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RESUMO 

CARDOSO, F.C.P. Prospecção fitoquímica e efeito genoprotetor das 
cascas da Poincianella bracteosa (TUL.) L.P Queiroz em células 
meristemáticas de Allium cepa (L.). 2025. 74 p. Dissertação (Mestrado 
em Química) – Universidade Estadual do Piauí. Teresina. 
 

Poincianella bracteosa (Fabaceae), conhecida como catingueira, tem uso popular no 

tratamento de diarreias, hepatite, infecções e enxaqueca. O presente trabalho teve 

como objetivo caracterizar o perfil fitoquímico, atividade antioxidante, citogenotóxica e 

efeito genoprotetor do extrato etanólico (EE) das cascas do caule de P. bracteosa em 

células meristemáticas de Allium cepa. A prospecção química qualitativa e 

cromatografia em camada delgada (CCD) do EE detectaram fenóis, saponinas, 

alcaloides, flavonoides, taninos pirogálicos e terpenos, enquanto a HPLC-DAD 

mostrou flavonoides e ácidos fenólicos. A caracterização metabólica por Orbitrap-

HRMS ESI (-) do EE sugeriu a presença de compostos evidenciados pela primeira vez 

na espécie, como o kaempferol, quercertina, isoquercitrina, isovitexina, ácidos 

(ursólico, gálico, dicafeoilquínico, elágico), amentoflavona, castalagina e corilagina. O 

EE demonstrou atividade antioxidante frente ao radical DPPH (CE50 = 27,53 ± 0,26 

µg/ml) e ABTS (CE50  = 122,81 ± 2,03 µg/ml) e o teor de compostos fenólicos foi de 

225,53 mg EAG/g. No ensaio A. cepa, o EE apresentou citotoxicidade nas duas 

maiores concentrações (1 e 2 mg/ml), não foi genotóxico em nenhuma das 

concentrações (0,25; 0,5; 1 e 2 mg/ml) e demonstrou efeito genoprotetor no pré, 

simultâneo e pós-tratamento com porcentagem de redução variando de 49,79 a 52,28 

(pré); 65,17 a 93,70 (simultâneo) e 49,50 a 86,66 (pós). Os resultados mostraram que 

o EE é fonte importante de compostos antioxidantes com efeito não genotóxico e 

genoprotetor, sugerindo aplicações terapêuticas, especialmente em doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo. 

 

Palavras-chave: Alterações cromossômicas. Atividade antioxidante. Catingueira. 

Polifenóis. 

  



 

 

ABSTRACT 

CARDOSO, F.C.P. Phytochemical prospecting and genoprotective 
effect of Poicianella bracteosa (TUL.) L.P Queiroz bark on 
meristematic cells of Allium cepa (L). 2025. 74 p. Dissertation (Master 
in Chemistry) – State University of Piauí. Teresina. 

 

Poincianella bracteosa (Fabaceae), known as catingueira, is commonly used to treat 

diarrhea, hepatitis, infections, and migraines. This study aimed to characterize the 

phytochemical profile, antioxidant activity, cytotoxicity, and genoprotective effects of 

the ethanolic extract (EE) from the stem bark of P. bracteosa on meristematic cells of 

Allium cepa. Qualitative chemical prospecting and thin-layer chromatography (TLC) of 

the EE detected phenols, saponins, alkaloids, flavonoids, pyrogallic tannins, and 

terpenes, while HPLC-DAD revealed flavonoids and phenolic acids. Metabolic 

characterization using Orbitrap-HRMS ESI (-) of EE suggested the presence of 

compounds, such as kaempferol, quercetin, isoquercitrin, isovitexin, acids (ursolic, 

gallic, dicaffeoyl quinic, and ellagic), amentoflavone, castalagin, and corilagin, which 

have been evidenced for the first time in this species. EE exhibited antioxidant activity 

against DPPH (EC50 = 27.53 ± 0.26 µg/ml) and ABTS (EC50 = 122.81 ± 2.03 µg/ml) 

radicals, with a phenolic compound content of 225.53 mg EAG/g. In the A. cepa assay, 

EE showed cytotoxicity at the two highest concentrations (1 and 2 mg/ml), was not 

genotoxic at any of the concentrations (0.25, 0.5, 1, and 2 mg/ml), and demonstrated 

a genoprotective effect in pre-, simultaneous, and post-treatment, with percentage 

reduction ranging from 49.79 to 52.28 (pre), 65.17 to 93.70 (simultaneous), and 49.50 

to 86.66 (post). The results showed that EE is an important source of antioxidant 

compounds with non-genotoxic and genoprotective effects, suggesting its therapeutic 

applications, especially in diseases related to oxidative stress. 

Keywords: Chromosomal alterations. Antioxidant activity. Catingueira. Polyphenols. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 -  INTRODUÇÃO 
O conhecimento sobre plantas medicinais vem sendo utilizado desde os 

primórdios da história como fator importante em tratamentos, cura e prevenção de 

doenças 1, sendo repassada de forma empírica ao longo das gerações, como 

resultado da observação humana sobre a influência da flora em enfermidades e uso 

na alimentação animal 2. A Organização Mundial de Saúde (OMS) mostrou que 80% 

da população utiliza abordagens tradicionais, devido à falta de acesso a unidades 

básicas de saúde e o baixo poder aquisitivo da população, que tornam o uso das 

plantas uma importante alternativa 3 4. 

O Brasil possui uma grande biodiversidade vegetal, representando 

aproximadamente 20% da flora mundial e enorme potencial para o uso das plantas 

com atividade medicinal 5. Em 2004, por meio da Resolução MS/CNS n° 338, foi criada 

a Política Nacional de Assistência Farmacêutica (PNAF), que visa a inclusão e 

utilização das plantas medicinais e medicamentos fitoterápicos no sistema de saúde 

pública do Brasil 6. Em 17 de junho de 2016 com o objetivo de orientar a prescrição, a 

1ª edição do Memento Fitoterápico da Farmacopeia Brasileira foi aprovada através da 

Resolução da Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária - RDC 

nº 84 com informações de base cientifica sobre espécies fitoterápicas 7 8 . Contudo, 

ainda há necessidade de garantir maiores informações científicas que comprovem 

atividades medicinais e uma maior segurança e eficácia dessas plantas, bem como a 

disseminação e descobertas de novos medicamentos 9. 

Fabaceae é uma família com mais de 2.834 espécies encontradas por todo o 

território nacional 10 com relevância no contexto botânico e na medicina popular 

tradicional 11. Dentre as espécies, destaca-se Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. 

Queiroz., popularmente conhecida como catingueira, catinga de porco ou pau de rato, 

encontrada no Nordeste brasileiro com estatura média e flores amarelas 12, sendo 

utilizada de forma popular no tratamento de diarreia, anemia, hepatite, Infecções 13 14 

15, indigestão, febre e enxaqueca 16. 
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Estudos fitoquímicos nas frações acetato de etila, éter e hexânica do extrato 

etanólico das folhas e extrato aquoso das folhas e cascas de P. bracteosa detectaram 

a presença de compostos fenólicos, flavonoides, saponinas, terpenos, açucares 

redutores, taninos e alcaloides 17 18 19. Além disso, atividade antioxidante foi observada 

nas frações do extrato etanólico das folhas, sendo a éter com melhor resultado 18. 

Enquanto, ensaios toxicológicos foram realizados no extrato aquoso das folhas e 

cascas de P. bracteosa nas concentrações de 2, 4, 8 e 16 mg/ml e não apresentaram 

citogenotoxicidade em células meristemáticas de Allium cepa (L.) e em camundongos 

e ainda mostraram efeito protetor contra danos provocados pelo metilmetanosulfonato 

(MMS) ou ciclofosfamida 17 19. No estudo de 18, foi observado efeito citotóxico, não 

genotóxico e protetor na fração éter, acetato e hexânica do extrato etanólico das folhas 

de P. bracteosa em A. cepa. 

Apesar da variedade de atividades terapêuticas empíricas de P. bracteosa, 

estudos fitoquímicos com o intuito de identificar moléculas bioativas e sua ação 

toxicológica ainda não foram realizados no extrato etanólico das cascas de P. 

bracteosa. A prospecção fitoquímica consiste em caracterizar compostos por testes 

qualitativos a técnicas cromatográficas, espectroscópicas e espectrométricas 20 21 22. 

Além disso, no uso de plantas medicinais, também deve ser considerado os possíveis 

efeitos toxicogenéticos, sendo indispensável avaliar concentrações e como os 

extratos podem interagir com as fibras do fuso mitótico e/ou com o DNA, resultando 

em alterações aneugênicas e/ou clastogênicas 23 24.  

O bioensaio A. cepa é um dos métodos mais utilizado em testes para investigar 

os níveis de toxidade, citogenotoxicidade e antigenotoxicidade de plantas 25 26 27 28  

devido à presença de cromossomos relativamente maiores e em número reduzido (2n 

= 16) 29, baixo custo e concordância com outros testes in vitro ou in vivo 19 30  31.       .  

Além disso, é importante explorar a capacidade de extratos vegetais em 

neutralizar os radicais livres, pois os antioxidantes naturais podem inibir os danos 

oxidativos e promover benefícios à saúde 32. O interesse em identificar compostos 

antioxidantes decorre de seu potencial quimioprotetor para prevenir danos ao material 

genético e/ou modular sistemas de reparo de DNA contra eventos genotóxicos e 

mutagênicos  24,33,34. A quimioproteção pode ser desmutagênica ou bioantimutagênica. 

Substâncias desmutagênicas neutralizam agentes mutagênicos diretamente ou por 

meio de seus derivados, inativando-os quimicamente no meio extra ou intracelular. 



 

 

Agentes bioantimutagênicos estimulam o reparo e a replicação do DNA e atuam no 

nível celular, aumentando a fidelidade da replicação, o reparo sem erros e inibindo 

sistemas de reparo propensos a erros 27 31. 

Considerando os resultados promissores obtidos com as folhas de P. 

bracteosa, que demonstraram potencial antioxidante e atividade não citogenotóxica e 

efeito protetor em determinadas concentrações em A. cepa e em camundongos 17 18 

19, o presente estudo tem como objetivo caracterizar o perfil fitoquímico, atividade 

antioxidante, citogenotóxica e antigenotóxica do extrato etanólico das cascas do caule 

dessa espécie.  

 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Geral 

• Realizar a caracterização fitoquímica e citogenotóxica do extrato 

etanólico (EE) das cascas do caule da P. bracteosa.  

1.1.2 Específicos 

• Realizar a triagem fitoquímica qualitativa do EE das cascas de P. 

bracteosa.  

• Determinar o teor de compostos fenólicos do EE das cascas de P. 

bracteosa. 

• Quantificar atividade antioxidante do EE das cascas de P. bracteosa 

pelos métodos DPPH e ABTS. 

• Caracterizar os compostos do EE das cascas de P. bracteosa por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com Detector de Arranjo de Diodos 

(CLAE-DAD) e pela Espectrometria de Massas de alta resolução com 

Ionização por Eletrospray (HRMS ESI). 

• Avaliar o potencial citogenotóxico e antigenotóxico do EE das cascas de P. 

bracteosa.   



 

 

Capítulo 2 

CAPÍTULO 2 -  REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Planta medicinal: gênero Poincianella 

A OMS considera planta medicinal como todo produto a base de ervas que 

possui algum tipo de relevância no tratamento de doenças ou atividade farmacológica 

e sua utilização foi reforçada ao longo dos anos pelo conhecimento repassado entre 

gerações 35. Os benefícios medicinais relacionam-se com suas atividades anti-

inflamatória, antioxidante e bactericida, dentre outras, verificadas popularmente 36.  

A busca incessante pela cura de diversas enfermidades aumentou o interesse 

quanto ao poder medicinal de compostos químicos em diversas espécies de plantas 

37. Em meados do século XIX, a população mundial encorajou-se na busca por 

medicamentos fitoterápicos ao se observar o isolamento dos primeiros compostos de 

plantas medicinais, como a obtenção da morfina, codeína e papaverina, que são 

derivados da Papaver somniferum 38.  

A grande biodiversidade de espécies de plantas presente no Brasil aumenta 

seu potencial para a utilização medicinal e torna essa atividade um hábito para a 

maioria da população, principalmente aquelas mais vulneráveis economicamente 39. 

Com a criação da Política Nacional de Assistência Farmacêutica (PNAF), em 2004, 

esse potencial foi sendo cada vez mais valorizado 40. O Nordeste brasileiro apresenta 

enorme riqueza botânica e conhecimento etnobotânico sobre o uso de sua flora e a 

Caatinga destaca-se como um dos principais biomas da região 41. Dentre os usos 

observados pela população em estudos etnobotanicos da região, pode-se destacar a 

utilização na cicatrização de feridas, dor, diabetes, colesterol, asma e até verminoses 

42 43 44. 

A Família Fabaceae é uma das mais relevantes e ocupa o terceiro lugar em 

riqueza de espécies mundialmente 45. No Brasil, é encontrada por todo o território 

nacional com cerca de 2.834 representantes e é o grupo mais numeroso da Caatinga 

e floresta Amazônica 10 46, com relevância econômica na fabricação de corantes, 

https://www-sciencedirect-com.ez187.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/papaverine
https://www-sciencedirect-com.ez187.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/papaver


Capítulo 2 -referencial teórico                                                                                                            19 

 

 

inseticidas e forragens 47. A família é organizada nas subfamílias Cercidoideae, 

Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae, 

amplamente utilizadas na medicina popular tradicional, com a presença de 

constituintes como alcaloides, flavonoides, saponinas e ácidos fenólicos 48 49, que são 

responsáveis pela atividade anti-inflamatória, antioxidante, anticarcinogênica e 

antiproliferativa de suas espécies 50.  

Poincianella é um gênero que pertence à família Fabaceae, 

subfamília Caesalpinioideae e apresenta sinonímia Caesalpinia 51 51. O gênero é 

representado por mais de 500 espécies espalhadas mundialmente em locais com 

altas temperaturas e umidade ao longo do ano ou até em áreas com predominância 

de um clima com temperaturas médias que alternam com verões quentes e úmidos e 

invernos mais frios durante o ano 53.  

Diversas espécies do gênero Poincianella são amplamente reconhecidas na 

medicina popular no tratamento de uma variedade de doenças, incluindo gripe, 

pneumonia e inflamações 54. O uso terapêutico dessas plantas está diretamente 

associado à presença de compostos bioativos concentrados em diferentes partes do 

vegetal, como a casca do caule, folhas e frutos 51 55 56 . 

Pertencente à família Fabaceae e anteriormente classificada como Caesalpinia 

bracteosa, a P. bracteosa é conhecida popularmente como catingueira, estaladeira, 

mané-ventura, pau-de-bica, catinga de porco ou pau de rato 16, podendo ser 

encontrada em diversos estados do Nordeste brasileiro, como Maranhão, Piauí, 

Paraíba, Bahia e Ceará, além de Goiás, Mato Grosso e Tocantins 16 12 .   

Morfologicamente, a planta apresenta porte médio, com cerca de 3 a 10 m de 

altura, tronco lenhoso, flores amareladas (Figura 2.1) em formato de cachos, vagem 

com aproximadamente 7 a 10 sementes, número ímpar de folíolos e casca 

amarronzada que é apreciada como estimulante sexual quando embebidas em 

cachaças 12 15 16. A espécie demonstra adaptação ao clima seco, perdendo as folhas 

e conseguindo se sobressair na competição por luz, além de ser utilizada na 

alimentação de ruminantes 57 58.   

 

https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/caesalpinioideae


Capítulo 2 -referencial teórico                                                                                                            20 

 

 

 

Figura 2.1: Folhas e flores da Poincianella bracteosa 16.  

 

Na medicina popular tradicional, cascas e folhas da P. bracteosa têm seu uso 

ligado a ações terapêuticas contra inflamações na mucosa gástrica, diarreia, infecções 

renais e intestinais 14 15 59, indigestão, febre, enxaqueca e no auxílio em processo de 

cura de ferimentos16. Além disso, foi observado seu uso na eliminação de gases, 

inflamação no fígado e anemia 13. Estudos realizados com as cascas e folhas da 

espécie detectaram a presença de metabólitos secundários que podem estar 

relacionados com sua promissora atividade medicinal e antioxidante 17 18 19. 

Compostos fenólicos, flavonoides, saponinas e terpenos foram identificados nas 

frações acetato de etila, éter e hexânica do extrato etanólico das flores 18, açúcares 

redutores, taninos e alcaloides no extrato aquoso da casca e das flores, demonstrando 

a presença de uma diversidade de compostos na espécie 17 19.  

 

2.2. Metabólitos secundários: estresse oxidativo e atividade 

antioxidante. 

Metabólitos secundários são compostos com baixo peso molecular e a sua 

produção está relacionada a proteção e adaptação a estresses bióticos e abióticos, 

com papel importante nas características medicinais e nutricionais das plantas 60. O 
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metabolismo secundário difere-se do primário para o desenvolvimento de vegetais, já 

que moléculas primárias como açucares redutores, lipídios e aminoácidos são cruciais 

em processos vitais de qualquer espécie e os secundários depende do ambiente em 

que estão inseridas e sua relação com o meio 61. A concentração de metabólitos 

secundários em plantas pode variar de acordo com a espécie, local, órgão coletado, 

temperatura, estresse hídrico e nutricional, tornando necessário analisar diferentes 

parâmetros para a validação de determinadas substâncias em espécies 62. 

Os metabólitos secundários podem ser divididos em compostos fenólicos, 

nitrogenados e terpenos, distinguindo-se de acordo com as suas características 

químicas e biossintese 63. Os fenólicos possuem uma ou mais hidroxilas ligadas a um 

anel aromático que auxilia na sua capacidade de atuação como agente antioxidante 

64. Os fenólicos são obtidos, em sua maioria, a partir da rota metabólica da via do 

ácido chiquímico e parte do ácido malônico, produzindo moléculas como cumarinas, 

ligninas, flavonoides, ácidos fenólicos e taninos 65, que podem atuar como atrativos a 

polinizadores e na defesa contra ervas daninhas parasitas 66 67.  

Compostos nitrogenados são moléculas que tem como característica a 

presença de um ou mais átomos de nitrogênio 68 e dentre eles, os alcaloides são o 

grupo mais significativo, possuindo um anel heterocíclico e potencial atividade 

neuroprotetora 69, anti-inflamatória e antiploriferativa 70. A rota de biossíntese de 

alcaloides, assim como os compostos nitrogenados, pode ser obtida tanto a partir de 

aminoácidos aromáticos, quanto aminoácidos alifáticos 62.  

Os terpenos também atuam na defesa e atração de polinizadores 71 e 

demonstram atividade antibacteriana e anticâncer 72. Suas principais rotas de 

biossíntese são via do ácido melavonato e via metileritrol-4 fosfato 73, utilizado para a 

formação do isopreno, que representa a unidade básica dessa classe, formada por 

cinco átomos de carbono em que a sua junção pode formar monoterpenos, diterpenos, 

triterpenos, entre outros 62. 

Ácidos fenólicos, flavonoides e taninos possuem ampla disseminação no 

gênero Poincianella e foram detectados nas folhas e cascas da P. pluviosa 74 75  76, 

folhas, frutos e cascas da P. pyramidalis, o que destaca o potencial medicinal 

promissor de suas espécies 55. Testes fitoquímicos no extrato aquoso de cascas e 
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folhas e etanólico das folhas da P. bracteosa também identificaram essas classes de 

compostos na espécie, além de detectar a presença de terpenos e alcaloides 17 18 19. 

Os radicais livres são formados em processos biológicos e caracterizados pela 

presença de um número ímpar de elétrons na camada de valência 77. As espécies 

reativas de oxigênio (EROs) são um grupo de moléculas oxigenadas altamente 

reativas que exercem funções importantes no corpo humano e originam-se através da 

respiração celular e do metabolismo aeróbico, além da exposição solar 78 79. Em 

excesso, os radicais e espécies reativas podem causar malefícios devido ao 

desequilíbrio com os níveis de antioxidantes presentes no organismo gerado pelo 

estresse oxidativo 80. Além disso, esse desequilíbrio pode ocasionar danos oxidativos 

ao DNA através da peroxidação lipídica na membrana plasmática e formação de 

alterações cromossômicas, mutações, ou até a morte celular 81.   

Compostos com atividade antioxidante podem ser endógenos ou exógenos e 

são capazes de inibir processos que envolvem a geração de radicais livres e espécies 

reativas, eliminando-os, através de mecanismos como a doação de prótons de 

hidrogênio ou transferências de elétrons 82. Vários métodos são utilizados na 

avaliação da atividade antioxidante de extratos de plantas, como os ensaios com o 

radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e ABTS (2,2’-azinobis(3 etilbenzotiazolina-

6-ácido sulfônico) que são frequentemente utilizados 24.  

O método DPPH determina a capacidade de compostos em reduzir o radical 

DDPH ao verificar a diminuição da coloração roxa com banda de absorção máxima 

em 517 nm para amarelo pálido da hidrazina na solução com o antioxidante testado 

83. O mecanismo de ação dos antioxidantes no radical DPPH está relacionado com as 

doações de elétrons e átomos de hidrogênio 84 e os ácidos fenólicos e flavonoides são 

importantes classes de antioxidantes naturais que podem auxiliar na redução desse 

radical ao apresentar hidroxilas que podem fazer essa doação 85. A figura 2.2 mostra 

o mecanismo de reação de redução do radical DPPH.  
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Figura 2.2 Reação química e mudança de coloração em razão da atividade da 

substância antioxidante 83. 

 

O ABTS é utilizado como método de avaliação da atividade antioxidante de 

compostos ao observar a alteração na coloração verde escura e decaimento da 

absorbância máxima da solução contendo o radical, parâmetros considerados na 

redução do radical ABTS, que foi inicialmente preparado para a avaliação 86 87. O 

Mecanismo de ação (Figura 2.3) dos seus antioxidantes está relacionado com a 

transferência de átomos de hidrogênio e principalmente de elétrons na reação com 

compostos redutores 88.  

 

Figura 2.3 Estruturas do ABTS, suas formas protonada e oxidada 88  

 

A eficiência e funcionalidade dos métodos DPPH e ABTS favorecem sua larga 

disseminação e utilização na avaliação antioxidante de extratos de plantas 88. Além 

desses, também se torna importante a verificação sobre a quantidade de compostos 

fenólicos na validação de ações antirradicalares, pois estes apresentam estruturas 

específicas, como anel aromático unido a uma ou mais hidroxilas, que podem 

colaborar com essa atividade 89.  
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2.3 Métodos de identificação e análise de compostos  

Diferentes métodos são utilizados para a identificação, análise e quantificação 

de compostos que podem estar relacionados com as atividades biológicas de extratos, 

variando de testes qualitativos, cromatográficos, espectroscópicos ou 

espectrométricos 20 21 22.  

A triagem fitoquímica preliminar qualitativa é o primeiro passo na elucidação 

das possíveis classes de compostos presente em extratos de plantas medicinais e 

suas possíveis atividades, direcionando a posteriores técnicas de identificação mais 

precisas 90 91. Os testes fitoquímicos são práticos e de baixo custo, obtendo resultados 

a partir de mudanças de coloração ou formação de precipitado em reações químicas 

com reagentes selecionados, devendo ser repetidos mais de uma vez para 

confirmação dos resultados, uma vez que diferentes solventes podem obter resultados 

distintos 92. 

Técnicas cromatográficas utilizam-se do mecanismo de separação de 

compostos de uma mistura ou extrato através da interação desses analitos com a fase 

móvel e a fase estacionária 93. A cromatografia em camada delgada (CCD) tem o 

emprego importante na identificação inicial de compostos, ao utilizar o mecanismo de 

adsorção, adicionando a mistura em uma placa cromatográfica, frequentemente de 

gel de sílica, eluída em um solvente ou uma mistura de solventes por capilaridade. As 

placas são reveladas após a corrida cromatográfica, o que permite identificar os 

compostos que tiveram maior afinidade com a fase móvel ou estacionária, 

principalmente por análise do tempo de retenção obtido 94 95. 

Técnicas mais precisas são realizadas na análise de compostos de produtos 

naturais e a cromatografia líquida de alta eficiência possui ampla utilização devido ao 

seu menor tempo de separação e de solvente utilizado, maior rendimento e pureza 

dos compostos 96. O mecanismo da análise baseia-se na separação dos compostos 

pela interação com a fase móvel líquida e a fase estacionária sólida compacta, 

necessitando de uma bomba de pressão para que a corrida ocorra de forma eficiente 

97. Diversos tipos de detectores são utilizados para identificar os compostos separados 

e os detectores UV são comumente empregados 98. 
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A espectroscopia no ultravioleta e visível também pode ser realizada como 

análise química de substâncias ao considerar a excitação de elétrons do estado 

fundamental para o estado excitado na interação da energia com a matéria 99. A 

técnica baseia-se na absorção de energia na faixa de comprimento de onda de 190 a 

800 nm, que no caso de moléculas, produzem espectros compostos de uma banda 

larga próximo ao comprimento de onda de transição principal, relacionando o espectro 

de absorção e a concentração da substância de a cordo com a lei de Lambert-Beer 

100 101.  

A espectrometria de massas é uma técnica de análise química precisa muito 

utilizada para a elucidação de compostos em misturas complexas, que utiliza como 

mecanismo o processo de ionização da mistura em fase gasosa aplicando sobre ela 

um campo elétrico ou magnético, onde os íons são separados no analisador de massa 

de acordo com suas relações massa-carga (m/z) 102. Os componentes básicos 

utilizados nessa técnica como a fonte de íons, o analisador de massas e o detector de 

íons são de extrema importância para uma análise precisa 103 e a espectrometria de 

massas de alta resolução (HRMS ESI) demonstra o aumento da sensibilidade e 

precisão da técnica como característica, ao considerar as massas exatas de 

compostos que distinguem de compostos de casas decimais próximas 104 105.  

 

2.4 Teste de citogenotoxidade em A. cepa  

O bioensaio A. cepa, conhecido popularmente como o teste da cebola, possui 

ampla utilização na avaliação da citogenotoxicidade de extratos de plantas medicinais, 

amostras químicas e danos ambientais, devido a presença de cromossomo maiores 

e em menor número (2n = 16), alta sensibilidade, baixo custo e correlação confiável 

com testes in vitro e in vivo, sem a necessidade do sacrifício de animais 23 29. O teste 

avalia a citotoxicidade (índice mitótico) e a capacidade de compostos em induzir o 

aumento do número de alterações cromossômicas em células meristemáticas de A. 

cepa (genotoxicidade) 24. Além disso, o bioensaio A. cepa também pode ser utilizado 

para avaliar atividade genoprotetora de compostos, que podem atuar como 

desmutagênicos ou bioantimutagênicos 106.  
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Os desmutagênicos atuam principalmente por adsorção e previnem a ação 

genotóxica de compostos no meio extracelular, já os compostos bioantimutagênicos 

atuam no meio intracelular estimulando o reparo de danos ao DNA causados por 

agentes genotóxicos 31. Em estudos do efeito protetor das frações do extrato etanólico 

das folhas, extrato aquoso das folhas e cascas da P. bracteosa foi evidenciada ação 

desmutagênica e bioanimutagênica ao identificar que a média total de alterações 

cromossômicas dos tratamentos diferiu estatisticamente do controle positivo nos 

ensaios pré, simultâneo e pós-tratamento, demonstrando o potencial efeito 

genoprotetor da espécie 17 19 18. 

Diferentes alterações cromossômicas podem ser investigadas. A formação de 

micronúcleos, pequenos corpos extranucleares, morfologicamente semelhantes ao 

núcleo principal, pode ser de origem aneugênica (perdas) e/ou clastogênica 

(fragmentos) que podem ser originados a partir de brotos nucleares e em excesso 

podem ser eliminados como minicélulas 107. Aderências cromossômicas são 

alterações que sinalizam alto nível de toxicidade, sendo irreversíveis e capazes de 

gerar a formação de novas alterações durante o ciclo celular, como pontes e quebras, 

além de possível morte celular108 109.  A C-metáfase é uma alteração aneugenica 

relacionada com a inativação das fibras do fuso e parada do ciclo celular 109. 

Metáfases poliploides são originadas de falhas na formação do fuso mitótico e 

bloqueio da citocinese, proporcionando defeito no desenvolvimento de células filhas110 

e a distribuição desigual gerada pelo mau funcionamento do fuso mitótico leva a 

formação de anáfases multipolares 108. 
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Figura 2.4. Danos genotóxicos observados em células meristemáticas de Allium cepa. 

(A). Núcleo intrafásico poliploidizado; (B). Prófase com perda de material genético; 

(C). Aderência cromossômica; (D-F). C-Metáfase; (G, I, J). Perdas cromossômicas; 

(H). Pontes cromossômicas (seta) e fragmento cromossômico (ponta de seta); (L). 

Anáfase multipolar 111. 



 

 

Capítulo 3 

CAPÍTULO 3 -  METODOLOGIA EXPERIMENTAL  

3.1 Produtos químicos e reagentes 

Os reagentes químicos usados neste estudo incluíram 2,2-difenil-1-picril-

hidrazila (DPPH) (CAS No.: 1898-66-4), ácido 2,2ʹ-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico (ABTS) (CAS No.: A3219), dimetilsulfóxido (DMSO) (CAS No.: 67-8-65), 

reagente de Folin-Ciocalteu (CAS No.: 47641), ácido gálico (CAS No.: 149-91-7), 

Trolox (CAS No.: 53188-07-01), quercetina (CAS No.: 117-39-5) e metanossulfonato 

de metila (MMS) (CAS No.: 66-27-3) adquiridos da Sigma Chemical Co. Os solventes: 

álcool metílico (código 18714), álcool etílico (CAS 14731), hexano (CAS 21787), 

clorofórmio (CAS 60READIN001671), acetato de etila (CAS 141-78-6), reagente de 

Schiff (CAS P.01.0009.021.00.81) e carmim acético (CAS P.01.0060.000.00.75) foram 

adquiridos da Laboratory Dynamics. Carbonato de sódio (Na2CO3) (CAS V001137), 

persulfato de potássio (K2S2O8) (CAS 7778-80-5), sulfato cérico [Ce(SO4)2] (CAS 

13590-82-4), ácido ascórbico (CAS 50-81-7), ácido acético (CAS 60REAVET000866) 

adquiridos da Vetec. Todos os produtos químicos empregados neste estudo eram de 

grau analítico e utilizados de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.2 Coleta e identificação da planta 

As cascas do caule da P. bracteosa foram coletadas em outubro de 2023 na 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), na cidade de Teresina-PI 

(coordenadas: latitude 5°02'14.1"s e longitude 42°47'57.3"w). A identificação da 

espécie foi realizada pelo botânico Francisco Soares Santos Filho e a exsicata foi 

depositada no Herbário Afrânio Gomes Fernandes da UESPI com número de voucher 

HAF 03635. O material foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio  

genético e do conhecimento Tradicional  Associado (SisGen) com 
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o número de cadastro A1D255B. 

3.3 Preparo do extrato  

As cascas do caule da P. bracteosa foram higienizadas, secas em temperatura 

ambiente por 14 dias e trituradas em moinho de facas industrial, o que resultou em 

496,27 g de material seco. O pó fino das cascas foi submetido ao processo de 

extração em etanol PA (Dinâmica) por seis vezes consecutivas e em recipiente 

fechado por um período de 72 h. O extrato etanólico (EE) foi filtrado e concentrado em 

evaporador rotatório (Fisatom, 550) a 40ºC e, em seguida, liofilizado (Thermo, 

modulyod-115), obtendo o rendimento de 4,8% (23,70 g). O material foi armazenado 

a 4°C para posterior análise.24 

 

3.4 Prospecção Fitoquímica  

A prospecção fitoquímica das cascas do EE foi realizada em triplicatas como 

teste preliminar para a detecção das principais classes de metabólitos secundários, 

como flavonoides, alcaloides, saponinas, fenóis e taninos 90. As análises das amostras 

foram realizadas no Laboratório GERATEC da Universidade Estadual (UESPI). 

 

3.4.1 Teste para flavonoides 

Adicionaram-se 5 gotas de HCl (6M) e raspas de magnésio a 3 ml da solução 

etanólica do EE. Após o fim da efervescência, a presença de flavonoides foi observada 

com uma coloração rósea. 

3.4.2 Teste para fenóis e taninos 

Adicionaram-se 3 gotas de solução aquosa de FeCl3 1% a 3 ml da solução 

etanólica do EE. A tonalidade entre azul e vermelho indica a presença de fenóis, 

quando o teste branco não apresentar essas colorações. Já um precipitado verde-

acastanhado sinaliza a detecção de taninos catéquicos e azul-preto de taninos 

pirogálicos (taninos hidrolisáveis).  
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3.4.3 Teste para alcaloides 

Adicionaram-se 15 gotas de NaOH (1 M), 2 ml de água destilada e 2 ml de 

clorofórmio a 3 ml da solução etanólica do EE. Posteriormente, retirou-se a água 

destilada da solução e foram colocadas 15 gotas de HCl concentrado. Retirou-se o 

clorofórmio e 3 gotas de reagente de Mayer foram adicionadas. A formação de um 

precipitado floculado indicou alcaloides.  

 

3.4.4 Teste para saponinas  

Adicionaram-se 2 ml de clorofórmio e 3 ml de água destilada a 3 ml da solução 

etanólica do EE e agitou-se vigorosamente por 2 min a suspensão em um tubo 

fechado. O surgimento de camada de espuma por mais de 30 min. foi sinal positivo 

para saponinas.   

 

3.5 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

Na cromatografia em camada delgada (CCD), 0,01 g da amostra seguida por 

diluição em 1 ml de metanol. Como fase estacionária, foram utilizadas placas 

cromatográficas preparadas por aplicação manual da suspensão de gel de sílica 60 G 

(Macherey-Nagel) e na fase móvel foram utilizados eluentes nas seguintes 

proporções: Hexano/acetato de etila (8:2) e clorofórmio/metanol (9:1). Foram 

aplicados 20 µL da amostra do EE em cada placa e após a eluição em cuba 

cromatográfica, as placas foram reveladas com solução de sulfato cérico seguida de 

aquecimento em chapa a 100ºC 112. 

 

3.6 Teor dos Compostos Fenólicos (TCF) 

As amostras foram solubilizadas em água destilada na concentração de 1000 

μg/ml e foi retirada uma alíquota de 0,5 ml e transferida para tubos de ensaio, 

adicionados 8 mL de água destilada e 0,5 ml do reagente Folin Ciocalteau 20% (v/v). 

Em seguida, a solução foi homogeneizada em agitador vortex e após 3 min., acrescido 
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1 ml de solução de carbonato de sódio (Na2CO3) a 20% (m:v). Após 1 h em banho-

maria a 37°C foram realizadas as leituras das densidades óticas em espectrofotômetro 

a 720 nm 113 114. 

Utilizou-se como padrão de referência o ácido gálico (Sigma®) para 

construção da curva de calibração (y = 4,609 x – 0,0065; R² = 0,9997). Em seguida, 

realizou-se o cálculo do teor de fenólicos totais, expresso em mg EAG (equivalente ao 

ácido gálico)/g de amostra. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

 

3.7 Ensaio Antioxidante (in vitro) 

3.7.1 DPPH·(2,2-difenil-1-picril-hidrazina) 

Para realização das análises, adicionou-se 1,5 ml da solução etanólica do 

radical DPPH• (6 x 10–5 M) e uma alíquota de 0,5 ml do EE contendo concentrações 

seriadas. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis (517 nm), após 

30 min. do início da reação. As análises foram feitas em triplicata acompanhadas de 

um controle negativo (sem antioxidante) e dois controles positivos (ácido ascórbico e 

Trolox®, natural e sintético, respectivamente). A diminuição na leitura da densidade 

ótica das amostras foi correlacionada com o controle, estabelecendo-se a 

porcentagem de descoloração da amostra (inibição do radical DPPH•) conforme 

formula a seguir 115 116 117. 

% de inibição do radical DPPH• = [ 
(𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒−𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 ] x100 

ABS - Absorbância 

Adicionalmente, ao percentual de inibição, foi também calculada a 

concentração eficaz para inibir 50% do radical DPPH• (CE50).  

 

3.7.2 ABTS+ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

O radical ABTS•+ foi gerado a partir da reação de 7 mM de ABTS com 2,45 mM 

de persulfato de potássio, sendo reservado à temperatura ambiente e na ausência de 

luz, por 12-16 h. Transcorrido esse período, a solução foi diluída em etanol PA até 

obter-se uma solução com absorbância de 0,70 (± 0,05) 118. Adicionaram-se 40 μL das 
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amostras diluídas (em etanol) a 1960 μL da solução contendo o radical, determinando-

se a absorbância em espectrofotômetro a 734 nm, após 30 min. do início da reação 

119  120 .  

A diminuição na leitura da densidade ótica das amostras foi relacionada com o 

controle, estabelecendo-se a porcentagem de descoloração da amostra (inibição do 

radical ABTS•+) conforme fórmula a seguir. Todas as leituras foram realizadas em 

triplicata e os resultados expressos em CAET (Capacidade Antioxidante Equivalente 

ao Trolox® - mM de trolox por grama de amostra). 

% de inibição do radical ABTS•+ = [ 
(𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒−𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 ] x100 

ABS - Absorbância 

Adicionalmente ao porcentual de inibição, foi também calculada a 

concentração eficaz para inibir 50% do radical ABTS•+ (CE50).  

 

3.8 Caracterização química 

3.8.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de 

arranjo de diodos (CLAE-DAD) 

A análise da CLAE-DAD foi realizada em temperatura ambiente 121 122, com 

adaptações e usando um cromatógrafo analítico Shimadzu modelo LC-20A, 

controlador CBM-20A, detector UV-visível com arranjo de diodos (DAD), modelo SPD-

M20A, desgaseificador DGU-20A3, software de soluções CL (Shimadzu Corporation, 

Kyoto, Japão) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 × 4,6 mm, 5 μm).  

Uma amostra de 1,5 mg do EE foi filtrada em cartucho de extração em fase 

sólida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 μm. Esse 

é um processo em que a amostra é submetida, chamado de “clean-up”, no qual o 

cartucho é previamente ativado com metanol e água 95:5.  

A eluição foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e a fase 

móvel da bomba +(A) foi a água + acetonitrila (B), iniciando com 5% de acetonitrila e 

95% de água que foram bombeadas a uma vazão de 1,0 ml/min, injeção de 30 μL das 

amostras na concentração de 1,0 mg/ml e temperatura do forno da coluna de 40 °C. 

Os cromatogramas foram monitorados a 254 nm. 
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3.8.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolução com Ionização 

por Eletrospray (HRMS ESI).  

O EE das cascas de P. bracteosa, na concentração de 200 µg/ml, foi analisado 

em um espectrômetro de massas de alta resolução Q Exactive Orbitrap MS, utilizando 

ionização por electrospray no modo negativo (ESI (-)). As análises foram realizadas 

por infusão direta, sem etapa de separação cromatográfica prévia, empregando o 

modo de aquisição automática de massas (auto MS). Os íons mais abundantes 

identificados no espectro de massas foram fragmentados utilizando energias de 

colisão de 20, 25 e 30 eV. As condições gerais da análise, bem como os parâmetros 

utilizados na aquisição dos espectros, foram os seguintes: tensão de pulverização de 

3 kV; temperatura capilar de 275°C; Lente S 100; o gás auxiliar foi definido como 2 e 

o gás de bainha como 0 para todas as amostras. A resolução do equipamento foi 

fixada em 140.000 (FWHM em m/z 200). 

Os experimentos de varredura total (MS) abrangeram uma faixa de m/z entre 

100 e 1100, e a identificação estrutural foi baseada nos padrões de fragmentação MSn 

e na intensidade dos íons. Para a anotação estrutural dos principais metabólitos, 

dados de espectrometria de massas em tandem (MSn) foram comparados com 

bibliotecas espectrais de acesso público. A atribuição das fórmulas moleculares foi 

realizada com o auxílio do software Xcalibur™ 24. 

3.8.3 Diagrama de Van Krevelen 

O diagrama de Van Krevelen é uma ferramenta quimioinformática construída a 

partir das razões atômicas hidrogênio/carbono (H/C) e oxigênio/carbono (O/C), 

calculadas com base nas fórmulas moleculares atribuídas aos compostos detectados 

por espectrometria de massas de alta resolução (MS1). Essas fórmulas foram obtidas 

a partir dos valores de m/z fornecidos pelo equipamento Orbitrap MS e atribuídas 

automaticamente pelo software XCalibur, utilizando um erro máximo de 2 ppm. Ao 

plotar as razões H/C (eixo Y) e O/C (eixo X) em um gráfico bidimensional, é possível 
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visualizar padrões de distribuição característicos que permitem a identificação de 

classes de metabólitos secundários.  

Por exemplo, flavonoides geralmente apresentam H/C entre 0,6–1,7 e O/C 

entre 0,13–0,75 enquanto os ácidos fenólicos situam-se em faixas de H/C de 0,8–1,5 

e O/C de 0,2–0,5. Os taninos apresentam baixa razão H/C (0,5–0,9) devido à sua alta 

densidade de anéis aromáticos e duplas ligações, o que reduz a proporção de 

hidrogênios na molécula. Ao mesmo tempo, sua razão O/C é moderada a alta (0,3–

0,5), refletindo a presença de múltiplos grupos hidroxila e, em alguns casos, grupos 

éster ou ácido carboxílico, que conferem um alto grau de oxigenação. Já as saponinas 

possuem valores elevados de H/C (1,4–1,7) porque são compostos 

predominantemente alifáticos, com esqueletos triterpênicos ou esteroidais saturados, 

ricos em hidrogênios. Sua razão O/C é moderada a alta (0,07–0,52) em função da 

presença de várias unidades de açúcar (glicosídeos) ligadas ao núcleo aglicônico, o 

que aumenta significativamente a quantidade de oxigênios na estrutura. 

Dessa forma, o diagrama de Van Krevelen permite a anotação rápida e visual 

de compostos com base apenas na fórmula molecular, sendo especialmente útil em 

análises metabolômicas não direcionadas para inferir classes químicas em nível 3, 

mesmo na ausência de dados de fragmentação. 

 

3.9 Bioensaio A. cepa 

Os testes de avaliação da citogenotoxicidade e efeito genoprotetor nas células 

meristemáticas de A. cepa foram realizados conforme metodologias descritas em 

estudos anteriores 18 27. Sementes de A. cepa foram germinadas com água destilada 

em placas de Petri em incubadora (BOD SL - 224®) com fotoperíodo de 12 h e 

temperatura de 25ºC por quatro dias. Após a germinação, as sementes com raízes 

entre 1 a 2 cm foram submetidas a diferentes tratamentos.  

Na avaliação citogenotóxica, 30 sementes com radículas por placa de Petri 

foram transferidas para o controle negativo (CN) (Dimetilsulfóxido - DMSO 1% em 

água destilada) e controle positivo MMS (Metilmetanosulfonato - MMS, 10 μg/ml 

dissolvido em DMSO 1%) por 48 h. As raízes também foram colocadas nas 

concentrações de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/ml do EE das cascas da P. bracteosa dissolvidas 

em DMSO 1% por 48 h. Um estudo toxicológico preliminar (tamanho médio da raiz) 
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foi realizado para selecionar as concentrações a serem utilizadas nas análises 

citogenotóxicas. Trinta raízes de A. cepa foram utilizadas para cada controle e EE 

(0,25; 0,5; 1 e 2 mg/ml). Os resultados demonstraram que as quatro concentrações 

não apresentaram efeito tóxico em comparação ao controle negativo (DMSO 1%) 

(dados não apresentados). Com base nesses resultados, as quatro concentrações 

foram selecionadas para a análise citogenotóxica por não apresentarem efeitos 

fitotóxicos que pudessem inibir a progressão do ciclo celular. Além disso, as menores 

concentrações foram pré-selecionadas com base em estudo anterior do próprio grupo 

de pesquisa com as frações éter, acetato de etila e hexânica do extrato etanólico das 

folhas de P. bracteosa 18. 

No ensaio genoprotetor, o MMS foi utilizado em três protocolos: pré-tratamento 

para avaliar ação desmutagênica; simultâneo para avaliar tanto atividade 

desmutagênica quanto bio-antimutagênica; e pós-tratamento para o bio-

antimutagênico 18. O MMS (Metilmetanosulfonato) foi o agente responsável pela 

formação de danos ao DNA e indução de alterações cromossômicas como quebras, 

micronúcleos, brotos nucleares, pontes cromossômicas e/ou perdas cromossômicas 

24. No pré-tratamento, as sementes foram transferidas para as concentrações (0,25; 

0,5; 1 e 2 mg/ml) do EE por 24 h e em seguida transferidas para o MMS por mais 24 

h. No simultâneo, as sementes permaneceram em DMSO 1% por 24 h e, em seguida, 

foram transferidas para soluções contendo simultaneamente o EE (0,25; 0,5; 1 e 2 

mg/ml) e o MMS. No pós-tratamento, as sementes foram colocadas em MMS por 24 

h e, posteriormente, transferidas para as concentrações do EE por mais 24 h. 

Após submeter-se a todos os tratamentos, as raízes foram fixadas em Carnoy 

(3 MeOH:1 CH3COOH) por 6-8 h e estocadas a -20°C até o momento de preparo das 

lâminas. Para a confecção das lâminas, as raízes foram lavadas três vezes em água 

destilada por 5 min cada e hidrolisadas a 60°C por 8 min em HCl 1N. Depois da 

hidrólise, as raízes foram novamente lavadas em água destilada e transferidas para 

frascos de vidro âmbar, contendo o Reativo de Schiff, permanecendo em local escuro, 

por 2 h. Após esse período, as raízes foram lavadas até a total retirada do reativo, 

transferidas para lâminas e esmagadas em uma gota de carmim acético a 2% e 

montadas com Entellan® 123.  

A citogenotoxicidade e genoproteção foram avaliadas pela contagem de 5.000 

células meristemáticas por tratamento (500 células/lâmina, com um total de 10 
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lâminas analisadas por tratamento) em microscópio de luz com aumento de 400x. O 

experimento foi realizado em triplicata.  

Para cada tratamento e controle, foram avaliados o índice mitótico (IM, 

citotoxicidade) e a média total de alterações cromossômicas (genotoxicidade), que 

incluem alterações celulares resultantes de efeitos aneugênicos (como C-metáfase, 

aderências cromossômicas, perdas cromossômicas, anáfases multipolares e 

metáfases poliploides) e clastogênicos (fragmentos de cromossomos na metáfase ou 

anáfase e pontes cromossômicas). Os micronúcleos podem surgir de efeitos 

aneugênicos e clastogênicos 124.  

Para determinar o índice mitótico, o número de células nas diferentes fases da 

mitose (prófase, metáfase, anáfase e telófase) foi dividido pelo número total de células 

e multiplicado por 100. Para determinar o total de alterações cromossômicas, como 

proposto por 124, dividiu-se o número total de alterações pelo número total de células.  

A fórmula de 125 foi utilizada para avaliar o efeito genoprotetor, na qual a 

porcentagem de redução de danos (%RD) para cada tratamento com o EE foi 

calculada da seguinte forma:  

%RD = [ 
𝑎−𝑏

𝑎−𝑐
 ] x 100 

Onde: “a” representa a média das alterações cromossômicas do controle 

positivo; “b” a média das alterações cromossômicas em cada tratamento e “c” a média 

das alterações cromossômicas no controle negativo.  

 

3.10 Análise estatística 

Atividade antioxidante, o teor de fenóis totais e o bioensaio A. cepa foram 

analisados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com o teste “a posteriori” de 

Student-Newman-Keuls (p < 0,05), no programa BioEstat 5.3, para realizar a 

comparação entre as médias dos controles e tratamentos.  



 

 

 Capítulo 4 

CAPÍTULO 4 -  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Prospecção preliminar do EE da P. bracteosa. 

Na análise fitoquímica preliminar do EE das cascas de P. bracteosa foram 

detectados fenóis, saponinas, alcaloides, flavonoides e taninos pirogálicos de acordo 

com a coloração apresentada e/ou formação de precipitado em cada uma das reações 

realizadas. Na CCD do EE com hexano - acetato de etila (8:2) e clorofórmio - metanol 

(9:1), utilizados como sistemas de eluição e sulfato cérico como revelador, foram 

observadas manchas nas colorações azul e roxo sugerindo a presença de compostos 

pertencentes a classe dos terpenos 112.  

Resultados similares detectaram a presença de taninos, alcaloides e 

flavonoides no extrato aquoso das folhas e cascas e no extrato etanólico das raízes 

da P. Bracteosa 12 17 19. 18 Demonstraram a presença de compostos da classe dos 

fenóis, saponinas, flavonoides, terpenos, depsídeos e depsidonas no extrato 

etanólico e na fração hexânica, éter e acetato de etila das folhas de P. bracteosa, 

contribuindo para a caracterização química da espécie. Em testes com outras 

espécimes do gênero foi identificado a presença de ácidos fenólicos, taninos, 

flavonoides e polifenóis em folhas e cascas de P. pluviosa, frutos da P. microphylla, 

assim como em extratos obtidos com todas as partes da P. Pyramydalis 51 52 55 56 76. 

Diferenças entre os tipos de metabólitos presentes podem ocorrer de acordo com a 

espécie, forma de extração, fatores geográficos, idade e parte coletada e corrobora 

com a diversidade de constituintes encontrados 126. 

A variedade de compostos identificados deve ser considerada na elucidação 

das possíveis atividades medicinais e a detecção de compostos fenólicos e 

flavonoides no EE pode indicar atividade antirradicalar, como verificado na fração 

éter do extrato etanólico das folhas da P. bracteosa 18 e antiinflamatória, também
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 observada na fração acetato de etila da casca da P. Pyramidalis 127 128. Além disso, a 

possível atividade antimicrobiana dos flavonoides enriquece o poder medicinal das 

cascas 129.  

Os taninos são constituintes que também podem conter capacidade 

antiinflamatória 14 e antioxidante verificada através do estudo com o extrato 

metanólico das folhas de P. pyramidalis 130. Compostos da classe das saponinas 

possuem propriedades fungicidas, expectorante e antiviral 131, tal como os alcaloides 

que podem servir como agentes anticonvulsivantes 132. A detecção de terpenos no 

EE pode ser um indício de atividade antileishimanial devido, principalmente, a 

comprovada ação do ácido ursólico 133. 

 

4.2 Teor dos Compostos Fenólicos (TCF) e Ensaios Antioxidantes (in 

vitro). 

O TCF do EE foi determinado pelo método Folin-Cioucalteu e os dados de 

absorbância das amostras demonstraram valor de 225,53 mg EAG/g (Tabela 4.1). Os 

ensaios antioxidantes exibiram resultados na eliminação do radical DPPH de CE50 de 

27,53 µg/ml e no radical ABTS com valores expressos tanto em CE50 (122,81 µg/ml) 

quanto em CAET (4370 mM Trolox/g) (Tabela 4.1). Este último resultado indica que, 

quanto maior o valor de TEAC, maior a capacidade antioxidante da amostra.  

 

Tabela 4.1.  Atividade antioxidante do extrato etanólico (EE) das cascas do caule da 

P. bracteosa.  

 
TCF 

(mg EAG/g) 

DPPH 

CE50 (µg/ml) 

ABTS 

CE50 (µg/ml) 

ABTS - CAET 

mM Trolox/g 

EE 225,53 ± 1,03 27,53 ± 0,26b 122,81 ± 2,03ab 4.370 ± 238,96 

Ácido 

Ascórbico 
- 22,72 ± 0,13 98,33 ± 0,58 - 

Trolox - 14,92 ± 0,41 127,21 ± 0,70 - 

TCF: Teor de compostos fenólicos totais expressos em mg de equivalente de ácido gálico (EAG) por g 
de extrato de P. bracteosa. CE50: concentração eficaz para inibir 50% do radical DPPH• ou do ABTS•+. 
CAET: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (mM de Trolox por g de amostra) no ensaio 
ABTS. Os valores foram expressos como média ± DP (desvio padrão). Letra “a” indica diferença 
estatística como o ácido ascórbico (p < 0,01) e “b” diferença estatística com o trolox (p < 0,05).  
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Avaliação da atividade antioxidante determinou a capacidade dos compostos 

presentes no EE de inibir radicais livres, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, e 

o emprego de mais de um método foi necessário devido à pluralidade de metabólitos 

secundários e seus diferentes mecanismos de ação 134 23. O teor de compostos 

fenólicos (TCF) do EE está relacionado ao seu potencial na eliminação de espécies 

reativas, facilitado por estruturas de anel benzênico ligado a substituintes hidroxilas 

que favorecem a estabilização da carga negativa ao doar átomos de hidrogênio ou 

eletros para a molécula 135.  

O teor de fenólicos do EE das cascas (225,53 mg GAE/g) foi maior que a fração 

acetato de etila (114,74 mg GAE/g) e Hexânica (9,12 mg GAE/g) e menor que a fração 

éter (441,23 mg GAE/g) do EE das folhas da mesma espécie 18. O teor desses 

compostos esteve ligado a um maior desempenho antirradicalar em estudos das 

frações do extrato etanólico da P. bracteosa 18, da fração acetato de etila das partes 

aéreas da Helianthemum cinereum 136, da casca interna da P. pyramidalis e na análise 

antioxidante do mel de Codonopsis pilosula 137.  

O resultado do DPPH das cascas do EE (CE50 = 27,53 µg/ml) não teve diferença 

significativa com o padrão ácido ascórbico (22,72 µg/ml) e mostrou resultados 

similares ao da fração éter nas folhas (CE50 = 25,06 µg/ml) da P. bracteosa 18 e com 

a fração acetato de etila das cascas da P. pyramidalis (CE50 = 22,94 µg/ml), 

demonstrando atividade antioxidante satisfatória 138. Segundo 139, valores de CE50 

abaixo de 50 µg/ml são de compostos com alta atividade antioxidante e o valor obtido 

no ensaio DPPH demonstrou promissor potencial do EE.  

O valor do CE50= 122,81 µg/ml do EE no ABTS, apesar de ser considerado 

indicativo de pouca atividade (100 µg/ml - 200 µg/ml), exibiu valor de CE50 menor do 

que o Trolox, (127,21 µg/ml), demonstrando um dado positivo em comparação com o 

antioxidante padrão 139. O ensaio ABTS com as frações do extrato etanólico das folhas 

exibiu valores de TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) de 336,10 

mM de Trolox/g na fração hexânica; 4280,6 mM de Trolox/g na fração acetato de etila 

e 7061,57 mM de Trolox/g na fração éter 18 e no presente estudo, os valores de TEAC 

do EE das cascas foram de 4370 mM Trolox/g, que ficaram abaixo da fração éter e 

acima da fração hexânica e acetato etila.  

Metabólitos identificados no EE, principalmente da classe dos ácidos fenólicos e 

flavonoides, podem ter contribuído para a neutralização das espécies reativas do 
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DPPH e ABTS, ao apresentar características estruturais importantes para essa 

atividade, como a presença de hidroxilas ligadas ao anel aromático, facilitando a 

neutralização e ação antioxidante frente a esses radicais 117. Dentre esses compostos, 

o ácido gálico contém evidenciada ação antirradicalar e utilização contra doenças 

ocasionadas pelo desequilíbrio dessas espécies 140 141, juntamente com a 

amentoflavona, que demonstrou notável inibição in vitro de radicais DPPH, ABTS, 

superóxido e hidroxila 142. Além disso, a presença da quercertina e kaempferol, que 

são comprovados antioxidantes 143 144, também podem explicar a ação do EE.  

 

4.3 Caracterização química dos compostos  

4.3.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detector de 

arranjo de diodos (CLAE-DAD) 

Análise por CLAE-DAD realizada em 254 nm permitiu a detecção de picos de 

média e alta intensidade com tempos de retenção (min) de 2,75; 8,87; 10,31; 13,26; 

13,71; 15,48; 18,38; 20,12 e 22,16 (Figuras 4.1 e 4.2), que sugerem a presença de 

ácidos fenólicos, esteroides e flavonoides no EE por comparação com dados da 

literatura dos comprimentos de onda característicos (Tabela 4.2).  

 

 

Figura 4.1: Cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjos de diodos 

(CLAE-DAD) obtido do extrato etanólico das cascas do caule de P. bracteosa. 
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Figura 4.2: Espectros da Cromatografia líquida de alta eficiência com detector de 

arranjos de diodos (CLAE-DAD) do extrato etanólico das cascas do caule de P. 

bracteosa. 

 

Tabela 4.2: Classes de metabólitos identificados no extrato etanólico das cascas do 

caule da P. bracteosa por HPLC-DAD. 

TR (min) λ max Classe Composto Referencia 

2,75 
205/219 Esteroides 145 

253/274 Flavonoides 146 

8,87 
212 Esteroides 145 

258/273 Flavonoides 147 

10,31 
199/256 Ácidos fenólicos 148 

274 Flavonoides 149 

13,26 
227/247 Ácidos fenólicos 150 

344/405 Flavonoides 151 

13,71 
203/256 Ácidos fenólicos 148 

272/387 Flavonoides 147 

15,48 
202/255 Ácidos fenólicos 145 

268/364 Flavonoides 152 

18,38 20/2/224 Ácidos fenólicos 153 
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O espectro UV de moléculas corresponde a uma ampla faixa de comprimento 

de onda com bandas que podem auxiliar na identificação de substâncias que 

absorvem nessa região, por apresentarem diferentes intervalos obtidos entre os 

níveis energéticos de transição 100. A presença de duas bandas típicas com 

comprimento de onda máximo entre 240-285 nm e 300-550 nm confirmou a presença 

de compostos da classe dos flavonoides, verificados através da análise dos 

espectros UV dos tempos de retenção dos compostos obtidos por CLAE-DAD 154 156. 

Metabólitos da classe dos esteroides e ácidos fenólicos também foram sugeridos no 

EE por CLAE-DAD ao demonstrarem padrão espectral característico entre 206-220 

nm e 220-240 nm, respectivamente, após a incidência da luz UV 145. 

 

4.3.2 Espectrometria de massas de alta resolução com ionização por 

eletrospray (HRMS ESI) 

O perfil metabólico do EE das cascas de P. bracteosa foi estabelecido a partir 

de dados espectrais adquiridos por espectrometria de massas de alta resolução por 

ionização por electrospray (Orbitrap HRMS ESI) em uma intensidade absoluta de 3E8. 

A análise abrangente dos dados no modo negativo ([M-H]-) permitiu sugerir, com base 

nos padrões de fragmentação espectral a presença de compostos da classe dos 

ácidos fenólicos como o ácido gálico, ácido dicacafeoilquínico e ácido elágico. Da 

classe dos flavonoides, foi possível identificar amentoflavona, isovitexina, 

isoquercitrina, e os glicosídeos de quercetina e kaempferol. Taninos como a 

246 Flavonoides 154 

322/367 Flavonoides 155 

20,12 

218/247 Ácidos fenólicos 150 

321/367 Flavonoides 149 

22,16 
204/244 Ácidos fenólicos 150 

327/351 Flavonoides 154 
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castalagina e corilagina e o terpenoide ácido ursólico também foram anotados (Figura 

4.3, Tabela 4.3).   

 

 

Figura 4.3: Espectro da HRMS ESI dos compostos majoritários do cromatograma 

obtido do extrato etanólico das cascas da P. bracteosa – LTQ ESI (-).  

 

Tabela 4.3: Análise do extrato etanólico das cascas do caule da P. bracteosa por ESI 

(-)-HRMS ESI. 

Composto Massa [M-H] 
Fórmula 

Molecular  
Íons de produto (m/z) 

Kaempferol 286.0477 285 C15H10O6  285/257/229/153 

Quercetina 302.0426 301 C15H10O7  301/273/257/151 

Isoquercitrina 464.0954 463 C21H20O12 463/301/179/151 

Isovitexina 432.1056 431 C21H20O10 431/311/341/269 

Ácido ursólico 456.3603 455 C30H48O3 455/439/411/393/203/189 

Ácido gálico 170.0215 169 C7H6O5  169/125/93/85 

Ácido 

dicafeoilquínico 
516.1267 515 C25H24O12 191/173/127/85 

Ácido elágico 302.0062 301 C14H6O8  301/283/257/229 

Amentoflavona 538.0899 537 C30H18O10 537/375/257 

Castalagina 934.0712 933 C41H26O26  933/301/275/249 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C7H6O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C14H6O8
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C41H26O26


Capítulo 4 - Resultados e Discussão                                                                                             44 

  

 

Corilagina 634.0806 633 C27H22O18  633/301/275/249 

 

A atribuição de classes de metabólitos secundários também foi realizada com 

o auxílio do diagrama de Van Krevelen, que permitiu caracterizar classes de 

metabólitos secundários com base nas razões O/C e H/C das fórmulas moleculares 

extraídas dos dados de espectrometria de massas de alta resolução 157.  

Polifenóis, como flavonoides e ácidos fenólicos, apresentam baixa razão H/C 

devido à sua estrutura aromática, enquanto taninos, com estruturas mais complexas, 

exibem variações nas razões O/C e H/C conforme seu grau de polimerização e 

número de grupos fenólicos. Por outro lado, moléculas de estrutura alifática como 

terpenoides e esteroides são encontradas em uma região de altos valores de razão 

H/C e baixa razão O/C. Entretanto, seus derivados glicosilados como saponinas 

podem ser encontrados em região de alto valor de O/C e H/C devido às unidades de 

açúcar presentes na molécula.  

Na Figura 4.4, foi possível destacar algumas classes de metabólitos 

secundários, como terpenos, taninos, ácidos fenólicos e flavonoides presentes no 

extrato etanólico das cascas de P. bracteosa. Os resultados obtidos a partir da análise 

do diagrama corroboram com a triagem fitoquímica realizada por meio dos testes 

colorimétricos e cromatográficos, reforçando a aplicação destas ferramentas para uma 

caracterização mais abrangente dos extratos fitoquímicos.  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H22O18
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Figura 4.4: Gráfico do diagrama de Van Krevelen que destaca as possíveis classes 

de metabólitos secundários presentes no extrato etanólico das cascas de P. 

bracteosa. 

 

Os compostos identificados por HRMS ESI e diagrama de Van Kravelen (Figura 

4.5) pertencem às classes de ácidos fenólicos, flavonoides, taninos e terpenoides, o 

que evidencia promissora atuação do EE em diversas atividades biológicas. Dentre 

esses, a amentoflavona, que também foi identificada no extrato etanólico dos frutos 

da P. ferrea 158, exibe possível ação anti-inflamatória, neuroprotetora e demonstrou 

citotoxicidade em células monocíticas de leucemia humana, quando isolada do extrato 

metanólico da raiz da Prismatomeris glabra 159 160. A quercetina, kaempferol e 

isovitexina são compostos que apresentaram resultados satisfatórios na ação 

protetiva contra a inflamação gástrica induzida por Helicobacter pylori, inflamações na 

pele e em possível atuação quimioterápica contra o melanoma, sugerindo possível 

atuação do EE nessas atividades, ao também relatar a presença desses compostos161 

162 163 164 165 166. 
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Ácido gálico 167                             Ácido elágico 168                             Ácido dicafeoilquínico 169                         Amentoflavona 170 

                                                        

Isovitexina  171                             Isoquercitrina 172                                 Kaempferol  173                                    Quercetina 174 

 

                                                                                        

Castalagina 175                                                                   Corilagina 176                                                      Ácido ursólico 24 

Figura 4.5: Estrutura química dos compostos identificados por HRMS ESI.  
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A caracterização de ácidos fenólicos, flavonoides, triterpenos e taninos por 

espectrometria de massas em tandem (MS/MS) baseia-se em padrões de 

fragmentação e na intensidade dos íons produtos formados. Flavonoides como 

kaempferol e quercetina são distinguidos por clivagens retro-Diels–Alder e perdas 

sucessivas de CO/CO₂, enquanto seus derivados glicosilados (por exemplo, 

isoquercitrina) apresentam uma perda neutra adicional de 162 Da, característica de 

uma unidade de hexose. Por outro lado, flavonas C-glicosiladas, como a isovitexina, 

exibem clivagens cruzadas da glicose com perdas neutras de 120 e 90 Da, permitindo 

diferenciá-las dos O-glicosídeos. O ácido ursólico, um triterpeno pentacíclico, 

apresenta fragmentos típicos de desidratação e descarboxilação sequenciais (m/z 

439, 411, 393), associados à sua estrutura alicíclica rígida. Ácidos fenólicos simples, 

como ácido gálico e ácido dicafeoilquínico, geram perdas neutras simples (CO₂, H₂O), 

enquanto o ácido elágico produz íons característicos em m/z 301 e 283. Compostos 

mais complexos, como biflavonoides (amentoflavona) e elagitaninos (castalagina e 

corilagina), são reconhecidos por íons precursores de alto peso molecular e pela 

produção recorrente de m/z 301, refletindo a liberação de unidades elágicas ou HHDP 

(hexahidroxidifenil) 177 178.  

Compostos do EE como a castalagina e isoquercitrina também foram 

detectados nas folhas da P. pluviosa, com propriedades anti-inflamatórias 76 179 180, tal 

como a corilagina, alvo potencial preventivo de hepatoxicidade induzida por 

paracetamol, que apresentou ação cicatrizante e foi detectada no extrato 

hidroalcoólico da casca do caule da mesma espécie 74 181. O ácido elágico do EE 

também foi identificado na fração metanólica do extrato aquoso de frutos da P. 

mycrofila, exibindo atividade antimicrobiana in vitro contra cepas de H. pylori 51 182   e 

antimalárica in vitro ao ser extraída das folhas da P. pluviosa 76. 

Metabólitos como o ácido gálico e elágico no EE foram determinantes na 

atividade antioxidante, anti-inflamatória e antimicrobiana do extrato hidrometanólico 

da vagem da P. cacalaco, sendo também constituintes predominantes da fração 

acetato de etila das cascas da P. pyramidalis 138 183. O ácido quínico foi identificado na 

fração metanólica do extrato aquoso de frutos da P. mycrofila e contribuiu para a ação 

anti-inflamatória in vivo da fração acetato de etila do extrato etanólico de frutos da 

Myrciaria glazioviana e potencialmente o EE pode apresentar essas características 

devido à presença de seu derivado 51 184. 
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Maiores níveis de ácido ursólico estiveram vinculados a maior atividade 

antioxidante do extrato da casca de cultivares de maçã no estudo de 185, assim como 

ação significativa contra radicais DPPH e atividade contra cepas bacterianas ao ser 

obtido do extrato etanólico das partes aéreas de Sambucus australis 186. Além disso, 

de forma sinérgica com outros constituintes do extrato etanólico bruto e frações das 

folhas de Elsholtzia ciliata, demonstrou potencial anticâncer ao apresentar 

citotoxicidade contra linhagens de células epiteliais de câncer de pulmão187.  

O ácido gálico, quínico e elágico, amentoflavona, corilagina e castalagina já 

foram identificados no extrato etanólico das folhas da P. bracteosa 188. No entanto, os 

demais compostos como kaempferol, quercetina, isoquercitrina, isovitexina e ácido 

ursólico estão sendo caracterizados pela primeira vez na espécie.  

4.4 Bioensaio A. cepa 

Para verificar ação do EE nas fibras do fuso e/ou no DNA, o bioensaio A. cepa 

foi utilizado no presente estudo por ser amplamente empregado em testes de 

citogenotoxicidade e quimioproteção de extratos de plantas medicinais 26 189  28. 

O resultado demonstrou citotoxicidade nas células meristemáticas de A. cepa 

apenas nas duas maiores concentrações (1 e 2 mg/ml), verificada pela redução 

significativa do índice mitótico (IM) e das prófases em relação ao controle negativo 

(CN). Por outro lado, o efeito citoprotetor não foi observado nos tratamentos pré, 

simultâneo e pós em nenhuma concentração analisada, pois não houve aumento 

significativo do IM em relação ao MMS (Tabela 4.4).  
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Tabela 4.4: Efeito citotóxico e citoprotetor do extrato etanólico das cascas do caule de P. bracteosa sobre células meristemas de A. 

cepa.  

Tratamento 
(mg/ml) 

Indice mitótico (%) 
(Média ± DP) 

Fases da mitose (%) 
(Média ± DP) 

Prófase Metáfase Anáfase Telófase 

DMSO 1% 21,90 ± 3,15 18,98 ± 3,96 1,06 ± 0,53 0,45 ± 0,44 1,41 ± 0,94 

MMS 16,12 ± 5,38* 13,71 ± 4,51* 1,22 ± 0,59 0,41 ± 0,38 0,79 ± 0,64 

Citotoxicidade      

0,25 20,96 ± 3,64 18,24 ± 3,92 0,89 ± 0,33 0,43 ± 0,25 1,23 ± 1,12 

0,5 17,36 ± 4,22 14,35 ± 4,41 1,29 ± 0,80 0,35 ± 0,22 1,37 ± 0,70 

1 13,81 ± 5,78** 12,04 ± 5,74* 0,73 ± 0,94 0,12 ± 0,23 0,92 ± 0,96 

2 13,64 ± 2,66** 11,42 ± 2,10** 0,82 ± 0,61 0,46 ± 0,52 0,94 ± 0,50 

Citoprotetor      

Pré-tratamento      

0,25 14,40 ± 4,88 12,06 ± 4,19 1,04 ± 0,64 0,60 ± 0,33 0,69 ± 0,37 

0,5 13,26 ± 3,68 11,14 ± 3,73 0,96 ± 0,62 0,52 ± 0,50 0,64 ± 0,44 

1 20,47 ± 2,97 17,78 ± 3,03 1,11 ± 0,49 0,77 ± 0,57 0,81 ± 0,77 

2 16,38 ± 3,94 13,77 ± 3,58 1,16 ± 0,65 0,62 ± 0,56 0,82 ± 0,45 

Tratamento simultâneo      

0,25 15,58 ± 2,88 13,92 ± 2,76 0,78 ± 0,40 0,55 ± 0,45 0,33 ± 0,33 

0,5 15,22 ± 3,22 12,77 ± 3,63 1,06 ± 0,46 0,40 ± 0,27 1,00 ± 0,77 

1 18,12 ± 5,52 16,83 ± 4,75 0,68 ± 0,70 0,26 ± 0,42 0,35 ± 0,34 

2 13,22 ± 6,60 12,68 ± 6,30 0,10 ± 0,28 0,02 ± 0,07 0,42 ± 0,59 

Pós-tratamento      

0,25 16,83 ± 2,32 14,04 ± 2,65 1,02 ± 0,49 0,78 ± 0,35 0,99 ± 0,39 

0,5 16,76 ± 3,09 14,22 ± 3,00 0,86 ± 0,42 0,70 ± 0,59 0,98 ± 0,68 

1 17,38 ± 5,23 14,79 ± 4,68 0,68 ± 0,48 0,71 ± 0,38 1,19 ± 0,57 

2 16,85 ± 4,37 15,99 ± 4,04 0,39 ± 0,60 0,17 ± 0,22 0,29 ± 0,39 

Controle negativo: DMSO 1%. DP: Desvio padrão. *Comparado estatisticamente com o DMSO 1% para avaliar a citotoxicidade. #Comparado estatisticamente com o controle 
positivo (10 μg/ml de Metilmetanosulfonato - MMS) para avaliar o efeito citoprotetor. */#Significativo pelo teste de Kruskal–Wallis com teste Student-Newman-Keuls a posteriori 
(#/*p<0,05; ##/**p<0,01). Os resultados referem-se à análise de 5.000 células por tratamento. 
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O efeito não citotóxico do EE (0,25 e 0,5 mg/ml) demonstrou que os compostos 

presentes não interferiram na síntese do DNA, fase G2 e/ou nas fases da divisão 

mitótica 23 190. Enquanto a citotoxicidade nas maiores concentrações (1 e 2 mg/ml) 

podem estar relacionadas com a redução significativa das prófases nas células de A. 

cepa, indicando que os compostos presentes interferiram na progressão do ciclo 

celular 106. Resultado citotóxico também foi obtido nas frações (hexânica, acetato de 

etila e éter) do extrato etanólico das folhas da mesma espécie, atribuído 

principalmente a presença de terpenos 18, que também foram detectados e 

possivelmente podem ter causado o mesmo efeito no EE das cascas. No extrato 

aquoso das folhas e cascas de P. bracteosa essa classe não foi detectada e não 

houve citotoxicidade 17 19, o que reforça a possível ação desses compostos. 

A ação citotóxica de triterpenoides pode estar associada a presença de uma 

estrutura com substituintes 1,2,3-tri-hidroxi do seu anel A e grupos tóxicos que 

danificam o material genético da célula através do aumento dos níveis de radicais 

livres, que prejudicam a progressão do ciclo celular 24 191. Atividade antiploriferativa 

desses compostos foi observada em diferentes testes in vitro e dentre esses, o ácido 

ursólico apresentou citotoxicidade contra células do câncer do pulmão e A. cepa 192 

193 194 195  e a sua identificação por HRMS ESI pode corroborar com a elucidação da 

atividade do EE.  

O EE não foi genotóxico em nenhuma das concentrações testadas (Tabela 4.5), 

pois não houve diferença significativa na média total de alterações cromossômicas e 

alterações individuais (micronúcleo; broto nuclear; quebra cromossômica; aderência 

cromossômica (aderência); metáfase C; perda cromossômica; anáfase com ponte 

cromossômica) (Figura 4.6) em comparação com aquelas no controle negativo, 

evidenciando efeitos aneugênicos e/ou clastogênicos não significativos. 

Possivelmente, os compostos presentes, principalmente da classe dos fenólicos e 

flavonoides, não interfiram nos processos de condensação da cromatina, 

polimerização das fibras do fuso e/ou segregação mitótica e/ou quebras, e ao auxiliar 

na redução de radicais livres e espécies reativas de oxigênio, evitaram a formação de 

alterações cromossômicas provocadas pelo estresse oxidativo 23 28 196.
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Tabela 4.5. Média das alterações cromossômicas em células meristemáticas de A. cepa após exposição ao extrato etanólico das 
cascas do caule da P. bracteosa. 

Tratamento 
(mg/ml) 

Alterações cromossômicas 
(Média ± DP) 

Média total de AC 
(Média ± DP) 

%RD 

MN BN QC AC CM PC PT   

DMSO 1% 3,09 ± 1,72 1,06 ± 1,08 0,49 ± 0,75 0,47 ± 0,73 0,13 ± 0,35 ND 0,24 ± 0,45 5,48 ± 3,24 - 

MMS I 15,18 ± 3,80** 7,31 ± 3,46** 2,68 ± 3,41* 1,69 ± 1,92 0,60 ± 1,05 0,13 ± 0,35 0,12 ± 0,34 28,43 ± 5,57** - 

Genotóxico          

0,25 2,80 ± 1,83 3,18 ± 3,50 0,24 ± 0,44 0,38 ± 1,06 0,22 ± 0,41 0,11 ± 0,31 0,11 ± 0,32 7,04 ± 4,29 - 

0,5 2,18 ± 1,30 3,78 ± 2,24 0,33 ± 0,64 0,48 ± 0,90 0,24 ± 0,45 0,12 ± 0,34 0,21± 0,60 7,46 ± 1,83 - 

1 3,86 ± 2,48 3,87 ± 2,10 0,23 ± 0,43 0,46 ± 0,85 ND ND 0,23 ± 0,43 8,90 ± 3,61 - 

2 3,18 ± 1,79 3,73 ± 1,99 0,57± 0,97 0,45 ± 0,98 0,68 ± 0,80 0,11 ± 0,31 0,45 ± 0,69 9,28 ± 3,31 - 

Genoprotetor          

Pré-tratmento          

0,25 5,58 ± 1,88## 7,27 ± 4,69 1,22 ± 1,36 1,05 ± 1,26 0,82 ± 1,04 0,12 ± 0,35 0,73 ± 1,02 17,00 ± 3,00# 49,79 

0,5 4,32 ± 2,05## 9,06 ± 6,83 0,97 ± 1,40 0,71 ± 0,85 0,55 ± 1,04 0,23 ±0,42 0,73 ± 1,39 16,68 ± 5,29# 51,22 

1 5,42 ± 4,08## 6,59 ± 5,01 0,75 ± 0,70 0,49 ± 0,75 0,24 ± 0,44 0,74 ± 0,88 0,87 ± 1,45 15,09 ± 8,08## 58,12 

2 4,94 ± 2,81## 8,49 ± 7,54 0,71 ± 1,03 0,70 ± 0,96 0,34 ± 0,68 0,46 ± 0,68 0,68 ± 0,92 16,43 ± 7,46# 52,28 

Tratamento simultãneo          

0,25 7,30 ± 2,14## 3,77 ± 1,15 0,80 ± 0,88 0,66 ±0,99 0,13 ± 0,33 0,14 ± 0,38 0,27 ± 0,46 13,47 ± 4,22## 65,17 

0,5 6,54 ± 2,68## 4,07 ± 1,31 0,48 ± 0,52 0,36 ± 0,70 0,61 ± 1,02 0,12 ± 0,35 0,49 ± 0,74 12,79 ± 2,66## 68,16 

1 6,30 ± 1,76## 2,89 ± 1,65## 0,48 ± 0,74 0,47 ± 0,69 0,59 ± 0,86 ND 0,25 ± 0,46 10,98 ± 3,15## 76,02 

2 3,27 ± 1,08## 3,40 ± 1,39 0,13 ± 0,35 0,13 ± 0,35 ND ND ND 6,93 ± 1,69 ## 93,70 

Pós- Tratamento          

0,25 8,05 ± 4,01## 4,18 ± 2,21 1,81 ± 1,77 1,34 ±1,48 0,13 ± 0,35 0,12 ± 0,34 1,44 ± 1,37 17,07 ± 8,11# 49,50 

0,5 5,92 ± 3,30## 5,60 ± 1,99 1,08 ± 1,31 0,24 ± 0,45 0,24 ± 0,45 0,23 ± 0,43 0,84 ± 1,19 14,28 ± 6,62# 61,66 

1 4,64 ± 1,32## 2,24 ± 1,97## 0,83 ± 0,93 0,24 ± 0,44 ND ND 0,59 ± 0,71 8,54 ± 2,53## 86,66 
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2 4,05 ± 1,38## 4,40 ± 2,70 0,62 ± 0,74 0,37 ± 0,74 ND ND 0,37 ± 0,74 9,81 ± 3,62## 81,13 

Controle negativo: DMSO 1% DP: Desvio padrão. *Comparado estatisticamente com o controle negativo (DMSO 1%) para avaliar genotoxicidade. #Comparado estatisticamente com o controle positivo 
(10 μg/ml de Metilmetanosulfonato - MMS) para avaliar o efeito genoprotetor. */#Significativo pelo teste de Kruskal–Wallis com teste Student-Newman-Keuls a posteriori (#/*p < 0,05; ##/**p <0,01). Os 
resultados referem-se à análise de 5.000 células por tratamento. MN: Micronúcleo. BN: Broto nuclear. QC: Quebra cromossômica. AC: Aderência cromossômica. CM: C-metáfase. PC: Perda 
cromossômica. PT: Ponte cromossômica. ND (Não detectado). %RD: Porcentagem de redução de danos. 
 
 

 

Figura 4.6: Alterações cromossômicas observadas pela análise de células meristemáticas de raízes de A. cepa. A: interfase normal; B: prófase normal; C: 
metáfase normal; D: anáfase normal; E: telófase normal; F: micronúcleo (seta); G: brotamento nuclear (seta); H: quebra cromossômica (seta); I: aderência 
cromossômica (aderência); J: C-metáfase; K: Perda cromossômica; L: anáfase com ponte cromossômica. 
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Nas frações do extrato etanólico das folhas e no extrato aquoso das folhas ou 

cascas, a P. bracteosa também não demonstrou genotoxicidade em células de A. cepa 

e em células sanguíneas de camundongos 17 18 19, reforçando ações positivas na 

relação entre as atividades dos metabolitos presentes e a não alteração na estrutura 

do DNA e/ou fibras do fuso.  

O ensaio A. cepa também é realizado para avaliação do efeito genoprotetor de 

extratos de produtos naturais nos protocolos pré, simultâneo e pós-tratamento 31. O 

efeito citoprotetor do EE das cascas não foi observado em nenhum dos protocolos 

analisados. Resultado similar foi encontrado nas frações do extrato etanólico das 

folhas, o que reforça que os compostos presentes podem ter contribuído 

sinergicamente e/ou individualmente com MMS para a diminuição do IM 18, 

principalmente pela ação dos terpenos encontrados no EE das cascas e frações. No 

entanto, o extrato aquoso das cascas e folhas apresentaram efeito citoprotetor 17 19, 

o que poderia ser explicado pela não detecção de terpenos.  

O MMS é utilizado como controle positivo eficaz em ensaios de avaliação de 

genotoxicidade em A. cepa e possui capacidade de alquilação e metilação ao 

transferir um ou mais átomos de carbono para as bases nitrogenadas, ocasionando 

quebras nas fitas duplas de DNA e diminuição de enzimas antioxidantes como a 

glutationa-S transferase, que auxiliam na neutralização e regulam radicais livres e 

espécies reativas de oxigênio 106 197. O MMS também pode atuar diretamente na 

formação de espécies reativas, causando apoptose e danos a célula provocados pelo 

estresse oxidativo 198. 

O EE demonstrou efeito genoprotetor no tratamento pré, simultâneo e pós, com 

redução significativa na média total de alterações cromossômicas em relação ao 

MMS, com %RD variando de 49,79 a 52,28 (pré); 65,17 a 93,70 (simultâneo) e 49,50 

a 86,66 (pós), ocasionado principalmente pela redução de micronúcleos e/ou brotos 

nucelares (Tabela 4.5). O simultâneo o que apresentou o melhor resultado em relação 

a %RD em três das quatro concentrações analisadas. Além disso, verificou-se no 

simultâneo uma relação direta da concentração com a %RD, com destaque para a 

maior concentração (2 mg/ml) com 93,70%. Este resultado, pode estar relacionado 

com a maior quantidade de compostos antioxidantes com o aumento das 

concentrações.  
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Resultado similar no pré e pós foi observado nas três menores concentrações 

(0,25; 0,5 e 1 mg/ml). No pré-tratamento, os metabólitos do EE podem ter contribuído 

para o bloqueio ou inativação do MMS no meio extracelular ou intracelular e na 

diminuição do número de alterações cromossômicas, caracterizando ação 

desmutagênica. No simultâneo, os compostos desmutagênicos e bioantimutagênicos 

do EE podem ter interagido com o MMS ao inativá-lo ou mesmo agir no reparo de 

danos. No pós, os compostos do EE, possivelmente, atuaram contribuído nos 

mecanismos de reparo da célula aos danos causados pelo MMS, através de ação 

bioantimutagênica 18 106.  

O alto teor de compostos fenólicos e atividade antioxidante do EE podem ser 

indícios da antigenotoxicidade, uma vez que os metabólitos secundários detectados 

podem estar contribuindo na modulação das enzimas antioxidantes endógenas, que 

auxiliam no controle oxidativo e/ou na capacidade direta dos compostos em neutralizar 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio produzidos pela ação do MMS, 

diminuindo as alterações cromossômicas provocadas por esse processo 31. A 

quercetina, flavonoide identificado no EE, possui importante atividade antigenotóxica 

ao atuar na proteção de danos induzidos pela atuação do MMS, principalmente na 

eliminação de radicais livres e ROS e na estimulação de enzimas de reparo, devido a 

sua estrutura fenólica 199.  

Outros estudos também mostraram relação de compostos antioxidantes, como 

a quercetina e o kaempferol no extrato etanólico de própolis e de Baccharis 

dranunculifolia 200 e flavonoides e taninos no extrato etanólico das folhas de Jatropha 

mollissima e no extrato aquoso de Erythrina velutina 106 201  , com a neutralização da 

ação tóxica do MMS em células de A. cepa. Ressalta-se também que os compostos 

podem ter atuado de forma individual e/ou sinérgica na modulação dos danos 

provocados pelo MMS, como observado nos estudos com o kaempferol e outro 

flavonoides, taninos e ácidos fenólicos contra a mitomicina C, que também é um 

agente alquilante 33,34 202 203. 



 

 

  

Capítulo 5 

CAPÍTULO 5 -  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A caracterização química do extrato etanólico das cascas da P. bracteosa 

mostrou a presença de compostos evidenciados pela primeira vez na espécie, como 

os flavonoides, Kaempferol, quercetina, isoquercitrina, isovitexina e o terpenoide, 

ácido ursólico, além de compostos já detectados anteriormente, como o ácido gálico, 

quínico e elágico, saponinas, alcaloides, amentoflavona e os taninos corilagina e 

castalagina, com diferentes atividades bioativas, que estão relacionadas ao teor de 

compostos fenólicos e ao seu poder antioxidante (DPPH e ABTS).  

O EE reduziu o índice mitótico apenas nas maiores concentrações (1 e 2 mg/ml) 

de A. cepa, não foi genotóxico em nenhuma concentração. O EE não mostrou efeito 

citoprotetor e teve ação genoprotetora no pré, simultâneo e pós-tratamento em todas 

as concentrações, ocasionada principalmente pela ação antioxidante. Os resultados 

deste estudo demonstram que P. bracteosa é uma fonte promissora de compostos 

com propriedades antioxidantes e quimioprotetoras. No entanto, existem limitações 

quanto à variabilidade dos compostos fitoquímicos no EE, que podem atuar por 

diferentes vias, dificultando a compreensão de como atuam em análises toxicológicas. 

Dada a importância do EE e de seus fitoquímicos, estudos futuros podem investigar 

esses compostos isolados em diferentes bioensaios para expandir nossa 

compreensão de sua interação com o DNA na quimioprevenção. Isso incentivará 

novas abordagens para a utilização adequada do extrato da casca de P. bracteosa. 
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CAPÍTULO 6 -  Apêndice A* 

CAPÍTULO 7 -  HRMS-ESI 
  

APÊNDICE A – Espectros ESI(-) obtidos para o extrato etanólico das cascas do caule 

da P. bracteosa. 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 


		2025-12-17T17:07:04-0300


		2025-12-17T18:06:20-0300


		2025-12-18T17:43:13-0300


		2025-12-31T17:30:22-0300


		2026-01-05T21:57:46-0300




