar tendéncias que discriminem os
pericarpos e sementes. As sementes de Piuma (S1, S2 e S3) apresentaram
maior concentragcdo média dos metais: zinco, molibdénio, cobre e magnésio e
menor concentracdo média de niquel e potassio. O chumbo presente nas
amostras esta dentro do padrdo aceitavel pela Organizagdo Mundial de Saude.
Os pericarpos e sementes avaliadas neste trabalho mostraram efeito de
quimioprevengao por inibicdo da producédo de oOxido nitrico (NO) em células
estimuladas por LPS e inibicdo leve do fator de transcricdo nuclear NF-kB

ativado. Tais resultados indicam que as amostras analisadas apresentam
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propriedades antioxidantes e quimiopreventivas que poderdao ser utilizadas

como possiveis agentes supressores da carcinogénese.
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