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“‘Desejo que os homens recuperem o equilibrio
entre os elementos,
E sejam mais veementes, incapazes de mentir,
Como o fogo.
Desejo que sejam fieis as proprias oscilagdes,
Como é a agua,
Que passa por todos os estagios — sdlido, liquido e
gasoso —
Sem perder a cabecga’.

D.H Lawrence, Elemental (1929)
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A diversidade da flora nacional & fonte de uma variedade consideravel de
componentes fitoquimicos com bioatividade diversificada. No Brasil sdo registrados,
desde o periodo colonial, os beneficios terapéuticos das plantas medicinais. O uso
deste conhecimento secular tem como base o empirismo popular, ligado a uma
transmissao oral entre geragdes, contribuindo de forma positiva com a divulgacéo
dos efeitos curativos das plantas. Portanto as folhas, caule e raizes sédo fontes,
popularmente conhecidas de substancias com potenciais terapéuticos. A exemplo
pode-se citar a espécie Jatropha mollissima (Euphorbiaceae), conhecida no nordeste
brasileiro como pinhdo-bravo ou pinh&o-de-purga, usada na medicina popular como
anti-inflamatoria, antiofidica e antimicrobiana. Portanto, esse trabalho tem como
objetivo a identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios e avaliar
as atividades antioxidantes e citogenotoxicas das fragcdes Hexanica (HE), Acetato de
Etila (AE) e Metandlica (ME) do extrato etandlico das folhas da J. mollissima. Apés a
producdo do extrato bruto das folhas, realizada por extragcdo exaustiva a frio em
etanol absoluto, durante 72 horas, foram realizadas as particdes do extrato, segundo
as polaridades crescentes dos solventes usados, a fim de obter as fracdes: HE, AE e
ME. As atividades antioxidantes das fracbes foram determinadas pelo sequestro e
eliminacdo do radical DPPH’ e pelo ensaio ABTS™. O método de Folin-Ciocalteu foi
usado para analisar o teor de fenois totais e o efeito citogenotoéxico foi avaliado pelo
bioensaio Allium cepa. Sementes de cebola foram germinadas em placa de Petri,
apos atingir 2 cm foram transferidas para diferentes concentracdes (0,01; 0,1; 1 e 10
mg/mL) das fragbes em estudo. O Metil-Metano-Sulfonato 10 mg/L (MMS) foi
utilizado como controle positivo e DMSO 1% como controle negativo. Apés 24h de
exposicdo, as raizes foram fixadas em Carnoy. A citogenotoxicidade foi avaliada
pela contagem, em microscopio de luz (400 x), de 5.000 células meristematicas (500
células/lamina). Analises fitoquimicas revelaram a presencga de triterpenos no HE,
gue também foram observados em conjunto com flavondides no AE. Saponinas,

catequinas, fendis, taninos, flavondides, flavonas, flavonéis e xantonas foram



encontradas no ME. O teor de fendis totais mostrou que as fracdes sao possuidoras
de compostos fendlicos em diferentes quantidades, onde ME e HE possuem,
respectivamente, o maior e menor valor. A ordem crescente da atividade
antioxidante coincide com a polaridade molecular dos solventes usados para
obtencado das fragbes pesquisadas. HE, AE e ME estdo na ordem encontradas de
eficacia na redugdo dos radicais DPPH" e ABTS™. As diluicBes testadas, exceto nas
duas menores de ME, demonstraram significativo potencial citotoxico, enquanto os
efeitos mutagénico e genotéxico foram observados apenas nas duas maiores

concentracdes de ME.
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ABSTRACT

DIAS, W.L.F. Phytochemical profile, antioxidant and cytotoxotoxic
activity of Jatropha mollissima (Pohl) Baill. 2018. 47 p. Dissertation
(Master in Chemistry) - State University of Piaui. Teresina.

National flora diversity is a source of a considerable variety on phytochemical
components with a diversified bioactivity. In Brazil, the therapeutic benefits of
medicinal plants have been registered since the colonial period. The use of this
secular knowledge is based on popular empiricism, related to an oral transmission
between generations, contributing positively to the dissemination of the plants'
curative effects. Therefore, leaves, stems and roots are popular sources of
substances with therapeutic potentials. For example, there are the pine Jatropha
mollissima (Euphorbiaceae) species, known in northeast Brazil as “pinh&o bravo” or
‘pinh&do-de-purga”, used in popular traditional medicine as antiofidic, anti-
inflammatory and antimicrobial. Therefore, the objective of this work is to identify the
main classes of secondary metabolites and to evaluate the antioxidant and
cytogenotoxic activities of the Hexanic (HE), Ethyl Acetate (EA) and Metanolic (ME)
fractions of the Jatropha mollissima leaves extracts. After producing the crude extract
from the leaves by cold exhaustion in absolute ethanol for 72 hours, the extract was
partitioned according to the increasing solvents polarities used, in order to obtain the
HE, EA and ME fractions. The antioxidant activities of these fractions were
determined by DPPH’ free radical scavenging and the ABTS™ assay. The total
phenolic content of the extract was determined by the Folin—Ciocalteu method, and
the cytogenotoxic effects was evaluated by the Allium Cepa bioassay. Onion seeds
were germinated in Petri plate. After reaching 2 cm they were transferred to different
concentrations (0,01, 0,1, 1 and 10 mg/mL) of the fractions under this study. Methyl
Methane Sulfonate 10 mg/L (MMS) was used as a positive control and 1% DMSO as
a negative control. After 24h of exposure, the roots were fixed in Carnoy's solution.
The cytogenotoxicity activity was evaluated by counting of 5,000 meristematic cells
(500 cells/slide), using a light microscope (400 x). Phytochemical analyses revealed
the presence of triterpenes in the HE, which were also observed in conjunction with
flavonoids in the EA. Saponins, catechins, phenols, tannins, flavonoids, flavones,

flavonols and xanthones were present in the ME. The total phenol content showed



that the fractions have phenolic compounds in different quantities, where ME and HE
have the highest and lowest values, respectively. The increasing order of the
antioxidant activity coincides with the molecular polarity of the solvents used to obtain
the fractions studied. HE, EA and ME are in the effectiveness order in reducing the
DPPH' and ABTS™ radicals. The dilutions tested, except in the two smaller ME,
demonstrated significant cytotoxic potential, while the mutagenic and genotoxic

effects were observed only in the two highest concentrations of ME.

Keywords: Bioactivity, Allium cepa, Pinhdo-bravo
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Capitulo 1
INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

A rica diversidade da flora nacional & fonte de uma variedade consideravel de
componentes quimicos de atividades biolégicas diversas®. No Brasil os beneficios
medicinais das plantas e 0 seu uso terapéutico sao registrados na historia colonial
do pais®. O uso deste conhecimento tem como base o empirismo popular nacional
gue esta ligado a uma transmissédo oral entre geracdes, que contribuem de forma
positiva com a divulgacdo dos efeitos terapéuticos da flora®. Portanto, folhas, caules
e raizes sdo por seéculos fontes conhecidas de substéncias potencialmente
farmacoldgicas®.

Em paises em desenvolvimento a tradicdo no uso dos vegetais nas curas de
males humanos ¢é realizada como alternativa econdmica aos medicamentos
alopaticos, jA nos paises desenvolvidos o uso dos fitoterapicos sdo ditados pelo
modismo do consumo de produtos naturais. Produzindo assim, a falsa ideia da
inexisténcia de efeitos nocivos a satde humana®.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e RDC (Resolucédo da
diretoria colegiada) n° 48, de 16 de marco de 2004, classificam o medicamento
fitoterdpico como aquele produzido exclusivamente com fitoquimicos ativos.
Pesquisas cientificas com o objetivo de identificar substancias quimicas produzidas
pelas plantas ainda constituem um vasto campo de investigagédo pouco explorado®.

Plantas medicinais, preparacdes fitofarmacéuticas e produtos naturais
produzem juntos um mercado mundial com movimento em bilhdes de délares’. Por
nao se ter dados oficiais atualizados sobre o mercado nacional de fitoterapicos,
estima-se em torno de 544 milhdes de reais 0 movimento anual®. Apesar dos paises
em desenvolvimento, como o Brasil, possuirem, aproximadamente, um terco da flora
mundial € em nacdes desenvolvidas como USA, Japéo e Europa que mais se produz

e comercializa produtos naturais. Por questbes econbmicas a industria de produtos
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naturais brasileira teve uma retracdo na producédo entre 2009 e 2015, com o

fechamento de 15% das empresas do ramo de plantas medicinais e fitoterapicos®.
Um fator importante para o0 sucesso na procura de produtos naturais mundial

€ a efichcia comprovada dos metabodlicos secundarios biossintetizados pelo

vegetal™®

, a exemplo da classe dos alcaloides usados como estimulantes, narcoticos
e venenos™. Outra classe de fitoquimico de uso terapéutico comum sdo 0s
terpenoides, empregados como antidepressivos, anticonvulsivos e sedativos®?.
Considerado como um dos maiores grupos entre 0os metabolicos secundarios, os
flavonoides possuem funcgBes diversificadas nas plantas, desde pigmentacdo a
protecdo contra oxidacdo'®. Para a indUstria farmacéutica este grupo demonstra ter

acao terapéutica no sistema imunoldgico, circulatério, cardiovascular e nervoso™.

1.2 A Familia Euphorbiaceae

Dentre as Angiospermas da ordem Malpighiales, a familia Euphorbiaceae é
uma das mais diversificadas e complexas'® e possui mais de 300 géneros e supera
as 8000 espécies'®. Familia de plantas dicotiledéneas consideradas de importancia
econdmica, apresentam flores diclinas e fruto geralmente capsular’. S&o
herbaceas, arbdreas e arbustivas’®, a maioria é venenosa e possui efeitos
alucinégenos®. Os géneros Acalypha, Croton, Euphorbia, Macaranga, Jatropha,
Phyllanthus e Mallotu apresentam producdo de um latex téxico?®. Dentre os
diferentes géneros, Jatropha é o maior causador de intoxicacdo em humanos?, a
exemplo da espécie Jatropha curcas L. que causa irritacdo na mucosa oral, vémito,
mal-estar, diarreia, dor abdominal e dispneia, por contato ou ingestdo de folhas ou
frutos™.

No Brasil ocorrem cerca de 1.000 espécies da familia Euphorbiaceae em 63
géneros distribuidas em todos os diferentes tipos de vegetacdo como cerrado,
caatinga, florestas e campo rupestres. S6 no estado da Bahia sdo encontrados 40
géneros e 260 espécies®.

No pais, a familia possui uma diversidade de plantas de interesse econémico
a exemplo da mandioca (Manihot esculenta Crantz), usada na alimentacdo humana
como fonte de carboidrato; a mamona (Ricinus communis L.) e seringueira (Hevea
brasiliensis) fontes de biodiesel e borracha natural, respectivamente®*%*. O pinh&o-

manso (J. curcas L.) devido a rusticidade da espécie tem sido utilizado na
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recuperacdo de areas degradadas®. As espécies Croton L., Cnidoscolus Pohl. e
Jatropha L sdo marcadoras de ecossistemas secos como a caatinga, enquanto a

Alchornea Sw. aparece em matas ciliares e campos rupestres®®.

1.3 O Género Jatropha

Pertencente a subfamilia Crotonoideae, tribo Jatropheae, o género Jatropha L
encontra-se nos subgéneros: Jatropha, com uma distribuicAo geografica mais
abrangente, com espécies encontradas na Africa, india, América do Sul, Antilhas,
América Central e Caribe e subgénero Curcas encontrado em regides desérticas do
Saara, Arizona e Texas, excecao a espécie J. curcas que € encontrada no México e
regides adjacentes®®. Apesar de encontradas em regifes extratropicais, as espécies
de Jatropha tem distribuicdo predominantemente em regides secas?’. Com cerca de
170 espécies, o género Jatropha tem se destacado como fitoterapico na medicina
popular e ornamentacdo. O cultivo para fins da horticultura, bem como
ornamentacfes de jardins tropicais € facilitado pela facil propagacdo de suas
sementes?.

Na Africa, além do uso medicinal a exemplo do 6leo das sementes da J.
curcas usados como purgativo, a populacdo usa como cercas-vivas as espécies: J.
gossypiifolia L., J. curcas L. e J. multifida L. No Brasil, além destas espécies citadas
€ comum encontrar J. mutabilis e J. ribifolia, que sdo comercializadas com fins
terapéuticos?®.

Pesquisas anteriores com Jatropha, ja identificaram efeitos raticida,
antiofidico®, mitogénico, antibiético, pré-inflamatério e antioxidante®. O caule e a
raiz da J. gossypifolia possuem acdes citotoxica e anticancerigena®!. Um conhecido
larvicida o Cabraleadiol, um triterpeno, foi primeiramente isolado no género®. Do
Oleo das sementes das espécies J. podagrica, J. multifida, J. curcas e J. gossypifolia
ja foram isolados ésteres diterpenos de caréter irritantes®°. Estudos recentes com o
Oleo da semente de J. mollissima, demonstraram potencial para uso como

I'®, lubrificantes, sabdes, tinta e também como purgante veterinario®.

biocombustive
Na espécie J. curcas foram encontrados os peptideos: jatrophidin, com acéo
antifingica e a curcaciclina com propriedade antimalarica. Por possuir um alto
conteudo proteico nutricional, espécies do género tém sido usadas também na

alimentacado de ruminantes e peixes**.
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1.4 Jatropha mollissima (Pohl) Baill

7

A espécie J. mollissima é conhecida popularmente no nordeste brasileiro
como, pinhdo-bravo ou pinh&o-de-purga (Figura 1.1). A planta € perene e pode
serencontrada nas regifes centro-oeste, nordeste e sudeste do pais®*. No Nordeste
s6 ndo é encontrada no estado do Maranh&o?. A espécie é arbustiva com 2,0 & 3,0
m de comprimento, possui caule lenhoso, produtores de latex avermelhado. A
espécie possui trés sementes dentro de um fruto capsulado, com deiscéncia
explosiva, folhas com peciolos cilindricos e laminas pentalobadas. As Inflorescéncias
sdo em corimbos, terminais, bracteados e nectariferas®.Flores masculinas,
unissexuadas, pedunculadas e com 5 pétalas, de coloracdo vermelho-alaranjada
gue ao envelhecerem ficam amarelas ou brancas. O androceu é protegido pelos
estames de anteras volumosas, 0 ovario volumoso encontra-se dividido em 3
l6culos®.Como planta medicinal, a espécie apresenta potencial uso tanto em
humanos como na agropecuaria. Atividade antibacteriana no latex ja foi relatada
para Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella typhimuriu®. O
extrato aquoso do caule apresentou efeito anti-helmintico eficaz sobre o nematédeo
Haemonchus contortus, importante parasita de pequenos ruminantes,
gastrintestinais hematofagos cujos efeitos nos hospedeiros dependendo da idade,
grau de resisténcia e nutricdo, causam perda de peso, anemia e em alguns casos a
morte®’. O extrato das folhas apresentou potencial uso como coadjuvante no
tratamento de picadas de cobra Bothrops erythromelas e B. jararaca, ressaltando a
inibicdo da inflamac&o e hemorragia®.

Além do uso direto no tratamento de enfermidades, os extratos aquoso das
folnas de pinhdo bravo apresentam também atividade larvicida contra Aedes
aegypti’® e moluscicida contra Biomphalaria glabrata, agentes importantes na

transmissédo da dengue e esquistossomose, respectivamente™°.
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Figura 1.1. Jatropha mollissima: a) Planta adulta; b) Folhas; c) Flores; d) Fruto.
Fonte: préprio autor.

As atividades biologicas dos extratos de plantas medicinais sdo em geral
atribuidas a composicdo quimica dos mesmos, sobretudo relacionada com a
presenca de metabdlitos secundarios especificos. A maior parte dos estudos
fitoquimicos de J. mollissima limitam-se a preparagdes aquosas. Ja foi relatada a
presenga de saponinas, compostos fendlicos e flavonoides, sendo estes indicados
como componente majoritario das folhas'. Na analise do 6leo de J. mollissima foi
encontrado acido palmitico, acido oleico e acido linoleico®’. Em extratos alcodlicos,
observa-se a presenca de cumarinas, taninos, flavonoides (flavanois, flavanonas),
alcaloides e esteroides e elevada atividade antioxidante** *'.

Devido a seu potencial uso, estudos de avaliagdo da toxicidade de

preparagdes e extratos de J. mollissima tém sido realizados. O teste de toxicidade
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do extrato etandlico do caule para nauplios de Artemia salina revelou ser toxico
mesmo em baixas concentracdes (0,66 mg/mL)*. Ja o extrato etandlico das folhas
foi genotoxico em diferentes concentragdes (0,01 e 0,1 mg/mL e 100 mg/mL) e
mutagénico para 0,01 e 10 mg/mL no bioensaio Allium cepa*’. Usando as mesmas
concentragdes e bioensaio, agora com o extrato foliar aquoso, citogenotoxidade n&o
foi observada'®.

Utilizado o teste para deteccdo de mutagcdo e recombinagdo somatica
(SMART) em Drosophila melanogaster, o extrato etandlico das folhas n&o foi
mutagénico para as concentragcbes estudadas, sendo assim considerado um
possivel bioinseticida no combate ao A. aegypti*’.

Os trabalhos publicados com as folhas da J. mollissima, referentes a
prospeccgao fitoquimica, encontram-se limitados aos extratos etandlico e aquoso.
Sendo assim se faz necessaria a realizacdo de estudos mais especificos em fragdes

destes e de outros extratos usando solventes com diferentes polaridades.

1.5 Bioensaio Allium cepa

Variados ensaios biolégicos sao utilizados com a finalidade de avaliar o
potencial toxicoldgico de extratos ou substancias em relagdo ao tempo de exposigao
a um agente toxico a fim de produzir diferentes efeitos sobre os organismos**,

Dentre esses, o teste do A. cepa (cebola) foi introduzido originalmente em
1938 por Levan45, desde entado, é frequentemente usado em ensaios toxicolégicos,
com o objetivo de analisar altera¢gdes macroscopicas no formato e tamanho da raiz e
em aspectos microscopicos como alteracdes na divisdo das células meristematicas
radiculares, e ocorréncia de aberracdes cromossémicas*®. O ensaio consiste na
exposicdo dos organismos-teste a diferentes concentragbes provenientes de
substancia pura ou mistura durante um periodo pré-determinado”.

As células radiculares meristematicas apresentam caracteristicas que as
tornam adequadas para estudos citogenéticos*®, como: células grandes com
reduzido tempo de proliferagédo, numerosas divisbes e poucos cromossomos (2n =
16)49. Pesquisas anteriores usando este teste corroboram com sua utilizagdo na

avaliacao de extratos e infusdes de plantas medicinais®®. O programa internacional
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de segurancga quimica (IPCS, WHO) e o Programa ambiental das nagbes unidas
(UNEP), validam o teste A. cepa como um bioensaio confiavel para este propésit051.

Efeitos genotéxicos e/ou mutagénicos causados pela acdo de um ou mais
componentes existentes no extrato vegetal podem ser avaliados através da inibicao
da divisdo celular’®>. A genotoxicidade é analisada mediante as alteracdes
cromossOmicas encontradas nas células meristematicas. Tais alteragcdes séao
resultantes de efeitos clastogénicos (fragmentos cromossémicos, pontes
cromossOmicas e outras alteragcbes) ou efeitos aneugénicos (aderéncias
cromossOmicas, perdas cromossémicas, células binucleadas, C-metafases, dentre
outras). Os micronucleos podem ter origem tanto nos efeitos aneugénicos com
clastogénicos®® (Figura 1.2). A frequéncia com que ocorrem as divisdes celulares é
medida pelo indice mitético, enquanto os micronucleos, no interior das células

meristematicas sdo indicativos de mutagenicidade®’.
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Figura 1.2 Células meristematicas de A. cepa. a) Intérfase; a1) Micronucleo (seta),
a2) Broto nuclear (seta), b) Profase, b1) Préfase com micronucleo (seta), b2) Profase
com um broto nuclear (seta), c) metafase, c1) metafase com aderéncia
cromossémica, c2) metafase com Poliploide, c3) C-metafase, d) anafase, d1) e d2)
Anafase com perda cromossOmica (seta), d3) Anafase com uma ponte
cromossémica, e) teléfase, el)Teldfase com ruptura cromossomica (seta), e2)
Teléfase com ponte cromossémica, e3) Teléfase com quebra cromossdmica (seta)®.
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Nesse contexto, dada a importancia da J. mollissima no cenério das plantas
medicinais brasileiras e 0s escassos estudos cientificos acerca de sua composi¢ao

fitoquimica e citogenotoxicidade é que o objetivo deste estudo foi realizar a
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prospeccéo fitoquimica, citogenotoxica e avaliar potencial antioxidativo das frages
hexanica, acetato de etila e metandlica do extrato foliar da espécie.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo Geral

Identificar as principais classes de metabdlicos secundarios e avaliar as
atividades antioxidantes, a citotoxidade e genotoxicidade das fracdes Hexanica,

Acetato de etila e Metandlica do extrato etanodlico das folhas da J. mollissima.

1.6.2 Objetivos Especificos

e Identificar os principais metabdlitos secundarios presentes nas fragdes
Hexanica (HE), Acetato de etila (AE) e Metandlica (ME) do extrato etandlico
das folhas da Jatropha;

e Quantificar o teor de fendis totais das fracdes HE, AE e ME;

e Analisar pelos métodos de DPPH" e ABTS™ a capacidade antioxidativa das
fracoes;

e Avaliar os efeitos citotoxicos e genotéxico das fracdes estudadas em células

meristematicas de A. cepa.
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Metodologia Experimental

2.1 Coleta e Identificacdo do Material Botanico

Folhas de J. mollissima foram coletadas no més de junho de 2016 na cidade
de Luis Correia - PIl, (Nordeste do Brasil, coordenadas geogréaficas 2°88'01.1"S
41°66'39.2"W). ApOs coleta, as folhas foram devidamente armazenadas e
transportadas para ao Laboratorio de Genética da Universidade Estadual do Piaui
no Campus Poeta Torquato Neto em Teresina (LABGENE/UESPI). Folhas
danificadas ou que apresentaram alguma alteracdo macroscopica foram
descartadas. As folhas saudaveis foram limpas e desidratadas em estufa a 45°C por
72h. Exemplares completos da planta foram enviados ao Herbario Afranio
Fernandes da UESPI, Teresina — Pl e identificados e depositados sob niamero de
voucher HAF 03111.

2.2 Extracdo e Particao

As folhas desidratadas foram trituradas em liquidificador doméstico até a
obtencado de 550g do material pulverizado, que em seguida, foi submetido a extracao
exaustiva a frio em etanol absoluto, durante 72 horas. O extrato foi filtrado e
concentrado em evaporador rotatério sob pressdo reduzida a temperatura de
aproximadamente 45°C e armazenado em frasco de vidro ambar sob refrigeracao.
Em baldo de decantacdo, a uma amostra de 20g do extrato bruto foram adicionados
200 mL de agua e 3 volumes de 100 mL de Hexano (300 mL), agitando-se por 5
minutos, a cada volume adicionado (Figura 2.1). Depois da decantagéo, a fracao
hexanica (HE) foi rotoevaporada para remocédo do solvente, enquanto na fracéo
residual | foram adicionados 300 mL de Acetato de Etila, também em trés volumes.
ApoOs decantacao, a fracdo Acetato de Etila (AE) foi obtida e 0 mesmo procedimento
foi realizado para a obtencado da fracdo metandlica (ME) a partir da fragdo residual I
produzindo também uma frag&o residual final que foi descartada. As fragBes obtidas
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foram armazenadas em frascos de vidro e mantidas na capela até completa

secagem do material e em seguida armazenadas em ambiente refrigerado.

Extrato bruto etandlico /
200 mL H,O

300 mL Hexano
\ 2

Secagem
v v
Fracédo Hexanica (HE) Fracéo residual - |
Vv 300 mL Acetato de Etila
Secagem
\ 4 v
Fracdo acetato de etila (AE) Fraco residual - Il
300 mL Metanol
\
Secagem
\ 4 A
Fracdo metandlica (ME) Fracéao residual final

Figura 2.1: Fluxograma geral da metodologia do fracionamento do extrato bruto
etanolico foliar da J. mollissima.

2.3 Prospeccao fitoquimica

A caraterizacdo qualitativa dos grupos fitoquimicos presentes nas fracdes de
J. mollissima foi realizada conforme descrito por Barbosa et al. (2017), com

adaptacdes. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.
2.3.1 Saponinas

Uma aliquota do extrato seco foi diluida em 20 mL de agua destilada e agitou-
se vigorosamente durante 5 minutos em tubo de ensaio fechado. A permanéncia de
uma camada de espuma estavel por mais de meia hora foi considerado positivo para

saponinas.
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2.3.2 Fendis e Taninos

Uma aliquota do extrato seco foi diluida em 5 mL de agua destilada, em
seguida adicionou-se 2 gotas de solucao alcodlica de FeCl; a 1%. A mudanca na
coloracdo ou formacédo de precipitado indicou reacédo positiva, quando comparado

com o teste em branco (agua + Sol. de FeCl3).
2.3.3 Catequinas

Uma aliquota do extrato seco foi solubilizada em 3 mL de metanol, em
seguida adicionou-se 1 mL de solucdo aquosa de vanilina a 1% e 1mL de HCI
concentrado. O surgimento de uma coloracdo vermelha intensa indicou reacao

positiva.
2.3.4 Flavonoides

Uma aliquota do extrato seco foi dissolvida em 10 mL de metanol P.A,
adicionando, em seguida, 5 gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado e algumas
raspas de Magnésio. Considerou-se a reag¢do positiva quando a coloracdo résea

apareceu na solucéo.
2.3.5 Alcaloides

Uma aliquota do extrato seco foi diluida em 5 mL de solu¢éo de HCl a 5% Em
tubo de ensaio, a 1 mL da solucdo anterior foi adicionador 6 gotas do reativo de
Dragendorff. O resultado foi considerado positivo para o metabdlico quando

observado um precipitado vermelho tijolo.
2.3.6 AcuUcares redutores

Uma aliquota do extrato seco foi dissolvida em 5 mL de agua destilada. Em
seguida adicionou-se 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B. A
mistura foi aquecida em banho-maria em ebulicdo durante 5 min. A observacao de

um precipitado vermelho tijolo, indica presenca do metabdlico.
2.3.7 Esteroides e triterpenos

Uma aliguota do extrato seco foi diluida em 10 mL de Cloroféormio P.A em

seguida, a solucéo foi filtrada na presenca de carvao ativado transferindo o filtrado
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para um tubo de ensaio completamente seco. Adicionou-se 1 mL de Anidrido Acético
P.A e agitou-se suavemente e acrescentou-se 3 gotas de H,SO, concentrado.
Agitou-se suavemente novamente. O resultado foi considerado positivo quando

observou-se a coloracdo azul de existéncia rapida ao verde persistente.
2.3.8 Flavonas, Flavonois e Xantonas

Uma aliquota do extrato seco foi diluida em 10 mL de agua destilada e em
seguida fracionada em trés tubos de ensaio. Um dos tubos foi acidulado com HCI
concentrado a um pH 3, os outros dois restantes foram alcalinizados com hidréxido
de amoénio até pH 8,5 e 11. O resultado foi considerado positivo quando observou-se

0 aparecimento da coloracdo amarela em um dos tubos.

2.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante
2.4.1 Método DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

Para a realizacdo das andlises, adicionou-se 1,5 mL da solucdo estoque
etandlica do radical DPPH" (6x10°M) em uma aliquota de 0,5 mL preparada com 25
mg de cada fracdo diluida em DMSO (Dimetilsulféxido) a 5%. As concentracfes
usadas nos testes para as fracbes HE e AE foram 23,4; 46,8; 93,7; 187 e 375 pyg/mL
enguanto para ME foram 5,85; 11,7; 23,4; 46,8 e 93,7 ug/mL.

Apés 30 minutos do inicio da reacdo, as leituras de absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro a 517 nm. As determinagbes foram feitas em
triplicata acompanhadas de um controle negativo e dois controles positivos (acido
ascorbico e Trolox). A gueda na leitura da densidade oOtica das amostras foi
correlacionada com o controle (somente o radical DPPH’), estabelecendo-se a

porcentagem de descoloracdo do radical conforme férmula a seguir®’>%9,

% de inibi¢do do radical DPPH = [(Abs controle - Abs amostras) /Abs controle] x 100

Abs — absorbéancia
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A partir do percentual de inibicdo, a concentracao eficaz para inibir 50% do
radical DPPH" (CEso) foi estimada por meio de um modelo de regressao linear

simples.

2.4.2 Método ABTS™ (dcido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)

Adicionalmente, a atividade antioxidante das fracdes do extrato etandlico das
folhas foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do
sequestro de cétion radical - ABTS™ de acordo com Rufino et al. (2007). A partir dos
extratos obtidos em cada fracdo, foram preparadas cinco diferentes concentracfes
em triplicata. O composto Trolox (Sigma) foi utilizado como antioxidante de
referéncia e o alcool etilico como branco para calibracdo do espectrofotémetro.

O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com 2,45
mM de persulfato de potassio, sendo reservados a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, por 12-16 horas. Transcorrido esse periodo, a solucdo foi diluida
em etanol PA até obter-se uma solucdo com absorbancia de 0,70 (x 0,01).
Adicionou-se 40 uL das amostras diluidas (em etanol) a 1960 yL da solugéo
contendo o radical, determinando-se a absorbancia em espectrofotdmetro a 734 nm,
apos 30 minutos de reacéo°®®°. Assim, quanto maior o potencial oxidativo, menor é o
valor da absorbancia observado, ou mais clara a coloragcdo da reacdo. Todas as
leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em CAET —
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (mM de trolox por grama de

amostra) e CEsp (concentracéo da amostra eficaz pra inibir 50% do radical ABTS™).

2.4.3 Teor Fendlicos Totais

A determinacdo espectrofotométrica dos compostos fendlicos foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Swain e Hills (1959). As amostras foram
solubilizadas em agua destilada com auxilio de 5% de DMSO em concentracdes de
250 pg/mL. Das solugdes preparadas foram retirados uma aliquota de 0,5 mL e
transferidos para tubos de ensaio, adicionado 8 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reagente Folin Ciocalteau 20% (v:v). Em seguida, a solu¢do foi homogeneizada em
agitador tipo vortex, apos 3 minutos, acrescido 1 mL de solucdo de carbonato de

sédio (Na,CO3) a 20% (m:v) e apos 1h em banho-maria a 37 °C foram realizadas as
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leituras das densidades O6ticas em espectrofotdbmetro a 720 nm. Utilizou-se como
padrdo de referéncia o acido galico marca Sigma, nas concentracdes de 3,1; 6,2;
12,5; 25; 50; 100 pg/mL para construgao da curva de calibragao (Figura 2.3). A partir
da equacao da reta obtida na curva de calibracao, realizou-se o calculo do teor de
fendlicos totais, expresso em EAG (equivalente ao &cido gélico))/mg de amostra.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

0.600

o

a1

o

S
1

y = 0,0051x + 0,0036
R2=0,9992

Absorbancia (720 nm)
o
w
o
(@)

o

[EEN

o

o
1

0-000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Acido Galico (ug/mL)

Figura 2.3 Curva de calibracédo do padrao de referéncia acido gélico.

2.5 Ensaios Allium cepa

Sementes de Allium cepa IPA-11 foram colocadas para germinar em placas
de Petri contendo agua destilada, a temperatura ambiente por cerca de 4 dias até
atingirem por volta de 2 cm de comprimento. Em seguida, para os ensaios de
citogenotoxicidade, 30 raizes foram transferidas para 4 diferentes concentragdes
(0,01; 0,1; 1 e 10 mg/mL) das fragcdes das HE, AE e ME de J. mollissima. Metil-
Metano - Sulfonato —10mg/L(MMS), uma substancia de agdo clastogénica®® foi
utilizado como controle positivo, e DMSO 1% como controle negativo.

Apos 24h de exposicao as fracdes, as raizes foram fixados em Carnoy (3

metanol: 1 acido acético; viv) e estocadas na geladeira, até o momento da
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preparagao das laminas segundo a metodologia de Guerra e Souza (2002).

A citogenotoxicidade foi avaliada pela contagem, em microscépio de luz
(aumento de 400 x), de 5.000 células meristematicas (500 células/lamina; total de 10
laminas analisadas) para cada tratamento e para os controles (negativo e positivo).
Foram avaliados: indice mitotico (citotoxicidade); o indice de mutagenicidade
(micronucleos) e indice de alteragbes cromossdmicas (genotoxicidade).

Dados sobre a multiplicacdo celular foram fornecidos pelo indice mitotico,
usando-se a relacdo entre as células em divisdo e o total de células observadas,
segundo a formula:

Numero total de células em divisdo x 500

Indice mitético =
nice miotico Total de células observadas
O indice de mutagenicidade foi obtido por meio da frequéncia de células com

micronucleos (MN):

Numero total de células com MN x 500

ndice de mutagenicidade Total de células observadas

J4 o quociente entre o numero de células portadoras de alteracbes
cromossObmicas (broto nuclear, quebra cromossémica, perda cromossomica,
anafases multipolares, células binucleares, ponte cromossémica, aderéncia
cromossbmica, C-metafase) e o total de células observadas, forneceu a

genotoxicidade:

Numero total de células alteradas x 500

indice de alteracées cromossomicas = -
¢ Total de células observadas

2.6 Analise Estatistica

Os dados citogenotoxicos foram expressos em média e desvio padrao e
avaliados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de Student-

Newman-Keuls (p< 0,05), no programa BioEstat 5.3%
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Este estudo procurou avaliar o potencial antioxidativo e fazer a triagem
fitoquimica da HE, AE e ME obtidas a partir do extrato etandlico das folhas de J.
mollissima, bem como avaliar a citogenotoxicidade, in vivo, através do teste de A.
cepa. Estudos desta natureza sdo importantes para conhecer 0s constituintes
guimicos e acao toxicoldgica dos metabdlitos que compdem as fracdes, agregando
informac&o etnofarmacolégica & ciéncia®.

A quantidade em gramas e o rendimento percentual obtido a partir de 20g do
p6 das folhas de J. mollissima para cada uma das frag6es foi: HE - 1,75 g (8,75%),
AE -1,52 g (7,6%) e ME - 2,31 g (11,55%).

Avaliacao fitoquimica das fracdes possibilitou a analise qualitativa dos seus
metabdlitos secundéarios (Tabela 3.1). A partir dos resultados obtidos, pode-se
evidenciar na HE a presenca de esteroides e tripterpenos. Os mesmos foram
observados na AE juntamente com os flavonoides. JA& na ME observou-se a
ocorréncia de saponina, catequinas, fendis e taninos, flavonoides e flavonas,

flavondis e xantonas.

Tabela 3.1. Classes de metabdlitos secundarios identificados nas fracoes:
Hexanica (HE), Acetato de Etila (AE) e Metandlica (ME) do extrato etandlico das
folhas de J. mollissima.

Metabdlitos
. Esteroides
Fendis Aclicares e Flavonas,
Saponinas e Catequinas Flavonoides Alcaloides regdutores trit Flavondis e
Taninos rterpenos Xantonas
HE - - - - - - +
AE - - - + - - +
ME + + + + - - - +

(+) Presenca de compostos; (-) Auséncia de metabalito
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Na fragdo ME além das saponinas foi evidenciada a ocorréncia de varias
classes de compostos fendlicos, tais como taninos, catequinas e flavonoides. Os
flavonoides foram descritos como componentes majoritarios do extrato aquoso das
folhas de J. mollissima, confirmando a presenca de isoorientina, orientina, vitexina,
e isovitexina®. A presenca de flavonoides juntamente com os taninos foi observada
também no extrato etandlico para esta e outras espécies de Jatropha*® %>,

Os flavonoides tém wuma estrutura geral que possui um esqueleto
difenilpropano (CeCs3Cs), isto €, dois anéis benzénicos unidos por um heterociclo
gue contém um atomo de oxigénio. O estado de oxidacédo e a presenca de grupos
funcionais cetonico e/ou hidroxila no heterociclo influenciam diretamente na
polaridade do flavonoide®’, assim os mesmos podem ser observados em extratos a
partir de solventes de diferentes polaridades por isso foi possivel evidenciar a
presenca desses compostos também na AE, embora esse solvente seja mais
apolar quando comparado aos solventes alcodlicos. A presenca de flavonoides na
fracdo acetato de etila foi evidenciada também para J. podagrica, J. integerrima, J.
curcas e J. isabellei °®°

Outra classe de compostos importantes com atividade biolégica bastante
conhecida identificada nas AE e HE sao os triterpenos. Esses séo os principais
compostos ja isolados de Jatropha®®. A estrutura dessa classe de compostos é
formada pelo arranjo linear de unidades de isopreno seguidas de ciclizacdo e
rearranjos do esqueleto de carbono com uma caracteristica empirica conhecida
como regra de isopreno’®, conferindo a molécula o carater apolar.

Na analise dos resultados da atividade antioxidante percentual (AA%) frente
ao radical DPPH’, considerou-se como valor de referéncia a CEsy de 22,72 + 0,13
pMg/mL do acido ascoérbico e CEsg de 14,92 + 0,41 ug/mL do Trolox, ambos os
controles positivos para comparar com a atividade antioxidante das fragdes do
extrato etandlico das folhas de J. mollissima, pois 0s mesmos sao bastante
utilizados como padréo para a atividade antioxidante neste tipo de estudo’*.

Observou-se em todas as concentracdes avaliadas das fracdes a inibicdo do
radical DPPH’. Dentre as amostras avaliadas, a ME apresentou o menor CEsg de
47,78 £ 1,93, ou seja, maior potencial antioxidativo, seguida pela AE (CEsy de
192,1 £+ 2,03) e por ultimo a HE (CEsp de 349,5 + 2,29) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Atividade antioxidante das fra¢cdes do extrato etandlico das folhas de J.
mollissima no ensaio do DPPH.

AMOSTRAS CEsp = DP (ug/mL) IC 95%
HE 349,5+2,29 343,9 — 355,2
AE 192,1 + 2,03 187,1 - 197,2
ME 47,78 £1,93 42,98 — 52,58
Acido Ascorbico 22,72 +0,13 22,39 — 23,04
Trolox® 14,92 + 0,41 13,89 — 15,94

CEsp: concentracgado eficiente; DP: desvio padréo da média, n = 3; IC: Intervalo de
confianca; HE: fracdo hexanica; AE: fracao acetato de etila; ME: fracdo metandlica.

No ensaio antioxidante com o ABTS™ observou-se que a fracdo com maior
capacidade antioxidativa foi ME (CAET de 1,21 + 0,02 mM Trolox/mg), seguida
pela EA e HE que apresentaram CAET iguais a 0,438 + 0,00 e 0,148 + 0,01mM
Trolox/mg, respectivamente. Os resultados no ensaio DPPH' e ABTS™ foram
concordantes, em ambos observou-se que a atividade antioxidante aumentou com
0 aumento da polaridade do solvente utilizado.

A determinacdo espectrofotométrica dos compostos fendlicos revelou que a
ME é a que apresenta maior teor de fendlicos totais, expresso em EAG /mg de
amostra, seguida da AE e da HE (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (CAET) e contetdo de
fendis totais das fracbes do extrato etandlico das folhas da J. mollissima.

Ensaio ABTS™ Fenois Totais
AMOSTRAS = mM Trolox/mg Hg EAG/mg de

de amostra IC 95% amostra IC 95%
HE 0148+001  011-018 2878079 26,83 — 30,73
AE 0438+000 043-045  10330%4,6 91,81 - 114,38
ME 121+002  116-126 24510338 2367 — 2535

DP: desvio padrdo da média , n=3. Intervalo com 95% de confianca (IC 95%). HE —
fracdo hexanica da J. mollissima; AE —fracéo acetato de etila da J. mollissima; ME—
fracdo metandlica da J. mollissima; IC- intervalo de confianca; EAG - equivalentes
de acido galico;

As diferencas nas atividades antioxidantes observadas para as fracdes em
estudo podem ser atribuidas a presenca e a concentracdo de compostos fenélicos
pertencentes a classe dos taninos e flavonoides verificados, sobretudo na ME,

cujas acdes antioxidantes s&o bem conhecidas’?. Como se observou a ME
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apresentou 245,10 £ 3,38 ug EAG/ mg de amostra, aproximadamente 2,5 vezes
mais que a quantidade de fendis totais da AE (103,30 + 4,6) e 8,5 vezes a
guantidade estimada para a HE. Esses valores mostram uma relacdo positiva entre
o conteudo fendlico e a atividade antioxidante, esta correlacdo também foi
observada para o extrato de J. isabellei °°.

A atividade antioxidante desses compostos fendlicos tem sido atribuida a
presenca de hidroxilas fendlicas e as suas propriedades de oxirreducéo, pois agem
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, desempenham importante papel
na adsorcdo ou neutralizacdo de radicais livres 2.

A atividade antioxidativa do extrato metandlico das folhas e parte aérea de J.
mollissima foi quantificada por Melo et al. (2016) por meio do ensaio com DPPH’
que estimou a CEsp igual a 54,0+4,36 ug/mL. A diferenca na quantificagdo da
atividade antioxidante pode ser atribuida a forma de obtencao do extrato, além das
diferengas sazonais que podem influenciar diretamente na constituicdo quimica da
planta®. Quando comparados os resultados da atividade antioxidante de outras
espécies de Jatropha observa-se que o potencial antioxidativo ndo é exclusivo de
J. mollissima. Estudos relatam atividade antioxidante satisfatoria para o extrato
etandlico das folhas de J. curcas (79,57 = 7,6 uyg/ mL) e J. gossypifolia (31,31 + 7,2
ug/ mL)™.

No ensaio A. cepa, o MMS, utilizado como CP, foi citotéxico e induziu niveis
significativos na média total de alteracbes cromossdmicas, como observados na
literatura " Efeito citotoxico foi observado em todas as fracdes avaliadas. Para a
HE observou-se a diminuigdo do indice mitdtico em todas as concentragdes, assim
como para a AE, enquanto para a ME foi observado o aumento no numero de
células em divisdo apenas nas maiores concentracdes (1 e 10 mg/mL) (Tabela
3.4).

A reducdo do indice mitético nas células meristematicas de A. cepa em
todas as concentragfes da HE e AE mostra que os fitoquimicos presentes nessas
fracOes interferiram no processo de sintese de DNA ou no bloqueio da fase G2/M
do ciclo celular, ndo permitindo a entrada das células em divisdo™®. A presenca de
triterpenoides em ambas as fracbfes pode esta associada com a inibicdo de
topoisomerase Il e com a citotoxicidade como previamente relatado por Almeida et
al. (2016).
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Ja para as ceélulas de A. cepa expostas a ME observou-se o aumento
significativo do indice mitético (IM) nas maiores concentracdes (10 e 1 mg/ mL), ou
seja, a inducéo da proliferacéo celular. Contudo o aumento significativo do IM em
relacdo ao CN é também considerado citotoxico, levando a uma progressao do
ciclo celular desordenada, o que poderia resultar na formacdo de tecidos
tumorais’®. Portanto, os fitoquimicos presentes na ME de forma sinérgica e/ou
isolados desregularam o ciclo celular nas maiores concentragdes, assim como o
aumento da atividade proliferativa observado para o extrato metanolico de J.
mollissima no ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium] contra células tumorais de laringe (HEp-2)*.

Em termos genotdxicos, a média total das alteragbes cromossémicas foi
significativa apenas nas maiores concentracdes (10 e 1 mg/mL) da ME.
Provavelmente, os danos genotoxicos podem estar associados com a variacdo de
fitoquimicos e a quantidade dos mesmos nas concentracdes citadas.
Possivelmente a intensa producdo de espécies reativas de oxigénio causadas
pelos flavonoides pode ter causado danos ao DNA e originou diferentes alteracdes
cromossdmicas °"®

A presenca significativa de MN evidencia o efeito mutagénico (alteragdes
ndo passiveis de reparo) da fracdo ME (10 e 1 mg/mL). Os MN sao alteracdes
resultantes de perdas cromossdmicas, quebras cromossdmicas e/ou brotos
nucleares®. Sendo assim, é possivel que os MN significativos nas concentracdes
(10 e 1 mg/mL) da ME tenham sido originados a partir de brotos nucleares, uma
vez que a ocorréncia dos mesmos foram significativos. No entanto, a origem

desses MN para as demais amostras mutagénicas nao foi possivel ser identificada.
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Tabela 3.4 Médias do indice mitético e das alteracdes cromossdmicas em células meristeméaticas de radiculas de A. cepa, apés a
exposicao por 24 h aos extratos das fracdes: hexanica, acetato de etila e metandlica de J. mollissima em diferentes concentracoes.

Alteragdes Cromossdmicas

Tratamentos IM Média + DP
MN BN QC PC AM CB PT AC CM
CN 310,80+£57,63 0,00+0,00 0,00%0,00 0,00+0,00 0,20+0,62 0,00+0,00 0,00+0,00 0,54+0,87 0,00+0,00 0,00%0,00 0,74%0,96
CP 152,69+45.70** 11,24+6,88**  1,89+2,82* 0,37+0,48 0,00+0,00 0,29+0,47 0,09+0,29 0,46+0,49 0,54+0,47 0,82+1,17 15,70+7,31**
HE 0.01 163,91+43,88** 0,43+0,60 0,10+0,31  0,00+0,00 0,10+0,31 0,00+0,00 0,00+0,00 0,77#1,84 0,10+0,31 0,10+0,31 1,60+2,41
HE 0.1 228,72+59,15* 0,83+1,56 0,18+0,56  0,36+0,86 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,10+0,30 0,09+0,28 0,09+0,27 1,65+1,95
HE 1.0 181,05+55,79** 0,97+1,03 0,39+0,68 0,26+0,84 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,30+0,66 0,09+0,28 2,01+1,86
HE 10 131,48+39,16** 0,76+1,25 0.48+1,22  0,28+0,90 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,52+2,41
AE 0.01 121,75+28,34* 0,65+2,07 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,90+0,96 0,00+0,00 0,00+0,00 2,55+2,12
AEOQ.1 98,86+19,44** 0,62+0,74 0,64+0,91 0,00+0,00 0,09+0,28 0,00+0,00 0,00+0,00 1,33+1,13 0,00+0,00 0,16+0,51 2,84+1,87
AE 1 75,3449,05** 0,25+0,40 0,00+0,00  0,00+0,00 0,08+0,26 0,00+0,00 0,00+0,00 0,72+0,83 0,00+0,00 0,0+0,00 1,05+0,89
AE 10 43,91+4,85** 0,17+0,55 0,00+0,00  0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,17+0,55
ME 0.01 357,48+44,09 1,04+1,97 0,26+0,81 0,00+0,00 0,44+0,83 0,19+0,39 0,00+0,00 0,89+1,59 0,00+0,00 0,00+0,00 2,82+2,53
ME 0.1 326,94+34,42 1,1941,22 0,09+0,28 0,29+0,91 0,19+0,40 0,09+0,30 0,00+0,00 0,09+0,28 0,00+0,00 0,00+0,00 1,94+1,68
ME 1 370,04+21,04*  2,91+142*  1,98+2,07* 0,00+0,00 0,09+0,30 0,10+0,30 0,00+0,00 0,09+0,30 0,00+0,00 0,00+0,00 5,17+2,70**
ME 10 376,21+£36,61*  4,01+1,59*  1,96+1,62** 0,30+0,95 0,00+0,00 0,09+0,29 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 6,37+2,49**

CN Controle Negativo (agua destilada); CP: Controle Positivo (MMS -10mg/L); HE: Fragao hexanica; AE: Fragao acetato de etila;
ME: Fragdo metandlica; IM: indice Mitético; MN: Micronucleo; BN: Broto Nuclear; QC: Quebra cromossémica; PC: Perda
Cromossémica; AM: anafases multipolares; CB: células binucleares; PT: Ponte Cromossémica; AC: Aderéncia Cromossémica;
CM: C-metafase; DP: Desvio-Padrao; *Significativo no teste de Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori
(* p <0,05; ** p <0,01). Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo e as consideracdes que deles puderam

ser estabelecidas permitiram concluir que:

v

Na avaliacdo do perfil fitoquimico da folha de J. mollissima foi possivel
verificar a presenca das seguintes classes de metabdlitos secundéarios em
suas, respectivas, fracOes: esteroides e triterpenos (HE e AE);
Flavondides (AE e ME ); saponinas, fendis, taninos, catequinas, flavonas,
flavonois e xantonas (ME);

A gquantificagdo do teor de fendis totais mostrou que as fragbes testadas,
apresentaram compostos fendlicos em diferentes quantidades onde em
ME e HE possuem o maior e menor valor (28,78 + 0,79 e 245,10 + 3,38
Mg EAG/mg de amostra), respectivamente;

O estudo constatou que fracdo ME apresenta a maior atividade
antioxidante (CAET 1,21 + 0,02 mM Trolox/mg e CEsy de 47,78 + 1,93
pug/mL) entre as testadas e HE a menor (CAET 0,148 + 0,01mM Trolox/mg
e CEsp de 349,5 £ 2,29 pg/mL);

Os dados obtidos com a triagem fitoquimica, nos testes de antioxidacao e
na andlise de teor de fendis totais das fracGes estudadas, evidenciaram
gue extratos com alto teor fendlico apresentam melhores respostas no
sequestro e reducdo de radicais DPPH" e ABTS™;

O bioensaio demonstrou significativo potencial citotéxico das fragdes nas
diluicdes testadas exceto nas duas menores (0,01 e 0,1 mg/mL) de ME.
Enquanto os efeitos mutagénico e genotéxico foram observados apenas

nas duas maiores (1 e 10 mg/mL) concentracdes de ME.
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