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RESUMO

Amburana cearensis (familia Fabaceae) é uma arvore utilizada na medicina popular
como anti-inflamatério e para o tratamento de doencas respiratorias e febre. Para
avaliar o potencial terapéutico de A. cearensis no combate ao estresse oxidativo, o
presente estudo teve como objetivo analisar a atividade antioxidante, citotoxica e
genotdxica do extrato foliar etandlico bruto (EEB) de A. cearensis e de suas fragcdes
diclorometano (Dic), ciclohexano (cHex), acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH) em células mononucleares do sangue periférico humano. O EEB e suas
fracOes apresentaram atividade antioxidante, sendo a fragdo AcOEt, com maior
conteudo fendlico (83,55 mg de GAE/Q), a mais efetiva tanto na captura de radicais
DPPH (ECso0 43,37 pug/mL) quanto no poder redutor (ECso 89,80 pg/mL). O EEB e
as fragcbes AcOEt e MeOH apresentaram classes de metabdlitos secundarios
similares, como flavonoides e taninos. O EEB (entre 400 e 1000 pg/mL) e as fracdes
AcOEt (= 150 ug/mL) e MeOH (entre 200 e 600 pug/mL) ndo foram citotoxicos para
as células mononucleares do sangue periférico pelo teste do MTT. Adicionalmente,
o teste de genotoxicidade para a fracdo AcOEt, mostrou que as concentragdes
avaliadas (200, 400 e 600 pug/mL) ndo induziram danos genotéxicos significativos
em linfocitos humanos. Desta forma, o extrato das folhas de A. cearensis é fonte
de metabdlitos com potencial acdo antioxidante, podendo ser considerado um bom
candidato no combate da senescéncia celular prococe ou de doencas relacionadas

ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Antioxidante. Cumaru. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Linfocitos.
Radicais livres.



ABSTRACT

Amburana cearensis is a medicinal plant used in folk medicine to treat respiratory
illnesses and fever, in addition to its anti-inflammatory action. To evaluate the
therapeutic potential of A. cearensis against oxidative stress, the present study
aimed to analyze the antioxidant, cytotoxic and genotoxic activity of A. cearensis
crude extract (EEB) and its dichloromethane (Dic), cyclohexane (cHex), ethyl
acetate (EtOAc) and methanol (MeOH) fractions in peripheral blood mononuclear
cells. EEB and its fractions showed antioxidant activity, being EtOAc fraction, with
the highest phenolic content (83.55 mg GAE / g), the most effective in the capture
of DPPH radicals (ECs0 43.37 pug / mL) and reducing power (ECso 89.80 ug/ml). In
addition, EEB and EtOAc and MeOH fractions showed similar classes of secondary
metabolites, such as flavonoids and tannins. EEB (between 400 and 1000 pg / mL)
and AcOEt (< 150 pg / mL) and MeOH (200 to 600 ug / mL) fractions were not
cytotoxic to peripheral blood mononuclear cells by the MTT test. In addition, the
genotoxicity test for the AcOEt fraction showed that the concentrations evaluated
(200, 400 and 600 pg / mL) did not induce significant genotoxic damage in human
lymphocytes. Thus, leaf extract of A. cearensis is source of metabolites with
potential action as antioxidant, which could be considerated a good candidate to

combat early cellular senescence or diseases related to oxidative stress.

Keywords: Antioxidant. Cumaru. Cytotoxicity. Genotoxicity. Lymphocytes. Free
radicals.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais tém sido uma fonte inesgotavel de recursos para uso
medicinal, desempenhando um papel vital ha descoberta de novos fitoquimicos
mais eficazes e menos téxicos aos organismos. Nesse sentido, a busca por
compostos capazes de diminuir ou de reparar danos ocasionados por espécies
reativas de oxigénio (ROS), relacionados a processos de senescéncia celular,
mutacdo, doencas degenerativas e cancer, tem se elevado nos ultimos anos.
Dentre os compostos vegetais, destacam-se 0os compostos de natureza fendlica,
derivados do metabolismo secundério de plantas, que, de um modo geral, sédo 0s
principais responsaveis pelo amplo espectro terapéutico.

Para deliberacdo de novos fitofarmacos, testes de genotoxicidade séo
necessarios para a avaliagdo da potencialidade de aplicacédo clinica de um novo
material para uso medicinal, tornando-se necessarios para a identificacdo de
concentracfes e doses que possam, eventualmente, induzir possiveis efeitos
adversos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza
testes in vivo e in vitro para avaliar danos ao DNA, destacando-se o0 ensaio de
mutacao reversa em bactéria e o ensaio do micronucleo.

Dentre as espécies com potencial fitoterdpico, destaca-se Amburana
cearensis (Allemao) A. C. Smith, popularmente conhecida como cumaru ou
amburana-de-cheiro. E uma arvore de ocorréncia desde a regido Nordeste até o
Brasil Central, predominando em regiées da Caatinga. A casca desta espécie é
amplamente utilizada na medicina popular, na forma de lambedor ou cha, no
tratamento de doencas do trato respiratério, como resfriados, bronquites, gripes e
asma. Apresenta ainda, comprovadas atividades anti-inflamatéria, analgésica,
antiespasmaodica e broncodilatadora a partir do extrato hidroalcoodlico. Enquanto as
sementes sdo usadas apos decocg¢do ou na forma de xarope ou de maceragao com
aguardente por apresentar efeitos similares contra as afec¢gdes pulmonares.

Embora a maioria dos estudos se baseie em analises da casca do tronco e
sementes, alguns dados na literatura demonstram o potencial antimicrobiano e
antioxidante do extrato etanodlico bruto das folhas de A. cearensis (Canuto et al.,
2012). No entanto, estudos sobre esse extrato ainda s&o incipientes, tanto em

relacdo as atividades biolégicas quanto aos possiveis efeitos colaterais. Desta
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forma, pesquisas complementares sao necessarias para evidenciar as
propriedades pouco conhecidas das folhas desta espécie, uma vez que o0
extrativismo para fins terapéuticos da casca do tronco tem provocado impactos
negativos nas populacdes nativas da espécie estudada (IUCN, 2018).
Considerando o potencial de A. cearensis para a geracdo de produtos
farmacoldgicos e/ou biotecnolégicos, estudos quanto a atividade bioldgica,
avaliando os potenciais citotdxicos e genotoxicos tornam-se necessarios para
validar a eficacia e os riscos do uso dos extratos foliares desta espécie. Além disso,
os referidos testes serdo estratégicos ndo s6 para orientar o uso desses
subprodutos na medicina popular, como também para o desenvolvimento futuro de
compostos mais eficazes para a saude humana, subsidiando a geracao de novos
produtos para a industria cosmética e farmacéutica. Neste sentido, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante bem como o
potencial citotdéxico e genotoxico do extrato etandlico bruto e suas fragdes obtidos

das folhas de A. cearensis.
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1.1 REVISAO DA LITERATURA
1.1.1 Plantas medicinais

Na busca por novos medicamentos para o tratamento de diversas doencas,
as plantas se revelam como uma importante fonte de recursos terapéuticos, sendo
usadas desde formas mais simples na medicina popular (Van e Wink, 2017) até a
forma industrial (Newman e Cragg, 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 80% da populagdo mundial depende de plantas medicinais
para os cuidados de atenc¢do basica a saude (WHO, 2011), incluindo o Brasil (Dutra
et al., 2016). Devido a importancia terapéutica dos fitocompostos, estima-se que 0
mercado global de fitoterapicos movimenta 83 bilhdes de délares anuais (Pelkonen
et al., 2014), destacando-se a Europa com aproximadamente 50% desse total. Em
contrapartida, o Brasil apresenta cerca de 5% da movimentacdo mundial total
(Dutra et al., 2016).

Embora contribua com uma pequena parcela mundial na comercializacdo de
produtos a base de plantas medicinais, o Brasil possui a flora mais diversa do
mundo, com mais de 46 mil espécies de plantas (22% do total mundial) (Reflora,
2017), das quais muitas apresentam amplo uso terapéutico que atinge
comunidades tradicionais e grupos indigenas (Bruning et al., 2012; Pedrollo et al.,
2016). Adicionalmente, a comunidade cientifica brasileira apresenta uma crescente
guantidade de estudos em relagdo as plantas e a saude humana com mais de
10.000 artigos publicados entre 2011 e 2013 (Dutra et al., 2016).

No Brasil, o plano de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(Decreto no 5.813, 22 de junho de 2006) tem como medida fortalecer o
desenvolvimento industrial e tecnoldgico nesta area e sobretudo garantir melhor
acesso aos medicamentos pelos usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS),
mediante programas basicos de saude, de forma a valorizar o conhecimento
popular e incentivar a fitoterapia (Figueredo et al., 2014).

Dentre as diversas plantas medicinais conhecidas, as espécies da familia
Fabaceae representam uma das mais ricas em compostos bioativos na terapéutica,
apresentando potenciais antimicrobiano (Araya-Cloutier et al., 2017), antiparasitario

(Souza et al., 2017), anticonvulsivo (Kumar et al., 2012) e antioxidante (Dzoyem et
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al., 2017), dentre outros. Além disso, diversas espécies da familia Fabaceae tém
servido como fonte de matéria-prima para a producéo de fitoterapicos, tais como
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud., B.
variegata L., Bowdichia virgilioides H.B.eK., Coumarona odorata Aubl. e Erythrina
velutina Willd (Almeida e Albuquerque, 2002; Albuquerque et al., 2007; Bitu et al.,
2015).

1.1.2 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae (ou Leguminosae) representa a terceira maior dentre as
Angiospermas, com cerca de 750 géneros e 19.000 espécies (Cronquist, 1981;
LPWG, 2013; Christenhusz e Byng, 2016; MOBOT, 2017), inseridas em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LPWG, 2013;
2017). E considerada uma das familias botanicas de maior potencial econdémico,
superadas apenas pela familia Poaceae (arroz, trigo, milho, cevada) (LPWG, 2017).
Suas espécies estdo distribuidas em todo o globo, dispersas nas regifes
temperadas, frias e também tropicais (LPWG, 2013). No Brasil, cerca de 220
géneros representam a familia (+ 1/3 do total) com aproximadamente 2.800
espécies (Lima et al., 2017).

As leguminosas destacam-se na alimentacdo, como é o caso da ervilha
(Pisum sativum L.), lentilha (Lens culinaris Medik), soja (Glycine max [L.] Merr.) e
do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) (Preti et al, 2017); na indUstria madeireira,
como angelim-pedra (Hymenolobium petraeum Ducke) e cumaru (Dipteryx odorata
[Aublet.] Willd) (Santos et al., 2014; Silva et al., 2015; Ribeiro et al., 2016); como
fonte de resinas, base de vernizes e tintas, como jatoba (Hymenaea courbaril L.),
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) e anil (Indigofera suffruticosa Mill.) (Bandeira
et al., 2015); como plantas forrageiras, com destaque para alfafa (Medicago sativa
L.), trevo-amarelo (Melilotus officinalis L.) e trevo branco (Trifolium repens L.)
(Annicchiarico et al., 2015; Cornara et al., 2016); e na medicina popular, como é o
caso da pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link.), da erva-de-touro (Tridax
procumbens L.), do cumaru (Amburana cearensis), dentre outros (Leal et al., 2003;
Salgueiro et al., 2015; Salahdeen et al., 2016). Adicionalmente, muitas espécies

dessa familia possuem importancia na agricultura, sendo utilizadas para melhoria
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de solos cultivados, principalmente, devido a sua capacidade de fixacdo de
nitrogénio, através da simbiose dos nddulos radiculares com bactérias do género
Rhizobium (Andrews et al., 2011; Vitousek et al., 2013; Andrews e Andrews, 2017).

As leguminosas apresentam diversificacdo quanto ao porte das espécies,
incluindo ervas, arbustos, arvores e até mesmo lianas; sdo perenes ou anuais;
cosmopolitas, com presenca predominante em regides tropicais e subtropicais,
todas com grande diversidade quanto ao crescimento, reproducéo e defesa (Joly,
1979; Polhill et al., 1981). Caracterizam-se por possuir folhas compostas e alternas,
geralmente com estipulas, podendo ter pulvino na base. As inflorescéncias sao
indefinidas, geralmente racemosas, com flores vistosas ou n&o, geralmente
bissexuadas e de simetria variada. A prefloracéo é imbricada ou valvar; o ovario é
supero e unicarpelar, as vezes divididos por falsos septos. A placentacdo é
marginal e o niumero de évulos é variado (Cronquist, 1981; Souza e Lorenzi, 2005).

Fruto é, em geral, legume, seco e deiscente (Joly, 1979).

1.1.3 Amburana cearensis

Amburana cearensis (syn. Torresea cearensis Fr. All) pertencente a
subfamilia Faboideae (ou Papilionoideae) (Carvalho, 2003), € popularmente
conhecida como amburana-de-cheiro, imburana, cerejeira e cumaru, sendo o ultimo
mais utilizado, causando confusdes com outra leguminosa homénima chamada
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Zau et al., 2014; Gouveia et al., 2016). Ja o termo
imburana costuma provocar iguais equivocos na identificacdo, por se referir
também a Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett (Burseraceae) (Pereira et
al., 2017b).

Amburana cearensis € endémica da América do Sul (Figura 1), sendo nativa
da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru (Lima, 2015; Jgrgensen et al., 2015).
No Brasil, ocorre predominantemente na Caatinga nos estados de Alagoas, Bahia,
Ceard, Paraiba, Pernambuco e Piaui, sendo relatada também em Goias, Espirito
Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Leite, 2005; Lima, 2015). Devido ao
extrativismo de sua madeira e das sementes para varias finalidades comerciais,

como carpintaria e perfumaria, A. cearensis foi considerada sob risco de extingéo
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pela Unido Internacional para a Conservacéo da Natureza e dos Recursos Naturais
(IUCN, 2018).

Amburana cearensis apresenta porte regular (Figura 2A), podendo atingir até
10 m de altura nas regides da Caatinga e até 20 m na Zona da Mata (Cunha e
Ferreira, 2003). As cascas sao lisas, aromaticas, cor castanha a vermelho-
pardacenta, soltando laminas finas e irregulares (Maia, 2012). As folhas séo
compostas, alternas, imparipenadas, com 7-11 foliolos, peciolados, ovados,
arredondados no apice e na base (Figura 2B). As flores sdo esbranquicadas ou
branco-amareladas, ou amarelo-palido, aromaticas, pequenas, dispostas em
racimos axilares, multiflorida (Figura 2C), sendo o fruto vagem achatada, escura,
quase preta, contendo uma semente alada e rugosa (Almeida et al., 2010). No
Nordeste, o periodo de floracdo ocorre no inicio da estacéo seca, entre maio e julho,
e a frutificacdo acontece de agosto a outubro, apos a perda de suas folhas (Maia,
2012).

Figura 1. Pontos de ocorréncia de Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm,
de acordo com o “Global Biodiversity Information Facility database. Fonte:
(http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Amburana+cearensis). Acessado
em: 11 de junho de 2017.


http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Amburana+cearensis

23

Figura 2. Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm.: habito arboreo (A), disposicéo foliar
(B), inflorescéncia (C) e tronco (D). Fonte: (A) Autor; (B, C e D) cedidas pelo Prof.
Rubens T. Queiroz (UFPB).

1.1.3.1 Efeitos biolégicos de A. cearensis

Amburana cearensis tem sido utilizada na medicina popular com diferentes
finalidades terapéuticas (Tabela 1). A casca é utilizada na forma de lambedor para
tratar doencas que atingem o trato respiratdrio, como asma, gripe, tosse e bronquite
(Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2008; Cartaxo et al., 2010; Bitu et al., 2015).
Adicionalmente, o banho da infusdo das cascas € aplicado em dores reuméticas e
passado no rosto para aliviar sinusite e gripe (Maia, 2012), enquanto o p6 da casca
é aplicado diretamente sobre feridas para auxiliar na cicatrizagao (Agra et al., 2008).
Um grupo étnico da Bolivia (os Chacobo), que vive em regido endémica de casos
de maléria, também utiliza o decocto da entrecasca para aliviar os sintomas da
febre (Bravo et al., 1999).

A eficacia terapéutica do extrato bruto da casca foi comprovada
cientificamente por Leal et al. (2000), que evidenciaram atividade analgésica, anti-
inflamatoria e broncodilatatora do extrato hidroalcodlico da casca de A. cearensis.
A auséncia do efeito toxico e teratogénico também foi comprovada para 0 mesmo
extrato (Leal et al., 2003). Adicionalmente, sua casca possui atividades
antimicrobiana, leishmanicida (Bravo et al., 1999), anticolinesterasica (Trevisan e
Macedo, 2003) e espamolitica (Correa, 1984). Industrialmente, o xarope produzido

a partir de sua casca é comercializado, apresentando atividade terapéutica
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comprovada contra a asma (Carvalho et al., 2012). Os Programas Farmécias Vivas
e Farmécia-Escola/UFC, além de empresas privadas, como a Bionatus, sdo os
principais responsaveis pela producgéo e venda do xarope (Canuto e Silveira, 2006).

Tabela 1. Efeitos biolégicos dos extratos de casca, folhas e sementes de Amburana cearensis.
Efeito biol6gico do extrato Parte vegetal Referéncia

Acaricida Folhas 24
Folhas, Casca do

Alelopético 11, 12, 25
tronco, Sementes
Analgésico Casca do tronco 8,13
_ ) Casca do tronco,
Antibacteriano 7,16, 19, 21
Folhas
Anticolinesterase Casca do tronco 10

Anti-inflamatorio

Casca do tronco,

1,3,4,6,8,9, 18, 20

Sementes
Antifungico Folhas 26
Antioxidante Sementes, Folhas 15, 22
Antitumoral Sementes 14, 16
Asma Casca do tronco 3,17
Broncodilatador Casca do tronco 8,9
Cicatrizacéo Casca do tronco 18
Doencas respiratérias Casca do tronco 3,21
Dor dente Sementes 5
Espasmolitico Casca do tronco, 1,3,4
Sementes
Febre Casca do tronco 7
Inseticida Sementes 2
Leishmanicida Casca do tronco 7
Mutagénica Sementes 20
Toxicidade Casca do tronco 8

1 Rocha (1945); 2 Tigre (1968); ° Braga (1976); 4 Correa (1984); 5 Kainer & Duryea (1992) ¢ Leal et
al. (1997); 7 Bravo et al. (1999); & Leal et al. (2000); ° Leal et al. (2003); 1° Trevisan e Macedo (2003);
11 Silva et al. (2010); 12 Felix et al. (2007); 2 Oliveira et al. (2009); 4 Ferreira et al. (2011); *°> Rego-
Junior et al. (2011); 16 Sa et al. (2011); 17 Carvalho et al. (2012); 18 Maia (2012); 1° Figueredo et al.
(2012); ?° Lima et al. (2013); 2* Sa et al. (2014); 22 Barberino et al., (2015); 22 Bitu et al. (2015); 24
Dantas et al. (2016); 2> Lessa et al. (2017); 26 Peixinho et al. (2017).
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As sementes também sdo reconhecidas na medicina popular por
apresentarem efeitos similares contra as afec¢gées pulmonares, sendo usadas na
forma de cozimento, de xarope ou de maceragcdao com aguardente (Maia, 2012).
Também, sdo usadas in natura contra dores de dente (Kainer e Duryea, 1992),
sendo matéria-prima para a producdo do rapé por comunidades para
descongestionar as vias nasais (Maia, 2012). Apresentam ainda potencial
alelopatico (Felix et al., 2007), antioxidante (Rego-Junior et al., 2011); antitumoral
(Ferreira et al., 2011) e inseticida (Tigre, 1968). Embora apresentem potencial
terapéutico, o extrato aquoso das sementes apresentou atividade téxica e
mutagénica em células meristematicas de Allium cepa, em concetracfes acima de
100 pg/mL (Lima et al., 2013).

O extrato bruto das folhas possui atividade alelopética (Silva et al., 2010).
Estudos in vitro realizados por Figueredo et al. (2012) demonstraram que o
tratamento simultaneo do extrato foliar de A. cearensis e de antiobidticos comerciais
contra cepas multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus
potencializou a atividade bactericida dos antibiéticos. Acdo acaricida e potencial
antioxidante também foram relatados para as folhas (Barberino et al., 2015; Dantas
et al., 2016). De um modo geral, as folhas de A. cearensis apresentam potenciais
biolégicos, sendo necessario mais ensaios que avaliem a eficacia e seguranca

quanto ao uso das folhas de A. cearensis na fitoterapia.

1.1.4 Metabdlitos secundarios vegetais e suas propriedades bioldgicas

Por definicdo, metabdlitos ou pequenas moléculas organicas sdo compostos
produzidos pelos organismos para manutencdo da vida celular. Eles sao
classificados em metabalitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sédo
moléculas como agucares, aminoacidos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos que
participam de vias metabdlicas basicas como a respiracdo, fotossintese e
biossintese de proteinas (Tissier et al., 2014). Os metabolitos secundarios, por sua
vez, sdo constituintes quimicos relacionados a interagdo com o ambiente, ao
mecanismo de defesa contra herbivoria, patbgenos e protecédo contra a radiacao
solar (Tissier et al., 2014; Brunton e Luengo, 2017). Ao contrario dos metabolitos
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primarios, eles ndo sdo encontrados em todas as espécies, podendo estar restritos
a um grupo taxondmico ou até mesmo a uma unica espécie vegetal, o que explica
a diversidade de metabdlitos secundarios, com mais de 100 mil tipos encontrados
nas plantas (Wink, 2015).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos
segundo a sua natureza biossintética: (1) alcaloides; (2) terpenoides; e (3)
compostos fenolicos (Crozier et al., 2006; Tissier et al., 2014). A maioria deles &
capaz de interagir com outros organismos, inclusive com o0s seres humanos,
apresentando ampla capacidade terapéutica (Wink, 2010; Newman e Cragg, 2016).

Os alcaloides sdo um grupo diversificado de compostos de baixo peso
molecular, contendo nitrogénio derivado de aminoacidos (Zulak et al., 2006;
Kndlker, 2016). Eles podem ser classificados principalmente de acordo com a
estrutura quimica e a origem biossintética. Em termos de estrutura quimica, ha duas
grandes divisdes de alcaloides: os alcaloides heterociclicos (também conhecidos
como alcaloides tipicos), que contém nitrogénio no heterociclo, e os alcaloides nédo
heterociclicos (também conhecidos como alcaloides atipicos ou protoalcaloides),
gue contém nitrogénio em cadeia lateral. Os alcaloides heterociclicos sao
tipicamente classificados de acordo com a sua estrutura de anel, enquanto os
alcaloides néo heterociclicos sé@o frequentemente divididos de acordo com a origem
biossintética (Evans, 2009; Cushnie et al., 2014).

Muitos alcaloides sao reconhecidos por exibirem atividades biol6gicas
importantes como o0 efeito analgésico da morfina; antimalarico da quinina;
vasodilatadora da vincamina, além da acdo de alivio da efedrina para a asma e
efeitos estimulantes da cafeina (MacDermot et al., 1926; Achan et al., 2011;
Galvalisi et al., 2017; Han et al., 2017; Marrone et al., 2017). No entanto, alguns
alcaloides possuem propriedades toxicas, como a camptotecina, um famoso
inibidor da topoisomerase |; a vimblastina e colchicina que interferem com o
processo de polimerizacdo dos microtubulos, além dos alcaloides pirrolizidinicos,
reconhecidos por suas propriedades hepatotéxicas, carcinogénicas, genotoxicas e
teratogénicas (Wiedenfeld, 2011; Kadavath et al., 2015).

Os terpenoides, a maior classe de compostos em plantas, sao

hidrocarbonetos formados por um conjunto de isoprenos (CsHs). S&o conhecidos
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também como terpenos, apesar de que alguns autores considerarem terpenoides
como um terpeno modificado pela adicdo de um oxigénio (Zwenger e Basu, 2008).
Os terpenos estdo envolvidos na defesa das plantas contra herbivoria e patdgenos
como bactérias (Irmisch et al., 2014). Sao derivados do precursor pirofosfato de
isopentenilo (IPP) e pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). Ambos os precursores sao
sintetizados a partir da via do mevalonato (MEV) e a via do metileritritol-fosfato
(MEP) (Tholl, 2015). Séo classificados de acordo com o numero de isoprenos
presentes na sua composicdo, sendo 0s principais monoterpenos, sesquiterpenos
e diterpenos com 2, 3 e 4 isoprenos, respectivamente.

Muitos dos terpenoides sao conhecidos comercialmente devido ao seu uso
como sabores e fragrancias em alimentos e cosméticos; como o mentol e esclareol
(Bhatia et al., 2008; Kamatou et al., 2013), além de serem importantes para a
qualidade dos produtos agricolas, como o sabor das frutas e a fragrancia das flores
como o linalool (Raguso, 2016). Além disso, os terpenoides apresentam uma ampla
quantidade de substancias com poderes quimiopreventivos e anticancerigenos
como o taxol (Thoppil e Bishayee, 2011; Huang et al., 2012; Weaver, 2014).
Apresentam ainda propriedades antimalarica; como a artemisinina (Mugweru et al.,
2016), e antimicrobiana, principalmente naqueles de natureza monoterpénica (Pauli
e Schilcher, 2010).

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo bastante diversificado de
moléculas organicas e sdo amplamente distribuidos na natureza, ocorrendo desde
moléculas simples (com baixo peso molecular e um anel aromatico) até grandes
estruturas complexas (polifenois). Comumente séo classificados em flavonoides e
nao flavonoides (acidos fendlicos, hidroxicinamatos e estilbenos). Em plantas, eles
atuam fornecendo protecéo contra a radiacdo ultravioleta (especialmente UV-B e,
em menor grau, UV-A), fornecendo também resisténcia contra agentes patogénicos
(por exemplo, atuando como compostos antimicrobianos, como fitoalexinas) e para
protecdo contra predadores (aumentando a adstringéncia alimentar, tornando o
sabor desagradavel). Dentre os flavonoides, os isoflanoides destacam-se por atuar
em raizes como sinais moleculares para formacdo de nodulos fixadores de

nitrogénio (Mus et al., 2016). Os flavonoides, estilbenos, hidroxicinamicos e acidos
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fendlicos séo sintetizados a partir da via do chiguimato/fenilpropanoide (Cheynier
et al., 2013).

De maneira geral, os compostos fendlicos estdo intrinsecamente ligados a
prevencao e até a cura de doencas degenerativas causadas por estresse oxidativo
(Shahidi et al., 2015). Jafari et al. (2014) afirmam que além da capacidade
antioxidante, os compostos fendlicos atuam como quimiopreventivos contra o
cancer modulando o ciclo celular. Grande parte dos compostos fendélicos atuam
eliminando os produtos da peroxidacéo lipidica, impedindo danos oxidativos no
DNA, além de remover as espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como
superoéxido, perdxido de hidrogénio e radicais hidroxilas (Zhang e Tsao, 2016).
Estdo relacionados ainda as atividades antimicrobiana, antifungica, antiviral,
hepatoprotetora, anti-inflamatdria, antidiabética e cardioprotetora (Tanwar e Modgil,
2012).

Em A. cearensis, diferentes classes de metabdlitos secundarios foram
isoladas ou identificadas qualitativamente principalmente de sementes e cascas do
caule por diferentes solventes organicos (Tabela 2). De maneira geral, a espécie
apresenta uma abundancia em fenois e flavonoides. Essas duas classes extraidas
das cascas do tronco de A. cearensis sao responsaveis pela atividade terapéutica
(Leal et al., 2000, Costa-Lotufo et al., 2003; Leal et al., 2003). Foram isolados
também a cumarina (1-benzopiran-2-ona) e muitos dos seus derivados
predominando na casca e nas sementes (Canuto et al., 2012). O campferol e
isocampferideo foram os flavonoides mais isolados das cascas do tronco de A.
cearensis. Fitoesteroides como o [-sitosterol e estigmasterol foram também
isolados de cascas e sementes. Embora muitos compostos tenham sido isolados
de diferentes partes de A. cearensis, ainda ndo foi relatado o isolamento de
metabdlitos secundarios das folhas da espécie. Figueredo et al. (2012) realizaram
ensaios antimicrobianos dos metabolitos secundérios das folhas de A. cearensis e

relataram a presenca de alcaloides, flavonoides e taninos.
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Grupo

Substancia

Parte Vegetal

Solvente extrator

Referéncias

Acido oleico

Acido palmitico

Acidos graxos P S Sementes - 1,15
Acido estearico
Acido linoleico
Alcaloides Folhas Etanol 16
Antraquinonas Crisofanol Casca do tronco Acetato de etila 6,11
Catequinas Folhas Etanol 16
Acido (E)-o-cumarico glicosilado Partes aéreas Etanol e acetato 7
Cumarinas (2)-o-cumarico glicosilado Xilopddio Etano[e acetato 7,11
Agua 14,11
(E)-o-cumatrico glicosilado Xilopédio Agua e metanol 12,12
Acido p-cumarico Folhas Etanol 19
Acido o-cumarico glicosilado Sementes - 11
Cloroférmio 2
Diclorometano 3
Casca do tronco Etanol e acetato de etila 4,9, 15
Etanol, acetato de etila e metanol 6
Cumarina - 11
Partes aéreas Etanol, acetato de etila e diclorometano 12
Partes aéreas, xilopddio, casca Etanol 15
do tronco e sementes
Sementes - 1,15
Diidrocumarina Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 6,11
Escopoletina Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 6
3,4-dihidroxi-benzoato de 6-cumarila Casca do tronco - 11
3-cumarina de metila Sementes - 20
6-hidroxicumarina Sementes Etanol, hexano e acetato de etila 1,9, 13,15
y-sitosterol Casca do tronco Hexano 6,11
Esteroides B-sitosterol Sementes - 1,15, 21
Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 10, 15
B-amirina Hexano 6
a-amirina Casca do tronco
Araquidato de metila Acetato de etila 6
Campesterol Sementes Etanol 21
Casca do tronco Hexano 6
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Grupo Substéancia Parte Vegetal Solvente extrator Referéncias
_ Estigmasterol Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 9,15
Esteroides Sementes - 21
Esqualeno Casca do tronco Hexano 6
Etil-hexadecanoato Casca do tronco Acetato de etila 6
Eicosanoato de metila Casca do tronco 12
Oleato de metila Hexano 6
Octadecanoato de metila Sementes
Octadecanoato de etila Etanol 21
Hexadecanoato de etila
D:C-friedoolean-3-ona Casca do tronco Hexano
9-E-octadecanoato de etila Sementes
9-Z-octadecenoato de metil Casca do tronco
9-E-11-Z-octadecadienoato de metila Sementes
9,17-Z-octadecanodienal Casca do tronco
9,12-octadecadienoato de etila i
13-Z-octadecenoato de metila
Palmitato de metila Sementes 11
Palmitato deetla
24-metilenecicloartanol 1,15
24,26-dimetilcolesta-5,22-dein-3B-ol Casca do tronco 9
Folhas Etanol 20
Partes aéreas e xilopddio Etanol e diclometano 13
Fenol ) Parte aérea, xilopddio, casca do Etanol 15
Acido Protocatecuico tronco
Folhas Etanol 19
Casca do tronco Etanol, acetato Qe etila e metanol 5
Cloroférmio e acetato 9,11
- 11
Acido vanilico Casca do tronco Etanol, acetato e metanol . 9,11
Sementes Etanol, hexano e acetato de etila 9,11
Partes aéreas Etanol, acetato de etila e diclorometano 13
Acido (E)-o-cumarico Sementes Etanol, hexano e acetato de etila 13,15
Acido Z-o-cumarico Parte aérea e xilopodio Etanol 15
Acido 4-hidroxibenzoico Casca do tronco Cloroférmio 17
Acido p-hidroxibenzoico ) Etanol e acetato 4
Parte aérea :
Etanol e diclometano 13
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Grupo Substéancia Parte Vegetal Solvente extrator Referéncias
Sementes - 11
Fenol . Diclometano e Metanol 3,15
Amburosideo A Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 9,15
Xilopodio Agua e metanol 13
Sementes Etanol, hexano e acetato de etila 13,5
Etanol, acetato de etila e metanol 5,10
Casca do tronco - 7,11
Amburosideo B Diclome’tano e Metanol 3,4
Partes aéreas Etanol, 4gua e metanol 13
Etanol e acetato 7
Parte aérea e xilopodio, casca Etanol 15
do tronco
Amburosideo C, D, E, G, H Sementes Etanol e Acetato de etila 13, 15
Catecol Casca do tronco Hexano 6,11
Guaiacol Casca do tronco Acetato de etila 6,11
Protocatecuato de 6-cumarila Casca do tronco Etanol e Acetato de etila 13, 15
2,3-diidrobenzofurano Casca do tronco Hexano 6,11
3,4-hidroxi benzoato de metila Casca do tronco Acetato de etila 6,11
3-hidroxi-4-metoxibenzoato de metila Casca do tronco Acetato de etila 6,11
3-metoxi-4-hidroxi-cinamato de metila Casca do tronco Acetato de etila 6,11
4-hidroxi-benzenometanol Casca do tronco Hexano, cloroformio e metanol. 6,11
4-hidroxibenzoato de metila Casca do tronco Acetato de etila 6
4-metoxi-3-metilfenol Casca do tronco Cloroférmio 18
4-metoximetilfenol Casca do tronco Cloroformio e metanol 6, 12
E-3,4-dimetoxi-cinamato de metila Casca do tronco - 11
E-metil-3,4-dimetox-cinamato Casca do tronco Cloroférmio 6
Z-3,4-dimetoxicinamato de metila Casca do tronco - 11
Z-metil-3,4-dimetoxi cinamato Casca do tronco Hexano, cloroférmio e Acetato de etila 6
a-etoxi-p-cresol Casca do tronco Metanol 6,11
Folhas Etanol 16
Flavonoides 4-metoxifisetina Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 9,15,11
7-hidroxi-8,4-dimetoxi-isoflavona Sementes - 1,15
Afrormosina Partes aéreas Etanol e dic_lometgno 17
Casca do tronco Etanol, acetato de etila e diclorometano 9,15
Aiapina Partes aérgas _ Etanol, acetato de etila e diclorometano 13
Parte aérea e xilopodio Etanol 15
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Grupo Substéancia Parte Vegetal Solvente extrator Referéncias
_ Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 5,9, 15
Flavonoides Campferol 13
Folhas Etanélico 19
Casca do tronco Etanol, acetato e metanol 4
Formononetina Casca do tronco Etanol e Acetato de etila 13, 15
Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 5,911
Isocampferideo ) Etanol e Acet'ato dg etila 12,15
Partes aéreas Etanol, acetato de etila e diclorometano 13
Sementes - 1,15
Quercetina Casca do tronco Etanol, acetato de etila e metanol 9,11, 15
Polifenol Epicatequina Folha Etanol 19
Saponinas Casca do tronco Cloroférmio e acetato 4
Folhas etanol 20
Sesquiterpenos (Z,E)-Farnesol Casca do tronco Cloroférmio 18
Longifoleno Casca do tronco Cloroférmio 18
. Casca do tronco Etanol, acetato de etila e diclorometano 4
Taninos
Folhas etanol 16
Tricicleno Casca do tronco Cloroférmio
a-pineno Casca do tronco Cloroférmio
B-pineno Casca do tronco Cloroférmio 18
Terpenos : D
Terpinoleno Casca do tronco Cloroférmio
p-mentatrieno Casca do tronco Cloroférmio
Folhas etanol 20
. Sementes 21
B—amlrlna ...................................................................
Triterpenos a-amirinas Casca do tronco - 11
Lupeol
Escaleno
3,4-dimetoxi-cinamato de metila Sementes - 1,15
outros _ Acido galico _ Folhas Etanol, Cloroférmio 19
24,26-dimetilcolesta-5,22-dien-33-ol Casca do tronco Hexano 6
E-Muurolo-4(14),5-dieno Casca do tronco Cloroférmio 18

1 Bastos 1983; 2 Leal et al. 1997; 3 Bravo et al. 1999; 4 Leal et al. 2000; ® Costa-Lotufo 2003; 6 Negri et al. 2004; ” Bezerra et al. 2005; 8 Leal et al.
2005; ° Canuto e Silveira, 2006; 1° Leal et al. 2008; 1! *Almeida et al. 2010; 12 Canuto e Silveira, 2010; 13 Canuto et al. 2010; 4 Bandeira et al. 2011; 15
Canuto et al. 2012; ¢ Figueredo et al. 2012; 17 Lopes et al. 2013; 18 S4 et al. 2014; 1° Gouveia et al. 2015; 2° Santos et al. 2016; 2! Pereira et al. 2017a.
* Artigo de revisdo - néo relatado
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1.1.5 Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que apresentam pelo menos um
elétron desemparelhado em seus orbitais mais externos, tornando-os capazes de
reagir com outras moléculas e modifica-las pela retirada de seus respectivos
elétrons (Halliwell and Gutteridge, 2010; Mittler, 2017). Dentre os radicais livres que
apresentam maior reatividade, encontram-se as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS). Dentro desses dois grupos séo incluidos também
compostos ndo radicais, que apresentam forte reatividade com outras moléculas
(Valko et al., 2007; Weidinger and Kozlov, 2015).

ROS/RNS sédo formados naturalmente como produtos do metabolismo de
organismos aerobicos (Venditti et al., 2013; Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2017).
Enquanto RNS s&o geralmente originados a partir da oxido nitrico sintase (Valko et
al., 2007), ROS pode ser gerado por uma variedade de enzimas e vias metabdlicas,
incluindo os complexos mitocondriais | e Ill na cadeia transportadora de elétrons
(Pierre et al., 2002; Murphy, 2009), NADPH oxidase (Bylund et al., 2010; Manea,
2010), xantina oxidase (Harrison, 2004; Agarwal et al., 2011), monoamina oxidase
(Cadenas e Davies, 2000) e no citocromo P450 (Linhart et al., 2014).

Dentre os radicais mais estudados, destaca-se o radical superoxido (0O2"7),
gue é gerado naturalmente por sistemas de oxidases como NADPH oxidase,
xantina oxidase e peroxidases (Tabela 3). Uma vez produzido, o radical 02" é
rapidamente convertido ao nado radical peréxido de hidrogénio (H202) pela enzima
superoéxido dismutase (SOD) ou reage com o radical NO* para formar o néo radical
peroxinitrito (ONOO"). O H202, um dos produtos mais toxicos, pode ser neutralizado
pela enzima glutationa peroxidase (GSH-Px) ou catalase (CAT) para formar agua
(H20) ou reagir na presenca dos ions cobre (Cul*) ou ferro (Fe?*) para formar o
radical hidroxila (OH") a partir da reacdo de Fenton. J& o oxigénio singlete (*O2) ou
estado excitado eletronicamente do oxigénio molecular pode ser formado por
fotorreagbes envolvendo aminoacidos (Davies, 2003; Poprac et al., 2017). Na figura

3, estao resumidas as vias de producéo das ROS descritas acima.



34

Tabela 3. Modo de agéo, local de producéo e sistemas de neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em células animais e vegetais.

ROS

Modo de acéo

Local de producéo

Sistemas de
neutralizagao

Superoéxido (027)

Hidroxila (OH")

Reage com Proteinas
de FE-S
Dismuta para H202

Extremamente reativo
com todas as
moléculas incluindo
DNA, RNA, lipidios e
proteinas
Reage com proteinas

Apoplasto (RBOHS)
Cloroplasto
Mitocondria

Peroxissomos
Cadeia transportadora
de elétrons

Todos os locais da
célula onde haja
disponibilidade de ions
de ferro e H202

SOD, flavonoides,
ascorbato

Flavonoides, prolina,
agucares, ascorbado

atacando os residuos Peroxissomos
Peréxido de de cisteina e Cloroplastos Ai)é;g;?j;—:x,
hidrogénio (H20) metionina. Mitocdndria gllutationa '
Reage com proteinas Citosol e apoplasto
heme e DNA
Oxida lipidios,
Oxigénio singlete proteinas (Rl et el Carotenoides e a-
(:05) de Trp, His, Tyr, Met e Clorqplastos tocoferol
Cys) e Residuos de Nucleo

Gua do DNA

APX: peroxidase ascorbato; CAT: catalase; GSH-Px: glutationa peroxidase; PER: peroxidases;
SOD: superéxido dismutase. Trp: triptofano; His: Histidina; Tyr: Tirosina; Met: Metionina; Cys:
Cisteina. Modificado de Mittler, (2017).

Por décadas, os efeitos benéficos e deletérios dos radicais livres foram
questionados (Valko et al., 2007) sendo inclusive, proposta a teoria do radical livre
em 1955, que os correlacionava com o envelhecimento celular (Harman, 1955). Em
1969, McCord & Fridovich demonstraram a existéncia, em sistemas bioldgicos, de
uma enzima capaz de neutralizar o radical O2™, a qual denominaram de superoxido
dismutase (SOD). Por sua vez, em 1977, Mittal and Murad revelaram que a
presenca do radical hidroxila (OH") estimula a ativacdo da enzima guanilato ciclase,
responsavel por catalisar a reacdo que produz a guanosina monofosfato ciclico
(cGMP) (McCord & Fridovich, 1969; Mittal & Murad, 1977). Essas descobertas
evidenciaram que os radicais livres apresentam papéis relevantes na regulagéo de
processos metabolicos em organismos vivos. Atualmente, € reconhecido que as
ROS e RNS sé&o coadjuvantes essenciais contra patdgenos utilizados pelo sistema
imunoldgico de plantas e de animais, além de atuarem como sinais em diversas

vias metabdlicas (Mittler, 2017; Poprac et al., 2017). Ainda, em humanos,
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desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos e atuam nos processos
inflamatérios em geral (Bryan & Lancaster, 2017).

Por outro lado, quando em excesso, ROS/RNS séo capazes de desencadear
0 estresse oxidativo ou ainda, estresse nitrosativo. Tais estresses contribuem para
a degeneracdo de estruturas vitais para a sobrevivéncia celular tais como
membranas e acidos nucleicos, podendo ainda danificar proteinas (Poprac et al.,
2017). Esse processo pode ser desencadeado quando as enzimas responsaveis
por neutralizar ROS e RNS tém suas capacidades comprometidas. Ou seja, quando
existe um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e suas respectivas
neutralizacdes. A ineficiéncia do complexo |, presente na cadeia transportadora de
elétrons, também compromete esse equilibrio dentro da célula, induzindo o
estresse oxidativo (Perier et al., 2005; Mittal et al., 2014).

" NOS
| Superoxido Oxidrzllﬁoﬂ[ico
10, < @ >0, — > ONOO"~
2 2  Avidacae | 2
Oxigénio singlete  Dioxigénio OLE‘SGS) Peroxinitrito
'SOD|
‘GSH-Px
H,0 + %0, <81 0, =283, 5110

Peréxido de hidrogénio

Fe+/Cu'+
(reagéo de Fenton)

OH*

Hidroxila

Figura 3. Diferentes vias de producao de espécies reativas de Oxigénio (ROS) e Nitrogénio (RNS).
Formulas quimicas em vermelho e azul representam radicais e ndo radicais, respectivamente.
Oxidases: inclui NADPH, xantina e peroxidase. NOS: enzima 6xido nitrico sintase. SOD: enzima
superoxido desmutase. CAT: enzima catalase. GSH-Px: enzima glutationa peroxidase. Fonte:
Compilado de Mittler (2017).

Fontes exdgenas podem também induzir ao estresse oxidativo, como
poluentes atmosféricos (o0zonio, didéxido de enxofre, fumaca de cigarro) (Limon-
Pacheco and Gonsebatt, 2009), o consumo de &lcool (Albano, 2006), intoxicacao
por metais pesados (Jomova and Valko, 2011), inalagdo ou contato com solventes

industriais (Malaguarnera et al., 2012) e pesticidas (Mostafalou and Abdollahi,
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2013) além de radiacfes do tipo ionizante (Diehn et al., 2009) entre outros

Muitos estudos revelam que o estresse oxidativo pode contribuir e até
desencadear diversas doencas neurodegenerativas (Poprac et al., 2017,
cardiovasculares (Ritchie et al., 2017) e inclusive, o cancer (Valko et al., 2006). No
DNA, o radical OH" apresenta maior reatividade com a guanina, mas reage também
com todas as outras bases nitrogenadas presentes no DNA ou livres no citoplasma,
formando diversos produtos especificos (Nimse e Pal, 2015). Um dos danos mais
estudados € a forma 8-hidroxiguanina (8-OxoGua), quando o radical OH® oxida a
posicdo C-8 da guanina (Figura 4) (Dizdaroglu e Jaruga, 2012). Uma das maiores
consequéncias do dano oxidativo é a mutagdo causada pela transicdo AT<GC e
pela transversdo GC—TA. Outras ROS também sao reconhecidas por induzirem
quebras de fita Gnica ou dupla, e ainda, induzir a sitios apurinicos por diversos
mecanismos (Kauppila e Stewart, 2015). Uma vez n&o reparadas, tais mutagdes
podem desencadear mudancas no produto final da expressédo do gene, além de
implicar maior probabilidade no desenvolvimento de céncer e envelhecimento

precoce (Liou e Storz, 2010).

O O
N N
NH OH: NH
<l = 0= |
— Oxidacao -
N™ N )\NHQ N™ N A NH,
H H
Guanina 8-hidroxiguanina

Figura 4. Produto da oxidacdo da Guanina. O radical hidroxila (OH") apresenta maior reatividade
com a base nitrogenada guanina, oxidando-a. Fonte: compilado de Dizdaroglu e Jaruga (2012).

1.1.5.1 Antioxidantes originarios de plantas medicinais

As células apresentam multiplos mecanismos para manter o equilibrio
homeostatico de espécies reativas. Como ja mencionadas anteriormente, quando
necessitam neutralizar as espécies reativas, as ceélulas utilizam enzimas
antioxidantes como CAT, SOD e GSH-Px, impedindo a oxida¢do desnecesséria de

moléculas ndo alvo. Outro mecanismo também utilizado pelas células sédo os
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antioxidantes ndo enziméaticos, capazes também de neutralizar espécies reativas.
Os referidos antioxidantes podem ser produzidos intracelularmente, ou ainda,
adquiridos por vias exégenas (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

As plantas medicinais constituem uma das grandes fontes de antioxidantes
exogenos, devido a complexidade e a abundancia dos diversos metabdlitos
secundérios, podendo promover a prevencao de danos oxidativos por radicais
livres. Dentre os metabdlitos mais estudados capazes de neutralizar os radicais
livres encontra-se a vitamina E (a-tocoferol) e carotenoides, que impedem a
peroxidagdo lipidica das membranas celulares. Outro grupo de metabdlitos
secundérios reconhecidos por suas propriedades de neutralizacdo sdo o0s
compostos fendlicos, mencionados anteriormente (Nimse e Pal, 2015; Zhang e
Tsao, 2016).

Um dos métodos mais utilizados para detectar a capacidade antioxidante de
extratos vegetais € pelo ensaio do DPPH. Esse meétodo avalia a atividade
antioxidante pelo sequestro do radical DPPH® (2,2 difenil-1-picril-hidrazil) (Blois,
1958; Brand-Willians, 1995). Nesse método ocorre a reducdo do radical DPPH?®,
que ao fixar um H* (removido do antioxidante em estudo) leva a uma diminuigéo na
sua absorbancia. A porcentagem da atividade antioxidante corresponde a
guantidade do radical DPPH*® consumido pelo antioxidante, sendo que a quantidade
de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial do radical DPPH*
em 50% é denominada concentracéo efetiva (CEso). Quanto maior o consumo de
DPPH* por uma amostra, menor o CEso e maior é a atividade antioxidante (Chen et
al., 2013).

Destaca-se ainda, o ensaio do poder redutor (método ferrocianeto), que
avalia o potencial antioxidante de um extrato ou composto pela reducédo do ion
Fe3*/ferricianeto para a forma Fe?*/ferrocianeto. A intensidade da reagdo pode ser
monitorada pela absorbancia (700 nm) da coloragcéao verde claro até azul intenso
(azul da Pruassia) apés adicao de ion feérrico, proveniente do FeCls (Apak et al.,
2016). Por este método, o ECso € a concentragdo que atinge 0,5 de absorbéancia
(Djouahri et al., 2017).
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1.1.6 Avaliacdo da seguranca do uso biolégico de plantas mediante
bioensaios

Os primeiros ensaios que devem ser realizados para validar a seguranca de
de fitoquimicos para uso medicinal sdo os de citotoxicidade e de genotoxicidade,
identificando doses que possam, eventualmente, induzir efeitos adversos (Araujo
et al., 2015; Roeder et al., 2015). No Brasil, para a seguranca do uso de novos
fitofarmacos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza testes
In vitro e in vivo para avaliar danos ao DNA, destacando-se 0 ensaio de mutacao
reversa em bactéria (teste de Salmonella - Ames) e o ensaio do micronucleo
(ANVISA, 2004).

1.1.6.1 Teste com cultura de células humanas

Os testes com cultura de células in vitro sdo um excelente modelo para o
estudo de mutagénese e carcinogénese, pois permitem analisar substancias com
facilidade, rapidez, seguranca e boa correlagcdo com os resultados de estudos in
vivo (Pinhatti, 2009). Funcionam também como um método preditivo dos efeitos de
compostos toxicos sobre os seres humanos, sendo utilizados no desenvolvimento
e fabricacdo em grande escala de compostos biol6gicos, como vacinas e proteinas
terapéuticas (Eisenbrand et al.,, 2002; Alves e Guimardes, 2010; Breslin e
O’Driscoll, 2013; Lovitt et al., 2014).

Dentre os trés tipos de cultivo celular (primaria, continua e transformada), as
células da cultura priméaria apresentam caracteristicas do tecido de origem e uma
vida util relativamente curta, como ocorre geralmente com as células do sangue
periférico humano (Alves e Guimardes, 2010). Estas sdo interessantes para
avaliacdo de agentes genotoxicos diretos (metabolizacdo primaria) e a facilidade
em sua obtencdo, simplicidade de seu cultivo e sensibilidade do teste, torna o
sangue periférico o mais utilizado para diagnéstico citogenético (Gus, 2011).

Dentre as células do sangue periférico, as mononucleares (PBMCs;
Peripheral Blood Mononuclear Cell; Células Mononucleares do Sangue Periférico)
tém sido consideradas fundamentais na resposta a toxicidade de novos farmacos,
pois participam do sistema imunolégico humano e estdo presentes na corrente

sanguinea, sendo consideradas ferramentas criticas para estudos preditivos que
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determinam o limite de dosagem de novos de farmacos (Sinha et al., 2014;
Pourahmad e Salimi, 2015; Salgueiro et al., 2015).

1.1.6.1.1 Teste de citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade permitem avaliar mudangas na estrutura e na
viabilidade celular ap0s exposicdo a um determinado composto ou extrato. Tais
testes usam em geral corantes ou reagentes que atuam como marcadores
enzimaticos que verificam a integridade da membrana celular e/ou mitocondrial
(Aradjo et al.,, 2015). Dentre os numerosos métodos para avaliagdo da
citotoxicidade in vitro, destaca-se o teste MTT (Mosmann, 1983).

O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio) é um sal
tetrazolio amarelo que, apés incubado com células expostas a determinadas
concentracbes de compostos, permite avaliar a viabilidade das células a partir da
atividade mitocondrial. A enzima succinato desidrogenase, presente nas
mitocondrias, cliva o MTT em cristais de formazan, que séo insollveis em agua e
apresentam cor violeta quando dissolvidos em DMSO ou isopropanol. A quantidade
de células viaveis é proporcional a intensidade da colora¢cdo, sendo mensurada em

espectrofotometro (540 nm) (Riss et al., 2016).

1.1.6.1.2 Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese, Cytokinesis-Block

Micronucleus (CBMN) Assay

O teste de micronucleo (MN) baseia-se na andlise de células binucleadas
induzidas por citocalasina-B (Cyt-B), um inibidor da citocinese, ap6s um ciclo de
divisdo celular. Essa ferramenta molecular permite avaliar diferentes marcadores
de danos como as pontes nucleoplasmaticas (PN) e os brotos nucleares (BN) além
dos MNs (Fenech, 2011; Cheong et al., 2013).

Os MNs sdo pequenas massas intracitoplasmaticas de cromatina com
aspecto de um nudcleo pequeno ao lado do nucleo principal, oriundos de quebras
cromossOmicas (clastogénese) ou de perdas cromossdmicas (aneugénese)
durante a divisdo celular (Fenech, 2000; 2011; Hayashi, 2016). As PNs séo
originadas de cromossomos dicéntricos, que sao puxados para polos opostos da

célula e ndo se rompem durante a anafase. Os BNs séo originados durante a fase
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S, quando DNA amplificado sao eliminados por brotagcdo nuclear. Eles séo
caracterizados por apresentarem a mesma morfologia que um MN, com a excec¢ao
de estarem conectados ao nucleo por uma haste estreita ou larga (dependendo do
estagio do processo de brotacdo) de material nucleoplasmatico. Caso haja uma
ruptura da haste, um MN também podera ser formado (Figura 5) (Bonassi et al.,
2007; Fenech, 2011).

O teste do MN em cultura de células humanas tem se mostrado uma técnica
eficaz, de simples andlise e aplicabilidade tanto em testes in vivo como in vitro, para
avaliar a potencialidade genotoxica de substancias quimicas (Heddle et al., 1983;
Fenech, 2000; Costa et al., 2016). E recomendado pela Food and Drug
Administration (FDA, 2012) para analise de novos compostos candidatos a terapia
e pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria para a analise da seguranca de fitoterapicos
(ANVISA, 2004).
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Figura 5. Formacdo de micronacleos (MN) e pontes nucleoplasméticas (PN), apds teste do
micronicleo com bloqueio da citocinese. Os MNs podem ser originados de cromossomos inteiros
atrasados ou de fragmentos cromossdmicos acéntricos. As PNs séo originadas de cromossomos
dicéntricos, que sdo puxados para polos opostos da célula e ndo se rompem durante a anafase.
Esses eventos s6 podem ser observados em células que completam a divisdo nuclear, que séo
reconhecidas por apresentarem células binucleadas (BN) apos blogueio da citocinese através da
citocalasina B (Cyt-B). Fonte: adaptado a partir de Fenech (2007).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antioxidante, citotoxico e genotéxico do extrato foliar

etandlico de Amburana cearensis e de suas fragcdes em diferentes concentragdes.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial antioxidante do extrato bruto etandlico e das fracGes
diclometano, ciclohexano, acetato de etila e metanol pelo teste DPPH e
poder redutor.

e Analisar a citotoxicidade do extrato bruto etandlico e das fracdes com
maiores potenciais antioxidante, por meio do teste de viabilidade celular MTT
em células mononucleares do sangue periférico humanos.

e Auvaliar o potencial genotoxico da fragdo com maior atividade antioxidante
mediante teste do micronucleo utilizando cultura de células de linfécitos
humanos.

¢ Identificar concentracéo segura do extrato e das fragbes com maior potencial

antioxidante em cultura de células primaria.
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RESUMO

Amburana cearensis € uma planta endémica da América do Sul, que é utilizada na
medicina popular para tratar doencas respiratorias e febre, com atividade anti-
inflamatdria. Para avaliar o potencial terapéutico de A. cearensis no combate ao
estresse oxidativo, este estudo teve como objetivo analisar a atividade antioxidante,
citotoxica e genotoxica do extrato foliar etandélico bruto (EEB) de A. cearensis e de
suas fragbes diclorometano (Dic), ciclohexano (cHex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) em células mononucleares do sangue periférico. O EEB e suas
fracbes apresentaram atividade antioxidante, sendo a fracdo AcOEt, com maior
conteudo fendlico (83,55 mg de GAE/g), a mais efetiva tanto na captura de radicais
DPPH (ECso 43,37 pg/mL) quanto no poder redutor (ECso 89,80 pg/mL).
Adicionalmente, o EEB, as fracbes AcOEt e MeOH apresentaram classes de
metabdlitos secundarios similares, como flavonoides e taninos. O EEB (entre 400
e 1000 pg/mL) e as fragbes AcOEt (< 150 pg/mL) e MeOH (entre 200 e 600 pg/mL)
ndo foram citotdxicos para as células mononucleares do sangue periférico pelo
teste do MTT. Adicionalmente, o teste de genotoxicidade para a fracdo AcOEt,
mostrou que as concentracdes avaliadas (200, 400 e 600 pug/mL) ndo induziram
danos genotoxicos significativos em linfocitos humanos. Desta forma, as folhas de
A. cearensis sdo fontes de metabdlitos capazes de atuar também como
antioxidantes naturais, sendo capazes de combater a senescéncia celular precoce

ou doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Keywords: Cumaru; Citotoxicidade; Genotoxicidade; Linfécitos; Radicais livres;
ROS.
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1. Introducéo

7

Estresse oxidativo € resultado do desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, levando a uma interrupcéo de sinalizacdo e controle redox (Sies,
2015). Adicionalmente, pode causar danos em mecanismos celulares importantes,
como em enzimas da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias ou em
enzimas antioxidantes, afetando componentes vitais nas células como lipidios,
proteinas e DNA (Mittal et al., 2014). Dentre os oxidantes mais reativos destacam-
se as especies reativas de oxigénio (ROS): como hidroxila (OH"), superoxido (O27),
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlete (*O2); bem como espécies
reativas de nitrogénio (RNS) como éxido nitrico (NO*) e peroxinitrito (ONOO"), que
sdo naturalmente produzidos pelo metabolismo de organismos aerdbicos
(Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2017). Tais danos podem desencadear ou
contribuir para desordens neuroldgicas (Lin e Beal, 2006), cardiovasculares (Ritchie
et al., 2017) e para a senescéncia celular precoce, contribuindo para o
desenvolvimento de doencas relacionadas ao envelhecimento (Malinin et al., 2011).

As células apresentam multiplos mecanismos para manter o equilibrio
homeostéatico de espécies reativas, incluindo a acdo de enzimas antioxidantes
como a catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase
(GSH-Px), que impedem a oxidacdo de moléculas ndo alvo (Poprac et al., 2017).
Antioxidantes ndo enzimaticos, como ferritina e albumina, por exemplo, também
sdo capazes de neutralizar espécies reativas (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018). Os referidos antioxidantes podem ser produzidos intracelularmente ou
adquiridos por vias exdgenas.

As plantas constituem uma das grandes fontes de antioxidantes exdgenos,
devido a complexidade e abundancia dos diversos metabdlitos secundarios, que
promovem a prevencao de danos oxidativos por radicais livres (Krishnaiah et al.,
2011). Amburana cearensis (Allemao) A.C.Sm. (Fabaceae) € uma arvore endémica
da Ameérica do Sul, nativa da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru,
popularmente conhecida como cumaru ou amburana de cheiro (Maia, 2012).
Estudos recentes com o extrato etandlico foliar de A. cearensis tém revelado sua
potencialidade na protecdo contra danos oxidativos, promovendo maior
sobrevivéncia e crescimento de foliculos ovarianos de caprinos (Gouveia et al.,

2015; Barberino et al., 2015; Gouveia et al., 2016). O mesmo extrato tem sido
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inclusive, sugerido como substituicdo de suplementos antioxidantes em meio de
cultura, pela facilidade de obtenc&o e menor custo (Barberino et al., 2015). No
entanto, suas propriedades antioxidantes ainda ndo foram investigadas em
modelos in vitro.

Além disso, testes que avaliem extratos vegetais ou compostos ativos
isolados de plantas quanto as suas propriedades toxicologicas em cultura de
células sao necessarios para identificar possiveis riscos genotoxicos (Fenech et al.,
2016), além de apresentarem alta correlacdo com os resultados de estudos in vivo
(Groothuis et al., 2015). Dentre os testes de genotoxicidade, destaca-se o teste de
micronucleo in vitro (Fenech et al., 2016), que é recomendado pela Food and Drug
Administration (FDA, 2012) para analise de novos compostos candidatos a uso
terapéutico, em razédo de sua sensibilidade e reprodutibilidade (Araldi et al., 2015;
Riss et al., 2016).

Considerando a importancia da busca de antioxidantes naturais no combate
de doencas relacionadas ao estresse oxidativo e a auséncia de informacdes sobre
o potencial antioxidante, citotéxico e genotoxico sobre linfécitos humanos do extrato
as folhas de cumaru, o presente trabalho visou: (1) avaliar se o extrato e fracdes
das folhas de A. cearensis apresenta potencial antioxidante atuando neutralizacéo
de radicais livres e reducéo de ions metalicos; (2) caracterizar qualitativamente a
presenca de metabdlitos secundarios e as concentracdes de fendlicos totais do
extrato e de suas fracdes; (3) verificar se o extrato e as fragdes com maior potencial
antioxidante apresenta citoxicidade e genotoxicidade em linfocitos humanos
usando o teste MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) e o

teste do Micronucleo, respectivamente.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal

Folhas de A. cearensis foram coletadas no municipio Brejo da Madre de
Deus (Brasil) a 8°08'16.6" de latitude e 36°23'32.4" de longitude em dezembro de
2016. A planta foi identificada pelo Dr. Marccus Alves, e uma excicata foi depositada
no Herbario Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife,
Brasil), sob o nimero de Voucher UFP 82.635.



46

2.2 Preparo do extrato etandlico e fracbes

Folhas de A. cearensis foram secas em estufa a 45-50 °C por quatro dias.
Em seguida, o material foi triturado em moinho de facas para obtencédo de um pé
fino, e 339,8 g do po obtido foi submetido a extracdo por maceracgéo e percolacéo
com renovacdo de alcool (quatro trocas) a 96% (1 L). O material foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo a vacuo (< 45°C) e seco em dissecador para
obter o extrato etandlico bruto (EEB) (n = 39,59%). Para o preparo das fracoes,
85,57 g do EEB foi solubilizado com solventes por ordem crescente de polaridade
(diclorometano, ciclohexano, acetato de etila e metanol). Cada solvente foi
renovado a cada 12 h (quatro trocas cada) e concentrados em evaporador rotativo
a vacuo (<45°C). As fracfes diclorometano (Dic; n = 1%), ciclohexano (cHex; n =
5,8%), acetato de etila (AcOEt; n = 7,47%) e metandlica (MeOH; n = 76,17%) foram

obtidas.

2.3 Atividade antioxidante in vitro
2.3.1Ensaio de captura do radical DPPH

A atividade de captura do radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) foi
realizada de acordo com Alonso-Carrillo et al. (2017) com algumas modificagdes.
Para analisar o EEB e todas as fragdes, um screening inicial de atividade de captura
de radical DPPH foi realizado em concentracfes variando entre 62,5 e 1000 pug/mL.
Como as fragdes cHex e Dic ndo foram efetivas em relacdo a EEB e as fracdes
AcOEt e MeOH, além das concentracfes acima de 200 pg/mL terem apresentado
porcentagem de reducédo do DPPH semelhantes (sem dose dependéncia), o ensaio
DPPH assim como os demais ensaios antioxidantes foram realizados apenas para
EEB e para as fracdes AcOEt e MeOH nas concentragdes 25, 50, 75, 100, 150 e
200 pg/mL, a fim de verificar a dose dependéncia.

Para realizacdo do ensaio, 2 mL dos extratos em diferentes concentracdes
foram adicionados a 2 mL de solucdo etandlica de DPPH*® (304 mM). As misturas
foram agitadas e a absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 517 nm ap6s 30
min. As reacdes foram realizadas em triplicatas acompanhadas de um controle, que
consistiu apenas do radical DPPH® e a solugédo etandlica (branco). O controle
positivo consistiu no acido ascoérbico nas concentracbes de 10, 20, 30, 40 e 50
pg/mL. A porcentagem de descoloracao do DPPH?*, que indica a agéao antioxidante,

foi estabelecida de acordo com a formula:
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Abs controle—Abs amostra

% de reducéo do radical livre DPPH: x 100

Abs controle

Adicionalmente, foi estimada a ECso (concentracdo do composto que causa
50% de reducédo dos radicais de DPPH) mediante plotagem das porcentagens de

reducdes em funcéo das concentracdes correspondentes (Chen et al., 2013).

2.3.2 Ensaio do poder redutor

No ensaio do poder redutor, foram testadas apenas as concentracdes e as
fracbes mais ativas no ensaio do DPPH: EEB e as fracdbes ACOEt e MeOH nas
concentracdes de 25, 50, 75, 100, 150 e 200 pug/mL. O experimento foi realizado de
acordo com Berker et al. (2010) com algumas modificagcbes. Amostras contendo
1,25 mL de tampéo fosfato (PBS 0,2 M; pH 6,6), 2,5 mL de ferricianeto de potassio
(1%) e 1 mL de diferentes concentracdes do extrato ou fracdes foram incubadas
em banho-Maria a 50°C durante 30 min. Posteriormente, 1,25 mL de &cido
tricloroacético (10%) foram adicionados e as amostras centrifugadas a 1500 rpm
durante 10 min. Em seguida, 1,25 mL sobrenadante foi transferido para novo tubo,
acrescido de 1,25 mL de agua destilada e de 0,25 mL de cloreto férrico (0,1%).
Apos a adicdo do FeCls, as absorbancias foram lidas no espectrofotdmetro a 700
nm. As reacdes foram realizadas em triplicatas acompanhadas de um controle, que
consistiu apenas de todos os reagentes e a solucao etandlica (branco). O controle
positivo consistiu no acido ascoérbico nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30
png/mL. A capacidade antioxidante foi mensurada pelo aumento das absorbancias,
que indicam um maior poder de redugcdo. A concentracdo que apresenta 0,5 da
absorbéancia (ECso) foi calculada plotando as absorbancias a 700 nm em funcéo

das concentracdes correspondentes (Djouahri et al., 2017).

2.4 Andlise fitoquimica
2.4.1 Caracterizacao fitoquimica

A presenca qualitativa de diferentes metabolitos secundarios do EEB e das
fragOes (cHex, Dic, AcOEt e MeOH) das folhas de A. cearensis foi determinada
através de sistema automatizado de analise por Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Performance (HPTLC; High-Performance Thin Layer
Chromatography) em silica gel 60 F2s4 (Tabela 1).
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Tabela 1. Sistemas cromatograficos e reveladores utilizados para o perfil fitoquimico do extrato das
folhas de Amburana cearensis.

Metabodlitos

. Fase Moével Padréo Revelador Referéncias
analisados
AcOEt:Acido
. Acético:Acido Quercetina e Cloreto de
Flavonoides Férmico:H20 Rutina aluminio 5% 1,2,3
100:9:9:20
Et,O:Tolueno
. 10% Acido . KOH 5%
Cumarinas ac6tico Cumarina EtOH + UV 2
1:1
Monoterpeno, . Vanilina
Diterpenos e Tolueno.. AcOEt Carv_acrol e sulfirica + 5
; 93.7 Timol
Sesquiterpenos uv
Triterpenos e Tolueno: AcOEt  B-sitosterol e Léit?g]r;]%nzl 4
Esteroides 9:1 estigmasterol Y

I Neu (1956); 2 Wagner e Bladt (1996); 2 Fiuza et al. (2008); 4+ Harbone (1998).

Além dos metabdlitos secundarios analisados em HPTLC, teste para
deteccdo de taninos hidrolisaveis e condensados foram realizados,
separadamente, pelo teste de cloreto férrico (FeCls), que consistiu ha adicao de
trés gotas de solugcédo de FeCls a 3% nas amostras (EEB e fragcbes cHex, Dic,
AcOEt, MeOH) em uma concentra¢ao de 2 mg/mL em etanol (Fedrigo et al., 2010).

2.4.2 Quantificagdo de fendis totais

O teor de compostos fendlicos totais do EEB e das fracdes (cHex, Dic, ACOEt
e MeOH) foram determinados de acordo com o procedimento de Folin-Ciocalteu
com modificacdes (Singleton et al., 1999). O EEB e as diferentes fracfes foram
dissolvidas em metanol em uma concentracao final de 200 pug/mL. Em seguida, 0,5
mL de cada solucéo foram transferidos para tubo de ensaio com 2,5 mL de reagente
de Folin-Ciocalteu (10%) e 2,5 mL de bicarbonato de sédio a 7,5%. Para o branco
foi utilizado apenas o metanol. Em seguida, as amostras e o branco foram
incubados em banho-Maria a 45°C durante 45 min. A absorbancia foi determinada
em espectrofotdmetro a 765 nm. As amostras foram preparadas em triplicatas para
cada analise e o valor médio de absorbancia foi obtido. O mesmo procedimento foi
repetido para a solucdo padrédo de acido galico e a curva de calibracdo foi

interpretada. A quantidade de fendis totais foi calculada em miligramas equivalentes
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de acido galico (EAG)/g da curva de calibragdo (y = 0,01003x+0,01676; r2 =
0,98729) da solucao padréo de acido gélico.

2.5 Analise da citotoxicidade e da genotoxicidade
2.5.1 Citotoxicidade pelo ensaio do MTT

O teste MTT foi realizado para avaliar a citotoxicidade do EEB e das fragbes
AcOEt e MeOH, que foram mais efetivos quanto a acao antioxidante. Para o ensaio,
cultura de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) foi
utilizada, de acordo com Mendes et al. (2015) com algumas modificacoes. Para tal,
sangue periférico foi obtido por puncdo venosa de doadores do sexo masculino,
aparentemente saudaveis, ndo fumantes e que néo faziam uso de medicamentos.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o projeto aprovado pelo
comitt de ética da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE:
67266817.2.0000.5208; CEP-UFPE; Plataforma Brasil).

PBMCs foram isoladas do sangue total periférico, por gradiente de
densidade utilizando Histopaque®-1077 em tubos Falcon de 15 mL, por
centrifugagdo a 2400 rpm, durante 35 min a temperatura ambiente. A camada
celular mononuclear foi removida, lavada em tampéao fosfato (PBS) 1x estéril por
centrifugacéo (1500 rpm) durante 10 min e ressuspendida em meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino (4:1; v:v). Para o ajuste da concentracao
celular, foi utilizado o corante azul de tripan em camara de Neubauer. Em seguida,
100 pL de PBMCs (5x10° células/poco) foram semeados em placas de 96 pocos.
Em seguida, foram adicionados 50 pL em 5 pocos correspondentes ao EEB e as
fracbes AcCOEt e MeOH nas concentracdes finais de 50, 100, 150, 200, 400, 600,
800 e 1000 pg/mL diluidas em RPMI 1640 com 2% de metanol e filtrados em filtro
membrana PES (22 um de diametro) para eliminar microorganismos. Foram
adicionados também 50 pL de triton-X 100 (1%), meio de cultura e MeOH (2%) nos
pocos referentes ao controle positivo (CP), controle negativo (CN) e controle do
solvente (CS), respectivamente. Posteriormente, as placas foram incubadas
durante 24 h a 37 °C em atmosfera umida com 5% de COs-.

A avaliagéo da citotoxicidade em PBMCs foi realizada utilizando o ensaio de
reducdo do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolio (MTT),
adaptado de Mosmann (1983). Apos 24 h de incubacdo foram adicionados 20 pL

de solucdo de MTT (5 mg/mL) em todos 0s pocos e re-incubados durante 3 h nas
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mesmas condi¢cdes descritas acima. Em seguida, as placas foram centrifugadas
por 4500 rpm durante 10 min e o material sobrenadante foi descartado para adicdo
de 100 puL de DMSO para a dissolucao dos cristais de formazan. A absorbancia foi

mensurada em leitor de microplaca, utilizando filtro de 570 nm.

2.5.2 Teste do micronucleo por bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste CBMN foi realizado para avaliar a seguranca da fracdo AcOEt (mais
ativa na captura de radicais livres) de acordo com Godevac et al. (2009) com
algumas modificacdes. A coleta de sangue periférico seguiu 0S mesmos principios
do item anterior. Inicialmente, 0,5 mL de sangue total foi incubado em tubos Falcon
de 15 mL, contendo 5 mL de meio de cultura com estreptomicina a 10% e 100 pL
de fitohemaglutina, durante 20 h a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO2. O
experimento foi realizado em triplicata biol6gica, sendo cada replica constituida por
um doador.

Apos a incubacdo, foram adicionados volumes necessarios para
concentracdes finais de 200, 400 e 600 ug/mL, e incubados novamente sob as
mesmas condi¢des durante 24 h. As trés concentragdes foram selecionadas com
base no teste MTT (duas com viabilidade celular menor que 80%: 400 e 600 pg/mL,
e uma com viabilidade maior que 80%: 200 pg/mL). O controle positivo (CP)
consistiu da adicdo de metanossulfonato de metila (MMS) para concentracao final
de 2x10 M; controle negativo (CN) foi constituido apenas do meio de cultura
descrito acima, e o controle do solvente (CS) consistiu de etanol 0,006% em RPMI
1640 (v:v) (concentracdo de etanol final na dose mais alta da fracdo AcOEt testada,
600 pg/mL).

Em seguida, foi adicionado o mitdgeno citocalasina B a cada tubo em
concentracéo final de 4,5 pg/mL e novamente incubados durante 28 h. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 1050 rpm por 10 min. As células vermelhas foram
lisadas com KCI (0,075 M) gelado e os tubos centrifugados a 1050 rpm por 10 min.
O sobrenadante foi eliminado, adicionados 5 mL da solu¢gdo de Ringer: fixador
(metanol: acido acético; 10:1; v:v) na proporcdo de 1:1 (viv), e os tubos
centrifugados a 1050 rpm por 10 min. Finalmente, 0 mesmo procedimento foi
realizado apenas com metanol: acido acético (10:1) até o clareamento do
sobrenadante. A suspensao celular foi gotejada em laminas e corada com Giemsa

5% durante 20 min.
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Para andlise da frequéncia de alteracdes nucleares, incluindo micronucleo,
broto nuclear e ponte nucleoplasmatica, foi analisado o sangue de trés doadores,
seguindo os critérios estabelecidos por Fenech (2000). Cada doador constituiu uma
unidade experimental, com 3000 células binucleadas por tratamento (1000
células/lamina, 3 laminas/tubo, 1 tubo/doador).

Foi calculada a proporcionalidade de alteracdes nucleares, dividindo-se o
valor médio de cada tratamento pela média do controle negativo. A porcentagem
de reducédo da média de alteracbes cromossdmicas (reducdo de danos), apés a
administracao das diferentes concentragdes do AcOEt, foi calculada considerando
0 controle negativo como 100% de alteracdes.

2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeticbes para a determinacéo do teor de fendlicos totais, teste antioxidante e
micronucleo; e com cinco repeticdes para a atividade citotoxica. Os resultados
foram expressos como média + desvio-padrao.

Para a comparacdo das médias dos tratamentos com os controles, utilizou-
se a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para dados com distribuicdo
normal pelo Teste de Shapiro-Wilk e homogéneos pelo teste do Levene’s ou
Bartlett, usando o software Statistica 8.0. Adotou-se o nivel de significancia de 5%
de probabilidade (p < 0,05). Apenas as médias do teor de fendlicos totais, testes de
citotoxicidade e de micronucleo foram comparadas estatisticamente.

Para o ECso foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0 plotando as respostas

normalizadas em funcéo das concentracdes em base logaritmica.

3. Resultados
3.1 Atividade antioxidante das folhas de A. cearensis

O extrato etandlico bruto e de suas fracdes obtidas das folhas e A. cearensis
apresentaram atividade antioxidante (Figuras 1A e 1B) em diferentes
concentracbes. Para o teste DPPH, o screening revelou que EEB e as fracOes
AcOEt e MeOH foram antioxidantes mais efetivos quando comparados com as
fracbes Dic e cHex (Apendice A - Figura Suplementar 1). Além disso, as
concentragcbes acima de 200 pg/mL apresentaram porcentagem de reducdo do

DPPH semelhantes (sem dose dependéncia). Por essas razbes, o ensaio DPPH
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assim como os demais ensaios antioxidantes foram realizados apenas para EEB e
para as fracdoes AcCOEt e MeOH nas concentracdes de 25 a 200 pg/mL, a fim de
verificar a dose dependéncia.

Para EEB e para as fracbes AcOEt e MeOH, as concentracdes 25, 50, 75,
100, 150 e 200 pg/mL (Figura 1A) apresentaram relacdo dose-dependente direta
entre as concentragdes avaliadas e a reducado do DPPH. Em 200 pg/mL, o EEB e
as fracbes AcOEt e MeOH apresentaram valores acima de 80% de reducdo do
radical livre. Resultado similar foi observado para o acido ascérbico a partir da
concentracéo de 20 pg/mL. Os valores das porcentagens entre as concentragdes
de 25 a 200 pg/mL variaram de 16,03% a 84,99% para o EEB; de 32,67% a 83,33%
para a fracdo AcOEt, e de 21,19% a 89,59% para a fracdo MeOH.
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Figura 1 - Atividade antioxidante do extrato etandlico bruto (EEB) e as fracdes acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH) das folhas de A. cearensis: (A) atividade de reducdo do DPPH; (B)
atividade do poder redutor. Valores no gréafico correspondem a média e ao desvio padrdo da
porcentagem de reducao do radical livre DPPH (A) e a absorbancia em 700 nm para o poder redutor
(B), ambos com n = 3. AA: acido ascorbico.
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Para o teste do poder redutor, as concentragdes de 25, 50, 75, 100, 150 e
200 pg/mL (Figura 1B) revelaram que a fracdo AcOEt apresentou maior atividade
em relacdo ao EEB e a fracdo MeOH. As absorbancias de EEB e da fracdo MeOH
foram semelhantes, variando entre 0,29 e 1,27 nm, enquanto para a fracdo AcOEt
variou de 0,41 a 1,69 nm. Todos os tratamentos apresentaram uma relagéo
proporcional dose-dependéncia. Nessa faixa de absorbancia para as
concentracfes entre 25 e 200 ug/mL do EEB e das fracbes AcOEt e MeOH, o
padrdo acido ascorbico atingiu resultados similares com concentracées menores,
variando entre 5 e 30 pg/mL.

Em relac@o a ECso, a fracdo AcOEt apresentou menor valor para os testes
DPPH (53,37 ug/mL) e poder redutor (45,82 pg/mL). Enquanto EEB e a fracéo
MeOH apresentaram concentracdes medianas em ambos os testes (Tabela 2). A
fracdo cHex apresentou maior ECso dentre os tratamentos avaliados para o teste
DPPH (398 pg/mL). Por outro lado, o padréo acido ascorbico apresentou ECso 9,8

png/mL e 10,28 pg/mL para os testes DPPH e poder redutor, respectivamente.

Tabela 2 - Atividade antioxidante in vitro das folhas de A. cearensis.

Amostradas/Controle Er:aall_l'o de reducgéo do Ensaio do poder

Positivo redutor
ECso? ECso?
EEB 68,09 + 1,47 47,95+ 1,87
Fracdo cHex 398,00 + 1,52 n.d.
Fracéo Dic n.d. n.d.
Fracdo AcOEt 53,37 £ 1,45 45,82+ 1,84
Fracdo MeOH 62,17 £ 1,50 49,67 +1,84
Acido ascorbico 9,8 + 2,05 10,28 + 1,82

Valores de ECso em pg/ml das atividades antioxidantes pelo teste DPPH e poder redutor obtidos do
Extrato Etandlico Bruto (EEB) das folhas de A. cearensis e suas fra¢Bes ciclohexano (cHex),
diclorometano (Dic), acetato de etila (AcOEt) e metandlica (MeOH).
a concentracao efetiva em que 50% de reducao dos radicais DPPH,;
b concentracgédo efetiva em que a absorbancia é 0,5;
n.d. ndo determinado
3.2 Caracterizacéo fitoquimica

A analise gualitativa de metabdlitos secundarios das folhas de A. cearensis
revelou presenca de flavonoides e taninos no EEB e nas fragdes AcOEt e MeOH.
Monoterpenos, Diterpenos, Sesquiterpenos, Triterpenos e Esteroides foram

detectados apenas no EEB e nas fragcdes cHex e Dic.



54

3.3 Fendlicos totais

As maiores concentracdes de compostos fendlicos totais foram observadas
nas fracdes AcOEt (83,55 mg de EAG/g) e MeOH (56,52 mg de EAG/g), seguidas
de EEB (54,47 de EAG/g) e as menores, nas fracdes Dic (29,95 mg de EAG/Q) e
cHex (11,15 mg de EAG/g). Apenas a fracdo MeOH nao apresentou diferenca

significativa quando comparada com o EEB.

3.4 Citotoxicidade

Considerando que o EEB e as fracdes AcCOEt e MeOH apresentaram 0s
melhores resultados quanto as atividades antioxidantes, foram realizados ensaios
de citotoxicidade em concentracfes variando de 50 a 1000 pg/mL mediante teste
MTT (Figuras 2A, 2B e 2C).

Para EEB (Figura 2A), apenas as concentracdes de 400, 800 e 1000 pg/mL
nao apresentaram diferenca estatistica significativa quando comparadas com o
controle negativo (p > 0,05). As concentracdes 150 e 200 pg/mL apresentaram
moderada citotoxicidade (p < 0,01), enquanto as concentracdes de 50 e 100 pg/mL
apresentaram alta citotoxicidade (diferenca estatistica, p < 0,001).

Para a fracdo AcOEt (Figura 2B), apenas as concentracdes de 50 a 150
pg/mL ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao controle
negativo, ndo sendo consideradas citotdxicas. Por outro lado, a concentracdo de
200 pg/mL apresentou moderada citotoxicidade (diferenca estatistica, p < 0,01),
enquanto as concentracdes entre 400 a 1000 pg/mL apresentaram elevada
citotoxicidade (p < 0,001).

Por fim, para a fracdo MeOH (Figura 2C), apenas as concentracées de 200
e 400 pg/mL nao foram estatisticamente diferentes em relagcéo ao controle negativo.
As concentracdes de 50 e 600 pg/mL apresentaram baixa citotoxicidade (diferenca
estatistica, p <0,05), enquanto a concentracdo de 150 pg/mL apresentou moderada
citotoxicidade. Ja as concentracdes de 100 pg/mL e entre 800 e 1000 pg/mL

apresentaram elevada citotoxicidade (p < 0,001).
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Figura 2 - Atividade citotoxica baseada na viabilidade celular pelo teste MTT das folhas de A.
cearensis: (A) Extrato etandlico bruto (EEB); (B) Fracéo acetato de Etila (AcOEt); (C) Fragdo metanol
(MeOH). Valores correspondentes & média e o desvio padréo da porcentagem de viabilidade celular
(n =5). CN: Controle Negativo (meio de cultura); CS: Controle Solvente (Metanol a 2%); CP: controle
positivo (Triton-X a 1%). Médias estatisticamente diferentes quando comparadas com o controle
negativo pelo teste Newman-Keuls: *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05.

3.5 Genotoxicidade
As concentracdes da fragdo AcOEt (200, 400 e 600 pg/mL) analisadas pelo
ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese (CBMN) ndo apresentaram

diferencas significativas em relacdo ao controle negativo, tanto para o namero
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médio de micronucleos (7,66 a 11 MN/ 3000 células) quanto de brotos nuclares (2,0
a 2,33 MN/ 3000 células), demonstrando auséncia de genotoxicidade (Tabela 3).
Além disso, embora nao tenham apresentado diferenca estatistica, as
porcentagens de micronlcleos e de brotos nucleares apresentaram reducédo nas
concentracOes testadas. As concentragdes 200, 400 e 600 pg/mL reduziram em 38,
35 e 11%, respectivamente, a frequéncia de microndcleos em relagédo ao controle
negativo, enquanto que brotos nucleares foram reduzidos em 84, 84 e 81%,
respectivamente. Nao foram observadas pontes nucleoplasmaticas para nenhum

dos tratamentos analisados.

Tabela 3 - Alteragdes nucleares em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) apds
exposicdo a fragdo AcOEt do extrato etandlico bruto das folhas de A. cearensis nas concentracdes
de 200, 400 e 600 pg/mL.

N. Alteragdes

Alteracéo TrZ;a;mﬁnto I\D/Ieég\i/?oi*: Porc%r;;c)agem Proporcionalidade Eiddugfg

CN 12,33+ 1,52 a 0,4 - -
CS 12,33+1,52 a 0,4 1,0 -
CP 4250+7,50Db 2,2 5,9 -

MN 200 7,66 +2,08 a 0,2 0,6 | 38%
400 8,00 £ 3,60 a 0,2 0,6 1 35%
600 11,00 + 6,08 a 0,3 0,9 1 11%
CN 9,00+ 3,0a 0,3 - -
CS 6,00 + 2,64 a 0,2 0,7 -
CP 10,33+ 10,21 a 0,3 1,1 -

°N 200 2,33+2,30a 0,07 0,3 | 84%
400 2,00+1,00 a 0,06 0,2 | 84%
600 2,00+2,00 a 0,06 0,2 | 81%

MN, Micronucleo; BN, Broto Nuclear; CN, Controle Negativo (apenas meio de cultura); CP, Controle
Positivo (Metanosulfonato de metila; 2 x 10-2 M); CS, Controle Solvente (Etanol < 1%). * NUmero de
alteracdes cromossémicas observado em 3000 células (média das trés repeticbes). Médias
seguidas de letras diferentes, na coluna para determinado tipo de alteracdo, diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). A proporcionalidade foi calculada dividindo-
se o valor médio de cada tratamento pela média do controle negativo. Reducdo de dano: valor em
porcentragem da reducéo da frequéncia de alteragbes cromossdmicas.

4. Discussao



57

O presente estudo confirmou a propriedade antioxidante de folhas de A.
cearensis, especialmente para extrato etanélico, como observado previamente em
ensaios com foliculos ovarianos de caprinos (Gouveia et al., 2015; Barberino et al.,
2015; Gouveia et al., 2016). Contudo, este é o primeiro trabalho que compara a
acado antioxidante do extrato etandlico bruto e quatro fracdes de folhas de A.
cearensis por trés diferentes testes, demonstrando que a fracdo AcOEt (maior
poder antioxidante) ndo apresentou citotoxicidade em concentracdes < 150 pg/mL
em células mononucleadas do sangue periférico humano (PBMCs), nem
genotoxicidade em concentragdes < 600 pg/mL em linfécitos humanos.

Um dos mecanismos pelos quais os antioxidantes exercem sua acao €
neutralizando os radicais livres (Poprac et al., 2017). Neste sendito, o teste do
DPPH compreende um método eficaz para analise de antioxidantes, devido ao
DPPH ser um radical livre estavel, que pode ser neutralizado principalmente por
reducado a partir da doagao de hidrogénios por antioxidantes (Mishra et al., 2012).
Adicionalmente, a atividade antioxidante de extratos vegetais pode ser mensurada
pelo teste do poder redutor (método ferricianeto), verificando a capacidade do
extrato vegetal doar elétrons para reduzir ions férricos (Berker et al., 2010). No
presente estudo, o EEB das folhas de A. cearensis e todas as suas fracdes (Dic,
cHex, AcOEt e MeOH) apresentaram capacidade de neutralizar os radicais livres
do DPPH, destacando-se a maior atividade de reducdo do EEB e das fracGes
AcOEt e MeOH em relacéo as fracdes Dic e cHex. Além disso, a fragdo AcOEt
destacou-se por sua maior capacidade redutora (ECso 45,82 pg/mL) em relacéo ao
EEB (ECs5047,95) e & fracdo MeOH (ECs049,67). Esses resultados eram esperados
devido as menores concentracdes de compostos fendlicos observadas nas fracdes
cHex e Dic e a maior concentracdo de compostos fendlicos na fracdo AcOEt, os
quais estdo relacionados a capacidade antioxidante (Shahidi e Ambigaipalan,
2015).

Dentre os compostos fendlicos, destacou-se a presenca de flavonoides e
taninos no EEB e nas fragdes AcOEt e MeOH. Os flavonoides, assim como 0s
taninos neutralizam os radicais livres pela doagéao de hidrogénio, potencializando
a acao de acordo com o numero de grupamentos hidroxilas (Kumar e Pandey,
2013). Adicionalmente, a presenca majoritaria de compostos fendlicos totais,
incluindo flavonoides e taninos, na fragdo AcOEt (83,55 mg de EAG/g) pode ter

reduzido o maior numero de radicais de DPPH (ECso 53,37 ug/mL) em relacéo ao
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EEB (ECso0 68,09 pg/mL) e MeOH (ECs0 62,17 ug/mL). N&o foi possivel determinar
0 ECso para a fracdo Dic devido a neutralizacdo de radicais DPPH néo ter
ultrapassado 50% entre as concentra¢gdes de 62,5 e 1000 pug/mL. Por outro lado,
embora a fracdo cHex tenha apresentado reducdes acima de 50%, apresentou
baixo potencial de reducdo do DPPH (ECs0 398,00 pg/mL).

Adicionalmente, o EEB e as fragbes AcOEt e MeOH foram testados quanto
a sua citotoxicidade, considerando que apresentaram melhores resultados
antioxidantes. De modo geral, o EEB apresentou menor citotoxicidade que as
fracbes AcCOEt e MeOH. O EEB apresentou maior viabilidade celular para as
concentragcdes medianas (400 a 1000 pg/mL). Enquanto as mesmas concentragdes
apresentaram-se citotoxicas (p < 0,001) para as fracdes ACOEt e MeOH, exceto na
concentracdo de 400 pg/mL para a ultima fracdo. Essas variagcbes podem ser
atribuidas ao efeito sinérgico dos metabdlitos presentes no EEB (terpenos,
esteroides, flavonoides e taninos), como observado por Seeram et al. (2004) em
células tumorais oral (KB, CAL27), c6lon (HT-29, HCT116, SW480, SW620), e
préostata (RWPE-1, RWPEZ2, 22Rv1). Terpenos e esteroides ndo foram encontrados
nas fragcbes AcCOEt e MeOH.

Gouveia et al. (2015) verificaram a presenca predominante do &cido
protocatecuico (PCA), forte antioxidante natural, no extrato etandlico bruto das
folhas de A. cearensis (Kakkar e Bais, 2014). Em modelos in vivo, PCA apresenta
propriedade antioxidante em baixas concentracdes (Liu et al., 2002), além de
aumentar os niveis da atividade enzimatica de glutationa peroxidase (GSH-Px) e
superéxido dismutase (SOD) (Shi et al., 2006). Em contrapartida, em altas
concentracfes, o PCA induz ao estresse oxidativo (efeito pré-oxidante) tanto na
epiderme de camundongos (Nakamura et al., 2001) quanto em linhagens celulares
da mucosa oral de humanos (Babich et al., 2002). Desta forma, maior citotoxidade
em altas concentracdes e menor citotoxicidade em baixas concentracdes na fracao
AcOEt também poderia ser explicada pela provavel presenca do PCA, devido a sua
afinidade de polaridade do solvente extrator.

Levando em consideracdo apenas as fracoes ACOEt e MeOH, é possivel
observar que as doses da fragcdo AcOEt apresentaram maior citotoxidade que as
da MeOH. De acordo com as analises fitoquimicas realizadas, a fragdo AcOEt
apresentou maior concentracdo de compostos fendlicos totais, incluindo

flavonoides e taninos. Embora essa classe de metabdlitos apresente efeitos
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benéficos sobre as células a partir da captura de radicais livres, elas podem,
entretanto, agir como pré-oxidantes, induzindo a formacdo de radicais livres
(Carocho e Ferreira, 2013; Eghbaliferiz e Iranshari, 2016). No entanto, doses de 50
a 150 pg/mL da fracdo AcOEt ndo foram citotoxicas e apresentam atividade
antioxidante. Em contrapartida, essas mesmas concentracdes da fragdo MeOH
induziram danos sobre as PBMCs, sugerindo a prevaléncia de compostos de
natureza nao fendlica interagindo com a atividade mitocondrial dessas células.
Considerando que o EEB e a fracdo MeOH apresentaram citotoxicidade em baixas
doses em PBMCs, além de se monstrarem menos efetivos na neutralizacdo de
radicais livres, a fragdo AcCOEt foi selecionada para avaliacdo do potencial
genotoxico.

As doses da fracdo AcOEt testadas (200 a 600 pg/mL) ndo induziram
alteracGes nucleares significativas (p < 0,05), incluindo microndcleos e brotos
nucleares em linfécitos humanos, embora tenham apresentado moderada a alta
reducao da viabilidade celular pelo teste de MTT, respectivamente. Adicionalmente,
as concentracdes de 200 e 400 pg/mL diminuiram expressivamente a frequéncia
de MN (35 e 38%, respectivamente) e BN (84 e 84%, respectivamente). Uma vez
que o numero de micronucleos é um biomarcador de danos no DNA, os resultados
observados indicam que a fracdo AcOEt apresentou um efeito protetor em linfocitos
humanos.

Muitos danos que ocorrem no DNA sdo em decorréncia de eventos
oxidativos provocados por ROS/RSNs (Dizdaroglu, 2015). A oxidacédo da guanina
pelo radical OH*, por exemplo, provoca a formacéo da 8-hidroxiguanina, tanto no
meio extranuclear quanto no proprio DNA. Quando ocorre na molécula DNA,
provoca quebras de fita simples ou dupla, que podem contribuir para eventos
clastogénicos (quebras cromossémicas), induzindo a formagdo micronucleos
(Fenech et al., 2016). A presenca de antioxidantes naturais, de origem exogena,
impede danos no DNA neutralizando os radicais livres antes que oxide as bases
nitrogenadas ou acucares (Carocho e Ferreira, 2013). Uma das classes mais
conhecidas sdo os flavonoides, que apresentam maiores propriedades de
neutralizacéo devido a quantidade de grupamentos hidroxilas disponiveis em suas
estruturas (Godevac et al.,, 2013). Além disso, evidéncias sugerem que 0S
flavonoides podem atuar também atacando os radicais OH' nas bases oxidadas no

préprio DNA, promovendo seu reparo (Godevac et al., 2013).
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Desta forma, a reducdo da frequéncia de micronucleos observada nos
linfécitos humanos apos a exposicdo da fragdo AcOEt, obtida do extrato etandlico
bruto das folhas de A. cearensis, pode ser atribuida as propriedades antioxidantes
dos flavonoides presentes nesta fracdo, que provavelmente preveniram danos por
oxidacao das bases nitrogenadas ou dos agucares presentes na molécula do DNA.
Resultados semelhantes foram atribuidos aos extratos metandlicos de amora
(Rubus idaeus L.) (Godevac et al., 2011) e groselha (Ribes Rubrum L.) (Godevac
et al., 2012), quando os metabdlitos de origem fendlica presentes em ambos os
extratos foram capazes de reduzir a frequéncia de microndcleo em linfécitos

humanos. Tais propriedades foram atribuidas também & presenca dos

antioxiodantes naturais presentes nos dois extratos.

5. Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que as folhas de A.
cearensis apresentaram propriedades antioxidantes pelos testes DPPH e poder
redutor. Em parte, estes efeitos podem estar relacionados ao seu conteudo
fendlico, incluindo flavonoides. Sendo assim, as folhas de A. cearensis podem ser
uma potencial fonte de antioxidantes naturais. Adicionalmente, a fracdo acetato de
etila obtida do extrato etandlico bruto das folhas de A. cearensis ndo apresentou
citotoxicidade em concentragbes menores ou iguais a 150 pg/mL nem
genotoxidade mesmo em concentracdes citotoxicas para linfocitos humanos, além
de terem reduzido a frequéncia de micronucleos devido provavelmente a reducao
de danos oxidativos.

A presenca de flavonoides e taninos no extrato das folhas de A. cearensis e
nas suas fracbes EtOAc e MeOH sugere que esses S80 0s principais responsaveis
pela atividade antioxidante. Como verificado nos ensaios, a habilidade de doagéo
de hidrogénios ou elétrons para neutralizar radicais livres, sugerem gue os extratos
foliares e suas fracoes AcCOEt e MeOH sao potenciais candidatos para compor
fitoterapicos contra doencas associadas ao estresse oxidativo (Schapira, 2014;
Sarrafchi et al., 2016) ou ainda, compor cosméticos com finalidades de prevencao
de danos ocasionados por radicais livres evitando a senescéncia celular precoce

(Hunt et al., 2010; Jadoon et al., 2015). No entanto, estudos com outras linhagens
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celulares in vitro devem ser realizados para confirmar a auséncia de citotoxicidade

e genotoxicidade.
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3 CONCLUSOES

Os metabolitos secundarios do extrato etandlico bruto de A. cearensis e de
suas fracdes apresentam atividade antioxidante, evidenciada pelos testes
DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil) e poder redutor, com menores ECso
(Concentracao Eficiente) para as fracOes acetato de etilae metanol, seguido do
extrato etanodlico bruto, evidenciando a capacidade de seus compostos
fenolicos atuarem como antioxidantes naturais.

Concentracdes com atividade antioxidante ndo sao citotdéxicas para EEB (entre
400 e 1000 pg/mL) e para as fracdes AcOEt (< 150 pg/mL) e MeOH (entre 200
e 6000 pg/mL), de acordo com o teste MTT em PBMCs.

As concentracdes da fracdo acetato de etila testadas né&o apresentam
genotoxicidade pelo teste do micronucleo, confirmando que as doses avaliadas
com propriedades antioxidantes ndo sédo capazes de induzir danos no DNA
significativos, além de reduzirem a frequéncia de alteracdes cromossdmicas
em linfécitos humanos.

As folhas de A. cearensis apresentam também potencial terapéutico, sendo
fortes candidatas para serem utilizadas como matéria-prima em formulacdes
de novos fitoterapicos para tratar doencas ou enfermidades relacionados ao
estresse oxidativo, tendo em vista que o extrativismo da casca do tronco tem

provocado impactos negativos nas populacdes nativas dessa espécie.
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APENDICE A - FIGURA SUPLEMENTAR 1
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Figura Suplementar 1. Screening de atividade antioxidante pelo teste do DPPH (2,2 difenil-1-picril-
hidrazil) do extrato etandlico bruto (EEB) e suas fra¢des diclorometano (Dic), ciclohexano (cHex),
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), em concentracdes variando de 62,5 a 1000 pg/mL. Valores
no grafico correspondem a média e ao desvio padrdo da porcentagem de reducédo do radical livre
DPPH, ambos com n = 3. AA: 4cido ascarbico.
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APENDICE B - QUIMICOS UTILIZADOS E SUAS RESPECTIVAS MARCAS

1,1-difenil-2-picrilidrazilo (DPPH), reagente de fenol de Folin Ciocalteu, carvacrol,
cumarina, acido galico, quercetina, rutina, estigmasterol, B-sitosterol, acido sulfurico,
timol, vanilina, histopaque®-1077, azul de tripan, 1-(4,5-Dimetiltiazol-2il)-3,5-
difenilformazan (MTT) e metanossulfonato de metila foram adquiridos pela Sigma-
Aldrish (St. Louis, MO, EUA); &cido tricloroacético, neonacido tricloroacético, sulféxido
de dimetilo (DMSO) de NEON (Suzano, SP, Brasil); acido ascorbico, acido acético,
ciclohexano, diclorometano, acetato de etilo, etanol, metanol, cloreto férrico foram
adquiridos pela Alphatec (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil); cloreto de aluminio,
triton-X 100, dihidrogenofosfato de s6dio monohidratado, hidrogenofosfato de sddio
dihidratado, hidréxido de potassio, ferricianeto de potassio e cloreto de sodio de Vetec
(Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil); O RPMI-1640 médio e a fito-hemaglutinina
foram obtidos da ThermoFisher (Waltham, Massachusetts, EUA); Soro Fetal Bovino

de Cultilab (Campinas, Séo Paulo, Brasil).
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ANEXO A - REGRAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA INDUSTRIAL CROPS
AND PRODUCTS

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear

on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a

detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated
by a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation
marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be

described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive

citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion

section.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.
* Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add
your nhame between parentheses in your own script behind the English transliteration.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address
of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of
each author.
» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes
answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-
mail address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,

References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s).
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Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they

must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of
the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,

PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information

site. Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best

presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name

and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet

point). You can view example Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing

purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must
be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of

abbreviations throughout the article. Try not to over-use abbreviations.


https://www.elsevier.com/graphicalabstracts
http://webshop.elsevier.com/illustration-services/
https://www.elsevier.com/highlights
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research

(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:
This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,

commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in Sl.

Authors and Editor(s) are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the
International Code of Zoological Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals.

All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names
when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise
identified.
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For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and
Applied Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined

Commission on Biochemical Nomenclature should be followed.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible. In principle, variables
are to be presented in italics.

Number consecutively any equations that have to be displayed separate from the text
(if referred to explicitly in the text). Subscripts and superscripts should be clear.
Greek letters and other non-Roman or handwritten symbols should be explained in the
margin where they are first used. Take special care to show clearly the difference
between zero (0) and the letter O, and between one (1) and the letter |. Give the
meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used. For
simple fractions wuse the solidus (/) instead of a horizontal line.
Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In
general only equations explicitly referred to in the text need be numbered.
The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Also powers of e
are often more conveniently denoted by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation
are: "P <0.05, P <0.01 and ™P <0.001.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g., Ca?*, not as Ca**.

Isotope numbers should precede the symbols, e.g., *20.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may
be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in

the Reference list.
Artwork

Electronic artwork
General points
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. Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
. Embed the used fonts if the application provides that option.
. Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New

Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

. Number the illustrations according to their sequence in the text.

. Use a logical naming convention for your artwork files.

. Provide captions to illustrations separately.

. Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

A detailed gquide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,

Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below): EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a

minimum of 500 dpi.

Please do not:

. Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

. Supply files that are too low in resolution;

. Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork


https://www.elsevier.com/artworkinstructions
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Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in
the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please

indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the

preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum

but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please

avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but
may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a

substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal


https://www.elsevier.com/artworkinstructions
https://www.elsevier.com/artworkinstructions

87

communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the

DOl is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and
full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar
J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation
of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such

citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in

the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data

repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
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[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that

support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as

EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only need
to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-style/industrial-

crops-and-products

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the

Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they
should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:


http://citationstyles.org/
http://www.mendeley.com/features/reference-manager
http://www.zotero.org/
http://endnote.com/downloads/styles
http://open.mendeley.com/use-citation-style/industrial-crops-and-products
http://open.mendeley.com/use-citation-style/industrial-crops-and-products
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1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication: Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A.,
2010. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed
13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
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Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.



http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/
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