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RESUMO

O emprego da fitoterapia tem crescido nos servigos publicos de saude no Brasil.
Desta forma, considerando a biodiversidade brasileira como fonte de medicamentos,
€ evidente a importancia de pesquisas que objetivem potencializar o emprego de
fitoterapicos. Neste sentido, estudos tém demonstrado que a irradiacdo de materiais
de origem vegetal pode desencadear mudancgas fisico-quimicas peculiares em
diferentes espécies e partes de plantas, resultando em aumento dos teores de
flavonas, fendis totais e taninos e, consequentemente, sugerindo as aplicacfes das
radiacfes ionizantes na obtencdo de matéria prima para industria farmacéutica.
Neste contexto, esta pesquisa buscou avaliar a influéncia do processo de irradiacéo
do extrato de folhas de Libidibia ferrea (popularmente: Pau ferro) na transformacao
de metabdlitos secundarios, incluindo sua atividade toxica, apés exposicdo a uma
fonte de Co-60. Para tanto, as folhas foram coletadas e preparadas para obtencao
de extrato que, em seguida, foi aliquotado e, separadamente, exposto a diferentes
doses de radiacdo gama, a saber: 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 e 30 kGy. Nesta pesquisa,
utilizou-se como controle uma aliquota de extrato nédo irradiado. Na caracterizacéo
do perfil fitoquimico do extrato bruto e irradiado, foram utilizadas as técnicas de
CCD, UPLC-MS e GC-MS. Para cada amostra irradiada, a toxicidade foi avaliada em
ensaios contendo o microcrustaceo Artemia salina Leach, considerando diferentes
concentragbes de extrato irradiado e nao irradiado, a saber: 12,5; 25; 50 e 100
ug.mL?. Esses ensaios foram feitos em trés momentos: logo apds a irradiacdo do
extrato, bem como 60 e 180 dias depois. Os resultados mostraram um aumento dos
niveis de toxicidade do extrato com a dose de radiacdo, ndo se alterando com o
tempo de estocagem, indicando uma boa estabilidade do material irradiado em
relacdo ao tempo de prateleira. Os ensaios fitoquimicos evidenciaram a presenca de
moléculas pertencentes as mais diversas classes, como, fendis totais, triterpenos,
entre outras, nos ensaios quantitativos, a radiacdo foi capaz de quebrar as
macromoléculas em moléculas menores. Os resultados desta pesquisa evidenciam
a importdncia da radiacdo ionizante no processo de potencializacdo das
propriedades téxicas de extratos de plantas, motivando futuras investigagcbes em

torno da acao do extrato irradiado de Libidibia ferrea em células cancerigenas.

Palavras-Chave: Fitoterapicos. Libidibia ferrea. Pau ferro. Radiacdo Gama.



ABSTRACT

The use of phytotherapy has grown in public health services in Brazil. Thus,
considering the Brazilian biodiversity as a source of drugs, it is evident the
importance of researches that aim to potentiate the use of herbal medicines. In this
sense, studies have shown that the irradiation of materials of plant origin can trigger
peculiar physicochemical changes in different species and parts of plants, resulting in
an increase in the levels of flavones, total phenols and tannins and, consequently,
suggesting the applications of ionizing radiation agents in obtaining raw material for
the pharmaceutical industry. In this context, this research was aimed at evaluating
the influence of the irradiation process of the leaf extract of Libidibia ferrea (popularly:
Pau ferro) on the formation of secondary metabolites, including its toxic activity, after
exposure to a Co-60 source. The leaves were collected and prepared to obtain the
extract, which was then aliquoted and separately exposed to different doses of
gamma radiation, namely: 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 and 30 kGy. In this research, an
aliquot of non-irradiated extract was used as control. In the characterization of the
phytochemical profile of the crude and irradiated extract, the techniques of TLC,
LCCM-MS and GC-MS. For each irradiated sample, the toxicity was evaluated in
tests containing the microcrustacea Artemia salina Leach, considering different
concentrations of irradiated and non-irradiated extract, namely: 12.5; 25; 50 and 100
hug.mL2. These tests were done in three moments: soon after the irradiation of the
extract, as well as 60 and 180 days later. The results showed an increase in the
toxicity levels of the extract with the radiation dose, not changing with the storage
time, indicating good stability of the material regarding shelf life. The phytochemical
tests evidenced the presence of molecules belonging to the most diverse classes,
such as total phenols, triterpenes, among others, in the quantitative tests, the
radiation was able to break the macromolecules into smaller molecules. The results
of this research evidenced the importance of ionizing radiation in the process of
potentiation of the toxic properties of plant extracts, motivating future investigations

about the action of irradiated extract of Libidibia ferrea on cancer cells.

Key words: Phytotherapics. Libidibia ferrea. Brazillian ironwood. Gamma radiation.
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1 INTRODUCAO

O emprego da fitoterapia tem crescido nos servigcos publicos no Brasil, os
quais apresentam programas para difundir praticas de cultivo de plantas para uso
medicinal, para producéo de fitoterapicos e para recomendacdes do uso a partir do
diagnéstico médico. Todavia, ndo existem estudos suficientes para garantir a
seguranca de ingestdo de algumas plantas utilizadas na medicina popular
(ALCANTARA et al., 2015).

Buscando evitar impactos negativos, a toxicologia avalia os possiveis efeitos
prejudiciais das substancias quimicas ao organismo vivo, observando e analisando a
resposta destas substancias a nivel tissular, celular e molecular. Obviamente, o
principio fundamental desta area do conhecimento € investigar os riscos da
exposicao humana frente aos diversos produtos buscando estabelecer os niveis de
seguranca ou limites seguros de exposicdo (KLAASSEN; WATKINS, 2012).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 60
a 80% da populacédo de paises considerados em desenvolvimento utilizam plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (AKERELE,
1993). Isso pode ser reflexo de inumeros fatores, como o alto custo dos
medicamentos considerados tradicionais e a dificuldade desses medicamentos em
chegarem as unidades basicas de saude (RODRIGUES; CARLINI, 2002).

Com base nos trabalhos de Fukumasu e colaboradores (2008) e Brandéo e
colaboradores (2010), iniumeros estudos utilizando compostos ativos de plantas tém
demonstrado 6timos resultados quanto aos seus efeitos terapéuticos. Por exemplo,
Catharanthus roseus (L.) G. Don, conhecida também como Vinca, era bastante
utilizada pela populacdo da ilha de Madagascar, localizada no sul da Africa, no
tratamento de inUmeras moléstias.

Estudos desta espécie levaram ao isolamento dos alcaloides vimblastina e
vincristina que, atualmente, possuem grande utilidade no tratamento de varias
neoplasias malignas, como: linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, leucemia
linfoblastica aguda infantil e cancer de ovario e testiculos (BRANDAO et al., 2010).

Por outro lado, cerca de apenas 20% das espécies de plantas disponiveis no
Brasil tém sido estudadas — o0 que mostra a necessidade de se investigar,
desenvolver e introduzir no ambito terapéutico, novos compostos para o tratamento

de doencas.
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Dentre as espécies de planta ainda pouco estudada enconra-se a Libidibia
ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea, uma arvore tipica da caatinga e
popularmente conhecida como pau-ferro ou Juca. Esta planta possui inUmeras
caracteristicas medicinais, auxiliando no tratamento de diversas doencgas, devido a
existéncia de varias propriedades, como: anti-ulcerogénicas, anti-inflamatorias,
anticancerigenas, anti-histaminicas, antimicrobianas, anticoagulantes, cicatrizantes,
hipoglicémicas e larvicida contra o Aedes egypti (SILVA; SILVA; MAIA, 2014; SILVA
et al., 2014).

Essas propriedades que conferem o poder terapéutico da L. ferrea resultam
da presenca de compostos secundarios como saponinas, flavonoides, cumarina,
antraderivados, fendis, taninos, quinonas, triterpenos, alcaloides e lactonas-
sesquiterpénicas (SILVA, 2014).

Atividades em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo que disponibilizem
terapias alternativas e de baixo custo nos procedimentos curativos de doencas
consideradas graves e comuns entre a populacdo terdo impactos diretos nas
politicas publicas de saude (FLOGIO et al., 2006; COSTALOTUFO et al., 2010).

Vérios trabalhos tém demonstrado que a irradiacdo de materiais de origem
vegetal pode desencadear mudancas fisico-quimicas peculiares a cada espécie.
Alguns autores observaram que a radiacdo gama provoca o aumento dos teores de
flavonas, fendis totais e taninos, motivando aplicacfes das radiacbes para obtencdo
de matéria-prima para industria farmacéutica (STAIJNER et al 2007; SANTOS et al.,
2011).

Nesse sentido, processos que potencializem as acdes terapéuticas de
plantas, e de maneira a potencializar os aspectos toxicos de espécies vegetais sobre
células prejudiciais ao organismo humano, despertam o interesse em varias areas
do conhecimento.

A capacidade das radiacdes ionizantes de potencializar alteragdes fisico-
guimicas apos interacdo com espécies vegetais, aliada as propriedades terapéuticas

da L. ferrea, motivaram esta pesquisa.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade toxica do extrato hidroalcodlico das folhas de Libidibia ferrea,

apos exposicao a radiacdo gama.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar os niveis de toxicidade dos extratos irradiados em funcdo das
doses de radiacao;

e Caracterizar o perfil fitoquimico do extrato bruto e irradiado;

e Avaliar possiveis alteracbes dos niveis de toxicidade dos extratos

irradiados em fungéo do tempo de estocagem.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS DE USO MEDICINAL

As préaticas médicas populares utilizam elementos naturais que, na maioria
das vezes, sé0 0s Unicos recursos disponiveis nos ambientes onde estédo instaladas
as comunidades. A constante busca por novos medicamentos com base nestas
praticas tradicionais tem-se mostrado eficaz no tratamento de iniUmeras moléstias
(ROQUE et al., 2010).

O Brasil é um dos paises mais ricos quando se trata de sua biodiversidade
vegetal, isso por comportar aproximadamente 20% do numero total de espécies do
mundo (MACIEL et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2007). O numero de espécies
estdo descritos entre 300.000 e 500.000, destas, aproximadamente 50.000 estéo
catalogadas e distribuidas entre as diferentes regides do pais. Grande parte desta
diversidade de espécies ainda nédo foi investigada cientificamente em relacdo as
suas acgOes terapéuticas, embora este processo venha evoluindo de forma
significativa (OLIVEIRA et al., 1997; SIMOES et al., 2010).

No Nordeste, as pesquisas etnobotanicas se encontram intensificadas
principalmente em areas da caatinga no estado de Pernambuco. Entretanto, ainda
sdo poucos o0s estudos realizados em outros estados nordestinos (ALMEIDA,
ALBUQUERQUE, 2002; ALMEIDA et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2007). No
estado do Pernambuco, por exemplo, existe um consideravel nUmero de erveiros,
pessoas que trabalham nos mercados e indicam as plantas medicinais a serem
utilizadas para cada tipo de doenca (ALBUQUERQUE et al., 2007), assim como 0s
diversos modos de preparo, que podem ser na forma de infusdo, maceracao,
decoccdo (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007), lambedor e uso topico
(ALVES et al., 2007).

De acordo com Drumond e colaboradores (2000), plantas como o pau-ferro
(Libidibia ferrea), o sabia (Mimosa caesalpiniifoli Benth.), o angico (Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan), a aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr.Allemé&o), o juazeiro
(Ziziphus joazeiro Mart.), e o marmeleiro (Croton sonderianus Muell. Arg.), entre
outras, se destacam como espécies de plantas medicinais na caatinga, sendo
usadas pela populacdo em funcdo das diversas propriedades curativas que

apresentam.
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Contudo, o indiscriminado uso desses vegetais pode ser prejudicial a saude,
devido aos efeitos colaterais e as intoxicacdes (ALVES et al., 2007). Além disso, o
uso extrativista pode induzir a prética da coleta excessiva de partes das plantas
(ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002). Por isso, a importancia do manejo feito de
forma apropriada, o cultivo e a domesticacdo de espécies medicinais sao
alternativas para a obtencdo de matéria-prima de interesse farmacéutico, diminuindo
assim, o extrativismo descontrolado (REIS et al., 2003).

Em 22 de junho de 2006, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada pelo decreto de numero 5.813, estabeleceu diretrizes e
linhas prioritarias para o desenvolvimento de acfes pelos diversos parceiros em
torno de objetivos comuns, voltados a garantia do acesso seguro e uso racional de
plantas medicinais e fitoterdpicos no Brasil, ao desenvolvimento de tecnologias e
inovacdes, assim como o fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao
uso sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do Complexo
Produtivo da Saude (BRASIL, 2006).

Em linha com esta pesquisa, alternativas biotecnolégicas devem ser
estudadas visando o estabelecimento do cultivo das plantas mais utilizadas como
medicinais pela populacdo. Pesquisas multidisciplinares envolvendo as areas de
fitoquimica, farmacologia, etnobotanica, quimica organica sintética e quimica
medicinal viabilizam e validam de forma prévia o uso terapéutico de plantas
medicinais, levando a descoberta de novos medicamentos (MACIEL et al., 2002).

De uma forma geral, as plantas mais cultivadas pela populacdo envolvem
exemplares de espécies que compreendem a familia Fabaceae, também conhecida
como Leguminosae. As espécies desta familia se destacam por apresentar inUmeros
beneficios para a populacéo, tanto na area medicinal quanto na ambiental (SOUZA;
LORENZI, 2005; SILVA, 2014).

2.2 FAMILIA FABACEAE (LEGUMINOSEA)

A familia Fabaceae é uma das mais abundantes, com aproximadamente 730
géneros e cerca de 19.400 espécies, 0 que representa 9,4% das eudicotiledbneas
(STEVENS, 2006). Em florestas com o clima predominantemente umido, como a
Amazobnia, 16% da flora € composta por exemplares dessa familia, considerada a
mais abundante nesses ambientes (BURNHAM; JOHNSON, 2004). Mundialmente, é
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a terceira maior familia das Angiospermas, atras de Asteraceae e Orchidaceae
(POLHILL et al.,, 1981; GUNN, 1984; JUDD et al., 1999) e em relacdo a sua
importancia na economia, é precedida apenas por Poaceae (GUNN, 1984).

No Brasil, sdo registradas cerca de 200 géneros e 1.500 espécies de
leguminosas, estando entre as familias mais ricas na maioria dos ecossistemas
brasileiros (SOUZA; LORENZI, 2005). Na Caatinga do estado de Pernambuco,
ocorrem 77 géneros e mais de 290 espécies, constituindo cerca de um ter¢co da
riqueza do bioma (CORDULA, 2010).

Os exemplares desta familia sdo caracterizados por possuirem folhas
compostas e alternas, geralmente com estipulas, podendo ter pulvino na base. As
inflorescéncias sao indefinidas, normalmente racemosas, podendo apresentar flores
vistosas ou nado, quase sempre bissexuadas e simetria variada. A prefloracdo é
valvar, o ovario é supero e unicarpelar, podendo existir também 2-16 carpelos
separados, a placentacdo € marginal e o numero de évulos variado (CRONQUIST,
1981; SOUZA; LORENZI, 2005; STEVENS, 2006).

Tipicamente o fruto da familia € o legume, mas podem surgir varios outros,
por exemplo vagens e sementes. Varias espécies sao utilizadas na alimentacéo,
como o feijao (Phaseolus vulgaris L.) e a soja (Glycine max Merr.), enquanto outras
sdo usadas como adubos quando se associam a bactérias que tem a capacidade de
fixar o nitrogénio. Existem ainda espécies ornamentais, como a tipuana (Tipuana tipu
(Benth.) Kuntze), o flamboyant (Delonix regia (Bojer) Raf.) e a pata-de-vaca
(Bauhinia variegata L.). Outras espécies, como a cerejeira (Amburana cearensis
(Alleméo) A.C. Sm.) e o angico (Anadenanthera sp, Speg.), podem ser utilizadas
para extracdo de madeira. O sansao-do-campo (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.),
por sua vez, devido ao seu crescimento rapido, € normalmente utilizado como cerca-
viva (SOUZA; LORENZI, 2005).

Pesquisas nesse ambito vém ganhando muito espaco no mundo cientifico,
fazendo com que os pesquisadores comecem a dar uma maior importancia para as
caracteristicas particulares das espécies desta familia, que podem vir a fornecer
inumeros beneficios a comunidade de uma forma geral. Como exemplo, pode- se
citar o pau-ferro (Libidibia ferrea var. ferrea), normalmente utilizado pela populagao
no tratamento de doencas cronicas e imunoldgicas, como o diabetes mellitus tipo Il
(SILVA, 2014).
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2.2.1 Libidibia ferrea

Espécie arborea predominante da caatinga, possui inimeras caracteristicas
medicinais, e vem auxiliando a populacdo no tratamento de diversas doencas. Isso
se deve as suas propriedades anti-inflamatorias, anti-cancerigenas, cicatrizante,
hipoglicemiante, entre outras. Essas caracteristicas estdo relacionadas com a
presenca de metabdlitos secundéarios, os quais séo divididos em trés grandes
grupos: terpenos, fendis e alcaloides, que serdo apresentados de maneira completa
mais adiante (SILVA; SILVA; MAIA, 2014; SILVA et al., 2014).

Como particularidades fisicas, a arvore atinge de 5 a 7 m de altura, possuindo
tronco com didmetro de 10 a 30 cm (Figura 1A). A casca € cinza-escuro, lisa e fina;
as folhas (Figura 1B) s&o verde escuro na face adaxial e verde claro na parte
abaxial, alternas, constituidas de 2 a 4 pares de pinas e cada pina possui de 4 a 6
pares de foliolos menores, oblongos e glabros (MAIA, 2004). H& presenca de
tricomas glandulares de coloracdo vermelha escura, dispersas na face abaxial nas
folhas da plantula (GALDINO et al., 2007). As flores (Figura 1C) sao pequenas e
amarelas, em paniculas. O fruto (Figura 1D) € uma vagem, com 6-8 cm de
comprimento e aproximadamente 1,5 cm de largura, coridcea e com polpa seca. As
sementes sao marrons e duras, conforme mostra a Figura 1E (MAIA, 2004).

Devido ao amplo uso popular e a presenca de varios metabdlitos secundarios,
como as saponinas, flavonoides, cumarina, antraderivados, fendis, taninos,
quinonas, triterpenos e alcaloides, a L. ferrea foi incluida na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Salde (SUS) (Renisus)
divulgada pelo Ministério da Saude em fevereiro de 2009 (BRASIL, 2009; SILVA,
2014).
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Figura 1 - Libidibia ferrea, aspecto geral de: (A); folhas (B); flores (C); fruto (D);
sementes de L. ferrea (E).

Fonte: https://www.flickr.com/photos/<acesso em junho de 2017>
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2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS VEGETAIS

O metabolismo representa o conjunto de reacdes quimicas que esta sempre
ocorrendo em cada uma das células. Os compostos quimicos que sdo degradados,
formados ou transformados s&o nomeados de metabolitos (SIMOES et al., 2010),
que por sua vez, podem ser divididos em dois grandes grupos: os metabdlitos
primarios e os secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA,
2008). O metabolismo primario engloba as varias reagfes quimicas envolvidas na
transformacdo de moléculas de nutrientes nas unidades constitutivas essenciais da
célula (WATSON, 1965), reacfes essas que, se encontram envolvidas na
manutencdo fundamental da sobrevivéncia e do desenvolvimento celular (DIXON,
2001).

Os metabdlitos secundarios sdo substancias originadas em menores
guantidades, e, em comparagcdo com 0S primarios, ndo necessariamente estao
envolvidos em funcgdes vitais do vegetal ou mesmo obrigatoriamente presente em
todos eles. Além disto, sdo conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares
especializados e em diferentes etapas do desenvolvimento, tornando seu isolamento
e purificacdo mais dificeis e trabalhosos. Estes constituintes quimicos sao
extremamente diversificados: cada familia, género, e espécie produz uma categoria
guimica caracteristica ou uma mistura delas, e elas, por vezes, podem ser utilizadas
como caracteres taxondmicos para classificagdo das plantas (WAKSMUNDZKA-
HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

A sintese dos metabdlitos secundarios é influenciada por vérios fatores, como
por exemplo, a sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo
atmosférica, indugcdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos, fatores
estes que podem alterar a quantidade e, muitas vezes, até a natureza dos
constituintes ativos presentes no vegetal (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Por isso,
‘como e quando um vegetal é coletado” € um dos requisitos de maior importancia,
visto que, as variacbes podem coordenar ou alterar a producdo desses metabolitos
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000).

Pesquisas sobre os metabdlitos foram iniciadas pelos quimicos organicos no
final do século XIX e inicio do século XX, persistindo até os dias de hoje em varios

campos da ciéncia em razdo da busca por moléculas potencialmente Uteis ao ser
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humano e suas multiplas aplicacbes (SANTOS, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009). Grande
parte dos metabdlitos possui valor comercial tanto na industria farmacéutica quanto
nas areas agrondmica, alimenticia, cosmética, entre outras (SIMOES et al., 2010).

A grande atuacdo dos metabdlitos secundarios dos vegetais mostra a
necessidade e a grande importancia do conhecimento que se deve adquirir sobre
esses compostos. Entender suas atuacdes pode levar a indmeras possibilidades de
estudos que direcionem a busca pela solucdo de problemas considerados
importantes (BEZERRA, 2008).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios, conforme
representado na Figura 2: os compostos fendlicos, os terpenos e os alcalbides. Tais
compostos quimicos sdo comumente utilizados contra ataques bibticos ou abioticos
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico e do &cido
mevaldnico. Os terpenos sdo formados a partir do acido mevaldnico (no citoplasma)
ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os alcaloides provém dos
aminoacidos aromaticos triptofano e tirosina, os quais sao derivados do acido
chiguimico e dos aminoacidos alifaticos ornitina e lisina. Flavonoides, taninos e
ligninas sdo constituintes dos compostos fendlicos; 6leos essenciais, saponinas,
carotenoides e grande parte dos fitorreguladores sédo terpenos; nicotina, cafeina e
vincristina séo alguns exemplos de alcaloides (ALVES, 2001; PERES, 2004).

Figura 2 - Principais vias de biossintese dos metabélitos secundarios.

Piruvato +
3PGA

—» | Terpenos

Via do Mevalonato |—— Fendis

Via do ac. Chiquimico | ————— | Aminoécidos aromaticos |—| Alcaloide

Fonte: http://www.oleosessenciais.org<acesso em junho de 2017>
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2.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo constituidos de uma ou mais hidroxilas, conforme
mostrado na Figura 3, ligadas ao benzeno, sendo a estrutura do fenol a base para
todos os compostos fendélicos (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

A condensacdo aldélical do fosfoenolpiruvato e da eritrose-4-fosfato forma o
acido chiquimico, que por sua vez, pode ser metabolizado em &cido gélico ou &cido
corismico, dando origem aos aminoacidos arométicos, como a fenilalanina
(SANTOS, 2003). A enzima fenilalanina-aménia-liase (PAL) catalisa a reacdo em
gue a fenilalanina perde uma molécula de amonia originando ao acido cinamico; nas
reacbes posteriores ha o adicionamento de hidroxilas e outros substituintes,
produzindo assim inumeros compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As principais propriedades biolégicas dos compostos fendlicos sao atividade
hepatoestimulante,  antibacteriana, antitumoral, antiviral,  anti-inflamatério,
antioxidante, hepatoprotetor, analgésico topico, hipoglicemiantes e
hipercolesterolémia, o que claramente justifica o interesse da industria de farmacos
(CARVALHO et al., 2003).

Ainda em concordancia com Carvalho e colaboradores (2003), os compostos
fendlicos podem ser classificados em: fenilpropandides, cumarinas, acidos fendlicos
(ex.: é&cido galicos e &cido salicilico), flavonoides, fendis simples, taninos

hidrolisaveis, ligninas e taninos condensados, entre outros.

Figura 3 - Estrutura da molécula de acido galico, composto pertencente a classe dos
fendis.

O~_OH

HO OH
OH

Fonte: http://www.engquimicasantossp.com.br

1 A condensacao alddlica € uma das ferramentas mais importantes da sintese organica para a
construcdo de ligacdo C — C. Esta ligacdo é formada através da reacdo entre uma substancia
carbonilica enolizavel que age como nucledfilo e outra substéancia carbonilica que age como eletrdfilo.
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2.3.2 Terpenos

Os terpenos (também conhecidos como terpenoides) sdo metabolitos que
constituem uma classe de produtos naturais advindo das plantas que apresentam
uma grande variedade funcional e estrutural (RAVEN et al., 2001). Todos os
terpenoides séo constituidos pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco carbonos
conforme exemplificado na Figura 4, e quando submetidos a altas temperaturas,
podem se decompor em isoprenos, podendo assim referir-se a todos os terpenos
como isoprenoides (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Figura 4 - Estrutura quimica de alguns terpenos com os residuos de isopreno em

destaque, exemplificando a “regra do isopreno”.

§
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3 Cauda
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Ligacéo cauda a cauda (4-4) .
CL AP AR
[3- caroteno

Fonte: FELIPE; BICAS, 2017.

Quanto a classificagcdo dos terpenos, ela pode ser feita de acordo com o
namero de unidades de isopreno que vao se ligando entre si, orientadas em sentido
inverso (cabecga-cauda) como mostrado na Figura 4, podendo ser: hemiterpenoides
(C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20),
triterpenoides (C30) e tetraterpenos (C40), que serdo mostradas mais
detalhadamente adiante (OLIVEIRA et al., 2003). O isopreno (IP) é produzido de
forma natural, mas néo esta diretamente envolvido na formacdo dos produtos
pertencentes a estas classes (NIERO; MALHEIROS, 2007).
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Este tipo de derivacdo da estrutura quimica em unidades compostas de cinco

carbonos, unidades essas que sdo comuns a todos o0s terpenos, é produto da sua

origem bioquimica, devido a todos o0s seus carbonos serem provenientes do

isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isébmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). O

IPP e o DMAPP séo sintetizados por meio de duas rotas metabdlicas distintas: a do

mevalonato e via do 1-desoxixilulose 5-fosfato (DXP) (Figura 5), onde se originam 0s
diferentes terpenos (FELIPE; BICAS, 2017).

Figura 5- Representacdo esquematica das duas rotas metabdlicas referente a
sintese de terpenos/terpenoides: via do mevalonato e via do 1-desoxixilulose-5-

fosfato (DXP).
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Os hemiterpenoides (C5) sédo considerados o menor grupo dos terpenos,
sendo 0 seu representante mais comum e estudado o isopreno (Figura 6A), um
produto volatil que é liberado de tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al.,
2000). Os monoterpenoides (C10), conforme apresentado na Figura 6B, sao
constituidos por duas unidades de isopreno. Devido ao seu baixo peso molecular, 0s
monoterpenoides comumente sdo volateis, sendo assim os constituintes dos 6leos
essenciais e das esséncias volateis (OLIVEIRA et al., 2003).

Os sesquiterpenos (Figura 6C), no geral, podem atuar como compostos
antimicrobianos contra fungos e bactérias (NIERO; MALHEIROS, 2007). Os
diterpenoides exemplificados pela Figura 6D, formam um grande grupo de
compostos ndo volateis (ROBBERS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2003). Peres
(2004) descreve que tudo leva a crer que o principal papel desempenhado por um
diterpeno seja o das giberelinas, que é uma importante classe de hormonios
vegetais responsaveis pela germinacdo de sementes, alongamento caulinar e
expansao dos frutos de muitas espécies vegetais.

Os triterpenoides (Figura 6E), originam os componentes das resinas, latex,
ceras e cuticula das plantas. Entre os triterpenos estd uma importante classe de
substancias, tanto para vegetais quanto para animais: 0s esteroides, 0s quais sao
componentes dos lipidios de membrana e precursores de hormonios esteroides em
mamiferos, plantas e insetos. Uma outra classe importante de triterpenos sao as
saponinas que desempenham um importante papel na defesa contra insetos e
microrganismos (PERES, 2004).

Como exemplos de tetraterpenos (Figura 6F), podem ser citados o0s
carotenoides e as xantofilas, que possuem pigmentos intimamente ligados aos
processos fotossintéticos e especialmente, na pigmentacéo de flores e frutos. Existe
ainda um grupo complexo de terpenos cujas moléculas sao resultantes da sintese
de mais de oito unidades de isoprenoides, isso significa, mais 40 carbonos na sua
estrutura, estes sdo chamados de politerpenoides (Figura 6G), que contém
compostos como coenzima Q10 ubiquinona, poliprenoides e polimeros longos
encontrados, por exemplo, no latex (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2003).
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Figura 6 - Representacao esquematica dos terpenos, de acordo com o nimero de
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27

2.3.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem em sua
constituicdo pelo menos um atomo de nitrogénio (N) em um estado de oxidag&o
negativo e cuja distribuicédo € feita de forma limitada entre os organismos vivos. Sao
farmacologicamente ativos e encontrados predominantemente em angiospermas
(HENRIQUES et al.,, 2002). Estes produtos naturais de baixo peso molecular
derivam de aminoécidos arométicos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do
acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos como a ornitina e a lisina
(PERES, 2004), classificando-se assim de acordo com o aminoacido precursor e sua
forma estrutural (DEWICK, 2002).

Esses metabdlitos sdo de grande interesse para os pesquisadores, devido ao
grupo possuir uma grande heterogeneidade quimica, distribuicao restrita na natureza
e grande potencial bioativo (ROBBERS et al.,, 1997), sendo encontrados em
aproximadamente 14,2% dos géneros de plantas superiores (CORDELL et al.,
2001).

Apesar de existirem algumas caracteristicas em comum, particularidades da
bioquimica, biologia celular e biologia molecular comprovam as diferencas entre as
subclasses que compdem os alcaloides. As reac¢des envolvidas na biossintese dos
alcaloides sdo catalisadas por enzimas estereoespecificas (formacdo de somente
um isémero, em detrimento de outro arranjo espacial) e regioespecificas (formacao
de somente um de dois produtos possiveis), com acdo determinada sobre substratos
altamente especificos (FACCHINI; LUCA, 2008; YANG; STOCKIGT, 2010).

Ainda em concordancia com Facchini e Luca (2008) e Yang e Stockigt,
(2010), os aminoacidos mais importantes e que estdo diretamente ligados a este
processo sao a lisina, ornitina, tirosina e triptofano. Sozinhos ou em combinagao
com moléculas de secoiridoide, esteroide ou terpenoide, permitem a formacdo de
inumeras classes de alcaloides, algumas dessas classes séo citadas a seguir na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais classes de alcaloides sintetizados pelas plantas.

Classe Aminoécido precursor Exemplos
Piperidinicos Lisina Coniina e Espectalina.
Indélicos Triptofano Vimblastina e Quinina
Isoquinolinicos Tirosina Morfina e Codeina
Tropéanicos Ornitina Atropina e Codeina
Pirrolidinicos Ornitina Nicotina e Higrina

Fonte: Adaptado de Facchini; De Luca, (1998).

Os alcaloides piperidinicos tém como aminodacido precursor a lisina, a partir
da qual é originado um anel piperidinico, resultantes da perda de um grupo
carboxilico e um atomo de nitrogénio (GUPTA; SPENCER, 1969).

O triptofano é um aminoacido aromatico derivado do corismato, sintetizado
através da via do chiquimato, e que por acao de descarboxilase, origina triptamina. A
condensacédo de triptamina com secologanina forma estrictosidina, uma molécula
intermediaria na sintese dos alcaloides inddlicos. A quinina (Cinchona officinalis),
camptotecina (C. acuminata), estricnina (Nux vOmica), vincristina e vimblastina
(Catharanthus roseus) podem ser citadas como exemplos deste grupo (EL-SAYED;
VERPOORTE, 2007).

Todos os alcaloides isoquinolinicos apresentam em sua composi¢ao nucleo
tetrahidroisoquinolina, derivado da tirosina. Sendo assim, juntamente com os fendis
totais e os terpenos, os alcaldides formam as trés grandes classes dos compostos
secundarios organicos que compde 0s vegetais, e que sdo fortes candidatos para o
desenvolvimento de novos compostos para tratamento de enfermidades, como o
cancer, que vem aumento cada vez mais o numero de o6bitos principalmente em

paises considerados em desenvolvimento (FACCHINI; LUCA, 2008).
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2.4 EFEITOS DA RADIACAO GAMA EM MATERIAL DE ORIGEM VEGETAL

A radiacdo ionizante caracteriza-se por possuir energia suficiente para mover
elétrons de seus atomos, produzindo ions, ou seja, ionizacdo do meio onde houve
interacdo com a radiacdo (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

O radiois6topo Co-60 é a principal fonte de radiacdo gama utilizada no
tratamento de materiais organicos (ex: alimentos) devido a sua disponibilidade,
apresentar-se na forma metélica e ser insolivel em agua, sendo assim confere
maior seguranca ambiental. Essas caracteristicas fazem com que esse tipo de fonte
venha sendo usada em aplicacdes voltadas para a radioecologia, radiobiologia e na
area industrial para controle biolégico, por exemplo: esterilizacdo de material médico
cirargico, odontologico, laboratoriais, processamento de alimentos, fitoterapicos,
entre outros (SILVA et al, 2010).

A radiacdo gama, dependendo da dose utilizada, pode agir impedindo a
multiplicacdo de microrganismos e provocar alteragdes a nivel molecular destes
seres como resultado da acdo direta e/ou indireta sobre a fita de DNA. A acédo
indireta indica que a alteracdo do DNA ocorre como resultado da producdo de
radicais-livres iniciados em uma reacdo secundaria, diferentemente da acao direta,
onde as alteracdes sugerem uma interacao direta da radiacdo com uma ou com as
duas fitas de DNA (GOPAL, 1978).

O uso da radiacdo gama em produtos naturais, como na industria alimenticia,
visando a seguranca alimentar pelo processo de esterilizagdo microbioldgica, iniciou-
se por volta de 1920 (HALLMAN, 2011). No entanto, as pesquisas utilizando a
radiacdo gama na descontaminacao seja em produtos naturais ou materiais de uso
hospitalar s6 foram publicadas apds 1955, principalmente pelo exército dos Estados
Unidos (MOREHOUSE; KOMOLPRASERT, 2004). No ano de 2008, cerca de 52
paises permitiam e empregavam a radiacio gama em aproximadamente 250
produtos naturais e alimenticios (SHIM et al., 2009).

No Brasil, a primeira regulamentacéo sobre a irradiacédo de produtos naturais
e/ou alimentos foi aprovada no ano de 1973, sendo este regulamento revisto e
ampliado em 2001 (Resolugdo - RDC N° 21, de 26 de janeiro de 2001). O
regulamento brasileiro prevé que a dose de radiacdo absorvida seja suficiente para

se alcancar o propoésito pretendido, tanto na area alimenticia e industrial visando a
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desinfestacdo, ou esterilizacdo, quanto em produtos naturais (fitoterapicos)
(ANVISA, 2001).

Em relacdo ao uso da radiacdo gama em fitoterapicos, estudos vem
sugerindo alteracdes nas propriedades quimicas e fisicas de vegetais expostos a
esse tipo de radiacdo. Isso resulta em uma condicdo de tensdo ou estresse
oxidativo, consequentemente, levando a formacao de radicais livres, como o radical
superoxido, radical hidroxila, peroxido de hidrogénio e ions moleculares de alta
energia. Entre os estresses celulares originados por radicais livres, sdo normalmente
encontradas as deficiéncias funcionais resultantes de alteracbes da viscosidade,
carga de superficie, composicdo quimica e permeabilidade dos sistemas de
membrana celular (SIDDHURAJU; MAKKAR; BECKER, 2002; MOREHOUSE;
KOMOLPRASERT, 2004; JAN et al., 2012).

Os efeitos resultantes do estresse celular causado pela interacdo da radiacao
gama sobre a matéria depende das caracteristicas da fonte, tais como sua energia,
dose e taxa de dose, e das propriedades do material irradiado, a exemplo de sua
composicdo e do estado fisico. A depender da dose, algumas substancias podem
apresentar uma certa resisténcia a radiacdo, principalmente quando presentes em
materiais desidratados (GOPAL, 1978; RAZEM; KATUSIN-RAZEM, 2008).
Entretanto, ainda de acordo com Gopal (1978) e Razem e Katusin-Razem (2008),
estas mesmas substancias podem sofrer decomposi¢cdo quando irradiadas sob a
forma de solugdo aquosa ou suspensdo. Danos em virtude da radiagdo ionizante
podem manifestar-se por alteracdes na coloracdo, alteracdo da atividade bioldgica,
além do aumento relacionado a toxicidade.

O aumento da toxicidade pode ser causado pela decomposicdo de produtos
radicalares sobre as ligacdes quimicas dos compostos secundarios presentes nas
plantas, fazendo com que haja a quebra de macromoléculas em moléculas menores.
Essas moléculas dardo origem a compostos menores pertencentes a mesma classe
de familia da molécula original, levando assim ao aumento do numero de moléculas
presentes na amostra, e consequentemente levando ao provavel aumento da
toxicidade do material fitoquimico (RAZEM; KATUSIN-RAZEM, 2008; JAN et al.,
2012).

Embora o uso da radiagdo gama seja uma técnica aprovada por diversas
agéncias reguladoras, tais como FDA, OMS, FAO e ANVISA, ainda ndo € comum o

uso de plantas medicinais irradiadas. Tal fato provavelmente seja devido a falta de
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conhecimento por parte da populacdo, que muitas vezes acredita que o material
vegetal ou alimento irradiado torna-se uma fonte emissora de radiacdo (BEHRENS
et al., 2009).

Entretanto, o interesse envolvendo o estudo dos efeitos produzidos pela
interacdo da radiacdo ionizante em amostras de compostos organicos vegetais tem
aumentado consideravelmente. InUmeras questfes relacionadas com mudancas na
estrutura quimica e nas propriedades dos compostos, como é o caso do
desenvolvimento de ranco oxidativo e do aumento das propriedades toxicas, tém
recebido bastante atencdo da comunidade cientifica, passando a serem estudadas
de forma mais intensificada, visando a descoberta de futuros compostos que
possam promover agdes curativas para o tratamento de enfermidades (SILVA et al.,
2012; ZUNIGA et al., 2012; MIRANDA et al., 2013; VELASCO et al., 2014;
MOHAJER et al., 2014).

2.5 ESTUDO DA TOXICIDADE E O USO DA ARTEMIA SALINA LEACH COMO
BIOINDICADOR

Toxicidade € a propriedade de uma substancia quimica ou biolégica
associada a sua capacidade de causar danos aos organismos vivos, em funcdo da
concentracéo e de duracao da exposicdo (VERSON, 2011).

Quando nos referimos a toxicologia, algumas definicbes sé&o levadas em
consideracdo, por exemplo, toxicidade aguda e crdnica. A primeira resulta da
exposicao a um agente téxico, em um curto periodo, capaz de promover os efeitos
indesejaveis, que vao desde uma simples tontura até mesmo a morte. Ja a cronica
esta relacionada a exposicoes repetidas, de longa duracdo e doses frequentemente
insuficientes para provocar uma intoxicacdo aguda, com o0s sintomas podendo
manifestar-se apds meses ou anos a partir do contato com o agente téxico. Vale
ressaltar que uma mesma substancia pode provocar intoxicacdo aguda e apos certo
tempo, desencadear uma intoxicagéo cronica (OGA, 2014).

A maior parte do conhecimento relacionado a toxicidade das plantas
remonta aos nossos antepassados. Atualmente existem grupos de plantas que séo
mais definidos de acordo com sua utilidade, por exemplo, ornamentais, comestiveis,
medicinais, toxicas, etc. Os grupos das plantas medicinais e toxicas sado tomados de

forma indistinta, ja que se parte do pressuposto de conterem principios ativos, que a
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depender da concentracdo podem ser benéficos ou toxicos para 0 organismo
(SANCHEZ,1998).

Ainda segundo Sanchez (1998), as plantas toxicas podem ser encontradas
em todo nosso entorno, como nos parques e jardins, seja na forma silvestre ou em
cultivares e alimentos do dia a dia. Assim, o risco de intoxicacdo € evidente seja
para 0 homem ou animais domésticos. Os principais principios ativos conhecidos
como responsaveis pelos efeitos adversos causados pelas plantas séo: alcaloides,
cardenolideos dentre outros.

Animadores tém sido os beneficios da medicina alopética ou alternativa,
referente a algumas substancias presentes nas plantas consideradas téxicas, como
a papoula (Papaver somniferurn), cujas substancias vem sendo isoladas e
estudadas como um potente anestésico e analgésico; a digitalina (Digitalis purpurea)
usada em pesquisas voltadas a afeccBes cardiovasculares, ou como regulador
cardiaco; os alcaloides da beladona (Atropa belladona) que atuam nos problemas
oculares, e também agem como sedativos e anti-hipertensivos; e o 6leo extraido das
sementes de mamona (Ricinus comunnis) que é amplamente empregado como
purgante (SCHVARTSMAN, 1992).

Até o momento, na literatura ndo consta trabalhos que caracterizem e
diferenciem precisamente uma planta toxica de uma planta considerada segura para
uso medicinal. Ou seja, ninguém estabeleceu uma classificacdo toxicolégica
levando-se em consideracdo os niveis de toxidez em fun¢do da quantidade de parte
toxica, de forma a caracterizar o limite em gue tal planta deixa de ser toxica para ser
nao-toxica e vice-versa (MARRAFFA et. al., 2012). Entretanto, testes que avaliam a
toxicidade sistémica aguda sao utilizados para classificar e apropriadamente rotular
substancias de acordo com sua letalidade ou toxicidade. Além disso, outros
parametros sao investigados, por exemplo, o potencial toxico em érgaos especificos
e a identificacdo da toxico-cinética e da relacdo dose- resposta (SILVEIRA et al.,
2008).

Dentre os ensaios de toxicidade in vivo, encontra-se o ensaio de letalidade
com Artemia salina Leach, um microcrustaceo de agua salgada comumente utilizado
como alimento para peixes. A simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez
dos ensaios e o baixo custo favorece a sua utilizacdo rotineira em analises
preliminares de toxicidade geral (LUNA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008). Os
ensaios de letalidade sdo largamente empregados em testes toxicologicos,
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podendo-se obter a concentracdo letal mediana (CL50), que é a dose necessaria
para causar a morte de 50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al.,
2010). De acordo com MEYER et al., (1982), este bioensaio, além de determinar a
toxicidade geral, apresenta uma boa correlacdo com atividade citotdxica em alguns
tipos de tumores solidos, como o carcinoma de Erlich. Dessa forma, este teste pode
servir como indicador de compostos bioativos para atividades antineoplasica.

(MCLAUGHLIN et al., 1998, PARRA et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAGEM

Folhas da Libidibia ferrea foram coletadas na rua Benfica, localizada no bairro
da Madalena, Recife-PE, Brasil. A coleta do material foi feita uma Unica vez e de
apenas um exemplar. As folhas foram coletadas da base da planta e como critério
de excluséo evitou-se coletar folhas com a presenca de insetos (ou com evidéncias
de herbivoria), fungos ou queimaduras causadas pelo sol. No momento da coleta, o
solo estava seco, nao havia chovido na época e o dia estava ensolarado. Tendo em
vista que mudancgas de clima, temperatura e sazonalidade sado capazes de alterar a
presengca de metabdlitos secundarios nos vegetais, ressalva-se que tais mudancgas
nao faziam parte do escopo deste estudo. Uma amostra do material botanico foi
encaminhada ao Herbario PEUFR da UFRPE, onde foi identificado, confirmado e
catalogado com o n°® 53285. Apdés a identificacdo, o restante do material foi levado
para secagem.

Figura 7 - Folhas de Libidibia ferrea

Fonte: Préprio autor

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO

A secagem foi feita durante 10 dias a sombra e em local arejado, para se
evitar a contaminagao por fungos e a queimadura pelo sol. Em seguida, as folhas

foram trituradas em moinho de facas mecanico e forrageira. O extrato hidroalcodlico
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de L. ferrea (EHLF) foi obtido na proporgéao de 1:2 (1 kg de foliolos da planta para 2
litros de etanol, 70%). O preparado foi mantido em temperatura ambiente, agitado
com o auxilio de um agitador automatico, deixado em repouso por 3 dias, e
posteriormente filtrado com o auxilio de um papel filtro e um funil para a extracéo de
residuos da amostra, conforme mostra a Figura 8A. Em seguida tal filtrado foi
concentrado em um rotaevaporador (Figura 8B), a 70°C, pertencente ao Laboratorio
de Ecologia Aplicada e Fitoquimica — LEAF (UFPE).

O processo de rotaevaporagdo € necessario para que haja a retirada do
solvente (parte volatil — etanol 70%) do material em estudo. No entanto, esse
procedimento ndo é capaz de retirar do material a parte ndo volatil (30% &agua),
sendo necessaria a realizacao do processo de liofilizacdo para que haja a quebra e
retirada das moléculas de agua do material em estudo.

Figura 8 - Extrato hidroalcodlico de Libidibia ferrea durante os processos de filtragao

Fonte: Préprio autor

3.3 Processo de liofilizacao

Foi utilizado um liofilizador de bancada (série LV200 da TERRONI). Este
equipamento possui: condensador em acgo inox com capacidade de 3/5 kg de gelo
por ciclo e temperatura de -55°C; trés plataformas para bandejas, com aquecimento;
trés bandejas em aco inox com area de 0,080 m? cada; uma bomba de vacuo, que
faz a pressao na camara de secagem chegar a 120 umHg no final do processo.

Também possui um painel em LCD para facilitar o controle do processo,
permitindo controlar alguns paréametros como o tempo de duragdo da secagem e 0
controle individual da temperatura de cada bandeja, além de indicar a pressdo na
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camara de secagem, a temperatura do condensador, o tempo decorrido e a
finalizacdo do processo.

Foram utilizados 500 mL de extrato liquido, homogeneizado por 5 minutos e
distribuido nas trés bandejas do liofilizador, em camadas com cerca de 2 mm de
espessura.

Em seguida, as bandejas foram cobertas com filme plastico de PVC e
colocadas para congelar em um freezer a -25°C por 40 horas. Apds o congelamento,
as bandejas foram retiradas do freezer e colocadas imediatamente no liofilizador,
que foi ligado 40 minutos antes para que o condensador alcancasse a temperatura
adequada.

O tempo total do processo de liofilizacdo foi de 10 horas. Finalizado o
processo, 0 extrato desidratado foi rapidamente removido das bandejas e
acondicionado em um recipiente de vidro estéril e armazenado a uma temperatura
de aproximadamente 8°C. Este produto também apresentou estrutura porosa e
quebradica, e foi facilmente reduzido a pd, o que nos deu como resultado final cerca
de 250g de material.

3.4 IRRADIACAO DO EXTRATO

O extrato bruto foi separado em 8 recipientes de penicilina, contendo 3g do
material em cada, e levado para o tratamento por radiagdo ionizante. Foram
utilizadas oito diferentes doses de radiacao (5, 7, 10, 12, 15, 20, 25, 30 kGy). A
irradiacao do material foi feita separadamente e a taxa de dose foi de 2,434 kGy/h.

Para a irradiagédo foi utilizado um irradiador Gammacell com fonte de Co-60
(Figura 9), pertencente ao Departamento de Energia Nuclear da UFPE. Esse modelo
de irradiador se enquadra de categoria | pela Agéncia Internacional de Energia
Atomica (AIEA), em que a fonte selada é completamente encapsulada e blindada em
um contéiner seco. O acesso a fonte radioativa selada ou a regido de irradiagdo néo
€ fisicamente possivel, em fungcdo da sua configuragdo. Apds o termino da
irradiacao, todo o material foi armazenado a uma temperatura de aproximadamente

8°C para testes posteriores.
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Figura 9 - Irradiador Gammacell Cobalt-60 pertencente ao Departamento de Energia
Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco.

L
) |

Fonte: Préprio autor

3.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR ARTEMIA SALINA LEACH

O protocolo foi realizado segundo proposto por Meyer e colaboradores (1982),
e 0s ensaios realizados no Laboratério de Avaliagcdo da Contaminagdo do Solo
(LACS), do Departamento de Energia Nuclear da UFPE. Foram utilizados cistos do
microcrustaceo para eclodir em uma incubadora contendo agua do mar, a uma
temperatura de 25°C, durante 48 horas, com iluminacdo artificial e aeracéo
constante. A incubadora foi parcialmente coberta com papel aluminio como
mostrado na Figura 10A.

Apbs a eclosdo, e com auxilio de uma pipeta Pasteur, cerca de 10 larvas de
A. salina em fase de nauplio (Figura 11) foram distribuidas em tubos de ensaio
contendo 9 ml de agua do mar, conforme mostra a Figura 10B. O extrato
hidroalcodlico de L. ferrea (EHLF) liofilizado, irradiado em oito doses (5, 7, 10, 12,

15, 20, 25, 30 kGy) ou nao-irradiado, foi diluido em 1 mL agua destilada e
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adicionado ao tubo contendo as artémias, de tal forma que se atingisse as seguintes
concentracoes finais: 12,5 pg/ml, 25 ug/ml, 50 yg/ml e 100 ug/ml, para cada dose.
Foi utilizado como controle negativo a 4gua do mar contendo artémias sem
adicado do extrato, e como controle positivo, apenas a solucdo mée que deu origem
ao extrato em estudo (alcool 70%). O ensaio foi realizado em triplicata, com
contagem das artémias vivas e mortas apos 24 horas, considerando-se mortos
aqueles microcrustdceos que ndo se movimentaram durante a observacdo e nem
com a leve agitacao do tubo.
Para avaliacdo da estabilidade do produto (tempo de prateleira), foi repetida
toda a metodologia para o ensaio de toxicidade aguda descrita acima, 60 e 180 dias

apos o processo de irradiacdo das amostras.

Figura 10 - Incubadora para os ovos de Artemia salina contendo agua do mar a 25°C,
com iluminacéo artificial e aeragcdo constante, parcialmente coberta (A); tubos de
ensaio contendo diferentes concentragdes de extrato irradiado a diferentes doses

para avaliar a toxicidade in vitro (B).

Fonte: Préprio autor

Figura 11 - Artemia salina Leach

Fonte: Préprio autor
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3.6 ANALISE DO PERFIL FOTOQUIMICO

3.6.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Amostras do extrato ndo-irradiado e irradiado nas diferentes doses (5, 7, 10,
12, 15, 20, 25 e 30 kGy) foram aplicadas com o auxilio de um tubo capilar no lado
direito da placa de cromatografia (Figura 12A), constituida por gel de silica com
dimensdes 20 x 20 cm e 0,25 milimetros de espessura (Merck - Darmstadt,
Alemanha).

O padrao correspondente a cada classe de metabdlito foi aplicado no lado
esquerdo da placa, também representado pela Figura 12A. Tanto o extrato quanto o
padrao foram aplicados a um centimetro da base da placa e o liquido foi transferido
por capilaridade sobre a superficie da fase estacionaria, penetrando-o. Em seguida,
através da técnica de ascenséo, a placa cromatogréfica foi imersa no solvente (fase
movel), a uma profundidade de aproximadamente 0,5 cm da base, conforme
mostrado na Figura 12B.

Deste modo, a cromatografia foi desenvolvida com uma fase moével
movendo-se através da fase estacionaria por capilaridade (Figuras 12C e 12D). Ao
final do processo, as placas foram removidas da cuba cromatogréfica, (Figura 12E) e
postas a secar em temperatura ambiente. Em seguida, os reveladores apropriados
foram aplicados por borrifamento, a fim de demonstrar a presenca ou auséncia de
metabdlitos secundarios. Tal procedimento foi realizado no Laboratério de Ecologia

Aplicada e Fitoquimica (LEAF), do Departamento de Botanica- UFPE.
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Figura 12 — Esquema representativo da Cromatografia em Camada Delgada (CCD).

A- Profundidade da placa

na fase moével;

B e C- Inicio do percurso

dos padrdes e amostras;

D- Fase estacionaria;
E- Linha limite (4).

Fonte: adaptado de http://cromatografiafametro.fitoquimico.org

3.6.2 Cromatografia liquida de ultra performance acoplada a espectrometria de
massas (UPLC-MS)

A cromatografia foi realizada com um cromatégrafo a liquidos de ultra
performance (UPLC) Acquity H-Class (Waters) do Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE). Foi empregada uma coluna BEH 2,1 x 100 mm
e tamanho de particula de 1,7um. As fases mdveis utilizadas consistiram de solucao
aquosa contendo 2% de Metanol, 5mM de formiato de aménio e 0,1% de acido
férmico (eluente A) e solugdo metandlica contendo 0,1% de acido férmico (eluente
B), que foram bombeadas a uma vazao de 0,3 mL/min. A eluicéo foi realizada em
modo gradiente e a condic¢éo inicial (98% A/ 2% B) foi mantida por 25 minutos.

A proporcao de B foi aumentando linearmente para 99% em 8,5 minutos, se
mantendo em 99% de B por um minuto, seguida da imediata diminuigéo para 2% de
B, onde foi mantida até 11 minutos. Dez microlitros de amostra foram injetados. A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o auto injetor a 10 °C. O sistema UPLC
foi acoplado a um espectrébmetro de massa single quadrupolo SQ Detector 2
(Waters).

A voltagem do capilar foi de 3,5 kV, a voltagem do cone 30 V, a temperatura
de dessolvatacao foi de 450°C, com fluxo de gas da fonte de 650 L/h. A aquisi¢ao
dos dados foi feita em modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da, em
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ionizacdo negativa. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros de massas foram

feitos através do software MassLynx™ (Waters).

3.6.3 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Antes da analise, as amostras foram tratadas com BSTFA em piridina (30 min
a 70 °C) para transformar todos os compostos contendo hidroxila no trimetilsililo
correspondente (TMSI) derivado. A analise quantitativa foi registada utilizando um
cromatografo gasoso (Shimadzu GC-17A, Kyoto, Jap), do Departamento de
Antibidticos — UFPE, equipado com um detector de ionizacdo por chama e uma
coluna capilar VB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pum de espessura de filme).

A temperatura inicial do GC foi de 70°C por 4 min, aumentada em 4°C/min até
280-C e mantida por 15 min. As temperaturas do injetor e detector foram ajustadas
em 280°C. O hélio foi usado como gas de transporte a uma taxa de fluxo de 0,8
mL/min e 1:50 de divisdo. Para a identificagdo de compostos no material estudado,
foi utilizada a espectrometria de massa (MS), modelo (QPJ050), cuja deteccéo foi
realizada com ionizacao de elétrons (El) a 70 eV, operando no modo de aquisicdo
de varredura completa na faixa de 30 a 400 m/z.

Os picos foram identificados por tempos de retencdo semelhantes aos
padrées conhecidos e pela comparacéo de seus espectros de massa de padrbes e
compostos no NIST11.lib (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia, Gaithersburg,
MD), bases de dados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TOXICIDADE E ESTABILIDADE DO MATERIAL

Os gréficos a seguir referem-se aos valores da média de trés repeticdes. Os
resultados apresentados na Figura 13 indicam que n&o ha atividade tdxica do extrato
controle, o que permanece inalterado para as doses de 5, 7 e 10 kGy. Porém, apartir
de 12 kGy, percebe-se o0 aumento da toxicidade, sendo ela maxima (100%), nos

extratos irradiado a 30 kGy.
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Figura 13 — Quantidade de individuos de Artemia salina vivos apo0s teste de toxicidade
do extrato de folhas de Libidibia ferrea para a concentragao de 12,5 ug/mL submetido
a diferentes doses de radia¢do gama (0, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 e 30 kGy) em trés
momentos distintos (apos a irradiacéo; 60 e 180 dias depois).
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Fonte: Préprio autor

Nas Figuras 14 e 15 é possivel observar que para as concentracdes de 25 e
50 pg/ mL, ocorre aumento da toxicidade para amostras irradiadas a partir de 10
kGy, sendo este aumento mais acentuado para a concentracéo de 50 pg/ mL.

Para a concentracdo de 100 pg/mL (Figura 16), € possivel observar o

aumento da toxicidade ja para as amostras irradiadas a partir da menor dose
utilizada, 5 kGy.
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Figura 14 - Quantidade de individuos de Artemia salina vivos apés teste de toxicidade
do extrato de folhas de Libidibia ferrea para a concentragao de 25 pg / mL submetido
a diferentes doses de radia¢do gama (0, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 e 30 kGy) em trés
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Fonte: Préprio autor

Figura 15 - Quantidade de individuos de Artemia salina vivos ap0s teste de toxicidade
do extrato de folhas de Libidibia ferrea para a concentragao de 50 pg/mL submetido a
diferentes doses de radiacédo gama (0, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 e 30 kGy) em trés
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Fonte: Préprio autor
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Figura 16 - Quantidade de individuos de Artemia salina vivos apdés teste de toxicidade
do extrato de folhas de Libidibia ferrea para a concentragao de 100 pg/mL submetida a
diferentes doses de radiacdo gama (0, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25 e 30 kGy) em trés
momentos distintos (apds a irradiacao; 60 e 180 dias depois).
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Fonte: Préprio autor

Apbs o alto nivel de toxicidade observado na dose de 30 kGy, optou-se por
diminuir as concentracdes e repetir o ensaio. Os resultados apresentados na Figura
17 mostram que mesmo com concentragdes menores foi observada alta toxicidade
para as concentracdes de 7,5 e 10 pg/mL. A concentracdo de 5 pg/mL também
apresentou uma forte atividade téxica, eliminando aproximadamente 80% da
amostra, enquanto a menor concentragdao (2,5 pg/mL) mostrou atividade téxica,

porém, menor quando comparada as demais concentra¢des (aproximadamente 60%
de mortalidade).
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Figura 17 - Quantidade de individuos de Artemia salina vivos apés teste de toxicidade
do extrato de folhas de Libidibia ferrea na dose de 30 kGy para concentracdes
menores (10; 7,5; 5e 2,5 ug / mL) em trés diferentes tempos (1° teste; 60 e 180 dias

apos).
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Fonte: Préprio autor

Para o teste de estabilidade do material em prateleira (Figuras 13-17) os
resultados mostraram que nao houve variacbes bruscas entre 0s periodos
estudados, o que sugere uma boa estabilidade em relacdo ao tempo de
armazenamento sob condi¢des ideais.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com aqueles encontrados por
Potenza e colaboradores (2003), os quais ndo observaram diferencas significativas
entre o0 extrato bruto e os extratos irradiados de Solano paniculatum, Dahlia pinnata,
Lycopersicon esculentum, Nephrolepis pectinata, Ruta graveolens, Ficus elastica,
Lavandula angustifolia, Rhododendro simssi, Agavi angustifolia, Ocinum basilicum,
Coffeaarabica e Hibiscus rosa-sinensis, todos submetidos as doses de 5 e 7 kGy. De
maneira semelhante, Santos e colaboradores (2013), que utilizaram radiagdo gama
em doses de 5; 7,5 e 10 kGy no extrato de folhas de Anacardium occidentale Linn e
testaram sua toxicidade em embrides de Biomphalaria glabrata e Artemia salina,
observaram que a radiacdo ndo promoveu mudancgas significativas na atividade
toxica do extrato nas doses de 5 e 7,5 kGy, apesar de a toxicidade ter aumentado de
forma consideravel na dose de 10 kGy quando comparado com as doses menores.

No entanto, esta pesquisa leva a conclusdes diferentes dos resultados
apresentados por Pessoa e colaboradores (2013), os quais mostram uma diminui¢ao
na toxicidade do extrato de Caesalpinia pyramidalis irradiado em relagéo ao extrato
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nao-irradiado, para determinacdo da toxicidade foram utilizados Artemias salinas e
doses de 5, 7 e 10 kGy. Nenhum outro estudo foi encontrado na literatura que

abrangesse essa tematica.

4.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O extrato hidroalcodlico das folhas de L. ferrea foi caracterizado por uma
coloragcdo marrom escura e seu rendimento final foi de 250 g, ap6s liofilizado. O
extrato foi diluido em metanol para determinacdo quanto a presenca de compostos
secundarios por cromatografia em camada delgada. As fases moéveis e os padrdes
correspondentes a cada classe de metabdlitos podem ser observadas na Tabela 2.
Andlises fitoquimicas revelaram a presenca de fendis, taninos e terpenos (Tabela 3).

Tabela 2 — Fases moveis e Padrdes para determinagdo qualitativa da presenca de
metabdlitos secundarios em extrato vegetal (Libidibia ferrea).

Classe/ Molécula Fase Movel Padréo
Taninos Acido férmico; Metanol; Acido Tanico
Agua (67:30:3)
Flavonddes Acetato de Etila; Acido Quercetina
formico; Acido &acetico
glacial; Agua
(100:11:26)
Triterpenos Tolueno; Cloroférmio; Lupeol
Etanol (40:40:20)
Oléos Essenciais Tolueno; Acetato de Alfavaca
Etila (93:7)
Fenilproprandide Tolueno; Eter (1:1) Cumarina
(Cumarina)
Alcalodes * Escopolamina

Fonte: Préprio autor

* Teste de precipitacdo com Draguendorff
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Tabela 3 — Deteccao de classes de substancias quimicas presentes no extrato
hidroalcodlico das folhas de Libidibia ferrea pelo método cromatogréfico de camada
delgada (CCD).

Extrato Foliar de Libidibia ferrea

Dose (kGy)
Classes Quimicas 0 5 7 10 12 15 20 25 30
Taninos e T s A = o T S o SO
Flavondides + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Triterpenos + + + + + + + + +
Oleos Essenciais + + + + + + + + +

Fenilpropandides
(Cumarinas)

Alcaloides - - - - - - - - .

— (Auséncia) + (Presenca) ++ (Presenca Moderada) +++ (Presenca Acentuada)

Fonte: Préprio autor

Taninos (+++), triterpenos (+) e 6leos essenciais (+) foram encontrados sem
diferenca significativa entre os extratos irradiado e controle. Os flavondéides (+), em
gue a quercetina foi utilizada como padréo, apresentaram aumento da sua presenca
na placa de gel de silica nos extratos tratados com diferentes doses de radiacéo (++)
guando comparados ao material que ndo foi exposto ao tratamento por radiacéo
ionizante (controle). Nao houve presenca de cumarinas e alcaldides em nenhum dos
materiais analisados.

Magalhdes e colaboradores (2003) estudaram as raizes, folhas, sementes e
frutos de Swartzia langsdorffii Raddi (Leguminosae) e evidenciaram, na triagem
fitoquimica, a presenca dos seguintes metabdlitos: triterpendides, fenois, taninos
entre outros, os quais também foram encontrados no presente trabalho.

Dweck (2009) relata que, no estudo fitoquimico de materiais de origem
vegetal, sua composi¢do quimica pode variar de acordo com alguns fatores como a
area de desenvolvimento da planta, solo, sazonalidade, tempo de colheita, preparo
do material e parte da planta utilizada. No entanto, as classes de fendis e taninos
totais sdo geralmente encontradas em todos os testes fitoquimicos realizados,
mostrando que esses compostos, provavelmente, estariam presentes nos extratos,
independentemente das variaveis encontradas no momento da coleta e preparo do

material.



48

Santos e colaboradores (2011) submeteram as cascas e folhas de
Anacardium occidentale a radiacdo gama em doses variando de 5; 7,5 e 10 kGy e
observaram que a radiacdo alterou o teor total de fendis e taninos da casca e das
folhas, mostrando uma maior significancia, na presenca quando comparado ao
material ndo irradiado.

Nos estudos realizados por Mechi e colaboradores (2005), Miranda e
colaboradores (2006), Stajner e colaboradores (2007) e Bhat e colaboradores
(2007), também foi observado que a radiacdo ionizante foi capaz de alterar os niveis
de metabolitos secundarios das plantas. No entanto, Koseki e colaboradores (2002)
relataram que, em seus resultados, nenhuma alteracdo de metabdlitos secundarios
foi observada pela exposicéo a radiacdo ionizante, enquanto que, Brigide; Canniatti-
Brazaca (2006) e Toledo e colaboradores (2007) relataram que houve diminuicao de
fendis totais e taninos em suas amostras analisadas.

Segundo Stajner e colaboradores (2007), essa interacdo de radiacdo
ionizante com material vegetal ndo segue um padréo fixo. Os resultados podem
variar de acordo com alguns fatores, como a dose, densidade e tipo de material que

sera trabalhado (fresco ou seco).

4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA PERFORMANCE ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (UPLC-MS)

E possivel observar claramente na Figura 18 uma degradacdo dos picos de
compostos isolados pela técnica de UPLC-MS. Entre os picos que aparecem nos
cromatogramas da Figura 18A, 18B, 18C e 18D, foi identificado apenas o &cido
galico atraves da biblioteca do equipamento, e comprovado pelo uso de um padréo,
através de sua massa e tempo de retencdo semelhantes. Este resultado sugere que
a radiacdo gama € capaz de ocasionar a quebra de compostos maiores em
menores, como pode-se observar na reducao gradativa da altura dos picos a medida
que had o aumento da dose de radiacdo aplicada. Provavelmente essa quebra
ocasionou a formacgdo de novas micromoléculas, o que justifica um aumento da
toxicidade do material em relacdo a dose de radiacdo, uma vez que moléculas
menores possuem uma maior difusdo através do sistema em gque séo expostas. No

entanto, nao foi possivel identificar ou mostrar a formacdo dessas novas
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micromoléculas uma vez que 0 equipamento ndo é capaz de isolar moléculas
menores que 100 Da.

Até o momento ndo foram encontrados na literatura trabalhos que abordem
de maneira quantitativa a interacdo da radiac&@o ionizante sobre a estrutura quimica
de metabdlitos secundéarios de plantas. No entanto, Soriane (2004) realizou uma
analise gquantitativa da presenca de alguns compostos nos extratos de Cynara
scolymus L., Matricaria recutita L., Ginkgo biloba L. e Paullinia cupana H.B.K.,
encontrando o composto 7-glicosil, que diminui de forma gradativa & medida que a
dose de radiacdo foi aumentada (5; 7 e 15 kGy), de maneira semelhante aos

resultados apresentados neste trabalho.



50

Figura 18 — Representacao grafica dos cromatogramas UPLC-MS dos extratos bruto (A) e irradiados a 10 (B), 20 (C) e 30 (D) kGy de

Libidibia ferrea.
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4.4 Cromatrografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Os dados obtidos por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas mostraram que ocorreu modificacdo na estrutura
molecular dos acidos graxos, quando submetidos a radiacdo gama em qualquer
dose, como pode ser visualizado nas Figuras 19, 20, 21 e 22.

A Figura 19 apresenta o material que nao foi submetido a radiacdo, € possivel
observar a presenca de acido carboxilico (acido pentandico; pico 1), presenca de
éster (acido valérico; pico 2) e éter (1-trimetilsiloxi-3,7,11,15; pico 3). Na Figura 20,
onde esta o cromatograma do material submetido a dose de 10 kGy, é possivel
observar um aumento do nimero de picos e a presenca de éster (estér de ciclohexil-
isobutilico, pico 1; estér 1- metiletilico, pico 3), os picos 2 e 4 mostram
hidrocarbonetos: 1-buteno e ciclohexano, respectivamente. O pico 5 mostra uma

cetona, representada pela etanona.

Figura 19 - Representacdo grafica dos picos de (1) Acido Pentandico (36.408 Min), (2)
Acido Valérico (38.125 Min) e (3) 1-Trimetilsiloxi-3,7,11,15 (42.642 min) do extrato néo
irradiado de Libidibia ferrea obtidos pelo método de GC-MS.

Cromatograma GC-MS

150000 1
1000004

50000 3 3 TIC
12 [ *1.00

04— : . ; . , . , S — . et
10 20 30 40 50 60 70

Tempo de Retencéo (min)

Intensidade

Fonte: Préprio autor



52

Figura 20 — Representacéao grafica dos picos de (1) Estér de ciclohexil-isobutilico
(7,233 min), (2) 1-Buteno (7,425 min), (3) Estér 1-Metiletilico (7,575 min), (4)
Ciclohexano (9,308) e (5) Etanona (10.117) da amostra irradiada de Libidibia ferrea na
dose de 10 kGy obtidos pelo método de GC-MS.
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Fonte: Proprio autor

A dose de 20 kGy é representada pela Figura 21. E possivel observar um
aumento dos picos e da intensidade em relacdo as doses menores. Pode-se
observar a presenca de ésteres nos picos 1, 2 e 4, representados pelas moléculas
Ester Metil, Acido Tridecanoico e Ester Metil, respectivamente. O pico 3 revela um
hidrocarboneto representado pela molécula Ciclo- hexilideno, o pico 5 esta
representando o Acido Linoléico, e o pico 6 é representado pela molécula Silano.

Para a dose de 30 kGy foi observado, além do aumento dos picos e da
intensidade quando comparado com as doses menores, uma esterificacdo das
moléculas (Figura 22). O pico 1 representa a molécula Ester de Ciclobutilo, o pico 2
representa a Ester Pentil de Ciclohexil e os picos 3, 4, 5, 6 e 7 representam a

molécula de Ester Metil de acido graxo.

Figura 21 - Representac&o grafica dos picos de (1) Ester metil de acido graxo (36,392
min), (2) Acido tridecandico (38,117 min), (3) Ciclohexilideno (40,542 min), (4) Ester
metil de acido graxo (40,700), (5) Acido linoléico (42,267) e (6) Silano (42,625) da
amostra irradiada de libidibia ferrea na dose de 20 kgy obtidos pelo método de gc-ms.
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Figura 22 — Representacio gréafica dos picos de (1) Ester de Ciclobutilo (5,850 min), (2)
Ester Pentil de Ciclohexil (7,225 min), (3) Ester Metil de acido graxo (7,408 min), (4)
Ester Metil de &cido graxo (10,092), (5) Ester Metil de acido graxo (36,392), (6) Ester

Metil de acido graxo (40,700) e (7) Ester Metil de acido graxo (41,325) da amostra
irradiada a uma dose de 30 kGy obtida pelo método de GC-MS.
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Os resultados obtidos por cromatografia gasosa sugerem que houve uma
alteracdo estrutural dos &cidos graxos causada pela radiacdo. Nao foram
encontrados na literatura trabalhos que avaliassem os efeitos da radiacdo sobre
acidos graxos. No entanto, Day; Papaioannou (1963) empregaram altas doses de
radiacdo gama (15, 30 e 45 kGy) no leite, 0 que possivelmente ocasionou alteracdes
muito intensas na estrutura dos lipidios, mas também ndo encontraram linearidade
na quantidade de carbonilas livres pela técnica de Cromatografia Gasosa.

Outros autores confirmam a ocorréncia de oxidacao lipidica ocasionada pela
radiacdo ionizante em produtos ricos em gorduras, como o leite e seus derivados,
através de outras metodologias, como indice de peroxido, indice de iodo e
cromatografia gasosa (DAY; PAPAIOANNOU, 1963), indice de peroxido (ABDEL
BAKY et al., 1986; IBRAHIM et al., 1987; SEARLE; MCATHEY, 1989), e
quantificacdo dos &cidos graxos saturados e insaturados apds o tratamento por
radiacdo (IBRAHIM et al., 1987).

Nesses trabalhos verificou-se que no leite a radiagcdo gama conduziu a um
aumento dos valores de peréxido e acidos graxos saturados, o que corrobora com
os resultados encontrados neste trabalho, em que a quantidade de acidos graxos é
aumentada a medida que se aumenta a dose de radiacéo (0, 10, 20 e 30 kGy).
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5 CONCLUSAO

e Os niveis de toxicidade do extrato de Libidibia ferrea aumentaram

consideravelmente com a dose de radiacdo gama;

e As analises desses extratos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
permitiu a identificacdo de compostos pertencentes a classe dos fenodis e
terpenos, mas sem diferenca significativa entre os extratos bruto e irradiados.
Por outro lado, a presenca de flavondides foi constatada, com diferencas

significativas entre os extratos brutos e os irradiados;

e Os resultados obtidos por cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), evidenciaram um aumento na quantidade e intensidade dos

picos (complexos quimicos) com o aumento da dose de radiacéo.

e As analises por cromatografia liquida, de ultra performance acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS), constatou a presenca do acido galico,
tendo indicado também a presenca de outros complexos, porém sem

identificacéo;

e Nao foram encontradas diferencas entre os niveis de toxicidade dos extratos
logo apos a irradiacdo, com os resultados obtidos 60 e 180 dias de estocagem,

indicando que o material irradiado mante-se estavel ao longo desse periodo.
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Anexo A — Registro de comprovacao da espécie vegetal

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
HERBARIUM PEUFR

Fam: Fabaceae (Leguminoseae)
Esp.: Libidibia ferrea var ferrea (Reqgisto n® 53285)
Det.: Data:

Local: Praga Euclides da cunha, Rua: Benfica, Madalena, Recife-
PE, Brasil.

Habitat: Zona urbana do Recife- PE, brasil, praga Euclides da
Cunha.

Nome vulgar: Pau-ferro
Col.: Data: Luiz da Silva Maia Neto/ 11/12/2016

Obs.: A casca € cinza-escuro, lisa e fina, as folhas sdo verde
escuro por cima & verde claro por baixo, alternas, constituidas de
2 a 4 pares de pinas e cada pina possui de 4 a 6 pares de foliclos
menores, as flores s30 pequenas e amarelas, em paniculas, o
fruto & uma wvagem, com 6-8 cm de comprimento e
aproximadamente 1,5 cm de largura, coriacea e com polpa seca,
as sementes s3o0 marrons e duras.
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