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RESuUMO

CARDOSO, F.C.P. Prospeccao fitoquimica e efeito genoprotetor das
cascas da Poincianella bracteosa (TUL.) L.P Queiroz em células
meristematicas de Allium cepa (L.). 2025. 74 p. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica) — Universidade Estadual do Piaui. Teresina.

Poincianella bracteosa (Fabaceae), conhecida como catingueira, tem uso popular no
tratamento de diarreias, hepatite, infeccoes e enxaqueca. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar o perfil fitoquimico, atividade antioxidante, citogenotoxica e
efeito genoprotetor do extrato etandlico (EE) das cascas do caule de P. bracteosa em
células meristematicas de Allium cepa. A prospec¢do quimica qualitativa e
cromatografia em camada delgada (CCD) do EE detectaram fendis, saponinas,
alcaloides, flavonoides, taninos pirogalicos e terpenos, enquanto a HPLC-DAD
mostrou flavonoides e acidos fendlicos. A caracterizacdo metabdlica por Orbitrap-
HRMS ESI (-) do EE sugeriu a presenca de compostos evidenciados pela primeira vez
na espécie, como o kaempferol, quercertina, isoquercitrina, isovitexina, acidos
(ursdlico, galico, dicafeoilquinico, elagico), amentoflavona, castalagina e corilagina. O
EE demonstrou atividade antioxidante frente ao radical DPPH (CEso = 27,53 £ 0,26
pug/ml) e ABTS (CEso = 122,81 = 2,03 pg/ml) e o teor de compostos fendlicos foi de
225,53 mg EAG/g. No ensaio A. cepa, o EE apresentou citotoxicidade nas duas
maiores concentragbes (1 e 2 mg/ml), ndo foi genotdxico em nenhuma das
concentracfes (0,25; 0,5; 1 e 2 mg/ml) e demonstrou efeito genoprotetor no pré,
simultaneo e pos-tratamento com porcentagem de reducao variando de 49,79 a 52,28
(pré); 65,17 a 93,70 (simultédneo) e 49,50 a 86,66 (pds). Os resultados mostraram que
o EE é fonte importante de compostos antioxidantes com efeito ndo genotoxico e
genoprotetor, sugerindo aplicacbes terapéuticas, especialmente em doencas

relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Alteragbes cromossOmicas. Atividade antioxidante. Catingueira.

Polifendis.



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 Piaui. 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 (ECso = 27.53 + 0.26 pg/ml) and ABTS (ECso = 122.81 + 2.03 pg/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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Capitulo 1

INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais vem sendo utilizado desde os

primérdios da histéria como fator importante em tratamentos, cura e prevencao de
doencas !, sendo repassada de forma empirica ao longo das geracdes, como
resultado da observacdo humana sobre a influéncia da flora em enfermidades e uso
na alimentagdo animal 2. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostrou que 80%
da populacao utiliza abordagens tradicionais, devido a falta de acesso a unidades
basicas de saude e o baixo poder aquisitivo da popula¢cdo, que tornam o uso das
plantas uma importante alternativa 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 ®>. Em 2004, por meio da Resolucdo MS/CNS n° 338, foi criada
a Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica (PNAF), que visa a inclusdo e
utilizacédo das plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos no sistema de saude
publica do Brasil ¢. Em 17 de junho de 2016 com o objetivo de orientar a prescri¢éo, a
12 edicdo do Memento Fitoterapico da Farmacopeia Brasileira foi aprovada através da
Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - RDC
n° 84 com informacdes de base cientifica sobre espécies fitoterapicas '8 . Contudo,
ainda h& necessidade de garantir maiores informagdes cientificas que comprovem
atividades medicinais e uma maior seguranca e eficacia dessas plantas, bem como a
disseminacéo e descobertas de novos medicamentos °.

Fabaceae é uma familia com mais de 2.834 espécies encontradas por todo o
territério nacional 1°© com relevancia no contexto botanico e na medicina popular
tradicional 1. 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 2, sendo
utilizada de forma popular no tratamento de diarreia, anemia, hepatite, Infecgdes 3 14

15 indigestao, febre e enxaqueca *°.
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Estudos fitoquimicos nas fracdes acetato de etila, éter e hexanica do extrato
etandlico das folhas e extrato aquoso das folhas e cascas de P. bracteosa detectaram
a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, saponinas, terpenos, agucares
redutores, taninos e alcaloides 17 18 19, Além disso, atividade antioxidante foi observada
nas fracdes do extrato etandlico das folhas, sendo a éter com melhor resultado 8.
Enquanto, ensaios toxicologicos foram realizados no extrato aquoso das folhas e
cascas de P. bracteosa nas concentracoes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml e ndo apresentaram
citogenotoxicidade em células meristematicas de Allium cepa (L.) e em camundongos
e ainda mostraram efeito protetor contra danos provocados pelo metilmetanosulfonato
(MMS) ou ciclofosfamida 17 1. No estudo de 8, foi observado efeito citotéxico, ndo
genotoxico e protetor na fracao éter, acetato e hexanica do extrato etandlico das folhas
de P. bracteosa em A. cepa.

Apesar da variedade de atividades terapéuticas empiricas de P. bracteosa,
estudos fitoquimicos com o intuito de identificar moléculas bioativas e sua acao
toxicologica ainda nao foram realizados no extrato etandlico das cascas de P.
bracteosa. A prospeccao fitoquimica consiste em caracterizar compostos por testes
qualitativos a técnicas cromatogréaficas, espectroscopicas e espectrométricas 20 2% 22,
Além disso, no uso de plantas medicinais, também deve ser considerado 0s possiveis
efeitos toxicogenéticos, sendo indispensavel avaliar concentracbes e como 0s
extratos podem interagir com as fibras do fuso mitético e/ou com o DNA, resultando
em alteracées aneugénicas e/ou clastogénicas 23 24,

O bioensaio A. cepa é um dos métodos mais utilizado em testes para investigar
os niveis de toxidade, citogenotoxicidade e antigenotoxicidade de plantas 2° 26 27 28
devido a presenca de cromossomos relativamente maiores e em numero reduzido (2n
= 16) 2°, baixo custo e concordancia com outros testes in vitro ou in vivo ° 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 beneficios a salde 2. 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 genotoxicos e
mutagénicos 243334, A quimioprotecéo pode ser desmutagénica ou bioantimutagénica.
Substancias desmutagénicas neutralizam agentes mutagénicos diretamente ou por

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



Agentes bioantimutagénicos estimulam o reparo e a replicacdo do DNA e atuam no
nivel celular, aumentando a fidelidade da replicacdo, 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 n&o citogenotéxica e
efeito protetor em determinadas concentracdes em A. cepa e em camundongos 7 18
19 o presente estudo tem como objetivo caracterizar o perfil fitoquimico, atividade
antioxidante, citogenotdxica e antigenotoxica do extrato etandlico das cascas do caule

dessa espécie.

1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

e Realizar a caracterizagdo fitoquimica e citogenotdoxica do extrato

etandlico (EE) das cascas do caule da P. bracteosa.
1.1.2 Especificos

e Realizar a triagem fitoquimica qualitativa do EE das cascas de P.
bracteosa.
e Determinar o teor de compostos fendlicos do EE das cascas de P.
bracteosa.
¢ Quantificar atividade antioxidante do EE das cascas de P. bracteosa
pelos métodos DPPH e ABTS.
e Caracterizar os compostos do EE das cascas de P. bracteosa por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos
(CLAE-DAD) e pela Espectrometria de Massas de alta resolucdo com
lonizacéo por Eletrospray (HRMS ESI).
e Avaliar o potencial citogenotoxico e antigenotoxico do EE das cascas de P.
bracteosa.



Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Planta medicinal: género Poincianella

A OMS considera planta medicinal como todo produto a base de ervas que
possui algum tipo de relevancia no tratamento de doencas ou atividade farmacoldgica
e sua utilizagcao foi reforcada ao longo dos anos pelo conhecimento repassado entre
geracdes . Os beneficios medicinais relacionam-se com suas atividades anti-
inflamatdria, antioxidante e bactericida, dentre outras, verificadas popularmente 6,

A busca incessante pela cura de diversas enfermidades aumentou o interesse
guanto ao poder medicinal de compostos quimicos em diversas espécies de plantas
37, Em meados do século XIX, a populacdo mundial encorajou-se na busca por
medicamentos fitoterapicos ao se observar o isolamento dos primeiros compostos de
plantas medicinais, como a obtencdo da morfina, codeina e papaverina, que séo
derivados da Papaver somniferum 38,

A grande biodiversidade de espécies de plantas presente no Brasil aumenta
seu potencial para a utilizacdo medicinal e torna essa atividade um habito para a
maioria da populacéo, principalmente aquelas mais vulneraveis economicamente 9.
Com a criacdo da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica (PNAF), em 2004,
esse potencial foi sendo cada vez mais valorizado “°. O Nordeste brasileiro apresenta
enorme riqueza botanica e conhecimento etnobotanico sobre o uso de sua flora e a
Caatinga destaca-se como um dos principais biomas da regido 4'. Dentre 0S uS0S
observados pela populacdo em estudos etnobotanicos da regido, pode-se destacar a
utilizacdo na cicatrizacéo de feridas, dor, diabetes, colesterol, asma e até verminoses
42 43 44_

A Familia Fabaceae € uma das mais relevantes e ocupa o terceiro lugar em
rigueza de espécies mundialmente 4°. No Brasil, é encontrada por todo o territério
nacional com cerca de 2.834 representantes e é o grupo mais numeroso da Caatinga

e floresta Amazonica 1° 46, com relevancia econdmica na fabricacdo 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
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inseticidas e forragens 4’. A familia é organizada nas subfamilias Cercidoideae,
Detarioideae, Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae,
amplamente utilizadas na medicina popular tradicional, com a presenca de
constituintes como alcaloides, flavonoides, saponinas e acidos fendlicos * 4°, que sdo
responsaveis pela atividade anti-inflamatoria, antioxidante, anticarcinogénica e
antiproliferativa de suas espécies *°.

Poincianella é um género que pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Caesalpinioideae e apresenta sinonimia Caesalpinia °! 51. O género é
representado por mais de 500 espécies espalhadas mundialmente em locais com
altas temperaturas e umidade ao longo do ano ou até em areas com predominancia
de um clima com temperaturas médias que alternam com verdes quentes e Umidos e
invernos mais frios durante o ano %2,

Diversas espécies do género Poincianella sdo amplamente reconhecidas na
medicina popular no tratamento de uma variedade de doencas, incluindo gripe,
pneumonia e inflamacgbes °*. O uso terapéutico dessas plantas esta diretamente
associado a presenca de compostos bioativos concentrados em diferentes partes do

vegetal, como a casca do caule, folhas e frutos 5! 5 56

Pertencente a familia 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 ', podendo ser
encontrada em diversos estados do Nordeste brasileiro, como Maranhdo, Piaui,
Paraiba, Bahia e Cear4, além de Goias, Mato Grosso e Tocantins 1612,

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, numero impar de foliolos e casca
amarronzada que é apreciada como estimulante sexual quando embebidas em
cachacas 21516 A espécie demonstra adaptacdo ao clima seco, perdendo as folhas
e conseguindo se sobressair na competicdo por luz, além de ser utlizada na

alimentacdo de ruminantes 57 %8,


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/caesalpinioideae
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Figura 2.1: Folhas e flores da Poincianella bracteosa 6.

Na medicina popular tradicional, cascas e folhas da P. bracteosa tém seu uso
ligado a ac¢es terapéuticas contra inflamagdes na mucosa géstrica, diarreia, infecgbes
renais e intestinais 14 1° % indigestdo, febre, enxaqueca e no auxilio em processo de
cura de ferimentos'®. Além disso, foi observado seu uso na eliminacdo de gases,
inflamacéo no figado e anemia 3. Estudos realizados com as cascas e folhas da
espécie detectaram a presenca de metabdlitos secundarios que podem estar
relacionados com sua promissora atividade medicinal e antioxidante 7 18 19
Compostos fendlicos, flavonoides, saponinas e terpenos foram identificados nas
fracdes acetato de etila, éter e hexanica do extrato etandlico das flores *8, aclcares
redutores, taninos e alcaloides no extrato aquoso da casca e das flores, demonstrando

a presenca de uma diversidade de compostos na espécie 17 1°,

2.2. Metabodlitos secundarios: estresse oxidativo e atividade

antioxidante.

Metabdlitos secundarios sdo compostos com baixo peso molecular e a sua
producéo estéa relacionada a protecdo e adaptacdo a estresses bioticos e abidticos,

com papel importante nas caracteristicas medicinais e nutricionais das plantas €. O
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metabolismo secundario difere-se do primario para o desenvolvimento de vegetais, ja
gue moléculas primarias como agucares redutores, lipidios e aminoacidos sao cruciais
em processos vitais de qualquer espécie e os secundarios depende do ambiente em
que estéo inseridas e sua relacdo com o meio 6. A concentracdo de metabdlitos
secundarios em plantas pode variar de acordo com a espécie, local, érgéo coletado,
temperatura, estresse hidrico e nutricional, tornando necessario analisar diferentes

parametros para a validacdo de determinadas substancias em espécies 2.

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em compostos fendlicos,
nitrogenados e terpenos, distinguindo-se de acordo com as suas caracteristicas
guimicas e biossintese 3. Os fendlicos possuem uma ou mais hidroxilas ligadas a um
anel aromatico que auxilia na sua capacidade de atuacdo como agente antioxidante
64, Os fenodlicos séo obtidos, em sua maioria, a partir da rota metabdlica da via do
acido chiquimico e parte do acido malénico, produzindo moléculas como cumarinas,
ligninas, flavonoides, acidos fendlicos e taninos %%, que podem atuar como atrativos a

polinizadores e na defesa contra ervas daninhas parasitas 6 67,

Compostos nitrogenados sdo moléculas que tem como caracteristica a
presenca de um ou mais atomos de nitrogénio 8 e dentre eles, os alcaloides séo o
grupo mais significativo, possuindo um anel heterociclico e potencial atividade
neuroprotetora 8%, anti-inflamatéria e antiploriferativa °. A rota de biossintese de
alcaloides, assim como 0os compostos nitrogenados, pode ser obtida tanto a partir de

aminoacidos aromaticos, quanto aminoacidos alifaticos ©2.

Os terpenos também atuam na defesa e atracdo de polinizadores * e
demonstram atividade antibacteriana e anticancer 72. Suas principais rotas de
biossintese séo via do acido melavonato e via metileritrol-4 fosfato 3, utilizado para a
formacao do isopreno, que representa a unidade basica dessa classe, formada por
cinco atomos de carbono em que a sua jungdo pode formar monoterpenos, diterpenos,

triterpenos, entre outros 2.

Acidos fendlicos, flavonoides e taninos possuem ampla disseminagdo no
género Poincianella e foram detectados nas folhas e cascas da P. pluviosa 47> 76,
folhas, frutos e cascas da P. pyramidalis, o que destaca o potencial medicinal

promissor de suas espécies °°. Testes fitoquimicos no extrato aquoso de cascas e
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folhas e etandlico das folhas da P. bracteosa também identificaram essas classes de

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

Os radicais livres sdo formados em processos biologicos e caracterizados pela
presenca de um numero impar de elétrons na camada de valéncia ”’. As espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo um grupo de moléculas oxigenadas altamente
reativas que exercem fun¢des importantes no corpo humano e originam-se através da
respiracdo celular e do metabolismo aerdbico, além da exposicédo solar @ 7°, Em
excesso, 0s radicais e espécies reativas podem causar maleficios devido ao
desequilibrio com os niveis de antioxidantes presentes no organismo gerado pelo
estresse oxidativo 8. Além disso, esse desequilibrio pode ocasionar danos oxidativos
ao DNA através da peroxidacao lipidica na membrana plasmatica e formacdo de
alteracdes cromossémicas, mutacdes, ou até a morte celular 8.

Compostos com atividade antioxidante podem ser enddégenos ou exdgenos e
sdo capazes de inibir processos que envolvem a geracao de radicais livres e espécies
reativas, eliminando-os, através de mecanismos como a doacdo de prétons de
hidrogénio ou transferéncias de elétrons 82, Varios métodos sdo utilizados na
avaliagcdo da atividade antioxidante de extratos de plantas, como 0s ensaios com o
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina) e ABTS (2,2’-azinobis(3 etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) que sdo frequentemente utilizados 4.

O método DPPH determina a capacidade de compostos em reduzir o radical
DDPH ao verificar a diminuicdo da coloragdo roxa com banda de absor¢cdo maxima
em 517 nm para amarelo pélido da hidrazina na solugdo com o antioxidante testado
83, O mecanismo de agéo dos antioxidantes no radical DPPH esta relacionado com as
doacdes de elétrons e &tomos de hidrogénio 8 e os acidos fendlicos e flavonoides séo
importantes classes de antioxidantes naturais que podem auxiliar na reducao desse
radical ao apresentar hidroxilas que podem fazer essa doacéo . A figura 2.2 mostra

0 mecanismo de reacédo de reducao do radical DPPH.
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Figura 2.2 Reacdo quimica e mudanca de coloracdo em razdo da atividade da

substancia antioxidante 83.

O ABTS é utilizado como método de avaliacdo da atividade antioxidante de
compostos ao observar a alteracdo na coloracdo verde escura e decaimento da
absorbancia maxima da solucdo contendo o radical, parametros considerados na
reducédo do radical ABTS, que foi inicialmente preparado para a avaliacdo & 8. O
Mecanismo de acédo (Figura 2.3) dos seus antioxidantes esta relacionado com a
transferéncia de atomos de hidrogénio e principalmente de elétrons na reacdo com

compostos redutores 8.
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Figura 2.3 Estruturas do ABTS, suas formas protonada e oxidada

A eficiéncia e funcionalidade dos métodos DPPH e ABTS favorecem sua larga
disseminacdo e utilizagdo na avaliacdo antioxidante de extratos de plantas &. Além
desses, também se torna importante a verificacdo sobre a quantidade de compostos
fendlicos na validacdo de acdes antirradicalares, pois estes apresentam estruturas
especificas, como anel aromatico unido a uma ou mais hidroxilas, que podem

colaborar com essa atividade 8°.
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2.3 Métodos de identificacdo e analise de compostos

Diferentes métodos sao utilizados para a identificacdo, analise e quantificacéo
de compostos que podem estar relacionados com as atividades biol6gicas de extratos,
variando de testes qualitativos, cromatograficos, espectroscopicos ou

espectrométricos 202122,

A triagem fitoquimica preliminar qualitativa é o primeiro passo na elucidacao
das possiveis classes de compostos presente em extratos de plantas medicinais e
suas possiveis atividades, direcionando a posteriores técnicas de identificacdo mais
precisas % °1. Os testes fitoquimicos séo praticos e de baixo custo, obtendo resultados
a partir de mudancas de coloragéo ou formacao de precipitado em reacdes quimicas
com reagentes selecionados, devendo ser repetidos mais de uma vez para
confirmacao dos resultados, uma vez que diferentes solventes podem obter resultados

distintos 92,

Técnicas cromatograficas utilizam-se do mecanismo de separacdo de
compostos de uma mistura ou extrato através da interagéo desses analitos com a fase
movel e a fase estacionaria °3. A cromatografia em camada delgada (CCD) tem o
emprego importante na identificacéo inicial de compostos, ao utilizar o mecanismo de
adsorcao, adicionando a mistura em uma placa cromatografica, frequentemente de
gel de silica, eluida em um solvente ou uma mistura de solventes por capilaridade. As
placas sdo reveladas ap6s a corrida cromatografica, o que permite identificar os
compostos que tiveram maior afinidade com a fase moével ou estacionéria,

principalmente por analise do tempo de retencéo obtido °* %.

Técnicas mais precisas sao realizadas na analise de compostos de produtos
naturais e a cromatografia liquida de alta eficiéncia possui ampla utilizacdo devido ao
seu menor tempo de separagéo e de solvente utilizado, maior rendimento e pureza
dos compostos %6. O mecanismo da andlise baseia-se na separacdo dos compostos
pela interacdo com a fase movel liqguida e a fase estacionaria solida compacta,
necessitando de uma bomba de presséo para que a corrida ocorra de forma eficiente
97, Diversos tipos de detectores sdo utilizados para identificar os compostos separados

e os detectores UV sdo comumente empregados %,
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A espectroscopia no ultravioleta e visivel também pode ser realizada como
analise quimica de substancias ao considerar a excitacdo de elétrons do estado
fundamental para o estado excitado na interacdo da energia com a matéria . A
técnica baseia-se na absorcéo 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 proximo ao comprimento de onda de transicao principal, relacionando o espectro

de absorcéo e a concentracdo da substancia de a cordo com a lei de Lambert-Beer
100 101

A espectrometria de massas € uma técnica de analise quimica precisa muito
utilizada para a elucidagéo de compostos em misturas complexas, que utiliza como
mecanismo o0 processo de ionizacdo da mistura em fase gasosa aplicando sobre ela
um campo elétrico ou magnético, onde os ions sdo separados no analisador de massa
de acordo com suas relagGes massa-carga (m/z) 1°2. Os componentes basicos
utilizados nessa técnica como a fonte de ions, o analisador de massas e o detector de
fons sdo de extrema importancia para uma andlise precisa 1% e a espectrometria de
massas de alta resolucdo (HRMS ESI) demonstra o aumento da sensibilidade e
precisdo da técnica como caracteristica, ao considerar as massas exatas de

compostos que distinguem de compostos de casas decimais proximas 104105,

2.4 Teste de citogenotoxidade em A. cepa

O bioensaio A. cepa, conhecido popularmente como o teste da cebola, possui
ampla utilizacdo na avaliacao da citogenotoxicidade de extratos de plantas medicinais,
amostras quimicas e danos ambientais, devido a presenca de cromossomo maiores
e em menor numero (2n = 16), alta sensibilidade, baixo custo e correlacédo confiavel
com testes in vitro e in vivo, sem a necessidade do sacrificio de animais 232°. O teste
avalia a citotoxicidade (indice mit6tico) e a capacidade de compostos em induzir o
aumento do numero de alteracfes cromossdmicas em células meristematicas de A.
cepa (genotoxicidade) 2*. Além disso, o bioensaio A. cepa também pode ser utilizado
para avaliar atividade genoprotetora de compostos, que podem atuar como

desmutagénicos ou bioantimutagénicos 0,
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Os desmutagénicos atuam principalmente por adsorcdo e previnem a acgao
genotoxica de compostos no meio extracelular, ja os compostos bioantimutagénicos
atuam no meio intracelular estimulando o reparo de danos ao DNA causados por
agentes genotoxicos 3%, Em estudos do efeito protetor das fracGes do extrato etandlico
das folhas, extrato aquoso das folhas e cascas da P. bracteosa foi evidenciada acéo
desmutagénica e bioanimutagénica ao identificar que a média total de alteracbes
cromossOmicas dos tratamentos diferiu estatisticamente do controle positivo nos
ensaios pré, simultdneo e poés-tratamento, demonstrando o potencial efeito

genoprotetor da espécie 17 1918,

Diferentes alteragbes cromossdmicas podem ser investigadas. A formagéo de
micronucleos, pequenos corpos extranucleares, morfologicamente semelhantes ao
nacleo principal, pode ser de origem aneugénica (perdas) e/ou clastogénica
(fragmentos) que podem ser originados a partir de brotos nucleares e em excesso
podem ser eliminados como minicélulas °7. Aderéncias cromossdmicas s&do
alteracdes que sinalizam alto nivel de toxicidade, sendo irreversiveis e capazes de
gerar a formacédo de novas alteracdes durante o ciclo celular, como pontes e quebras,
além de possivel morte celulari® 199 A C-metafase é uma alteracdo aneugenica
relacionada com a inativacdo das fibras do fuso e parada do ciclo celular °°.
Metafases poliploides sdo originadas de falhas na formagdo do fuso mitético e
blogueio da citocinese, proporcionando defeito no desenvolvimento de células filhas®
e a distribuicdo desigual gerada pelo mau funcionamento do fuso mitético leva a

formacdo de anafases multipolares %,
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Figura 2.4. Danos genotoxicos observados em células meristematicas de Allium cepa.

(A). Nucleo intrafasico poliploidizado; (B). Préfase com perda de material genético;
(C). Aderéncia cromossbémica; (D-F). C-Metafase; (G, I, J). Perdas cromossdmicas;
(H). Pontes cromossdmicas (seta) e fragmento cromossémico (ponta de seta); (L).

Anéafase multipolar 1,
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Produtos quimicos e reagentes

Os reagentes quimicos usados neste estudo incluiram 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) (CAS No.: 1898-66-4), acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS) (CAS No.: A3219), dimetilsulfoxido (DMSO) (CAS No.: 67-8-65),
reagente de Folin-Ciocalteu (CAS No.: 47641), acido gélico (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:
alcool metilico (cédigo 18714), &lcool etilico (CAS 14731), hexano (CAS 21787),
cloroférmio (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 sddio (Na2CO3) (CAS V001137),
persulfato de potdssio (K2S208) (CAS 7778-80-5), sulfato cérico [Ce(S04)2] (CAS
13590-82-4), acido ascorbico (CAS 50-81-7), acido acético (CAS 60REAVET000866)
adquiridos da Vetec. Todos os produtos quimicos empregados neste estudo eram de

grau analitico e utilizados de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

3.2 Coleta e identificacao da planta

As cascas do caule da P. bracteosa foram coletadas em outubro de 2023 na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), na cidade de Teresina-PlI
(coordenadas: latitude 5°02'14.1"s e longitude 42°47'57.3"w). A identificacdo da
espécie foi realizada pelo botanico Francisco Soares Santos Filho e a exsicata foi
depositada no Herbario Afranio Gomes Fernandes da UESPI com nimero de voucher
HAF 03635. O material foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio

genético e do conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com
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0 numero 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, 0 que resultou em
496,27 g de material seco. O p6 fino das cascas foi submetido ao processo de
extracdo em etanol PA (Dinamica) por seis vezes consecutivas e em recipiente
fechado por um periodo de 72 h. O extrato etanolico (EE) foi filtrado e concentrado em
evaporador rotatorio (Fisatom, 550) a 40°C 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 analise.?*

3.4 Prospeccéo Fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica das cascas do EE foi realizada em triplicatas como
teste preliminar para a detec¢do das principais classes de metabdlitos secundarios,
como flavonoides, alcaloides, saponinas, fendis e taninos °°. As andlises das amostras
foram realizadas no Laboratorio GERATEC da Universidade Estadual (UESPI).

3.4.1 Teste para flavonoides

Adicionaram-se 5 gotas de HCI (6M) e raspas de magnésio a 3 ml da solucéo
etandlica do EE. Apds o fim da efervescéncia, a presenca de flavonoides foi observada

com uma coloracao rosea.

3.4.2 Teste para fendis e taninos

Adicionaram-se 3 gotas de solugcédo aquosa de FeCls 1% a 3 ml da solucéo
etandlica do EE. A tonalidade entre azul e vermelho indica a presenca de fendis,
guando o teste branco ndo apresentar essas coloracdes. Ja& um precipitado verde-
acastanhado sinaliza a deteccdo de taninos catéquicos e azul-preto de taninos

pirogalicos (taninos hidrolisaveis).
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3.4.3 Teste para alcaloides

Adicionaram-se 15 gotas de NaOH (1 M), 2 ml de agua destilada e 2 ml de
cloroféormio a 3 ml da solucédo etandlica do EE. Posteriormente, retirou-se a agua
destilada da solucéo e foram colocadas 15 gotas de HCI concentrado. Retirou-se o
cloroférmio e 3 gotas de reagente de Mayer foram adicionadas. A formacdo de um

precipitado floculado indicou alcaloides.

3.4.4 Teste para saponinas

Adicionaram-se 2 ml de cloroférmio e 3 ml de agua destilada a 3 ml da solucéo
etandlica do EE e agitou-se vigorosamente por 2 min a suspensdao 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
diluicio em 1 ml de metanol. Como fase estacionéaria, foram utilizadas placas
cromatograficas preparadas por aplicacdo manual da suspenséo de gel de silica 60 G
(Macherey-Nagel) e na fase moével foram utilizados eluentes nas seguintes
propor¢cdes: Hexano/acetato de etila (8:2) e cloroférmio/metanol (9:1). Foram
aplicados 20 pL da amostra do EE em cada placa e ap6s a eluicdo em cuba
cromatografica, as placas foram reveladas com solucéo de sulfato cérico seguida de

aquecimento em chapa a 100°C 2,

3.6 Teor dos Compostos Fendlicos (TCF)

As amostras foram solubilizadas em agua destilada na concentracéo de 1000
Mg/ml e foi retirada uma aliquota de 0,5 ml e transferida para tubos de ensaio,
adicionados 8 mL de agua destilada e 0,5 ml do reagente Folin Ciocalteau 20% (v/v).

Em seguida, a solucdo foi homogeneizada em agitador vortex e apds 3 min., acrescido
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1 ml de solucéo de carbonato de sédio (Na2COs) a 20% (m:v). Apos 1 h em banho-
maria a 37°C foram realizadas as leituras das densidades 6ticas em espectrofotdmetro
a 720 nm113 114,

Utilizou-se como padrdao de referéncia o acido gélico (Sigma®) para
construcdo da curva de calibragao (y = 4,609 x — 0,0065; R? = 0,9997). Em seguida,
realizou-se o célculo do teor de fendlicos totais, expresso em mg EAG (equivalente ao

acido galico)/g de amostra. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.7 Ensaio Antioxidante (in vitro)

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

Para realizacdo das analises, adicionou-se 1,5 ml da solugao etandlica do
radical DPPH" (6 x 10~° M) e uma aliquota de 0,5 ml do EE contendo concentragdes
seriadas. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis (517 nm), apos
30 min. do inicio da reacdo. As analises foram feitas em triplicata acompanhadas de
um controle negativo (sem antioxidante) e dois controles positivos (acido ascorbico e
Trolox®, natural e sintético, respectivamente). A diminui¢do na leitura da densidade
otica das amostras foi correlacionada com o controle, estabelecendo-se a
porcentagem de descoloragdo da amostra (inibicdo do radical DPPH) conforme

formula a seguir 115 116 117,

% de inibigao do radical DPPH" = [ (4E2enoe-288amostia) 1 4

ABS - Absorbancia
Adicionalmente, ao percentual de inibicdo, foi também calculada a
concentracgéo eficaz para inibir 50% do radical DPPH" (CEso).

3.7.2 ABTS" (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

O radical ABTS™* foi gerado a partir da reacdo de 7 mM de ABTS com 2,45 mM
de persulfato de potassio, sendo reservado a temperatura ambiente e na auséncia de
luz, por 12-16 h. Transcorrido esse periodo, a solucéo foi diluida em etanol PA até

obter-se uma solucdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,05) 118, Adicionaram-se 40 uL das
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amostras diluidas (em etanol) a 1960 uL da solugao contendo o radical, determinando-
se a absorbancia em espectrofotdmetro a 734 nm, apés 30 min. do inicio da reacao
119 120 .

A diminuicdo na leitura da densidade o6tica das amostras foi relacionada com o
controle, estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo da amostra (inibicdo do
radical ABTS™*) conforme férmula 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 inibigdo do radical ABTS™ = [ (S22 2 2PRmotid) 1 1400

ABS - Absorbancia
Adicionalmente ao porcentual de inibicdo, foi também calculada a

concentracgéo eficaz para inibir 50% do radical ABTS™ (CEso).

3.8 Caracterizacdo quimica

3.8.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD)

A andlise da CLAE-DAD foi realizada em temperatura ambiente %! 122/ com
adaptacdes e usando um cromatégrafo analitico Shimadzu modelo LC-20A,
controlador CBM-20A, detector UV-visivel com arranjo de diodos (DAD), modelo SPD-
M20A, desgaseificador DGU-20A3, software de solu¢cées CL (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japao) e coluna Macherey-Nagel Nucleodur® 100-5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um).

Uma amostra de 1,5 mg do EE foi filtrada em cartucho de extracdo em fase
sélida Chromabond® C18-EC da Macherey-Nagel e disco de filtro de 0,45 pm. Esse
€ um processo em que a amostra é submetida, chamado de “clean-up”, no qual o
cartucho é previamente ativado com metanol e agua 95:5.

A eluicéo foi realizada com método gradiente de 5-100% em 60 min, e a fase
movel da bomba +(A) foi a agua + acetonitrila (B), iniciando com 5% de acetonitrila e
95% de agua que foram bombeadas a uma vazao de 1,0 ml/min, injecao de 30 pL das
amostras na concentracao 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 Resolugcao com lonizacao
por Eletrospray (HRMS ESI).

O EE das cascas de P. bracteosa, na concentracédo de 200 pg/ml, foi analisado
em um espectrometro de massas de alta resolugcéo Q Exactive Orbitrap MS, utilizando
ionizacdo por electrospray no modo negativo (ESI (-)). As andlises foram realizadas
por infusdo direta, sem etapa de separacdo cromatogréafica prévia, empregando o
modo de aquisicdo automatica de massas (auto MS). Os ions mais abundantes
identificados no espectro de massas foram fragmentados utilizando energias de
colisdo de 20, 25 e 30 eV. As condi¢des gerais da andlise, bem como os parametros
utilizados na aquisicdo dos espectros, foram os seguintes: tensdo de pulverizacéo de
3 kV; temperatura capilar de 275°C; Lente S 100; o gas auxiliar foi definido como 2 e
0 gas de bainha como O para todas as amostras. A resolucdo 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 identificacdo estrutural foi baseada nos padrbes de fragmentacdo MS"
e na intensidade dos ions. Para a anotacdo estrutural dos principais metabdlitos,
dados de espectrometria de massas em tandem (MS") foram comparados com
bibliotecas espectrais de acesso publico. A atribuicdo das formulas moleculares foi

realizada com o auxilio do software Xcalibur™ 24,

3.8.3 Diagrama de Van Krevelen

O diagrama de Van Krevelen é uma ferramenta quimioinformatica construida a
partir das razdes atdbmicas hidrogénio/carbono (H/C) e oxigénio/carbono (O/C),
calculadas com base nas formulas moleculares atribuidas aos compostos detectados
por espectrometria de massas de alta resolugao (MS1). Essas formulas foram obtidas
a partir dos valores de m/z fornecidos pelo equipamento Orbitrap MS e atribuidas
automaticamente pelo software XCalibur, utilizando um erro maximo de 2 ppm. Ao

plotar as razdes H/C (eixo Y) e O/C (eixo X) em um grafico bidimensional, é possivel
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visualizar padrées de distribuicdo caracteristicos que permitem a identificagdo de
classes de metabdlitos secundarios.

Por exemplo, flavonoides geralmente apresentam H/C entre 0,6-1,7 e O/C
entre 0,13-0,75 enquanto os acidos fendlicos situam-se em faixas de H/C de 0,8-1,5
e O/C de 0,2-0,5. Os taninos apresentam baixa razdo H/C (0,5-0,9) devido a sua alta
densidade de anéis aromaticos e duplas ligagdes, o que reduz a proporgao de
hidrogénios na molécula. Ao mesmo tempo, sua razdo O/C é moderada a alta (0,3—
0,5), refletindo a presencga de multiplos grupos hidroxila e, em alguns casos, grupos
éster ou acido carboxilico, que conferem um alto grau de oxigenagao. Ja as saponinas
possuem valores elevados de H/C (1,4-1,7) porque sao compostos
predominantemente alifaticos, com esqueletos triterpénicos ou esteroidais saturados,
ricos em hidrogénios. Sua razdo O/C é moderada a alta (0,07-0,52) em fungao da
presenca de varias unidades de acgucar (glicosideos) ligadas ao nucleo aglicénico, o
gue aumenta significativamente a quantidade de oxigénios na estrutura.

Dessa forma, o diagrama de Van Krevelen permite a anotagao rapida e visual
de compostos com base apenas na férmula molecular, sendo especialmente util em
analises metaboldbmicas nao direcionadas para inferir classes quimicas em nivel 3,

mesmo na auséncia de dados de fragmentagao.

3.9 Bioensaio A. cepa

Os testes de avaliacdo da citogenotoxicidade e efeito genoprotetor nas células
meristeméticas de A. cepa foram realizados conforme metodologias descritas em
estudos anteriores '® 27, Sementes de A. cepa foram germinadas com agua destilada
em placas de Petri em incubadora (BOD SL - 224®) com fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25°C por quatro dias. Ap0s a germinacao, as sementes com raizes
entre 1 a 2 cm foram submetidas a diferentes tratamentos.

Na avaliacdo citogenotoxica, 30 sementes com radiculas por placa de Petri
foram transferidas para o controle negativo (CN) (Dimetilsulfoxido - DMSO 1% em
agua destilada) e controle positivo MMS (Metilmetanosulfonato - MMS, 10 ug/ml
dissolvido em DMSO 1%) por 48 h. As raizes também foram colocadas nas
concentragdes 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 toxicoldgico preliminar (tamanho médio da raiz)
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foi realizado para selecionar as concentracdes a serem utilizadas nas andlises
citogenotoxicas. Trinta raizes 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 concentracdes
ndo apresentaram efeito toxico em comparagdo ao controle negativo (DMSO 1%)
(dados nao apresentados). Com base nesses resultados, as quatro concentracdes
foram selecionadas para a analise citogenotoxica por ndo apresentarem efeitos
fitotoxicos que pudessem inibir a progresséo do ciclo celular. Além disso, as menores
concentragdes foram pré-selecionadas com base em estudo anterior do préprio grupo
de pesquisa com as fragOes éter, acetato de etila e hexanica do extrato etandlico das
folhas de P. bracteosa '®.

No ensaio genoprotetor, o MMS foi utilizado em trés protocolos: pré-tratamento
para avaliar acdo desmutagénica; simultdneo para avaliar tanto atividade
desmutagénica quanto bio-antimutagénica; e pos-tratamento para 0 bio-
antimutagénico '®. O MMS (Metilmetanosulfonato) foi o agente responsavel pela
formacéo de danos ao DNA e inducao de alteracbes cromossémicas como quebras,
micronucleos, brotos nucleares, pontes cromossdémicas e/ou perdas cromossémicas
24 No pré-tratamento, as sementes foram transferidas para as concentracdes (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 simultaneo, as sementes permaneceram em DMSO 1% por 24 h e, em seguida,
foram transferidas para solu¢gdes contendo simultaneamente o EE (0,25; 0,5; 1 e 2
mg/ml) e o MMS. No pés-tratamento, as sementes foram colocadas em MMS por 24
h e, posteriormente, transferidas para as concentragcées do EE por mais 24 h.

Apoés submeter-se a todos os tratamentos, as raizes foram fixadas em Carnoy
(3 MeOH:1 CH3COOH) por 6-8 h e estocadas a -20°C até o momento de preparo das
laminas. Para a confec¢do das laminas, as raizes foram lavadas trés vezes em agua
destilada por 5 min cada e hidrolisadas a 60°C por 8 min em HCI 1N. Depois da
hidrélise, as raizes foram novamente lavadas em agua destilada e transferidas para
frascos de vidro ambar, contendo o Reativo de Schiff, permanecendo em local escuro,
por 2 h. Apés esse periodo, as raizes foram lavadas até a total retirada do reativo,
transferidas para laminas e esmagadas em uma gota de carmim acético a 2% e
montadas com Entellan® 23

A citogenotoxicidade e genoprotecéo foram avaliadas pela contagem de 5.000

células meristematicas por tratamento (500 células/lamina, com um total de 10
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laminas analisadas por tratamento) em microscépio de luz com aumento de 400x. O
experimento foi realizado em triplicata.

Para cada tratamento e controle, foram avaliados o indice mitético (IM,
citotoxicidade) e a média total de alteracdes cromossdmicas (genotoxicidade), que
incluem alteragfes celulares resultantes de efeitos aneugénicos (como C-metéafase,
aderéncias cromossOmicas, perdas cromossdmicas, anafases multipolares e
metafases poliploides) e clastogénicos (fragmentos de cromossomos na metafase ou
anafase e pontes cromossbmicas). Os micronucleos podem surgir de efeitos
aneugénicos e clastogénicos 124,

Para determinar o indice mitotico, o nimero de células nas diferentes fases da
mitose (préfase, metafase, anafase e teléfase) foi dividido pelo numero total de células
e multiplicado por 100. Para determinar o total de alteragbes cromossomicas, como
proposto por 124, dividiu-se o nimero total de alteracdes pelo nimero total de células.

A férmula de '®® foi utilizada para avaliar o efeito genoprotetor, na qual a
porcentagem de reducdo de danos (%RD) para cada tratamento com o EE foi

calculada da seguinte forma:
a-b
%RD =[——]1x100
a—c

Onde: “a@” representa a média das alteracbes cromossémicas do controle
positivo; “b” a média das alteragdes cromossémicas em cada tratamento e “c” a média

das altera¢gbes cromossOmicas no controle negativo.

3.10 Analise estatistica

Atividade antioxidante, o teor de fendis totais e o bioensaio A. cepa foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o teste “a posteriori” de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05), no programa BioEstat 5.3, para realizar a

comparacao entre as médias dos controles e tratamentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccao preliminar do EE da P. bracteosa.

Na analise fitoquimica preliminar do EE das cascas de P. bracteosa foram
detectados fendis, saponinas, alcaloides, flavonoides e taninos pirogéalicos de acordo
com a coloragao apresentada e/ou formacéo de precipitado em cada uma das reagdes
realizadas. Na CCD do EE com hexano - acetato de etila (8:2) e cloroférmio - metanol
(9:1), utilizados como sistemas de eluicdo e sulfato cérico como revelador, foram
observadas manchas nas colora¢gdes azul e roxo sugerindo a presenca de compostos
pertencentes a classe dos terpenos 2.

Resultados similares detectaram a presenca de taninos, alcaloides e
flavonoides no extrato aquoso das folhas e cascas e no extrato etandlico das raizes
da P. Bracteosa 1?17 19, 18 Demonstraram a presenca de compostos da classe dos
fendis, saponinas, flavonoides, terpenos, depsideos e depsidonas no extrato
etandlico e na fracdo hexanica, éter e acetato de etila das folhas de P. bracteosa,
contribuindo para a caracterizacdo quimica da espécie. Em testes com outras
espécimes do género foi identificado a presenca de acidos fendlicos, taninos,
flavonoides e polifendis em folhas e cascas de P. pluviosa, frutos da P. microphylla,
assim como em extratos obtidos com todas as partes da P. Pyramydalis 5% 525556 76,
Diferencas entre os tipos de metabdlitos presentes podem ocorrer de acordo com a
espécie, forma de extracao, fatores geograficos, idade e parte coletada e corrobora
com a diversidade de constituintes encontrados *26.

A variedade de compostos identificados deve ser considerada na elucidacao
das possiveis atividades medicinais e a deteccdo de compostos fenolicos e
flavonoides no EE pode indicar atividade antirradicalar, como verificado na fracédo

éter do extrato etandlico das folhas da P. bracteosa 18 e antiinflamatoria, também
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observada na fracdo acetato de etila da casca da P. Pyramidalis 2 1?8, Além disso, a
possivel atividade antimicrobiana dos flavonoides enriquece o poder medicinal das
cascas '°,

Os taninos sao constituintes que também podem conter capacidade
antiinflamatéria '* e antioxidante verificada através do estudo com o extrato
metandlico das folhas de P. pyramidalis '3°. Compostos da classe das saponinas
possuem propriedades fungicidas, expectorante e antiviral 13, tal como os alcaloides
gue podem servir como agentes anticonvulsivantes 32, A deteccéo de terpenos no
EE pode ser um indicio de atividade antileishimanial devido, principalmente, a

comprovada acgéo do acido ursélico 133

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

vitro).

O TCF do EE foi determinado pelo método Folin-Cioucalteu e os dados de
absorbéancia das amostras demonstraram valor de 225,53 mg EAG/g (Tabela 4.1). Os
ensaios antioxidantes exibiram resultados na eliminacdo do radical DPPH de CEso de
27,53 ug/ml e no radical ABTS com valores expressos tanto em CEso (122,81 pg/ml)
guanto em CAET (4370 mM Trolox/g) (Tabela 4.1). Este ultimo resultado indica que,

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

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

P. bracteosa.

TCF DPPH ABTS ABTS - CAET
(mg EAG/g) CEso (ng/ml) CEso (ng/ml) mM Trolox/g
EE 225,53+ 1,03 27,53 +0,26° 122,81 +2,03% 4.370 + 238,96
Acido
_ - 22,72 £ 0,13 98,33 £ 0,58 -
Ascorbico
Trolox - 14,92 + 0,41 127,21 + 0,70 -

TCF: Teor de compostos fendlicos totais expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG) por g
de extrato de P. bracteosa. CEso: concentracgao eficaz para inibir 50% do radical DPPHe« 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 padréo). Letra “a” indica diferenca
estatistica como o &cido ascérbico (p < 0,01) e “b” diferenca estatistica com o trolox (p < 0,05).
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Avaliacédo da atividade antioxidante determinou a capacidade dos compostos
presentes no EE de inibir radicais livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e
0 emprego de mais de um método foi necessario devido a pluralidade de metabdlitos
secundarios e seus diferentes mecanismos de agdo '** 23, O teor de compostos
fendlicos (TCF) do EE esté relacionado ao seu potencial na eliminacdo de espécies
reativas, facilitado por estruturas de anel benzénico ligado a substituintes hidroxilas
gue favorecem a estabilizagdo da carga negativa ao doar atomos de hidrogénio ou
eletros para a molécula %%,

O teor de fendlicos do EE das cascas (225,53 mg GAE/Q) foi maior que a fracéo
acetato de etila (114,74 mg GAE/Q) e Hexanica (9,12 mg GAE/g) e menor que a fracao
éter (441,23 mg GAE/g) do EE das folhas da mesma espécie . O teor desses
compostos esteve ligado a um maior desempenho antirradicalar em estudos das
fracdes do extrato etandlico da P. bracteosa '8, da fracdo acetato de etila das partes
aéreas da Helianthemum cinereum 136, da casca interna da P. pyramidalis e na andlise
antioxidante do mel de Codonopsis pilosula 3.

O resultado do DPPH das cascas do EE (CEso = 27,53 ug/ml) ndo teve diferenca
significativa com o padrdo acido ascorbico (22,72 pg/ml) e mostrou resultados
similares ao da fragdo éter nas folhas (CEso = 25,06 pg/ml) da P. bracteosa & e com
a fracdo acetato de etila das cascas da P. pyramidalis (CEso = 22,94 pg/ml),
demonstrando atividade antioxidante satisfatéria %8, Segundo 13, valores de CEso
abaixo de 50 ug/ml sdo de compostos com alta atividade antioxidante e o valor obtido
no ensaio DPPH demonstrou promissor potencial do EE.

O valor do CEso= 122,81 pg/ml do EE no ABTS, apesar de ser considerado
indicativo de pouca atividade (100 pg/ml - 200 pg/ml), exibiu valor de CEso menor do
gue o Trolox, (127,21 pug/ml), demonstrando um dado positivo em compara¢cdo com o
antioxidante padrdo 13°. O ensaio ABTS com as fracdes do extrato etandlico das folhas
exibiu valores de TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) de 336,10
mM de Trolox/g na fracdo hexanica; 4280,6 mM de Trolox/g na fragéo acetato de etila
e 7061,57 mM de Trolox/g na fracédo éter 8 e no presente estudo, os valores de TEAC
do EE das cascas foram de 4370 mM Trolox/g, que ficaram abaixo da fracdo éter e
acima da fracdo hexanica e acetato etila.

Metabdlitos identificados no EE, principalmente da classe dos acidos fendlicos e

flavonoides, podem ter contribuido para a neutralizagdo das espécies reativas do
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DPPH e ABTS, ao apresentar caracteristicas estruturais importantes para essa
atividade, como a presenca de hidroxilas ligadas ao anel aromatico, facilitando a
neutralizacdo e acao antioxidante frente a esses radicais !’. Dentre esses compostos,
0 &cido galico contém evidenciada acdo antirradicalar e utilizacdo contra doencas
ocasionadas pelo desequilibrio dessas espécies 40 41 juntamente com a
amentoflavona, que demonstrou notavel inibicdo in vitro de radicais DPPH, ABTS,
superoxido e hidroxila 42, Além disso, a presenca da quercertina e kaempferol, que
sdo comprovados antioxidantes 143144 também podem explicar a agdo do EE.

4.3 Caracterizacdo quimica dos compostos

4.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Andlise por CLAE-DAD realizada em 254 nm permitiu a deteccao de picos de
média e alta intensidade com tempos de retencao (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 presenca de
acidos fendlicos, esteroides e flavonoides no EE por comparacdo com dados da

literatura dos comprimentos de onda caracteristicos (Tabela 4.2).
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Figura 4.1: Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjos de diodos
(CLAE-DAD) obtido do extrato etandlico das cascas do caule de P. bracteosa.
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Figura 4.2: Espectros da Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjos de diodos (CLAE-DAD) do extrato etandlico das cascas do caule de P.

bracteosa.

Tabela 4.2: Classes de metabdlitos identificados no extrato etandlico das cascas do
caule da P, bracteosa por HPLC-DAD.

TR (min) A max Classe Composto Referencia
205/219 Esteroides 145
2,75
253/274 Flavonoides 146
212 Esteroides 145
8,87
258/273 Flavonoides 147
199/256 Acidos fendlicos 148
10,31
274 Flavonoides 149
2271247 Acidos fendlicos 150
13,26
344/405 Flavonoides 151
203/256 Acidos fendlicos 148
13,71
272/387 Flavonoides 147
202/255 Acidos fendlicos 145
15,48
268/364 Flavonoides 152

18,38 20/2/224 Acidos fendlicos 153
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246 Flavonoides 154
322/367 Flavonoides 155
218/247 Acidos fendlicos 150

20,12
321/367 Flavonoides 149
204/244 Acidos fendlicos 150

22,16
327/351 Flavonoides 154

O espectro UV de moléculas corresponde a uma ampla faixa de comprimento
de onda com bandas que podem auxiliar na identificacdo de substancias que
absorvem nessa regido, por apresentarem diferentes intervalos obtidos entre os
niveis energéticos de transicdo '°. A presenca de duas bandas tipicas com
comprimento de onda maximo entre 240-285 nm e 300-550 nm confirmou a presenca
de compostos da classe dos flavonoides, verificados através da andlise dos
espectros UV dos tempos de retencédo dos compostos obtidos por CLAE-DAD 154 156,
Metabdlitos da classe dos esteroides e acidos fendlicos também foram sugeridos no
EE por CLAE-DAD ao demonstrarem padrao espectral caracteristico entre 206-220

nm e 220-240 nm, respectivamente, apés a incidéncia da luz UV 4.

4.3.2 Espectrometria de massas de alta resolugcdo com ionizagéo por
eletrospray (HRMS ESI)

O perfil metabdlico do EE das cascas de P. bracteosa foi estabelecido a partir
de dados espectrais adquiridos por espectrometria de massas de alta resolugcéo por
ionizagao por electrospray (Orbitrap HRMS ESI) em uma intensidade absoluta de 3ES.
A analise abrangente dos dados no modo negativo ([M-H]-) permitiu sugerir, com base
nos padrdes de fragmentacdo espectral a presenca de compostos da classe dos
acidos fendlicos como o acido galico, acido dicacafeoilquinico e acido elagico. Da
classe dos flavonoides, foi possivel identificar amentoflavona, isovitexina,

isoquercitrina, e os glicosideos de quercetina e kaempferol. Taninos como a
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castalagina e corilagina e o terpenoide acido ursolico também foram anotados (Figura

4.3, Tabela 4.3).
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Figura 4.3: Espectro da HRMS ESI dos compostos majoritarios do cromatograma
obtido do extrato etandlico das cascas da P. bracteosa — LTQ ESI (-).

Tabela 4.3: Analise do extrato etandlico das cascas do caule da P. bracteosa por ESI

(-)-HRMS ESI.
Férmula .
Composto Massa  [M-H] lons de produto (m/z)
Molecular
Kaempferol 286.0477 285 C15H1006 285/257/229/153
Quercetina 302.0426 301 C15H1007 301/273/257/151
Isoquercitrina 464.0954 463 C21H20012 463/301/179/151
Isovitexina 432.1056 431 C21H20010 431/311/341/269
Acido ursélico 456.3603 455 C30H4803 455/439/411/393/203/189
Acido gélico 170.0215 169 C7HeOs 169/125/93/85
Acido
_ _ _ 516.1267 515 C2s5H24012 191/173/127/85
dicafeoilquinico
Acido elagico 302.0062 301 C14H6Os 301/283/257/229
Amentoflavona 538.0899 537 C30H18010 537/375/257
Castalagina 934.0712 933 Ca1H26026 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
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Corilagina 634.0806 633 C27H22018 633/301/275/249

A atribuicdo de classes de metabdlitos secundarios também foi realizada com
o auxilio do diagrama de Van Krevelen, que permitiu caracterizar classes de
metabolitos secundéarios com base nas razdes O/C e H/C das féormulas moleculares
extraidas dos dados de espectrometria de massas de alta resolugédo .

Polifendis, como flavonoides e acidos fendlicos, apresentam baixa razdo H/C
devido a sua estrutura aroméatica, enquanto taninos, com estruturas mais complexas,
exibem variagbes nas razdes O/C e H/C conforme seu grau de polimerizacéo e
namero de grupos fendlicos. Por outro lado, moléculas de estrutura alifatica como
terpenoides e esteroides sdo encontradas em uma regido de altos valores de razdo
H/C e baixa razdo O/C. Entretanto, seus derivados glicosilados como saponinas
podem ser encontrados em regido de alto valor de O/C e H/C devido as unidades de
acucar presentes na molécula.

Na Figura 4.4, foi possivel destacar algumas classes de metabdlitos
secundarios, como terpenos, taninos, acidos fendlicos e flavonoides presentes no
extrato etandlico das cascas de P. bracteosa. Os resultados obtidos a partir da analise
do diagrama corroboram com a triagem fitoquimica realizada por meio dos testes
colorimétricos e cromatograficos, reforcando a aplicacédo destas ferramentas para uma

caracterizacdo mais abrangente dos extratos fitoquimicos.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C27H22O18
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Van Krevelen diagram
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Figura 4.4: Grafico do diagrama de Van Krevelen que destaca as possiveis classes
de metabdlitos secundarios presentes no extrato etanolico das cascas de P.

bracteosa.

Os compostos identificados por HRMS ESI e diagrama de Van Kravelen (Figura
4.5) pertencem as classes de acidos fendlicos, flavonoides, taninos e terpenoides, o
gue evidencia promissora atuacdo do EE em diversas atividades biologicas. Dentre
esses, a amentoflavona, que também foi identificada no extrato etandlico dos frutos
da P. ferrea %8, exibe possivel acédo anti-inflamatéria, neuroprotetora e demonstrou
citotoxicidade em células monociticas de leucemia humana, quando isolada do extrato
metandlico da raiz da Prismatomeris glabra ° 169 A quercetina, kaempferol e
isovitexina sdo compostos que apresentaram resultados satisfatérios na acao
protetiva contra a inflamacao géstrica induzida por Helicobacter pylori, inflamacdes na
pele e em possivel atuacdo quimioterapica contra o melanoma, sugerindo possivel

atuacdo do EE nessas atividades, ao também relatar a presenca desses compostos'ét
162 163 164 165 166.
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Figura 4.5: Estrutura quimica dos compostos identificados por HRMS ESI.
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A caracterizacdo de acidos fendlicos, flavonoides, triterpenos e taninos por
espectrometria de massas em tandem (MS/MS) baseia-se em padrbes de
fragmentacdo e na intensidade dos ions produtos formados. Flavonoides como
kaempferol e quercetina sé&o distinguidos por clivagens retro-Diels—Alder e perdas
sucessivas de CO/CO,, enquanto seus derivados glicosilados (por exemplo,
isoquercitrina) apresentam uma perda neutra adicional de 162 Da, caracteristica 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
diferencia-las dos O-glicosideos. O &acido ursdlico, um triterpeno pentaciclico,
apresenta fragmentos tipicos de desidratacdo e descarboxilagdo sequenciais (m/z
439, 411, 393), associados a sua estrutura aliciclica rigida. Acidos fenélicos simples,
como acido galico e acido dicafeoilquinico, geram perdas neutras simples (CO,, H,0),
enquanto o &cido elagico produz ions caracteristicos em m/z 301 e 283. Compostos
mais complexos, como biflavonoides (amentoflavona) e elagitaninos (castalagina e
corilagina), sdo reconhecidos por ions precursores de alto peso molecular e pela
producao recorrente de m/z 301, refletindo a liberacdo de unidades elagicas ou HHDP
(hexahidroxidifenil) 177 178,

Compostos do EE como a castalagina e isoquercitrina também foram
detectados nas folhas da P. pluviosa, com propriedades anti-inflamatérias 76 179 180 ta|
como a corilagina, alvo potencial preventivo de hepatoxicidade induzida por
paracetamol, que apresentou acao cicatrizante e foi detectada no extrato
hidroalcodlico da casca do caule da mesma espécie "* 81, O Acido elagico do EE
também foi identificado na fracdo metandlica do extrato aquoso de frutos da P.
mycrofila, exibindo atividade antimicrobiana in vitro contra cepas de H. pylori®! 182 e
antimalarica in vitro ao ser extraida das folhas da P. pluviosa 7®.

Metabdlitos como o &cido gélico e elagico no EE foram determinantes na
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana do extrato hidrometanodlico
da vagem da P. cacalaco, sendo também constituintes predominantes da fracdo
acetato de etila das cascas da P. pyramidalis 38 183, O &cido quinico foi identificado na
fracdo metandlica do extrato aquoso de frutos da P. mycrofila e contribuiu para a acéo
anti-inflamatoria in vivo da fragdo acetato de etila do extrato etandlico de frutos da
Myrciaria glazioviana e potencialmente o EE pode apresentar essas caracteristicas

devido a presenca de seu derivado >t 184,
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Maiores niveis de &cido ursolico estiveram vinculados a maior atividade
antioxidante do extrato da casca de cultivares de maca no estudo de 8%, assim como
acao significativa contra radicais DPPH e atividade contra cepas bacterianas ao ser
obtido do extrato etandlico das partes aéreas de Sambucus australis 86, Além disso,
de forma sinérgica com outros constituintes do extrato etanélico bruto e fracées das
folhnas de Elsholtzia ciliata, demonstrou potencial anticAncer ao apresentar
citotoxicidade contra linhagens de células epiteliais de cancer de pulmao®’.

O &cido gdlico, quinico e elagico, amentoflavona, corilagina e castalagina ja
foram identificados no extrato etandlico das folhas da P. bracteosa . No entanto, os
demais compostos como kaempferol, quercetina, isoquercitrina, isovitexina e acido

ursolico estdo sendo caracterizados pela primeira vez na espécie.

4.4 Bioensaio A. cepa

Para verificar agao 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 quimioprotecdo de extratos de plantas medicinais 26 189 28,

O resultado demonstrou citotoxicidade nas células meristematicas de A. cepa
apenas nas duas maiores concentracoes (1 e 2 mg/ml), verificada pela reducéo
significativa do indice mit6tico (IM) e das préfases em relacdo ao controle negativo
(CN). Por outro lado, o efeito citoprotetor ndo foi observado nos tratamentos pré,
simultdneo e pds em nenhuma concentracdo analisada, pois ndo houve aumento

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

cepa.
. o Fases da mitose (%)
Tratamento Indlce’m_ltotlco (%) (Média + DP)
(mg/ml) (Media + DP) Profase Metafase Anéfase Telofase

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 simultaneo

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
P&s-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 padrédo. "Comparado estatisticamente com o DMSO 1% para avaliar a citotoxicidade. *Comparado estatisticamente com o controle
positivo (10 pg/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 a andlise de 5.000 células por tratamento.
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O efeito néo citotoxico do EE (0,25 e 0,5 mg/ml) demonstrou que 0os compostos
presentes nao interferiram na sintese do DNA, fase G2 e/ou nas fases da divisao
mitética 2 10, Enquanto a citotoxicidade nas maiores concentracdes (1 e 2 mg/ml)
podem estar relacionadas com a reducéo significativa das préfases nas células de A.
cepa, indicando que os compostos presentes interferiram na progressao do ciclo
celular 1%, Resultado citotoxico também foi obtido nas fragcdes (hexanica, acetato de
etila e éter) do extrato etandlico das folhas da mesma espécie, atribuido
principalmente a presenca de terpenos '8, 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 nao foi detectada e néao
houve citotoxicidade 7 1°, o que reforca a possivel agdo desses compostos.

A acdo citotoxica de triterpenoides pode estar associada a presenca de uma
estrutura com substituintes 1,2,3-tri-hidroxi do seu anel A e grupos toxicos que
danificam o material genético da célula através do aumento dos niveis de radicais
livres, que prejudicam a progressédo do ciclo celular 24 191, Atividade antiploriferativa
desses compostos foi observada em diferentes testes in vitro e dentre esses, o0 acido
ursolico apresentou citotoxicidade contra células do cancer do pulméo e A. cepa 1%
193 194 195 @ 3 sua identificacdo por HRMS ESI pode corroborar com a elucidacédo da
atividade do EE.

O EE néao foi genotoxico em nenhuma das concentracdes testadas (Tabela 4.5),
pois ndo houve diferenca significativa na média total de alteracées cromossdmicas e
altera¢@es individuais (micronudcleo; broto nuclear; quebra cromossémica; aderéncia
cromossOmica (aderéncia); metafase C; perda cromossémica; anafase com ponte
cromossomica) (Figura 4.6) em comparacdo com aquelas no controle negativo,
evidenciando efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos nao significativos.
Possivelmente, os compostos presentes, principalmente da classe dos fendlicos e
flavonoides, ndo interfram nos processos de condensacdo da cromatina,
polimerizacao das fibras do fuso e/ou segregacédo mitética e/ou quebras, e ao auxiliar
na reducao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio, evitaram a formacao de

alteracdes cromossdmicas provocadas pelo estresse oxidativo 23 28 196,
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Tabela 4.5. Média das alteracbes cromossdmicas em células meristematicas de A. cepa ap0s exposicado ao extrato etandlico das
cascas do caule da P. bracteosa.

Alterag6es cromossomicas Média total de AC

Trata"/‘e'I‘tO (Média  DP) (Média + DP) RD
(mg/mi) 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 | 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** -
Genotoéxico
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+140 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 simultaneo
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
Pos- 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 padrédo. *Comparado estatisticamente com o controle negativo (DMSO 1%) para avaliar genotoxicidade. “Comparado estatisticamente com o controle positivo
(10 pg/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 a analise de 5.000 células por tratamento. MN: Microntcleo. BN: Broto nuclear. QC: Quebra cromossdmica. AC: Aderéncia cromossdmica. CM: C-metafase. PC: Perda
cromossodmica. PT: Ponte cromossdmica. ND (N&o detectado). %RD: Porcentagem de redugéo de danos.
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Figura 4.6: Alterac6es cromossdmicas observadas pela andlise de células meristematicas de raizes de A. cepa. A: interfase normal; B: préfase normal; C:
metafase normal; D: anafase normal; E: teléfase normal; F: micronicleo (seta); G: brotamento nuclear (seta); H: quebra cromossdmica (seta); I: aderéncia
cromossOmica (aderéncia); J: C-metafase; K: Perda cromossdmica; L: anafase com ponte cromossémica.
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Nas fracGes do extrato etandlico das folhas e no extrato aquoso das folhas ou
cascas, a P. bracteosa também ndo demonstrou genotoxicidade em células de A. cepa
e em células sanguineas de camundongos 7 1 19 reforcando acdes positivas na
relacdo entre as atividades dos metabolitos presentes e a ndo alteragao na estrutura
do DNA e/ou fibras do fuso.

O ensaio A. cepa também é realizado para avaliacdo do efeito genoprotetor de
extratos de produtos naturais nos protocolos pré, simultaneo e pés-tratamento 3. O
efeito citoprotetor do EE das cascas nao foi observado em nenhum dos protocolos
analisados. Resultado similar foi encontrado nas fracbes do extrato etandlico das
folhas, o que reforca que o0s compostos presentes podem ter contribuido
sinergicamente e/ou individualmente com MMS para a diminuicdo do IM 18
principalmente pela agéo dos terpenos encontrados no EE das cascas e fragdes. No
entanto, o extrato aquoso das cascas e folhas apresentaram efeito citoprotetor 7 1°,
0 que poderia ser explicado pela ndo deteccao de terpenos.

O MMS ¢é utilizado como controle positivo eficaz em ensaios de avaliacdo de
genotoxicidade em A. cepa e possui capacidade de alquilacdo e metilagdo ao
transferir um ou mais atomos de carbono para as bases nitrogenadas, ocasionando
guebras nas fitas duplas de DNA e diminuicdo de enzimas antioxidantes como a
glutationa-S transferase, que auxiliam na neutralizacdo e regulam radicais livres e
espécies reativas de oxigénio 1°¢ 7. O MMS também pode atuar diretamente na
formacao de espécies reativas, causando apoptose e danos a célula provocados pelo
estresse oxidativo 198,

O EE demonstrou efeito genoprotetor no tratamento pré, simultaneo e pés, com
reducdo significativa na média total de alteracbes cromossémicas em relacdo ao
MMS, com %RD variando de 49,79 a 52,28 (pré); 65,17 a 93,70 (simultaneo) e 49,50
a 86,66 (pos), ocasionado principalmente pela redugdo de microndcleos e/ou brotos
nucelares (Tabela 4.5). O simultaneo o que apresentou o melhor resultado em relacéo
a %RD em trés das quatro concentracdes analisadas. Além disso, verificou-se no
simultaneo uma relagcao direta da concentragdo com a %RD, com destaque para a
maior concentragao (2 mg/ml) com 93,70%. Este resultado, pode estar relacionado
com a maior quantidade de compostos antioxidantes com o0 aumento das

concentragoes.
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Resultado similar no pré e pés foi observado nas trés menores concentracfes
(0,25; 0,5 e 1 mg/ml). No pré-tratamento, os metabdlitos do EE podem ter contribuido
para o bloqueio ou inativacdo do MMS no meio extracelular ou intracelular e na
diminuicdo do numero de alteracbes cromossbmicas, caracterizando acao
desmutagénica. No simultaneo, os compostos desmutagénicos e bioantimutagénicos
do EE podem ter interagido com o MMS ao inativa-lo ou mesmo agir no reparo de
danos. No pds, os compostos do EE, possivelmente, atuaram contribuido nos
mecanismos de reparo da célula aos danos causados pelo MMS, através de acao
bioantimutagénica 18 106,

O alto teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante do EE podem ser
indicios da antigenotoxicidade, uma vez que os metabolitos secundarios detectados
podem estar contribuindo na modulacdo das enzimas antioxidantes enddégenas, que
auxiliam no controle oxidativo e/ou na capacidade direta dos compostos em neutralizar
radicais livres e espécies reativas de oxigénio produzidos pela acdo do MMS,
diminuindo as alteracGes cromossdmicas provocadas por esse processo 3. A
guercetina, flavonoide identificado no EE, possui importante atividade antigenotoxica
ao atuar na protecao de danos induzidos pela atuacdo do MMS, principalmente na
eliminacao de radicais livres e ROS e na estimulagcéo de enzimas de reparo, devido a
sua estrutura fenélica 1%.

Outros estudos também mostraram relacéo de compostos antioxidantes, como
a quercetina e o kaempferol no extrato etandlico de propolis e de Baccharis
dranunculifolia 2°° e flavonoides e taninos no extrato etandlico das folhas de Jatropha
mollissima e no extrato aquoso de Erythrina velutina 1% 201 com a neutralizacdo da
acao toxica do MMS em células de A. cepa. Ressalta-se também que 0s compostos
podem ter atuado de forma individual e/ou sinérgica na modulacdo dos danos
provocados pelo MMS, como observado nos estudos com o kaempferol e outro
flavonoides, taninos e &cidos fendlicos contra a mitomicina C, que também é um

agente alquilante 33:34 202 203,
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A caracterizacdo quimica do extrato etandlico das cascas da P. bracteosa

mostrou a presenca de compostos evidenciados pela primeira vez na espécie, como
os flavonoides, Kaempferol, quercetina, isoquercitrina, isovitexina e o terpenoide,
acido ursdlico, além de compostos ja detectados anteriormente, como o acido galico,
qguinico e elagico, saponinas, alcaloides, amentoflavona e os taninos corilagina e
castalagina, com diferentes atividades bioativas, que estdo relacionadas ao teor de
compostos fendlicos e ao seu poder antioxidante (DPPH e ABTS).

O EE reduziu o indice mit6tico apenas nas maiores concentracdes (1 e 2 mg/ml)
de A. cepa, ndo foi genotdxico em nenhuma concentracdo. O EE ndo mostrou efeito
citoprotetor e teve acdo genoprotetora no pré, simultdneo e pds-tratamento em todas
as concentragdes, ocasionada principalmente pela agdo antioxidante. Os resultados
deste estudo demonstram que P. bracteosa é uma fonte promissora de compostos
com propriedades antioxidantes e quimioprotetoras. No entanto, existem limitacfes
guanto a variabilidade dos compostos fitoquimicos no EE, que podem atuar por
diferentes vias, dificultando a compreensao de como atuam em andlises toxicoldgicas.
Dada a importancia do EE e de seus fitoquimicos, estudos futuros podem investigar
esses compostos isolados em diferentes bioensaios para expandir nossa
compreensao de sua interacdo com o DNA na quimioprevencdo. Isso incentivara

novas abordagens para a utilizagdo adequada do extrato da casca de P. bracteosa.
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Apéndice A*

HRMS-ESI

APENDICE A — Espectros ESI(-) obtidos para o extrato etandlico das cascas do caule

da P. bracteosa.
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