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Resumo — As sementes de abdbora tém sido usadas na medicina alternativa
por possuirem acao antiparasitaria. Na agroindustria, essas sementes sao
descartadas como subprodutos, embora apresentem compostos bioativos
como tocoferol, acidos graxos (6leos édmega), carotenoides, aminoacidos e
cucurbitacina. Devido a estas propriedades, as sementes de cucurbitaceas
sdo fontes nutracéuticas promissoras para uso em tratamentos de infec¢des
por helmintos, bem como na alimentacdo humana para melhorar o
sistema imunoldgico. Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a
composicao quimica e os compostos funcionais de sementes de Cucurbita
maxima e C. moschata a fim de avaliar, em ensaios in vitro, o potencial de seu
extrato contra larvas de Strongyloides venezuelensis. O extrato de farinha
de sementes apresentou atividade antioxidante, provavelmente devido
a substancias bioativas e, apés 12 horas de tratamento com extratos de
sementes, houve aumento de larvas mortas com o aumento da concentragao,
nas duas variedades de abdboras estudadas. Os resultados dos extratos
demonstraram em testes in vitro agéo anti-helmintica contra o Strongyloides
venezuelensis, indicando a sua agéo vermifuga.

Termos para indexacao: Cucurbita maxima, C. moschata, Strongyloides
venezuelensis, DPPH, parasitas, helminto.
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Functional and nutraceutical properties of
cucurbit seeds

Abstract — Pumpkin seeds have been used in alternative medicine because
they have antiparasitic action. In agro-industry, these seeds are discarded as
by-products, although they present bioactive compounds such as tocopherol,
fatty acids (omega oils), carotenoids, amino acids and cucurbitacin. Due to
these properties, cucurbit seeds are promising nutraceutical sources for use
in helminth infections, as well as being used in human food to improve the
immune system. Thus, the objective of the present study was to determine the
chemical and functional composition of Cucurbita maxima and C. moschata
seeds in order to evaluate the potential of their extract against Strongyloides
venezuelensis larvae in vitro. Seed meal extract showed antioxidant activity,
and after 12 hours of treatment with seed extracts, there has been enhancing
in dead larvae with increasing concentration, in the two studied pumpkins’
cultivars studied. The results of the extracts showed in vitro tests anthelmintic
action against Strongyloides venezuelensis, indicating its vermifuge action.

Index terms: Cucurbita maxima, C. moschata, Strongyloides venezuelensis,
DPPH, parasites, helminth.
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Introducao

As abdboras, morangas, abobrinhas sédo hortalicas pertencentes a familia
Cucurbitaceae do género Cucurbita, nativa das Américas. Essas plantas
sdo cultivadas em grande escala em regides tropicais principalmente no
Brasil, onde sdo muito utilizadas na dieta da populagédo, quando na fase
madura (Naves et al., 2010). Suas sementes tém sido utilizadas na medicina
tradicional em muitos paises, como China, lugoslavia, Argentina, india,
México e Brasil.

As sementes de abdboras e morangas apresentam compostos bioativos
como lipideos, proteinas, polissacarideos, fitoesterdis, vitaminas e minerais.
Sao excelentes fontes de acidos graxos poli-insaturados como os acidos
oleico, linoleico e estearico (Seo et al., 2015). Recentemente, elas tém
recebido atengdo por apresentarem beneficios a saude humana, por seu
efeito antimicrobiano, hipoglicémico, anticancerigeno, antioxidante, anti-
inflamatdrio e por sua acéo vermifuga, cujo conhecimento remonta ha muitos
anos (Matthewsa et al., 2016). Trabalhos recentes confirmam essa atividade
nutracéutica (Wang et al., 2017).

Além de suas atividades bioldgicas, seu uso como ingrediente em
preparagdes alimenticias pode ajudar na redugéo dos custos de produgéo,
por ser considerado um subproduto da agroindustria que, usualmente, é
descartado ou usado como ragcdo animal. Na culinaria, as sementes de
cucurbitaceas sdo consumidas na forma de aperitivos apds secagem ou
na forma de farinha, para preparagao de paes e bolos. Como vermifugo,
costuma-se utilizar as sementes descascadas trituradas com ou sem
adicdo de agucares. Mais recentemente, os 6leos das cucurbitaceas
tém sido comercializados encapsulados para uso como suplemento
alimentar. Estudos demonstram que os lipideos extraidos das sementes
de cucurbitaceas apresentam efeito em apoptose de células tumorais da
bexiga e préstata (Nishimura et al., 2014).

Apesar do seu uso popular como vermifugo, poucos estudos foram realizados
para determinacdo do seu efeito anti parasitario em testes in vitro e in vivo.
Alguns testes anti-helminticos e toxicoldgicos da farinha de semente de
moranga foram realizados em ratos, que mostraram efeito fitoquimico dos
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compostos presentes e sem indugao de toxicidade aguda, sugerindo o seu
uso com segurancga no tratamento de pacientes (Cruz et al., 2006). Outros
estudos também mostraram que a semente de abdbora foi utilizada com
sucesso como anti-helmintico por muitos povos de indigenas (Fujimoto et al.,
2012).

As alternativas terapéuticas para controle de parasitoses tém sido de grande
relevancia em diversas pesquisas, indicando a reducédo e controle dessas
doencas. Dessas enfermidades a estrongiloidiase tem sido constantemente
estudada para padronizar novas modalidades de fitoterapias pelo fato desse
parasito apresentar resisténcia aos vermifugos atualmente (Nicoletti et al.,
2007; Almeida et al., 2007).

A forma parasitaria reprodutiva do S. stercoralis € a fémea partenogenética
que produz larvas, € no meio ambiente origina machos e fémeas de vida
livre. As fémeas de vida livre ovipdem ovos larvados e originam uma geragao
de larvas (Rey et al., 2010). A infecgdo do hospedeiro se da pela penetragao
ativa das larvas filarioides triploides (L3) pela pele, mucosa oral ou esofagica.

Dados da literatura demonstram que a espécie Strongyloides venezuelensis
tem sido utilizado para padronizar novas técnicas imunolégicas e terapéuticas,
com a finalidade de aperfeigoar o diagnostico da estrongiloidose humana
(Braga et al., 2011). Desta forma e considerando os aspectos apresentados,
nessa pesquisa o objetivo foi caracterizar os compostos funcionais das
sementes de cucurbitaceas e verificar o efeito de sementes de cucurbitaceas
sobre a evolugao da estrongiloidiase em testes in vitro.

Material e Métodos

Producido das cucurbitaceas

As amostras de sementes foram extraidas das morangas (C. maxima) e
aboboras (C. moschata). Estas cucurbitaceas foram cultivadas no campo
experimental da Embrapa Hortaligas.



Propriedades funcionais e nutracéuticas de sementes de cucurbitaceas 13

Composigao centesimal

Foram realizadas nas amostras de sementes as analises de umidade,
proteinas, lipideos, carboidratos e minerais, conforme técnicas descritas pela
Association of Official Analytical Chemistry (2005).

Producéo farinha de semente de abébora e extratos

As sementes de abdbora foram lavadas e secadas em estufa ventilada a 40 °C
por 18 h, armazenadas em camaras refrigeradas a 4 °C. Posteriormente, as
amostras foram trituradas em liquidificador e peneiradas de modo a obter a
farinha.

e Extrato aquoso: O extrato aquoso foi preparado pesando a farinha da
semente de C. maxima e C. moschata e dissolvendo em &agua destilada
variando concentragdes de 0 a 33,3 % (p/v), cujas solugdes foram usadas nos
tratamentos dos testes in vitro com Strongyloides venezuelensis (Cerqueira
et al., 2008).

o Extracdo de o6leo: As sementes, apds secagem, foram trituradas. Em
seguida, cerca de 30 g de amostras foram submetidas a extragdo com éter
de petroleo a 50 °C, usando o Soxhlet. Apds 5 horas de extragao, o éter de
petréleo foi removido através do rotaevaporador, a 40 °C. As amostras foram
acondicionadas em frascos ambar com rosca e armazenadas ao abrigo de
luz, a temperatura ambiente até a realizacdo das analises quimicas e fisicas,
descritas no item abaixo.

Determinacgao e avaliagao de compostos bioativos:
Carotenoides

A extragdo dos carotenoides foi realizada de acordo com a metodologia de
Maldonade et al. (2012). Amostra de 15 g de semente foi triturada e extraida
com 100 mL de acetona. Ap¢s filtragao, foi realizada a particao liquida-liquida
com éter de petréleo com sucessivas lavagens com agua destilada. A fase
etérea foi coletada e saponificada com KOH metandlica (10% p/v) ao abrigo
de luz por 16 horas com adi¢ao de antioxidante. Em seguida, fez-se lavagem
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com agua destilada até o pH da solugao ficar neutro. Completou-se o volume
com éter de petréleo e a absorbancia foi medida a 450 nm.

Analise de compostos fendlicos

A determinacao dos compostos fendlicos foi realizada segundo a metodologia
modificada por Maldonade et al. (2013). Os compostos fendlicos foram
extraidos pesando 2,0 g de amostra e diluindo em 100 mL de etanol
70% (v/v), agitados e centrifugados a 3,000 x g por 5 minutos. Amostras
dos sobrenadantes de 0,50 mL foram adicionados em tubos de ensaios
contendo 2,5 mL de solugéo aquosa de carbonato de sodio (2%, p/v) e 2,5
mL de reagente Folin-Ciocalteau (1:10 v/v). Ap6s 30 minutos de reagdo em
temperatura ambiente, fez-se a leitura no espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 760 nm. Para calcular a concentragao de fendis foi utilizada uma
curva com acido galico como padrao de referéncia de acido fendlico.

Avaliagao da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante do 6leo de semente de cucurbitacea foi avaliada
quanto a sua capacidade de sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) segundo Bondet et al. (1997), com modificagcdes. Os extratos das
amostras foram preparados pesando 0,4 g de 6leo, que foi diluido em
100 mL de etanol 70% (v/v). Apds 30 minutos de agitacéo, foram retiradas
aliquotas de 0,50 mL e adicionada em 4 mL de uma solugdo de DPPH em
tubo de ensaio com tampa de rosca submetidos a agitacdo. Em seguida, os
tubos das amostras foram mantidos a temperatura ambiente em auséncia
de luz por 30 min. Apds este periodo de tempo, foram realizadas leituras
de absorbancia em espectrofotdbmetro a 515 nm, utilizando uma solugdo em
branco. A atividade sequestradora de radicais livres, em relagédo ao DPPH,
das amostras foi expressa em termos da porcentagem de inibi¢do, conforme
equacao descrita abaixo:

1% = 100 x (1 - ABS,, / ABS,)

onde: ABS e ABS,, séo as absorbancias referentes as concentragbes de
DPPH na amostra controle (t = 0) e na amostra apos a reagdo de 30 min,
respectivamente.
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Tratamento das larvas de S. venezuelensis com os extratos aquosos

Para verificar a agao in vitro dos compostos da semente de abdbora, 200
larvas infectantes (L3) de S. venezuelensis foram diluidas em 900 uL de
solugdo de sacarose em tubo Eppendorf. Os extratos das sementes de
abdboras foram diluidos nas diferentes concentragdes (%, v/v): 0, 5, 15, 20,
e 25 e adicionados em tubos Eppendorf, completando um volume final de 1
mL para cada diluicdo. De cada concentracdo dos fitoterapicos, 100 uL da
solugédo contendo as larvas foram adicionadas a cada tubo de Eppendorf,
homogeneizadas e deixadas em repouso por 72 horas a 28 °C. Findo esse
tempo, a motilidade das larvas foi avaliada, utilizando microscopio 6ptico com
objetivas de 10x, 20x e 40x (Machado et al., 2011). Como controle positivo
dos tratamentos com os fitoterapicos utilizou-se dexametasona, enquanto
que para controle negativo foi usado a ivermectina, conforme metodologia
de Machado et al. (2011). Dexametasona foi usado como controle positivo
pelo fato de prolongar o tempo de vida dos parasitos no meio de cultura.
Ivermectina foi usado como controle negativo por ser um vermifugo efetivo
para eliminacao de larvas de Strongyloides.

Analise estatistica

Os resultados experimentais dos parametros avaliados foram submetidos a
andlise da variancia (ANOVA), sendo as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro com o auxilio do programa
STATISTICA V. 7.0.

Resultados e discussao

As composicdes centesimais médias das sementes de cucurbitaceas
estdo apresentadas na Tabela 1. As sementes de abodboras séo ricas em
proteinas e lipideos, com baixa umidade. Podem ser consideradas como
fontes de proteinas por possuirem teores acima de 30% (p/p). Geralmente,
estas sementes sdo consideradas residuos agroindustriais, apesar de terem
compostos nutricionais de alto valor, como os tocoferdis (vitamina E), 6émegas
(acidos graxos) e carotenoides (Naves et al., 2010). Deste modo, podem ser
utilizadas para elaborag&o de outros produtos industrializados, inclusive para
extracdo de 6leos vegetais.
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Tabela 1. Composicao centesimal (média) de sementes de cucurbitaceas.

Dados obtidos no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa Hortalicas

Sementes de Proteina | Lipideo | Umidade | Cinzas Carboidratos

cucurbitaceas (%) () (%) (%) (%)
C. maxima 35,29 34,65 5,46 3,80 21,11
C. moschata 35,94 30,98 5,29 4,04 23,7

Os valores de compostos fendlicos totais determinados neste trabalho (Tabela
2) em sementes de C. maxima (3,87 mg Eq.AG/g) e C. moschata (4,17 mg
Eq.AG/g) ndo apresentaram diferenca significativa, porém encontram-se na
mesma faixa de concentragéo (2,49-5,34 mg/g) dos resultados determinados
por Del-Vechio et al. (2005). Provavelmente, esses resultados se devem as
diferengas genéticas das cultivares, assim como das condi¢des extrinsecas de
cultivo e pela metodologia empregada de analise. Os compostos fendlicos sao
metabdlitos secundarios de planta, importantes para o seu crescimento. Essas
substancias tém grande diversidade, compostas por substancias que possuem
pelo menos uma hidroxila ligada a um anel benzénico. Recentemente, devido
ao seu poder antioxidante, tém recebido crescente interesse por capturar os
radicais livres. Com relagdo ao seu poder antioxidante, a porcentagem de
inibicdo, em relagédo ao acido fendlico, determinada da semente de C. maxima
foi ligeiramente superior ao valor obtido da C. moschata. Deve-se ressaltar
que as atividades antioxidantes estao relacionadas a varios componentes da
composigao quimica e bioquimica dos vegetais, principalmente, como: vitamina
E, vitamina A, diferentes tipos de acidos graxos, compostos fenolicos.

Tabela 2. Determinagao de carotenoides totais, compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante (AA).

Dados obtidos no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Embrapa Hortalicas

Carotenoides totais | Compostos fenélicos totais | Inibigao AA

Amostra (mg/100 g) (mg Eq.AG /100 g)
C. maxima 0,14 £ 0,06 3,87 £ 0,85° 26,19 + 0,57
C.moschata 0,28 +0,07° 4,17 £0,07° 23,83 £0,89°

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Os valores determinados de carotenoides totais nas amostras de sementes
de cucurbitaceas, determinados apds saponificagcéo, foram de 0,14 mg/100 g
para C. maxima e o dobro (0,28 mg/100g) foi verificado para C. moschata. As
aboboras sao ricas em carotenos, destacando-se o B-caroteno e a luteina.
Entretanto, os teores de carotenoides totais encontrados nas sementes
possuem teores inferiores aos encontrados nas polpas (2,12 mg/100 g)
segundo Rodriguez-Amaya et al. (2008). E importante lembrar que os efeitos
benéficos a saude podem ter o seu potencial aumentado quando presentes
concomitantemente, como o sinergismo entre [3-caroteno e os tocoferdis
(Vitamina E), que aumentam a protecgéo celular devido ao efeito antioxidante.
Os carotenoides sdo compostos lipossolluveis responsaveis pela coloragao
de vegetais e flores, formados por unidades de isoprenoides, cujas duplas
conjugadas conferem as atividades antioxidantes e responsaveis pela
absorcao de energia fotossintética.

Acao vermifuga em testes in vitro

As sementes de moranga, principalmente, sdo utilizadas como vermifugo
natural em medicina caseira, sendo uma alternativa para o tratamento de
parasitas humanos. Entretanto, faltam informagdes cientificas sobre sua
eficacia devido a dificuldade da realizagdo dos testes, como a necessidade
de se ter autorizagdo para cultivo de parasitas, a fim de realizar os testes in
vitro. Neste estudo, foram utilizadas larvas de Strongyloides venezuelensis
como indicador de helminto. As larvas foram cultivadas in vitro, com posterior
adicao dos extratos obtidos das sementes, assim como os controles positivos,
negativos e agua filtrada. Através das Figuras 1 e 2 pode-se observar que
com o aumento das concentracdes dos extratos aquosos das sementes de
cucurbitaceas houve uma redugéo no numero de larvas vivas, tanto para a C.
moschata quanto para os extratos de C. maxima. Estes resultados estao de
acordo com os relatos de consumo de sementes de abdboras para eliminar
enteroparasitas, indicando efeito anti-helmintico (Matthewsa et al., 2016).
Entretanto, estudos cientificos em testes in vivo devem ser realizados para
a verificagdo da dose letal e, principalmente, em relagao a possiveis efeitos
toxicologicos e histologicos.
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C. moschata
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Figura 1. Efeito vermifugo do extrato de semente (%) de C. moschata sobre a
sobrevivéncia das larvas durante o periodo de 48h.
Fonte: Eleuza Rodrigues Machado.
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Figura 2. Efeito vermifugo do extrato de semente (%) de C. maxima sobre a
sobrevivéncia das larvas durante o periodo de 48h.

Fonte: Eleuza Rodrigues Machado
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Conclusao

As sementes de cucurbitaceas sao ricas em proteinas e lipideos e podem ser
usadas na alimentagdo como ingrediente. Possuem compostos funcionais
como os carotenoides e compostos fendlicos, que sado substancias
importantes para a manutengdo das células, devido as propriedades
vitaminicas e antioxidantes. Os resultados dos extratos demonstraram em
testes in vitro acédo anti-helmintica contra o Strongyloides venezuelensis,
sugerindo o seu uso como vermifugo. Entretanto, mais estudos cientificos
devem ser realizados para determinagdo da concentragao das sementes de
cucurbitaceas para obter DL50 em estudos in vivo.
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