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RESUMO

FREIRE, J. S. PERFIL FITOQUIMICO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
CITOGENOTOXICIDADE DA CATINGUEIRA (Poincianella bracteosa
(Tul.) L.P. Queiroz). 2020. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual do Piaui. Teresina.

Poincianella bracteosa (Tul.) L. P. Queiroz, conhecida como catingueira, € uma
espécie amplamente usada para o tratamento de infec¢des renais, hipertensao, coélica
intestinal e anemia. O Avaliar o perfil fitoquimico, atividade antioxidante,
citogenotoxicidade e antigenotoxicidade da catingueira (P. bracteosa). A
espectroscopia de infravermelho revelou bandas caracteristicas de grupo O-H no EE
e fracGes polares (FE e FA), indicando a presenca de compostos hidroxilados na
Catingueira. Foi observado grupos metila (CHs) e metileno (CH2), sugerindo a
presenca de cadeia alifatica em FH. Na verificagdo dos perfis cromatograficos por
CLAE-DAD nas fracdes FE e FA, foi possivel registrar a presenta de duas classes de
metabdlitos secundarios, taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galotaninos) e
flavonoides. A andlise por ESI-IT/MS" permitiu a identificacdo 7 compostos fendlicos:
acido galico, acido quinico, elagico, amentoflavona, corilagina, acido chebulatico e
castalagina. FE teve maior teor de fendlicos totais (441,23 + 1,82 mg EAG/Qg),
enquanto FH registrou maior contetdo de flavonoides totais (84,77 + 4,34 mg EQ/Q).
Maior atividade antioxidante foi observada na FE (CEso 25,06 + 0,1 pg/mL). Efeito
citotoxico foi observado para todas as fracbes no ensaio A. cepa. No ensaio de
antigenotoxicidade, observou-se o efeito protetor da FE e FA que atuaram modulando
a acdo mutagénica do MMS inibindo principalmente a ocorréncia microndcleos. FE foi
considerada a mais promissora, pois ndo foi genotdxica, apresentou atividade
protetora contra aos danos induzidos pelo MMS e ainda apresentou atividade
citotoxica. Este é primeiro relato de identificacdo de compostos fendlicos na espécie
P. bracteosa.

Palavras-chave: Catingueira, Compostos fendlicos, Efeito protetor; Mutagénese;

Plantas Medicinais



ABSTRACT

FREIRE, J.S. PHYTOCHEMICAL PROFILE, ANTIOXIDANT ACTIVITY
AND CYTOGENOTOXICITY OF CATINGUEIRA (Poincianella
bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz). 2020. 98 p. Dissertation (Master in
Chemistry) - State University of Piaui. Teresina.

Poincianella bracteosa (Tul.) L. P. Queiroz, known as catingueira, is a species widely
used to treat kidney infections, hypertension, intestinal colic and anemia. O Assess
the phytochemical profile, antioxidant activity and cytogenotoxicity of catingueira
(Poincianella bracteosa). Infrared spectroscopy revealed characteristic bands of
group O-H in EE and polar fractions (EF and AF), indicating the presence of
hydroxylated compounds in Catingueira. Methyl (CH3) and methylene (CH2) groups
were observed, suggesting the presence of an aliphatic chain in HF. In the
verification of the chromatographic profiles by CLAE-DAD in the EF and AF fractions,
it was possible to register the presence of two classes of secondary metabolites,
hydrolyzable tannins (ellagitanins and galotanins) and flavonoids. The analysis by
ESI-IT / MS" allowed the identification of 7 phenolic compounds: gallic acid, quinic
acid, ellagic acid, amentoflavone, corilagine, chebulatic acid and castalagine. EF had
a higher content of total phenolics (441.23 + 1.82 mg EAG / g), while HF registered a
higher content of total flavonoids (87.77 = 4.34 mg EQ / g). Greater antioxidant
activity was observed in EF (ECso 25.06 + 0.1 pg / mL). Cytotoxic effect was
observed for all fractions in the A. cepa assay. In the antigenotoxicity test, the
protective effect of EF and AF that acted by modulating the mutagenic action of MMS
was observed, mainly inhibiting the occurrence of micronuclei. EF was considered to
be the most promising, as it was not genotoxic, had protective activity against the
damage induced by MMS and also presented cytotoxic activity. This is the first report

of identification of phenolic compounds in the species P. bracteosa.

Keywords: Catingueira; Poincianella bracteosa, phenolic compounds, Protective

effect; Mutagenesis
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Introducao

As plantas medicinais sao as principais fontes de medicamentos tradicionais
com uma grande variedade de moléculas bioativas, que séo eficazes para aliviar ou
erradicar infec¢des e doengas como neurodegenerativas cronicas, diabetes e cancer
que afetam a populacéo *. A eficacia depende do uso de parte adequada da planta e
de suas atividades farmacoldgicas que, por sua vez, dependem da presenca,
quantidade e natureza do metabdlito secundario presente nas espécies vegetais 2.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca 80% da populacéo
de paises em desenvolvimento utiliza-se de praticas tradicionais na atengao primaria
a saude e, desse total, 85% fazem uso de plantas medicinais 4. No Brasil,
diferentes fatores tém contribuido para o uso de plantas medicinais, tais como o alto
custo de medicamentos alopéticos, o dificil acesso da maioria da populacdo a
assisténcia médica, a caréncia de recursos dos 6rgaos publicos e a tendéncia dos
consumidores em utilizar preferencialmente produtos de origem natural 9.

Dentre as diversas plantas de uso medicinal pela populagdo, destaca-se a
Poincianella bracteosa (Tul.) L.P. Queiroz (Fabaceae), conhecida popularmente
como catingueira, pau-de-rato, catinga-de-porco, estaladeira, mané-ventura, pau-de-
bica e catingueira-preta "8,

P. bracteosa é uma espécie endémica do Brasil, encontrada nos Biomas
Caatinga e Cerrado, disseminada nas regides Norte (Tocantins), Nordeste (Bahia,
Ceard, Maranhdo, Paraiba, Piaui) e Centro-oeste (Goids, Mato Grosso) 7. Na
medicina tradicional, as folhas e cascas sdo usadas no tratamento de infeccbes
renais e catarrais, hipertensédo, colica intestinal, diarreias, gases, hepatite e anemia
9-11 As cascas sdo utilizadas como cicatrizante, indigestdo, enxaqueca, febre,
estimulante de apetite, antiagregante plaquetario 7. As flores sdo empregadas para

tratar resfriado, gripe, doencas hepaticas, gastrite e flatuléncia 2. Na forma de cha



Capitulo 1 - Introducéo 18

ou garrafadas, as cascas e frutos sdo utilizados no tratamento de bronquite,
inflamacéo da préstata, flatuléncia, ma digestdo e infecgédo intestinal 3.

Um dos principais problemas associado ao consumo de plantas medicinais é
a percepcdo da populagdo que os produtos naturais ou fitoterapicos sdo inécuos,
excluindo a possibilidade de uma reacdo adversa ou efeito toxico. Toda planta
apresenta alguma toxicidade em determinada dosagem, que através do contato,
inalac@o ou ingestao pode acarretar danos a saude, tanto as pessoas como para 0s
animais. A utilizacdo de bioensaio para monitoramento da bioatividade de extrato,
fracbes e compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporada a
pesquisa fitoquimica 4.

Dentre os diversos protocolos de estudos, o teste de Allium cepa é um
excelente bioindicador para avaliar niveis de toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de plantas medicinais, devido ao seu baixo custo,
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os
estudos de prevencdo de danos a saude humana °. Assim, o objetivo deste estudo
foi realizar a caracterizagéo fitoquimica, citogenotoxicidade e antigenotoxicidade da

espécie de P. bracteosa.

1.2 Objetivos

1.2.1 Gerais

Avaliar o perfil fitoquimico, atividade antioxidante, citogenotoxicidade e
antigenotoxicidade da catingueira (Poincianella bracteosa).

1.2.2 Objetivos especificos

v Determinar o perfil quimico do extrato etandlico de P. bracteosa através da
utilizag&o de técnicas instrumentais analiticas: IV, HPLC e ESI-IT/MS";

v" Identificar os principais compostos presentes no extrato etandlico das folhas
de P. bracteosa por espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray e insercdo direta em espectrdmetro de massas com analisador
tipo armadilha de ions (ESI-IT/MS");
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v Tracar o perfil quimico das fracdes FE e FA por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD)

v Determinar o teor total de compostos fendlicos e flavonoides das fracbes
hexanica (FH), etérea (FE) e acetandlica (FA) do extrato etandlico das folhas
de P. bracteosa,;

v Investigar a atividade antioxidante da FH, FE e FA pelos métodos DPPH e
ABTS;

v Verificar os grupos funcionais presentes nas fracbes FH, FE e FA por
espectroscopia de infravermelho;

v Avaliar o potencial citogenotéxico e antigenotéxico da FH, FE e FA nas

concentragodes (2; 4; 8 e 16 mg/mL).
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas Medicinais

A utilizagcdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, € uma das mais antigas formas de préatica medicinal da
humanidade 6. Estudos relatam que, desde 3000 a.C., os sumérios na Mesopotamia
detinham receitas e referéncias a varios medicamentos de ervas registradas em
tabuinhas de argila gravadas com estilete em escrita cuneiforme. Também existem
relatos do uso de plantas medicinais em quase todas as civilizagbes. Os egipcios,
por exemplo, usavam técnicas para embalsamar mortos desde 2300 a.C .

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca 80% da populacao
de paises em desenvolvimento utiliza-se de praticas tradicionais na atencao primaria
a saude e, desse total, 85% fazem uso de plantas medicinais 4. O Brasil possui a
maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total de
espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético, ja escasso nos paises
desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside sua maior potencialidade 8. De acordo com a Associacdo Brasileira das
Empresas do Setor Fitoterdpico, Suplemento Alimentar e de Promocdo da Saude
(ABIFISA), o mercado de fitoterdpicos movimenta cerca de US$ 20 bilhdes todos os
anos e esta em ascensédo, principalmente pelo interesse das pessoas por mais
qualidade de vida 1°.

Devido ao desenvolvimento de efeitos adversos e resisténcia microbiana aos
farmacos sintetizados quimicamente, as pessoas se voltaram para o uso de produtos
naturais. Isso promoveu a descoberta de milhares de fitoquimicos, presente nas
plantas, como alternativas seguras e amplamente eficazes com menos efeitos

adversos. Esses fitoquimicos apresentam uma grande variedade estrutural e séo
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responsaveis pelas atividades bioldgicas das plantas como atividade anticancer,
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoéria, analgésica e cicatrizante 2021,

A cultura do uso de plantas e de outras fontes naturais com propriedade
terapéuticas vem sendo cada vez mais valorizada, e isso tem proporcionado uma
crescente validacdo cientifica das propriedades farmacoldgicas de espécies
vegetais, desenvolvimento de novos meétodos analiticos para o controle de
qualidade, difusdo de novas formas de preparacdes e administracdo das drogas
vegetais e produtos fitoterapicos. Esses avancos sao facilmente compreensiveis
guando se analisa a quantidade de medicamento obtidos direta ou indiretamente de
produtos naturais ?2.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacolégicas, propagadas por
geracbes através do conhecimento empirico. Muitas vezes essas plantas sao,
inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
indigenas 3. Essa falta de informacdo também esta presente entre os profissionais
de saude, fazendo com que os mesmos nado estimulem o uso de plantas medicinais
e nao tenham conhecimento para esclarecer as duvidas da populacdo, sobre o uso
correto das plantas medicinais e fitoterapicos 2*. Em razédo disso, os estudos
cientificos envolvendo produtos naturais estdo, cada vez mais, englobando areas
interdisciplinares e mostram uma tendéncia evolutiva em termos tecnologicos que
podera levar a uma reducao drastica do diferencial observado na relacdo numero de

vegetais existentes/espécies estudadas 2.

2.2 Familia Fabaceae

7

A Fabaceae ou Leguminosae € a terceira maior familia entre as
angiospermas, depois das Orchidaceae e Asteraceae, composta por 751 géneros e
cerca de 19.500 espécies de arvores, arbustos, trepadeiras e ervas em todo o
mundo 26, E a segunda maior familia de plantas medicinais, contendo mais de 490
espécies utilizadas como medicina tradicional ?’. A familia Fabaceae também é
dividida em seis subfamilias Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae,
Dialioideae, Duparquetioideae e Papilionoideae 8.

As espécies desta familia também s&o usadas na sintese com uma grande

variedade de produtos naturais incluindo sabores, venenos, corantes, cola natural e
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para fixacdo de nitrogénio no solo, convertendo o nitrogénio atmosférico em
compostos nitrogenados uteis, usados para o crescimento das plantas. Isso é feito
pelas bactérias do género Rhizobium presente nos nodulos radiculares das

leguminosas 2°.

2.3 Género Poincianella

Poincianella pertencente a subfamilia Caesalpinioideae e consiste em mais de
500 espécies distribuidas em todo o mundo. A maioria das espécies desse género
sdo endémicas. Poincianella sp € um género pantropical de espécies lenhosas na
Africa, Asia e América 3. As espécies desse género apresentam como arvores,
arbustos, e lianas, geralmente com espinhos, troncos lenhosos e as folhas séo
alternadas, compostas, pari a imparipinadas ou bipinadas 3!. As flores séo vistosas,
os frutos do tipo legume e as plantas sédo facilmente propagadas por sementes.

Apresentam elevado valor socioeconémico devido seu emprego como plantas
ornamentais, horticolas, plantas medicinais ou produtora de madeira. Além disso,
também contribui para a biodiversidade das florestas onde cresce, ajudando a
proteger o solo e fornecer cobertura para a vida selvagem 30,

Estudos anteriores mostraram que as espécies desse género exibiam uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas, como atividades anticancer,
antiinflamatoria, antipirética, antimicrobiana, antioxidante, antipirética,
antiproliferativa, citotoxica, antiviral, antimalarica, antirreuméatica, antiulcerosa e
antidiabética. A investigacdo quimica revela a presenca de triterpendides,

diterpenos, flavonoides, esteroides e compostos fendlicos nesse género 2.
2.3.1 Poincianella bracteosa

Poincianella bracteosa € conhecida popularmente como catingueira, pau-de-
rato, catinga-de-porco, estaladeira, mané-ventura, pau-de-bica e catingueira-preta,
havendo sindnimo botanicos Caesalpinia bracteosa "8. Trata-se de uma espécie
endémica do Brasil, encontrada nos Biomas Caatinga e Cerrado, disseminada nas
regides Norte (Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Piaui) e
Centro-oeste (Goias, Mato Grosso) .

Morfologicamente é caracterizada como uma planta de médio porte, podendo

alcancar entre 3-10 metros de altura (Figura 2.1a), possui tronco de coloracdo
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acinzentado e abundancia em lenticelas esbranquicadas 33. As folhas (Figura 2.1b)
sdo bipinadas com 5-11 foliolos alternados, e quando novas, elas tém coloracéo
levemente rosada 34. Essa espécie contém flores (Figura 2.1c) que emitem odor
adocicado, possui pétalas amarelas com pontuacdes avermelhadas dispostas em
racinos curtos °. O fruto do tipo vagem, achatada com apice agudo, deiscente, de 8-
11 cm de comprimento e cerca de 2 cm de largura, de cor castanho claro, contém de

5-7 sementes quiescentes 8.

Fonte: RCPOL 3

Figura 2.1 — Poincianella bracteosa: (2.1a) Fotografia da Arvore; (2.1b) folhas e
(2.1c) flores

Na medicina tradicional, as folhas e cascas de P. bracteosa sado usadas no
tratamento de infec¢des renais e catarrais, hipertensdo, célica intestinal, diarreias,
gases, hepatite e anemia °1133 As cascas sdo utilizadas como cicatrizante,
enxaqueca, febre, estimulante de apetite e antiagregante plaquetario 7. Enquanto as

flores, empregada para tratar resfriado, gripe, doencas hepaticas, gastrite,
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verminoses e flatuléncia 2. Na forma de cha ou garrafadas, as cascas e frutos sédo
utilizados no tratamento de bronquite, inflamacdo da prostata, flatuléncia, ma
digestdo e infeccgdo intestinal 3.

Estudos fitoquimicos tém revelado a presenca de alcaloides, flavondis,
flavanondis, flavanonas, taninos condensados, triterpenos e xantonas nas raizes de
P. bracteosa 3. Nas cascas, a presenca de aclcares redutores e taninos
hidrolisados foi detectada 3’ enquanto nas folhas observou a presenca alcaloides,

acucares redutores e taninos %38,

2.4 Deteccéao de fitoquimicos

As plantas produzem uma grande quantidade de componente organicos
divididos em metabdlitos priméarios e secundarios. Os metabdlitos primarios séo
moléculas que desempenham funcfes essenciais nos organismos vegetais, tais
como: fotossintese, respiracdo e transporte de soluto. Sdo elas os acguUcares,
aminoacidos, lipidios, proteinas e os acidos nucleicos .

Os metabdlitos secundarios atuam na adaptacdo das plantas aos seus
ambientes como defesa contra microrganismos, parasitas, protecdo contra
herbivoros e apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem atuar
na atracdo de polinizados 4°. Também representam uma fonte de substancias
farmacologicamente ativas empregadas como medicamentos, cosméticos,
inseticidas e corantes. Além disso, apresentam distribuicdo restrita tanto dentro da
planta quanto entre diferentes espécies da familia 4. Alguns exemplos de
metabdlitos secundarios sdo os compostos fendlicos, terpenoides e alcaloides.

A triagem fitoquimica de uma espécie vegetal se mostra muito importante,
principalmente quando se objetiva caracterizar a presenca de uma ou mais classes
de metabodlitos secundarios que podem ser responsaveis pelas acodes
farmacoldgicas da espécie em estudo. Metabdlitos secundarios nas plantas podem
ser divididos em trés grupos distintos quimicamente: terpenos, compostos fendélicos
e componentes contendo nitrogénio (N) e enxofre (S) 2.

Os meétodos para deteccdo de classe dos metabdlitos secundarios variam
desde testes qualitativos a técnicas cromatograficas, espectroscopicas e
espectrométricas capazes de identificar e quantificar os compostos presentes numa

espécie vegetal *°.
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2.4.1 Terpenos

Os terpenos sdo compostos organicos derivados de unidades isoprenos de
cinco carbonos (CsHs) formadas e modificadas de diferentes maneiras. Com base no
namero de unidades de isopreno em uma molécula, os terpenos podem ser
classificados como mono- (C10), sesqui- (C15), di- (C20) e triterpenos (C30) (Tabela
2.1). Monoterpenos e a maioria dos sesquiterpenos sdo compostos volateis e sao
componentes primérios de O6leos essenciais. Os diterpenos apresentam baixa
volatilidade, altos pontos de ebulicdo e sdo considerados resinas. Os triterpenos sao

geralmente soélidos de alto ponto de fuséo *4.

Tabela 2.1 - Principais terpenos encontrado nas plantas

Atomos de
Isoprenos Nome Exemplo

carbonos

1 5 isopreno Cadeia lateral das citocininas

2 10 monoterpenos Limoneno, geraniol

3 15 sesquiterpenos Artemisinina, humuleno

4 20 diterpenos Salvipisona, giberelina

6 30 triterpenos Escaleno, cortisona

Fonte: PRAKASH 44

As principais propriedade farmacolégicas associadas a esses compostos
incluem atividades antimicrobiana, antifUngica, antiviral, anti-hiperglicémica,
analgésica, antiinflamatéria e antiparasitaria 4. Fisiologicamente, terpenos
funcionam principalmente como quimioatraentes ou quimiorrepelentes e sdo 0s
grandes responsaveis pela fragrancia caracteristica de muitas plantas “°.

O teste mais comumente usado para a identificacdo dos terpenos € a reacao
de Liebermann-Burchard. Essa reacdo consiste no tratamento da amostra com
anidrido acético na presenca de &cido acético e algumas gotas de acido sulfarico.
Ocorre, assim, a desidratacdo seguida de oxidacdo do sistema de anéis do
ciclopentanoperidrofenantreno dando formagdo a um esteroide aromatico que &
evidenciado pelo aparecimento de uma coloracéo azul esverdeada #’.

Dentro do grupo dos terpenos, as saponinas sao uma classe importante de

triterpenos que nas plantas desempenham um importante papel na defesa contra
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insetos e microrganismos “8. A deteccdo de saponinas, em geral ocorre quando
emprega-se o teste de formacédo de espuma, que consiste na diluicio da amostra

em metanol na presenca de acido inorgéanico diluido (por exemplo, HCI) 4.
2.4.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um anel
aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um agrupamento
hidroxila. A atividade antioxidante de compostos fenélicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras que tem importante papel na prevencdo de doencas
como diabetes, cardiacas, artrite, aterosclerose e cancer °°. Esses compostos estédo
amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde estruturas simples,
como &cido galico, vanilina e acido ferulico, até polifendlicas como flavonoides,
antraquinonas e polimeros derivados desses varios grupos (taninos) °*.

Em geral os compostos fenélicos sdo detectados pela acédo de oxidantes, tais
como o cloreto de férrico (FeCls), que os oxidam em substancias coradas. O
desenvolvimento de coloragdo azul ou verde-azulada desses produtos de oxidacéo
confirma sua presenca em extrato hidroalcoolico do material vegetal fresco ou seco
52_

a) Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos de fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos naturais. A estrutura béasica dos flavonoides é
constituida de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (Ce-C3-Cs), sendo
dois anéis benzeno (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica C) acoplada ao anel A
53_

Os flavonoides estdo associados a um amplo espectro de efeitos promotores
de saude e sdo um componente indispensavel em uma variedade de aplicacdes
farmacéuticas, medicinais e cosméticas. Isto é devido as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, antimutagénicas e anticarcinogénicas 4.

Para a caracterizacdo de flavonoides alguns ensaios se mostraram eficazes
como um estagio preliminar de analise. As cores obtidas nos ensaios variam
conforme o nucleo, o nimero e a disposicdo dos substituintes hidroxilados 4°. A
reacdo mais comum € a de cianidina, Shinoda ou hidrogenacédo, que se baseia na

reducado dos flavonoides de coloracédo amarela em compostos de cor vermelhada ou,
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no caso dos antocianicos, azulada. A reducao efetua-se na presenca de magnésio
metalico como agente redutor e acido cloridrico para tornar o meio acido °.

Os flavonoides podem ser classificados de acordo com a origem biossintética.
Algumas classes, por exemplo chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, séo
intermediarios na biossintese, bem como produtos finais que podem se acumular
nos tecidos vegetais. Outras classes sdo conhecidas apenas como produtos finais
da biossintese, por exemplo antocianinas, proantocianidinas, flavonas e flavonéis 4.
Duas classes adicionais de flavonoides sdo aquelas em que a cadeia lateral de 2-
fenil da flavanona isomeriza para a posicdo 3, dando origem a isoflavonas e
isoflavonoides relacionados °°.

As catequinas sdo um grupo de compostos polifendlicos pertencentes a
classe de flavonoides presentes em altas concentracbes em uma variedade de
frutas, vegetais e bebidas a base de plantas. Estruturalmente séo caracterizadas por
apresentarem dois anéis de benzeno e um heterociclo de di-hidropirano com um
grupo hidroxila na posigcédo 3 °’. A sua detecgdo ocorre através na reagdo com acido
sulfarico concentrado, que na presenca de agua podem produzir uma solucéo

fortemente amarelada®®.

b) Fendis e Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos distribuidos nas plantas, alimentos e
bebidas. Segundo sua estrutura esses polifendlicos sédo classificados em dois
grandes grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Taninos hidrolisaveis
(ou galotaninos e elagitaninos) sdo caracterizados por um poliol central, geralmente
B-D-glicose, cujas funcbes hidroxilas séo esterificadas como o acido galico. Taninos
condensados, ou proantocianidinas, sao oligbmeros e polimeros formado pela
condensacdo de duas ou mais unidades flavan-3,4-diol e flavan-3,4-diol .

Os meétodos deteccdo dos taninos envolve as reacdes de coloracdo ou
precipitacdo. Taninos hidrolisaveis e condensados podem ser diferenciados atraves
da reacdo de Stiasny (HCI concentrado e formol), ocorrendo precipitacdo destes
altimos; no sobrenadante, pode-se detectar a presenca dos taninos hidrolisaveis
através, por exemplo, da reacdo com cloreto de férrico, com desenvolvimento de cor

azul 49,

c) Depsideos e depsidonas



Capitulo 2 — Referencial tedrico 28

Esses metabdlitos fazem parte dos compostos fendlicos, ocorrendo em
liquens, fungos e vegetais superiores. O acido orselinico é a unidade fundamental na
biossintese de depsideos e depsidonas. O processo biossintético inicia-se com a
condensacdo de 1 mol de acetiSCoA e 1 mol de malonilSCoA °. A
acetoacetilSCoA, resultante desta unido, pode condensar com duas outras
moléculas de malonilSCoA em etapas sucessivas, formando um policetideo de 8
carbonos (Figura 2.2). Este ultimo pode ser ciclizado através de dois processos
distintos: um deles por condensac¢éo aldélica produzindo acido orselinico, e o outro

por condensacéo tipo Claisen, produzindo floroacetofenona ©°.

acetil-CoA malonil-CoA policetoéster

Condensagao
alddlica

Condensacéo de
Claisen

HO OH o)
CO,H
OH HO OH
Acido orselinico Floroacetofenona

Fonte: DEWICK 6!
Figura 2.2 — ReacOes de Biossintese e de formacdo de &acido arselinico e
floroacetofenona por condensacéo de acetilSCoA e malonilSCoA

Muitos depsideos/depsidonas apresentam grande potencial farmacoldgico,
possuindo atividades importantes, entre as quais antioxidante, antimicrobiana,
citotoxica, antitumoral, antimicobacteriana, anti-inflamatéria, analgésica e antiviral 2.

Para deteccao da presenca de depsideos e depsidonas, a amostra deve ser
dissolvida em éter etilico, acrescentado metanol e FeClz a 1 %. O aparecimento de

coloracédo verde, azul ou cinza, indica a presenca desses compostos 3.
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2.4.3 Compostos contendo nitrogénio (N) e enxofre (S)

a) Alcaloides

Sao compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo de
nitrogénio no seu anel, e sdo encontrados predominantemente nas angiospermas.
Esses compostos naturais tém muitas estruturas e, portanto, sdo altamente
variaveis. Devido a isso, sédo divididos em varios grupos grandes, como pirrolidina,
piridina, quinolina, isoquinolina, indol e quinazolina %4.

Os compostos com enxofre sdo derivados de aminoacidos. Existe duas
classes de compostos contendo atomos de enxofre de importancia biologica:
glicosilados e aliina. Os glicosilados apresentam uma unidade de acucar ligada a
uma aglicon. A alicina (dialiltiossulfinato) é o composto volatil derivado da aliina,
organossulfurado, pré-oxidante imediatamente produzido apds a ruptura dos tecidos
do alho (Allium sativum L.) 65, As técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas
para analise de compostos com enxofre 49,

Embora a maioria dos alcaloides seja farmacologicamente ativa ou
venenosa em altas doses, existem alguns alcaloides nos alimentos que costumam
ser consumidos diariamente. Cafeina, teobromina e teofilina sdo os "alcaloides
purinicos” mais comumente conhecidos, que sdo encontrados principalmente no
café, cacau feijao e folhas de cha ©°.

Tendo em vista a heterogeneidade quimica e a sua grande quantidade, os
alcaloides ndo podem ser identificados em extrato vegetais com apenas um Unico
critério cromatografico. Normalmente, os métodos de deteccdo sdo precedidos de
extracdo e consistem em reacdes de precipitacdo com reativos especificos. A
maioria dos alcaloides precipitam em solucbes neutras ou levemente &cidas pelos
reagentes de Mayer (solucéo de iodeto de potassio e cloreto de mercurio), Walgner
ou Bouchardat (solucdo de iodo e iodeto de potassio) e Dragendorff (solucdo de

iodeto de potassio e subnitrato de bismuto) #°.

2.5 Atividade Antioxidante

As células produzem constantemente radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (EROs) como parte do processo metabolico. Essas espécies reativas séo

geralmente neutralizadas pelos sistemas antioxidantes presentes nos organismos.
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Desta forma, o estado de estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na
producdo de EROs, quanto da reducao da capacidade antioxidante celular que pode
levar ao aparecimento de doencas como doencas cardiacas, Parkinson e cancer 7.

Uma dieta rica em leguminosas de frutas e vegetais, reduz significativamente
o risco do desenvolvimento dessas doencas °2. Dentre as diversas classes de
substancias antioxidantes de ocorréncias natural, os compostos fendlicos tém
recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por suas propriedades
redutoras e inibicdo da peroxidagdo lipidica. Varios tipos de antioxidantes estao
presentes nas plantas, como os de natureza hidrofilicas e lipofilicas ©2.

Uma combinacdo de métodos deve ser utilizada para avaliar a atividade
antioxidante dos produtos naturais, assim € possivel contemplar toda a diversidade
de polaridade existente nos metabdlitos secundarios das plantas. Os métodos
atualmente empregados podem ser classificados em duas categorias que sao:
transferéncia de atomos de hidrogénio e transferéncias de elétrons 9,

Dentre os métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio
podemos destacar a reducao do radical DPPH?®.

2.5.1 Método DPPH

Reducédo do radical DPPH®* (2,2-difenil-1-picrilidrazil): este método se baseia
numa analise qualitativa e quantitativa do grau de atividade antioxidante e na
habilidade das substancias atuarem como sequestradora ou capturadoras de
radicais livres °. A molécula de DPPH*®* é um radical livre em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esse
desemparelhamento confere uma coloragcdo roxa para a solucdo do radical,
caracterizada por uma banda de absorcdo em cerca de 517 nm 7. Quando em
contato com substancia que age como doadora de atomos de hidrogénio, o DPPH é
reduzido a hidrazina com mudanc¢a simultdnea na coloracdo de violeta a amarelo

palido (Figura 2.3).
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Estabilizacdo do radical formado através de deslocalizacdo de elétron desemparelho

Fonte: TSIMOGIANNIS 72
Figura 2.3 — Reacéo de oxirreducao entre DPPH e Quercetina

2.5.2 Método de ABTS

O método ABTS representa o grupo dos métodos que ocorre por
transferéncia de elétrons. Esse método € baseado na habilidade dos antioxidantes
em doar elétrons para o radical ABTSe«+. Este radical de coloracdo azul esverdeado
deve ser gerado por meio de reacdo do ABTS com persulfato de potassio que possui
absorcdo méaxima em 734 nm. O radical ABTS é produzido a partir do acido 2,2-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico 3. Em contato com uma solucdo desse
radical, os antioxidantes promovem a reducdo do cation ABTS a ABTS provocando
uma perda de coloracdo no meio reacional (Figura 2.4). Apresenta excelente
estabilidade, sendo um dos métodos mais rapidos de atividade antioxidante,
reprodutivel e oferecer uma boa solubilidade em meios organicos e aquoso,

permitindo andlise de compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica 74.



Capitulo 2 — Referencial tedrico 32

K2S,03

08 5 50 1e- 08 5\ . 50
3 A -/ T V:‘.—‘.z:/
(- T1) —— -——=1J
5o )

v

Antioxidante
ABTS ABTS®**

Fonte: VENKATACHALAM 75
Figura 2.4 — Reducdo do radical ABTS** por um antioxidante

2.6 Caracterizacao da estrutura molecular

2.6.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho € um tipo de espectroscopia de
absorcdo que usa a regiao do infravermelho no espectro eletromagnético. A regiao
infravermelha do espectro eletromagnético se estende de 14.000 a 50 cm™* e é
dividida em trés areas: o infravermelho distante de 400 a 50 cm™; regido
infravermelha do meio de 4000 a 400 cm, que é uma regido bastante interessante
do espectro para o estudo de compostos organicos, porque as bandas de absor¢ao
sdo devidas a vibracdo de um determinado agrupamento funcional 6.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica de caracterizacdo fitoquimica mais usada para a andlise de compostos
bioativos presente nos extratos vegetais /. A popularidade dessa técnica é devido a
velocidade de analise, facilidade de preparacédo das amostras, pouca quantidade de
amostra e ndo requer uso de solventes o que € mais econdmico. A espectroscopia
no infravermelho médio tem sido comumente utilizada para a identificagdo estrutural
ou determinacdo qualitativa da “impresséo digital” de compostos organicos, porque
alguns grupos de atomos exibem frequéncias de absorcdo de vibragao

caracteristicas nesta regiéo infravermelha do espectro eletromagnético ‘8.
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A localizacdo exata das bandas correspondentes depende da influéncia do
restante da molécula. As frequéncias de absorcdo no infravermelho médio,
caracteristicas dos grupos funcionais, sdo uma ferramenta 0til e valiosa para a
andlise qualitativa e contribuem para a elucidacdo estrutural total das moléculas
estudadas. Além disso, a espectroscopia no infravermelho médio é passivel de
aplicacoes de andlises quantitativas, porque as intensidades das bandas no
espectro sdo proporcionais a concentracdo de seus respectivos grupos funcionais 7.
A Figura 2.5 exibe o equipamento utilizado para analises de infravermelho.

=
/\; 'ﬁ\/~
|

\\ . /

Fonte: PERKINELMER 8
Figura 2.5 — Equipamento de Spectrum 100 FT-IR da marca Perkin Elmer

2.6.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é reconhecida desde o inicio
dos anos 80 como a técnica mais versatil para a separacao eficiente de produtos
naturais diretamente em misturas brutas, sem a necessidade de preparacao
complexas de amostras 8. A CLAE se desenvolveu ao longo dos anos em termos de
conveniéncia, velocidade, escolha das fases estacionarias da coluna, alta

sensibilidade, aplicabilidade a uma ampla variedade de matrizes de amostras e
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capacidade de hifenizar o método cromatografico em detectores espectroscopicos
82’83.

Entre as diferentes fases estacionarias (fase normal e reversa) mais utilizadas
em CLAE, a cromatografia em fase reversa é a técnica de separacdo mais usada
para isolamento e quantificacdo dos componentes de uma mistura devido a sua

ampla gama de aplicacées (Figura 2.6) 8.

Reservatorio de

solvente Ae B sistema de injecéo de amostra

Coluna cromatografica

1]
]

Computador:
aquisicdo e
analise de dados

Detector

e

Sistema de bombeamento Residuos

Fonte: BOLIGON 8
Figura 2.6 — Esquema de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Estima-se que mais de 65% de todas as separacdes por CLAE sao realizadas
no modo de fase reversa. As razGes para isso incluem a simplicidade, versatilidade,
uso de fases moveis de menor custo por ter agua, possibilidade de empregar a
eluicdo por gradiente e finalidade do método de fase reversa, pois ele é capaz de
lidar com compostos de polaridade e massa molecular diversas como, por exemplo,
para identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos de plantas
medicinais &°.

Com a expansao no uso de fitoterapicos em todo o mundo, seu controle de
qualidade tem sido uma preocupacédo importante tanto para as autoridades de saude
guanto para o publico. Entre uma variedade de métodos de controle de qualidade, a
CLAE ganhou popularidade entre varias técnicas analiticas como a principal escolha

para o estudo de impressodes digitais no controle de qualidade de plantas herbaceas
87
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2.6.3 Espectrometria de Massas com lonizacdo por Electrospray (ESI-
IT/MS")

A Espectrometria de massas (EM) € comumente considerada como uma
técnica instrumental para a separacéo de espécies eletricamente carregadas na fase
gasosa, conforme a sua razdo massa/carga (m/z) 8. Trata-se de uma ferramenta
poderosa e versétil, pois fornece informagfes qualitativas e quantitativas sobre a
composicdo elementar, isotdpica e molecular de amostras organicas e inorganicas.
Além disso, as amostras podem ser analisadas a partir do gas, liquido ou estado
sélido, e as massas que podem ser estudadas variam de Unicos atomos (varios
Daltons) a proteinas (mais de 300.000 Daltons) .

Para que a analise por EM seja aplicada € necessario a remocao ou adi¢do
de um proton em uma molécula neutra a fim de produzir ions que o equipamento
sera capaz de detectar. Os ions detectados podem corresponder as moléculas
originais, seus fragmentos ou outras espécies formadas durante o processo de
ionizacédo °. O EM permite a identificacdo direta de moléculas com base na razédo
massa/carga, bem como nos padrbes de fragmentacdo. Assim, as analises
realizadas nos espectrometros de massas podem ser feitas no modo de ions
positivos ou negativos .

Integrados aos avancos na Espectrometria de massas (EM) estdo os
desenvolvimentos na tecnologia de ionizacdo, que esta em constante evolucdo por
causa da variedade de amostras que podem ser ionizadas, aprimoramentos na
instrumentacao e otimizacdo na evolucdo de novas técnicas para ionizar analitos de
interesse 2,

A lonizacéao pelo processo de Elestrospray (ESI) foi desenvolvida inicialmente
por Malcolm Dole em 1968, e aplicada a producdo de ions biomoleculares na fase
gasosa pelo quimico John Bennett Fenn 93°4, Esse processo surgiu para atender a
necessidade de analisar quantitativamente as macromoléculas bioldgicas, pois ja
estava claro que em muitos subcampos da bioquimica (por exemplo, proteémica)
ndo se podia avancar sem a analise molecular quantitativa. Fato esse constatado
pelo emprego de técnicas classicas como ionizacéo por elétrons (El), onde somente
moléculas volateis e termo estaveis poderiam ser ionizadas 8.

A fonte ESI (Figura 2.7) tem a capacidade de ionizar moléculas de variada

massa molecular, polares e de grande complexidade, tais como proteinas e acidos
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nucléicos. Além disso, a baixa energia fornecida no processo de ionizacdo por ESI
faz com que os ions formados sofram pouca fragmentacao, produzindo espectros

menos complexos, facilitando a identificacéo das diversas classes presentes .

gotas iniciais gotas finais
Tubo capilar ESI % &

@ @@ @ + +
Solugéo de + @ @D P+ Espectro de
andlise @ @ ® + massas
g t

Fonte: KONEMANN 9
Figura 2.7 - Representacdo esquematica de uma fonte ESI operada em positivo
modo de ion

2.7 Atividade Biologica — Allium cepa

Bioensaios com vegetais superiores apresentam caracteristicas que 0s
tornam excelentes modelos genéticos para avaliagdo de poluentes ambientais e
potencial mutagénicos de agente quimicos °’. Os bioensaios sdo utilizados como
indicadores de efeitos citogenéticos e mutagénicos produzidos por substancias
presentes nos produtos naturais, principalmente extratos vegetais e seus derivados
98_

Existe varios indicadores biolégicos de citogenoxicidade de extrato de plantas
medicinais, dentre eles podemos citar o sistema A. cepa que € um excelente
bioindicador para avaliar diversos parametros genéticos, como mutacdes e
aberracbes cromossdmicas, pois possui grandes cromossomos em numeros

reduzidos (2n=16), facilitando a visualizacdo das alteragBes citogenéticas. Essas
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alteracdes observadas durante o ciclo celular podem ser classificadas como
genotoxica e mutagénicas, por meio das anormalidades cromossdmicas e formacao
de micronucleos (MNs), respectivamente 9,

As vantagens de se utilizar o sistema A. cepa estar no seu baixo custo,
confiabilidade, sensibilidade, boa correlacdo com outros sistemas teste de
mamiferos e que o processo de divisdo celular de suas raizes assemelha-se em
muito ao processo de divisdo celular humano. Além disso, é um bioensaio validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP), visto como instrumento de extrema eficiéncia
para monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias quimicas 1,

Nesse contexto, dada a importancia da P. bracteosa no cenério das plantas
medicinais brasileiras e 0s escassos estudos cientificos acerca de sua composi¢ao
fitoquimica e atividade biolégica é que o0 objetivo deste estudo foi realizar a
caracterizacao fitoquimica, citogenotoxica e avaliar potencial antioxidativo do extrato

etandlico e das fragbes hexanica, etérea e acetandlica das folhas da espécie.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Coleta do material vegetal

Apés cadastro no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado) sob o niumero sob o A17B921,
folnas de P. bracteosa foram coletadas na Empresa Brasileira de Agropecuéria
(Embrapa - Meio Norte) em Teresina (PI). A amostra foi identificada pelo botéanico e
professor Dr. Francisco Soares Santos Filho da Universidade Estadual do Piaui
(UESPI) e a exsicata foi depositada no Herbario Afranio Gomes Fernandes UESPI
sob o numero de voucher HAF 03635. Sementes de A. cepa (cv. Vale Ouro IPA —
11) foram adquiridas comercialmente junto ao Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA), Recife, Brasil.

3.2 Preparacéo e fracionamento do extrato etandlico das folhas de

P. bracteosa

O material vegetal foi higienizado e seco em estufa a 45 °C por cinco dias e
triturado em liquidificador doméstico até a obtencdo de 1000 g do pd fino. No
Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal Piaui (LPN/UFPI), as
folhas pulverizadas foram submetidas ao processo de maceracdo a frio com o
solvente orgéanico alcool etilico 99,5% (Dinamica) mantendo-as em recipiente
fechado e em contato com o liquido extrator por um periodo de 72 hs para a
liberacdo de metabdlitos secundarios do material vegetal. O extrato etandlico (EE) foi
filtrado e seco a 40 °C em evaporador rotativo (Fisatom, 550) e, em seguida,
liofilizado (Thermo, modulyod-115).

O EE foi fracionado por parti¢éo liquido-liquido com solventes de polaridades
crescentes: 1 L de hexano (CesH14), 1,2 L de éter dietilico (C4H100) e 0,7 L de acetato
de etila (C4HsOz2). A particdo foi realizada a partir de 50 g do EE diluido em uma

solucdo hidrometandlica a 50%, a fim de obter as fragcdes hexanica (FH: 23,1 g),
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eterea (FE: 6,8 g) e acetandlica (FA: 4,4 g). O fluxograma a seguir ilustra o

procedimento de preparo das frac6es (Figura 3.1).

50gEEdeP
bracteosa

1) Suspensdo MeOH:H,0 (1:1)

2) Extracdo com hexano por 10vezes

|

Solugao hidrometandlica
residual Fracdo Hexéanica
(23,19)

3) Extracdo com éter dietilico por 12 vezes
4) Filtracdo e concentracao dos solventes

v v

Fragdo etérea Solugéo hidrometandlica
(6,89) residual

5) Extracdo com acetato de etila por 7 vezes
6) Filtracdo e concentracao dos solventes

Fracdo acetandlica Solugéo
(449) residual

Figura 3.1 - Fluxograma da particao liquido-liquido do extrato EE das folhas de P.
bracteosa

3.3 Anadlise Espectroscopica de Infravermelho

3.3.1 Caraterizacao do EE e fragcbes das folhas de P. bracteosa

O EE das folhas de P. bracteosa foi analisado através da técnica de
Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), usando o
Spectrum 100 FT-IR da marca Perkin Elmer do Laboratorio de Petréleo da
Universidade Federal do Piaui (LAPETRO/UFPI). O extrato EE, FH e FE foram
aplicados diretamente no cristal do equipamento e as leituras foram realizadas na
faixa de 650 a 4000 cm%, enquanto a fracéo sélida (FA) foi comprimida com brometo

de potassio (KBr) para posterior analise de determinacéo do infravermelho.
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3.4 Andlise cromatografica (CLAE-DAD)

3.4.1 Andlise do EE e fra¢cdes das folhas de P. bracteosa

A andlise CLAE-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector
de arranjo de diodos) foi realizada a temperatura ambiente usando um cromatégrafo
Shimadzu com mdédulo de comunicagdo CBM-20A, duas bombas LC20AD e injetor
com loop de 20 pL, do Laboratorio de Quimica Orgénica — Produtos Naturais do
Instituto Federal do Piaui.

Uma amostra do EE, FE e FA, 10 mg, das folhas de P. bracteosa foi
solubilizada em 10 mL de solugcdo MeOH (95%) e submetido ao processo de clean-
up em cartucho Chromabond® C18 (previamente ativado com CHsOH), fase
estacionéaria coluna C18 fase reversa (250 x 4,6 mm, tamanho de particula 5 pum),
marca Macherey-Nagel e filtrada com membrana Millipore® (0,2 um), o forno foi
aquecido a 40 °C e taxa de fluxo de 1,0 mL.min, utilizando um cromatégrafo e
detector UV-visivel com arranjo de diodos modelo SPD-M20A ajustado para 200-800
nm.

Para obtencéo do perfil quimico de P. bracteosa foi utilizado dois sistemas
gradiente exploratoério para melhor resolugédo dos cromatogramas, sendo MeOH/H20
(95:05 v/v) a (0:100 v/v) para sistema 1 e MeCN/H20 (95:05 v/v) a (0:100 v/v) para o

sistema 2.

3.5 Andlise por ESI-IT/MS" do EE das folhas de P. bracteosa

Para a andlise com ESI-IT/MS", 5 mg do EE das folhas de P. bracteosa foi
dissolvido em 10 mL MeOH e levado ao banho ultrassom durante 5 min.
Posteriormente, a amostra foi filtrada em membrana de nylon (diametro de 47 mm e
poro 0,22 um, Chromafil® Xtra) e uma aliquota de 20 pL foi injetada diretamente no
sistema ESI-IT-MS".

A infusdo do fluxo da amostra foi realizada em um analisador do tipo
armadilha de ions (ITMS, AmaZon X, Bruker Daltonics) acoplado com uma fonte de
ionizacao por eletrospray (ESI), em modo negativo no Espectrémetro do (LPN/UFPI).

Utilizou-se uma temperatura de 220 °C, voltagem de capilar 4,5 kV, fluxo do

gas de secagem (N2) 5,0 L.min', pressédo de nebulizacdo 8,0 psi e fluxo da seringa
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3,0 uL.min%. A andlise completa de varredura foi registrada na faixa de m/z de 100 a
1500. As fragmentacfes em estadios multiplos (MS") dos espectros foram realizadas
utilizando o método de ionizag&o por eletrospray (ESI) em uma interface do tipo ion
trap (IT). O tratamento dos espectros de massas foi realizado no software Compass

1.3 Data Analysis (versao 4.0, Bruker Daltonics).

3.6 Prospeccao fitoquimica

As fragcdes FH, FE e FA das folhas de P. bracteosa foram submetidas a
testes quimicos qualitativos para prospeccao fitoquimica e identificacdo das classes
de metabolitos secundarios da planta no Laboratério de Quimica Organica -
Produtos Naturais do Instituto Federal do Piaui, conforme os procedimentos
descritos por .

3.6.1 Teste para flavonoides

Uma amostra de 1,0 mg das fracdes foliares (FH, FE e FA) foi dissolvida em
10 mL de metanol (P.A). Posteriormente, 5 gotas de HCI 6M e raspas de Magnésio
foram adicionados a solucdo. O surgimento de uma coloracdo rosea sugere a

presenca de flavonoides.
3.6.2 Teste para fendis e taninos

Uma amostra de 2,0 mg das fra¢des foliares (FH, FE e FA) foi dissolvida em 5
mL de metanol (P.A). Em seguida, foram adicionadas 2 gotas de solucdo aquosa de
FeCls 1% a solugdo. A coloracao inicial entre azul e vermelho indicou a presenca de
fendis. Ja um precipitado de tonalidade verde-acastanhado ou azul-preto, confirma

presenca de taninos.
3.6.3 Teste para saponinas

Uma amostra de 5 mg das fracOes foliares (FH, FE e FA) foi diluida com
metanol (P.A) até um volume final de 20 mL. A suspensao foi agitada em tubo
fechado durante 2 min. A formacdo de uma camada de espuma estavel foi o

indicativo da presenca de saponinas.
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3.6.4 Teste para alcaloides

10 mg das fragOes foliares (FH, FE e FA) foram solubilizadas em 5 mL de
solugcdo HCIl a 5%. Logo apos, foram divididas em trés por¢des iguais, nas quais
acrescentou-se gotas de reagentes Bouchardat, Dragendorff, Bertrand e Mayer. A
ocorréncia de precipitado laranja-avermelhado (Bouchardat), vermelho tijolo
(Dragendorff), branco-amarelo (Bertrand e Mayer) indicaram a presenca de
alcaloides.

3.6.5 Teste para flavonais, flavonas, xantonas

Uma amostra 3 mg das fracdes foliares (FH, FE e FA) foi solubilizada em 4
mL de metanol (P.A). Trés gotas de hidréxido de sodio (NaOH) a 10% foi adicionada
a solucéo. A formacao de coloracdo amarela indicou presenca flavonais, flavonas e

xantonas.
3.6.6 Teste para catequinas

Uma amostra 10 mg de fracdes foliares (FH, FE e FA) foi dissolvida em 3 mL
de metanol (P.A). Posteriormente, foi adicionado 1 mL de solu¢cdo aquosa de
vanilina a 1% e 1 mL de HCI 6 M. O surgimento de uma coloracédo vermelha intensa

indicou presenca de catequinas.
3.6.7 Teste para terpenos

Uma amostra de 5 mg das fracdes foliares (FH, FE e FA) foi misturada com
2 mL de CHCIs e 3 mL H2SO4 a 6 N. A aparéncia de cor marrom avermelhada na

face interna indicou a presenca de terpenos.
3.6.8 Teste para depsideos/depsidonas

Uma amostra de 2 mg das fracoes foliares (FH, FE e FA) foi dissolvida em 5
mL de éter etilico. Acrescentou-se 3 mL de metanol (P.A) seguida de 3 gotas da
solucéo de FeCls a 1 %. O aparecimento de coloracéo verde, azul ou cinza, indicou

a presenca de depsideos/ depsidonas.
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3.7 Teor de Compostos Fendlicos (TCF)

O método de TCF baseado no reagente Folin-Ciocalteu, constituido por uma
mistura dos acidos fosfomolibidico (H3PMo012040) e fosfotungstico (HsPW120a40),
consiste numa solucdo de cor amarela que em meio basico provoca desprotonacéo
dos compostos fendlicos, gerando anions fenolatos. Em seguida, ocorre uma reacéo
de oxirreducdo entre o anion gerado e o reagente de Folin, no qual o molibdénio
sofre reducéo, ocasionando a mudanca de cor do meio reacional de amarela para

azul e o composto fendlico é oxidado 192, como pode ser observado na Figura 3.2.

OH [o) OH o} .
\ 0

N82003 § 2 Mois - o + ) M°+5 + 2H

OH 0 a

Acido galico Anion fenolato

Figura 3.2— Reacdo de reducéo do reagente Folin-Ciocalteau pelo acido galico 102

A determinacao do teor de compostos fendlicos (TCF) das fracdes (FH, FE e
FA) de P. bracteosa foi realizado no Laboratério de Andlise de Alimento do Instituto
Federal do Piaui, e seguiu a metodologia proposta por 19, As amostras foram
solubilizadas em solucdo aquosa de dimetilsulféxido (DMSO 5%) a uma
concentracdo de 1000 upg/mL. Das solucbes preparadas, foram retiradas uma
aliquota de 0,5 mL e transferidas para tubos de ensaio, adicionados 8 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteau 20% (v:v). Apés 3 min, foi acrescido
1 mL de solucédo de carbonato de sodio (Na2COs3) a 20% (m:v) e a preparacao foi
colocada em banho maria a 37°C por 1 hs. As amostras foram analisadas em
triplicata quanto a absorbancia em espectrofotémetro (Coleman 33D) a 720 nm. Uma
curva de calibragdo foi construida com solucdo padrédo de &cido galico (6,25; 12,5;
25; 50; 100 e 200 pug/mL) e os resultados expressos em mg equivalente de acido
galico por g (mg EAG/g) de amostra (Figura 3.3).
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Figura 3.3 — Curva padrao de acido galico

3.8 Teor de Flavonoides Totais (TFT)

O método espectrofotométrico baseado na complexacdo do cloreto de
aluminio é um dos procedimentos mais comumente usados para a chamada
determinacdo de flavondides totais, pois o conteudo destes compostos é
considerado um parametro importante para avaliar amostras de alimentos ou plantas
medicinais. Nesse método ocorre a formacao de um complexo de coloracdo amarela
(Figura 3.4), cuja a intensidade € proporcional a concentracdo de flavonoides, entre
o fon aluminio (AI**) e os grupos carbonila e hidroxila de flavonoides presentes nas

amostras 104,

Figura 3.4 — Formacdo do complexo Quercetina-Al, em solugcdo metandlica de
aluminio 104
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O teor de flavonoides totais (TFT) foi determinado e estimado segundo o
método descrito por 1% no Laboratério de Andlise de Alimento do Instituto Federal do
Piaui. Para realizacdo deste teste, as fracées (FH, FE e FA) foram solubilizadas em
metanol (P.A) para uma concentracdo de 1000 pg/mL. Aliquotas de 0,5 mL de cada
fracdo foram adicionadas a um volume igual de solucdo metandlica e cloreto de
aluminio 5% (AICls). Apos 15 min de incubacdo a temperatura ambiente, realizou-se
a leitura das absorbancias em espectrofotometro (Coleman 33D) a 420 nm. Uma
curva de calibracdo foi construida com solucdo padrédo de quercetina (1,56; 3,12;
6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL) e os resultados foram expressos em mg equivalente de
guercetina por grama de extrato seco (mg EQ/g) (Figura 3.5).

Com base nos dados obtidos a partir das absorbancias foi possivel calcular
a regressao linear da curva padrdo de quercetina obtendo-se assim a equacao da
reta (y = 0,0341x - 0,0239, r = 0,9947) e a partir desta foram calculados os teores

(mg EQ/g) de flavonoides totais em cada fracéo.
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Figura 3.5 — Curva padréao de quercetina

3.9 Atividade Antioxidante

a) Captura do radical DPPH-

A atividade de captura de radical 2,2-difinil-1-picril-hidrazil (DPPH") nas
fracbes (FH, FE e FA) em estudo foi determinada pelo método de . As amostras
foram solubilizadas em DMSO 2% nas concentracdes 4,68; 9,37; 18,75; 37,5 e 75
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ug/mL. Adicionou-se 1,5 mL da solucéo etandlica do radical DPPH" (6 x 10° M) a
uma aliquota de 0,5 mL das fracbes nas diferentes concentracdes. As misturas
foram agitadas e mantidas em repouso por 30 min no escuro. Posteriormente, a
leitura de absorbéncia das fragbes (AbsSamostra) foi realizada a 517 nm com um
espectrofotometro (Coleman 33D), e comparada ao controle negativo (AbScontrole).
Acido ascérbico foi utilizado como controle positivo. Para cada amostra, foi

determinada porcentagem de inibic&o (%l) do radical DPPH* da seguinte forma:

Abscontrole'Absamos‘Lra

x100
ADbS cortrole

%|=[

A atividade de eliminacdo foi expressa como concentracdo efetiva para
inibicdo de 50% do radical DPPH* (CEso) em mg/mL.

b) Capacidade antioxidante pelo método de ABTS

O método ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico] foi
baseado na metodologia descrita por "® com algumas modificacdes. O radical
ABTS™ foi preparado a partir de volumes iguais das solucdes estoque de ABTS (7
mM) e persulfato de potassio (2,45 mM), a solucdo resultante foi mantida a
temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 hs.

Posteriormente a solugéo foi diluida em etanol P. A até obter uma solucao
com absorbancia 0,70 (x 0,01) no comprimento de onda 734 nm. Uma aliquota (40
uL) das fracbes (FH, FE e FA) foi misturada com 1960 uL da solucdo contendo o
radical, determinando-se a absorbancia em espectrofotometro (Coleman 33D) a 734
nm, apoés 30 min de reacdo. O antioxidante sintético Trolox analogo da vitamina E,

foi utilizado como solucéo padréo para construgcéo da curva de calibracao:

y=0,6244x+0,0353 e R?=0,9989

Assim, os resultados foram expressos como capacidade antioxidante

equivalente ao Trolox (TEAC).
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3.10 Atividade Bioldgica - Bioensaio Allium cepa

Os testes com A. cepa para as fragbes FH, FE e FA das folhas de P.
bracteosa foram realizados de acordo com o protocolo delineado por Mauro et al.
(2014). O metilmetanossulfonato (MMS; Sigma-Aldrich; CAS 66-27-3) foi utilizado
para induzir danos ao DNA em células meristeméaticas de A. cepa. O MMS € um
agente alquilante com atividade direta, induzindo danos como quebra de DNA,
pontes e perda de cromossomos, que também s8o expressos como micronucleos
38,106_

ApoOs germinacdo de sementes de A. cepa em agua destilada, as raizes
medindo 1 cm de comprimento foram expostas a diferentes tratamentos e protocolos
para avaliar a citogenotoxicidade e antigenotoxicidade. Para avaliar a
citogenotoxicidade, as sementes foram transferidas para o controle negativo (CN;
Dimetilsulfoxido - DMSO 2%), controle positivo (CP = 10 mg / mL de MMS
solubilizado em DMSO 1%) e concentragdes de 2, 4, 8 e 16 mg / mL de FH, FE e FA
em pratos separados para cada controle e concentracéo por 48 hs.

Para verificar a antigenotoxicidade, trés protocolos foram conduzidos usando
o0 agente indutor de danos no DNA, o MMS. Os seguintes protocolos foram
realizados: pré-tratamento que avalia acdo desmutagénica; tratamento simultaneo
para avaliar tanto atividade desmutagénica quanto atividade bio-antimutagénica; e
pés-tratamento que avalia o potencial bio-antimutagénico 107,

No pré-tratamento, as sementes foram transferidas para as quatros
diferentes concentracdes de cada fracdo (2, 4, 8 e 16 mg/mL) de FH, FE e FA por 24
hs e em seguida transferidas para o MMS por mais 24 hs. No tratamento simultaneo,
as sementes permaneceram em agua destiladas por 24 hs e em seguida,
transferidas para solugdes contendo simultaneamente cada fracdo (FH, FE e FA)
nas concentracdes 2, 4, 8 e 16 mg/mL e o MMS. No poés-tratamento, as sementes
foram colocadas em MMS por 24 hs e, posteriormente transferidas para as
preparacdes com cada fragéo foliar (FH, FE e FA) nas concentracoes 2, 4, 8 e 16
mg/mL por mais 24 hs.

ApoOs realizagdo dos tratamentos, as raizes foram fixadas em metanol/acido
acético (3:1, v/v) por um periodo 6-8 hs, a temperatura ambiente, e armazenadas a -

20 °C, até o momento de preparacdo das laminas.
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Para a confeccdo das laminas, as raizes foram lavadas trés vezes em agua
destilada, de 5 min. cada, e hidrolisadas em HCI| 1N por 10 min a 60°C e em seguida
submetidas a coloracdo por Reativo de Schiff durante 2 hs em frasco escuro. Em
seguida, as pontas das raizes foram lavadas até a remocdo completa do reagente,
transferidas para laminas, esmagadas com uma gota de carmina acética a 2% e
montadas com Entellan® (Merck Millipore; CAS 107-96-0) 198,

O indice mit6tico (IM) indica citotoxicidade e alteracdes cromossoémicas, o
que reflete a genotoxicidade. Para determinar o IM, o namero de células em
diferentes fases da mitose foi dividido pelo numero total de células. Para alteractes
cromossOmicas, 0 numero de alteracdes foi dividido pelo nimero total de células.
Marcamos 5.000 células meristematicas em dez laminas / tratamento usando
microscopia optica com aumento de 400x (Olympus CX 21, Zhejiang, China). As
alteracdes cromossoOmicas incluiram alteracfes resultantes da atividade aneugénica
(por exemplo, C-metafase (Cm), metafase com aderéncia cromossémica (AC),
perdas cromossémicas (PC), anafase multipolares (AM), células binucleadas (CB) e
metéfases poliploides (CP) ou efeitos clastogénicos (por exemplo, quebra
cromossbmica (QC) na metafase ou anafase e pontes cromossémicas (PT).
Micronucleos (MN) podem surgir de efeitos aneugénicos ou clastogénicos 1°°.

Na atividade antimutagénica foi avaliada a porcentagem de reducdo de

danos (% DR). A% DR foi calculada para cada tratamento usando a formula:
‘} —_ ﬂ-b
/oRD= - x100

onde: a = numero de células danificadas no CP, b = nimero de células

danificadas em cada tratamento, ¢ = nimero de células danificadas no CN 110,

3.11 Analise Estatistica

Os resultados apresentados na triagem fitoquimica correspondem a média
de trés repeticdes (n=3) + desvio padrdo da média. A atividade antioxidante, o teor
de fendis e flavonoides totais foram determinados utilizando-se o programa

GraphPad Prism 6.0®. As comparacfes de meédia no ensaio do DPPH e no
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bioensaio A. cepa foram realizadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,

seguido do Teste de Newman-Keuls (p < 0,05) usando o software BioEstat 5.3® 111,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento do EE e fragOes das folhas de P. bracteosa

A maceracao de 1000 g das folhas secas de P. bracteosa forneceu 103,3 g
de extrato bruto concentrado, representando um rendimento de 10,33%. A particdo
liquido-liquido de 50 g do extrato bruto forneceu 23,1 g de FH, 6,8 g FE e 4,4 g FA,

representando um rendimento de 46,2%, 13,6% e 8,8%, respectivamente.

4.2 Anélise espectroscopica de Infravermelho

4.2.1 Caracterizacao do extrato EE e fracbes das folhas de P. bracteosa

A analise do espectro de FTIR do EE de P. bracteosa apresentou uma banda
intensa e larga em 3381 cm™ que é caracteristica de estiramento de ligagées O-H,
indicando a presenca de compostos hidroxilados (Figura 4.1a).

Os compostos fendélicos possuem um ou mais grupos de hidroxilas ligadas ao
benzeno, sendo a estrutura do fenol a base para todos os compostos fendlicos 2.
Além disso, foi observado bandas intensas na regido de 2923 e 2853 cm tipicas de
estiramentos de ligacbes C-H sugerindo a presenca de uma cadeia longa
hidrocarbonada. Observou-se ainda em 1714 cm a presenca de uma banda intensa
correspondente a vibracdo da ligacdo C=0, tipica de carbonila de cetona que,
juntamente com a absor¢do em 1611 cm™ para o estiramentos das ligacdes C=C
conjugada, o que permite propor a presenca de ésteres de &cidos graxos de cadeia
longa ou estruturas triterpénicas 12,

As bandas vibracionais 1376 e 1448 cm? de dobramento CHsz foram
registradas com baixa intensidade. Essas bandas mostraram concordancia com 0s
resultados obtidos por ® ao analisar extrato do fruto de P. ferrea. As bandas
observadas de 1204 a 1038 cm™, sdo estiramentos vibracionais do grupo C-O dos

alcoois e fenois 114,
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Figura 4.1 — Espectro de FTIR de P. bracteosa. a) Extrato etanélico (EE); b) Fracéo
Hexanica (FH); c) Fracao Acetandlica (FA) e d) Fracao etérea (FE)

O espectro de FTIR da FH (Figura 4.1b) apresentou uma banda em
aproximadamente 3381 cm™ caracteristica do grupo O-H, essa banda foi menos
intensa quando comparada ao espectro do EE das folhas de P. bracteosa (Figura
4.1a). As bandas em 2923 e 2853 cm sdo caracteristicas de deformacdes axiais
dos grupos metila (CHs) e metileno (CH2) indicando a presenga de estrutura quimica
de cadeia alifatica nessa fracdo ''°. O aparecimento de anéis aromaticos
(estiramento, C=C) foi caracterizada pela banda em 1448 cm™ 16, A banda de
estiramento do grupo carbonilico (C=0) em 1739 cm™ pressupde a presenca de
éster e aldeido 7.

A FA mostrou a presenca de uma intensa banda em 3360 cm™ devido a
presenca de grupo —OH que, juntamente com a banda intensa em 1210 e 1039 cm,
sugerem a presenca de estruturas polihidroxiladas (Figura 4.1c) 8. Além disso, foi
observado uma banda de absorcdo em 2933 cm™! correspondente ao estiramento de
ligacdo C—H e de bandas em 1723 e 1613 cm™ correspondentes a carbonila de

cetona e carbonila conjugada, respectivamente 119120,
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FE apresentou um perfil semelhante ao EE de P. bracteosa, indicando que
nessas amostras ha uma composicdo semelhante em termos de classes de
metabdlitos secundarios (Figura 4.1d).

Os diversos grupos funcionais observados nas fracdes FH, FE e FA de P.
bracteosa refletiram as composicbes quimicas, especialmente 0s compostos
polifendlicos, ésteres, cetonas e alcoois, responsaveis por diversas propriedades
medicinais e atividades bioldgicas.

A presenga de compostos com grupos funcionais hidroxila (-OH) e carbonila
(C=0) é parte integrante da maioria dos polifendis e flavonoides responsaveis pelas
atividades antioxidantes desses compostos, pois apresentam a capacidade de
eliminar radicais livres 1. Os resultados das atividades antioxidantes pelos métodos
de DPPH e ABTS, teor de total de fendlicos e flavonoides das fracfes estudadas

mostraram concordancia com essas informacoes.

4.3 Analise de perfis cromatograficos (CLAE-DAD)

4.3.1 Andlise do perfil cromatografico do EE e fracdes das folhas de P.

bracteosa

A avaliacéo do perfil cromatografico do EE das folhas de P. bracteosa, obtido
em andlise de CLAE-DAD, consistiu em tracar o perfil quimico do extrato etandélico
estudado empregando a comparacdo dos picos do cromatograma obtido e seus
respectivos espectros de UV com espectros de absor¢do UV das principais classes
de metabdlitos secundarios de plantas encontrados na literatura.

A realizacdo de um gradiente exploratério com MeOH/H:0 e HCN/H20
possibilitou observar a complexidade da amostra, e a escolha da fase moével mais
eficiente para esta separacao (Figura 4.2a,b). Observou-se uma melhor resolugéo
dos picos cromatograficos quando o EE foi eluido pelo sistema MeOH/H20 e a
identificacdo de quatro picos intensos, com tempo de retencédo de 17,36; 19,26;
24,70 e 30,96 minutos (Figura 4.2b).
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Figura 4.2 — Cromatograma do EE de P. bracteosa obtido através de andlise
exploratério: a) com HCN/H20; b) com MeOH/H:0, as letras em negrito indicam os
compostos majoritarios analisados a posteriori.

A andlise dos espectros de absorcdo no ultravioleta forneceu informacdes
importantes para sinalizar quais compostos constituem o EE de P. bracteosa. Os
compostos com tempo de retengdo em 17,36 e 19,26 min, apresentaram espectros
UV com maximo de absorcdo entre 271-275 nm (Figura 4.3a,b), caracteristico da
classe de compostos fendlicos como, por exemplo, o acido géalico que apresenta um
anico pico de absor¢cdo em 271 nm. Derivados de acido galico apresentam um unico
pico de absorcdo referente ao sistema benzilico, com méaximo na regido do UV
variando entre 260-280 nm 122,

Os compostos com tempo de retencdo em 24,70 min apresentaram espectros

de UV com dois maximos de absor¢des entre 255 e 367 nm (Figura 4.3c), indicando
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a presenca de taninos. Os perfis tipicos de elagitanino apresentam dois UV maximos
absorcdes em cerca de 220 nm e 270-280 nm 122, As diferencas encontradas nos
espectros de UV entre os individuos elagitaninos sdo causados por diferentes
numeros de ligacdes C—C entre grupos galoil nas moléculas 3.
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Figura 4.3 - Espectros no ultravioleta dos compostos majoritarios observados no
cromatograma obtido através da andlise exploratério de MeOH/H20 do EE das
folhas de P. bracteosa.

Os flavonoides possuem espectros de absorcdo caracteristicos no
ultravioleta, determinado pelo ndcleo benzopirona, com dois maximo de absor¢ao:
um ocorrendo entre 240-285 nm (pico Il) e outro entre 300-400 nm (pico 1) 1?4, Os
compostos com tempo de retencdo em 30,96 min apresentaram espectros UV com

dois maximos de absorgdo entre 272 e 334 nm indicando a presenca de flavonoides
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(Figura 4.3d). A amentoflavona, por exemplo, € um bioflavonoide caracterizado por
dois maximos em 268 e 334 nm 125,

A partir dos perfis cromatogréficos das fracdes FE e FA de P. bracteosa e dos
espectros de UV de cada pico do cromatograma, foi possivel observar quatro picos

de compostos majoritarios em cada uma das fracdes (Figura 4.4).
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Figura 4.4 — Cromatograma das fracbes P. bracteosa obtido através de analise
exploratério com MeOH/H20. a) Fragéo etérea (FE); b) Fracdo acetandlica (FA), as
letras em negrito indicam os compostos majoritarios analisados a posteriori.

Comparando o cromatograma do EE e das fragdes (FE e FA), foi possivel
observar que a FE concentrou a maior parte das substancias presentes no extrato,
enquanto a FA concentrou as substancias que eluiram no tempo de retencdo entre
21-25 minutos (Figura 4.4).
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Os compostos de FE com tempo de retencdo em 19,46 min, apresentaram
espectros UV com maximo em 276 nm indicando a presenca de taninos do tipo
galotaninos (Figura 4.5a). Os galotaninos tem muitos derivados de galoilos complexo
que apresentam espectros de UV com absorcdo maxima em 278-280 nm 3% Os
picos com tempo de retencao 24,97, 26,06 e 31,12 min apresentaram espectros UV
com dois maximos de absorcdo no UV entre 243-272 e 335-369, sugerindo a
presenca da classe de flavonoides (Figuras 4.5b,c,d). A quercetina, por exemplo, é
um flavonoide que apresenta maximo de absorcédo no UV em 223, 267 e 357 122,
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Figura 4.5 - Espectros no ultravioleta dos compostos majoritarios do cromatograma

obtido através da analise exploratorio de MeOH/H20 da FE de P. bracteosa.

Os compostos de FA com tempo de retencdo entre 17,65 e 19,54 min

apresentaram espectros UV com maximo de absorcdo entre 232-239 nm
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caracteristicos de compostos da classe dos taninos *?° (Figura 4.6a,b). Os picos com
tempo de retencdo de 23,06 e 23,90 min apresentaram espectros UV semelhantes,
com maximos de absor¢cdo em 270 e 337-338 nm, sugerindo compostos da mesma
classe como, por exemplo, os flavonoides que absorvem nessa regido (Figura
4.6¢,d). Os espectros UV apresentados para o EE das folhas de P. bracteosa, séo
0S mesmos para a FA com tempo de retencdo correspondentes, isto é, mostra uma

semelhancga das classes de metabdlitos encontrados nessas amostras.
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Figura 4.6 - Espectros no ultravioleta dos compostos majoritarios do cromatograma
obtido através da analise exploratorio de MeOH/H20 da FA de P. bracteosa.

4.4 Anélise por ESI-IT/MS"do EE das folhas de P. bracteosa

A identificacdo por ESI-IT/MS" dos compostos do EE das folhas de P.
bracteosa, no modo negativo, foi obtida com base no comportamento espectral de
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massa das fragmentacfes em experimentos de MS", pela selecéo e fragmentacao
do ion precursor e comparacdes com a literatura. A investigacdo quimica desse

extrato, permitiu a identificacdo dos compostos 1-7 (Figura 4.7).
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Figura 4.7 — Perfil quimico do EE das folhas de P. bracteosa obtido por ESI-IT/MS"

A analise por ESI-IT/MS" possibilitou a identificacdo de sete compostos: acido
galico, acido quinico, acido elagico, amentoflavona, corilagina, acido chebulatico e

castalagina (Figura 4.8).
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(1) Acido galico (2) Acido quinico

(6) Acido chebulatico (7) Castagina

Figura 4.8 — Estruturas dos constituintes quimicos identificados no EE das folhas de
P. bracteosa por ESI-IT/MS"

A fragmentacgéo do ion precursor m/z 169 levou a formacao do pico base m/z
125 [M-44-H]™ no seu espectro MS?, que é resultante da perda de CO2 sendo entdo
identificado como acido gélico (composto 1) (Figura 4.9 e Tabela 4.1). Esse

composto foi anteriormente isolado no extrato acetanolico das folhas de P.
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mimosoides (Fabaceae) '?’. O acido estd sendo relatado pela primeira vez na
espécie P. bracteosa.
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Figura 4.9 — a) Espectro MS do ion de m/z 169 (Acido galico) e b) Proposta de
fragmentacdo do acido galico m/z 169 [M—-H] 128

O &cido galico € um composto fenolico com potenciais efeitos preventivos e
terapéutico em muitas doencas onde 0 estresse oxidativo esta presente, incluindo
doencas cardiovasculares, cancer, distirbios degenerativos e envelhecimento 1%°.
Esse composto foi encontrado em outras espécies do género Poincianella sp

incluindo, P. cacalaco, P. benthamiana, P. pyiramidalis e P. ferrea 32
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Tabela 4.1 Identificacdo por espectrometria de massas dos constituintes quimicos
do EE das folhas de Poincianella bracteosa

Constituinte Férmula Massa M-H] : :
N° guimico molecular molecular [(m/z% MS/MS (Intensidade relativa)
1 Acido gélico C7HeOs 170 169 MS?[169]: 125 (100),
2  Acido quinico  C7H1,0s 192 191  MS?[191]: 173 (39), 127 (43)
MS? [301]: 284 (66), 257 (100), 229
3 Acido elagico  Ci14HeOs 302 301 (95)

MS? [257]: 229, 185

MS? [537]: 443 (55), 417 (8), 399
4  Amentoflavona CzoH1g010 538 537 (14), 375 (100)
MS® [443]: 399

MS? [633]: 463 (7), 301(100)

5 Corilagina C27H22018 634 633 MS? [301]: 284, 257, 229, 185
Acido MS2? [953]: 633 (17), 463 (40), 301
6 chebulatico Ca1H30027 954 953  (100)
MS?®[935]: 463, 301
MS2 [965]: 933 (100), 915 (9), 463
7 Castalagina  Ca2H30027 966 965 (10), 301 (28)

MS? [933]: 301

O composto 2 identificado como &cido quinico apresentou um ion m/z 191
[M-H]" e o seu espectro MS? (exibiu ions fragmentos m/z 173 [M-H-H20]" e 127
[M-H-H20-CO2-H2]~, conforme a proposta de fragmentagédo Figura 4.10 e Tabela
4.1) 128 Esse composto também foi identificado no extrato aquoso dos frutos de P.
microphilla (Fabaceae) 13°. Na espécie P. bracteosa estd sendo relatado pela
primeira vez.

O acido quinico é um acido ciclo-hexano-carboxilico que funciona como
precursor na sintese de varios compostos fendlicos existentes em plantas e
microorganismos. Além disso, apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatoria,

antimicrobiano, anticardiovascular e hepatoprotetora 3.
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Figura 4.10 — a) Espectro MS? do ion m/z 191 (acido quinico) e b) Proposta de

fragmentacao do acido quinico m/z 191 [M-H] 132

O pico da molécula desprotonada [M—-H]~ em 301 m/z (Figura 4.7) foi atribuido

ao composto 3 (Figura 4.8). Seu espectro de MS? gerou ions fragmentos em m/z

284, 257 e 229, consistindo na identificacdo do acido elagico (Figura 4.11, Tabela

7

4.1) 2, Este composto é um polifendélico de ocorréncia natural encontrado em

muitos frutos (framboesa, morango, uva, manga e goiaba), bebidas e extratos

vegetais nas formas de taninos hidrolisaveis chamados elagitaninos 33133,
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Figura 4.11 — a) Espectro MS? do ion m/z 301 (acido elagico) e b) Proposta de
fragmentacéo do acido elagico m/z 301 [M-H]~ 132

Estudos recentes mostraram a presenca do acido elagico no extrato aquoso
das folhas e frutos nas espécie P. microphilla e P. pluviosa (Fabaceae) 30134, Na
espécie P. bracteosa, este estudo é o primeiro relatar sua identificacéo.

Investigando o possivel mecanismo de antiproliferacdo e pré-apoptose desse
elagitanino, estudo ' avaliou a distribuicdo do ciclo celular de células de glioma
humano (U251 MG) por citometria de fluxo na presenca e auséncia de acido elagico,
e constatou que houve diminuigdo na porcentagem de células na fase GO / G1. Isso
sugeriu que esse composto induz a parada do ciclo celular na fase S em células de

glioblastoma.
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O composto 4 identificado como amentoflavona foi caracterizado pelo ion m/z
537 [M-H]~ (Figura 4.8). No espectro MS? esse ion molecular forneceu ions
fragmentos em m/z 443 [M-H-CsHsO]~, 417 [M-H-C7H402]-, 399 [M-H-C7HsO3]- €
375 [M-H-C9HesOs3]~, em concordancia com o mecanismo de fragmentacdo proposto
por 136 (Figura 4.12 e Tabela 4.1). A espécie P. ferrea (Fabaceae) foi a primeira do
género Poincianella sp que registrou isolamento desse bioflavonoide 137. A

amentoflavona estd sendo descrita pela primeira vez na espécie P. bracteosa.
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Figura 4.12 — a) Espectro MS? do ion m/z 537 (amentoflavona) e b) Proposta de
fragmentacdo da amentoflavona m/z 537 [M-H]~ 136,

Amentoflavona é um tipo de bioflavonoide e importante constituinte de

diferentes familias plantas medicinais como Phyllanthaceae, Euphorbiaceae,
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Liliaceae, Malpighiaceae e Fabaceae 13713 As principais propriedades
farmacoldgicas atribuidas para esse bioflavonoide sdo anti-inflamatoria, alérgica,
anticancer, bem como uma atividade antimicrobiano in vitro (antibacteriano e
antifingico) contra diversos agentes patogénicos linhagens de fungos 3°.

Esse bioflavonoide tem fortes atividades citotoxicas contra as linhagens de
células cancerigenas humanas MCF-7 (mama) e HelLa (cervical), que ocorre através
da ativacdo de hPPARYy (Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama),
promove a proliferacdo celular descontrolada e disseminacgédo da célula 4°.

A fragmentacdo do ion m/z 633 do composto 5 resultou no espectro de
segunda ordem (MS?) que forneceu os ions produtos m/z 463 [M-H-galoil-H20]" e
301 [M—-H-galoil-H20-glicose]~, caracterizando a presenc¢a do elagitanino Corilagina
122,141 (Figura 4.13 e Tabela 4.1). Foi identificado pela primeira em 1951 na espécie
Poincianella coriaria (Fabaceae), € comumente encontrado em plantas da familia
Combretaceae e Euphobiaceae #2. Na espécie P. bracteosa, esse elagitanino esta

sendo identificado pela primeira vez.
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Figura 4.13 — a) Espectro MS? do ion m/z 633 (Corilagina) e b) Proposta de
fragmentacao da corilagina m/z 633 [M-H]~ 143
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A Corilagina, pertencente a classe dos taninos, € o principal componente ativo
de plantas etnofarmacolégicas como J. curcas L. (Euphobiaceae), P. emblica L.
(Phillanthacea) e Zanthoxylum piperitum L. (Rutaceae) 144, Algumas das atividades
farmacoldgicas descritas para esse composto sao antiaterogénicos, hepatoprotetora,
antioxidante e antitumoral 14°.

O composto 6 apresentou pico da molécula desprotonada [M-H]~ em m/z 953
(Figura 4.8). No seu espectro MS? observou-se—ions fragmentos em m/z 633
[M-H-DHHDF]~, 463 [M-H-DHHDF-170]" e 301, o qual foi identificado como &acido
chebulatico '#! (Figura 4.14, Tabela 4.1). Esse composto ocorre comumente nas
plantas pertencentes a familia Leguminosae, Fabaceae, Combretaceae,
Euphorbiaceae e Anacardiaceae 2. Na espécie P. bracteosa, € o primeiro relato de
identificacdo do acido chebulatico.

Estudos mostram que o acido chebulatico isolado do extrato etandlico dos
frutos de Terminalia chebula Retzius (Combretaceae) tem duplo efeito inibitorio
contra as enzimas ciclooxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), envolvidas em
varios disturbios inflamatoérios e alérgico, potente atividade antioxidante diante dos
testes de DPPH e ABTS. No ensaio de fragmentacdo de DNA, esse estudo ainda
revelou que o acido chebulatico induz apoptose de células COLO-205 (linhagem de

células tumorais humanas) 4.
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Figura 4.14 — a) Espectro MS? do ion m/z 953 (4cido chebulatico) e b) Proposta de
fragmentacéo do acido chebulatico m/z 953 [M-H] 143

A fragmentagdo do ion de m/z 965 (composto 7) resultou no espectro de

segunda ordem que mostrou os ions produtos em m/z 933 [M-H-CH3OH]~, 915
[M-H-CH30OH-H20]", 631 [M-H-DHHDF]~ e 301, que pode ser proveniente da

reacao de lactonizacdo com formacéo do acido elagico, caracterizando a presenca

do elagitanino castalagina (Figura 4.15 e 4.28, Tabela 4.1) 31147,

A espécie P. ferrea (Fabaceae) registrou identificacdo desse elagitanino, que

€ normalmente encontrado em plantas das familias Lythraceae, Myrtaceae,
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Combretaceae, Melastomataceae e Punicaceae 31148, Esse é o primeiro relato de

castalagina da espécie P. bracteosa.
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Figura 4.15 — a) Espectro MS? do ion m/z 965 (Castalagina) e b) Proposta de
fragmentacao da corilagina m/z 965 [M—H]- 3!

Estudo recente mostrou que a castalagina isolada de Syzygium
samarangense (Myrtaceae) tem acdo na inibicAio da DNA topoisomerase Il-a
humana. A inibicdo dessa atividade catalitica € uma das principais acdes de varios
agentes antitumorais com estruturas quimicas diversas; a topoisomerase Il do DNA
agora € reconhecida como um alvo importante para o desenvolvimento de agentes

citotdxicos com potencial antitumoral 4°.
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4.5 Prospeccao fitoquimica

As folhas de P. bracteosa sdo amplamente utilizadas de maneira empirica
para fins terapéuticos. Como faltam informacdes cientificas e estudos
toxicogenéticos dessa espécie, buscou-se realizar a prospeccéo fitoquimica, a partir
de reacdes colorimétricas e/ou de precipitacdo, para a identificacdo das principais
classes de compostos bioativos nas fracbes FH, FE e FA do extrato etandlico das
folhas de P. bracteosa.

Na prospeccéo fitoquimica de FH, FE e FA foram detectados a presenca de
flavonoides e terpenos. Além disso, FH apresentou depsideos e depsidonas,

enquanto na FE e FA foram detectados fendis e saponinas (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Resultado da prospeccéo fitoquimica das fracfes hexanica (FH), etérea
(FE) e acetandlica (FA) de folhas de P. bracteosa

Classe de metabdlitos Fracdes

FH FE FA
Flavonoides + + +
Fenois - + +
Taninos - - -
Saponinas - + +
Alcaloides - - -
Flavondis, flavonas e xantonas - - -
Catequinas - - -
Terpenos + + +
Depsideos/ depsidonas + - -

(+) positivo e (-) negativo.

Estudos fitoquimicos em extratos de Poincianella sp. demonstraram a
ocorréncia de uma diversidade de metabdlitos secundarios nas espécies do género.
Observou-se uma variabilidade natural que é atribuida a diversidade de espécies,
solventes extratores, o tempo de coleta, variacdo geogréfica e os 6rgdos vegetais
testados 159151,

A presenca de taninos e compostos fenolicos foi detectada no extrato
metandlico das cascas e raizes de P. bracteosa, por 1. Taninos também foram
detectados no extrato aquoso das cascas de P. bracteosa 3’. No extrato aquoso das

folhas de P. bracteosa detectou-se a presenca de alcaloides e taninos 3. Neste
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estudo FH exibiu a presenca de flavonoides, terpenos, depsideos e depsidonas e na
FE e FA observou-se flavonoides, fendis, saponinas e terpenos.

Em geral, taninos sédo metabdlitos hidrossollveis %2 e 0 uso de solventes
menos polares para extracdo pode ndo ser capaz de extrai-los em quantidade
suficiente para deteccdo na analise qualitativa, como observada na FH, FE e FA.
Ressalta-se que resultados negativos para certos constituintes obtidos em
determinadas fragBes podem estar relacionados a baixa concentragdo dos mesmos

e ndo implicam necessariamente a auséncia dos fitocompostos 53,

4.6 Teor de Compostos Fendlicos (TCF)

A determinac@o espectrofotométrica do TCF revelou que a FE (441,23 +
1,82 mg EAG/g) apresenta o maior teor de fendlicos totais, seguida da FA (114,74 +
2,53 mg EAG/ g) e FH (9,12 £ 5,17 mg EAG/g) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 —Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais das frac6es hexanica
(FH), etérea (FE) e acetandlica (FA) de folhas de P. bracteosa

B Fendlicos totais® Flavonoides totais?
Fracdes L L
(mg EAG.g™) (mg EQ.g7)
FH 9,12 +5,2 84,77 5,30
FE 4412+1.8 32,09+ 0,41
FA 114,7+25 20,10+ 0,74

1Conteudo fendlico total expresso em mg de equivalente de acido galico (EAG). g de peso seco de
fracdo foliar. 2 Teor total de flavondides expresso em mg de equivalentes de quercetina (EQ). g de
peso seco de fracao foliar. Os valores foram expressos como médias + DP (desvio padrdo) de n=3.

Embora ndo detectada a presenca de fendis na FH na analise qualitativa, a
partir da determinacdo do TCF foi possivel quantificar a presenca desses compostos
na FH (9,12 £ 5,17 mg EAG/g) mesmo que em menor quantidade. I1sso se deve a
presenca de outros compostos fenolicos encontrados na FH, como flavonoides,
depsideos e depsidonas. Compostos fendlicos incluem uma grande diversidade de
estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico no
qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila °.

Essa classe de compostos protege o organismo humano de varias doengas

cronicas e degenerativas, além de contribuirem diretamente como antioxidantes,
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impedindo a acao de radicais livres no organismo, protegendo as moléculas de DNA,
inibindo ou abortando processos carcinogénicos °415 o que torna interessante,
principalmente a FE (441,23 + 1,82 mg EAG/g) na qual foi observado maior valor de
TCF.

4.7 Teor de Flavonoides Totais (TFT)

A andlise revelou uma maior quantidade de flavonoides na FH (84,77 + 5,33
mg EQ/g), seguida da FE (32,09 £ 0,42 mg EQ/g) e FA (20,10 + 0,75 mg EQ/q)
(Tabela 4.4).

Maior quantidade de flavonoides foi detectada na fracdo mais apolar FH
(84,77 £ 5,33 mg EQ/g) e menor na fragcdo mais polar FA (20,10 £ 0,75 mg EQ/qg).
Muitos flavonoides tém grupos polares apréticos (por exemplo, metoxi) em
substituicdo dos grupos hidroxilas presente na estrutura dos flavonoides. Isso levam
a conversao de compostos altamente hidrofilicos em compostos hidrofébicos. Como
resultado, eles podem aparecer na FH 156157,

O método de flavonoides totais consiste no fato do ion aluminio (AI**) forma
complexos com OH de compostos flavonoides em C3'-C4 'ou OH em C-3 e 4-0xo, €
ou OH em C-5 e 4-ox0 no anel A ou B 158, N&o foi observada correlacdo entre o TCF
e o TFT, suportando o fato de que a maioria dos flavonoides presentes em P.

bracteosa apresentam grupos aproticos.

4.8 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das fracbes de P. bracteosa avaliadas pelos
métodos de DPPH e ABTS abrange uma diversidade de compostos de natureza
hidrofilica e lipofilica existente na planta, permitindo gerar um perfil antioxidante mais
completo da espécie em estudo.

Na determinacao da atividade antioxidante por meio do sequestro do DPPH"
foi evidenciado que a FE (CE. 25,06 + 0,07 pg/mL) apresenta maior atividade
antioxidante seguida pela a FA (CE. 34,26 + 0,39 ug/mL) e FH (CE« 277,07 + 1,06
pg/mL) (Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 — Atividade antioxidante das fracdes hexanica (FH), etérea (FE) e
acetandlica (FA) de folhas de P. bracteosa

Atividade antioxidante

FracOes DPPH! TEAC?
CEso(pg/mL) (mM Trolox/g)
FH 277,1+1,1 336,1 + 13,1
FE 25,6 +£0,1 7061,0 £ 104,5
FA 34,26 £ 0,4 4280,6 £ 114,8

1 Valores da concentracao efetiva (CEso) para o acido ascorbico foi 22,72 + 0,13 ug/mL (atividade de
eliminacdo de DPPH). 2 Valores expressos em capacidade antioxidante equivalente em mM de Trolox
(TEAC). g de peso seco de fragdo foliar. Os valores foram expressos como médias + DP (desvio
padrdo) de experimentos em triplicata.

No ensaio de reducgdo do radical ABTS™ os resultados foram expressos em
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC). Quanto maior o valor TEAC
observado, maior o potencial antioxidante da amostra. Assim, a FE apresentou maior
valor de TEAC de 7061,57 + 104,50 mM de Trolox/g de amostra foliar seguida pela
FA 4280,63 + 114,80 mM de Trolox/g de amostra e FH com 336,10 = 13,05 mM de
Trolox/g de amostra (Tabela 4.4).

Os compostos fendlicos e flavonoides sdo as classes de polifendis que
possuem mecanismos para moléculas protetoras (lipidios, proteinas e acidos
nucléicos) do dano oxidativo, mostrando assim uma atividade antioxidante potente
159 Uma andlise dos dados apresentados na Tabela 4.5 revela que a atividade
antioxidante observada para as fracbes FH, FE e FA de P. bracteosa se
correlacionam com os valores observados de TCF, no entanto, o mesmo nao foi
observado para o teor de flavonoides totais. Embora compostos fendlicos e
flavonoides trabalhem juntos com o sistema de defesa antioxidante enddgena, e a
maior quantidade de contetdo polifenol estd associado a elevada capacidade
antioxidante da FE 169,

A eliminacdo da atividade de radicais livres e o poder de reducdo dos
extratos botanicos também foi bem correlacionado com o teor de compostos
fendlicos para o EE das cascas de P. ferrea e das folhas P. bonduc, bem como para
o extrato hidroalcodlico dos frutos P. spinosa 161163, A acdo antioxidante dos
compostos fenolicos deve-se essencialmente a sua contribuicdo em reacdes redox
pelas quais eles podem absorver e neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(EROS) 164,
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Ha diferentes métodos na literatura para a determinacdo da capacidade
antioxidante de sistemas biologicos, matriz simples e complexas como extrato de
plantas 6. A diversidade quimica de antioxidantes permite um comportamento
diferente diante de cada radical, por isso, mais de um método de atividade
antioxidante deve ser usado para comparar o modo de acdo de moléculas bioativas
166 No presente estudo, os resultados entre os dois métodos utilizados: DPPH e
ABTS para determinagao da atividade antioxidante foram concordantes.

No ensaio DPPH foi observada excelente atividade antioxidante para a FE
(CEso = 25.06 + 0,1 ug/mL) quando comparada ao padrdo Acido Ascérbico (CEso =
22,72 + 0,13 pg/mL), pois ndo foram observadas diferengas significativas entre
ambos (p-valor = 0.3082), enquanto para as fracbes FH (CEso = 277,10 + 1,06
pMg/mL) e FA (CEso = 34,26 + 0.39 ug/mL) observaram-se diferencas em relacdo ao
padrdo, p-valor = 0,0022 e 0,042, respectivamente. Além disso, pela técnica de
CLAE-DAD foi possivel observar a presenca de compostos fenélicos com tempo de
retencdo entre 24-27 e 31 min na FE, que se mostraram ausentes na FA.

Quando comparada a outras espécies do mesmo género verificou-se que P.
bracteosa é uma excelente fonte de antioxidantes naturais, visto que foi observada
TEAC variando entre 336,10 + 13,05 mM de Trolox/g de FH e 7061,57 + 104,50 mM
de Trolox/g de FE e esses resultados mostraram uma atividade antioxidante superior
as demais espécies de Poincianella sp. ja investigadas pelo ensaio de reducédo do
radical ABTS™, no qual, para o extrato hidroalcodlico das folhas de P. spinosa e P.

decapetala observou-se TEAC de 10,17 + 0,20 e 0,36 mM de Trolox/g de amostra
161,167

4.9 Atividade Bioldgica - Bioensaio Allium cepa

Em razéo das diferentes finalidades terapéuticas das folhas de P. bracteosa
e a caréncia de informagoes cientificas, o bioensaio A. cepa foi utilizado no presente
estudo para avaliar os efeitos citogenotoxico e protetor da FH, FE e FA das folhas de
P. bracteosa.

O Dimetilsulfoxido (DMSO 1%) utilizado como controle negativo (CN) n&o
apresentou efeito citogenotoxico, pois nao houve diferenca significativa em relagcéo a
agua destilada (controle do solvente). Desta forma, os resultados usando agua

destilada foram omitidos das tabelas 4.5 - 4.10. Resultados similares foram
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observados em outros estudos com A. cepa utilizando o DMSO como solvente
106|168|169.

O efeito citotdéxico nas células meristematicas de A. cepa foi observado nas
trés fracbes avaliadas. Na FH observou-se diminuicdo do indice mitético (IM) nas
concentracfes de 2 e 8 mg/mL quando comparadas com o controle negativo (CN)
(Tabela 4.5). A FE apresentou reducdo significativa do IM em todas as
concentragcbes analisadas (2, 4, 8 e 16 mg/mL), indicando alta atividade citotdxica
(Tabela 4.6). Enquanto a FA apresentou potencial citotoxico apenas nas maiores
concentracdes (8 e 16 mg/mL) (Tabela 4.7).

A acéo citotoxica de uma substancia pode ser determinada pelo aumento ou
diminuicdo do IM das células submetidas a um agente teste 7. A reducdo
significativa do IM em relagdo ao CN pode indicar altera¢des, decorrentes do
processo de morte celular e diminuicdo das fases de divisdo celular 171, Estudos
anteriores do extrato aquoso das cascas 3 e das folhas 38 de P. bracteosa nenhuma
das concentractes (2, 4, 8 e 16 mg/mL) avaliadas apresentaram efeito citotoxico. A
inibicdo da atividade mitética causada pelas fragcbes FH, FE e FA de P. bracteosa
pode estar associada a presenca dos metabolitos secundarios detectados em suas
composicdes, sobretudo os terpenos e flavonoides encontrados nas trés fracdes em
estudo, uma vez que os mesmos nao foram observados no extrato etandlico das
folhas e aquoso das cascas ou folhas de P. bracteosa 73738,

Terpenos sdo metabdlitos secundarios inibidores da atividade da
topoisomerase |l, responsavel pela mudanca topolégica da molécula de DNA,
afetando a replicacdo e a condensacdo cromossdmica, restringindo o processo de
divisdo celular 172, Os terpenos podem bloquear a transicédo da fase G2/M impedindo
a célula de entrar em mitose como observados por 173, Reforcando os resultados, os
terpenos sdo considerados um dos compostos mais toxicos como observado em
Jatropha sp. 74, promovendo o efeito citotoxico em células meristematicas de A.
cepa quando expostas ao extrato etandlico das folhas de J. gossypiifolia
(Euphobiaceae) 1%, Resultados similares quanto a toxicidade dos terpenos também

foram observados em estudos antiparasitarios 17°.
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Tabela 4.5 — Média do indice, média das alteracdes cromoss6micas e porcentagem
de reducdo de danos (%RD) nas células meristematicas de A. cepa quando
expostas a FH das folhas de P. bracteosa.

Tratamentos indice mitético (Média + DP) Total de AC %RD
(Média + DP)
CN 27,57 £ 6,79 8,43 £ 2,40 -
MMS 14,84 £ 5,61* 40,76 + 9,09** -
Mutagenicidade
FH 2 mg/mL 19,37 £ 6,35* 7,771,771 -
FH 4 mg/mL 23,19 £ 6,03 9,06 + 2,48 -
FH 8 mg/mL 16,43 + 6,91** 9,62 + 2,60 -
FH 16 mg/mL 22,08 +£7,13 11,13 +2,98 -
Antimutagenicidade
Pré-tratamento
FH 2 mg/mL 4,87 + 6,35 3,27 £ 1,72# 115,96
FH 4 mg/mL 8,37 + 5,91# 4,62 + 4,36 111,76
FH 8 mg/mL 2,65 + 1,85% 1,99 + 1,34# 119,91
FH 16 mg/mL 6,82 + 3,61* 2,61 + 1,22# 118,00
Tratamento-simultaneo
FH 2 mg/mL 4,09 + 2,10% 1,67 + 1,35% 120,90
FH 4 mg/mL 5,90 + 4,05# 2,16 + 1,77# 119,39
FH 8 mg/mL 4,97 £ 5,11# 4,16 + 3,70% 113,20
FH 16 mg/mL 4,75 + 5,64% 1,72 + 1,41# 120,75
Pés-tratamento
FH 2 mg/mL 5,63 + 4,47% 20,41 +£9,06 62,94
FH 4 mg/mL 3,94 + 3,44 12,47 + 7,45 87,50
FH 8 mg/mL 3,31 + 3,05 20,89 + 7,27 61,45
FH 16 mg/mL 4,57 + 6,91# 10,10 + 5,41# 94,83

CN: Controle negativo (dgua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo).
Pré-tratamento: 24 h FH + 24 h MMS. Tratamento-simultdneo: 24 h agua destilada + 24 h de
associacdo de FH e MMS. Pds-tratamento: 24 h MMS + 24 h FH. DP: Desvio Padrdo. *Comparacao
estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. *Comparacgdo estatistica com o MMS para avaliar
antimutagenicidade. */*/ significativo pelo teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-
Newman-Keuls (** p < 0,05; **# p < 0,01). Os resultados séo referentes a andlise de 5000 células
por tratamento.



Capitulo 4 — Resultados e Discussao 76

Tabela 4.6 — Média do indice mitético, total de alteracbes cromossémicas e
porcentagem da reducéo de danos (%RD) de células meristematicas de Allium cepa
para avaliar mutagenicidade e antimutagenicidade (pré, simultdneo e pos-
tratamento) apos exposicdo a FE e aos controles.

Tratamentos indice Mitotico (Média + DP) Tota? de AC %RD
(Média + DP)
CN 27,57 £ 6,79 8,43 + 2,40 -
MMS 14,84 + 5,61* 40,76 + 9,09** -
Mutagenicidade
FE 2 mg/mL 14,30 + 12,21* 1,54 +2,20* -
FE 4 mg/mL 12,43 + 11,20** 1,76 + 1,70* -
FE 8 mg/mL 9,31 +11,75* 4,26 + 8,00* -
FE 16 mg/mL 4,39 + 8,85** 4,29 £ 7,90* -
Antimutagenicidade
Pré-tratamento
FE 2 mg/mL 24,72 + 9,20 3,86 * 2,84# 114,13
FE 4 mg/mL 14,23 +12,18 2,00 + 1,36* 119,88
FE 8 mg/mL 5,66 + 5,96% 0,80 + 1,11# 123,60
FE 16 mg/mL 5,38 + 3,96* 0,53 + 0,53# 124,43
Tratamento-simultaneo
FE 2 mg/mL 14,95 £ 13,49 1,69 + 1,97# 120,84
FE 4 mg/mL 14,78 £ 13,27 2,29 + 2,13 118,99
FE 8 mg/mL 17,91 + 15,27 1,46 + 1,42# 121,55
FE 16 mg/mL 9,59+ 5,05 0,87 + 0,50# 123,38
Pés-tratamento
FE 2 mg/mL 21,01 +£12,24 2,53 + 1,68 118,24
FE 4 mg/mL 20,21 +10,23 2,20 + 2,12## 119,27
FE 8 mg/mL 10,54 £ 9,73 1,42 + 1,44% 121,68
FE 16 mg/mL 12,06 £ 7,43 1,15 + 1,48 122,51

CN: Controle negativo (agua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo).
Pré-tratamento: 24 h FE + 24 h MMS. Tratamento-simultdneo: 24 h 4gua destilada + 24 h de
associacdo de FE e MMS. Pés-tratamento: 24 h MMS + 24 h FE. DP: Desvio Padrdao. *Comparacéo
estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. #Comparacgdo estatistica com o MMS para avaliar
antimutagenicidade. */#/ significativo pelo teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-
Newman-Keuls (*/# P < 0.05). Os resultados sao referentes & andlise de 5000 células por tratamento.

A FH, FE e FA nao provocaram efeito genotoxico (média total das alteracbes
cromossOmicas) significativo em nenhuma das concentracfes avaliadas e ainda foi
observada uma reducao significativa da média total de alteragcbes cromossdémicas
em todas as concentracOes para a FE e na concentracdo 8 mg/mL da FA quando

comparadas ao CN. Todas as alteragbes cromossdmicas analisadas individualmente
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nao apresentaram aumento significativo, independente da fracdo avaliada (Tabelas
4.9-4.11).

Tabela 4.7 — Média do indice mitético, total de alteracbes cromossdmicas e
porcentagem da reducéo de danos (%RD) de células meristematicas de Allium cepa
para avaliar mutagenicidade e antimutagenicidade (pré, simultaneo e pos-
tratamento) apds exposicao a FA e aos controles.

Tratamentos indice mitético Total de AC %RD
(Média + DP) (Média + DP)
CN 27,57 + 6,79 8,43 + 2,40 -
MMS 14,84 £ 5,61* 40,76 + 9,09** -
Mutagenicidade
FA 2 mg/mL 51,46 + 28,89 5,96 + 7,48 -
FA 4 mg/mL 31,02 + 18,03 5,17+ 7,61 -
FA 8 mg/mL 12,21 £12,73" 4,26 + 8,00* -
FA 16 mg/mL 4,39 + 8,85™ 4,66 + 7,75 -
Antimutagenicidade
Pré-tratamento
FA 2 mg/mL 13,32+ 7,17 1,22 +1,06% 122,30
FA 4 mg/mL 8,64 4,71 0,96 + 0,81# 123,10
FA 8 mg/mL 9,24 +10,17 0,55 + 0,75 124,37
FA 16 mg/mL 0,28 + 0,47# 0,00 + 0,00 126,07
Tratamento-simultaneo
FA 2 mg/mL 12,24 + 06,75 6,14 + 7,88 107,08
FA 4 mg/mL 13,45 + 9,06 5,72 + 7,25% 108,38
FA 8 mg/mL 7,51 + 8,27 4,27 +7,93# 112,86
FA 16 mg/mL 4,47 + 8,82# 3,85+ 8,11# 114,16
P6s-tratamento
FA 2 mg/mL 5,48 + 7,38* 0,08 + 0,27# 125,82
FA 4 mg/mL 2,63 + 2,61 0,24 + 0,43* 125,33
FA 8 mg/mL 0,87 + 0,82 0,15 + 0,33 125,61
FA 16 mg/mL 0,26 + 0,60% 0,00 + 0,00% 126,07

CN: Controle negativo (dgua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo).
Pré-tratamento: 24 h FA + 24 h MMS. Tratamento-simultdneo: 24 h 4gua destilada + 24 h de
associacdo de FA e MMS. Pés-tratamento: 24 h MMS + 24 h FA. DP: Desvio Padrao. *Comparacgao
estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. #Comparacgdo estatistica com o MMS para avaliar
antimutagenicidade. */#/ significativo pelo teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-
Newman-Keuls (*/# P < 0.05). Os resultados sao referentes a andlise de 5000 células por tratamento.
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Tabela 4.8 - Média dos tipos de alteracdes cromossdémicas em células meristematicas de Allium cepa para avaliar mutagenicidade
e antimutagenicidade (pré, simultanea e pds-tratamento) apds exposicdo a fracdo hexanica (FH) das folhas de P. bracteosa e aos

controles.
Tratamento AlteracGes cromossOmicas (MédiatDP)
MN BN QC CB CP AC C-metéafase PC PT AM
CN? 1,29+1,41 0,19+0,40 0,79+0,76 0,09+0,30 0,08+0,26 2,65+1,51 0,19+0,39 1,17+ 1,15 1,97 +1,44 0,00 + 0,00
MMS? 32,03 + 8,58* 1,99 +2,45 1,13+090 0,19+0,60 0,34+1,07 1,58 +1,76 0,51+0,61 1,40+1,58 1,59 £ 0,69 0,00 + 0,00
Mutagenicidade
FH 2 mg/mL 1,74 £1,05 1,12+0,94 094+086 0,08+0,25 0,17+0,35 1,95+1,05 0,33+x0,57 0,67+0,52 0,77 £ 0,75 0,00 + 0,00
FH 4 mg/mL 2,32+1,54 0,49 £ 1,02 0,52+0,61 0,24+0,54 0,00+0,00 2,39+1,38 0,51+0,71 0,58+0,55 1,99 + 1,62 0,00 + 0,00
FH 8 mg/mL 1,78 £ 2,07 0,91+1,01 153+1,10 0,55+0,82 0,00+0,00 251+1,73 0,61+0,91 0,90%1,00 0,74 £1,08 0,09 + 0,30
FH 16 mg/mL 3,01+2,40 0,70 + 0,69 0,79+1,28 0,35+0,62 0,00+0,00 2,86 +1,74 0,62+0,82 1,45+1,82 1,36 £ 1,61 0,00 + 0,00
Antimutagenicidade
Pré-tratamento
FH 2 mg/mL 2,42 +2,03% 0,59+ 0,74 0,09+0,27 0,07+0,22 0,00+0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00 0,33 +£0,59 0,08 £ 0,27 0,00 + 0,00
FH 4 mg/mL 2,67 + 3,28% 0,41+ 0,57 0,34+0,44 0,00+0,00 0,00+0,00 0,34 +0,43 0,00 + 0,00 0,69+0,78 0,18 £ 0,38 0,00 + 0,00
FH 8 mg/mL 1,03 £+ 0,88% 0,61+0,81 0,00+0,00 0,09+0,28 0,00+0,00 0,18 £ 0,38 0,00 + 0,00 0,08 + 0,25 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
FH 16 mg/mL 1,36 + 0,99% 0,40 + 0,56 0,17+0,36 0,00+0,00 0,00+0,00 0,08 £ 0,25 0,00 + 0,00 0,50 + 0,57 0,09 £ 0,30 0,00 + 0,00
Tratamento-simultaneo
FH 2 mg/mL 0,84 + 0,90% 0,09 +0,28% 0,08+0,26 0,00+0,00 0,00+0,00 0,16 + 0,33 0,00 +0,00 0,17 +0,35# 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
FH 4 mg/mL 1,39 + 1,407 0,17 +0,35% 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=+0,00 0,18 + 0,38 0,08+0,26 0,26 +0,42# 0,08 £ 0,26 0,00 + 0,00
FH 8 mg/mL 2,72 + 3,45% 0,72 + 0,57 0,26 +0,59 0,08+0,25 0,00+0,00 0,17 + 0,35 0,00 +0,00 0,15+0,33% 0,07+ 0,21 0,00 + 0,00
FH 16 mg/mL 0,69 + 0,82% 0,51+0,70 0,17+0,37 0,09+0,30 0,00+0,00 0,17 £ 0,37 0,00 +£0,00 0,08 +0,24% 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
P6s-tratamento
FH 2 mg/mL 20,41 £ 9,06 0,53 + 0,66 0,48+0,51 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,57 £ 0,49 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
FH 4 mg/mL 11,44 + 6,00% 0,19+0,40 0,28+0,61 0,00+0,00 0,00=+0,00 0,08 £ 0,27 0,00 + 0,00 0,29 £ 0,92 0,09 +£0,28 0,00 + 0,00
FH 8 mg/mL 20,09 + 6,64 0,27 + 0,44 0,17+0,53 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,19+ 0,40 0,17 + 0,36 0,00 + 0,00
FH 16 mg/mL 9,24 + 5 53% 0,34+ 0,44 0,17+0,37 0,00+0,00 0,00+0,00 0,09+ 0,28 0,00 + 0,00 0,26 + 0,42 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00

CN: Controle negativo (dgua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo). Pré-tratamento: 24 h FH + 24 h MMS. Tratamento-simultaneo: 24 h agua
destilada + 24 h de associacdo de FH e MMS. Poés-tratamento: 24 h MMS + 24 h FH. MN: Microndcleo. BN: Broto Nuclear. QC: Quebra Cromossémica. CB: Célula
Binucleada. CP: Células Poliploides. AC: Aderéncia Cromossdmica. Cm: C-metafase. PC: Perda Cromossomica. PT: Ponte Cromossémica. AM: Anafase Multipolar. DP:
Desvio padrdo. *Comparacdo estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. *Comparacgao estatistica com o MMS para avaliar antimutagenicidade. * # Significativo pelo
teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-Newman-Keuls (*# p < 0,05; **#* p < 0,01). Os resultados s&o referentes a analise de 5000 células por tratamento.
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Tabela 4.9 - Média dos tipos de alteracdes cromossdmicas em células meristematicas de Allium cepa para avaliar mutagenicidade
e antimutagenicidade (pré, simultanea e pdés-tratamento) ap0s exposicao a fracdo etérea (FE) das folhas de P. bracteosa e aos
controles.

AlteracGes cromossOmicas (Média + DP)

Tratament
ratamento MN BN QC CB CcP AC C-metafase PC PT AM
CN? 129+141  019+040 079%076 009+030 008+026 265+151 019+039  117+115 197+144  0,00+0,00
=+
MMS? 3;%?;; 1,99£245  1,13+090 019+060 034+107 158+176 051+061  1,40+1,58 159£069  0,00+0,00

Mutagenicidade

FE2mg/mL 0,00 £ 0,00* 0,00 + 0,00 0,29+0,68 0,00+0,00 0,00£0,00 0,08+0,24* 1,18+1,61 0,00 £ 0,00* 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00
FE 4 mg/mL 0,14 +0,44 0,00 + 0,00 0,38+0,552 0,00+x0,00 0,00£0,00 0,00+0,00** 1,19+1,38 0,00 + 0,00* 0,06 +0,18** 0,00 = 0,00
FE 8 mg/mL 0,47 £ 0,90 0,38+0,81 0,38+081 0,19+041 0,38+081 0,45+0,80* 0,38+0,81 0,38+0,81 0,45 £ 0,80* 0,38 £0,81
FE 16 mg/mL 0,64 +0,70 0,38 +0,81 038+081 0,19+041 0,38+081 0,38%£0,81* 0,38+0,81 0,38 +0,81 0,38+0,81* 0,38+0,81
Antimutagenicidade

Pré-tratamento

FE 2mg/mL 0,06 + 0,18 0,00 + 0,00 1,17+1,16 0,00+0,00 0,00+0,00 0,37 +£0,98 1,58 + 1,58% 0,00 + 0,00 0,67 0,77 0,00 £ 0,00
FE 4 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 £ 0,00 0,56+0,77 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 £ 0,00 0,85+0,76 0,00 £ 0,00 0,60+£0,73 0,00 £ 0,00
FE 8 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00 031+041 0,00+000 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,23 +0,39 0,00 + 0,00 0,25 +0,40 0,00 £ 0,00
FE 16 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00 0,15+0,32 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,37 +0,39 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

Tratamento-simultaneo

FE 2 mg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00# 0,38 £ 0,62 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,09 + 0,27# 1,03+£1,30 0,13 + 0,28* 0,06 + 0,20% 0,00 £ 0,00
FE4mg/mL 0,13 +0,40% 0,00+ 0,00* 0,39+0,67 0,00+0,00 0,00+0,00 0,08 + 0,25% 1,53+1,62 0,00 + 0,00% 0,16 + 0,35% 0,00 £ 0,00
FE 8 mg/mL 0,00 + 0,007 0,00 + 0,00# 0,40 +0,54 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00# 1,06 £1,02 0,00 + 0,00%# 0,00 * 0,00%# 0,00 £ 0,00
FE 16 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00 0,00 +0,00% 0,00+0,00 0,000,00 0,06 +0,18% 0,75+0,62 0,00 + 0,00% 0,06 + 0,20% 0,00 £+ 0,00
P6s-tratamento

FE 2mg/mL 0,00 +0,00% 0,00+ 0,00% 0,69+0,74 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,06 + 0,20# 1,24 +£1,16 0,00 + 0,00%# 0,54 +£0,49 0,00 £ 0,00
FE 4 mg/mL 0,00 +0,00% 0,00 +0,00# 083+1,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 + 0,007 1,09 + 1,03 0,06 + 0,207 0,22 + 0,50% 0,00 £ 0,00
FE8 mg/mL 0,00+0,00% 0,00+ 0,00 0,39 + 0,57 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,07 + 0,22# 0,97 £ 0,95 0,00 + 0,00%# 0,00 * 0,00%# 0,00 £ 0,00
FE 16 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 +0,00%  0,21+0,49 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,007 0,85+1,15 0,09 +0,27# 0,00 + 0,00% 0,00 £ 0,00

CN: Controle negativo (agua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo). Pré-tratamento: 24 h FE + 24 h MMS. Tratamento-simultaneo: 24 h agua
destilada + 24 h de associagdo de FE e MMS. Pdés-tratamento: 24 h MMS + 24 h FE. MN: Micronucleo. BN: Broto Nuclear. QC: Quebra Cromossdmica. CB: Célula
Binucleada. CP: Células Poliploides. AC: Aderéncia Cromossémica. Cm: C-metafase. PC: Perda CromossOmica. PT: Ponte Cromoss6mica. AM: Anafase Multipolar. DP:
Desvio padréo - (ndo aplicavel). *Comparacao estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. #Comparacéo estatistica com o MMS para avaliar antimutagenicidade (Pré-
tratamento). */#/+Significativo pelo teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-Newman-Keuls (*/#/+ P < 0.05). Os resultados so referentes a analise de 5000 por
tratamento.



Capitulo 4 - Resultados e Discusséao

80

Tabela 4.10 - Média dos tipos de alteracbes cromossdmicas em células meristematicas de Allium cepa para avaliar
mutagenicidade e antimutagenicidade (pré, simultdnea e pds-tratamento) apds exposicao a fracdo acetandlica (FA) das folhas de
P. bracteosa e aos controles.

AlteracGes cromossOmicas (Média + DP)

Tratamento MN BN ac CB cP AC C-metafase PC PT AM
CN? 1,29+1,41 0,19 £ 0,40 0,79+0,76 0,09+0,30 0,08+0,26 2,65+1,51 0,19 + 0,39 1,17 £1,15 1,97 +1,44 0,00 + 0,00
MMS? 32,03 £ 8,58** 1,99 + 2,45 1,13+ 0,90 0,19 £ 0,60 0,34 £ 1,07 1,58+ 1,76 0,51+£0,61 1,40 + 1,58 1,59 + 0,69 0,00 £ 0,00
Mutagenicidade
FA 2 mg/mL 052+1,41 0,38 +0,81 076 +1,31 0,19+041 0,38+0,81 0,80+0,81** 1,07+2,20 0,38+0,81 0,68 + 0,84* 0,38+0,81
FA 4 mg/mL 0,43+0,78 0,38 £0,81 0,38 £0,81 0,19+041 0,38+0,81 0,62+0,77** 1,16+1,58 0,38 +£0,81 0,47 £ 0,81** 0,38 £0,81
FA 8 mg/mL 0,47 £ 0,90 0,38+0,81 0,38+0,81 0,19+041 0,38+0,81 0,45+0,80* 0,38+0,81 0,38+0,81 0,45 + 0,80** 0,38+0,81
FA 16 mg/mL 1,01 +1,05 0,38 £0,81 0,38 +0,81 0,19+041 0,38+0,81 0,38+0,81** 0,38+0,81 0,38 £0,81 0,38 £ 0,81** 0,38 +0,81
Antimutagenicidade
Pré-tratamento
FA2mg/mL 0,00 + 0,00# 0,00 + 0,00% 0,11 +0,33% 0,00£0,00 0,00+0,00 0,08+0,26 0,45 £ 0,60 0,07 £0,23 0,51 + 0,56% 0,00 £ 0,00
FA 4 mg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00% 0,16 + 0,33% 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,61+0,78 0,00 + 0,00 0,20 + 0,407 0,00 + 0,00
FA 8 mg/mL 0,00 + 0,00# 0,00 + 0,00% 0,06 +0,19% 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,41 +0,72 0,00 £ 0,00 0,08 + 0,25% 0,00 £ 0,00
FA 16 mg/mL 0,00 * 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 £ 0,00% 0,00+£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00% 0,00 + 0,00
Tratamento-simultaneo
FA2mg/mL 0,52 +0,62% 0,56 £ 0,91 0,59 £ 0,82 0,25+0,42 050+0,84 0,73+0,97 0,70+ 0,87 0,64 £0,79 0,64 £0,79 0,50+ 0,84
FA 4 mg/mL 0,34 + 0,44% 0,45 + 0,80 0,53+0,79 0,19+0,41 0,38 +£0,81 0,38 +£0,81 1,39+1,49 0,61 +0,85 0,67 £ 0,82 0,38 £0,81
FA8mg/mL 0,37 +0,63% 0,38 £0,81 0,38 +£0,81 0,19+041 0,38+0,81 0,46+0,81 0,47 £0,81 0,38 +£0,81 0,47 +0,81% 0,38 £0,81
FA 16 mg/mL 0,19 + 0,41% 0,38 £0,81 0,38 £ 0,81 0,19+0,41 0,38 +0,81 0,38 +£0,81 0,38 +£0,81 0,38 +£0,81 0,38 +0,817# 0,38 £0,81
P6s-tratamento
FA2mg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00+0,00 0,00+0,00 0,000,007 0,00+ 0,00 0,00+0,00% 0,08+0,27% 0,00 + 0,00
FA 4 mg/mL 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 £ 0,00 0,00 +£0,00 0,00 + 0,00% 0,12 £ 0,26 0,06 +0,19% 0,06 + 0,18% 0,00 + 0,00
FA 8 mg/mL 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00+0,00 0,00+0,00 0,000,007 0,15+0,33 0,00 +0,00% 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
FA 16 mg/mL 0,00 * 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 £ 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00% 0,00 + 0,00

CN: Controle negativo (dgua destilada). MMS: Metil metanosulfonato, 10 mg/mL (controle positivo). Pré-tratamento: 24 h FA + 24 h MMS. Tratamento-simultaneo: 24 h agua
destilada + 24 h de associagdo de FA e MMS. Pés-tratamento: 24 h MMS + 24 h FA. MN: Micronicleo. BN: Broto Nuclear. QC: Quebra Cromossdmica. CB: Célula
Binucleada. CP: Células Poliploides. AC: Aderéncia Cromossdmica. Cm: C-metafase. PC: Perda Cromossomica. PT: Ponte Cromossdmica. AM: Anafase Multipolar. DP:
Desvio padrdo. *Comparacao estatistica com CN para avaliar mutagenicidade. #Comparagdo estatistica com o MMS para avaliar antimutagenicidade (Pré-tratamento).
*/#/+Significativo pelo teste Kruskal- Wallis com o teste a posteriori Student-Newman-Keuls (*/#/+ P < 0.05). Os resultados séo referentes a analise de 5000 por tratamento.
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A auséncia de efeitos genotoxico nas concentracdes FH (2 e 8 mg/mL), FE
(2, 4, 8 e 16 mg/mL) e FA (8 e 16 mg/mL) pode estar associada com o efeito
citotéxico significativo destas fracdes, ou seja, com a menor quantidade de células
entrando em divisdo, menor seria a quantidade de danos observados, uma vez que
para observacdo das alteracdes cromossdmicas as ceélulas precisam passar pelo
ciclo celular. Este resultado poderia explicar a reducéo significativa de micronuicleos,
aderéncias cromossomicas, perdas e pontes cromossomicas na FE e de aderéncias
e pontes cromossdmicas nas maiores concentragdes de FA (8 e 16 mg/mL). O uso
de extratos ou fitocompostos capazes de inibir o progresso do ciclo celular que néo
sdo genotbxicos torna-se interessante, sobretudo no tratamento de neoplasias 176,

No entanto, na FH (4 e 16 mg/mL) e na FA (2 e 4 mg/mL) n&o foi observado
efeito citotoxico e ndo houve acdo genotoxica. Sendo assim, 0s possiveis
metabodlitos secundarios destas fragcbes nao interferiram nos processos de
condensacdo de cromatina, polimerizacdo das fibras do fuso e/ou na segregacéao
mitética 1°6177 o que resultou nas alteracdes cromossdmicas individuais néo
significativas e/ou na reducéo significativa de aderéncias e pontes cromossdmicas.
Resultados similares foram observados no extrato aquoso das folhas 3738 e nas
menores concentracdes (2, 4 e 8 mg/mL) do extrato etandlico das folhas de P.
bracteosa 1°8. Os resultados da FH e FA nas concentracdes citadas demonstraram a
auséncia de efeitos aneugénicos (resultantes de alteracdes nas fibras do fuso) e/ou
clastogénicos (resultantes de quebras cromossémicas) dos seus fitoquimicos nas
células meristematicas de A. cepa.

Com relacdo ao efeito citoprotetor, o0 mesmo nao foi observado para
nenhuma das fracdes nas concentracdes avaliadas. Para a FH, em todos os
protocolos: pré, simultdneo e pos-tratamento observou-se diminuigédo significativa do
IM quando comparados com o MMS (Tabela 4.6). Resultado similar para FE foi
observado apenas no pré-tratamento (8 e 16 mg/mL), assim como para a FA no pré
(16 mg/mL), simultaneo (16 mg/mL) e poés-tratamento (2, 4, 8 e 16 mg/mL), neste
ultimo o efeito potencializador da atividade citotoxica do MMS foi mais evidente
(Tabelas 4.7- 4.8).

Embora o efeito citoprotetor tenha sido relatado para o extrato aquoso das
cascas e folhas de P. bracteosa no bioensaio A. cepa nos trés protocolos e na
maioria das concentracdes 372 o mesmo ndo foi observado neste estudo. As

fracOes estudadas de P. bracteosa ndo foram capazes de neutralizar agéo citotoxica
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do MMS. Provavelmente, entre os compostos fitoquimicos presentes nas fracdes
deve haver metabolitos que atuaram como pro-oxidantes nas células de A. cepa,
potencializando a acdo citotéxica do MMS. Os resultados sugerem uma acao
sinérgica dos compostos fitoquimicos e/ou principalmente dos terpenos das fracdes
FH, FE e FA com o MMS, visto que os mesmos nao foram detectados nos extratos
aguosos das cascas e das folhas de P. bracteosa, o que reforca a hipotese dos
terpenos serem o principal metabdlito envolvido com a potencializacdo do efeito
citotéxico do MMS no presente estudo.

Na andlise da média total de alteracdes cromossémicas foi observada
reducado significativa e superior a 110% de RD para a FH no pré-tratamento em
todas as concentracdes, assim como no tratamento simultdneo. J& no pés-
tratamento, embora tenha sido também observada, esta reducao variou entre 61,45
a 94,83% e foi significativa apenas nas concentracdes de 4 e 16 mg/mL (Tabela
4.6). Em todos os tratamentos de significativos para FH observou-se que a
diminuicao, sobretudo de MN foi o principal fator que colaborou para a ocorréncia de
efeito antigenotdxico. Observou-se ainda reducdo da quantidade de PC no
tratamento simultdneo em todas as concentracfes e diminuicdo dos BN nas
concentracfes 2 e 4 mg/mL (Tabela 4.9).

De forma geral, para FE e FA o efeito protetor contra a acdo mutagénica do
MMS foi melhor evidenciado. Para a FE observou-se reducdo na média total de
danos superior a 114% em todos os protocolos e concentragdes, enquanto para FA
a %RD variou de 107,08 a 126,07%. Em ambas as fracfes a frequéncia de MN
diminuiu de forma significativa em todos os protocolos de antigenotoxicidade e
concentracdes. Observou-se ainda para a FE a diminuicdo no pés e tratamento
simultaneo dos BN, AC, PC e PT (Tabela 4.10). J4 na FA a diminuicdo de BN, QC e
PT ocorreram no pré e pos-tratamento em todas as concentracdes, neste Ultimo
observou-se ainda reducdo de AC e PC (Tabela 4.11).

A reducdo da média total de alteracées cromossOmicas para a FH no ensaio
antigenotoxico deveu-se majoritariamente a reducao significativa de MN no pré,
simultaneo e pés-tratamento, além da diminuicdo de aderéncias cromossémicas no
pré-tratamento, brotos nucleares e perdas cromossdmicas no simultaneo. A %RD foi
maior no pré e no tratamento simultdneo evidenciando a ocorréncia de acao
desmutagénica dos fitoquimicos, provavelmente, a potencializacdo do efeito

citotoxico resultante da interacdo dos metabolitos da FH com o MMS nos trés
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protocolos levaram a reducdo no numero de alteracdes cromossdmicas, dando a
falsa impresséo de que a FH apresenta excelente atividade protetora.

No pré-tratamento para a FE (2 e 4 mg/mL) e FA (2, 4 e 8 mg/mL) observou-
se a diminuicdo da média total de alteragbes cromossOmicas, evidenciando nessas
fracbes uma acdo desmutagénica. Os metabdlitos secundarios presentes nessas
fracbes, como fendis e flavonoides que possuem atividade antioxidante, podem ter
interagido diretamente com o MMS no meio intracelular, impedindo a sua acao
mutagénica em células de A. cepa 178, o que refletiu principalmente na diminuicdo de
MN na FE e de MN, BN, QC e PT na FA.

Para a FE, no simultaneo e pds-tratamento para todas as concentracfes, a
diminuicdo da média das alteracdes cromossémicas do tipo MN, BN, AC, PC e PT
foi significativa, evidenciando um potencial antigenotoxico. Para o tratamento
simultaneo, a reducdo nos danos a célula pode ser atribuida tanto a acéo
desmutagénica quanto a bioantimutagénica dos fitoquimicos evidenciados 17°. Ja no
pés-tratamento, o efeito protetor aos danos induzidos pelo MMS foi atribuido a acéo
bioantimutagénica dos metabdlitos secundarios, que atuaram em mecanismos de
reparo do DNA, induzindo a reversédo do efeito mutagénico e impedindo a fixacdo de
mutacdes 189,

Pensamento semelhante pode ser estendido ao tratamento simultaneo da
FA, com excecao da FA 16 mg/mL, e poOs-tratamento, nos quais € provavel que a
potencializacdo da citotoxicidade do MMS pela FA tenha interferido diretamente na
reducao do total de alteracdes cromossdémicas.

No bioensaio A. cepa, o MMS foi utilizado como indutor de danos ao DNA
devido a sua capacidade de alquilagdo e metilagcdo, que pode causar quebras na
cadeia dupla do DNA e inibicdo da forquilha de replicacdo 83182, Muitos estudos
demonstram também a capacidade de deplecdo dos niveis de Glutationa-S-
transferase 18 e da Glutationa ¥ pelo MMS, que compromete as defesas
antioxidantes celulares e leva ao acumulo de EROs geradas como subprodutos da
funcao celular normal, induzindo altos niveis de estresse oxidativo, que pode levar a
apoptose, morte celular e danos no DNA 185186

O teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante tiveram papel essencial
na atividade anticlastogénica do extrato metandlico de P. bonducella, em que se

observou a reducdo das alteragdes cromossdémicas nas células de linfocitos
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humanos (in vitro) e células da medula 6ssea de ratos albinos (in vivo) induzida por
MMS 87 o mesmo pode ter ocorrido nas células de A. cepa expostas a FE e FA.

A modulagédo da atividade mutagénica do MMS pela FE, sobretudo no
tratamento pré (2 e 4 mg/mL), simultdneo e pos-tratamento, permite inferir que os
metabdlitos da FE, neutralizaram as EROs resultantes da acdo do MMS, uma vez a
fracdo apresentou alto teor de compostos fendlicos e alta atividade antioxidante,
principalmente devido a presenca de fendis, flavonoides, taninos, terpenos e
saponinas que atuaram de forma sinérgica neutralizando a acdo de radicais livres
187,188 De forma semelhante, o efeito protetor observado no pré e no tratamento
simultaneo da FA (2, 4 e 8 mg/mL) pode ser atribuido também a atividade
antioxidantes dos fendis, flavonoides, taninos, terpenos e saponinas presentes nesta

fracéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato EE das folhas de P. bracteosa resultou nas
fracbes FH (23,1 g), FE (6,8 g) e FA (4,4 g), as quais possibilitaram uma
investigacdo do potencial quimico da espécie.

Os espectros de infravermelho do EE e fracdes mais polares (FE e FA) de P.
bracteosa indicaram a presenca de compostos hidroxilados de cadeia longa, ésteres,
cetona, alcool e fendis. A fracdo menos polar (FH) exibiu bandas caracteristicas de
cadeia hidrocarbonada. Essas informacdes foram confirmadas pela analise de ESI-
IT/MS" do EE, que permitiu a identificagdo predominante de compostos fendlicos e
pela analise por CLAE-DAD do EE, FE e FA que apresentou bandas com espectros
de UV sugerindo a presenca de compostos fendlicos.

A andlise dos perfis cromatograficos por CLAE-DAD do EE, FE e FA,
indicaram a presenca de duas classes de metabdlitos secundarios: flavonoides e
taninos.

Por meio da técnica ESI-IT-MS" foi possivel a identificagcdo de 7 compostos:
acido galico, acido quinico, acido elagico, amentoflavona, corilagina, &cido
chebulatico e castalagina, a maioria pertencente aos taninos do tipo elagitaninos.
Todos esses compostos estdo sendo descritos pela primeira vez na espécie P.
bracteosa.

A prospeccédo fitoquimica das FE e FA mostraram a presenca de fendis
flavonoides e terpenos. Além dessas duas Ultimas classes de metabdlitos
secundério, a FH exibiu a presenca depsideos e depsidonas na P. bracteosa.

Na quantificagdo de compostos fendlicos totais, a FE apresentou o0s
melhores resultados, o que explica sua expressiva atividade antioxidante nos
métodos DPPH e ABTS, seguida pela FA e FH. Ja o teor de flavonoides totais foi

maior na FH.
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Todas as fragcdes apresentaram citotoxicidade, o que pode ser atribuido a
presenca de terpenos, taninos e flavonoides em todas as fracbes (FH, FE e FA). No
entanto, nenhum efeito genotédxico foi observado no sistema teste de A. cepa, o que
foi atribuido a auséncia de efeitos aneugénicos e/ou clastogénicos nos metabdlicos
secundarios identificados.

Quando avaliada a antigenotoxicidade, FE e FA apresentaram efeitos
preventivos e moduladores mais significativos nas células da raiz de A. cepa,
inibindo principalmente a ocorréncia de micronacleos. Dentre as fragdes de P.
bracteosa avaliadas, a FE pode ser considerada a mais promissora, visto que é uma
excelente fonte de antioxidantes naturais, ndo foi genotoxica, apresentou atividade
antimutagénica em todos os protocolos avaliados e ainda apresentou atividade
citotdxica, qualidade desejada na busca de anticarcinogénicos naturais.

Portanto, deve ser incentivado um estudo na FE, no sentido de isolar
compostos que possuam atividade antioxidante e antimutagénica evidenciada pelo

bioensaio A. cepa.
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