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Resumo

Considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANC), a Physalis
pubescens L possui frutos exéticos com sabor e formato diferenciados. Espécie
pouco explorada e estudada, a Physalis se caracteriza por apresentar
compostos bioativos que conferem propriedades funcionais e bioldgicas.
Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar frutos de Physalis pubescens L
oriundo da producédo espontanea na regido Sul do Rio Grande do Sul, quanto a
composicgéo fisico quimica, bem como avaliar o potencial bioativo, antioxidante,
antibacteriano e antitumoral da polpa e das sementes do fruto. Para isso,
amostras foram coletadas no interior do municipio de Cerrito na regido sul do
Rio Grande do Sul / Brasil, oriundas de plantio espontaneo e colhidas no ponto
de maturacdo e avaliadas quanto a pH, acidez, sélidos soluveis, umidade,
cinzas, proteina bruta, fibra bruta, lipideos, carboidratos e valor cal6rico total.
Também foi determinado o conteddo de compostos fendlicos, flavonoides,
acidos fendlicos e de carotenoides, além de ensaios antioxidantes pelos
métodos de DPPH, ABTS e FRAP, ensaios antibacterianos pelos métodos de
disco de difusdo e concentracéo inibitéria minima (CIM) e ensaios antitumorais
através do teste de MTT sobre as linhagens B16F10, GL261, C6 e cultivo
primario de astrocitos (células ndo tumorais) in vitro. Pelos resultados foi
possivel observar que o fruto é acido registrando pH de 3,76, elevada acidez
(4,8%), e possui consideravel teor de lipideos 1,96% (b.u). Os maiores teores
de compostos bioativos foram encontrados na polpa, obtendo valor médio de
142,83 mg EAG.100g-" (b.s) para compostos fenélicos; 136,21 pg EQ. g™(b.s)
para flavonoides e 171,36 pg B-caroteno.g™(b.s) para carotenoides. O método
FRAP apresentou o maior resultado para a atividade antioxidante na polpa
(738,16 pM sulfato ferroso.g™ b.s) e o DPPH na semente do fruto (280,77 puM
de trolox.g™ b.s). No teste de potencial antibacteriano apenas o método de
disco de difusdo apresentou halos de inibicdo frente as bactérias
(Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes), ndo sendo verificados
halos para a E.coli. Quanto aos ensaios antitumorais, 0s resultados para as
linhagens de glioma C6, melanoma B16F16 e GL 261, foram dependentes do
extrato, da concentracao utilizada e do tempo de analise, sendo que ambos o0s
extratos (polpa e semente) reduziram a viabilidade celular. Foi possivel concluir
que os frutos de Physalis pubescens apresentaram valores nutricionais
importantes, além disso, os extratos hidroalcoodlicos da polpa e da semente
apresentaram efeitos significativos no perfil bioativo, antioxidante e antitumoral.

Palavras — chave: bioativos, polpa, sementes, PANC.
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Abstract

Considered an unconventional food plant (UFP), Physalis pubescens L has
exotic fruits with a distinctive flavor and shape. Physalis is a species that has
not been explored and studied is characterized by bioactive compounds that
confer functional and biological properties. Thus, the objective of this study was
to characterize fruits of Physalis pubescens L from the spontaneous production
in the southern region of Rio Grande do Sul, as well as to evaluate the
bioactive, antioxidant, antibacterial and antitumor potential of the fruit. For this,
samples were collected in the interior of Cerrito municipality in the southern
region of Rio Grande do Sul - Brazil, from spontaneous planting and harvested
at the maturation point and evaluated for pH, acidity, soluble solids, moisture,
ashes, crude protein , crude fiber, lipids, carbohydrates and total caloric value. It
was also determined the content of phenolic compounds, flavonoids, phenolic
and carotenoid acids, as well as antioxidant assays by the methods of DPPH’,
ABTS" and FRAP, antibacterial tests by diffusion disc and minimum inhibitory
concentration (MIC) and antitumor assays through the MTT test on the B16F10,
GL261, C6 and primary astrocyte (non-tumor cell) cultures in vitro. From the
results it was possible to observe that the fruit is acidic, with a pH of 3,76, high
acidity (4,8%), and a considerable lipid content of 1,96% (w.b). The highest
bioactive compounds contents were found in the pulp, obtaining an average
value of 142,83 mg EAG.100g™ (d.b) for phenolic compounds; 136,21 ug EQ. g
! (d.b) for flavonoids and 171,36 pg B-carotene.g™ (d.b) for carotenoids. The
FRAP method presented the highest result for the antioxidant activity in the pulp
(738,16 uM ferrous sulphate.g™ d.b) and the DPPH in the fruit seed (280,77 uM
trolox.g™* d.b). In the test of antibacterial potential only the disc diffusion method
presented halos of inhibition against bacteria (Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogenes), and halos were not verified for E.coli. As for the
antitumor assays, the results for the C6 glioma, B16F16 and GL 261 melanoma
lines were dependent on the extract, the concentration used and the analysis
time, and both extracts (pulp and seed) reduced cell viability in the range from
10,33% to 43,12%. It was possible to conclude that the fruits of Physalis
pubescens presented important nutritional values, besides the hydralcoolic
extracts of the pulp and the seed presented significant effects in the bioactive,
antioxidant and antitumor profile.

Key words: bioactive, pulp, seeds, UFP.
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1. Introducéo

A Physalis € uma fruta exotica que pertencente a familia Solanaceae, a
qual é enquadrada no grupo das arvores de pequenos frutos (MUNIZ et al.,
2014; ElI SHEIKHA et al., 2010; MUNIZ et al.,2011). Esta planta é conhecida ha
muito tempo no Egito, mas os paises andinos séo considerados o centro de
origem mais provavel das espécies selvagens do género Physalis, o qual
possui aproximadamente 100 espécies diferentes (CORPORACION
COLOMBIA INTERNACIONAL, 2000). A familia Physalis apresenta grande
importancia econdmica, tendo diversas espécies cultivadas para a alimentacao
humana e outras para o uso ornamental, além daquelas espécies de
importancia farmacoldgica, as quais apresentam alcaloides e esteroides, que
podem ser empregados na sintese de horménios (SILVA et al., 2005).

Physalis pubescens (Figura 1) é considerada uma erva daninha anual
nativa com pouca producado no Brasil. Trata-se de uma planta rastica e de boa
adaptacao, podendo ser aproveitado desde a raiz até o fruto, se desenvolve em
locais umidos com comportamento ruderal, sendo encontrado frequentemente
em beira de estrada e encostas de arroios. As raizes e as folhas séo
comercializadas com fins medicinais (RUFATO et al., 2008). O célice, apos a
fertilizacdo do fruto, se alonga envolvendo o fruto durante todo o seu
desenvolvimento, sendo responsavel pela formacdo e translocacdo de
carboidratos, além de exercer acdo protetora do fruto contra condicbes
climaticas extremas (alta insolacao, frio e granizo), danos mecanicos, doencas
e pelo ataque de insetos e passaros (FISCHER et al., 2014).

As folhas e o calice contém varios compostos bioativos oriundos do
metabolismo secundério, os quais sdao comumente utilizados na medicina
tradicional na forma de ch&, como anti-inflamatérios, antipiréticos, diuréticos e
antitumorais (EL SHEIKHA et al., 2008) .

O fruto é caracterizado por uma baga esférica com um diametro entre
1,25 e 2,50 cm, o qual varia de verde para amarelo durante de periodo o
amadurecimento, sendo que o calice permanece durante todo periodo de seu
desenvolvimento e amadurecimento (LUCHESE et al., 2015). O fruto apresenta
sabor doce ligeiramente acido com pequenas e numerosas sementes (Jl et al.,
2013).
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As caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos sdo de grande
importancia para seu manuseio e comercializagdo. A aparéncia externa dos
frutos, tais como tamanho, consisténcia, espessura, forma e coloracdo da
casca, sao fatores importantes para a aceitabilidade pelos consumidores (DA
COSTA et al., 2005).

. Figura 1. Planta, flor, calice e fruto de Physalis pubescens L.
Fonte: autor (2018)

Seus frutos apresentam compostos bioativos que contribuem para a
captura de radicais livres atuando como antioxidantes, onde a bioatividade da
Physalis pode estar relacionada a presenca de constituintes quimicos que
incluem flavonoides simples ou glicosilados, carotenoides, acido ascoérbico e
alcaloides. Sdo compostos que tém despertado interesse devido seus efeitos
biolégicos benéficos a saude por sua agdo antioxidante, atuando como
mecanismo de defesa contra os radicais livres (ROCKENBACH et al., 2009;
LICODIEDOFF, 2012).

Estudos cientificos apontam propriedades biolégicas em frutas e
vegetais apresentam acao antioxidante, antimicrobiana e antitumoral, devido a
presenca de metabolitos secundarios que possuem papel importante na
adaptacao das espécies em seus ambientes exercendo diversas propriedades
bioldgicas de defesa (FUMAGALI et al, 2008).

Os antioxidantes naturais provenientes de plantas podem atuar através
de véarios mecanismos, devido sua bioatividade, ou seja, alguns antioxidantes
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naturais como: tocoferois, vitamina C, carotenodides e compostos fendlicos,
exibem poder antioxidante, antitumoral, anti-inflamatorio, antiviral, entre outros
(KOMES et al., 2011).

A crescente procura pela Physalis estd associada as suas
caracteristicas nutracéuticas e medicinais (LUCHESE et al.. 2015). Os frutos se
caracterizam por serem nutritivos, contendo compostos fendlicos,
carotenoides, vitaminas e minerais (EL SHEIKHA et al. 2008). Estes compostos
apresentam atividades biologicas ativas, que resultam em beneficios para a
saude e reduzem o risco de varias doencas (PUENTE et al., 2011).

Segundo a revisdo de Rufato e colaboradores (2013), h& pouca
informacéo a respeito da caracterizacdo dos frutos de Physalis pubescens e
seus subprodutos no Brasil, e os principais relatos desta espécie sao voltados
principalmente a farmacologia e condigcbes agronémicas da planta. Apesar do
grande potencial comercial dessa fruta, ainda s&o escassos 0s estudos de
caracterizacdo fitoquimica e do potencial biolégico de frutos de Physalis
pubescens (CAMLOFSKI, 2014).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar frutos de Physalis pubescens oriunda da producdo
espontanea da regido Sul do Rio Grande do Sul, quanto a composicao fisico
quimica, bem como avaliar o potencial bioativo, antioxidante, antibacteriano e

antitumoral dos extratos da polpa e das sementes.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a composi¢édo centesimal e proximal dos frutos de Physalis
pubescens;

e Determinar a composicao bioativa da polpa e das sementes de Physalis
pubescens;

e Avaliar a capacidade antioxidante do extrato hidrodlcoolico da polpa e
das sementes de Physalis pubescens por diferentes métodos (ABTS,
DPPH e FRAP);

e Avaliar a capacidade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da polpa e
das sementes Physalis pubescens;

e Avaliar a atividade antitumoral do extrato hidroalcodlico da polpa e das

sementes Physalis pubescens;
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3. Capitulo 1- Propriedades funcionais da Physalis pubescens Linnaeus:
Uma revisao bibliogréfica
ZIMMER, T.B.R'.; OTERO, D.M*.; ZAMBIAZI, R.C?

! Programa de Pés Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — UFPel,
Campus Capéo do Leado, CEP: 96010-900 —Pelotas— RS — Brasil, Telefone:
(53) 32757258 — E-mail: zimmertalise@gmail.com;

deborah.m.otero@gmail.com;

2 Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos — UFPel,
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Resumo

A Physalis pubescens L. € um fruto exoético, nativo das américas, com potencial
para ser amplamente utilizado no consumo humano. Esta planta apresenta
frutos amarelos acompanhados de calices. Suas folhas, caule e raizes sdo
comumente utilizados na medicina tradicional devido a seu efeito anti-
inflamatdrio, antipirético, diurético e antitumoral. Seus frutos sdo aromaticos,
suculentos, adocicados e levemente acidos, além de conterem compostos
fendlicos e acido ascérbico, os quais contribuem para a capacidade funcional
do fruto. Devido aos beneficios a satde humana, a utilizacdo desta planta tem
gerado um grande interesse comercial da industria alimenticia e farmacoldgica.
Assim, o0 objetivo desta revisdo foi de compilar informacBes sobre as
propriedades funcionais da Physalis pubescens, além de explorar as
informacdes cientificas de algumas das principais espécies de Physalis.

Palavras-chaves: planta, antioxidantes, fruto, calices e folhas.

Abstract

Physalis pubescens L. is an exotic fruit, native to the Americas, with high
potential to be widely used in human consumption. This plant has yellow fruits
accompanied by chalices. Its leaves stem and roots are commonly used in
traditional medicine due to its anti-inflammatory, antipyretic, diuretic and anti-
tumor effect. Its fruits are aromatic, succulent, sweet and mildly acidic, and
contain phenolic compounds and ascorbic acid, which contribute to the
functional capacity of the fruit. Due to the possible benefits to human health, the
use of this plant has generated a great commercial interest of the food and
pharmacological industry. Thus, the purpose of this review was to compile
information on the functional properties of Physalis pubescens, as well as to
explore the scientific information of some of the major species of Physalis.

Keywords: plant, health, antioxidants, benefits, fruit, chalices and leaves.
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1. Introducéo

O Brasil possui uma grande biodiversidade de vegetais, onde inUmeras
plantas sdo utilizadas pela populacdo na forma medicinal ou alimenticia.
Embora exista tamanha diversidade, as informacdes sobre a flora brasileira
ainda sao escassas (SILVA, D.F et al.,2015). Estudos com as espécies de
plantas do género Physalis tem sido mais explorados, devido ao seu alto
potencial fitoterapico (P. peruviana L., P. Alkekengi L., P. Minima L., P.
pubescens L. e P. angulata L.). Esta planta apresenta producdo anual de
frutos, os quais sdo destinados para fins alimenticios na forma in natura, geleia,
suco ou em passas, devido as suas caracteristicas sensoriais e nutricionais,
por apresentar sabor adocicado, alto conteuddo de compostos fendlicos,
vitaminas e minerais (RUFATO, L. et al.,2008).

A familia das Solanaceaes pertence as plantas alimenticias néo
convencionais (PANCSs), e dentre elas esta o género Physalis spp. destacando-
se a Physalis pubescens, a qual é considerada uma espécie pantropical, ou
seja, esta presente em qualquer regido dos tropicos. Esta espécie ainda é rara
no Rio Grande do Sul, mesmo se tratando de uma planta rustica e de facil
adaptacao (KINUPP, V.F et al., 2007). Segundo Muniz et al.,(2010) as regides
temperadas onde o inverno € rigoroso pode ocasionar a morte da planta.

A Physalis pubescens cresce em locais umidos, como clareiras, bordas
de florestas e proximos a cursos de &gua; mas também apresenta
comportamento ruderal, sendo frequentemente encontrada em beira de
estradas e em locais arenosos (KISSMANN, K.G.; GROTH, D. 2002).

Uma das principais caracteristicas destas espécies € pela presenca de
esteroides, denominados vitaesteroides, 0s quais sao originados da via do
acido mevalbnico, e que despertam grande interessante na area farmacoldgica
(TOMASSINI et al., 2000). Em funcédo de sua composicao, a Physalis consiste
de um género de valor etnobotanico, nutracéutico e medicinal, ao qual séo
atribuidas varias propriedades medicinais (DAMU et al.,, 2007). Estudo
realizado por Hassan e Ghonein (2013) avaliou o efeito antidiabético do suco
de Physalis pubescens em ratos diabéticos. Zeng et al.,(2017) avaliou
propriedades anti — inflamatérias, antibacterianas e analgésicas de extratos de

Physalis pubescens. Os autores Chen e colaboradores (2016) avaliaram a
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acao dos extratos de frutos de Physalis pubescens em quatro linhas celulares
de carcinona de células renais.

Por ser considerada uma PANC, algumas espécies de Physalis sao
pouco conhecidas. Assim, esta revisdo teve como objetivo compilar
informacdes sobre as caracteristicas fisico - quimicas e biolégicas com énfase
nos compostos bioativos da Physalis pubescens, além de explorar as

informacdes cientificas de algumas das principais espécies de Physalis.

2. O género Physalis Linnaeus

O género Physalis pertence a familia Solanaceae e possui cerca de 100
espécies, dentre as quais, algumas de interesse agrondmico que sao
facilmente reconhecidas pelo célice inflado, o qual envolve e protege o fruto
contra insetos e intempéries (SILVA et al.,, 2013; SILVA et sl., 2015). Ha
maioria das espécies de Physalis apresentam habito herbaceo ou arbustivo, e
sao distribuidas por diversos continentes do mundo, principalmente nas regioes
tropicais e subtropicais (DAMU et al., 2007; MOURA et al., 2016).

Segundo Standley (1946) e Steyermark (1950), o género Physalis foi
descrito pela primeira vez por Linnaeus em 1753, e a partir de entdo surgiram
varios estudos que fazem referéncia a esta planta. O nome Physalis vem da
palavra “physa” que significa bolha ou bexiga e tem relacéo direta com o célice
que encerra seus frutos (TOMASSINI et al.; 2000).

O fruto maduro é uma baga globosa, com cerca de 2 cm de diametro e
uma grande quantidade de sementes, apresenta coloracdo do amarelo-
esverdeado ao laranja escuro, aspecto macio e suculento e sabor doce e
levemente acido. Os frutos séo recobertos pelo calice inflado, inicialmente de
coloracdo esverdeada que ao longo da maturacdo passa a palha,
apresentando uma textura de papel no ponto ideal de coleta (CARVALHO;
BOVINI; 2006).

O fruto apresenta alto valor nutricional devido ao contetdo de vitaminas
e minerais (MUNIZ et al.; 2014), aléem de flavonoides, alcaldides, fitoesterdides
e carotenoides, 0s quais sdo considerados bioativos de propriedades
funcionais (DA COSTA CHAVES et al., 2005).
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A Physalis é nativa da América, sendo adaptavel a ampla variedade de
solos, tanto arenosos quanto argilosos, e pode se desenvolver na sombra ou
em semi-sombra (EL SHEIKHA, A. F. et al., 2008).

Em muitos paises a Physalis é cultivada em quintais de residéncias para
0 consumo direto, no entanto, possui importancia em alguns mercados
internacionais, como na Europa, onde o preco pago pelo fruto é elevado. O
fruto geralmente € consumido na forma in natura e em saladas, mas também
pode ser utilizado na producdo de geleias, doces, sorvetes, bebidas lacteas,
iogurtes e licores (PEREIRA, 2007; RUFATO, L. et al., 2008).

No Brasil, a Physalis é popular nas regibes Norte e Nordeste, porém é
pouco conhecida nas regides Sul e Sudeste, onde ja é produzida
(RODRIGUES et al., 2009) em pequena escala. O fruto da Physalis é
consumido no Brasil como um alimento fino, com alto valor comercial em média
cinquenta reais o quilo do fruto. Seu cultivo comercial é recente, e vem
crescendo gradativamente principalmente no sul do Pais (DA SILVA et al;
2015). A planta pode ser uma excelente alternativa para o pequeno e médio
produtor rural, que pode mudar a posicdo do pais de importador para
exportador da fruta, além de ser uma alternativa para a agroindustria
(RUFATO, L. et al.,2008).

Segundo Muniz e colaboradores (2010), a planta apresentou facil
adaptacdo no Brasil, sendo caracterizada como edafoclimética, ou seja, em
regibes temperadas onde o inverno é rigoroso, principalmente em regides mais
altas de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, a ocorréncia de geadas pode
provocar a morte da planta, tornando-se uma cultura de ciclo anual, fazendo
com que se tenha producao sazonal.

Os mesmos autores salientam ainda que em regides subtropicais, onde
ndo ha ocorréncia de geadas, a planta se adapta em qualquer época do ano,
sendo que o ciclo da cultura pode se estender por até dois anos, e apos este

periodo, tanto a produtividade quanto a qualidade dos frutos diminuem.

3. Condicgbes de cultivo

A primeira descricdo do género Physalis foi feita por Linnaeus em 1753.

Segundo o "Banco de Dados de Plantas", do Departamento dos Estados
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Unidos de Agricultura (USDA, 2012), a classificagcdo taxondmica da Physalis
compreende o reino Plantae: Subkingdom, Tracheobionta; Superdivisdo:
Spermatophyta; divisdo: Magnoliophyta; classe: Magnoliopsida; subclasse:
Asteridae; ordem: Solanales; familia: Solanaceae; e genéro: Physalis Linnaeus.

No Brasil, o cultivo Physalis comegou em 1999 na Estacao Experimental
Santa Luzia em S&o Paulo/ Brasil (RUFATO, 2010), mostrando excelentes
resultados na diversidade de solos e espacamento. A partir de 2008, novos
produtores de frutas comecaram a cultivar Physalis, e esta melhoria trouxe
boas perspectivas e sucesso para a agricultura familiar (MUNIZ et al., 2010).

A primeira etapa de produgéo tende a ser o desenvolvimento de mudas,
das quais dependerd a producdo. Para que este processo inicial seja eficiente
muitas vezes se faz necessario o uso de materiais alternativos ao solo, seja de
ordem fisica ou fisiologica das plantas sendo necessaria, em alguns casos a
utilizagdo de substratos (FERNANDES; CORA, 2001). Quando condicionados
em espaco limitado (no caso de vasos ou sacos de polietileno) os substratos,
assim como o solo, influenciam no sistema radicular e nas associacoes
bioldgicas das plantulas com o meio, estando prioritariamente relacionados a
nutricao e translocagéo de agua no sistema planta-atmosfera (MACIEL, 2000).

As formas mais comuns de se propagar a Physalis sdo pela via sexuada,
com o emprego de sementes, e pela via assexuada, quando se utilizam
diferentes métodos e partes da planta (RUFATO, 2013).

Ha vérios métodos para definir o momento mais apropriado para
realizacdo da colheita, entretanto, a coloracédo do calice € o mais utilizado por
produtores (CEDENO; MONTENEGRO, 2004).

4. Principais espécies

4.1. Physalis alkekengi L.

A Physalis alkekengi (figura 1), também conhecida popularmente como
bexiga cereja, lanterna chinesa, lanterna japonesa, cereja de inverno ou ainda
como hozuki, é nativa do leste da Asia ao Sul do Jap&o, e se difere das demais
espécies pela cor laranja brilhante da capsula que envolve o fruto (MATSUURA
et al.,1970; QIU et al.,2008; KAWAI et al.,2001).
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E uma planta herbacea perene que cresce de 40 a 60 cm de altura,
sendo utilizada popularmente como planta ornamental. Possui usos medicinais
com algumas restricdes, pois 0 uso inadequado pode provocar efeitos
colaterais, como dor abdominal e aborto (MONTASERTI et al., 2007).

Figura 2. Planta, flor e fruta de Physalis alkekengi.
Fonte: Janaina Muniz, Leo Rufato, Luirig-altervista (RUFATO, A. de R. et al.2013)

Possui bagas com cerca de 17 mm de diametro, onde cada fruto é
recoberto por uma capsula protetora contra parasitas e outros agentes
externos. O calice é tdxico e por isso ndo deve ser ingerido, mas tem sido
utilizado na medicina tradicional chinesa como um agente terapéutico (GE, Yu
et al.2009). Homeopaticos também s&o produzidos a partir do fruto, sendo
utilizados no tratamento de distdrbios nos rins e bexiga (RUFATO, A. et al.,
2013).

Gallen, C. et al. (2018) relatam um caso onde uma reacao anafilatica
severa com edema e queda na presséo arterial foi observada em uma menina
de nove anos ap0s o consumo de uma Unica fruta de cerejeira japonesa
(Physalis alkekengi), e a possivel explicagdo consiste na presenca do

alérgenos cupin nas sementes dos frutos.

4.2. Physalis ixocarpa L.
Conhecida como tomate mexicano, € muito cultivada em todo o
hemisfério ocidental (figura 2). E nativa do México, onde diferentes tipos e
variedades séo cultivadas possui ampla variabilidade no tamanho da baga, cor

(verde e roxa) e sabor (SINGH, D. B. et al., 2013).
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A planta apresenta hastes longas que podem chegar a trés metros de
altura, se adapta a climas amenos a secos, e produz fruto esférico de
coloracdo verde (RUFATO, L. et al., 2008).

Figura 3. Planta, flor e fruto de Physalis ixocarpa.
Fonte: Rufato et al., (2013)

O fruto apresenta coloracao verde, sabor levemente azedo e doce, com
um toque citrico. E muito utilizado como ingrediente para molhos mexicanos de
mesa conhecidos como salsa verde (molho verde). O fruto maduro pode ser
consumido cru, na forma de passas, em sobremesas, como aperitivo ou na
decoracao de pratos.

Os frutos contem alto contetdo de vitamina A, B, B2 e C, e de polifendis
(GONZALEZ-MENDOZA et al., 2010; SARANGI et al., 1989).

Segundo Medina-Medrano et al.,, (2015) e Gonzalez-Mendoza et al.,
(2010), estudos cientificos apontaram a importancia dos compostos promotores
da saude da Physalis ixocarpa L. em relacdo ao seu alto conteddo de

antioxidantes.

4.3. Physalis angulata L.

Conhecida como camapu ou baldozinho, apresenta arbusto ramificado,
com comportamento ruderal, sendo frequentemente encontrada em solos
revolvidos de lavouras no periodo que antecede o plantio (KISSMAN; GROTH,
2000). Sua reproducéo ocorre através de sementes, cresce espontaneamente
sob a forma de pequenas populacdes, e apresenta ciclo anual. Por essa
caracteristica é considerada uma planta daninha, infestando lavouras agricolas
e terrenos baldios (LORENZI; MATOS, 2002). Seu fruto é climatérico do tipo
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baga carnosa de coloracdo amarelo/esverdeada e arroxeada, com diametro
entre 1,0 a 1,5 cm, contendo pequenas e numerosas sementes (figura 3), e
contém diversos compostos de natureza fendlica (HARBONE; WILLIAMS,
2000).

C. Delnatte

Figura 4. Flor e fruto de Physalis angulata
Fonte: INPN
Foto: C. Delnatte

4.4. Physalis peruviana L.

Esta € a espécie mais conhecida do género Physalis, com origem
Andina (LIMA et al.,2009), sendo atualmente cultivada comercialmente em
varios paises tropicais e subtropicais (NOVOA et al., 2006 ). E uma planta
arbustiva, herbacea e perene, considerada como anual em plantacGes
comerciais (figura 4).

Physalis peruviana L. é conhecida como goldenberry em paises de
lingua inglesa, uchuva na Coldémbia, caipira na Africa do Sul, uvilla no Equador,
ras bhari na india, aguaymanto no Peru, e como topotopo na Venezuela
(ERKAYA et al., 2012).

Figura 5. Planta e fruto de Physalis Peruviana
Fonte: embrapa Hortalicas
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Fotos: Paula Rodriguez

O fruto é amarelo alaranjado na cor da pele, de forma ovoide, com 1,25
a 2,50 cm de didmetro, e com 4 a 10 g de peso (figura 5). O fruto contém cerca
de 100 a 200 pequenas sementes amareladas e protegidas pelo calice (FRIES;
TAPI, 2007).

Figura 6. Frutos de Physalis peruviana
Fonte: LICODIEDOFF, Silvana (2012)
Fotos: Silvana Licodiedoff

Segundo Puente et al.(2011), os frutos sdo conhecidos por suas
propriedades sensoriais caracteristicas de sabor, odor e cor, e pelo valor
nutricional devido ao contetdo de vitaminas A e C, potassio, fésforo e calcio.
Os frutos sdo comercializados na forma in natura, como produtos de

confeitaria, ou na forma de geleias ou doces em massa (RUTZ et al., 2012).

4.5. Physalis pubescens L

Considerada como planta alimenticia ndo convencional, a Physalis
pubecens L. é nativa das regifes Norte e Nordeste (LORENZI; MATOS, 2002;
SANTOS et al., 2003), € conhecida popularmente como fisalis, joa-de-capote,
saco-de-bode, camapu, curuputi, mata-fome, bucho-de-ra; “hosuki”’ (no Japéao)
e “tomatillo” (na Espanha) (FREITAS et al., 2006). Chen et al.(1990) e Chiang
et al. (1992) relatam que as raizes, caules e folhas séo utilizados na medicina
tradicional, principalmente como antipiréticos, diuréticos, antitumorais,
analgésicos e anti-inflamatorios.

Esta planta de carater arbustivo, anual, pode chegar até 1 m de altura se
devidamente monitorada. Possui ramos verdes, angulosos e hialinos com a
presenca de tricomas curtos e longos distribuidos por toda a superficie da
planta. O didmetro das folhas €& varidvel, s&@o isoladas, de aspecto
membranaceo, com bordas recortadas, pubescentes ao longo das nervuras.
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Apresenta peciolo de 1,0 a 10 cm de comprimento, flores com 0,3 a 1,2 cm de
comprimento e calice florifero com 0,3 a 0,6 cm de comprimento. Quando
maduro, o fruto mede e 1,0 a 1,5 cm de didmetro (SOARES et al.2009).

Soares e colaboradores (2009) relatam dois picos de floracéo, o primeiro
de fevereiro a abril e 0 segundo em julho, e dois picos de frutificacdo, um deles
de novembro a dezembro e outro de abril a julho. Segundo Hunziker (2001), os
frutos sdo comestiveis e a Physalis pubescens assemelha-se a Physalis
peruviana, do qual se difere quanto ao habito, indumento e morfologia do célice

frutifero. Physalis pubescens é uma planta herbdcea enquanto Physalis

peruviana é arbustiva (figura 6).

Figura 7. A. Physalis Pubescens (esquerda); B. Physalis Peruviana (direita)
Fonte e foto: Autor (2018)

O fruto maduro (figura 7) € uma baga globosa, amarela-esverdeada, de
aspecto macio e suculento, com sabor doce, levemente acido e com grande
guantidade de sementes (CARVALHO; BOVINI, 2006). O fruto € recoberto pelo
calice inflado, que além de proteger o fruto contra insetos, passaros, patdgenos
e condi¢bes climéaticas adversas, também serve de fonte de carboidratos
durante os primeiros 20 dias de crescimento do fruto (LIMA et al. 2009).
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Figura 8. Planta, célice e fruto de Physalis pubescens
Fonte e foto: autor (2018)

Suas flores (figura 8) sdo pequenas, hermafroditas, de coloracdo

amarelada com manchas de cor castanha na base (CARVALHO et al., 2006).

Figura 9: Planta e flor da Physalis pubescens
Fonte e foto: autor (2018)

4.5.1. Morfologia da Physalis pubescens L

Silva e colaboradores (2015) relatam os aspectos anatdmicos do caule
da Physalis pubescens, a qual possui forma angulosa, tricomas com tectores
bicelulares e glandular, ramificacdo simpodial, vascularizacdo com cilindro
vascular bicolateral, epiderme do tipo tabular e colénquima angular.

Alamino (2011) relata que a lamina foliar de Physalis pubescens L. é
hipoestomatica, ou seja, apresenta estbmatos localizados na epiderme inferior

da folha, além de um grande namero de drusas (cristais compostos por oxalato
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de calcio em forma de agulha geralmente encontrada fixa a parede celular) no
interior do parénquima lacunoso. Seus estdmatos sédo divididos em anisociticos
(apresenta trés células subsididrias de tamanhos diferentes que circula os
estbmatos) e anomociticos (ndo apresenta células subsidiarias). A planta
apresenta um grande numero de tricomas simples (Fig.9), glandulares e
eglandulares dispersos por toda sua extensao.

O mesmo autor relata a presenca de estruturas secretoras, como é o
caso dos tricomas, 0 que pode ser um grande indicativo da presenca de
metabdlitos secundarios na planta, como 6leo essencial. A auséncia de
estdbmatos na face adaxial (parte superior) das folhas de P. pubescens também
foi observada, o que pode ser util no esclarecimento e estabelecimento de
possiveis diferencas entre as espécies do género.

A morfologia do caule de Physalis angulata, Physalis peruviana e
Physalis pubescens assemelham-se, de uma forma geral, onde todas as
espécies apresentam a epiderme do caule uniseriada, embora as células
epidérmicas de P. pubescens sejam mais alongadas do que as das outras duas
espécies (SILVA et al., 2015).

Figura 10: Tricomas simples em Physalis pubescens
Fonte e foto: autor (2018)

A Physalis pubescens apresenta colénquima angular espesso e
volumoso, o que pode ser explicado pela capacidade de armazenamento de

substancias de defesa como os metabolitos secundarios (SILVA et al. 2015).
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4.5.2. Composicao fisico-quimica e de bioativos da Physalis pubescens

Quanto as caracteristicas fisico quimicas (Tabela 1), o fruto apresenta
pH baixo, o que favorece a estabilizacdo do acido ascorbico frente aos
processos de oxidacao, tratamentos térmicos e exposicao a radiacdo(RUFATO
et al., 2008).

O fruto contém uma pequena quantidade de Oleo, em torno de
1,19.100g™, possui alta proporcdo de &cidos graxos insaturados (65,5%),
incluindo 32,5% de &cidos graxos poli insaturados e cerca de 13,49.100 g de
proteinas, o que pode ser considerado uma boa fonte aminoacidos essenciais.
Além disso, o fruto contem alto contetdo de compostos fendlicos, carotenoides,
e todos 0s minerais importantes para a manutencdo do corpo humano: cobre,
boro, fésforo, manganés, zinco, potassio, ferro e calcio.

Na Tabela 1 é possivel visualizar alguns estudos da composicao fisico-
quimica da Physalis pubescens L.

Por ser considerada uma fruta tropical, a Physalis pubescens
desempenha um papel importante na nutricdo, além de ser sensorialmente
atraente com base na sua cor, gosto, textura, odor, homogeneidade e
aparéncia geral (SILVA, 2013).

Em uma dieta habitual, além de conter macro e micronutrientes
essenciais, deve propiciar alguns compostos quimicos que participam em
atividades bioldgicas especificas, os quais em grande maioria sdo encontrados
em fruta e hortalicas (SILVA et al.,2013). Além disso, estudos epidemioldgicos
salientam que as dietas ricas em alimentos de origem vegetal contribuem na
prevencdo de varias doencas, incluindo doencas cardiovasculares, disturbios
metabdlicos, doencas neurodegenerativas e inflamatérias.

Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo moléculas que exercem um
efeito benéfico nos organismos vivos, tecidos ou células. Estes estao presentes
numa vasta variedade de alimentos (frutas, legumes, plantas silvestres, entre
outros), e a sua ingestao proporciona a melhoria do funcionamento organismo,
no que concerne a prevencao e /ou tratamento de varias doencas (CARRATU;
SANZINI, 2005).
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Tabela 1. Composicéo fisico-quimica do Physalis pubescens L, segundo a literatura.

Parametros avaliados Fonte

Fruto: Sélidos totais (TS) 18,65%; Sélidos sollveis totais (SST) 13,46%; pH: 3,74; Acidez total titulavel em &acido citrico

1,23%; Relagédo agUcar / acido 11,27/1 %; Proteinas 2,46%; Aclcares redutores 2,19%; Ac¢lcares nao redutores 1,72%;

Aclicares totais 3,91%. EL SHEIKHA et al. (2008)
Suco: sdlidos totais (TS) 10,87%; Sélidos soluveis totais (SST) 10,65%; pH: 3,54; Acidez total titulavel em &cido citrico
1,43%; Relagéo acucar / 4cido: 7,59/1; Proteinas 1,02%; Aclcares redutores 1,53%; Ac¢lcares néo redutores 0,82%;

AcUlcares totais 2,35%. Os parametros avaliados foram expressos em matéria mida.

Os parametros avaliados foram expressos em matéria Umida. pH 3,54; acidez titulavel total 1,43% (em &cido citrico) ; % EL SHEIKHA et al. (2010)
Solidos soluveis totais (SST) 10,7%; sdlidos totais 10,9%; acUcares totais 6,95%; cinzas 7,01%; proteinas 1,02%;

Lipideos 0,13%; Pectina 0,14%; Aminoacidos essenciais 31,799g /100g proteina; Aminoacidos ndo essenciais 68,209

/100g proteina; Minerais 0,75% entre eles: potassio (1,196 mg / 100 mL), fésforo (587 mg / 100mL), célcio (70mg / 100mL),

sédio (35mg / 100mL), magnésio (19mg / 100mL), zinco (2,4mg / 100mL), cobre (1,5mg / 100mL), ferro (1,2 mg / 100 mL)

e manganés (0,6 mg / 100 mL).

Sélidos soluveis variaram de 7,67 a 10,50 %; Atividade antioxidante variou de 0,66 a 2,65 em % de acido citrico; Relagao SILVA, et al. (2013)
SS/AT variou de 2,90 a 15,97; pH variou de 3,19 a 4,64; Acucares soluveis totais variou de 1,05 a 7,469.100g-1. Os

parametros avaliados foram expressos em matéria Umida.

Solidos solaveis: 9,65° Brix; AgUcares totais: 9,6%; Acidez titulavel: 0,9 %; pH:4,72. Os parametros avaliados foram MAMEDOQYV et al. (2017)

expressos em matéria Umida.
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A maioria dos compostos bioativos presentes nas plantas sao efetivamente
produzidos como metabolitos secundéarios. Sao varios os compostos com potencial
bioativo presentes nas plantas, tais como vitaminas, carotenoides (carotenos e
xantofilas) e polifendis (KOMES et al., 2011).

Na Tabela 2 é possivel visualizar alguns estudos da composicéo bioativa da

Physalis pubescens L.

4.5.3. Composicédo farmacoldgica e medicinal da Physalis pubescens L.

A utilizagdo de plantas e frutas para fins medicinais e farmacéuticos se
justifica através da presenca de combina¢Bes complexas de metabdlitos secundarios
gue possuem papel importante na adaptacdo das espécies em seus ambientes,
aumentando a probabilidade de sua sobrevivéncia, com diversas propriedades
biolégicas de defesa, como por exemplo, atividade antimicrobiana e antitumoral
(FUMAGALI et al, 2008).

Os frutos, raizes, caules e folhas s&o utilizados na medicina tradicional
principalmente como agentes antipiréticos, diuréticos, antitumorais, analgésicos e
anti-inflamatérios (CHEN et al., 1990; CHIANG;JAW;CHEN, 1992). Zhang e Tong
(2016) salientaram as aplicacdes de diferentes espécies de Physalis na éarea
famacoldgica, explorando as propriedades antitumorais, anti-inflamatdrias,
antimicrobiano, antimalarico, antioxidante e atividade antileishmanial.

Os antioxidantes sdo substancias que retardam, previnem ou removem danos
oxidativos, tendo também a capacidade de captar espécies reativas ao oxigénio
(ERO), atuando indiretamente na regulagéo das defesas antioxidantes ou inibindo a
producdo de radicais livres (MIRANDA-VIZUETE; VEAL, 2017). Uma vez que, 0S
antioxidantes naturais provenientes de plantas podem atuar através de varios
mecanismos, torna-se importante perceber a sua relacdo com diferentes
bioatividades (KOMES et al., 2011). Uma grande parte dos antioxidantes naturais
sao tocoferois, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos, que exibem poder
antioxidante, mas também antitumoral, anti-inflamatorio, antiviral, entre outros
(KOMES et al., 2011). Estes compostos sé@o capazes de remover espécies reativas
de oxigénio formadas nas células e, por isso, proteger o organismo de doencas
(BAJPAI et al., 2015).
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Tabela 2. Composicéo bioativa de Physalis pubescens L, segundo a literatura.

Parte da planta

Constituintes analisados

Fonte

Frutos e suco

Fruto: Carotendides (ug / g amostra): 69,55; Polifendis em &cido tanico (mg / 100 g): 82,00; Acido
ascorbico (mg / 100 g): 39,68;

Suco: Carotendides (ug / g amostra): 70,01; Polifendis em &cido tanico (mg / 100 g): 76,62; Acido
ascorbico (mg/ 100g): 38,77.

EL SHEIKHA et al.,(2008)

Suco do fruto

Carotenoides (70 pg / mL); polifendis (76,6 mg / 100 mL); &cido ascorbico (38,77 mg / 100 mL).
Compostos fendlicos: Acido Protocatecuico 0,932 pg/ 100 mL; Acido para-hidroxibenzéico 0,561 pg/ 100
mL; Acido clorogénico 2,086 pg/ 100 mL; Catequina 4,968 pg/ 100 mL; Fenol 15,605 pg/ 100 mL; Acido
vanilico 2,727 pg/ 100 mL; Acido para-cumarico 5,368 pg/ 100 mL; Acido ferdlico 10,036 ug/ 100 mL;
Acido salicilico 7,341 ug/ 100 mL; Rutina 0,449 pg/ 100 mL; Acido Coumarico 0,176 pg/ 100 mL; Miricetina
0,104 pg/ 100 mL.

EL SHEIKHA et al.,(2010)

Extratos do fruto

Atividade Antioxidante pelo Radical do DPPH: Fragdo EtOH a 60% EC 50 = 2,58 ug / mL; fragdo EtOH a
30% (EC 50 = 1,95 ug / mL); Fragdo EtOH 90% EC 50 = 18,74 ug / mL; Fragdo aquosa CE 50 = 33,71 ug /
mL. Calceolariosideo, quercetina-3-O-p-D glucopiranésido, o acido cafeico e o 1- O -cafeoil-B-D-
glucopiranosideo, valores de EC 50 na faixa de 0,51 a 1,86 pM.

DENG et al., (2016)

Frutos

Acido ascorbico 9,9mg/100g; Polifendis 318mg. EAG/100g. Constituintes analisados em matéria seca.

MAMEDOV et al.,(2017)

Frutos e célice

Carotenoides nos frutos: 1,28-1,38 mg / 100 g; Carotenoides no célices: 153-306 ug / g.

WEN et al.,(2017)

Extrato hidroalcoolico das

folhas e frutos

Compostos fendlicos identificadas e quantificados por CLAE-DAD/ HPLC-DAD. Folhas: éacido gélico
(0,19mg/g); &cido clorogénico (1,68mg/g); acido p-cumdrico (2,35mg/g); é&cido elagico (0,21mg/g);
catequina (4,73mg/g); rutina (0,26 mg/g) e kaempferol (1,59mg/g). Frutos: acido clorogénico (1,75mg/g);
acido p-cumarico (4,32mg/g); acido elagico (0,69mg/g), catequina (5,23mg/g) e kaempferol (4,28 mg/qg).

ESCOBAR et al.,(2017)
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A presenca de compostos fendlicos em frutas e hortalicas esta, também,
associada a atividade antimicrobiana. De acordo com alguns autores, este potencial
antimicrobiano estad relacionado com o alto teor em flavondides e taninos
condensados, presentes em algumas espécies (BELHADJ et al., 2016).

A atividade antimicrobiana ja foi estudada numa grande variedade de plantas,
que demostraram ser portadoras de compostos fendlicos eficazes contra
microrganismos patogénicos (GHIMIRE et al., 2017). Aplicacdo de antimicrobianos
naturais para utilizacdo como conservantes, especialmente na industria alimentar,
tem recebido cada vez mais atencdo devido a crescente preocupacdo dos
consumidores em consumir produtos mais naturais (CETIN-KARACA et al., 2015).

Estudo realizado por Patel e colaboradores (2011) avaliou o potencial
antimicrobiano de bagas de Physalis minima contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas e concluiram que a concentracéo inibitéria minima (CIM) encontrada
foi de 100 ug em ambos os extratos e que os compostos polares presentes no
extrato bruto sdo responsaveis pela acdo antimicrobiana. Além disso, cerca de 60%
dos farmacos que sao utilizados no tratamento do cancer provém de compostos
naturais ou derivados dos mesmos, tornando estes compostos bioativos, cada vez
mais interessantes para a industria farmacéuticas (MARTINS et al., 2017).

O género Physalis destaca-se pela producdo de diversas substancias do
metabolismo secundéario das plantas, como alcaldides, flavondides, triterpenos e
esteroides, todas com amplo potencial farmacolégico e medicinal. Dentre estes,
destacam-se o0s vitaesteroides, 0s quais atuam no sistema imunoldgico,
principalmente em fungdo da acdo das fisalinas, que sao encontrados nas folhas,
raizes e caules da planta, na faixa de 30 a 500 partes por milhdo (ppm) (SIMOES,
2001; LORENZI; MATOS, 2002).

Os vitaesteréides sdo substancias derivadas do ergostano, constituintes
polioxigenados presentes, preponderantemente, nas espécies de Solanaceae
(TOMASSINI et al., 2000), possuem varias substancias na sua composicdo, sendo a
mais importante a vitafisalina, as quais, operam no sistema imunoldégico humano e
possui atividades anti-inflamatorias, antivirotica e antipirética, além disso, tem o

poder de reducao de indices glicémicos e colesterol (Rufato et al., 2008).
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Publicacdes de alguns autores apontam para algumas espécies de Physalis
como fonte de substancias derivadas do ergostano, os quais foram atuantes nas
respostas aos testes bioldgicos efetuados (GLOTTER, 1991; RAY; GUPTA 1994) e
TOMASSINI et al. (2000). Estes constituintes quimicos sdo considerados como
responsaveis pelas atividades imunomoduladoras (SOARES et al., 2003 e 2006),
antimicrobianas (JANUARIO et al., 2002; SILVA; ALQUINI; CAVALLET, 2005),
anticancerigenas (RIBEIRO et al., 2002), dentre outras, demonstrando assim, a
importancia da espécie da familia Solanaceae.

Dentre dez espécies do género Physalis que contem fisalinas, foram possivel
identificar 19 classes desta substancia, destacando-se as fisalinas B, D, F e G
(Lorenzi; Matos, 2008; Simdes, 2001; Tomassini et al., 2000). As fisalinas B, F e G
apresentam potente atividade imunosupressoras de macréfagos e inibidoras na
morte induzida por lipossacarideos, além de inibirem in vitro a atividade de
esplenatécitos e a rejeicdo ao transplante halogénico in vivo. Ensaios demonstram
gue a fisalina D apresenta uma atividade antimicrobacteriana e estimulam a
producado de células tronco neurais. As fisalinas demonstram também potencial para
o0 combate a doencas negligenciadas. As fisalinas B e D apresentam atividade
antimalérica, e a fisalinas B, F e G apresentam acao leishmanicida (SOARES et al.,
2003; SOARES et al.,, 2006; PIETRO et al., 2000; JANUARIO et al.,, 2002;
NASCIMENTO, 2013; SA et al. 2011; CASTRO, 2009; GUIMARAES et al., 2009;
GUIMARAES et al., 2010).

Na Tabela 3 é possivel visualizar alguns estudos sobre o efeito farmacologico

e medicinal da Physalis pubescens L.
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Tabela 3. Efeito farmacolégico e medicinal de Physalis pubescens L., segundo a literatura.

Parte da planta

Efeitos relatados

Fonte

Polpa, cascas e
semente de Physalis

pubescens

Suco de Physalis

pubescens

Extratos de frutos de

Physalis pubescens

Extratos de frutos e do
cdlice de Physalis

pubescens liofilizado

Extrato de Physalis

pubescens

Efeito regulador nos linfécitos T de camundongos.

Os resultados sugerem que o Physalis pode ser considerado como um potencial
candidato para o desenvolvimento de um novo agente antidiabético. Oferece promissores
efeitos antidiabéticos que podem ser principalmente atribuidos ao seu potente potencial
antioxidante. Este é o primeiro estudo feito sobre a possibilidade da utilizacdo do suco de
Physalis pubescens como efeito inibitério sobre o diabetes em ratos através do seu

impacto de radicais livres nas células beta do pancreas.

Esteroides demonstraram efeitos inibidores do crescimento contra quatro linhas celulares de

carcinoma de células renais humanas (RCC).

Os extratos demonstraram respostas biolégicas positivas sobre a linha celular de hepatoma

Malhavu, acompanhado da produgdo e reducdo de radicais livres, e efeito contra o

desenvolvimento de ingredientes anti-hepatoma.

O extrato de Physalis pubescens apresentou atividade antitumoral em células HelLa.

WANG et al.,(2009)

HASSAN; GHONEIM
(2013)

CHEN et al., (2016)

WANG et al., (2016)

ZENG et al.,(2017)
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5. Consideracgdes finais

e As propriedades fisico quimicas, nutricionais e biologicas dos frutos de
Physalis pubescens foram descritos neste trabalho.

e Os frutos da Physalis apresentam caracteristicas de frutos exéticos com
sabor doce ligeiramente acido, além disso, apresentam compostos com
propriedades  antioxidantes, tais como: vitaminas, minerais,
carotenoides, polifenois e esteroides, que conferem propriedades
funcionais e bioldgicas a planta.

e As informacfes descritas, nesta revisdo, mostram a importancia da
caracterizacdo e identificacdo dos compostos presentes na Physalis
pubescens possibilitando maiores estudos sobre o0 modo de acao destas

substancias na promocéao de saude, no uso tecnologico e industrial.
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Resumo

Physalis pubescens L, € uma planta que produz frutos exoticos, 0s quais nao
sdo consumidos nem comercializados com frequéncia no Brasil, e por isso é
caracterizada como planta alimenticia ndo convencional (PANC). Por sua vez,
estes frutos possuem grande potencial nutricional ainda pouco explorado. O
objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo fisico quimica e de
compostos bioativos dos frutos de Physalis pubescens L. obtidos de cultura
espontanea da regido sul do Rio grande do Sul, e para isso, foram realizadas
as andlises de pH; sdlidos soluveis, acidez titulavel total e vitamina C, da
composicdo proximal (umidade, cinzas, fibra bruta, proteina bruta, lipideos,
carboidratos e valor calorico total); de compostos bioativos (carotenoides,
compostos fendlicos, flavonoides e acidos fendlicos) e da atividade antioxidante
(ABTS, DPPH e FRAP), da polpa e da semente dos frutos liofilizados. Pelos
resultados foi observado que o fruto tem caracteristicas acidas e baixo valor
caldrico (69,36 kcal/g), além de conter elevado teor de carotenoides (171,36 ug
B-caroteno.g™l), de compostos fendlicos (142,83 mg.EAG.100g™") e de
flavonoides (136,21 pug EQ.g™). Foi observada alta atividade antioxidante por
FRAP (738,16 pM sulfato ferroso/g) na polpa e por DPPH (280,77 uM de
trolox.g?) na semente. Com base nos resultados, os frutos de Physalis
pubescens possuem propriedades funcionais podendo ser inserido na
alimentagdo convencional, assim como se torna alternativa promissora tanto
para produtores como para industria alimenticia.

Palavras - chave: PANC, atividade antioxidante, compostos fendlicos,

carotenoides.
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Abstract

Physalis pubescens L, is a plant that produces exotic fruits, which are neither
consumed nor commercialized frequently in Brazil, and therefore it is
characterized as unconventional food plant (UFP). In turn, these fruits have
great potential nutritional still little explored. The objective of this study was to
perform the physical and chemical characterization of bioactive compounds of
fruits of Physalis pubescens L. obtained from spontaneous culture of the
southern region of Rio Grande do Sul. soluble solids, total titratable acidity and
vitamin C, of the proximal composition (moisture, ash, crude fiber, crude
protein, lipids, carbohydrates and total caloric value); of bioactive compounds
(carotenoids, phenolic compounds, flavonoids and phenolic acids) and
antioxidant activity (ABTS, DPPH and FRAP), pulp and seed of the lyophilized
fruits. The results showed that the fruit has acidic characteristics and low caloric
value (69,36 kcal / g), and contains a high content of carotenoids (171,36 ug B-
carotene.g™), phenolic compounds (142,83 mg.EAG.100g™) and flavonoids
(136,21 ugEQ.g™). High antioxidant activity was observed by FRAP (738,16 uM
ferrous sulphate / g) in the pulp and by DPPH (280,77 uM trolox.g™) in the seed.
Based on the results, the fruits of Physalis pubescens are nutritious and can be
inserted into the conventional diet, as well as becoming a promising alternative
for both producers and the food industry.

Key words: UFP, antioxidant activity, phenolic compounds, carotenoids.
1. Introducéao

A Physalis pubescens L. é uma frutifera encontra em regides
subtropicais e que produz bagas de coloracéo que variam do verde ao amarelo,
as quais possuem numerosas sementes. O principal beneficio associado a
Physalis esta na sua composi¢cdo nutricional e na presenca de componentes
bioativos com alta atividade antioxidante (VALDENEGRO et al., 2012).

O fruto é uma importante fonte de vitaminas, minerais, carotenoides e de
compostos fendlicos (SALAZAR et al.,, 2008). O consumo do fruto esta
vinculado a cultura da promocdo da saude, principalmente devido ao seu
potencial antioxidante que pode contribuir para eliminacdo dos radicais livres
presentes no organismo (KHARCHOUFI et al., 2018).

As caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos permitem avaliar o grau
de maturacao, determinar o ponto de colheita, definir formas de manuseio pos-
colheita, do acondicionamento apropriado, do armazenamento e do
processamento para obtencdo de seus derivados (CHITARRA e CHITARRA,
2005).
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Estudos utilizando frutos ndo convencionais, com é o caso da Physalis,
tém se tornado cada vez mais atraente devido a busca continua por compostos
bioativos de origem natural (FERNANDES et al., 2018). Além disso, a
fruticultura nacional tem grande potencial de expanséo, pois ha inidmeros frutos
nativos e exoticas pouco explorados economicamente. Possui aparéncia,
formato e sabor diferenciado, seus frutos n&o convencionais vém sendo alvo de
pesquisas para maior conhecimento do seu potencial nutricional e
farmacéutico.

Através da caracterizacdo de frutos nativos € possivel promover a sua
comercializacdo e a introducdo na alimentacdo da populacdo, tanto pelo
consumo in natura quanto pela utilizacdo na elaboracdo de sorvetes, doces,
licores e geleias, sendo, portanto uma opc¢ao para a agricultura familiar, o que
pode auxiliar na promocdo do desenvolvimento sustentdvel das pequenas
regides brasileiras (DE ALMEIDA SIQUEIRA et al., 2013). No entanto, mesmo
com a crescente valorizagdo e 0 emprego de produtos regionais, as
informacgdes acerca do potencial nutricional dos frutos de Physalis pubescens L
sdo ainda limitadas, sugerindo assim, a necessidade de investimentos
cientificos nessa area (SOUZA et al., 2012). Em funcdo disso, o presente
estudo teve como objetivo realizar a caracterizacao fisico quimica e de
compostos bioativos da polpa e semente de frutos de Physalis pubescens L.

obtidos de cultura espontanea da regido sul do Rio grande do Sul.

2. Material e métodos

2.1. Coleta e preparo das amostras

Os frutos de Physalis pubescens foram adquiridos no interior do
municipio de Cerrito, localizado na latitude 31°51°23” Sul e longitude 52°48'46",
no Oeste na regido sul do Rio Grande do Sul, oriundos de plantio espontaneo e
colhidos em estadio de maturacdo (cor do calice amarelo- palha) no periodo
de janeiro a junho de 2017. Devido a fragilidade e numerosa quantidade de
sementes presente nos frutos, foi necessario avaliar os parametros polpa(P) e
sementes(S) separadamente para as analises de compostos bioativos e

atividade antioxidantes.
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Logo apos a obtencéo dos frutos, os mesmos foram lavados com agua
filtrada e armazenados, uma parte em refrigeracdo (4°C) para as analises fisico
quimicas e proximais, outra em ultrafreezer (- 80°C) para posterior liofilizagdo
em liofilizador (marca:TELABE; modelo: J.D.F. LF.10/BFC) . ApGs 0 processo
de liofilizacdo, o produto foi macerado para a obtencéo de um po e atraves de
uma peneira de 32 mesh (marca:BERTEL; modelo:500 mm/u - Brasil); foi
separado a polpa da semente do fruto, para realizacdo das andlises de
compostos bioativos e a capacidade antioxidante.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cromatografia de
Alimentos, do Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA)
localizado na FAEM (Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel) da Universidade

Federal de Pelotas, Campus Capéao do Leé&o.

2.2. Determinacdo fisico quimica e da composicao proximal
Para as analises fisico quimicas e proximal, foram utilizando frutos
armazenados em refrigeracdo a 4°C, e os resultados foram expressos % em

base umida (b.u).

2.2.1. Sélidos soluveis (°Brix)

A determinacdo dos sodlidos soluveis foi realizada utilizando um
refratbmetro digital (marca: PALETTE ATAGO; modelo: A52444). Os resultados
foram expressos em °Brix, segundo o método 010/IV do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

2.2.2. pH
O pH foi determinado segundo a metodologia descrita por Zambiazi
(2010), utilizando pHmetro de bancada (marca: HANNA; modelo: HI 2221).

2.2.3. Acidez Titulavel Total

A acidez titulavel total foi determinada segundo a metodologia descrita
pela AOAC (2012), a traves da titulagdo da amostra diluida em agua com
solucéo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N. Os resultados foram expressos

em %, conforme a equacéo 1.
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Equacao 1.

Acidez (%) = (V.x 0,1 Nxfx 100)
p

Sendo:
V: volume da solugéo de NaOH gasto na titulag&o;
f: fator de correcao da solugédo de NaOH 0,1 N;

p: peso da amostra em gramas.

2.2.4. Umidade

A umidade foi determinada no fruto segundo a metodologia descrita da
AOAC (1995) onde uma quantidade definida de amostra foi colocada em
cadinho previamente seco e tarado, e apos levados a estufa a 105°C até peso

constante. Os resultados foram expressos em % de umidade.

2.2.5. Cinzas

O teor de cinzas foi determinado em mufla, segundo metodologia da
AOAC (2012). Para isto foi colocado a amostra em cadinho de porcelana,
previamente incinerado, esfriado e tarado. Apos a amostra foi incinerada a
550°C. A quantidade de cinzas foi calculada pela diferenca de peso entre a
guantidade de amostra seca (inicial) e o contetdo de amostra incinerada (final).

Os resultados foram expressos em %(b.s).

2.2.6. Fibra bruta

A fibra bruta foi obtida através da digestdo acida e alcalina da amostra
seca e desengordurada, seguindo a metodologia descrita pela AOAC (2012). A
quantidade de fibra foi calculada pela diferenca entre peso do cadinho inicial e
o peso final (apés a queima do residuo em mufla a 500°C), e os resultados

foram expressos em % (b.s).

2.2.7. Proteina bruta
A determinacgéo do teor de proteina total foi realizada através do método
de Micro-Kjeldhal, segundo metodologia descrita pela AOAC (2012),

expressando os resultados em %, conforme a equacgao 2.
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Equacéo 2.

Proteinas (%) = 100 x 0,014 x 5,75 x (va- vb) x f x N
p

Sendo:

p: peso da amostra g;

va : volume de acido cloridrico 0,1 N gasto na titulacéo;

vb: volume de acido cloridrico 0,1N gasto na prova em branco;
f: fator de correcéo da solucao de &cido cloridrico

N: normalidade do acido cloridrico

2.2.8. Lipidios

A determinacgédo de lipidios seguiu a metodologia de Bligh- Dyer (1959).
Utilizou-se na extracdo uma mistura de cloroférmio: metanol na proporcéo de
2:1 (v/v), sulfato de sddio anidro a 1,5% e agua destilada. Os resultados foram

expressos em %.

2.2.9. Carboidratos
O conteudo do total de carboidratos foi determinado segundo RDC n.360

(BRASIL, 2003). Os resultados foram expressos em %, conforme a equacao 3.

Equacéao 3.

Carboidrato (%) = 100- (% umidade + % cinzas + % gordura+ % proteina + %
fibras)

2.2.10. Valor caldrico total
Segundo a RDC 360/2003, o valor caldrico total foi calculado através do
somatorio das calorias geradas no metabolismo dos nutrientes, conforme a

equacao (4). Os resultados foram expressos Kcal/g.

Equacéo 4.
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Valor cal6rico (kcal/g)= [ (Carboidratos x 4 kcal/g) + (Proteinas x 4 kcal/g) +
(Gorduras x 9 kcal/g) ]

2.3. Composicao Bioativa
A determinacdo dos compostos bioativos foi realizada com a amostra
liofilizada, utilizando-se de duas variaveis independentes, polpa e semente do

fruto. Os resultados foram expressos em base seca (b.s).

2.3.1. Carotenoides

A determinacéo do teor total de carotenoides das amostras foi realizada
através do método espectrofotométrico descrito por Rodriguez-Amaya et al.
(2001). As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro UV-VIS (marca:
modelo: JENWAY 6705), utilizando comprimento de onda de 450 nm,
expressando os resultados em ug de B- caroteno.g’ de amostra liofilizada

(equacao 5).

Equacéo 5.

Teor de carotenoides (ug B-caroteno. g)= A x V x 10°
2.500x 100 x P

Sendo:

A: absorvancia no comprimento de onda de 450 nm;

V: volume do extrato em mL;

P: peso da amostra em g.

2.3.2. Compostos fendlicos

Inicialmente foi realizado a obtencdo de um extrato com o uso de uma
solucdo hidroalcoolica na proporcdo 1:20 (amostra: etanol 80%). Apds 0s
extratos foram armazenado a 4 °C por 24h, e depois foram centrifugados a
2800 gx por 20 minutos. O sobrenadante foi removido, coletado em frasco
ambar e ap0s armazenados sob congelamento até 0 momento da realizacao
das andlises (REPO DE CARRASCO e ENCINA ZELADA, 2008).
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A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada segundo Singleton
e Rossi (1965), através da reacdo colorimétrica utilizando a solucao reativa de
Folin Ciocalteau, com correspondente leitura da mistura em espectrofotometro
(marca: JENWAY; modelo: 6700 UV-Vis), no comprimento de onda de 725 nm.
Foi utilizada a equacdo da reta expressa por y = 0,5006 x + 0,0325 e r* =
0,9992, utilizando o &cido galico como padrdo (0,4 a 2,0 mg.L™Y), conforme
apéndice 1.. Os resultados foram expressos em mg equivalente de &cido gélico
por 100g de amostra (mg EAG.100g™ b.s.).

2.3.3. Flavonoides

O teor de flavonoides foi obtido segundo o método proposto pela
Pharmacopoeia (2010), com poucas modificacdes. Foi realizado a reacéo de 1
mL de extrato hidroalcéolico (obtido no item 2.3.2) com 100uL de solucéo de
nitrito de sédio 5%, sob agitacdo, pelo tempo de 6 minutos, e em seguida foi
adicionado 100uL da solucdo de cloreto de aluminio 10% sob agitacdo, e
novamente mantido em repouso por mais 5 minutos. Depois de transcorrido
esse tempo, foi adicionado 1mL da solucdo de hidroxido de sédio 1M e 2mL
solucdo etandlica 80%. A leitura da absorvancia foi realizada utilizando
espectrofotometro UV-VIS (marca: JENWAY; modelo: 6700 UV-Vis), no
comprimento de onda de 415nm. Para a quantificacdo foi obtida uma equacéao
de reta expressa por y = 0,0023x + 0,013 e r? = 0,9999, utilizando a quercetina
como padrdo (0 a 0,15 mg.L™), conforme apéndice 2. Os resultados foram
expressos em pg equivalente de quercetina por grama de amostra em base

seca (ug EQ.g™).

2.3.4. Acidos fenolicos

O teor de acidos fenolicos foi obtido segundo Mazza et al., (1999), com
poucas modificacbes. Foram utilizados aliquotas de 250uL do extrato
hidroalcoéolico (obtido no item 2.3.2) acrescidas de 250uL da solucdo etanol
acidificado (0,1% de acido cloridrico em etanol a 95%) e 4,55mL de solucdo de
acido cloridrico a 2%. A leitura da absorvancia foi realizada a 320nm em
espectrofotometro UV-VIS (marca: JENWAY; modelo: 6700 UV-Vis). A
quantificacdo foi realizada através da reta y = 0,0133x + 0,0272 e r* = 0,9976,

utilizando o &cido cafeico como padréo (0 a 200 mg.L™), conforme apéndice 3.
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Os resultados foram expressos em pg equivalente de acido cafeico por grama

de amostra em base seca (mg EAC.100g™).

2.3.5. Vitamina C

O teor de acido ascorbico (vitamina C) foi determinado através do
método titulométrico de Lorenz-Steves, descrito por Zambiazi (2010). A
determinacdo € baseada na acdo redutora do &cido ascérbico pelo uso de
solucéo padrao de iodo 0,01N, usando na titulacéo tiossulfato de sédio 0,01N e
solucéo de amido 0,5% como indicador. Os resultados foram expressos em mg

de &cido L-ascorbico por 100g de amostra (b.s), conforme equagéo 6.
Equacéao 6.

Vitamina C (mg.100g™) = (Y x 0,88 mq )
p

Sendo:

Y: (volume total da solucao de iodo x fator da solucéo) — (volume da solucédo de
tiossulfato x fator da solucéo);

p: peso da amostra em gramas;

1 mL de solucao de iodo 0,01N = 0,88mg de acido ascorbico.

2.3.6. Determinacéo da atividade antioxidante
Foram utilizadas trés diferentes metodologias visando observar qual apresenta
melhor afinidade com a matriz estudada. Para todas as metodologias, foi

utilizado o extrato hidroalcdolico obtido no item 2.3.2.

2.3.6.1. Atividade antioxidante por ABTS
A atividade antioxidante através da captura do radical livre 2,2"- azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™), foi determinada de acordo
com o método descrito por Rufino et al. (2007). As leituras da absorvancia
foram realizadas em espectrofotometro a 735 nm (marca: JENWAY; modelo:
6700 UV-Vis), apos seis minutos de reagdo. Os resultados foram calculados

através da equacdo de reta expressa por y = -0,0003 x + 0,7033 (UM de trolox)
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e r’ = 0,9992, conforme apéndice 4 e expressos em pM trolox.g™ de amostra

em base seca.

2.3.6.2. Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante através da captura do radical DPPH’ (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), foi determinada pelo método adaptado de Brand-
Williams et al. (1995). A leitura da absorvancia foi realizada no comprimento de
onda de 515 nm em espectrofotdmetro (marca: JENWAY; modelo: 6700 UV-
Vis). Os resultados foram calculados através da equacado de reta expressa por
y = -0,0002x + 0,6377 e r? = 0,9996, conforme apéndice 5 e expressos em pM
trolox.g™* de amostra em base seca.

2.3.6.3. Atividade antioxidante por FRAP
A atividade antioxidante foi determinada através do poder antioxidante
de reducéo do ferro, seguindo a metodologia de Pulido et al. (2000). A leitura
da absorvancia foi realizada no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotometro (marca: JENWAY; modelo: 6700 UV-Vis). Os resultados
foram calculados através da equacdo de reta expressa por y = 0,0009x +
0,1948 (UM sulfato ferroso) e r* = 0,9955, conforme apéndice 6 e expressos em

UM sulfato ferroso por grama de amostra em base seca.
3. Anélise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
avaliados por meio de andlise estatistica descritiva dos dados utilizando a

andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).
4. Resultados e discussodes

Os resultados da composicdo proximal e fisico quimicas dos frutos de
Physalis pubescens .L encontram-se na Tabela 1.

O fruto apresentou pH de 3,76 demonstrando ser um fruto acido. Este
valor foi préximo ao fruto do mesmo género, descritos por El Sheikha et al.,
(2010), pH de 3,34; por Curi et al. (2018), pH de 3,8; e por El Sheikha. et al.
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(2008), pH de 3,74. Valores superiores foram relatados por Mamedov et al.
(2017), de 4,72. Segundo El Sheikha e colaboradores (2008), o baixo valor do
pH indica acentuada acidez da fruta, a qual pode estar vinculada a presenca de

acidos organicos de forma livre.

Tabela 1. Resultados da composicéo fisico quimicas dos frutos de Physalis

pubescens L.

Parametros Avaliados Conteudo Médio + DP*
pH 3,76 £ 0,02
Sdlidos solaveis (°Brix) 7,30 £ 0,06
Acidez total titulavel (%) 4,80 + 0,07
Relagdo SS/AT (%) 1,5+0,01
Umidade (%) 79,35+1,10
Cinzas (%) 2,180, 20
Fibra bruta (%) 3,58 £ 0,30
Proteina (%) 2,08+0,14
Lipideos (%) 1,96 £ 0,16
Carboidratos (%) 10,85

Valor cal6rico total (kcal/g) 69,36

* Valores médios obtidos a partir da analise de 3 repeti¢cdes; DP= desvio padrao.

O teor de sélidos soluveis das amostras foi de 7,30°Brix, sendo similares
ao descrito por Silva et al. (2013), de 6,52 °Brix; por Curi et al. (2018), de
8,33°Brix; e inferior ao encontrado por Mamedov et al. (2017), de 9,65°Brix;
ambos em frutos de Physalis pubescens.

A acidez total titulavel dos frutos de Physalis foi de 4,80%, e a relacao
SS/AT foi de 1,5%. Observou-se que o alto teor de acidez dos frutos foi
correspondente ao baixo valor de pH. O teor de acidez foi superior ao
registrado por Curi et al. (2018), de 1,59%; por Sheikha et al. (2008), de 1,43%;
e por Silva et al.(2013), de 0,18 a 2,57%, todos em frutos de Physalis
pubescens L. A relacdo entre a acidez total titulavel e o teor de solidos soltveis
(SST/ATT) normalmente esta relacionado com o estado de maturacdo e
conservagao de um fruto (CHITARRA e CHITARRA, 2005).
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O teor de umidade encontrado no fruto in natura de 79,35% condiz com
o relatado por El Sheikha et al. (2008), de 81.34% em Physalis pubescens; e
por Santos et al. (2017), de 80,74% em Physalis peruviana de 80,74%.

O conteddo médio de cinzas, de 3,58%, foi inferior ao relatado por
Sheikha et al. (2008), de 5,58% para o fruto e de 7,01% para o suco, ambos de
Physalis pubescens; e superior ao relatados por Oliveira et al. (2011), de 0,65%
em Physalis angulata; e por Yildiz et al. (2015), de 2,98% em Physalis
peruviana.

Os frutos de Physalis apresentaram teor médio de 2,07% de proteina,
condizente com o teor da maioria dos frutos nativos. Conteudos variados de
proteinas para Physalis sé@o relatados por Oliveira et al. (2011), de 0,85%; por
Yildiz et al.(2015), de 1,66%; e por Santos et al. (2017), de 5,37%.

O teor de fibras, 3,58%, foi inferior ao relatado por El Sheikha et al.
(2008), de 5,8% em frutos de Physalis pubescens e por Ramadan (2011), de
4,9% para frutos de Physalis peruviana; e superior ao conteudo em frutos de
Physalis angulata, relatado por Oliveira et al. (2011), de apenas 0,84%.

O contetdo médio de lipideos nos frutos, de 1,96%, foi superior ao
encontrado por El Sheikha et al. (2010), os quais descrevem conteudos de 1%
em Physalis pubescens; por Yildiz et al. (2015), de 0,18% em Physalis
peruviana; por Santos et al. (2017), de 0,99% em de Physalis peruviana; e por
Oliveira et al. (2011), de 0,59% em Physalis angulata.

O conteudo de carboidratos encontrados no fruto foi de 10,85%. Este
contetdo também foi condizente ao relatado por Santos et al. (2017) de
10,92% em frutos de Physalis peruviana; e inferior ao relatado por Yildiz et al.
(2015), de 13, 86 %, também em Physalis peruviana.

O teor de calérico registrado foi de 69,36 kcal.g?, o que condiz com o
teor de alguns frutos, tais como: abacaxi 62,16 kcal.g™ (Bortolatto,2009); Cajuf
69,9 kcal.g™* (Rocha et al., 2013); Guabiroba 66,3 kcal.g™ (Vallilo et al., 2008).

As pequenas frutas, destacando a Physalis possuem uma gama de
macro e micronutrientes, além de compostos bioativos que podem trazer
beneficios a saude humana, quando consumidas regularmente (VIZZOTTO,
2012). Os compostos bioativos sao considerados micronutrientes, que
normalmente ocorrem em pequenas quantidades nos alimentos que variam

amplamente na estrutura e na sua funcdo quimica.
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Os resultados dos teores de carotenoide, compostos fendlicos,
flavonoides, acidos fendlicos e vitamina C dos frutos de Physalis pubescens L.

estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Conteudo de compostos bioativos da polpa e da semente de

Physalis pubesecns L.

Contetdo médio * Desvio padréo

Parametros avaliados

Polpa* Semente*
Carotenoides (ug B-caroteno. g™ 171,36% + 24,5 22,53°+52
Compostos fenélicos (mg EAG.100g-%) 142,83+ 0,6 50,03+ 2,2
Flavonoides (ug EQ. g?) 136,212+ 2,0 43,48° + 1,6
Acido fenélico (mg EAC.100g™) 38,55+ 3,6 11,91° + 2,7
Vitamina C (mg de &c. L-asc6rbico.100g™) 6,06+ 0,1 0,7°+0,1

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %; Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente;

*Amostras em base seca.

Foi observada diferenca significativa no conteddo de compostos
bioativos entre as varaveis polpa e semente, sendo que para todos o0s
parametros analisados, a polpa apresentou os maiores valores.

De acordo com o estudo feito por Ramadan e Mérsel (2003), o fruto de
Physalis peruviana apresenta 2% de 0Oleo, sendo que 1,8% esta presente na
semente e 0s outros 0,2% na casca e polpa, indicando possivel relacdo do
conteudo de compostos bioativos com o teor de 6leo presente nas sementes.

O teor de carotenoides na polpa foi de 171,37 ug B-caroteno. g*. Wen e
colaboradores (2017) relatam teores inferiores de carotenoides e ésteres de
carotenoides em Physalis pubescens, que variaram de 12,8 pg B-caroteno g™ a
13,8 ug B-caroteno.g-' de frutos, salientando que o B-caroteno foi o carotenoide
predominante, e que compreende de 36-40% do total de carotenoides
presentes no fruto.

O B-caroteno foi o carotenoide predominante também relatado em outras
espécies de Physalis, principalmente as de cor amarela (WEN et al., 2017).
Silva et al.(2013) também relatam conteludos inferiores, entre 77,62 a 142,45

Hg.100g™ de carotenoides, em diferentes estadios de maturacdo dos frutos de
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Physalis pubescens. Conteudos superiores séo relatados por El Sheikha et al.
(2008), de 70,01 ug. mL™ em suco de Physalis pubescens L e de 69,55 ug.g™
em fruto fresco.

O conteddo médio de compostos fendlicos na polpa de Physalis
pubescens foi de 142,83 mg EAG.100g™, valor superior ao relatado por Silva et
al. (2016), de 112,37 mg EAG.100 g™ de fruto fresco de Physalis pubescens e
por Curi et al. (2018), de 25,54 mg EAG.100g' de Physalis pubescens
Mamedov et al. (2017) relatam teores de 318 mg.EAG.100g™ em peso seco em
Physalis pubescens. Segundo os autores, esta espécie é a mais rica em
polifendis, seguida da Physalis peruviana, onde o conteudo de polifendis &
especifico de cada espécie, sendo que, em clima temperado a fruta tende a
acumular mais compostos fendlicos do que frutos cultivados em locais de clima
subtropical.

O teor médio de flavonoides foi de 136,21 ug EQ.g” e para é&cidos
fenolicos um contetido médio de 38,55 pg EAC. g*. Os flavonoides abrangem
um grupo de compostos fendlicos que contribuem na qualidade sensorial dos
frutos, incluindo também a adstringéncia e amargor (VENDRAMINI e TRUGO,
2004; VASCO et al, 2008). Os acidos fendlicos se caracterizam por
apresentarem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes em frutos e vegetais (SOARES, 2002).

Ao avaliar o conteudo de flavonoides em Physalis peruviana, Santos,
Flores e Malcher (2017) relatam o valor médio de 8,23mg.100g™ em b.u.;
Antunes et al. (2016), de 0,032mg.g™* em b.u.; Correia et al. (2017), de 0,340
mg QE. 100g” em b.u.. Hassanien (2011), relata valores bem superiores
quando obteve extratos através da extracdo supercritica com didxido de
carbono em Physalis peruviana, de 234 mg.g™* de fruto fresco.

O conteudo de acidos fendlicos no presente estudo foi de 38,55 mg
EAC. 100g, sendo inferior ao relatado por Rockenbach et al., (2009), de 346,1
mg. 100g™* b.s. em Physalis peruviana L. Esta diferenca pode ser justificada
pela maior predominancia dos acidos salicilico e protocatequinico nos frutos de
Physalis peruviana L.

Deng e colaboradores (2015) isolaram e identificaram 15 compostos

fendlicos, entre eles: calceolariosideo A; quercetina-3-O-3-d-glucopiranosideo;
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0 acido cafeico e o 1-O-cafeoil-B-d-glucopiranosideo. Sendo relatando que os
flavondides e os derivados do acido cafeico constituem-se nos principais
compostos da Physalis pubescens L e os responsaveis por contribuir para os
beneficio da saude.

O conteudo de vitamina C encontrado no fruto do presente estudo foi de
6,03 mg de &c. L- ascorbico.100™g (b.s), sendo muito similar ao encontrado por
Mamedov et al. (2017), os quais avaliaram frutos de Plysalis pubescens L.,
relatando contetidos de 9,9 mg de &cido ascérbico.100g™” de fruto (b.s.).
Conteudos inferiores foram relatados por El Sheikha et al. (2010), de
0,49.100g™* de acido ascorbico (b.s.) em Physalis pubescens. El Sheikha et
al.,(2008) relatam valores de 39,7 mg. 100 g* (b.u.); Silva et al. (2016), de
31,17mg de &cido ascérbico. 100g ~* (b.u.); e Curi et al.,(2017), de 72,87 mg de
acido ascérbico.100g ™ (b.u.), todos em Physalis pubescens L.

Puente et al. (2011) salientam que o acido ascérbico consiste em uma
vitamina hidrossollvel, por isso esta presente em grande quantidade em frutos
com teor de agua superior a 50%. Segundo Mamedov et al. (2017) o teor de
acido ascorbico nas variedades de Physalis oriundas de regifes de clima
temperado é inferior dos frutos cultivados em climas quentes.

Os métodos utilizados para avaliagdo da atividade antioxidante
propostos na literatura sdo diversos, porém alguns sdo mais apropriados que
outros, dependendo da natureza dos compostos presentes na constituicdo de
cada fruta, ou seja, existem métodos mais adequados para frutos com alto teor
de compostos hidrofilicos e métodos para frutos com alto teor de compostos
lipofilicos. Cabe ressaltar, que devido aos diversos tipos de radicais e aos
diferentes sitios de acéo, dificiilmente haverd um Unico método capaz de
representar totalmente a atividade antioxidante de um fruto (SUCUPIRA et al.,
2012).

Os dados da capacidade antioxidante medida por ABTS, DPPH e FRAP
da polpa e semente da Physalis pubesecns estdo na Tabela 3.
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Tabela 3. Capacidade antioxidante da polpa e da semente da Physalis
pubescens L. avaliada por ABTS, DPPH e FRAP

Atividade Conteddo médio + Desvio padréo
Antioxidante Polpa* Semente*

ABTS (uM trolox.g™) 148,41%° + 21,60 108,59+ 11,30

DPPH (uM de trolox.g™) 221,05%B+ 17,56 280,77** + 39,04
FRAP (1M sulfato ferroso/g) 738,16%" + 78,46 123,01°® + 8,43

As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia
de 5 %. Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e médias de mesma letra

mailscula na coluna néo diferem estatisticamente. *Amostras em base seca.

Pode-se observar que n&o houve diferenga significativa entre polpa
(221,05 uM de trolox.g-' ) e semente (280,77 uM de trolox.g™) na capacidade
antioxidante medida pelo método de DPPH’. Este método se baseia na
reducdo do radical (2,2-difenil-1-picrilidrazil), que € monitorado pelo decréscimo
da absorvancia durante a reacdo. O DPPH € um radical de nitrogénio orgéanico,
estavel, de cor violeta, que possui absorcdo na faixa de 515-520 nm (PRADO,
2009). Este método tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante de frutos (LIMA, 2008).

Em relacdo as metodologias empregadas para determinar a atividade
antioxidante na polpa de Physalis pubescens L., o método por FRAP foi o que
apresentou 0os maiores resultados, de 738,16 uM sulfato ferroso/g, quando
comparado com os outros dois métodos ABTS (148,41 uM trolox.g™") e DPPH
(221,05 uM de trolox.g™?). No entanto, para a semente o maior valor foi
observado quando a capacidade antioxidante foi medida por DPPH, ndo ha
relatos na literatura sobre a atividade antioxidante de sementes Physalis.

Segundo Lima et al. (2014), as sementes sédo co-produtos comuns do
processamento de frutos que apresentam beneficios nutricionais como alto teor
de carboidratos, proteinas, atividade antioxidante e acidos graxos, indicando
possivel relacdo com o valor da atividade antioxidante encontrada.

A atividade antioxidante apresentada na polpa foi superior a da semente
pelos métodos de ABTS e FRAP, assim como, o teor de compostos fenolicos,
flavonoides, acidos fendlicos, vitamina C e de carotenoides. Segundo Harbone

e Williams (2000), a polpa do fruto, além de conter micronutrientes como
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vitaminas, minerais, fibras, possui diversos compostos secundarios de natureza
fendlica, além de pigmentos como flavonoides e carotenoides.

Os carotenoides, geralmente responsaveis pela coloragdo que vai desde
o0 amarelo ao laranja intenso. Seus principais representantes sao os carotenos,
precursores da vitamina A e o licopeno. Estudos apontam que a funcéo
antioxidante dos carotenoides desempenha um papel importante na reducao de
cancer, e no processo de envelhecimento. (MANDELLI, 2010; CONCEICAO et
al., 2017).

Segundo Heim et al. (2002), os compostos fendlicos sdo os maiores
responsaveis pela atividade antioxidante em frutos, embora a vitamina C seja
considerada por alguns autores como 0 maior contribuinte na atividade
antioxidante. Sun et al. (2002) também demonstraram que a contribuicdo da
vitamina C na determinacdo da atividade antioxidante de onze frutos foi baixa,
e afirmaram que a maior contribuicdo para a atividade antioxidante de frutos se
deve a composicdo de compostos fitoquimicos.

Estudo realizado por Narvaez-Cuenca e colaboradores (2014) com
Physalis peruviana encontraram valor da atividade antioxidante por ABTS
condizente ao relatado neste estudo (148,41 umol trolox.g-* b.s), com valor de
132,7 pmol trolox.g™(b.s). J& valores de DPPH (5,1 pmol trolox.g™ b.s) e FRAP
(153,9 pmol de trolox.g™b.s) foram menores em comparacdo ao encontrado
neste estudo, de 221,05 pmol trolox.g-' (b.s) e 738,16 pmol trolox.g-1 (b.s)
respectivamente. Segundo os autores o grau de maturacdo, a secagem por ar
a 60°C e o método da atividade antioxidante utilizada influéncia no teor dos

compostos antioxidantes.
5. Concluséo

Os frutos de Physalis pubescens apresentaram elevado teor de
compostos fendlicos, flavonoides e de carotenoides, principalmente na polpa.
Além disso, polpa de apresentou maior atividade antioxidante do que a
semente; pelos métodos FRAP e ABTS. Com base nos resultados, os frutos
nao convencionais de Physalis pubescens possuem propriedades funcionais
podendo ser inserido na alimentagdo convencional, assim como se torna

alternativa promissora tanto para produtores como para industria alimenticia.
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7. Apéndice

Apéndice 1. Curva de acido gélico para determinacdo de compostos fendlicos
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Apéndice 2. Curva de quercetina para determinacao de flavonoides
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Apéndice 3. Curva de acido cafeico para determinacéo de acidos fendlicos
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Apéndice 4. Curva em trolox para determinacdo da atividade antioxidante
pelo método de ABTS’
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Apéndice 5. Curva em trolox para determinacéo da atividade antioxidante pelo

método de DPPH’
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Apéndice 6. Curva em sulfato ferroso para determinacdo da atividade

antioxidante pelo método de Frap.
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5. Capitulo 3 - Potencial antimicrobiano e citotéxico de extrato

hidroalcodlico de frutos de Physalis pubescens L.
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Resumo

Os frutos exdticos da Physalis pubescens L possuem sabor diferenciado, doces
e levemente &cidos, devido a presenca de uma variedade de compostos.
Dentre eles, destacam-se 0os compostos fendlicos, que se caracterizam por
apresentarem acao antioxidante e com isso auxiliam na prevencéo de doencas.
Este estudo visou explorar o potencial antibacteriano e antitumoral de extratos
hidroalcodlicos da polpa e da semente de frutos de Physalis pubescens L.
liofilizado. Para isso, foram realizados ensaios antibacterianos utilizando as
bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Escherichia coli
nos testes de disco de difusdo e concentracdo inibitéria minima (CIM); e
também ensaios citotoxicologicos, onde foram utilizadas linhagens celulares de
glioblastoma de ratos (C6), linhagens celulares de glioma de ratos (GL261) e
linhagens celulares de melanoma murino (B16F10), além de cultura priméria de
astrocitos (células ndo tumorais). Para a atividade antibacteriana, no teste de
disco de difuséo, os extratos da polpa e da semente apresentaram halos de
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inibicdo frente as bactérias gram- positivas Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. No ensaio de CIM, ambos o0s extratos ndo exerceram
atividade antibacteriana. No teste de MTT, os resultados foram dependentes do
extrato (polpa e semente) e da concentracéo utilizada e do tempo de analise,
sendo que ambos os extratos reduziram a porcentagem da viabilidade celular.
Para o extrato polpa (P) a linhagem glioma C6 diminuiu 18,69% (2000 pg.mL™)
em 48h, em 72h reduziu 23,77% para a minima concentracdo (500 pg.mL™) e
37,55% para a maxima concentracdo (2000 pg.mL™), a linhagem melanoma
B16F10 reduziu 10,33% (750 pg.mL™) e 17,77% (2000 pg.mL™") em 72h, ndo
houve efeito citotoxico do extrato polpa sobre a linhagem GL 261. Para o
extrato semente (S) a linhagem de glioma C6 reduziu 20,70% (750 pg.mL™) e
25,13% (2000 pg.mL™Y) em 48h, em 72h diminuiu 22,64% (500 pg.mL™) e
43,12% (2000 pg.mL™), a linhagem GL261 reduziu 26,85 % (1500 pug.mL™) em
48h, na linhagem melanoma B16F10 diminuiu 22,21% (2000 pg.mL™) em 48h
e 18,40% (500 ug.mL™) e 31,14% (2000 pg.mL™') em 72h. A partir dos
resultados conclui-se que os extratos hidroalcodlicos da polpa e das sementes
do fruto de Physalis pubescens possuem importante potencial antibacteriano
para as bactérias Gram positivas. O extrato da semente apresentou melhor
resultado para atividade antitumoral contra as linhagens celulares de glioma
C6, melanoma B16F10 e GL 261. Nao houve efeito citotoxico dos extratos da
polpa e das sementes de Physalis pubescens frente as células ndo tumorais.

Palavra- chaves: polpa, semente, antitumoral, antibacteriana.

Abstract

The exotic fruits of Physalis pubescens L have a distinctive flavor, sweet and
slightly acidic, due to the presence of a variety of compounds. Among them,
phenolic compounds stand out, which are characterized by their antioxidant
action and with this help in the prevention of diseases. This study aimed to
explore the antibacterial and antitumor potential of hydroalcoholic extracts of
pulp and fruit pod of Physalis pubescens L. lyophilized. For this, antibacterial
assays were performed using the bacteria Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes and Escherichia coli in the diffusion disc and minimum
inhibitory concentration (MIC) tests; and also cytotoxic assays, in which rat
glioblastoma (C6) cell lines, rat glioma cell lines (GL261) and murine melanoma
(B16F10) cell lines, as well as primary astrocyte (non-tumor cells) culture, were
used. For the antibacterial activity, in the diffusion disc test, the extracts of the
pulp and of the seed presented halos of inhibition against the gram-positive
bacteria Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. In the MIC assay,
both extracts did not exert antibacterial activity. In the MTT test, the results were
dependent on the extract (pulp and seed) and the concentration used and the
time of analysis, both extracts reducing the percentage of cell viability. For the
pulp (P) extract, the glioma C6 line decreased 18.69% (2000 pg.mL™) in 48h, in
72h it reduced 23,77% for the lowest concentration (500 pg.mL ™) and 37,55 %
for the highest concentration (2000 pug.mL™), the melanoma B16F10 line
reduced 10,33% (750 pg.mL™) and 17,77% (2000 ug.mL™) in 72h, there was no
effect cytotoxic activity of the pulp extract on the GL 261 strain. For the seed
extract (S) the glioma C6 line reduced 20,70% (750 pg.mL-*) and 25,13% (2000
ug.mL™) in 48h, in 72h it decreased 22,64% (500 pg.mL™ ), the GL261 strain
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reduced 26,85% (1500 pg.mL™?) in 48h, the melanoma B16F10 strain
decreased by 22,21% (2000ug. mL™) and 43,12% (2000 pug.mL™) in 48h and
18,40% (500 pg.mL™) and 31,14% (2000 pg.mL-') in 72h. From the results it is
concluded that the hydroalcoholic extracts of the pulp and the seeds of the fruit
of Physalis pubescens have an important antibacterial potential for the Gram
positive bacteria. Seed extract presented better results for antitumor activity
against the glioma C6, melanoma B16F10 and GL 261 cell lines. There was no
cytotoxic effect of the extracts of the pulp and the seeds of Physalis pubescens
on the non-tumor cells.

Key words: pulp, seed, antitumor, antibacterial.

1. Introducéo

A Physalis é uma planta herbacea e arbustiva da familia das solanaceas,
que vem sendo cultivada como pequena fruta exoética (RUFATO et al., 2013),
sendo descrita como uma planta alimenticia ndo convencional (PANC), pois
seu consumo e comercializacdo ainda ndo estdo difundidos entre a populacéo
brasileira. Porém, seu consumo deve ser incentivado, uma vez que neste
género foram descritos importantes metabdlitos secundarios em varias
espécies (PEVES; MARTHA 2015).

Os compostos organicos naturais, sao produtos do metabolismo primario
e secundario dos vegetais, sdo biologicamente ativos, com acao citotdxica,
antimicrobiana, antioxidante, bem como antiviral, fungicida, inseticida,
tranquilizante, analgésica, anti-inflamatdria, anticoncepcional, entre outros.
Estes compostos séo utilizados para diversas finalidades, tanto na terapia
médica, para prevenir ou curar doencas, como na industria de cosméticos
e de alimentos, servindo como aromatizantes, flavorizantes ou antioxidantes
(PLETSCH, 1998).

Amplas variedades de plantas, demostraram ser portadoras de
compostos fendlicos eficazes contra microrganismos patogénicos (GHIMIRE et
al., 2017). Além disso, a utilizagcdo de antimicrobianos naturais como
conservantes, especialmente na industria alimentar, tem despertado atencao
devido preocupacédo dos consumidores em consumir produtos mais naturais
(CETIN-KARACA et al.,, 2015). Segundo Martins e colaboradores (2017), o
interesse nos compostos fendlicos tem aumentado, visto que ndo possuem

efeitos secundarios ou toxicidade quando utilizados corretamente.
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Estudos ja comprovaram que os extratos de plantas podem apresentar
efeitos antitumorais em linhas celulares, sendo os compostos fendlicos (que
englobam cerca de 8000 estruturas diferentes no reino das plantas) muitas
vezes responsaveis por estas propriedades (CAROCHO; CFR FERREIRA,
2013). Muitos compostos tém sido identificados como potenciais inibidores de
doencas oncolégicas e também quimiopreventivos, varios dos quais séo
ingredientes ativos em ervas e especiarias, bem como frutos e outros vegetais
(KAEFER; MILNER, 2008).

A presenca de compostos fendlicos, como os polifenois, flavondides,
esteroides e fisalinas, tém relacdo direta com o poder antioxidante, citotoxico e
anticancerigeno. As atividades antioxidantes e biolégicas de Physalis foram ja
relatadas em extratos de célices, folhas, caules, e meramente em frutas (MIER-
GIRALDO et al.,2017).

Devido a pouca exploracdo e ao possivel potencial biolégico de fruto de
Physalis pubescens, este estudo visa investigar o potencial antibacteriano e
antitumoral do extrato hidroalcodlico da polpa e da semente de frutos de
Physalis pubescens obtidos de forma espontanea na regido Sul do Rio Grande
do Sul.

2. Materiais e métodos

2.1. Coletadas amostras

Os frutos de Physalis pubescens foram adquiridos no interior do
municipio de Cerrito, localizado na latitude 31°51'23” Sul e longitude
52°48'46"Oeste, na regido sul do Rio grande do Sul, oriundas de plantio
espontaneo e colhidas no ponto de maturacao (cor do célice amarelo palha) no
periodo de janeiro a junho de 2017. Apds a obtencdo dos frutos, os mesmos
foram higienizados com agua filtrada, selecionados e armazenados, uma parte
em refrigeragéo (4°C) e outra em ultrafreezer (- 80°C) para posterior liofilizag&o
(TELABE — J.D.F. LF.10/BFC) visando a separacao das sementes da polpa e
realizacdo das analises. Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de
Ciéncia dos Alimentos e Biologia Molecular (LACABIM) pertencente ao Centro
de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) para as

analises antibacterianas e no laboratério de Neuroquimica, Inflamacdo e
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Cancer (Neurocan) para as analises antitumorais pelo Programa de Pés
Graduacdo em Bioquimica e Bioprospecc¢do, ambos da Universidade Federal
de Pelotas, Campus Capéo do Ledo /RS — Brasil.

2.2. Preparo dos extratos

Foram preparados extratos hidroalcodlicos em etanol 80% na proporgéo
1: 20 (amostra: solvente), tanto da polpa quanto da semente dos frutos
liofilizados. Para isto misturou-se 1g de amostra liofilizada em 20 mL de
solvente, sendo homogeneizado por 15 min em agitador magnético (TE-0851-
TECNAL). ApOs o extrato foi armazenado a 4 °C por 24 h, e ap0s transcorrido o
tempo o extrato foi colocado em banho ultrassénico a 25 °C por 15min. A
seguir o extrato foi filtrado em malha fina de algodao e centrifugado a 2800xg
por 20 min. O sobrenadante foi removido para posterior remocao do solvente
em rotaevaporador (LABOROTA 4000 — Heidolph) a 40° C por 15 min (REPO
DE CARRASCO; ENCINA ZELADA, 2008). O extrato resultante ainda com
pequena quantidade de solvente, foi novamente liofilizado a - 80°C (TELABE —
J.D.F. LF.10/BFC) para a remocéo total da umidade.

O material liofilizado, tanto da polpa quanto da semente, foi
ressuspendido em agua ultrapura na concentracdo de 100 mg.mL™, obtendo

assim o extrato da polpa e o extrato da semente.

3. Avaliacdo do Potencial Antibacteriano

3.1. Preparagao das culturas bacterianas

Para avaliacdo do potencial antibacterians, foram utilizadas trés cepas
padrao: Escherichia coli (ATCC43895), Staphylococcus aureus (ATCC 10832)
e Listeria monocytogenes (ATCC 7644).

A partir de uma cultura microbiana mantida congelada em uma mistura
de meio Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol, a cepa foi reativada pela
transferéncia de uma algada desta cultura para Caldo BHI, o qual foi incubado
a 37 °C por 24h. Ap6s o periodo de incubagdo uma algada foi transferida e
estriada para a obtencdo de colonias isoladas em placas de Agar Baird Parker
para S. aureus, Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para E. coli e placas de

Agar Base Oxford para Listeria, as quais foram incubadas a 37 °C durante 24h.
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A partir das culturas crescidas nos agares foi retirada uma alcada e
ressuspendida em solugdo salina (NaCl 0,85%) a qual foi padronizada na
concentracéo 0,5 da escala de McFarland (1,5x10% UFC/mL).

3.2. Atividade antibacteriana por disco difusao
A solugéo salina inoculada descrita anteriormente foi semeada em
placas contendo &agar Muller Hinton. Sobre a superficie das placas foram
colocados discos de papel com 6 mm de diametro embebidos com 20 pl dos
extratos e as mesmas foram incubadas a 37 °C durante 24h. Apds, foi
observada a presenca de halos de inibicdo, os quais foram determinados com
o auxilio de um paquimetro. Utilizou-se solu¢édo salina (NaCl 0,85%) como

controle negativo.

3.3. Atividade antibacteriana por determinacdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo como
protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute —
CLSI (CLSI, 2015) com pequenas modificagOes. Para isto foram utilizadas
microplacas de 96 cavidades, onde em cada cavidade (poc¢o) foram colocados
100 pl do caldo BHI, 20 pL dos inoculo dos micro-organismos na solucao salina
anteriormente descrita, padronizada na escala 0,5 de MacFarland
subsequentes diluicbes dos extratos rotaevaporados e ressuspendidos em
agua. Como controles foram usados caldo BHI, sendo adicionado extrato sem
inoculo bacteriano para controle negativo e inoculo bacteriano sem extrato para
controle positivo; além disso, foram realizados brancos para cada concentracao
de extrato. A densidade Optica a 630 nm (DO630) foi medida em 0 e 24h de
incubacdo a 37°C, utilizando espectrofotometro (Spectra Max 190/Molecular
Devices), e a atividade antibacteriana foi avaliada como a diferenca entre a
DO630 ao final das 24h e do inicio do periodo de incubacéo (Oh). A CIM foi
determinada como a menor concentracdo de extrato capaz de restringir o

crescimento bacteriano.

4. Ensaios Antitumorais

78



4.1. Procedimentos gerais de cultura celular
Os ensaios seguiram a metodologia descrita por Da Frota et al. (2009) e
Mosmann (1983).

4.1.1. Culturas de glioma
Foram utilizadas linhagens celulares de glioblastoma de ratos (C6 e
GL261) e linhagens celulares de melanoma murino (B16F10), as quais foram
obtidas de American Type Cell Collection (Rockville, Maryland, EUA). As
células foram cultivadas em frascos de cultura e mantidas em meio Dulbecco’s
Eagle’s modificado (DMEM) (pH 7,4) contendo: 1% DMEM (Gibco BRL), 8,4
mM HEPES, 23,8 mM NaHCOs;, 0,1% fungizona, 0,5 U.mL™? penicilina ou

estreptomicina e suplementado com 10% de FBS.

4.1.2. Culturas primarias de astrocitos

As culturas de astrécitos foram preparadas como descrito por Da Frota
et al. (2009), onde o cortex de ratos Wistar recém nascidos (1 a 3 dias) foi
removido e dissociado mecanicamente em solucdo salina balanceada isenta de
Ca"? e Mg*? (pH 7,4), contendo NaCl 137mM, KCI 5,36mM, Na,HPO, 0,27mM,
KH,PO, 1,1 mM e glicose 6,1 mM. O tecido dissociado foi submetido a
centrifugacdo a 1000 xg durante 5 min. Posteriormente, o sedimento foi
suspenso em DMEM (pH 7,6) e suplementado com 10% de FBS. Em seguida,
as células (5 x 10%) foram semeadas em placas de 96 pocos revestidas com
poli-L-lisina. As culturas foram cultivadas até a confluéncia por 15-20 dias e o
meio foi substituido a cada 5 dias. Todos os procedimentos utilizados no
presente estudo seguiram os “Principios de Cuidados com Animais de
Laboratério” dos Institutos Nacionais de Saude (NIH) e foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Pelotas/ UFPel (CEEA 31292-
2018).

4.1.3. Tratamento de cultura celular em in vitro
Os extratos da polpa e da semente foram primeiramente dissolvidos em
adgua estéril, na concentracdo de 100 pg.mL? (solucdo estoque), e
posteriormente diluidos em DMEM com 10% de FBS, para obter 500, 750,
1000, 1500 e 2000 pg.mL™. As linhagens celulares (C6, GL261 e B16F10)
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foram semeadas em concentracdo de 5 x 10° células (placas de 96 pocos),
para os ensaios de citotoxicidade, e incubadas durante 24 h. As culturas de
astrocitos foram preparadas como descrito acima. As culturas celulares foram
tratadas com extratos (500-2000 pg.mL™) por 48 e 72 h. Células expostas ao

DMEM foram consideradas controle.

4.1.4. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do brometo de 3 (4,5-
dimetil) -2,5 difenil tetrazolio (MTT), que depende da desidrogenase a qual foi
utilizada para estimar a viabilidade de culturas de células de glioma e
astrocitos, como descrito por Mosmman (1983). Este método baseia-se na
capacidade de células viaveis para reduzir o MTT e formar um produto
formazano de coloracdo azul. A solucdo de MTT foi adicionada ao meio de
inoculacdo nos pocos a uma concentracdo final de 0,5 mg.mL™. O controle
utilizado foi dimetilsulfoxido (DMSO) 0,1% na auséncia dos extratos. As células
foram incubadas durante 90 min a 37°C em atmosfera de CO, a 5% de
umidade. O meio foi entdo removido e o precipitado foi eluido com DMSO. A
densidade Optica de cada poco foi medida a 492 nm em leitor de microplacas
(Spectra Max 190, Molecular Devices, EUA). As leituras foram comparadas
com o controle, o que representa 100% de viabilidade. A analise foi efetuada
em triplicata. O resultado foi expresso em percentual de inibicdo celular (%) de

acordo com a absorbéancia, obtendo-se o percentual de viabilidade celular.

5. Andlise estatistica

Os ensaios antibacterianos foram realizados em triplitaca e expressos
em média, utilizando a ferramenta Microsoft Excel. Os resultados foram
expressos em milimetros (mm).

Para os ensaios antitumorais, a analise estatistica foi realizada utilizando
o software GraphPad Prism 5, onde os dados foram expressos como média +
erro padrdao (EPM), e foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste post hoc de Tukey para comparacdes multiplas. Diferencas

entre os valores médios foram consideradas significativas quando p <0,05.
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6. Resultados e Discussodes

6.1. Ensaios antibacterianos
Na avaliacdo in vitro da atividade antibacteriana do extrato fendlico da
polpa (P) e da semente (S) da Physalis pubescens, foi realizada através do
método de disco difusdo e mostrou que a bactéria Escherichia coli ndo foi
sensivel a ambos os extratos (ndo houve formagdo de halos de inibi¢cao),

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Potencial inibitorio dos extratos polpa (P) e semente (S) pelo método

de disco de difusao.

Micro-organismo Halos de inibicdo (mm)
Extrato P (100 mg.mL™) Extrato S (100 mg.mL™)
Staphylococcus aureus 11,33 9,75
Listeria monocytogenes 9,5 11,75
Escherichia coli * *

P= polpa; S= semente; *Auséncia de halos de inibicao

Segundo Mothana e Lindequist (2005), os extratos podem ser
classificados quanto ao poder inibitério em funcdo do tamanho de halo obtido.
Para serem considerados com poder de acdo moderadamente ativos, 0s
mesmos devem formar de halos de inibicdo de 0,8 a 1,3 cm (8 a 13 mm) e,
para serem considerados muito ativos, devem formar halos de inibicdo maiores
que 1,4 cm (14 mm), podemos entdo considerar os halos com acao
moderadamente ativos, conforme resultado obtido na Tabela 1.

A Escherichia coli € uma bactéria Gram negativa, sendo um membro
importante da microflora intestinal normal de humanos e outros mamiferos.
Esta espécie contém muitos patétipos que podem causar diversas doencas,
entre elas a doenca entérica, como diarréia ou disenteria, infeccdes extra-
intestinais, incluindo infeccbes do trato urinario e meningite (Kaper et al.,

2004). Ja as bactérias Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes séo
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microrganismos patogénicos, sdo Gram positivas mais sensiveis a acao de
extratos de vegetais.

Com base na Tabela 1, o extrato polpa (P) foi superior para inibir a
Staphylococcus aureus, enquanto que o extrato semente (S) foi superior para
inibir Listeria monocytogenes, ambas Gram positivas responsaveis por diversos
surtos de doencas de origem alimentar.

As diferencas verificadas neste estudo podem ser decorrentes das
diferencas nas membranas e paredes celulares das bactérias. Segundo Duffy e
Power (2001) as bactérias Gram negativas possuem uma membrana externa e
um espago periplasmatico, ambos ausentes em bactérias Gram positivas. Ou
seja, as bactérias Gram negativas apresentam uma maior resisténcia aos
compostos antimicrobianos, fator atribuido a sua complexidade estrutural,
representado por uma barreira resistente a penetracdo de compostos externos
a célula. Além disso, bactérias Gram negativas possuem mecanismos
especializados, denominados de bombas de efluxo, que expulsam substancias
estranhas & célula bacteriana conferindo sua maior resisténcia bacteriana.

Lopes et al., (2006) estudaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico bruto de frutos Physalis angulata contra S. aureus ATCC 6538
através do disco de difusdo, utilizando a concentracdo de 1 mg/mL do extrato
nas concentracfes de 5%,10%,25%,50%, 70% e 100%, onde a concentracao
de 25% (11,02 mm) apresentou valor semelhante a 100% (11,17 mm).

Ja4 Cueva et al.,, (2017) avaliaram atividade antimicrobiana de oito
extratos de Physalis peruviana L. obtidos de folhas e bagas por meio de
extrato aquoso e etandlico ambos liofilizados e frescos sobre Listeria spp. O
halo de inibicdo para o extrato etandlico de bagas liofilizadas variou de 0 a
7mm para diferentes cepas e para o0 extrato etandlico de bagas frescas variou
de 0 a 5mm para diferentes cepas. A atividade desses extratos foi semelhante
a demonstrada pelos antibioticos gentamicina e ampicilina (controles).

Neste estudo obteve-se um valor médio de 9,5 mm para polpa e 11,75
para semente frente a Listeria monocytogenes. Nao ha relatos na literatura
sobre o poder de inibicdo do extrato de sementes Physalis. O poder de inibig&o
do extrato P neste estudo foi superior (9,5mm) ao relato por Cueva e
colaboradores (2017) (7mm) tendo em vista a utilizacdo do processo de

liofilizacdo por ambos. No entanto, ndo é possivel através deste estudo relatar
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se 0 processo de liofilizacdo teve influencia sobre o poder de inibicdo das
cepas de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

No presente estudo os extratos P (polpa) e S (semente) nao
apresentaram efeito bacteriostatico sobre as bactérias em questdo. Segundo
Rios e Recio (2005) a existéncia do potencial inibitério e inexisténcia de
potencial bacteriostidtico pode ser decorrente das concentracdes das
substancias utilizadas e pelos métodos de extracdo ou até pelo préprio método
de andlise, mas os resultados sdo de grande importancia considerando a
patogenicidade das bactérias avaliadas.

Além da concentracdo dos extratos outros fatores que podem ter
influenciado nos resultados, tais como: o estado de maturacdo das plantas
utilizadas, os processos de extracdo e solventes e 0 processo de conservacao
dos extratos.

Patel et al.,(2011) estudaram o potencial antibacteriano da Physalis
minima, relataram em seu trabalho que a parte da planta, o tipo de extrato e as
condicbes geoambientais fazem diferenca na composicdo do extrato. Além
disso, foi relatada a presenca de glicosideos esterdides em Physalis minima,
onde foi possivel extrai-los juntamente com outros constituintes quimicos
polares apenas com metanol.

O extrato hidroalcodlico em etanol 80% talvez, ndo seja a solucéo
alcoolica mais apropriada para a extracdo de alguns compostos com

propriedades bioldgicas presentes nos frutos de Physalis.

6.2. Ensaios antitumorais

O teste MTT (sais de tetrazolio), baseia-se na capacidade das
desidrogenases mitocondriais de células vivas converterem esse substrato
amarelado em formazan. Esta enzima permanece ativa somente em células
viaveis, sendo, portanto, a intensidade da cor violacea proporcional ao nimero
de células vivas.

Com base neste teste, foi observado que os extratos hidroalcodlicos da
polpa e da semente ndo apresentaram citotoxicidade frente a cultura primaria
de astrocitos (Figura 1).

No presente estudo, ndo foi verificada qualquer alteracdo na atividade

das desidrogenases mitocondriais dessas células, mesmo na maior
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concentracdo de extrato testada (2000 pg.mL™), indicando que estes extratos
apresentam seletividade, promovendo a morte somente em células tumorais
(BARRETO et al., 2007). Segundo Hughes et al. (2006), a citotoxicidade de
extratos sobre a cultura de astrécitos podem induzir a reatividade astrocitaria, o

gue pode estar relacionado com efeitos neurotoxicos providos pelo consumo de

plantas.
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Figura 1. Gréficos de viabilidade das células de linhagem de astrdcitos expostas a diferentes
concentracdes por 48 e 72h , dos extratos hidroalcodlicos da polpa (P) e da semente (S). Nao
houve diferenca significativa das diferentes concentracdes em relacdo ao controle em ambos
0s extratos.

Os extratos da polpa (P) e da semente (S) apresentaram atividade
antitumoral frente a linhagem tumoral de glioma de rato (C6) e na linhagem
celular de melanoma murino (B16F10) nos tempos de incubagéo de 48 e 72h,
conforme as figuras 2 e 3. No entanto, apenas o extrato da semente (S)
apresentou atividade antitumoral frente a linhagem celular de glioblastoma de
rato (GL261) no tempo de incubacao de 48h, conforme a figura 4.
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O glioma C6 é maligno, sendo um dos tumores cerebrais mais comuns
em adultos, o qual é caracterizado por um crescimento r4pido e invasivo e esta
associado a alta morbidade e alta mortalidade e um progndstico extremamente
ruim (KUIJLEN et al.,, 2010). Embora varios agentes terapéuticos sejam
utilizados para o tratamento de glioma, sua eficacia ndo tem sido satisfatoria
devido aos altos niveis de resisténcia a drogas e a incapacidade dessas
atravessarem a barreira hematoencefalica de maneira eficaz (KARPEL-

MASSLER et al.,, 2009; NARAYANA et al., 2009; IACOB; DINCA, 2009).
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Figura 2 - Graficos de viabilidade das células de linhagem de glioma de rato C6 expostas a
diferentes concentragcfes por 48 e 72h dos extratos hidroalcodlicos da polpa (P) e da semente

(S). * Quanto maior o nimero de asteriscos, mais alta a significancia.

Estudos tem demostrado que os compostos fendlicos consistem em
substancias promissoras para a terapia contra o cancer, 0S quais tém
demonstrado diversas capacidades de inducdo de morte celular e de células
tumorais (LI et al., 2004). Ha relatos na literatura cientifica sobre estudos
citotoxicos de extratos provenientes do género Physalis, principalmente das

partes aéreas da planta.
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Zeng et al., (2017) investigaram o potencial antitumoral sobre as células
de carcinoma cervical humano (HelLa). Magalhdes (2005) determinou as
atividades citotdxicas das fisalinas extraidas de Physalis angulata em células
tumorais de embrides de ourico do mar (Lytechinus variegatus), e avaliou a
atividade antitumoral in vivo no Sarcoma 180 de animais tratados com as
fisalinas.

Mier-Giraldo et al. (2017) avaliaram o potencial citotoxico e
imunomodulador de extratos de frutos de Physalis peruviana, em células de
cancer cervical (HeLa) e de células de fibroblastos (L929). Os autores
concluiram que pode existir relagdo entre o teor total de polifendis, atividade
antioxidante e atividade citotdéxica, mas que depende do tipo de solvente
utilizado para a obtencdo dos extratos. Os extratos demonstraram potencial
anticancer e imunomodulador, com potencial para o desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos.

Com base na figura 2, pode se observar que o extrato hidroalcodlico da
polpa (P) apresentou atividade antitumoral sobre a linhagem de glioma C6
apenas na concentracdo de 2000 pg.mL™ no periodo de 48h, com inibicéo de
18,69% das células cancerigenas, no periodo de 72h todos os extratos,
independente da concentragdo, apresentaram atividade antitumoral com
reducdo da viabilidade celular de 23,77% para a menor concentracdo (500
ng.mL™?) e 37,55% para a maior concentracdo (2000 pg.mL™?). Ja o extrato da
semente (S) apresentou atividade antitumoral nas concentragbes de 750
pg.mL™, 1000pg.mL™, 1500ug.mL™ e 2000pug.mL™, com reducéo da viabilidade
celular de 20,70%, 21,07%, 18,65% e 25,13% respectivamente, no periodo de
48h de incubacédo, e apdés as 72h todas as concentracfes tiveram atividade
antitumoral com inibicdo das células cancerigenas de 22,64% para a menor
concentracéo 500 pg.mL™ e 43,12% para a maior concentragéo 2000 pg.mL™.

Melanoma murino (B16F10) é um tumor maligno originario dos
melandcitos da pele, células especializadas na produgdo do pigmento
melanina. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer - INCA (2017), o
melanoma representa apenas 3% dos tumores malignos; no entanto, € o que
apresenta maior risco devido a alta taxa de metastase, sendo um dos tipos de

cancer de pele de menor ocorréncia, porém, de maior letalidade.
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De acordo com a figura 3, ndo foi observado atividade antitumoral no
periodo de 48h para o extrato da polpa (P), somente apos 72h houve atividade
antitumoral nas concentracdes de 750 pg.mL™; 1000ug.mL™; 1500ug.mL™ e
2000pg.mL™ com diminuicdo da viabilidade celular de 10,33%, 12,78%, 13,20%
e 17,77% respectivamente, sendo a maior concentracdo a mais significativa.
Com relacdo ao extrato da semente (S) se observa atividade citotoxica no
periodo de 48h com reducéo da viabilidade celular de 22,21% na concentracdo
de 2000 pg.mL™; no entanto, no periodo de 72h todas as concentracées do
extrato da semente(S) apresentaram atividade antitumoral sobre o melanoma
murinho B16F10 com inibicdo das células cancerigenas que variam entre
18,40% a 31,14%.
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Figura 3 - Graficos de viabilidade das células de linhagem de melanoma murino (B16F10)
expostas a diferentes concentracfes por 48 e 72h dos extratos hidroalcodlicos P e S. * Quanto

maior o numero de asteriscos, mais alta a significancia.

A linhagem celular de glioma de rato (GL261) € modelo de tumor
cerebral utilizada frequentemente em terapia de glioblastoma experimental. No

presente estudo, conforme a figura 4 observa-se que houve efeito citotéxico do
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extrato (S) em 48h com reducédo da viabilidade celular que varia de 25,41% a
26,85% entre as concentracdes de 1000 pg.mL™ a 2000 pg.mL™.

Segundo Szatmari et al. (2006), o modelo de tumor cerebral GL261
abriga as principais caracteristicas da maioria dos modelos de glioma.
Possuem crescimento invasivo, mas nao metastatico, uma alta taxa de
captacdo do tumor (onde o tempo de sobrevivéncia depende do numero de
células tumorais), ele carrega mutacbes p53 e K-ras. O GL261 tem uma
expressdo elevada de MHCI basal e também expressa baixos niveis de RNA
B7-1 e B7-2, que podem ser responsaveis pela imunogenicidade das células.
Este modelo pode ser usado eficientemente para investigar os efeitos
antitumorais de varias modalidades terapéuticas, mas a imunogenicidade

moderada das células deve ser considerada ao avaliar os dados experimentais.
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Figura 4 - Gréficos de viabilidade das células de linhagem de glioblastoma de rato (GL261)
expostas a diferentes concentracdes por 48 e 72h dos extratos hidroalcodlicos da polpa (P) e

da semente (S). * Quanto maior o niUmero de asteriscos, mais alta a significancia.

Até o presente momento nao foram registrados estudos com relacdo a

acao antitumoral de extratos de polpa e de semente de Physalis pubescens
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sobre linhagens de células de glioma C6, linhagem celular de melanoma
murino (B16F10) e linhagem celular de glioblastoma de rato (GL261).

Segundo Garcia (2012), que avaliou efeitos citotoxidade dos extratos de
casca e polpa de tucuma sobre a cultura de células mononucleares de sangue
periférico (CSMP) pelo teste MTT , a concentracdo de 1000 pg.mL™*, em ambos
extratos, demostrou efeito antitumoral, onde as altas concentracdes testadas
podem estar relacionadas a niveis elevados de compostos antioxidantes, como
os polifendis e carotenoides encontrados no fruto. Os autores De La Lastra e
Villegas (2007) salientam que um composto antioxidante é um agente redox,
podendo em altas concentra¢des provocar aumento na peroxidacao lipidica ou
até mesmo danos no DNA.

Embora o0s compostos bioativos presentes na dieta atuem na
manutencdo da saude, € necessario reconhecer que o efeito protetor as
doencas crbnicas nao transmissiveis parece ndo se reproduzir pela sua
ingestédo isolada. Estudos clinicos, em que uma dieta foi suplementada com [3-
caroteno, vitamina C ou vitamina E, mostraram que essas substancias,
isoladas de matriz alimentar, ndo foram eficazes na diminuicdo de risco a
doengas cronicas ndo transmissiveis indicando que fatores como a
biodisponibilidade e a a¢do sinérgica desses compostos atuam nesse processo
(BASTOS et al.,2009).

Com base nos resultados obtidos em estudos anteriores, foi observado
que as sementes de Physalis pubescens apresentaram elevado teor de
compostos fenodlicos e de carotenoides. Estes compostos, aliado a possivel
presenca de acidos graxos insaturados, juntamente com o periodo de 72h
(maior tempo de acdo dos compostos antioxidantes sobre as células tumorais)

aumente a acao citotéxica do extrato.

7. Concluséo

Neste estudo, 0s extratos hidroalc6olicos de polpa e semente de
Physalis pubescens apresentaram moderada atividade contra as bactérias
Gram positivas Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. No entanto,
0S extratos da polpa e da semente apresentaram atividade antitumoral

significativa contra a linhagem celular de glioblastoma de rato (C6), linhagem
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celular de melanoma murino (B16F10) e o glioma GL261, destacando-se o
extrato da semente no periodo de 72h de incubacgdo. A falta de literatura
cientifica relevante limitou a capacidade de comparar resultados,
principalmente na atividade antitumoral dos extratos sobre os trés tipos de
células tumorais testadas. Através dos resultados obtidos justifica-se a
relevancia da pesquisa devido ao potencial antitumoral apresentado pelos
extratos da polpa e da semente de Physalis pubescens e incentiva busca a por
novos estudos promovendo melhor extracdo dos compostos com o objetivo de
obter maiores informacfes sobre as atividades antimicrobianas e biologicas

deste fruto, assim como promover testes em in vivo.
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6. Consideracdes finais

Devido a caréncia de estudos sobre a Physalis pubescens uma revisao
bibliografia foi desenvolvida, sendo disponibilizadas varias informacdes a
respeito das caracteristicas fisico quimicas e biolégicas desta PANC.
Verificou-se elevado teor de compostos bioativos (flavonoides, &c.
fendlicos e carotenoides) necessitando de estudos para a identificacao
isolada desses compostos presentes nos frutos de Physalis pubescens.
A atividade antibacteriana in vitro dos extratos P e S foram eficientes
contra as bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes), no entanto, se faz necessario a realizacdo de mais
estudos utilizando outros métodos e/ou outros solventes para a extracao
dos compostos antioxidantes visando maior acdo antimicrobiana

A atividade antitumoral in vitro foi eficiente em altas concentracdes dos
extratos sem efeito citotoxico em células ndo tumorais, além do mais,
tiveram efeito antitumoral sobre as linhagens tumorais cerebrais (glioma
C6 e GL 261) e melamona (B16F10), indicando possiveis estudos
terapéuticos com ensaios in vivo.

Os frutos de Physalis pubescens apresentaram elevada atividade
antioxidante devido a presenca de compostos bioativos, destacando o
teor de carotenoides e flavonoides, além disso, os efeitos biolégico
apresentados se devem a acao sinérgica dos compostos presentes nos

frutos.
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