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EFEITO CITOTOXICO DO EXTRATO AQUOSO DE SEMENTES DE ABOBORA (CUCURBITA SPP.)
SUBMETIDAS OU NAO AO TRATAMENTO TERMICO

Citototic effect of the watery extract of pumpkin seeds (Cucurbita spp.) submitted or not to heat treatment

Francisco Maick dos Santos MARQUESY", Antonio Mateus Gomes PEREIRA?, Messias Vital de OLIVEIRA?Z, Jodo Batista
CAJAZEIRAS*, Maria Gleiciane de Queiroz MARTINS?®

RESUMO

A abdbora (Cucurbita spp.) € um dos legumes mais cultivados na Regido Nordeste, sendo as sementes uma das partes mais
consumidas. No entanto, elas podem apresentar fatores antinutricionais e/ou téxicos dependendo do tratamento térmico
empregado. OBJETIVO: Avaliar o efeito citotoxico do extrato aquoso de sementes de abdbora (Cucurbita spp.) submetidas ou
ndo ao tratamento térmico. METODOLOGIA: Primeiramente, as sementes de abdbora foram secas, trituradas e peneiradas
para obtencdo de uma fina farinha. Em seguida, separou-se duas aliquotas de 0,6 g da farinha, uma delas foi submetida a
121°C em autoclave por 15 min e a outra ndo foi aquecida. Posteriormente, as farinhas foram submetidas a extracdo aquosa na
proporcdo de 1:10 (m:v) por 16 h. Em seguida, foi quantificada as proteinas totais sollveis dos extratos pelo método do
Bradford (1976) e avaliado o efeito citotoxico sob nauplios de Artemia sp de acordo com Meyer (1982), com modifica¢des.
RESULTADOS: Os resultados apontaram um potencial toxico tanto para o extrato aquoso das sementes que sofreram
tratamento térmico quanto para o que ndo sofreu, apresentando uma LCso de 350 pg.mL? e 133 pg.mL, respectivamente.
CONCLUSAO: Pode-se concluir que o tratamento térmico possibilita uma menor toxicidade para o extrato aquoso das
sementes de abdbora. Ademais, € necessario mais estudos in vivo para se determinar a quantidade e a temperatura de
agquecimento segura das sementes para 0 consumo humano.
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ABSTRACT

The Pumpkin (Cucurbita spp.) is one of the most cultivated vegetables in the Northeast Region, with seeds being one of the
most consumed parts. However, they may have antinutritional and / or toxic factors depending on the heat treatment used.
OBJECTIVE: To evaluate the cytotoxic effect of the aqueous extract of pumpkin seeds (Cucurbita spp.) Submitted or not to
heat treatment. METHODOLOGY: First, the pumpkin seeds were dried, crushed and sieved to obtain a fine flour. Then, two
0.6 g aliquots of the flour were separated, one was subjected to 121 ° C in an autoclave for 15 min and the other was not
heated. Subsequently, the flours were subjected to aqueous extraction in a proportion of 1:10 (m: v) for 16 h. Then, the total
soluble proteins of the extracts were quantified by the method of Bradford (1976) and the cytotoxic effect was evaluated under
Artemia sp nauplii according to Meyer (1982), with modifications. RESULTS: The results showed a toxic potential both for
the aqueous extract of the seeds that underwent heat treatment and for those that did not, presenting an LC50 of 350 ug.mL-1
and 133 pg.mL-1, respectively. CONCLUSION: It can be concluded that the heat treatment allows less toxicity to the aqueous
extract of the pumpkin seeds. In addition, further in vivo studies are needed to determine the amount and safe heating
temperature of seeds for human consumption.
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MARQUIES, et al

INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae apresenta cerca de 90 géneros e
mais de 800 espécies de plantas, sendo adaptadas
principalmente a regides de clima tropicais e subtropicais O
género Cucurbita (nativo das Américas) € um dos mais
diversificados em termos de morfologia/arquitetura de planta
e caracteristicas dos frutos (AMARO et al, 2017).

Dentre as principais espécies de Cucurbita estd a
abobora (Cucurbita spp.), também conhecida como moranga
ou jerimum, constituem como alimento basico para a
populacdo brasileira, principalmente para a agricultura
familiar do Nordeste brasileiro, se destacando por sua riqueza
nutricional e importancia socioecondmica (CARVALHO,
PEIXOTO, FERREIRA et al., 2011; PRIORI et al., 2018).

A abobora é fonte de fibras, minerais como o ferro,
calcio, magnésio e o potassio, vitaminas do complexo B e C,
além de antioxidantes como os carotenoides (LEMES et al.,
2015). Sua importancia socioeconémica se deve ao fato da
geracdo de empregos diretos e indiretos, tendo em vista que
demanda méo-de-obra desde o cultivo até a sua
comercializagdo (FERREIRA et al., 2016).

As sementes sdo uma das partes mais comercializadas
da abdbora, sdo protegidas por uma casca firme, com formato
eliptico, achatadas, de coloragdo branco-acinzentadas,
amareladas ou enegrecidas, de nicleo branco, com sabor
tonsilar em seu extrato basal (VALENZUELA et al., 2020).

O mercado das sementes de abdbora movimenta milhGes
de reais por ano no Brasil, em média sdo produzidas mais de
10 toneladas anuais e parte dessa quantidade é importada para
outros paises (SILVA et al., 2014). No Brasil, as sementes sao
utilizadas na culinéria principalmente na forma de farinha,
apresentando uma rica composi¢do nutricional, como altos
teores de proteina, gorduras monoinsaturadas, vitamina E,
selénio, fibras, compostos bioativos como os tocoferéis, além
de amino4cidos essenciais como a metionina, cisteina,
triptofano, histidina, treonina, lisina, isoleucina, valina,
tirosina, fenilalanina e a leucina (TINOCO et al., 2012;
PHILIPPI, 2013), sendo evidenciado ainda que o calor ndo
influencia na composi¢do nutricional da farinha, o que
permite um melhor aproveitamento desta na promocdo da

nutricéo e salde (BISSACOTTI, LONDERO,
GRIGOLETTO, 2016).
Ademais, o0 conhecimento dos nutrientes nos

alimentos ndo é suficiente para avaliar sua qualidade
nutricional, tendo em vista que nem todos sdo totalmente

biodisponiveis para 0s seres humanos. Fatores
antinutricionais, por exemplo, podem interferir na
biodisponibilidade dos nutrientes e/ou serem toxicos,

surgindo assim uma preocupacdo na escolha do alimento,
bem como das partes que serdo consumidas e quais 0S
processamentos mais adequados (DEL-VECHIO et al., 2015).

Um dos testes que verifica a viabilidade de consumo
de um alimento no que diz respeito a toxicidade, é 0 ensaio in
vitro com nauplios de Artemia sp., por apresentar algumas
vantagens como facil de executar, rapido, versétil, de baixo
custo, requer pequenas quantidades de amostra e é ainda um
dos ensaios agudo-letal mais reproduzido e padronizado no
meio cientifico (PIMENTEL et al., 2011), poupando muitas

vezes a necessidade de testes caros ou em organismos mais
complexos (in vivo) (HIROTA et al., 2012).

Tendo em vista a escassez de estudos sobre a
toxicidade de sementes de abdbora, sobretudo de ensaios in
vitro, e a necessidade de garantir, através da pesquisa, 0
consumo de alimentos mais seguros e que ndo oferecam
riscos aos consumidores, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito citotoxico do extrato aquoso de
sementes de abdbora (Cucurbita spp.) submetidas ou ndo ao
tratamento térmico.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no laboratério NUBEM (Nucleo
de Bioprospeccdo e Experimentacdo Molecular Aplicada) do
Centro Universitario Inta— UNINTA, Sobral-CE.

Preparo das amostras e extraco aquosa

Primeiramente, as sementes de abdébora foram secas,
trituradas e peneiradas para obtencdo de uma fina farinha. Em
seguida, separou-se duas aliquotas de 0,6 g da farinha, uma
delas foi submetida a 121°C em autoclave por 15 min e a
outra ndo foi aquecida. Posteriormente, foi realizada a
extracdo aquosa seguindo a metodologia de Cavada et al.
(2020) com adaptacGes, na qual cada farinha, juntamente com
agua na propor¢do de 1:10 (m:v), foi submetida a agitacdo
constante no Rotator Biomixer® por 16h em temperatura
ambiente. Decorrido o tempo, a solucdo foi centrifugada a
9.000 x g por 20 min a 4 °C, em seguida, foi colhido o
sobrenadante para quantificacdo de proteinas totais sollveis e
para avaliar o efeito citotoxico.

Proteinas totais sollveis

As proteinas totais sollveis foram determinadas
através do método de Bradford (1976), com adaptacdes. Em
uma placa de 96 pocos foram adicionados 8 puL do extrato
aquoso em triplicata. Em seguida adicionou-se 200 uL do
reagente de Bradford. Ap6s 10 minutos foi realizada a leitura
da absorbancia em comprimento de onda de 595 nm. A
concentracdo de proteinas totais solveis na amostra analisada
foi determinada a partir da curva padréo obtida com o uso de
solucBes de concentracdes conhecidas de BSA (Proteina do
Soro Bovino). Os resultados foram expressos em mg.mL ™.,

Ensaio de toxicidade sob nduplios de Artemia sp.

O teste de toxicidade foi realizado contra nauplios de
Artemia sp de acordo com a metodologia descrita por Meyer
(1982), com adaptagdes. Os cistos dos crustaceos foram
eclodidos em agua do mar esterilizada na propor¢do de 1:10
(m/v), em temperatura ambiente, aeracdo constante e sob a
luz por 48 h, para obten¢do dos nauplios.

Em placas de 24 pocos foi colocado 1 mL de &4gua do
mar esterilizada, 10 nalplios e 1 mL de diferentes
concentracdes de extrato, partindo de uma concentracdo
inicial de 1,46 pg.uL* do extrato da farinha aquecida e 3,84
ug.uL! da ndo aquecida e realizada trés diluigBes seriadas a
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partir do concentrado. O controle de morte negativo e positivo
correspondeu a pogos com apenas agua do mar e com agua do
mar com SDS (dodecilsulfato de sédio) a 10 mg.mL?,
respectivamente. A quantidade de crustaceos mortos foi lida
com 24 e 48 h e logo ap6s calculado os valores da LCso de
cada extrato, sendo classificados téxicos quando a LCso
correspondesse menor que 1.000 ug.mL? e atéxicos quando
maior que 1.000 pg.mL™,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apontaram um potencial toxico tanto
para as sementes que sofreram tratamento térmico quanto
para as que ndo sofreram, apresentando uma LCso de 350
pug.mL™?e 133 pg.mL?, respectivamente. Entretanto, pode-se
observar que as sementes que foram submetidas a altas
temperaturas apresentaram uma LCso cerca de 3 vezes maior
em relacdo as que ndo foram aquecidas, ou seja, é necessario
uma concentragdo maior do extrato aquoso para causar a
morte de 50% dos seres vivos testados.

A Figura 1 apresenta a curva de dose-resposta do %
de mortes das Artemias sp. submetidas a diferentes
concentracdes do extrato de Cucurbita spp aquecido, com 24
h de exposicdo, na qual demonstra a auséncia de mortes dos
crustaceos nas concentracdes de 0,18, 0,36 e 0,37 pg.uLt e na
concentracio de 1,46 pg.uL! houve a morte de todos os
animais.

Figura 1 — Curva de dose-resposta do % de mortes das
Artemias sp. submetidas a diferentes concentra¢@es do extrato
de Cucurbita spp. aquecido, com 24 h de exposigao.
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Ja o extrato aquoso ndo aquecido provocou a morte
de 20% das Artemias sp. Com 24 h exposicdo, tanto na
concentracdo de 0,48, quanto em 0,96 pg.uL?, na contracdo
de 1,92 pg.pL? houveram 50% das mortes e na maior
concentracio testada (3,84 pg.uL?l), todos os animais
morreram, como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Curva de dose-resposta do % de mortes das
Artemias sp. submetidas a diferentes concentrac@es do extrato
de Cucurbita spp. ndo aquecido, com 24 h de exposicao.
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A Figura 3 demonstra a atividade toxica sobre as
Artemias sp. do extrato aquoso de Cucurbita spp. aquecido
com 48 h de exposicdo com 0s crustaceos, onde observa a
auséncia de toxicidade na concentragdo de 0,18 pg.uL™?, ja na
concentracdo de 0,36 pg.uL™! morreram 55% dos crustaceos e
nas concentragdes de 0,73 e 1,46 pg.uL?, foi letal para todos
0S animais.

Figura 3 — Curva de dose-resposta do % de mortes das
Artemias sp. submetidas a diferentes concentra¢@es do extrato
de Cucurbita spp. aquecido, com 48 h de exposicao.
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Com 48 h de exposicdo do extrato ndo aquecido com
as Artemias sp., foi possivel observar 55% dos animais
mortos na concentragdo de 0,48 pg.uL? do extrato, em 0,96
pg.uL? houve 65% de morte e em 1,92 € 3,84 pg.ul?, foi
letal para todos os crustaceos, como demonstra a Figura 4.
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Figura 4 — Curva de dose-resposta do % de mortes das
Artemias sp. submetidas a diferentes concentragdes do extrato
de Cucurbita spp. ndo aquecido, com 48h de exposigéo.
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A literatura aponta que as sementes de abdbora
apresentam diversos fatores toxicos e/ou antinutricionais que
podem oferecer riscos a salde dos consumidores, dentre esses
fatores estdo as hemaglutininas, que podem acarretar
inflamag&o na mucosa intestinal, lesdo tecidual e Interferéncia
na absorcdo de nutrientes (DEL-VECHIO et al. (2005), os
antitripsinicos que podem causar impedimento da acdo
proteolitica da tripsina e da quimiotripsina e a reducdo da
digestdo dos alimentos presentes na luz intestinal
(OPALINSKI et al., 2006), &cido cianidrico, que inibibe a
atividade da enzima citocromo oxidase (NAVES et al., 2010),
acido oxalico, que promove a formagdo de oxalato de célcio
na urina, formacdo de calculos renais e diminuicdo da
disponibilidade do célcio para a realizagdo de processos
fisiolégicos (BENEVIDES et al., 2011). A presenca desses
compostos nas sementes de abobora, pode justificar a
atividade toxica comprovada nesse estudo, por meio do
ensaio in vitro com Artemias sp.

Segundo Siqueira (2020), sementes cruas de abdbora
ndo sdo vidveis para 0 consumo por apresentarem altas
concentracfes de cianeto, composto tdxico para 0s seres
humanos, em contrapartida, o tratamento térmico pode deixa-
las aptas para o consumo sem oferecer riscos a sadde, tendo
em vista que a concentragdo do toxicante tende a diminuir
frente a temperatura, uma vez que é termosensivel, ou seja, 0
composto toxico sofre degradacao.

Um estudo realizado por Del-Vechio et al. (2005)
demonstrou que o tratamento térmico (cozimento em agua de
ebulicdo por 10 minutos), proporcionou uma reducdo da
concentracdo dos niveis de compostos tdxicos e/ou
antinutricionais como o cianeto, o inibidor de tripsina,
hemaglutininas e compostos fenélicos da farinha de sementes
de abdbora.

Naves et al. (2010) defendem que a medida que se
aumenta o tempo de cozimento, maior sera a redugdo de
compostos antinutricionais. No entanto, os autores ressaltam
que a literatura ndo dispbe de estudos que comprovam a
possibilidade de inativacdo dos antinutrientes através da
correlacdo tempo e temperatura, apenas demonstram métodos
que permitem a sua reducdo. Naves et al. (2010), sugerem

ainda que a quantidade recomendada para o consumo diario
de farinha de semente de abdbora, deve ser de, no maximo,
545 g, para um individuo de 70 kg. Em contrapartida, Del-
Vechio et al. (2005) recomendam que, para 0 mesmo peso
corporal, o consumo deve ser de 250 g de farinha, no
méaximo. Por outro lado, Siqueira (2020) aponta que uma
pessoa com 60 kg de peso corporal pode ingerir, no maximo,
91,17 g de sementes torradas, sem oferecer toxicidade
provinda de cianeto.

Portanto, a literatura ndo converge em relacdo a
quantidade segura de sementes de abdbora para 0o consumo
humano, bem como a forma de preparo e a temperatura ideal
de tratamento. Tais lacunas no estudo dessas sementes
incentivam ainda mais a producdo de novas pesquisas e as
suas publicagdes na comunidade cientifica.

CONCLUSOES

Através do teste de toxicidade realizado contra Artemia
sp., foi possivel encontrar uma dose letal do extrato aquoso de
sementes de abodbora quando submetidos ou ndo a altas
temperaturas, concluindo que o tratamento térmico possibilita
uma menor toxicidade in vitro. Ademais, sdo necessérios
estudos in vitro e in vivo para se determinar os possiveis
efeitos tdxicos e a temperatura e tempo de aguecimento
seguro das sementes para 0 consumo humano.
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