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RESUMO

O Butia é um fruto nativo e de facil acesso no Brasil, fonte potencial compostos
bioativos, entre eles, os antioxidantes. A atividade antioxidante dos compostos
naturais é cada vez mais estudada afim de identificar substancias ainda ndo descritas
que possam auxiliar na producdo de novos farmacos. O acido ascoérbico (AA ou
vitamina C) é uma molécula produzida em plantas, que participa de diversas reagdes
metabdlicas. Sua ultima etapa de produgao envolve a enzima GalLDH, que esta ligada
a enzima transportadora de elétrons NADH desidrogenase. A elucidacao da estrutura
tridimensional desta ultima enzima pode auxiliar no estudo de sua relagdo com a
regulacdo da GalLDH e na produgédo de AA. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante in vitro do extrato de Butia capitata (BC) e Butia eriospatha (BE),
seu conteudo de AA, bem como determinar a estrutura tridimensional da enzima
relacionada a via metabdlica antioxidativa, NADH desidrogenase. Os extratos das
especies de Butia foram avaliados quanto a atividade antioxidante pelos ensaios de
DPPH e ABTS e seu conteudo de compostos fendlicos totais e de acido ascorbico
(AA) foram determinados. Os modelos tridimensionais da enzima NADH
desidrogenase foram feitos por modelagem molecular por homologia pelo Swiss-
model. Foi notado a coloracdo mais escura para o menor fruto, o BE. A capacidade
antioxidante do extrato de BE foi superior ao do BC, bem como para o conteudo
fendlico total. A quantidade de AA foi alta para ambos os frutos, e comparavel ao valor
da laranja, com maiores valores para BE. Os modelos tridimensionais construidos
foram representativos e de qualidade, e mostraram-se muito semelhantes para ambas
espéecies, porém nao 100% idénticas, podendo ser essa uma das explicagdes das
diferentes atividades dos frutos. Os extratos aqui apresentados sdo excelentes fontes
naturais e de facil acesso de compostos fendlicos e AA, antioxidantes que podem

auxiliar na busca de novos medicamentos.

Palavras-chave: Butia, acido ascorbico, NADH desidrogenase, GalLDH.



ABSTRACT

Butia is a native and easily accessible fruit in Brazil, a potential source of bioactive
compounds, including antioxidants. The antioxidant activity of natural compounds is
increasingly studied in order to identify substances not yet described that can help in
the production of new drugs. Ascorbic acid (AA or vitamin C) is a molecule produced
in plants, which participates in several metabolic reactions. Its last production step
involves the enzyme GalLDH, which is linked to the electron transport enzyme NADH
dehydrogenase. The elucidation of the three-dimensional structure of the latter enzyme
may help in the study of its relationship with the regulation of GalLDH and the
production of AA. The objective of this work was to evaluate the in vitro antioxidant
potential of Butia capitata (BC) and Butia eriospatha (BE) extracts, its AA content, as
well as to determine the three-dimensional structure of the enzyme related to the
antioxidant metabolic pathway, NADH dehydrogenase. Extracts of Butia species were
evaluated for antioxidant activity by DPPH and ABTS assays and their content of total
phenolic compounds and ascorbic acid (AA) were determined. Three-dimensional
models of the enzyme NADH dehydrogenase were made by molecular homology
modeling using the Swiss-model. The darkest color was noticed for the smallest fruit,
BE. The antioxidant capacity of BE extract was superior to that of BC, as well as for
the total phenolic content. The amount of AA was high for both fruits, and comparable
to the value of orange, with higher values for BE. The three-dimensional models built
were representative and of good quality, and were very similar for both species, but
not 100% identical, which could be one of the explanations for the different activities
of the fruits. The extracts presented here are excellent natural and easily accessible
sources of phenolic compounds and AA, antioxidants that can help in the search for

new drugs.

Keywords: Butia, ascorbic acid, NADH dehydrogenase, GalLDH.
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1. INTRODUGCAO

No cenario atual ha uma busca intensa por diferentes compostos que possam
servir de substrato para o desenvolvimento de novos medicamentos. Popularmente,
o tratamento e cura para varias enfermidades € realizado utilizando partes de vegetais
em diferentes tipos de preparo, um conhecimento que passa de geracao em geragao
(JUSTINO, 2021).

A utilizacdo de compostos oriundos de plantas € comum em varios setores
produtivos, seja na industria farmacéutica, quimica ou alimenticia. As plantas
medicinais possuem um enorme potencial para fins terapéuticos, podendo ser
utilizadas como tratamento principal, alivio de sintomas, diagnésticos ou como auxilio
para outras intervencgdes (JUSTINO, 2021; MAIA, 2017; PADILHA; PINHEIRO, 2004;
TRAMONTIN et al., 2019).

Dentre os compostos importantes descritos em plantas e frutos estao aqueles
com atividade antioxidante. Antioxidantes sdo substancias que inibem ou bloqueiam
a acao maléfica causada pelos radicais livres, podendo ser de origem enddgena
(produzidos pelo corpo) ou exdgena (adquiridos através da alimentagao) (PEREIRA,
2011; SILVA et al., 2022).

Os antioxidantes sdo moléculas estaveis, capazes de doar um elétron para o
radical livre, que se torna estavel, reduzindo seus efeitos danosos ao organismo.
Varios estudos ja demonstraram seus efeitos na prevencao de doencgas, entre elas,
cancer (LIU, 2004), Alzheimer e Parkinson (SILVA et al., 2022) diabetes (ABDILLE et
al., 2005), doencgas cardiovasculares e circulatérias (STOCLET et al., 2004).

Um fruto com grandes quantidades de compostos antioxidantes, porém ainda
pouco estudado, é o fruto do Butiazeiro - Butia ou coquinho-azedo. O Butia € um fruto
endémico do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Possui um conteudo
significativo de acido ascorbico (em torno de 53mg/100g) e outros compostos
bioativos, porém seu potencial antioxidante ainda é pouco explorado (FUJITA, 2012).

Estudos indicam que seus compostos apresentam acdes anti-inflamatodrias,
antimicrobianas e antitumorais. Seu fruto é rico em vitaminas e minerais, sugerindo
que seu uso pode agir de forma a melhorar a saude de quem o ingere ( FERRAO,
2012; PADILHA; PINHEIRO, 2004; PEREIRA, 2011; ROCKETT et al., 2020; TOSS,
2010)
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Na producdo de AA, a enzima a L-galactona-1,4-lactona desidrogenase
(GalLDH) é responsavel pela ultima etapa. Em estudos recentes, apontou-se que a
GalLDH tem sua estrutura ligada com o complexo 1 da cadeia transportadora de
elétrons (também chamada de NADH ubiquinona redutase ou NADH desidrogenase).
O AA é um composto antioxidante que atua em diversas rotas metabodlicas dos
vegetais, e uma alteracao ou regulacdo nessas enzimas pode afetar a composicao
dessa substancia nos frutos (BATIASTA, 2015).

Desta forma, é possivel inferir que existe uma ligagao entre a formagao de AA,
a enzima GalLDH, e o complexo | da cadeia respiratéria, denominada NADH
desidrogenase, cuja estrutura tridimensional ainda nao foi completamente elucidada
(MATOS, 2021). O estudo aqui desenvolvido buscou avaliar a atividade antioxidante
de extratos de Butia sp. e apresentar um modelo tridimensional da enzima NADH

desidrogenase.
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2. JUSTIFICATIVA

Por muitos séculos estuda-se as propriedades medicinais de substancias
naturais, as quais sao utilizados para diversas finalidades. Muitos produtos naturais
ainda sao pouco conhecidos quanto a composi¢ao e agdo no organismo, porém sabe-
se sabe que possuem importante papel no desenvolvimento de novos farmacos,
principalmente pelos seus compostos com poderem antitumorais, antioxidantes e
antibacterianos (VEERESHAM, 2012).

Produtos naturais ricos em compostos bioativos como antioxidantes sdo cada
vez mais procurados. Os antioxidantes naturais podem substituir os sintéticos afim de
evitar os efeitos maléficos estes podem causar para o ser humano, como degeneragao
celular e envelhecimento precoce (SHARMA et al, 2015; SWAMI et al, 2012).

Dentro do escopo da busca por produtos naturais com possivel efeito
antioxidante, existe o Butia. O Butia € um fruto endémico e de facil acesso no Oeste
do Parana, cujo potencial de compostos bioativos ainda € pouco explorado em
comparacgao a outros frutos nativos do Brasil. No entanto, ja se sabe que € um fruto
rico em compostos bioativos, principalmente antioxidantes (FUJITA, 2012). A partir
deste estudo sera possivel identificar o potencial antioxidante de diferentes espécies
de Butia.

Muitas patologias sdo desencadeadas pelo excesso de radicais livres no
organismo, e sao nessas rotas que agem os compostos antioxidantes. Além disso,
sabe-se que a presencga das enzimas como GalLDH e NADH desidrogenase em frutos
ricos em compostos bioativos é essencial para a produgao de AA.

Alteracdes na regulacao dessas enzimas pode afetar essas rotas metabdlicas
como produgao de antioxidantes e de energia pela planta. Por isso, a construgao de
um modelo tridimensional da enzima NADH desidrogenase podera proporcionar uma
valiosa informacao, visto que sua atividade e funcéo esta diretamente associada a sua
configuracdo espacial. A partir dai, pode-se identificar seus alvos moleculares e
interacdes dentro de um organismo (BATISTA, 2015; LESK, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante dos extratos obtidos a partir da polpa do fruto
de Butia sp. e propor modelos de estrutura in silico para componentes enzimaticos de

seu metabolismo antioxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Verificar a atividade antioxidante in vitro de dois diferentes
extratos de Butia sp.;

3.2.2. Determinar o conteudo de acido ascoérbico de dois extratos de
Butia sp.;

3.2.3. Comparar os resultados de atividade antioxidante e do conteudo
de acido ascorbico encontrados nos diferentes extratos de Butia
sp.;

3.2.4. Construir um modelo tridimensional de um componente
enzimaticos que participa da via metabdlica antioxidativa de

Butia sp. por meio de analises in silico.
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4. REFERENCIAL TEORICO

41. OBUTIA

Butia € um fruto que leva o nome original de sua palmeira, que pertence a
familia Arecaceae. A palmeira cresce em regides de clima subtropical, em areas
abertas e em florestas de araucarias de forma natural. Seu tamanho pode variar de
um a quatro metros de altura, alcangando a idade reprodutiva em oito a dez anos
(FERRAO, 2012; FARIA et al., 2008; FUJITA, 2012).

Por ser de crescimento e desenvolvimento lento e sofrer exploragao extrativista,
pode ser considerada uma espécie da flora brasileira ameagada de extingdo. O
periodo de germinagdo das sementes € em torno de 24 semanas, enquanto que a
primeira frutificacdo pode demorar até 10 anos (FERRAO, 2012; FARIA et al., 2008;
FUJITA, 2012).

O Butia possui alto valor comercial agregado. Seus produtos a base de frutos
e folhas sdo amplamente comercializados pela populacédo local. Sua palmeira é
resistente a baixas temperaturas e possui uma bela arquitetura, fazendo com que seja
utilizada no paisagismo e ornamentacdo (ESLABAO, M. P., PEREIRA, P. E. E.,
BARBIERI, R. L., & HEIDEN, 2016).
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Figura 01: Palmeira Butia sp., localizada no municipio de Marechal Candido

Rondon, Parana.

Séo registradas aproximadamente 20 diferentes espécies de Butia na América
do Sul. Estes geralmente distribuem-se em grupos chamados Butiazais. No Brasil, séo
descritas 19 espécies que se encontram espalhadas pelas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste. Uruguai, Paraguai e Argentina também possuem diferentes
espécies da palmeira (ESLABAO, M. P., PEREIRA, P. E. E.,, BARBIERI, R. L., &
HEIDEN, 2016).

Na regido Leste do Paraguai e no estado do Mato Grosso do Sul, encontram-
se a maior diversidade de espécies, ocorrendo nove tipos de Butia, cuja distribuicdo
pode ser visualizada na Figura 2. A grande diversidade da planta encontra em
diferentes na regi6es, ocasiona uma relativa dificuldade na classificagdo taxonémica
e diferenciacédo entre espécies (ESLABAO, M. P., PEREIRA, P. E. E., BARBIERI, R.
L., & HEIDEN, 2016; PEREIRA, 2011). Na regido Oeste do Parana, sao mais comuns

as espécies B. marmorii, B. paraguayensis, também podendo ocorrer B. exospadix,
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B. leptospatha e B. eriospatha (ESLABAO, M. P., PEREIRA, P. E. E., BARBIERI, R.
L., & HEIDEN, 2016).

Figura 02: Distribuicdo geografica de Butia: A: B. archeri (azul), B. eriospatha
(laranja), B. lepidotispatha (rosa), B. odorata (amarelo) e B. witeckii (vermelho);

B: B. exospadix (amarelo), B. leptospatha (rosa), B. matogrossensis (laranja), B.
pubispatha (vermelho) e B. yatay (azul). C: B. campicola (rosa), B. capitata (roxo), B.
catarinensis (amarelo), B. exilata (laranja), B. lallemantii (cinza), B. marmorii
(vermelho) e B. purpurascens (azul). D: B. arenicola (vermelho), B. microspadix
(laranja), B. paraguayensis (amarelo). FONTE: (ESLABAO, M. P., PEREIRA, P. E. E.,
BARBIERI, R. L., & HEIDEN, 2016).

Os frutos desta palmeira sdo muito apreciados pela populacéo pela facilidade
de obtencgao e sabor intenso e singular, dando ao Butia o nome popular de coquinho-
azedo. O fruto, apresentado na Figura 3, é ovoide, de cor variando entre amarelo,

laranja e vermelho. Apresentam cerca de 26mm de comprimento e 11mm de didmetro.
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Estes usualmente s&do consumidos em forma de sucos, licores, geleias ou in natura
(FARIA et al., 2008; FUJITA, 2012; MAIA, 2017; PERALTA et al., 2017).

Figura 03: A: Fruto do Butia coletado em Marechal Candido Rondon (inferior)

e Santa Helena (superior). B: Butia na palmeira.

O fruto Butia é colhido entre os meses de dezembro e marco, tendo seu pico
de producao em fevereiro. A fruta é altamente perecivel, sua alta acidez e baixo teor
de acgucar desencorajam a populagdo de seu consumo in natura, por iSso € comum
seu armazenamento em forma de polpa congelada (HOFFMANN et al., 2017).

O Butia é rico em compostos fendlicos, acidos graxos, carotenoides e minerais.
As substancias bioativas presentes nesse fruto possuem eficacia na prevencao e
tratamento de tumores, por suas propriedades anti-inflamatérias, imunomoduladoras
e antioxidantes (FARIA et al., 2008; HOFFMANN et al., 2017)

Em relacdo aos compostos bioativos presentes nesse fruto, existem diferencas
entre as espécies e variedades, bem como entre a mesma variedade com diferengas
de cultivo e ambiente. Em sua composigao, encontra-se cerca de 80% de umidade,
2% de lipideos, 6% de fibras e 10% de carboidratos (FUJITA, 2012). Além disso, em

uma avaliagdo realizada com cinco amostras diferentes de Butia, foi constatado
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valores médios de compostos fendlicos de 337,7 a 446,88mg do equivalente acido
clorogénico/100g da amostra (MISTURA et al., 2018).

Quanto aos compostos fendlicos, os principais encontrados no Butia séo: acido
galico, cafeico, hidroxibenzdico, protocatecuico, clorogénico, ferulico e cumarico. Ja
os principais flavonoides descritos sao: epicatequina, rutina, catequina, quercetina e
kaempferol (DENARDIN et al., 2015; BESKOW et al., 2015).

O teor de potassio do fruto também é surpreendente, pois apresentou-se maior
na polpa do Butia do que no abacate e banana, frutas essas consideradas melhores
fontes para este mineral (FARIA et al., 2008; HOFFMANN et al., 2017). Estudos ja
demonstraram a atividade do Butia contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
atribuindo essa atividade ao alto teor de fitosterois encontrado no extrato (FUJITA,
2012; HOFFMANN et al., 2017; MAIA, 2017).

O conteudo de AA encontra-se comparavel ao teor da laranja. Quanto a pro-
vitamina A, os valores relatados sdo semelhantes ao relatados nas frutas ditas ricas
nessa vitamina, como acerola e manga (FARIA et al., 2008; HOFFMANN et al., 2017).

4.2. METABOLISMO CELULAR E DANOS OXIDATIVOS

Para permanecermos vivos, nossas células estdo em constante atividade e
metabolizagcdo, processo no qual existe a produgdo de moléculas oxidativas.
Respiracdo celular, crescimento, fagocitose e sinalizacdo celular sdao alguns
processos envolvidos na produgdo de espécies reativas (LIMA, 2008; SILVA et al.,
2022)

Devido a alta eletronegatividade do oxigénio, este oxida-se facilmente. Nesta
reacao, formam-se as espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical
superoéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxil (OH) e oxigénio
singleto (O2). O primeiro é formado a partir da reducao do oxigénio molecular, obtendo
uma carga negativa. Este, ndo possui capacidade de atravessar membranas
(ALVARENGA, 2016; SILVA et al., 2022). Ja o H202 nao é demasiadamente reativo,
porém, por apresentar caracteristica quimica apolar, atravessa faciimente as
membranas celulares. Este, gera o radical hidroxil, que € o mais reativo dos EROs. O
oxigénio singleto € formado diferentemente dos demais, por reacdo de
fotossensibilizagdo (ALVARENGA, 2016).
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Ao serem produzidos, esses compostos permanecem altamente reativos e
instaveis, dispostos a reagirem com outras moléculas para estabilizarem. Isto gera
uma cascata de reagbes chamada de estresse oxidativo, causando a peroxidacgao
lipidica da membrana, agressdao ao DNA e aos tecidos. Os danos relacionados ao
estresse oxidativo ja foram associados a diversas doencas, entre elas artrite, doengas
cardiovasculares, tumores, disfungdes cognitivas entre outros (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; LIMA, 2008; PARDINHO et al., 2020; ROCKETT et al., 2020;
VENTUROSO et al., 2011).

Entre os radicais livres e espécies reativas, podemos citar o radical hidroxil
como a mais reativa. Forma-se no organismo principalmente pelas rea¢des do H20:2
com metais, ou pelas radiagdes ionizantes. O ataque constante e exagerado desses
radicais livres ao organismo pode ser o pontapé para desencadear doengas como o
cancer (BAGANHA; PEREIRA, 2018; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
PARDINHO et al., 2020).

Danos oxidativos também geram deformagdo na conformagédo de proteinas
cerebrais pela alta demanda de oxigénio, processo que também gera muitas EROs.
O estresse oxidativo nessa regido pode levar a danos neuronais, como lesao
mitocondrial e lesdo no DNA, problemas que aceleram o envelhecimento e o
aparecimento de doengas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (SILVA et
al., 2022).

No sangue, a oxidagéo lipidica pode provocar alteragbes nas paredes dos
vasos sanguineos, danos estes relacionados a doengas como trombose e acidente
vascular cerebral. No DNA, quando estes reagem quebrando a cadeia, podem ocorrer
alteracbes na ordem das bases nitrogenadas, aumentando a probabilidade de
ocorréncia de mutagdes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; LIMA, 2008).

4.3. COMPOSTOS ANTIOXIDANTES E SUA CLASSIFICACAO

Os radicais livres e EROs sao estabilizados por substadncias chamadas
antioxidantes, também presentes em condi¢gées normais do organismo. Ao reagirem,
antioxidantes doam um elétron ao radical, porém permanecem estaveis, pausando a
reagao em cadeia (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; FERREIRA, 2020; HAMINIUK
et al.,, 2012; QUILES et al., 2020).
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Como antioxidante denomina-se toda substancia com poder de oxidar-se,
doando um elétron para estabilizar um radical livre. Eles podem ser classificados em
endogenos (produzidos internamente no organismo humano) ou exdégeno (deve ser
adquirido através da alimentacgao) (LIMA, 2008).

Os antioxidantes de origem endogena, podem agir diretamente nos radicais
livres, como as proteinas ligadas ao ferro, peptideos de histidina e Glutationa (GSH),
ou enzimaticamente, como as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT)
e Glutationa Peroxidase (GPx). Ja os exégenos, sdo consumidos a partir de alimentos
ricos em vitaminas, minerais e compostos fendlicos, como frutas e verduras
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; LIMA, 2008; SILVA et al., 2016).

4.3.1 ANTIOXIDANTES EXOGENOS

Os compostos classificados como antioxidantes exégenos sao produzidos
pelas plantas, no chamado metabolismo secundario, em resposta a algumas
situagdes, como luz solar, estresse e predadores. Os metabdlitos secundarios ndo sao
essenciais para a vida da planta, diferente dos metabdlitos primarios, porém, auxiliam-
na em seu processo de desenvolvimento (HAMINIUK et al., 2012; LUZ, 2018).

No metabolismo primario, sdo formados compostos com fungao estrutural e de
armazenamento de energia, como proteinas, carboidratos, lipideos e acidos
nucleicos. Estes, sado produzidos por todos os organismos do reino vegetal, enquanto
que os metabdlitos secundarios sao produzidos apenas em algumas classes vegetais
(LUZ, 2018).

Os metabdlitos secundarios sao classificados de acordo com sua origem como
compostos fendlicos, nitrogenados e terpendides (HAMINIUK et al., 2012; LUZ, 2018).
Tanto metabolismo primario como secundario, relacionados a origem dos compostos

fendlicos, nitrogenados e terpendides estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4: Compostos formados no metabolismo primario pelo metabolismo do
carbono e sua transformagao em metabdlitos secundarios: compostos nitrogenados,
fendlicos e terpendides. FONTE: TAIZ, ZEIGUER, 20009.

Os compostos fendlicos ou fendis sdo encontrados em sua maioria em frutos,
cereais, vegetais e bebidas. Normalmente estédo relacionados com a defesa contra
radiagao ultravioleta ou agressao por patdgenos. Essas substancias, possuem em sua
estrutura um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas funcionais, e representam
cerca de 10.000 compostos (PANDEY; RIZVI, 2009; LUZ, 2018).

Estes compostos podem ser divididos em classes: fendis simples, acidos
fendlicos/benzoicos, acidos cinamicos e cumarinas, flavonoides e isoflavonoides, e
taninos. Os acidos fendlicos sao divididos em hidroxibenzoicos (componentes dos
taninos hidrolisaveis e menos abundantes nos vegetais consumidos pelos humanos)
e hidroxicinamicos (presentes no tomate, cerveja café, erva mate, maca, ameixa e
outras frutas, cruciferas, cereais, entre outros). Os taninos, possuem habilidade de

ligar-se a proteinas e metais, inibindo enzimas. Também sao responsaveis pela
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adstringéncia de frutos e outros vegetais. Acido galico e acido elagico sdo exemplos
de precursores dos taninos hidrolisaveis (LUZ, 2018).

Os acidos cindmicos mais conhecidos incluem seus derivados mais famosos
como: acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico e acido sinapico. Ja as
cumarinas, apresentam diversas atividades nas plantas e suas atividades biologicas
incluem: regulador hormonal, vasodilatador, broncodilatador, analgésico entre outros
(LUZ, 2018).

Os flavonoides estdo amplamente presentes no reino vegetal, e sao
responsaveis por diversas fungbes como: protegcdo contra patdgenos e raios
ultravioletas, controle da acao de hormdnios vegetais, atragao de polinizadores, agao
antioxidantes, entre outros. Sua atividade biolégica inclui: Atividade antitumoral,
agregacao plaquetaria, atividade antiinflamatdria, antioxidante, entre outras (LUZ,
2018).

4.3.2 ANTIOXIDANTES ENDOGENOS

Os antioxidantes enddgenos séo produzidos pelo préprio organismo como
forma de protegao contra os radicais livres. Os antioxidantes endégenos primarios sao
substancias que quelam com os radicais livres ipedindo sua formacgéo, como por
exemplo o ferro, ferritina e albumina (LIMA, 2008; LUZ, 2018).

As enzimas antioxidantes como a Superéxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT), Glutationa Peroxidase (Gpx) e Glutationa Redutase (GR) fazem parte dos
antioxidantes enddgenos secundarios. A Superoxido Dismutase (SOD) age inibindo o
oxigénio singleto e o radical superdxido, prevenindo a formac&o do radical hidroxil. E
uma enzima antioxidante essencial contra os efeitos maléficos das EROs (LIMA,
2008).

A CAT é uma enzima abundante na natureza e se encontra em varios tecidos.
Ela atua na eliminagdo do H202, gerando agua e oxigénio. A Gpx tem grande
importancia na protecao contra a peroxidacao lipidica. Causa a peroxidagao da
glutationa (GSSG), visando a redug¢ao do H202 (LIMA, 2008). Ja a GR transforma a
GSSG em glutationa tiol (GSH), substato este utilizado pelas células para reduzir o
peréxido de hidrogénio (LIMA, 2008).

As enzimas antioxidantes atuam de forma ordenada para manter o organismo

em homeostase. Nas plantas, diferentemente dos animais, também € possivel notar
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a presenca das enzimas APXs e GPXs. A APX é uma peroxidase que atua na remocao
intracelular de H202, utilizando o ascorbato como substrato. Ela catalisa a primeita
etapa da rota Ascorbato-Glutationa, a mais importante rota antioxidante das plantas,
que inibe o H202, principalmente no cloroplasto. A GPX utiliza a glutationa reduzida
como substrato. Também nesta rota atuam monodehidroascorbato redutase
(MDHAR), a dehidroascorbato redutase (DHAR), e a glutationa redutase (GR)
(ALVARENGA, 2016).

4.4 ANTIOXIDANTES ALIMENTARES NO COMBATE A DOENCAS

As EROs e os radicais livres sdo substancias potencialmente patogénicas
produzidas pelo organismo. Desta maneira, uma desregulagédo na homeostase redox
pode acarretar em graves consequéncias. Com a oxidagao excessiva das proteinas
celulares, acidos nucleicos e lipideos, um pontapé € gerado para patologias como
Doencas neurodegenerativas (SILVA et al., 2022) e doengas cardiovasculares. Dessa
forma, a importancia de antioxidantes de origem natural se prova cada vez maior em
estudos de tratamento e prevengao de diferentes enfermidades (ALVES; ABREU,
2021).

Algumas vitaminas obtidas pela alimentagdao atuam neutralizando diretamente
radicais livres, e consequentemente diminuindo os danos por eles causados. A
espécie Butia capitata (Becc. 1916), apresenta consideravel atividade antioxidante,
sendo que o fruto possui altos valores de AA e grande quantidade de compostos
fendlicos. A quantidade destes compostos varia entre espécies, conforme o gendtipo
da planta, composigao do solo e condigbes climaticas (MAGALHAES et al., 2017).

Estudos com polifendis demostram que suas ag¢des benéficas ao organismo
podem prevenir ou até tratar doengas. O consumo a longo prazo de alimentos ricos
nessas substancias pode proteger o organismo de diversas patologias como por
exemplo doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (JUSTINO, 2021; QUILES
et al., 2020; MAJUNDER et al., 2019; GOLDBERG et al., 2017).

O AA é um antioxidante que previne de forma eficiente a agao de radicais livres
téxicos e outras EROs formadas no metabolismo celular. Ele também atua como
cofator de enzimas do metabolismo vegetal, no ciclo celular, na protecdo contra

patdgenos e na atividade fotossintética (MATOS, 2021).
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O AA é absorvido por todo trato gastrointestinal e participa da regeneracéo da
vitamina E. Alguns estudos mostraram sua importancia ao organismo, revelando que
altas concentracdes de AA relacionam-se com menor risco de desenvolvimento de
Diabetes Mellitus tipo 2 (CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; ESPINDOLA, 2019).
Além disso, o AA é essencial para a biossintese de compostos como colageno,
carnitina e neurotransmissores (PRAKASH e BASKARAN, 2018).

Outros estudos ainda mostram que a suplementacao de AA esta associada
com a diminuicdo dos niveis de Proteina C reativa e F2-isoprostano, ambos
marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo. Apesar dos beneficios
comprovados, o uso de AA em alguns casos permanece controverso, por isso ha
necessidade de novos trabalhos demonstrando seu efeito protetor no organismo
(CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; ESPINDOLA, 2019).

Em vista a relacéo entre o potencial antioxidante do AA e a importancia dessa
atividade para o sistema bioldgico, estudos de base heteréloga podem fornecer
subsidios para estudos sobre danos teciduais e sobre o processo de envelhecimento
humano (MATOS, 2021).

4.5 VIA METABOLICA ANTIOXIDATIVA DA NADH DESIDROGENASE

Diferente dos demais organismos, os vegetais possuem a enzima L-galactono-
1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) que possui um papel importante na produgéo de
AA. A GalLDH tem sido alvo de recentes pesquisas, que demonstraram que sua
estrutura esta ligada ao complexo | da cadeia transportadora de elétrons, a NADH
desidrogenase. Em vegetais, a GalLDH ¢é necessaria para a formacédo e
funcionamento adequado do complexo |, além da doacao de elétrons para a cadeia
respiratéria quando esta catalisando a sintese de AA (MATOS, 2021).

A enzima GalLDH é uma aldonolactona oxirredutase cujo papel é transformar
uma molécula aldonolactona em AA (MATOS, 2021). A GalLDH, ao oxidar o GalL em
AA - com a liberacao de dois elétrons para o citocromo C - é a enzima responsavel
pela ultima etapa de formacao de AA. Desta forma, tanto a superexpressao como o
silenciamento do gene da GalLDH podem impactar no nivel de AA das plantas (YU et
al., 2020; MATOS, 2021).

A enzima NADH desidrogenase, também chamado de Complexo |, ou NADH:

uniquinona-oxidorredutase, € um complexo de proteinas transmembrana de
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bombeamento de prétons. Nas mitocéndrias, o Complexo | € o principal ponto de
entrada de elétrons para a cadeia respiratéria e possui uma estrutura em formato de
“L”. Ela apresenta um brago localizado na membrana interna, relacionado ao
transporte de prétons e o outro brago se estendendo para a matriz mitocondrial,
relacionado a oxidagdo do NADH (MATOS, 2021)

A partir dessas informacgdes, € possivel inferir que existe uma ligacéo entre
NADH desidrogenase, a regulagéo da GalLDH, e a formagao de AA. Acredita-se que
outras subunidades do complexo | sejam importantes para a regulagdo de GalLDH
por controlarem a velocidade do fluxo de elétrons através deste complexo, a partir da
oxidagao do NADH (MILLAR et al., 2003).

Para o melhor entendimento da producdo de um composto antioxidante
essencial para as plantas, como o AA, e sua relacdo com as enzimas NADH
desidrogenase e GalLDH, ¢é desejavel conhecer melhor suas estruturas
tridimensionais. A enzima NADH desidrogenase ainda n&do possui sua estrutura
completamente elucidada, e com isso, outras fungdes podem permanecer
desconhecidas.

Portanto, o estudo de genes, proteinas e rotas metabdlicas sdo necessarios,
para melhor entendimento do funcionamento dos organismos, dessa forma facilitando
a busca por novos farmacos, bem como para melhoramentos genético destas plantas
(ALVARENGA, 2016).

4.6 ESTUDOS IN SILICO

Estudos computacionais, ou in silico, buscam elucidar as reacdes entre
proteinas e ligantes e catalogar interagdes e vias de sinalizagao celular ainda nao
vistas. Os beneficios desses estudos podem ser visualizados na otimizagcdo da
producdo de novas moléculas e farmacos (BATISTA, 2015; LESK, 2019), ou ainda
para manipulacado de conteudo de substancias de interesse dentro de alimentos, seja
para aumentar sua importancia medicinal, melhorar o sabor ou aumentar a resisténcia,
na chamada engenharia genética (LESK, 2019; LUZ, 2018).

Conhecer a estrutura tridimensional de uma proteina, € uma poderosa via de
desenvolvimento de farmacos ou terapias para determinada enfermidade. A partir do

conhecimento da sequéncia de aminoacidos que compde uma proteina, diversos
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programas computacionais podem prever sua estrutura tridimensional, e resolver esse
grande problema da ciéncia atual (LESK, 2019; LUZ, 2018).

Uma proteina é formada por inumeros aminoacidos. Estes enovelam-se de
diversas maneiras para formar estruturas tridimensionais que configuram sua fungao
no meio bioldgico. Por existirem diferentes formas de uma proteina moldar-se, fica
dificil a previsao de sua estrutura (BATISTA, 2015; SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Com o avanco tecnoldgico, alguns softwares foram programados para sugerir
a estrutura de proteinas desconhecidas, com base em diversas interacdes
moleculares ou em moldes ja existentes. Desta forma, podemos ter uma melhor
compreensao de seu funcionamento, também sendo possivel entender como controla-
la ou modifica-la, afim de criar um ligante, afetar um microrganismo, ou até inibir ou
aumentar a produgdo de uma determinada molécula (BATISTA, 2015; SILVA;
BASTOS; SANTOS, 2021).

As técnicas padrao utilizadas para prever a estrutura proteica sao: cristalografia
de raios X e Ressonancia Magnética Nuclear (NMR). Essas técnicas sao muito
efetivas, porém demandam tempo e muitos recursos, além de que, em alguns casos,
podem nao funcionar corretamente. Sendo assim, os métodos de modelagem
computacional exercem um papel fundamental para a predicdo de estruturas de uma
forma rapida, simples e econémica (BATISTA, 2015; SILVA; BASTOS; SANTOS,
2021).

Sao duas as principais formas de moldar uma proteina computacionalmente, de
acordo com sua sequéncia de aminoacidos: baseando-se em moldes (por homologia
e threading) ou independentes de molde (ab initio), cada uma delas abrangendo
diferentes abordagens computacionais (SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

A modelagem por homologia, considera o principio de que proteinas com
sequéncias semelhantes de aminoacidos enovelam-se em estruturas semelhantes.
Por isso, uma proteina com estrutura conhecida, cuja a sequéncia de aminoacidos tiver
identidade maior de 30% com a proteina de interesse, pode ser utilizada como molde.
Para uma construcdo adequada da estrutura da proteina, ocorre o alinhamento das
sequéncias, e € interessante a busca por moldes com identidade acima de 70%, além
disso, com similaridade e cobertura entre elas (BATISTA, 2015; LESK, 2019; SILVA;
BASTOS; SANTOS, 2021).

Na modelagem por Threading, ocorre a busca por homdlogos estruturais de

fragmentos da sequéncia. Ela € mais utilizada em casos de baixo grau de similaridade
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com a proteina molde. Quando falamos em modelagem independente de molde, a
estrutura é formada a partir de métodos matematicos, aplicados por softwares, em
que ocorre a previsao do modelo a partir de leis da fisica. Esse método é mais
demorado e limitado para proteinas menores, de até 200 aminoacidos (SILVA;
BASTOS; SANTOS, 2021).

Ap0s a construgdo de um modelo, este deve ser analisado quanto a qualidade.
Nessa etapa pode ocorrer o refinamento do modelo, em que ha correcbes e
reestruturacdes, feitos a partir de softwares. Em seguida, pontua-se o modelo,
analisando cada parametro, afim de determinar o melhor representante (BATISTA,
2015; SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Existem diversas pontuacdes para determinar a qualidade, uma delas é o
QMEAN, que descreve os principais aspectos geométricos das estruturas de proteinas.
Existe também o chamado grafico de Ramachandran, que mostra a porcentagem de
aminoacidos em regides permitidas (melhores modelos) ou proibidas (modelos ruins),
e também a posigao destes em relagdo aos angulos de torgéo phi e psi (BATISTA,
2015; SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Outra pontuagdo importante € o Clashscore, que avalia o numero de
sobreposicdes estéricas graves por 1000 atomos. Quanto menor este valor, maior o
percentual, melhor € o modelo. Ja o Molprobility score une varios critérios como
clashscore, rotamero e Ramachandran em um unico valor, para sugerir qualidade. Ela
pode variar de 0 a 100%. Valores préoximos de 100, indicam melhores estruturas
(BATISTA, 2015; LESK, 2019; SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Em vista a importancia da GalLDH e do complexo 1 (NADH desidrogenase) na
produgao de acido ascorbico no Butia, buscas por sequenciar e moldar esta proteina
se tornam maiores. A partir da modelagem molecular do complexo 1 da CTEm, é
possivel estudar e modelar sua atividade da producao de acido ascérbico e outras
substancias antioxidantes de extrema importancia para varios seres vivos, inclusive

seres humanos.
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RESUMO

O Butia € um fruto nativo e de facil acesso no Brasil, fonte potencial compostos
bioativos, entre eles, os antioxidantes. A atividade antioxidante dos compostos
naturais € cada vez mais estudada afim de identificar substancias ainda n&o descritas
que possam auxiliar na producao de novos farmacos. O acido ascoérbico (AA ou
vitamina C) € uma molécula produzida em plantas, que participa de diversas reacdes
metabdlicas. Sua ultima etapa de produgao envolve a enzima GalLDH, que esta ligada
a enzima transportadora de elétrons NADH desidrogenase. A elucidacéo da estrutura
tridimensional desta ultima enzima pode auxiliar no estudo de sua relagdo com a
regulacdo da GalLDH e na produgao de AA. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante in vitro do extrato de Butia capitata (BC) e Butia eriospatha (BE),
seu conteudo de AA, bem como determinar a estrutura tridimensional da enzima
relacionada a via metabdlica antioxidativa, NADH desidrogenase. Os extratos das
espécies de Butia foram avaliados quanto a atividade antioxidante pelos ensaios de
DPPH e ABTS e seu conteudo de compostos fendlicos totais e de acido ascorbico
(AA) foram determinados. Os modelos tridimensionais da enzima NADH
desidrogenase foram feitos por modelagem molecular por homologia pelo Swiss-
model. Foi notado a coloracdo mais escura para o menor fruto, o BE. A capacidade
antioxidante do extrato de BE foi superior ao do BC, bem como para o conteudo
fendlico total. A quantidade de AA foi alta para ambos os frutos, e comparavel ao valor
da laranja, com maiores valores para BE. Os modelos tridimensionais construidos
foram representativos e de qualidade, e mostraram-se muito semelhantes para ambas
espéecies, porém nao 100% idénticas, podendo ser essa uma das explicacbes das
diferentes atividades dos frutos. Os extratos aqui apresentados sédo excelentes fontes
naturais e de facil acesso de compostos fendlicos e AA, antioxidantes que podem

auxiliar na busca de novos medicamentos.

Palavras-chave: Butia, acido ascorbico, NADH desidrogenase, GalLDH.
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INTRODUGAO

No cenario atual, ha uma busca por compostos que possam servir de substrato
para o desenvolvimento de novos farmacos. Popularmente, o tratamento e cura para
varias enfermidades é realizado utilizando partes de vegetais em diferentes tipos de
preparo, um conhecimento que passa de geragao em geragao (JUSTINO, 2021).

Dentre os diferentes compostos descritos em plantas e frutos estdo os
antioxidantes. Antioxidantes sdo moléculas estaveis que inibem ou bloqueiam a agao
maléfica causada pelos radicais livres. Eles sdo capazes de doar um elétron para o
radical livre, que se torna estavel, reduzindo seus efeitos danosos ao organismo.
Vaérios estudos ja demonstraram seus efeitos na prevengao de doencgas, entre elas,
cancer (LIU, 2005), Alzheimer e Parkinson (SILVA et al., 2022) diabetes (ABDILLE et
al., 2005), doencas cardiovasculares e circulatérias (STOCLET et al., 2004).

Antioxidantes podem ser de origem enddégena (produzidos pelo corpo) ou
exdgena (adquiridos através da alimentacdo) (PEREIRA, 2011; SILVA et al., 2022).
Os antioxidantes exdgenos sao produzidos pelas plantas através de seu metabolismo
secundario, em resposta a algumas situag¢des, como luz solar, estresse e predadores
(HAMINIUK et al., 2012; LUZ, 2018). Eles s&o consumidos pelo ser humano a partir
de alimentos ricos em vitaminas, minerais e compostos fendlicos, como frutas e
verduras (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; LIMA, 2008; SILVA et al., 2016).

O Butia é um fruto de uma palmeira nativa do Sul do Brasil. Ela esta
amplamente distribuida nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Conhecido por seu potencial antioxidante, o fruto pode ser consumido in natura ou
utilizado para fazer sucos e licores, porém poucos estudos que detalham seus
compostos bioativos (MAGALHAES et al., 2017).

O acido ascorbico (AA), ou vitamina C, € um antioxidante que previne de forma
eficiente a agdo de radicais livres toxicos e outras espécies reativas de oxigénio
(EROs) formadas no metabolismo celular. O AA também atua como cofator de
enzimas do metabolismo vegetal, no ciclo celular, na protecéo contra patégenos e na
atividade fotossintética (MATOS, 2021).

Devido a sua grande contribuicdo para o organismo, o AA tem sido estudado
quanto a seu metabolismo e produgdo em vegetais. Sabe-se que sua formacgao se da
em duas grandes etapas: a primeira no citosol e a segunda nas mitocdndrias. A

enzima L-galactona-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH), localizada na mitocdndria,
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possui uma funcado intransferivel na ultima etapa desse sistema, transformando
galactono-1,4-lactona (GAL) em AA (MATOS, 2021).

A GalLDH tem sido alvo de recentes pesquisas, que demonstram sua estrutura
ligada ao complexo | da cadeia transportadora de elétrons. Foi descoberta que sua
funcdo nos vegetais esta relacionada a formagédo adequada do complexo |, além da
doacao de elétrons para a cadeia respiratéria quando esta catalisando a sintese de
AA (MATOS, 2021).

Desta forma, é possivel inferir que existe uma ligagéo entre a formagao de AA,
a enzima GalLDH e o complexo | da cadeia respiratdria, denominada NADH
desidrogenase. Diversos estudos buscam conhecer e regular a produg¢ao de vitamina
C nos vegetais. Acredita-se que outras subunidades do complexo | sejam importantes
para a regulacéo de GalLDH por controlarem a velocidade do fluxo de elétrons através
deste complexo, a partir da oxidacao do NADH (MILLAR et al., 2003).

A GalLDH, ao oxidar o GalL em AA liberacao de dois elétrons para o citocromo
c. Esta é a enzima responsavel pela ultima etapa de formacao de AA e por isso, tanto
a superexpressado como o silenciamento do gene da GalLDH podem impactar no nivel
de AA das plantas (YU et al., 2020; MATOS, 2021).

O objetivo deste estudo foi determinar o potencial antioxidante e determinagao
de vitamina C de dois extratos diferentes de Butia sp., bem como ilustrar uma estrutura
tridimensional para a enzima NADH desidrogenase. Estudos in silico, sobre as
reacdes entre proteinas e ligantes, buscam elucidar e catalogar interagdes e vias de
sinalizagcdo celular ainda néo vistas. Os beneficios desses estudos podem ser
visualizados na otimizagao da producdo de novas moléculas e farmacos, diminuindo
tempo e recursos necessarios (BATISTA, 2015; LESK, 2019).

MATERIAIS E METODOS

ANALISES IN VITRO

Coleta e armazenamento do material

Dois tipos de frutos de Butia foram utilizados neste trabalho. O primeiro, Butia
capitata (BC), foi colhido da safra de 2022, no municipio de Marechal Candido
Rondon, Oeste do parana, de latitude -24.557 e longitude -54.0571. O Segundo fruto,
Butia eriospatha (BE), colhido também da safra de 2022, no municipio de Santa

Helena, regido oeste do Parana, de latitude: -24.8585 e longitude: -54.336
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Os frutos foram colhidos e separados manualmente. Os frutos sadios, sem
manchas aparentes e deformacgdes, foram lavados em agua corrente e armazenados
em sacos plasticos em freezer a -20° C para posterior extragdo e analise de seus

compostos.

Andlise visual dos frutos
Apos descongelamento dos frutos, estes foram visualmente avaliados quanto
a coloragao e tamanho, este sendo medido em cm, comparando os dois butias

colhidos com os resultados ja descritos na literatura.

Processamento do material e preparo do extrato

Todas as técnicas foram realizadas separadamente para BC e BE, afim de
evitar a contaminagcdo cruzada. Antes dos procedimentos, os frutos foram
descongelados a temperatura ambiente. Logo apés foram higienizados com uma
solugdo de hipoclorito 0,1% (v/v) durante 5 minutos para descontaminagdo. Em
seguida, os frutos foram enxaguados em agua corrente abundante e, posteriormente,
em agua destilada e entao secos utilizando papel toalha.

Para evitar a degradacéo dos compostos antioxidantes devido a exposi¢cao a
luz, todas as etapas a seguir foram realizadas sem luz incidente. A polpa dos frutos
foi separada manualmente e colocada em estufa de circulagdo de ar, em cima de
placas de tela, separando-se os tipos de Butia, sem sobreposi¢cédo, a uma temperatura
de 50°C, por 5 dias. Ap6s a secagem completa da polpa dos Butias, estes foram
recolhidos separadamente em potes herméticos abrigados da luz e umidade, e
triturados em moinho de facas.

A metodologia utilizada foi adaptada de ZHOU et al., 2015 e Rockett et al,
2020. Para obtengao do extrato, 2,5g do material seco e triturado foi acondicionado
em béquer de vidro com 100mL de solugéo extratora, composta de agua destilada e
alcool etilico 1:1 (v/v). Essa mistura foi sonicada em banho ultrassénico por 2 minutos.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 8000rpm por 10 min a 4°C.

O sobrenadante foi coletado em béquer e armazenado em refrigerador. Este
processo foi repetido até a obtencdo total de 200mL de extrato para cada Butia. O
sobrenadante foi filtrado em voal e separado em béqueres cobertos com papel
aluminio. Estes foram acondicionados sobre uma placa de aquecimento a 40°C dentro

de uma capela de exaustao para evaporacgao total da solugcio extratora.
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Ap0Gs a secagem, foram embrulhados com papel aluminio e acondicionados em
lugar seco e protegido da luz. Para futuras analises, o conteudo dos béqueres foi
ressuspendido om DMSO 10%. Este liquido foi previamente escolhido por apresentar

melhor dissolugéo, entre os solventes metanol, etanol e DMSO 10%.

Determinacgao do conteudo fendlico

O conteudo fendlico foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, de acordo
com Singleton et. al. (1999) com modificagdes. Os testes foram realizados em
triplicata, utilizando acido galico como padréo. Este € um ensaio colorimétrico, que se
baseia na troca de coloragao do reagente de Folin-Ciocalteu de amarelo para azul,
quando reage com substancias fendlicas, em meio alcalino (PIRES et al., 2017b). A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro Multiskan Sky da Thermo
Scientific a 765nm, e o resultado expresso em miligrama equivalente de acido galico

(mg EAG) por 100 gramas de extrato.

Ensaio de captura de radicais livres DPPH

Para avaliar a atividade antioxidante, utilizou-se o ensaio de eliminagao de
radicais livres pelo método DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) descrito por PIRES et
al., 2017a. Preparou-se a solugao de DPPH utilizando metanol, com concentragao de
32ug/mL. O padrao utilizado foi o acido galico.

Nesse método, a redu¢cao do DPPH pelo antioxidante da amostra, transforma
sua coloragcdo de amarelo para roxo, provocando um decréscimo na absorbancia
(PIRES et al., 2017a). O teste foi realizado em ftriplicata, e as absorbancias foram
medidas em espectrofotdbmetro Multiskan Sky da Thermo Scientific a 517nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de atividade antioxidante (AA%) e mg

EAG por grama de extrato.

Ensaio de captura de radicais livres ABTS

O segundo teste utilizado para avaliar a atividade antioxidante foi o teste de
captura de radicais livres ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico),
conforme LI et al., 2021. TROLOX foi utilizado como padrao antioxidante. O radical
ABTS é formado a partir da reagdo do ABTS em agua com persulfato de potassio. E
um radical estavel, e soluvel em agua, que pode ser utilizado para amostras lipo ou

hidrossoluveis. Ao reagir com um antioxidante, sua coloragdo muda de azul
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esverdeado para incolor (LIMA, 2008). A absorbéncia da reacédo foi medida em
espectrofotometro Multiskan Sky da Thermo Scientific a 734nm. Os resultados foram

expressos em inibicdo uM equivalente ao TROLOX por grama de extrato.

Quantificacdo de Acido Ascérbico
Foi realizado teste iodimétrico para quantificar o conteudo de AA de ambos os
extratos de Butia, conforme AOAC, 1992. Uma solucé&o de AA a 1% (v/v) com 50uL

de amido 1% (m/v) foi titulada com solugao tintura de iodo a 1% (m/v).

ANALISES IN SILICO

Para obtengdo do modelo tridimensional da enzima NADH desidrogenase,
foram realizadas buscas pela sequéncia de aminoacidos da subunidade F da enzima
NADH desidrogenase, pertencente as espécies de Butia nos bancos de dados

hospedados no NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Modelagem por homologia

Para realizar a modelagem molecular da enzima pela técnica de modelagem
comparativa ou por homologia, foram selecionados moldes (templates) com
sequéncia primaria de tamanho compativel a proteina alvo (cobertura de sequéncia),
valor significativo de identidade de sequéncia primaria (>30%), alta resolugdo de
estrutura por meio da técnica de difragdo de raios-X, bem como organismo de género
filogeneticamente préximo ao género alvo.

Essas analises foram realizadas por meio de alimento global de sequéncia
utilizando o programa ClustalX2. Esse programa também foi utilizado para verificar a
identidade de sequéncia entre da proteina de duas espécies de Butia analisadas. A
plataforma Swiss-Model (GUEX; PEITSCH, 1997) foi utilizada para realizar a

modelagem molecular comparativa, de acordo com os moldes escolhidos.

Analise e refinamento do modelo

A qualidade do modelo foi analisada pelos valores de GMQE (Global Model
Quality Estimation) e QMEAN Z-score (Qualitative Model Energy Analysis) (BENKERT
et al., 2009). O modelo foi validado pelos programas da plataforma MolProbity (DAVIS
et al., 2007) e a compatibilidade entre a estrutura tridimensional e sua sequéncia
primaria foi analisada utilizando o programa Verify3D (EISENBERG; LUTHY; BOWIE,
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1997). Os indices analisados para classificar o definir o melhor modelo serdo:

MolProbity score e Ramachandran outliers.

Analises Estatisticas

Os resultados obtidos de ambos extratos foram analisados quanto a diferencga
significativa entre as duas espécies, BC e BE. Para as analises entre as médias de
BC e BE de conteudo fendlico, atividade antioxidante por DPPH e ABTS, e conteudo
de AA foi utilizado o teste t-Student, que realiza a comparagao entre dois grupos. Os
resultados foram expressos pela média, desvio padrao obtidos a partir das triplicatas,

e valor de p, no qual a significancia foi adotada a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizagao fisica dos frutos

Os frutos coletados em diferentes localizagbes geograficas e utilizadas neste
estudo apresentaram diferengas visuais quanto ao seu tamanho e coloragao,
apresentadas na Figura 1. O fruto BC apresentou tamanho médio de 3,2 cm,
compativel com o tamanho do Butia capitata descrito na literatura, que pode variar
entre 2,5 a 4cm (LORENZI et al, 2010). O fruto BE apresentou um tamanho menor,
em torno de 2,0 cm, também compativel com o descrito na literatura para o Butia
eriospatha, com frutos que variam entre 1,4 a 2,2cm (LORENZI et al, 2010). Notou-se

também em BC uma polpa mais pastosa e aguada em relagéo a polpa do BE.
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Figura 01: Tamanho e coloragdo dos diferentes Butias coletados em Marechal
Candido Rondon (Butia capitata) e Santa Helena (Butia eriospatha), respectivamente.

As discrepancias observadas em caracteristicas biométricas dos frutos do Butia
ja é descrita na literatura e demostram que seus conteudos, cores e tamanhos
dependem do clima, regido e forma de cultivo (FERRAO, 2012; SGANZERLA, 2010).

Conteudo fendlico total

Os compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos em plantas, e tém
recebido atengdo devido ao seu amplo potencial de acg&o biolégica, como o
antioxidante (PRUDENCIO et al., 2012). Os compostos fendlicos sdo produtos
secundarios do metabolismo de plantas. Essas moléculas sdo essenciais para o
crescimento e reproducao de plantas. Eles sdo parcialmente responsaveis pela cor,
aroma e estabilidade oxidativa em alimentos (MANACH et al., 2004).

Poucos sao os estudos que identificaram os compostos fendlicos de extratos
de Butia, no entanto, o acido galico e derivados de quercetina estdo presentes em
grandes quantidades nos extratos de Butia (CARNIEL et al, 2017; DENARDIN et al.,
2015; ROCKETT et al., 2020). De acordo com SGANZERLA (2010), foi possivel

identificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) que nas espécies de
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Butia capitata e Butia eriospatha, o acido galico foi o principal componente, com
56,67% e 57,98% em cada espécie, respectivamente.

No presente estudo, o conteudo fendlico total para o extrato de BC foi 167,72mg
Equivalente Acido Galico (EAG) por 100g de polpa seca. J4 o BE apresentou
536,20mg EAG.100g™!, como demonstrado na Tabela 1. E interessante observar que
a amostra do BE que apresentou coloragcao mais avermelhada e escura também € a
que possui maior quantidade de conteudo fendlico total.

Em 2010, um estudo avaliou os compostos fendlicos das espécies de Butia
capitata e Butia eriospatha, e encontrou um valor de conteudo fendlico para o BE de
278,38mg.100g" EAG, minimamente maior que o BC, que foi de 260,41mg.100g"’
EAG, porém sem diferencga estatisticamente significativa (SGANZERLA, 2010).

Variavei BC BE Valor de
ariaveis >
Média DP Média DP
Cont. Fen Total
(MgEAG.100g") 10772 636 53620 873 0,000
DPPH .
ABTS
25,76 0,87 47 91 1,04 0,000
(MM eqT.g™")
Contetido _'1°‘A 55,36 0,81 166,03 1,81 0,000
(mg.100g™")

Tabela 1: Atividade antioxidante e conteudo de vitamina C do extrato da polpa
de BC e BE, e resultados da analise estatistica t-student. Valores de p<0,05 indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os extratos obtidos de diferentes
espécies. * Para DPPH, nao foi possivel comparagao entre as médias, pois o extrato

BC nédo apresentou valores quantificaveis para essa analise.

Este resultado esta de acordo a descricao do conteudo fendlico total de outros
extratos de Butia de diferentes espécies. Para compostos fendlicos no Butia ja foram
relatadas quantidades similares, como 260,41 e 278,38mg EAG/100g (SGANZERLA,
2010), 636,95 mg equivalente de acido clorogénico/100g de amostra fresca (PEREIRA
et al., 2013) e 1250 a 1192mg EAG/100g (HOFFMANN et al., 2017).
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O conteudo fendlico de um fruto é produzido durante seu desenvolvimento sob
condicbes de estresse como calor, infecgdes, lesdes e estresse hidrico. Portanto,
diferentes cultivos acarretam em diferentes quantidades desse metabdlito
(DENARDIN et al., 2015).

Ao mesmo tempo, a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos depende
de sua estrutura quimica, que possui anéis aromaticos hidroxilados, capazes de doar
atomos de hidrogénio e extinguir o oxigénio singleto (ADEFAGHA, 2018). O conteudo
fendlico total identificado in vitro nos extratos de Butia deste estudo nos fornece uma
ideia do que acontece em situagdes in vivo, indicando que ele possui um potencial

antioxidante a ser explorado.

Contetudo de Acido Ascérbico

O AA é o produto mais comum e amplamente distribuido em produtos de origem
vegetal. O Butia é conhecido por possuir altos niveis de AA em seu fruto (MARTINS
et al.,, 2019). Na determinagdo de acido ascorbico, para 100 gramas de polpa
desidratada, o extrato BC apresentou 55,33mg de AA e BE 166,03mg de AA. Os dois
extratos apresentaram valores de AA elevados, porém o BE possui um conteudo
maior que o BE (Tabela 1).

Os valores de AA dos extratos BC e BE encontrados por Sganzerla e
colaboradores (2010), foi de 23,86 e 21,34 mg.100g™" respectivamente, porém no
foram considerados diferentes estatisticamente. Estes valores foram quantificados por
HPLC, técnica esta que permite a quantificacdo a partir de uma curva padrao com um
reagente puro, portanto, ndo quantifica as formas oxidadas.

Os resultados da literatura sdo 23, 86 e 21,34mg AA.100g" por SGANZERLA
(2010); 503,4mg AA.100g" por HOFFMANN et al. (2017); e 63,1mg AA.100g" de
amostra integra de FUJITA (2012). Ja foi descrito na literatura valores de AA maiores
na espécie Butia eriospatha proveniente do Parana do que os frutos colhidos em Santa
Catarina. O valor de AA para o butia do Parana foi quatro vezes maior que o valor
encontrado para o fruto do outro estado (MAGRO et al, 2006). Diferencas nos valores
de AA podem estar relacionados a varios fatores como plantio, colheita,
processamento, estocagem, espécie diferente, dentre outros (FUJITA, 2012).

O AA é um potente antioxidante, capaz de doar elétrons reduzindo EROs
rapidamente, antes mesmo do metabolismo ativar rotas antioxidantes endodgenas,

como producdo de enzimas. Além do seu papel de protecdo de membranas e
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diminuicdo de peroxidacao lipidica na planta, o AA também participa da rota
fotossintética. Ele ainda possui atividade como cofator de enzimas, no retardo da
senescéncia foliar, na protegao contra herbivoros, entre outras diferentes atividades
celulares (MATOS, 2021). Por isso, um alto conteudo desse composto bioativo &

desejado em frutos.

Determinacgao do potencial antioxidante dos extratos

Por causa das diferentes caracteristicas e mecanismos relacionados a
producao de biomoléculas, os ensaios para identificar o potencial antioxidante de
extratos nao irdo refletir com acuracia seus valores dentro de um sistema complexo
(DENARDIN et al., 2015). Desta maneira, a utilizacdo de diferentes metodologias
auxiliam a identificar variagdes na resposta a produgao destes compostos em plantas
(TABART et al., 2009). O potencial antioxidante dos diferentes extratos foi quantificado
pelos métodos DPPH e ABTS.

A avaliagdo da atividade antioxidante utilizando o ensaio de DPPH demonstrou
uma variacao no perfil fendlico dos extratos, sendo que a atividade antioxidante foi
identificada apenas para o extrato BE. Isso pode ser resultado da dificil ressuspensao
do extrato BC no liquido solvente, o DMSO 10% (v/v).

O extrato BC apresentou 3,03% de atividade antioxidante contra o DPPH,
enquanto que seu resultado foi zero para quantidade EAG. Ja para o BE, a atividade
antioxidante foi 17,33%, e 16,3mg EAG por 100 gramas de polpa seca. Para atividade
antioxidante, no ensaio de DPPH, resultados de 211,92 e 237,22mg EAG/100g de
amostra foram encontrados por SGANZERLA (2010); e 5,64uM Trolox. mg.g™! de
amostra seca foi relatado por FUJITA (2012). As diferencas entre métodos, padrdes e
analistas acarretam em discrepancias entre os resultados (FUJITA, 2012).

O teste ABTS é um dos mais utilizados para medir a capacidade antioxidante
de compostos hidrofilicos e lipofilicos de extratos de plantas (RUFINO et al, 2007). O
extrato BC apresentou 36,27% de inibicdo sobre radical ABTS e um resultado de
29,016uM equivalente ao Trolox/g de polpa seca. Ja o extrato BE apresentou 64,06%
de atividade e 48,0uM equivalente ao Trolox/g de polpa seca.

Estes resultados mostram-se superiores ao resultado de 25,96uM Trolox
equivalente/g amostra fresca encontrados para o Butia por PEREIRA (2011) e 6,37uM
Trolox.mg.g-1 de amostra seca por FUJITA (2012). O Trolox é o antioxidante biolégico

que tem alta capacidade para capturar EROs. Entre os dois extratos avaliados, BE
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apresentou uma maior capacidade de sequestro de radicais livres que BC
(p<0,00001).

Um estudo que avaliou a capacidade antioxidativa de extratos de Butia
eriospatha, observou o menor valor de compostos antioxidantes quando comparado
a extratos de outros frutos nativos do Brasil como pitanga e araga (DENARDIN et al.,
2015). As discrepancias entre os resultados da literatura e também em relagao aos
resultados deste trabalho, sdo explicados pelas diferentes metodologias de analises,
a grande variabilidade de espécies de Butia, localidades em que séo colhidos e tipos
de cultivos (FUJITA, 2012).

Quando comparados o total de compostos presentes nos extratos das duas
espécies diferentes (Tabela 1), pode-se observar que o extrato de BC possui
resultados estatisticamente diferentes do BE. Desta maneira, é possivel concluir que
BE possui maior poder antioxidante e maiores quantidades de compostos bioativos

que BC em sua poupa.

ANALISES IN SILICO

Andlise da sequéncia de aminoacidos e selecdao do molde de NADH
desidrogenase

A sequéncia primaria da subunidade F da enzima NADH desidrogenase
encontrada para a espécie Butia capitata possui 671 aminoacidos, enquanto que da
espécie Butia eriospatha possui 696 aminoacidos. A identidade das sequéncias foi

analisada por alinhamento global, e esta apresentada na Figura 2.
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CLUSTAL 2.1 MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT
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Figura 02: Alinhamento global da sequéncia de aminoacidos da enzima NADH
desidrogenase do Butia capitata e Butia eriospatha feito pelo programa ClustalX.
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A partir da imagem obtida do alinhamento das enzimas, percebe-se a
semelhancga entre as sequéncias das proteinas, que apresentam 99,7% de identidade.
Foi possivel observar que o Butia eriospatha possui uma sequéncia amino-terminal
maior, possuindo 7 aminoacidos a mais do que o Butia capitata. Também no carboxi-
terminal existem 18 aminoacidos a mais que o Butia capitata. Ao realizar o
alinhamento, percebe-se a semelhanca entre as sequéncias, e infere-se a partir dai,

que as sequéncias de outras espécies também serdo semelhantes.

Construcao do modelo tridimensional, analise e refinamento

Foram construidos trés diferentes modelos de estrutura a partir da selegcao dos
melhores moldes para ambas as espécies de Butia.

Para o Butia capitata, o modelo tridimensional validado foi construido utilizando
como template a estrutura de codigo 7EU3.1. Esse refere-se a subunidade F da
enzima NAD(P)H quinona oxidoretutase do complexo cloroplastico. Essa enzima
possui 78,23% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da enzima em
questao. O valor de QMEAN foi de -5,63.

Sobre a validagdo modelo da subunidade F da enzima NADH desidrogenase
do Butia capitata, o valor do MolProbity score foi 1,65 (91%). A numero de
Ramachandran outliers foi 10 (1,62%). O valor de Clash Score foi 3,01 (98%). A figura
3A mostra a estrutura tridimensional validada da subunidade F da enzima NADH
desidrogenase do Butia capitata.

Para o Butia eriospatha, o modelo validado foi construido utilizando como
template a estrutura 7WFF.1.F, que se refere a subunidade 5 da enzima NAD(P)H
quinona oxidoretutase do complexo cloroplastico, subcomplexos B, M e L no
supercomplexo de transferéncia eletronica de elétrons NDH-PSI de Arabidopsis. Essa
enzima possui 73,20% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da enzima em
questao. O valor de QMEAN foi de -5,55.

Sobre a validagao do modelo da subunidade F da enzima NADH desidrogenase
do Butia eriospatha, o valor do MolProbity score foi de 1,58 (93%). O valor de
Ramachandran outliers foi 9 (1,42%). O valor de Clash Score foi 3,04 (98%). A figura
3B mostra o modelo de estrutura tridimensional da subunidade F da enzima NADH

desidrogenase do Butia eriospatha.
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Figura 03: A: Visdo panoramica do modelo tridimensional da subunidade F da enzima
NADH desidrogenase do Butia capitata. B: Visao panoramica do modelo
tridimensional da subunidade F da enzima NADH desidrogenase do Butia eriospatha.
Vermelho: a-hélices. Azul: folhas-B. Branco: loops. Imagem feita pelo programa
Verify3D. FONTE: O autor.

E possivel perceber que os modelos tridimensionais obtidos para BC e BE s&o
semelhantes, porém nao possuem 100% de identidade. Isso se deve ao fato de que
as sequéncias primarias das proteinas também tém semelhanca, mas ndo sao
idénticas. Essa distingdo na forma espacial das enzimas acarreta em funcdes e
ligantes diferentes. Essa pode ser uma explicagdo das atividades antioxidantes
distintas observadas entre os dois extratos neste estudo.

Os frutos de Butia nativos do Sul do Brasil podem ser considerados boas fontes
de antioxidantes. Seus extratos apresentam uma quantidade expressiva de
compostos bioativos, como fendis e AA. Seu facil cultivo e consumo por seres
humanos pode prevenir problemas relacionados ao stress oxidativo das células. Neste
trabalho, foram observadas diferencas significativas entre os parametros das duas
espécies, no qual BE foi considerado mais nutritivo que BC.

Uma limitacdo do presente estudo relaciona-se com a dificuldade de
ressuspensao dos extratos, inclusive no DMSO 10%. Apds a secagem das extragoes
e ressuspensao para analises, notou-se uma maior dificuldade em solubilizar o extrato

do BC, que se apresentou mais claro e com grumos insoluveis, caracteristicos de
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fibras. Acredita-se ser essa uma das explicacbes relacionadas aos resultados
inferiores observados em BC em relagdo ao BE.

Como ja descrito na literatura e visualizado neste trabalho, o Butia € um fruto
altamente nutritivo. Por isso, novas pesquisas devem manter o foco em determinar os
principais compostos presentes nesse fruto para determinar sua atividade bioldgica
com estudos in vitro e in vivo. Com os dois modelos tridimensionais construidos para
as duas espécies de Butias considerados representativos e estaveis, estes podem ser
utilizados para futuros estudos de fungao em rotas metabdlicas antioxidativas. Novos
estudos in silico, que determinem as possiveis interagdbes com ligantes, e que
busquem elucidar e catalogar interagdes e vias de sinalizagio celular ainda nao vistas

S0 necessarios.
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6. CONCLUSOES

Os produtos naturais estdo cada vez mais elucidados como componentes
insubstituiveis na alimentacao humana e animal. Seus compostos bioativos sdo muito
estudados e utilizados como conservantes, fontes de vitaminas e minerais e para a
produgao de novos medicamentos nos dias atuais.

De acordo com os resultados obtidos, e comparando aos resultados da
literatura, pode-se afirmar que o Butia € um fruto altamente nutritivo, fonte de diversos
antioxidantes. Aqui ressaltamos a grande quantidade de AA presentes nos extratos
desses frutos. O AA é um importante composto bioativo presente em diversas vias
metabdlicas do organismo, como na reducéo de radicais livres, aumento da atividade
imunoldgica e na produgéo de colageno.

Comparando os extratos obtidos a partir das duas diferentes espécies de
Butias, conclui-se que o BE é um fruto menor, de coloragdao mais escura, € polpa mais
nutritiva, pois teve resultados estatisticamente maiores em todas as analises. Ja o BC,
um fruto maior, de coloragcdo mais amarelada, teve sua composi¢cao de bioativos mais
baixa em relacédo ao BE.

Ja é descrito na literatura a relagdo entre o tamanho dos frutos e sua
composic¢ao de substancias bioativas, principalmente metabdlitos secundarios. Estes,
sdo inversamente proporcionais, visto que a planta utiliza suas energias para
crescimento, e ndo para producdo de metabdlitos secundarios. Também € possivel
que os frutos apresentem espécies diferentes, visto suas discrepancias nos
resultados.

Para o estudo dos componentes antioxidativos do Butia, realizou-se o estudo
das enzimas que participam da produgado de AA: GalLDH e NADH desidrogenase,
afim de construir um modelo tridimensional da NADH desidrogenase. Este estudo in
silico, elucida sua estrutura espacial, auxiliando na descricdo de sua funcido em
diversas vias metabdlicas.

O modelo obtido para cada espécie de Butia apresentou uma semelhanca na
estrutura, porém sem apresentar 100% de identidade. Essa pequena diferenca entre
as duas estruturas pode ser a explicacdo dos dois frutos possuirem diferentes
atividades antioxidantes. Os modelos criados para ambas as espécies (Butia capitata

e eriospatha) foram considerados adequados. Estes, servem para futuros estudos de
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interagdo com diversos ativadores e inibidores, afim de entender sua fungdo na

producgao de vitamina C nos frutos ou na criacdo de novos farmacos.
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