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RESUMO

NUNES, Liria Granato, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2008.
Prospeccdo fitoquimica e avaliagao de mutagenicidade in vitro de trés
espécies vegetais: Strychnos Pseudoquina A. St.-Hil., Coutarea Hexandra
(Jacq.) K. Schum e Bathysa Cuspidata (A.St.-Hil.) Hook. Orientador: Jodo
Paulo Viana Leite. Co-orientadores: Luciano Gomes Fietto e Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo.

O Brasil tem a flora mais diversa do mundo quanto a plantas terrestres, com
cerca de 45.000 espécies de plantas superiores, que equivale a quase 22% de
todas as espécies vegetais conhecidas do planeta. Nesse grande patrimonio, vale
ressaltar a importancia da diversidade quimica dos metabdlitos secundarios
biossintetizados pelas plantas, a qual tem despertado grande interesse da
industria farmacéutica visando a descoberta de novos farmacos. Nesse cenario, a
fitoterapia tem ressurgido como opg¢ao medicamentosa bem aceita e acessivel em
diferentes paises, entre esses o Brasil. No entanto, grande parte das plantas
medicinais da flora nativa brasileira consumida na medicina popular apresenta
poucas informagdes sobre suas propriedades quimica, farmacolégica e
toxicologica. No emprego de plantas medicinais, faz-se importante a prevencao de
possiveis riscos mutagénicos relacionados a compostos presentes nos vegetais,
para minimizar a sua exposicao ao homem. Nesse contexto, insere-se o presente
trabalho, que visou o estudo de cascas e folhas de trés espécies nativas do Brasil,
conhecidas popularmente como quina e usadas na medicina tradicional, a saber:
Strychnos pseudoquina A. St.-Hil., familia Loganiaceae; Coutarea hexandra
(Jacg.) K. Schum e Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook., ambas da familia
Rubiaceae. Esse estudo realizou a prospeccéao fitoquimica por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) de silica gel e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), como também, a analise quantitativa de grupos de metabdlitos
secundarios potencialmente ativos, de forma a comparar a composi¢cao quimica
entre as espécies, e também auxiliar na identificacdo das respectivas drogas
vegetais. Outro aspecto avaliado foi a acdo mutagénica dos extratos utilizando

Teste de Ames — ensaio de mutagao génica reversa em Salmonella typhimurium.



Por se tratarem de espécies vegetais pertencentes a géneros botanicos
reconhecidamente portadores de alcaldides ativos, a presenga dos produtos
naturais quinina e estricnina, obtidos de amostras comerciais, foi investigada nos
extratos, sendo também avaliados quanto ao potencial mutagénico. Os resultados
obtidos pela prospecgéo fitoquimica mostraram certa semelhanga entre os grupos
de metabdlitos secundarios encontrados nas espécies avaliadas. Entre as cascas
e folhas das trés espécies vegetais foram detectadas diferengas na composigao
quimica. Pela quantificacdo de polifendis totais, proantocianidinas e flavondides
pode-se verificar variagdo no conteudo quimico dos mesmos, nas diferentes
espécies. A espécie B. cuspidata e C. hexandra ndo apresentaram potencial de
mutagenicidade para as folhas e cascas frente as cepas TA 100 e TA 98. Ja para
a espécie S. pseudoquina, as cascas do caule ndo mostraram agao mutagénica,
enquanto os extratos das folhas apresentaram potencial mutagénico para as
linhagens TA100 e TA98 nas doses utilizadas. Nao foi evidenciada, por CCD, a
presenca dos alcaldides quinina e estricnina nos extratos. Padrbes destes
alcaléides n&o apresentaram potencial mutagénico, mas citotoxicidade em doses
elevadas. Contudo, como no uso popular dessas trés espécies, as cascas
constituem a parte mais empregada, a auséncia de mutagenicidade demonstrada
pelo teste de Ames para esse farmacégeno € um subsidio para o estabelecimento
da seguranga dessas drogas vegetais. O uso de folhas de S. pseudoquina requer
cautela, devendo ser proscrito e estudos mais aprofundados serdo necessarios

para avaliar esse potencial mutagénico.



ABSTRACT

NUNES, Liria Granato, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, October 2008.
Phytochemistry prospection and mutagenicity evaluate in vitro of tree
species vegetable: Strychnos Pseudoquina A. St.-Hil., Coutarea Hexandra
(Jacq.) K. Schum and Bathysa Cuspidata (A.St.-Hil.) Hook. Adviser: Jodo Paulo
Viana Leite. Co-Advisers: Luciano Gomes Fietto and Marcia Rogéria de Almeida
Lamégo.

Brazil has the most diversified flora in the world concerning terrestrial plants,
with about 45,000 species of superior plants, which correspond to almost 22% of
all known vegetable species of the planet. In that great patrimony is worth
emphasizing the importance of the chemical diversity of the biosynthetic secondary
metabolites of these plants, which have recently arisen great interest of the
pharmaceutical industry hoping to discover life-saving property drugs as well as
new raw materials for the industry in general. In that scenery, the phytotherapy has
revived as a therapeutic option well accepted and accessible in different countries,
including Brazil. However, the vast majority of Brazilian medicinal plants heritage
along with its usage, chemical, toxicological, pharmacological properties lack of
appropriate assessment. It is important to fully investigate them all in order to
prevent any possible mutagenic and/or other risks related to it. In that context, the
present work aims at the study of barks and leaves of three native species of the
popularly known as “quina” which is used in traditional medicine: Strychnos
pseudoquina A. St.-Hil., Loganiaceae family; Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum
and Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook., both of the Rubiaceae family. That study
carried out phytochemistry prospection through Thin Layer Chromatography (TLC)
of gel silica and through High-performance Liquid Chromatography (HPLC), as well
as the quantitative analysis of groups of potentially active secondary metabolites,
so as to compare the chemical composition among the species, and also aid in the
identification of the respective vegetable drugs. Another appraised aspect was the
mutagenic action of the extracts using Ames Test — assay of reverse genic
mutation in Salmonella typhimurium. Once the investigated vegetable species

belong to botanical genus that are bearers of active alkaloids, the presence of the



natural occurring products quinine and strychnine, obtained from commercial
samples, was investigated in the extracts, being appraised also as to the
mutagenic potential. The results obtained by the phytochemistry prospection
showed certain similarity among the groups of secondary metabolites found in the
appraised species. Among barks and leaves of the three vegetable species
differences were detected in the chemical composition. By the quantification of
total polyphenolics, proanthocyanidins and flavonoids variation can be verified in
the chemical content of them in the different species. The species B. cuspidata and
C. hexandra did not present mutagenic potential in leaves and barks when
confronted with TA 100 and TA 98 strains. For the species S. pseudoquina, barks
of the stem did not show mutagenic action while the extracts of leaves presented
mutagenic potential for TA100 and TA98 strains in the used doses. There was no
evidence of the presence of the alkaloids quinine and strychnine in the extracts
through TLC. Standards of these alkaloids did not present mutagenic potential but
cytotoxicity in high doses. Due to the fact that the popular use of these three
species the bark constitutes the most employed part, the mutagenicity absence
demonstrated by the Ames test for that pharmacogene is a subsidy for the
establishment of the safety of these vegetable drugs. The use of leaves of S.
pseudoquina requests caution and should be banned since further studies will be

necessary to evaluate that mutagenic potential.



1. INTRODUCAO

O Brasil tem a flora mais diversa do mundo quanto a plantas terrestres,
quase 22% da flora mundial (Lewinsohn; Prado, 2002). Nesse grande patriménio,
vale ressaltar a importancia da diversidade quimica dos produtos naturais
biossintetizados pelas plantas para a descoberta de novos farmacos, a qual tem
despertado interesse da industria farmacéutica. Atualmente, produtos naturais
lideram as estruturas quimicas inovadoras com atividade bioldgica, representando
uma importante fonte para novos medicamentos. Pesquisas recentes estimam que
cerca de 60% das drogas antitumorais e antiinfecciosas que estdo no mercado, ou
em fase de testes clinicos, sdo derivadas de produtos naturais (Motomiya et al.,
2004).

O tratamento das enfermidades humanas a partir de plantas medicinais, ou
seus derivados, é uma pratica antiga e, atualmente, encontra-se em expansao por
todo o mundo. A fitoterapia tem ressurgido como uma opgao medicamentosa bem
aceita e acessivel em diferentes paises, e, no caso do Brasil, € adequada para as
necessidades locais de centenas de municipios brasileiros no atendimento
primario a saude (Eldin; Dunford, 2001).

Como consequéncia da grande difusado e utilizagdo das plantas medicinais,
as industrias farmacéuticas vém desenvolvendo produtos a base de extratos
vegetais padronizados, principalmente fitoterapicos, que tém sido registrados para
diferentes especialidades médicas (Melo et al., 2007).

Contudo, ainda ndo ha garantia para a grande maioria das plantas
medicinais, de sua eficacia, seguran¢ca e qualidade. Segundo Farias (2001), a
eficacia de um medicamento € dada pela comprovagdo, por meio de ensaios
farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos, dos efeitos bioldgicos preconizados para
esses recursos terapéuticos, e a seguranga € determinada pelos ensaios que
comprovam a auséncia de efeitos toxicos.

Existe um numero cada vez maior de estudos cientificos que comprovam a
toxicidade de plantas, inclusive daquelas usadas na medicina popular, que séo

comumente consumidas sem restricdo e de forma indiscriminada. Importante



ressaltar, o surgimento do conceito de “natural” associado aos produtos
fitoterapicos, que contribuiu para o aumento do uso das plantas medicinais nas
ultimas décadas. Para muitas pessoas, esse conceito inspira a “auséncia de
componentes quimicos nocivos a saude”, levando a acreditar, portanto, que tais
produtos ndo causam danos ou, de outra forma, ndo representam perigo para os
usuarios (Mengue et al., 2001). No entanto, a falsa propaganda veiculada na midia
e o desconhecimento por parte da populagao sobre possiveis efeitos secundarios
e toxicidade de espécies vegetais utilizadas habitualmente podem levar a sérias
consequéncias para saude (Moll, 2000).

Outro grave problema no uso de plantas medicinais, esta associado ao
nome popular dessas, que com bastante frequéncia é atribuido o0 mesmo nome
vulgar a diferentes espécies vegetais, como ocorre com a “quina”. No Brasil varias
espécies de plantas sdo popularmente conhecidas como quina, apesar da
Farmacopéia Brasileira (3% edigcdo) apresentar como espécie oficial para esse
nome popular somente a espécie amazdnica Cinchona officinalis Wedd.
(Rubiaceae), bastante utilizada pela populagédo desse bioma como antimalarica
(Bertani et al., 2005). Importantes farmacos desenvolvidos para o tratamento da
malaria e usados até os dias atuais sdo derivados do alcaléide quinina e
artemisinina, cujas descobertas foram inicialmente decorrentes de pesquisas
etanofarmacoldégicas realizadas com povos tradicionais (Farnsworth, 1994; Mueller
et al., 2005). A quinina tem sido usada no tratamento da malaria humana ha 350
anos (Meshnick, 1997; Meshnick, Dobson, 2001). No Brasil, varias plantas
medicinais com atividade antimalarica promissora, entre essas a Artemisia anua,
biossintetizadora do alcaldide artemisinina e de seus derivados, tem sido
domesticadas e seus extratos testados em ensaios in vitro e in vivo (Carvalho et
al., 1991; Krettli et al., 2001).

Buscando contribuir para o conhecimento de espécies vegetais nativas
brasileiras, popularmente conhecidas na medicina popular como quina, a saber:
Strychnos pseudoquina A. St.-Hil. da familia Loganiaceae; Coutarea hexandra
(Jacg.) K. Schum e Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook., ambas da familia

Rubiaceae, o presente trabalho teve como objetivos:



Realizar a prospeccéo fitoquimica de cascas do caule e de folhas das trés
espécies vegetais, com o intuito de comparar a composi¢gao quimica entre
as especies e entre os dois diferentes farmacogenos, folhas e cascas, bem
como, para contribuir na identificagdo quimica dessas espécies;

Obtencao dos perfis cromatograficos dos extratos por CLAE-FR para a
analise quimica comparativa entre esses;

Desenvolver metodologia de quantificagdo de polifendis totais,
proantocianidinas e flavondides totais para os extratos, empregando técnica
espectrofotomeétrica;

Realizar e comparar o efeito mutagénico pelo teste de Ames sem ativagao
metabdlica, empregando cepas TA100 e TA98 de Salmonella typhimurium
para os extratos.

Realizar e comparar o efeito mutagénico pelo teste de Ames sem ativacao
metabdlica, empregando cepas TA100 e TA98 de Salmonella typhimurium

para os alcaldides quinina e estricnina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia do estudo das plantas medicinais

Desde os tempos remotos, a humanidade utiliza as plantas com finalidade
terapéutica. De acordo com estudos com fésseis humanos, a utilizagao de plantas
medicinais data ha cerca de 60.000 anos (Fabricant; Farnsworth, 2001). Enquanto
buscava alimentagdo para a sua sobrevivéncia, a humanidade foi descobrindo as
propriedades tdxicas ou curativas das plantas. Assim, as plantas formam uma
parte importante de nossa dieta, e seus constituintes e valores nutricionais tém
sido intensamente estudados por décadas. Ainda hoje, a utilizagdo de plantas com
finalidade medicinal é bastante comum em todo planeta, sendo realizada,
principalmente através de preparagdes caseiras (Santos et al., 2006a).

Esse conhecimento popular a respeito das plantas medicinais, acumulado
ao longo de nossa evolugado, culminou com o desenvolvimento de farmacos de
grande importancia na terapéutica atual, tais como o acido salicilico, a atropina, a

pilocarpina, a quinina, a artemisinina, o taxol, a digoxina e a morfina (Alves, 2001).

A partir das publicac¢des cientificas, intensificada principalmente a partir da
década de 1980, sobre o potencial de tais investigagcbes para descoberta de novos
farmacos, a pesquisa envolvendo os saberes e praticas “tradicionais” ganharam
novo sentido, extrapolando a simples compilacdo de plantas usadas na medicina
popular. No Brasil, varias pesquisas foram realizadas com contribuicbes
relevantes sobre o assunto, ndo somente quanto a aspectos fitoquimicos, mas
também quanto a atividade bioldgica de extratos provenientes de plantas que
ocorrem nos diferentes biomas brasileiros (Desmarchelier et al., 1999; Duarte et
al., 2004; Jorge et al., 2004; Hiruma-Lima et al., 2006; Lima et al., 2006).

Muitas areas da ciéncia estdo envolvidas na pesquisa das plantas
medicinais, como a Etnobotanica, que buscam informacdes a partir do
conhecimento de diferentes povos e etnias; a Quimica de produtos naturais, que

trabalha no isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos; a



Bioquimica, Farmacologia e Toxicologia, que estudam os efeitos farmacologicos e
toxicologicos de extratos e de constituintes quimicos isolados; a Farmacia,
envolvendo a transformagao farmacotécnica dos extratos vegetais em formas
farmacéuticas de caracteristicas mais apropriadas para o paciente (Maciel et al.,
2002; Mendonga-Filho; Menezes, 2003; Vendruscolo et al., 2005); entre outras.

As investigagdes etnobotanicas e etnofarmacoldgicas tém se mostrado
eficiente como estratégia de selecédo de plantas medicinais para a busca de novos
farmacos. Por definicdo, a etnobotanica se ocupa da “inter-relacdo direta entre
pessoas e plantas”, incluindo todas as formas de percepg¢ao e apropriacado dos
recursos vegetais (Albuquerque, 2005); e a etnofarmacologia se ocupa do estudo
dos preparados tradicionais utilizados em sistemas de saude e doenga que
incluem isoladamente ou em conjunto plantas, animais, fungos ou minerais. Na
avaliagdo da eficacia dos usos “tradicionais” faz-se o emprego de um grande
numero de técnicas analiticas e de ensaios farmacologicos (Waller, 1993).

Assim, o estudo etnofarmacoldgico representa importante instrumento para
a realizagdo de pesquisa de bioprospec¢do, que aliado aos avangos da ciéncia,
constituem importante caminho para a descoberta de novos farmacos;
aproveitamento racional e preservacao da biodiversidade; e promog¢ao do uso
local das plantas medicinais; devendo tais praticas cientificas respeitar legislacoes
pertinentes, como propriedade intelectual do conhecimento tradicional associado e
acesso ao patriménio genético (Etkin, 2001).

Nesse contexto, estabelece-se um ambiente proficuo e produtivo para a
pesquisa cientifica, sobretudo a brasileira, envolvendo a aplicacdo de
conhecimentos locais sobre o uso de plantas medicinais. Aquele saber popular
antes subestimado pelo paradigma cientifico, passou a ser instrumento de

cooperagao de saberes (Leite, 2008a).

2.2 Busca de novos farmacos de origem vegetal

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do

mundo, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) reconhece que grande parte da



populacdo dos paises, sobretudo em desenvolvimento, depende da medicina
tradicional para sua atencdo primaria. Cerca de 80% da populacdo mundial
utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude, sendo que 85%
dessa utiliza-se plantas ou suas preparagdes (Farnsworth et al., 1985; Kaur et al.,
2005). Assim, o estimulo em relagdo ao estudo de plantas medicinais e de seus
extratos vem crescendo na assisténcia a saude em funcdo de sua facil
aceitabilidade, disponibilidade e menor custo para a pesquisa e desenvolvimento
de farmacos. Ja é reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo
aqueles derivados de plantas, no desenvolvimento de modernas drogas
terapéuticas (Calixto, 1997).

Em 1978, a Assembléia Geral da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
deu inicio a um programa em que se dava énfase ao uso de plantas medicinais,
cujo principal objetivo era alcangar a meta “Saude para todos no ano 2000”. Nas
décadas que se seguiram, o uso de plantas medicinais pela populagdo mundial
tem sido bastante significativo, mesmo nos paises industrializados. Os recursos
vegetais representam alvo estratégico para a pesquisa farmacolégica e o
desenvolvimento de novas drogas, tanto para a producéo de fitoterapicos, como
também para a obtengado de metabdlitos purificados (fitofarmacos) que sao usados
diretamente como agentes terapéuticos; e para uso como protoétipo para a sintese
de farmacos, servindo como modelo estrutural de compostos farmacologicamente
ativos (WHO, 1978).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais
(Calixto et al., 2001). Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela
Organizagdo Mundial de Saude, 11% sao originarias de plantas e um numero
significativo sdo drogas sintéticas obtidas a partir de protétipos e precursores
naturais (Rates, 2001).

Nos anos 80, o desenvolvimento da pesquisa cientifica resultou na
identificagdo de 121 compostos de origem vegetal, provenientes de 95 espécies
de plantas. Grande parte desses estao incluidos no atual arsenal terapéutico dos

paises ocidentais. No periodo 1983-1994, 6% dos medicamentos aprovados foram



extraidos diretamente de espécies vegetais; outros 24% foram de produtos
derivados e 9% foram desenvolvidos através de modelagem molecular, onde as
estruturas moleculares dos compostos serviram como precursores de processos
de sinteses quimicas. Atualmente, metade dos 25 medicamentos mais vendidos
no mundo tem sua origem em metabdlitos secundarios vegetais, também
conhecidos como produtos naturais (Alves, 2001). Assim, os metabdlitos
secundarios despertam grande interesse pela potencialidade de efeitos
farmacoldgicos.

Contudo, devido a necessidade da descoberta de novas drogas, varios
estudos de caracterizacdo biolégica e pesquisa sobre os efeitos colaterais tém
sido intensificados com principios ativos isolados de plantas (Elbling et al., 2005;
Mei et al., 2005). No Brasil, que possui cerca de 60.000 espécies vegetais
superiores catalogadas, estima-se que somente 8% dessas espécies foram
estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham
sido avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas (Guerra et al., 2001).
Essas pesquisas encontram-se muito centradas no ambito de Universidades e
Institutos de Pesquisa. Muito embora ja existam varios grupos nacionais
envolvidos com a busca de principios bioativos de plantas e algumas parcerias
empresas-universidades tenham surgido com a introdugéo de novos fitoterapicos
no mercado, essa pesquisa € fundamentalmente académica (Montanari; Bolzani,
2001).

Levando-se em consideracdo que o Brasii € um pais de
megabiodiversidade e de grande sécio-diversidade ética e cultural, detentor de
valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas medicinais, o pais
se credencia como ambiente potencial para a pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos, refletindo no aumento da competitividade do seu complexo

produtivo na area de Saude.



2.3 Metabolismo secundario vegetal

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade
metabdlica. O metabolismo consiste no conjunto de reagdes quimicas que ocorre
no interior das células, podendo ser dividido nos vegetais em metabolismos
primario e secundario.

Entende-se por metabolismo primario o conjunto de processos metabdlicos
que desempenham uma fung¢do essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a
respiragado e o transporte de solutos. Os compostos envolvidos ho metabolismo
primario possuem uma distribuicdo universal nas plantas. Esse é o caso dos
aminoacidos, dos nucleotideos, dos lipidios e carboidratos.

Em contrapartida, o metabolismo secundario origina compostos que né&o
possuem uma distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios para todas as
plantas. Como consequéncia pratica, esses compostos podem ser utilizados em
estudos de quimiosistematica, como também, na quimica de produtos naturais
bioativos (Leite, 2008b).

Os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais sdo formados por
varias rotas biossintéticas que produzem moléculas dotadas de grande
diversidade de esqueletos estruturais, originando classes de compostos como,
hidrocarbonetos terpénicos, flavondides, cumarinas, quinonas, taninos, saponinas,
alcaldides e outros (Alves, 2001).

Anteriormente, os metabdlitos secundarios eram vistos como produtos sem
funcado fisioldgica, sendo resultado do catabolismo do metabolismo primario,
possuindo pequena importancia no metabolismo e crescimento da planta (Richard
et al., 1994). No entanto, essa visdo mudou radicalmente apds a investigagao
mais aprofundada desses metabdlitos, o que possibilitou a descoberta de funcbes
relacionadas ao desenvolvimento fisiolégico das plantas e seu papel como
mediadores das interagdes entre as plantas e outros organismos (Simdes et al.,
2002). O principal papel biolégico dos metabdlitos secundarios na planta esta
relacionado a protegcdo contra ataque de insetos, herbivoros e patdgenos ou

outros estresses bidticos e abidticos (Jian et al., 2005). Atualmente, os metabdlitos



secundarios sao considerados notaveis recursos de matéria-prima para as
industrias de medicamento, cosmético, alimento e agroquimica.

A produgéo desses compostos no vegetal depende diretamente do estagio
fisiologico e de desenvolvimento da planta, bem como fatores edafoclimaticos,
como solo, temperatura, luminosidade e outros (Dixon, 2001; Oksman; Inze,
2004).

Na classificacdo de metabdlitos secundarios, trés grandes classes podem
ser destacadas: compostos terpénicos, fendlicos e alcaloidicos. Esses compostos
sdo biossintetizados por diferentes vias metabdlicas que utilizam como

precursores metabdlitos: acido mevalbnico, 3-fosfoglicerato e aminoacidos.

2.3.1 Terpenos

Os terpenos representam uma ampla e importante classe de produtos
naturais com mais de 30.000 estruturas diferentes, consistindo polimeros de
isopreno (C5) (Mattijs et al., 2006).

Os terpenos séo biossintetizados pela justaposi¢cao sucessiva de unidades
isoprénicas de cinco carbonos denominadas isopentenilpirofosfato (IPP) e seu
isémero. O IPP é derivado do acido mevalénico ou mevalonato e da origem a
todos os outros terpenos. Contudo, € necessario salientar que enquanto os
monoterpenos (C10), sequiterpenos (C15) e diterpenos (C20) s&o biossintetizados
pela adicdo de unidades isoprénicas, sucessivamente; os triterpenos (C30) sdo o
resultado da jungcdo de duas moléculas C15 (FPP - pirofosfato de farnesila) e os
tetraterpenos de duas moléculas C20 (GGPP - pirofosfato de geranilgeranila)
(Peres, 2004).

Os monoterpenos e sesquiterpenos, de baixos pesos moleculares, séo
compostos volateis, sendo, constituintes de O6leos essenciais ou esséncias.
Contudo, existem componentes de 6leos essenciais que sdo compostos fendlicos
(fenilpropandides). Esses compostos volateis podem ser estocados nos vegetais
em pélos glandulares (Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas

(Lauraceae, Piperaceae, Poaceae); canais oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas



lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Eles podem estar estocados
em flores (laranjeira), folhas (capim-liméo, eucalipto, louro) ou em cascas de
caules (canelas), cerne (sandalo, pau-rosa) e frutos (erva-doce) (Peres, 2004).

A funcdo dos o6leos essenciais nas plantas pode ser tanto para atrair
polinizadores (principalmente os noturnos), quanto para repelir insetos, podendo
atuar como mecanismo de defesa contra pragas e doengas. Alguns
sesquiterpenos sdo considerados fitoalexinas, como o metabdlito rishitina de
tomateiro (Peres, 2004). Na fitoterapia, os O6leos essenciais também sao
responsaveis por importantes atividades farmacologicas como bactericida,
antiinflamatéria, sedativa e outras (Duarte et al., 2007).

Os diterpenos normalmente estdo associados as resinas de muitas plantas.
Alguns desses compostos desempenham importante papel funcional na planta
como hormoénios vegetais, participando da germinacao de sementes, alongamento
caulinar e expansdo dos frutos de muitas espécies vegetais, como no caso das
giberelinas.

Outros metabdlitos secundarios terpénicos, como os triterpenos e
esterdides, também sao de grande interesse na pesquisa de plantas medicinais,
apresentando varias ag¢des funcionais para o vegetal e farmacoldgica para o ser
humano (Peres, 2004). Dentro desse grupo de triterpenos e esterdides, a sua
diferenciagdo estrutural pode dar origem a outras importantes classes de
metabdlitos secundarios, como as saponinas e heterosideos cardiotonicos (Leite,
2008b).

As saponinas sao estruturalmente bastante diversas, compreendendo dois
grandes grupos, os glicosideos triterpénicos e os glicosideos esteroidais,
consistindo, assim, de uma aglicona apolar acoplada com uma ou mais unidade
de monossacarideos. Suas propriedades anfifilica e tensoativa distinguem esses
compostos de alguns outros glicosideos naturais. O termo saponina deriva da
palavra latina sapo, que significa “sab&o”, devido ao fato desses produtos naturais
formarem espuma abundante quando em solugéo aquosa (Vincken et al., 2007).

Os glicosideos cardiotonicos s&do chamados desta forma devido a sua agao

sobre o musculo cardiaco. Estes compostos agem sobre a fisiopatologia da



insuficiéncia cardiaca, caracterizada pelo infarto do miocardio com edema e
congestao periférica. Esses metabdlitos sdo capazes de aumentar a
contratibilidade do miocardio exercendo efeito inotrépico positivo. Infelizmente, o
uso dos glicosideos cardioténicos tem sido restrito, em fungao de seus efeitos pro-
arritmogénicos e do reduzido indice terapéutico que possuem (Simdes et al.,
2003).

2.3.2 Polifenois

Os compostos fendlicos apresentam importante fungdo nos vegetais de
protecdo contra raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Ha inclusive certas
espécies vegetais que biossintetizam compostos fendlicos para inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (agéo alelopatica). Esses compostos
sao sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: as vias do acido
chiquimico e do acetato-malonato (Peres, 2004).

A via do acido chiquimico é presente em plantas, fungos e bactérias, mas
ndo em animais. Importantes enzimas dessas vias sdo o 5-enolpiruvil-3-
fosfochiquimato sintase (EPSP sintase) e a fenilalanina amoénio liase (PAL). Essa
ultima catalisa a reagcdo de retirada do grupamento aménia do aminoacido
fenilalanina, formando o acido cinamico. A PAL é regulada por fatores ambientais
como o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do fitocromo) e infeccdo por fungos.
Entre os metabdlitos formados apds a acdo da PAL, esta o acido benzadico, o qual
da origem ao acido salicilico, um importante composto na defesa das plantas
contra patogenos (Peres, 2004).

A combinacdo de diferentes rotas metabdlicas constitui também um
importante caminho para a Dbiossintese de metabdlitos secundarios,
proporcionando maior variedade estrutural de produtos naturais. A combinacéo
das rotas Chiquimato e Acetato sdo responsaveis pela biossintese de produtos
naturais como flavondides e taninos condensados.

Os flavondides consistem em importante classe de metabdlitos

polifendlicos, presentes com relativa abundancia e frequéncia em vegetal.



Apresentam grande variagao estrutural, possuindo no esqueleto basico 15 atomos
de carbono, dispostos em esqueleto carbbnico do tipo C6-C3-C6, na maioria das
vezes em trés anéis, denominados A, B e C.

Os flavonodides resultam da condensacdo de uma unidade 4-
hidroxicinamoil-CoA, originada da rota Chiquimato, com trés moléculas de malonil-
CoA, integrante da rota Acetato, formando assim, o esqueleto C6-C3-C6. Sob
acao da enzima chalcona sintase, o acoplamento dessas quatro moléculas
promove a formacado de uma chalcona, que esta em equilibrio com a forma ciclica
de uma flavanona. Por sua vez, as chalconas atuam como precursoras de vasto
numero de sub-classes flavonoidicas no reino vegetal.

Mais de 4.000 flavondides ja foram identificados, estando, de acordo com
as caracteristicas estruturais, classificados dentro das subclasses flavanonas,
flavonas, flavondis, flavanondis, leucoantocianidinas, catequinas, antocianidinas,
isoflavonas e biflavondides. (Leite, 2008b)

Entre os efeitos terapéuticos exercidos por alguns flavondides ressaltam-se
as atividades antioxidante, tdnico vascular, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antiulcerogénica e outras (Filho et al., 2001).

Os flavandis sao precursores de outro importante grupo de metabdlitos
secundarios conhecidos como proantocianidinas, também chamados de taninos
condensados. Os taninos apresentam como particularidade elevada massa
molecular (entre 500 e 3.000 daltons) e capacidade de formar complexos,
insoluveis em agua, com proteinas e alcaléides. Taninos funcionam como defesa
contra insetos herbivoros, pois eles se ligam a proteinas digestivas dos insetos
(Peres, 2004). Os taninos vegetais sdo comumente divididos em duas subclasses:
(a) taninos hidrolisaveis, que podem ser descritos como ésteres de acido galico
com um poliol (tipicamente-D-glicose); e (b) proantocianidinas, que, como
anteriormente citado, sdo de origem flavonoidica, estando sua denominagao
associada ao fato de produzirem pigmentos avermelhados (antocianidinas), apés
degradacéao (Peres, 2004). Aos extratos vegetais ricos em taninos sao atribuidas
atividades como antiinflamatéria, cicatrizante, anti-hipertensiva, antiulcerogénica,

antioxidante e outras (Leite, 2008b).



As cumarinas, outro grupo de metabdlitos secundarios fendlicos, sao
lactonas derivadas do acido orto-hidroxicinamico, estando presentes em diferentes
partes das plantas. Varias drogas vegetais contendo cumarinas, especialmente
furanocumarinas, sao utilizadas no tratamento de doencas da pele, como
psoriase, dermatoses, vitiligo e outras (Leite, 2008b). E importante ressaltar que
alguns compostos cumarinicos possuem efeito anticoagulante, podendo ter

interacdo com outros medicamentos (Alonso, 1998).

2.3.3 Alcal6ides

Atualmente, os alcaldéides sao definidos como produtos naturais
nitrogenados de origem n&o-peptidica, tendo aminoacidos como precursores
biossintéticos. Sao abundantes em vegetais superiores, insetos, anfibios e fungos,
sendo menos comuns em mamiferos. Um ou mais atomos de nitrogénio estao
presentes nas moléculas alcaloidicas, geralmente na forma de aminas primarias,
secundarias ou terciarias, conferindo basicidade ao alcaléide. A presencga de
nitrogénio quaternario € mais restrita, mas representada por importantes produtos
naturais (Leite, 2008b).

Os alcaldides sao sintetizados no reticulo endoplasmatico, concentrando-
se, em seguida, nos vacuolos e, dessa forma, ndo aparecem em células jovens.
Essa classe de compostos do metabolismo secundario é famosa pela presenca de
substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas
delas largamente utilizadas como venenos ou alucindgenos (Peres, 2004).

Relativamente poucos sao os aminoacidos envolvidos como precursores
biossintéticos de alcaldides, destacando-se principalmente: ornitina, lisina,
histidina, tirosina, fenilalanina, triptofano, acido antranilico e acido nicotinico.
Desses aminoacidos, apenas os acidos antranilico e nicotinico ndo sao a-
aminoacidos, ou seja, nao apresentam ambos 0s grupos carboxila e amino ligados
ao mesmo atomo de carbono (carbono a).

Dessa forma, os alcaldides podem ser classificados de acordo com o

aminoacido precursor. Na estrutura quimica dos alcaldides sdo mantidos os



atomos de nitrogénio e, frequentemente, o esqueleto carbénico do respectivo
aminoacido, havendo, no entanto, eliminagdo do grupo carboxila por reagdes de
descarboxilagdo. Ja& em um grande grupo de alcaldides, o(s) atomo(s) de
nitrogénio € (sao) incorporado(s) via reagcdes de transaminagdo. Nesses casos,
somente o nitrogénio da estrutura do aminoacido é adicionado a estrutura do
alcaldéide, enquanto o restante da molécula deriva de precursores originarios de
outras vias, como aquelas formadoras de terpenos ou esterdides. O termo
pseudoalcaldides € utilizado para distinguir esse grupo (Leite, 2008b).

Em plantas, os alcal6ides podem ocorrer na forma livre, como sais ou N-
oOxido. Esses compostos podem acumular em vacuolos como reserva ou
frequentemente acoplado a acidos fendlicos como acido clorogénico ou acido
caféico. Alcaloides podem ser classificados em termos de suas atividades
biolégicas, estrutura quimica ou mais aceito de acordo com a via biossintética
(Mattijs et al., 2006).

Varios compostos alcaloidicos apresentam estreito indice terapéutico,
alertando assim, para o uso daquelas espécies vegetais que os contém, ja que
podem conferir toxicidade a planta. Esse fato faz com que varios alcaldides sejam
preferencialmente utilizados na forma purificada (fitofarmaco), como nos casos da
morfina, atropina, vincristina e vimblastina, em preferéncia ao uso de extratos nos
quais os alcaldides podem ser encontrados em ampla faixa de variagcéo
quantitativa (Leite, 2008b).

2.4 Mutagenicidade em plantas medicinais

Os organismos vivos estao frequentemente expostos a agentes ambientais
que podem induzir modificagdes quimicas tanto ao nivel celular quanto molecular.
Essas lesdes podem ser induzidas por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que
sdo prejudiciais as células, uma vez que afetam processos vitais como a
duplicagcao e a transcrigdo génica. As alteragbes podem também causar mutagdes
e aberragbes cromossOmicas, fenOmeno esse que podem levar a processos

cancerosos e morte celular. Pelo fato de causarem leses no material genético e



potencialmente gerarem tumores em seres humanos, esses agentes sao
normalmente conhecidos como genotoéxicos (Costa; Menk, 2000).

Danos ao DNA por mutagenos ambientais podem ser uma das causas de
inaptiddo em diferentes organismos, incluindo o homem (Carifo-Cortés et al.,
2007). O acumulo de mutagdes esta relacionado com muitos canceres e varias
desordens degenerativas, como envelhecimento e defeitos genéticos (Cuzzocrea
et al., 2001; Migliore; Coppedé, 2002). No campo da fitoterapia, faz-se importante
a prevencao dos possiveis riscos genotéxicos relacionados a compostos
mutagénicos presentes em plantas, para minimizar a sua exposi¢gao aos humanos
(Edenharder et al., 2002). Segundo Nunes e Araujo (2003), apesar da utilizagao
de plantas na medicina popular ser uma pratica realizada ha séculos para a cura
de doencgas, seus efeitos fisioldgicos, genotdxicos e mutagénicos no organismo
humano ainda carecem de maiores investigagoes.

Os estudos de genotoxicidade com plantas tém crescido juntamente com o
aumento do uso terapéutico e com o interesse de comprovagado da segurancga
dessas plantas nas mais diversas finalidades farmacoldgicas. Isso se deve ao fato
de muitas das plantas utilizadas por um grande numero de pessoas, apesar de
possuirem propriedades farmacologicas, também podem causar alteragées no
DNA. Os riscos sao ainda maiores quando o uso de chas e outras preparacdes
fitoterapicas ocorrem de forma n&o controlada, sem a devida atencdo quanto a
identificagdo correta da planta, a parte do vegetal a ser utilizada e a forma de
preparo e administragdo (Varanda, 2006). Sdo muitas as plantas de uso popular
que apresentam efeitos genotdxicos e o uso destas deveria ser feito com mais
critério (Moreira et al., 2002).

E bem documentado que mutacdes génicas atuam em etapas do processo
de carcinogénese e que ensaios que detectam componentes genotdxicos
permitem identificar substancias com risco potencial aos seres humanos.
Substancias genotdxicas apresentam propriedades quimicas e fisicas que
permitem suas interacbes com os acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade,
podem levar a defeitos hereditarios através de mutagdes em células germinativas,

e quando a mutacao ocorre em células somaticas, a conseqiéncia mais comum é



a formacédo de tumores benignos ou malignos. Além disso, recentemente, foi
proposto que as mutagdes em células somaticas podem também estar envolvidas
na patogénese de algumas doengas cronicas degenerativas, tais como as
cardiovasculares e neurodegenerativas, em adigdo ao processo de carcinogénese
(De Flora et al., 1996; Andreassi et al., 2000; Aruoma, 2003; Ross; Margolis,
2005).

No desenvolvimento de um novo farmaco, os resultados de testes de
genotoxicidade representam consideravel importancia, pois, a legislacédo prevé
que para as industrias farmacéuticas obterem o registro de um novo medicamento,
€ obrigada a apresentacédo de requisitos de seguranga, envolvendo entre outros
resultados de ensaios toxicoldgicos, aqueles referentes a genotoxicidade in vitro e
in vivo (Purves et al., 1995). O desenvolvimento dos testes de citotoxicidade in
vitro e seu reconhecimento pelos 6rgaos internacionais como Food and Drug
Administration, em 1993, e Organization for Economic Cooperation and
Development, em 1987, tém favorecido a substituicido dos ensaios que utilizam
animais em laboratorios (Hugget et al., 1996).

Contudo, apesar de registrar um crescimento da pratica fitoterapica nas
ultimas décadas no Brasil, existe pouca informacao quanto ao potencial de risco
de varias plantas medicinais, sobretudo daquelas nativas, a saude humana. Nesse
contexto, os ensaios para avaliagdo da atividade mutagénica das plantas usadas
pela populagcdo sido necessarios e importantes para estabelecer medidas de

controle.

2.4.1 Testes para avaliacdo de mutagenicidade

A citotoxicidade e a genotoxicidade de extratos vegetais podem ser
avaliadas por uma gama de bioensaios que possuem sensibilidade variada,
expressando assim, resultados satisfatérios conforme o agente a que sao
expostos (Silva et al., 2003).

O emprego desses ensaios biolégicos para o monitoramento da
bioatividade de extratos, fracbes e produtos naturais isolados, tem sido



frequentemente incorporado a identificagdo e monitoramento de agentes
potencialmente téxicos (Noldin et al., 2003). De acordo com Silva et al. (2003), a
maioria dos bioensaios busca agentes que possam afetar em niveis fisiolégico e
molecular do organismo exposto; caso 0 agente cause danos ao DNA, esse passa
a apresentar potencial genotoxico em qualquer tipo de célula (animal, vegetal ou
microbianas), considerando a universalidade do cddigo genético. Ainda segundo o
mesmo autor, varios modelos foram propostos por diversos pesquisadores, 6rgaos
de pesquisa e agéncias governamentais, e a selegcao de testes a serem incluidos
no modelo é de fundamental importancia para o sucesso do mesmo, pois, neste
contexto, cada vez mais sdo necessarios novos ensaios para serem enquadrados
nas estratégias de avaliacdo de risco que atendam as necessidades da vida
contemporanea.

A Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese
Ambiental (SBMCTA) estabelece orientagdes que norteiam a realizagdo adequada
e a harmonizacgéo dos testes de mutagenicidade para a detecgdo de produtos que
possam causar danos a saude humana, sejam quimicos, naturais, sintéticos,

fitoterapicos, amostras ambientais ou quaisquer outros (SBMCTA, 2004).

2.4.1.1 O teste de SMART (Somatic mutation and recombination test)

Desenvolvido por Becker (1986) e aprimorado por Vogel (1987), o presente
teste detecta a perda de heterozigosidade de genes marcadores que determinam
fenétipos identificados nas asas de Drosophila melanogaster. E um método que
emprega células somaticas e pode ser realizado em apenas uma geragao,
aproximadamente em 10 dias.

O teste de “Mancha da asa” (SMART) baseia-se em grupos de células,
discos imaginais, que proliferam separadamente durante o desenvolvimento até
diferenciarem-se, durante a metamorfose, em estruturas do corpo da mosca adulta
(olhos, asas, etc.). Uma vantagem da técnica esta no fato de possibilitar a
investigagdo de um amplo espectro de agentes genotdxicos de diferentes classes

quimicas, misturas complexas e também particulas gasosas (Silva et al., 2003).



Outra vantagem refere-se a possibiidade de exposicédo de uma grande populagao
de células dividindo-se mitoticamente no disco imaginal da larva.

Dessa maneira, se uma alteragdo genética ocorre em uma célula do disco
imaginal, essa podera ser representada em todas as células descendentes e
formar um clone de células mutantes, que pode ser detectado como uma mancha

na superficie do corpo da mosca (Frei; Wargler, 1995).

2.4.1.2 Teste de troca de cromatides irmas

Durante a divisdo celular, segmentos de DNA resultantes da replicagéo
trocam de lugar, simetricamente. A esses eventos de translocagao reciproca, que
ocorrem no mesmo loco, entre as cromatides irmas de um cromossomo, s&o
denominadas SCEs (Sisrter Chromatid Exchange). A analise de frequéncia de
trocas entre cromatides-irmas é uma metodologia citogenética bastante sensivel
em estudos genotoxicos. Esse processo de permuta é considerado indicador da
ocorréncia de possiveis lesdes e reparagdo da molécula de DNA em células de
mamiferos, pois quanto mais o numero de permutas aumenta, também aumenta o
numero de possibilidade de erros nas reunides das cadeias de DNA.

A proporcdo entre a inducdo de SCE e de mutacdo ou aberracéo
cromossdmica € diferente para cada agente quimico testado. Os agentes testados
mostram diferentes eficiéncias de indugcdo e cada tipo de lesdo formada parece
ser processado diferentemente pela célula, resultando em um tipo especifico de
dano. A correlagdo com outros tipos de danos no DNA cromossOdmico € bastante
elevada, havendo, no entanto, substancias ou processos onde esta correlagao néao
foi detectada.

A inducao de SCEs pode ser feita tanto in vitro como in vivo em quaisquer
organismos onde seja possivel fazer cultura de células. No cultivo celular,
adicionam-se os marcadores que irdo corar as cromatides-irmas diferentemente,
evidenciando as trocas quando ocorrem. Os ensaios de SCEs sao muito

sensiveis, mas trabalhosos; contudo, ndo podem ser considerados testes de



mutagénese, mas apenas indicativo, pois as trocas de cromatides-irmas nao

resultam necessariamente em mutacgao (Silva et al., 2003).

2.4.1.3 Teste de mutagénese e recombinogénese em Saccharomyces cerevisae

Esse teste tem por objetivo avaliar agentes quimicos e sua atividade
mutagénica, utilizando como modelo o fungo unicelular Saccharomyces cerevisae,
que apresenta um ciclo eucaridtico tipico e completo. Os efeitos genéticos de
mutagénicos podem ser avaliados em culturas hapldides e diploides e em todos os
estagios do ciclo celular como G1, sintese de DNA, mitose e meiose, assim como
os elementos genéticos extranucleares, como as mitocondrias. A recombinagao
mitética em células dipléides pode ser reflexo da expressdo das atividades de
reparagao celular em resposta aos danos introduzidos no genoma pelos agentes
quimicos. Substancias que produzem mutagdes frequentemente podem introduzir
efeitos recombinantes (Silva et al., 2003).

O ensaio de conversdo génica mitética na levedura mede a conversao de
alelos inativos diferenciais para cada alelo do tipo selvagem pela acado de agentes
mutagénicos. A linhagem da levedura dipléide heterozigota tem dois alelos
inativos diferentes no mesmo locus génico. A presenga desses alelos causa uma
dependéncia nutricional, isto €&, essas células crescem somente em meio
suplementado com nutriente especifico. Quando ocorre a conversao do gene, um
fendtipo do tipo selvagem muito ativo é produzido a partir desses alelos inativos
através da recombinagdo intragénica. Para avaliar a indugdo de permutacao
mitética, as linhagens de leveduras diploides heterozigotas apresentam um par de
marcadores recessivos, distantes entre si, mas localizados no mesmo brago
cromossémico em diferentes homodlogos e frente aos alelos selvagens
correspondentes. O crossing-over resulta no posicionamento de ambos os alelos
recessivos no mesmo cromossomo homologo, enquanto que os alelos selvagens
localizam-se no outro cromossomo homologo (Henriques et al., 1987).

A levedura possui também um sistema enddégeno de ativagdo metabdlica,

constituida pelo complexo enzimatico citocromo P-450, o qual a torna capaz de



ativarem varios pré-mutagénicos sem necessidade de ativacdo de um sistema

exdégeno (Silva et al., 2003).

2.4.1.4 Teste de micronucleos

Micronucleos (MN) s&o pequenos corpusculos constituidos de material
cromossémico. Apds a separagcdo das cromatides no processo mitético, dois
nucleos sao reconstituidos, um em cada pdélo. A membrana nuclear é refeita ao
redor desses dois conjuntos cromossdmicos, mas caso algum cromossomo inteiro
ou fragmento cromossdmico acéntrico ndo se integre ao novo nucleo (por ndo ser
unido ao fuso), esse também pode ser considerado um micronucleo.

Os micronucleos entdo sao, estruturalmente, pequenos nucleos
representados por material genético que foi perdido pelo nucleo principal como
consequéncia de um dano genético. Esse dano pode ser causado por agentes
quimicos, fisicos ou bioldgicos, capazes de interferir no processo de ligagdo do
cromossomo as fibras do fuso, ou que possam introduzir a perda de material
genético (cromossomos inteiros ou fragmentos). O teste de micronucleo, portanto,
detecta mutagénese cromossémica em eucariotos do tipo clastogénese e danos
ao fuso mitotico (Silva et al., 2003).

O teste de MN em organismo sob exposi¢do aguda, menos de quatro
semanas, € realizado em eritrocitos jovens, denominados policromatéfitos (EPC)
que por conterem RNA ribossomal se cora de forma diferenciada. Enquanto que
na exposi¢cao crénica, os MN sdo avaliados tanto em EPC, como em eritrécitos
maduros (ENC).

A analise por ser muito simples apresenta vantagem em relagdo a analise
dos cromossomos. Os micronucleos podem ser identificados em qualquer tipo de
célula. Podem-se avaliar micronucleos para diagnostico de doencgas
hematoldgicas em células epiteliais da mucosa bucal, do trato urinario, e também
monitorar ambientes através de teste em roedores, plantas e peixes (Silva et al.,
2003). Em relacéo aos testes in vivo, os produtos a serem testados devem ser

diluidos, preferencialmente, em agua, pois € um solvente nao toxico.



2.4.1.5 Teste de aberracées cromossémicas

A analise de aberragbes cromossémicas € um teste de mutagenicidade
para a deteccdo de compostos que causem alteragdes estruturais no DNA. E um
dos poucos métodos diretos para mensurar mutacdées em sistemas expostos a
mutagénicos ou carcinogénicos potenciais. Para avaliar os efeitos danosos que os
mutagénicos podem causar, faz-se necessario que a amostra esteja em constante
divisdo mitética, pois dessa forma € possivel analisar as etapas da divisdo celular,
com o objetivo de identificar os efeitos toxicos e alteracbes cromossémicas ao
longo do processo de divisdo celular. Esse teste é realizado em células
meristematicas de Allium cepa (cebola), Vicia faba (tipo de feijao pertencente a
familia Fabaceae) e Tradescantia spp. (género pertencente a familia

Commelinaceae), espécies desse género também s&o usadas no auxilio do

controle da qualidade do ar, sendo empregadas no biomonitoramento da poluicdo
ambiental, sendo, para isso, analisadas mutagdes ocorridas nas plantas. Tem sido
amplamente empregado na analise rotineira para avaliagdo do potencial

mutagénico de amostras ambientais (Silva et al., 2003).

2.4.1.6 Teste cometa

O teste cometa ou SCGE (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay) é um teste
de genotoxicidade capaz de detectar danos ao DNA induzidos por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes. Esse pode ser realizado tanto em animais
como em vegetais, demonstrando a grande sensibilidade e rapidez dos resultados
em estudos de genotoxicidade (Silva et al., 2003).

A metodologia do teste consiste, inicialmente, na disposicdo de uma
suspensao de células submetidas em gel de agarose sobre a superficie de uma
ldamina. Em seguida, as laminas sao transferidas para uma solugdo com alta
concentragdo de sais e detergentes afim de lisar as células, removendo o seu
conteudo citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas sdo

imersas em um tampao de pH variavel de acordo com a versdao do teste



empregado: versado neutra, que detecta quebras duplas nas moléculas de DNA, e
versao alcalina, que detecta quebras de fita unica e dupla. Tal processo visa 0
desenovelamento das cadeias de DNA, pelo rompimento de estruturas
secundarias e terciarias presente no nucleo. Imediatamente ao processo de
desenovelamento, as laminas sao submetidas a uma corrente elétrica de modo a
induzir a migragcéo dos fragmentos de DNA no sentido da corrente elétrica (Ribeiro
et al., 2003).

O teste cometa é simples e rapido, pode ser executado em qualquer
eucarioto, mas como qualquer teste, possui as suas limitagdes. Nao € um teste de
mutagénese, pois 0 dano pode ser reparado; por ser muito sensivel deve-se ter
cautela, além de um bom controle para analise das conclusdes; e o tempo
decorrido entre a exposi¢cdo ao mutagénico e a preparagao das laminas, até a lise,
deve ser curto, em média 24 horas, pois o reparo comega imediatamente (Silva et
al., 2003).

2.4.1.7 Teste de Ames — ensaio de mutacdo génica reversa em Salmonella

typhimurium — teste Salmonella — microssoma

O teste de Ames foi desenvolvido por Bruce Ames e colaboradores na
Universidade da Califérnia, Berkeley, na década de 70 e tem sido utilizado,
mundialmente, nas ultimas décadas para avaliar a mutagenicidade de substancias
quimicas puras e misturas complexas (Henriques et al., 1987; Rolla, 1995). E um
teste que tem sido amplamente empregado para identificar mutagenos entre
metabdlitos secundarios isolados de plantas, como também, para extratos
vegetais.

A maioria das linhagens bacterianas utilizada no teste apresenta
caracteristicas que as tornam mais sensiveis para deteccdo de mutacgoes,
incluindo sequéncias sitio-especificas no DNA que respondem positivamente para
reversao, aumento da permeabilidade celular a grandes moléculas, auséncia do
sistema de reparo de DNA livre de erro e plasmidios contendo genes que causam

aumento do processo de reparo sujeito a erro. A especificidade das linhagens



fornece informagdes sobre os tipos de mutagcdes que sdo induzidas por agentes
genotoxicos. Existem bancos de dados disponiveis contendo resultados do teste
com Salmonella para uma grande variedade de compostos quimicos,
medicamentos e misturas complexas (Giriffiths et al., 2002).

Este teste de mutagdo génica utiliza células procariotas, as quais diferem
das células de mamiferos em fatores como permeabilidade, metabolismo,
estrutura dos cromossomos e processo de reparo do DNA. Os testes séao
realizados in vitro, acrescidos de uma fonte exdgena de metabolizagdo visando
mimetizar parcialmente as condigcbes de metabolizagcdo de mamiferos. O teste nao
fornece informacao direta sobre o poténcial mutagénico em mamiferos, apesar da
alta concordancia dos resultados com o teste de Ames e ensaios de
carcinogenicidade em roedores (Rabelo-Gay et al., 1991).

O teste emprega linhagens de Salmonella typhimurium derivadas da
parental LT2, auxotroficas para histidina (his-), apresentando diferentes mutacdes
no operon desse aminoacido. Tais linhagens sdo construidas para detectar
mutagdes do tipo deslocamento do quadro de leitura ou substituicdo de pares de
bases no DNA. Essas linhagens ndo séo capazes de crescer em meio de cultura
minimo, sem histidina, a menos que ocorram mutagdes que restaurem sua
capacidade de sintese. Suspensdes de células bacterianas sdo expostas a
amostra-teste, na presenga e na auséncia de um sistema de ativacdo metabdlica
exogeno, e plaqueadas em meio de cultura minimo. O numero de revertentes &
facilmente medido pela contagem de col6nias que crescem nesse meio de cultura
apdés a exposicao de uma populagdo de bactérias a amostra a ser testada
(Henriques et al., 1987).

Varias substancias mutagénicas, primeiramente identificadas pelo teste de
Ames, mostraram-se carcinogénicas em ensaios com animais (Maron; Ames,
1983).



2.5 Metabdlitos secundarios e Mutagenicidade

Devido a necessidade da descoberta de novas drogas, varias pesquisas de
investigacao de agdes farmacoldgicas e toxicoldgicas tém sido intensificadas com
extratos e principios ativos isolados de plantas (Elbling et al., 2005; Mei et al.,
2005; Rietjens et al., 2005). No entanto, varios desses extratos vegetais ainda nao
foram avaliados quanto a propriedades toxicas, carcinogénicas e mutagénicas
(Ames, 1983; Konstantopoulou et al., 1992; Tavares, 1996). Relatos da literatura
cientifica tém demonstrado propriedades mutagénicas de varios metabdlitos
secundarios de plantas, como flavondides, quinonas, alcaldides e outros (Moreira
et al., 2002). Derivados metabdlicos de flavondides, formados durante o processo
de biotransformagédo no organismo humano, também podem apresentar o
potencial mutagénico. Dessa forma, certos metabdlitos, que pelo método de
determinagdo de mutagenicidade, na auséncia de ativagdo metabdlica, nao
apresentam mutagenicidade, passam a apresenta-lda na presenca de
metabolizacédo (Wall et al., 1988).

Muitos alcaldides s&o reconhecidos pelo potencial farmacolégico muito
proeminente, apresentando atividade antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral
(Kingston et al., 1978; Frederich et al., 1999); porém, muitos deles ja
demonstraram efeito genotéxico (Wang; Peng, 1996; Mei et al., 2004, 2005; Ansah
et al., 2005).

De acordo com Nunes et al. (1992), alcaldides inddlicos isolados de
espécies do género Aspidosperma demonstraram efeitos mutagénicos em
Salmonella typhimurium, em culturas de células mamarias e em células
pulmonares, além de efeitos inibitorios sobre monoaminooxidase em tecido
animal, crescimento e mitose de fibroblastos cardiacos. A atividade desses
alcaldides em células de eucariontes e procariontes tem sido atribuida a sua
capacidade de intercalagdo quando interagem com o DNA (Picada et al., 1997).

Foi verificado no extrato de Nauclea latifolia, rico em alcaldides e com acéo
antimalarica, interagdo in vitro com DNA de bactéria e células de mamiferos,

levando ao arraste do ciclo celular e danos ao DNA, bem como indugéo in vivo da



quebra do DNA em fita simples no figado, rim e células sanguineas (Traore et al.,
2000).

Ao alcaldide criptolepina, isolado do extrato aquoso das raizes de
Cryptolepis sanguinolenta (Periplocaceae), também utilizado popularmente como
antimalarico no oeste da Africa (Boye; Ampofo, 1983; Noamesi et al., 1991; Kirby
et al., 1995; Wright et al., 1996, 2001), também foi verificado potencial efeito
genotoxico. Recentes estudos tém indicado que a criptolepina possui a
propriedade de intercalar DNA (Bonjean et al., 1998; Lisgarten et al., 2002) e que
a pratica popular do extrato aquoso de C. sanguinolenta, para tratamento contra a
malaria, pode apresentar um risco genotéxico (Ansah et al., 2005).

Outro exemplo de acdo mutagénica atribuida a metabdlitos secundarios de
plantas, tratam-se dos derivados antraquindnicos de Aloe vera (babosa), que ao
serem submetidos ao teste de Ames com as linhagens TA1535, TA1537, TA98 e
TA100 na concentragdo de 5mg/placa, verificou-se atividade mutagénica na cepa
TA1537. Vale ressaltar, que o uso interno de preparagdes contendo babosa é uma
pratica popular em varias populagdes, inclusive no Brasil, o que representa um
sério risco para o usuario (Parra et al., 2000).

Estudos epidemiolégicos em humanos e experimentos em animais
mostraram evidéncias substanciais de que as isoflavonas presentes na soja tém
efeito benéfico sobre neoplasias relacionadas a hormoénios, por exemplo, cancer
de mama e préstata (Adlercreutz, 2002). Por outro lado, isoflavonas da soja e
alguns de seus metabdlitos tém sido relatados como portadores de propriedades
genotoxicas (Munro et al., 2003; Lehmann et al., 2005).

Quanto a plantas utilizadas na medicina popular brasileira, estudos
realizados por Ferreira e Vargas (1999), indicaram que no ensaio com S.
typhimurium, os extratos de Myrciaria tenella Berg. (Myrtaceae), Smilax campestris
Griseb. (Smilacaceae), Tripodanthus acutifolius Tiegh. (Loranthaceae) e Cassia
corymbosa Benth. (Leguminosae), apresentaram atividade mutagénica,
provavelmente devido a presenca de flavondides, taninos e antraquinonas nos

extratos.



2.6 Espécies vegetais popularmente conhecidas como quina

Varias espécies do género Cinchona, familia Rubiaceae, s&o fontes de
alcaléides com acgdo antimalarica, como a quinina e seus derivados biossintéticos
(Warhurst, 1987; Zevallos, 1989; Ocampo-Sanchez, 2000). A decocgao das
cascas secas de Cinchona officinalis € popularmente usada pelos povos da regiao
Amazébnica e pesquisas cientificas dessas preparacdes mostram-se ativas contra
Plasmodium falciparum e herpes (Warhurst, 1981). As cascas das espécies
peruanas Cinchona calisaya e Cinchona succirubra, também popularmente
conhecidas como quinas, representaram as primeiras fontes do alcaldide quinina
(Bruce-Chwatt, 1988).

Em espécies vegetais da familia Rubiaceae, principalmente do género
Cinchona, os metabdlitos de maior interesse sdo os alcaldides quinolinicos,
quinina e quinidina, os quais apresentam grande emprego no arsenal terapéutico
como antimalaricos. A associagcdo popular de varias plantas que apresentam
emprego para o tratamento da malaria como essas espécies de Cinchona
disseminou o nome “quina” para diferentes espécies vegetais, inclusive de familias
botanicas distintas. No Brasil, as espécies vegetais conhecidas vulgarmente como
‘quina” estao distribuidas em diferentes biomas, sendo empregadas na medicina
tradicional com indicagéo para o tratamento de diversas patologias. Exemplos de
espécies conhecidas como “quinas”, usadas para febre e malaria, sdo Deianira
erubescens Cham. e Schltdl. (Gentianaceae; folhas e raizes) e Remijia ferruginea
(A.St.-Hil.) DC. (Rubiaceae; casca) (Andrade-Neto et al., 2003).

Entre as espécies popularmente conhecidas como quinas, sendo também
empregadas como antimalarica na medicina popular estdo a Bathysa cuspidata, a
Coutarea hexandra e a Strychnos pseudoquina, sendo em todos os casos
empregadas as cascas do caule, sugerindo possivel atividade contra o vetor
Plasmodium falciparum. No entanto, a essas espécies de quina também estao
associados outros usos populares na medicina tradicional, como mostrado na
Tabela 1 (Botsaris, 2007).



Tabela 1 - Plantas popularmente conhecidas como “quina” usadas como
antimalarica.
Nome cientifico Nome Parte da Indicagdes encontradas Origem e
(familia botanica) popular planta em estudos distribuigcao
utilizada ethomedicinais geografica
Bathysa cuspidata Quina do Casca febre, tdnico amargo, Mata
(St. Hil.) Hook. mato eupéptico usado como Atlantica
(Rubiaceae) substituto da quina contra
malaria.
Coutarea hexandra  Quina-quina, Casca febre intermitente, pedras Cerrado
(Jacqg.) Schum. Quina-brava, ou problemas na vesicula
(Rubiaceae) Quina-de- biliar, problemas
pernambuco, digestivos, antitérmico e
Quineira, antimalarico.
Murta do
mato
Strychnos Quina do Casca esplenomegalia, Cerrado
pseudoquina A. St. campo, Quina hepatomegalia, febre
Hil. branca, intermitente, malaria,

(Loganiaceae) Quineira, problema gastricos, tonico
Quinagrossa, do figado, febrifugo,
Quina do depurativo.
cerrado

Fonte: Botsaris, 2007.

A essas trés plantas conhecidas como quinas, pertencentes a mesma sub-

classe Asteridae. As espécies desta sub-classe exploram polinizagéao
especializados e mecanismos especiais de apresentagdo de pdlen e parecem
estreitamente relacionadas a evolugao de insetos capazes de reconhecer padrées
florais complexos. Exploram também substancias quimicas diferentes das demais
subclasses, tendo abandonado os taninos, as saponinas e o cianeto, em favor dos
iridoides e alcaldides a eles relacionados. Cronquist (1998) infere ser o tremendo
sucesso da sub-classe Asteraceae, mais provavelmente, relacionado a seu
arsenal quimico que a estrutura floral especializada. Este parentesco boténico

poder levar a uma aproximagao quimiossistematica entre as espécies (Tabela 2).



Tabela 2 — Correlacao sistematica das espécies Strychnos pseudoquina, Coutarea

hexandra e Bathysa cuspidata.

Classe Sub-classe Ordem Familia Espécie Vegetal

Magnoliopsida Asteridae Gentianales Loganiaceae S. pseudoquina

Magnoliopsida Asteridae Rubiales Rubiaceae C. hexandra

Magnoliopsida Asteridae Rubiales Rubiaceae B. cuspidata

As familias botanicas de origem incluem espécies vegetais bastante
conhecidas por biossintetizarem metabdlitos secundarios com atividade
farmacoldgica pronunciada, podendo, em alguns casos, ser responsaveis pela
toxicidade de plantas. Entre esses compostos toxicos estdo os alcaldides
quinolinicos da familia Rubiaceae; e alcaldides inddlicos, como a estricnina
encontrada na espécie Strychnos nux-vomica, da familia Loganiaceae. Outros
alcaldides do tipo B-carboline também presentes nessas espécies sao conhecidos
como parasiticidas e por apresentarem citotoxicidade em células cancerosas
(Rivas et al., 1999). Segundo Hoehne (1939) diferentes espécies vegetais
conhecidas como quina s&o toxicas para herbivoros, ja que esses dificimente
atacam as folhas de tais plantas.

Uma preocupagao ambiental quanto ao uso popular dessas trés plantas
nativas brasileiras diz respeito ao emprego das cascas no preparo de medicacgao,
cuja coleta indiscriminada pode levar ao risco de extingdo dessas espécies. Dessa
forma, faz-se importante avaliar a atividade biolégica de outro farmacégeno (parte
da planta empregada para o preparo da droga vegetal), como as folhas dessas
espécies. Caso esses apresentem composicao fitoquimica semelhante ao caule,
bem como segurancga e eficacia comparavel poder-se-ia utilizar preferencialmente
as folhas no preparo dos medicamentos, uma vez que se trata de material vegetal

de maior renovagéao, o que contribuiria para o0 manejo sustentavel das espécies.

2.6.1 Strychnos pseudoquina St. Hil. (Loganiaceae)

O género Strychnos (Familia Loganiaceae) inclui 200 espécies de plantas

distribuidas nas regides tropicais do planeta. Muitas dessas espécies sao



conhecidas pelo seu potencial medicinal e por caracteristicas toxicas de seus
metabdlitos secundarios. Um importante metabdlito conhecido de algumas
espécies desse género € o alcaldide do tipo inddlico conhecido como estricnina
(Thongphasuk et al., 2003; Philippe et al., 2004). As espécies de Strychnos spp.
tém sido intensamente estudas durante décadas, o que possibilitou a descoberta
de diversas propriedades farmacoldgicas como curanizante e tetanizante (Philippe
et al., 2004), antiplasmodial (Frederich et al., 1999, 2002; Rasoanaivo et al., 1994),
citotoxica (Bassleer et al., 1982; Frederich et al., 2003), antibacteriana (Caron et
al., 1988), antifungica (Quetin-Leclercq et al., 1995), antidiarréica (Thomas et al.,
1992), diurética (Biswas et al., 2001), espasmolitica (Demedeiros et al., 1991),
hipotensiva (Kapoor et al., 1988; Oliveira et al., 1996) e antiinflamatoria (Tits et al.,
1991). Philippe (2004) menciona que varias espécies americanas de Strychnos,
como a S. panamensis e a S. Tabascana, biossintetizam alcaldides derivados da
estricnina e, por esse fato, causam efeitos tetanizante. Esse autor também cita
outras espécies asiaticas do mesmo género, como a S. ignatii e S. wallichiana,
produtoras de uma série de alcaldides quaternarios, que causam efeitos
curarizantes.

Strychnos pseudoquina St. Hil. (Figura 1) é nativa do cerrado brasileiro,
popularmente usada para tratamento de doengas hepaticas e gastricas (Correa,
1926; Santos et al., 2005), febres e malaria (Andrade-Neto et al., 2003).

Figura 1 - Strychnos pseudoquina St. Hil.



Estudos fitoquimicos realizados como essa espécie tém demonstrado a
presenga de alcaloides e flavonoides (Nicoletti et al., 1984; Silva et al., 2005).
Investigacbes fitoquimicas de S. pseudoquina evidenciaram a presenca de
alcaloides bisnorhidroxitixiferina, diabolina e 11-metoxidiabolina, como também,
dos flavondides isoramnetina e estricnobiflavona (Nicoletti et al., 1984; Delle-
Monache et al., 1969).

Apesar de muitos alcaldides terem demonstrado potencial farmacolégico,
exibindo atividades antimicrobial, antiplasmodica e antitumoral (Frederich et al.,
1999; Kingston et al., 1978), alguns desses s&o conhecidos por serem genotdxicos
(Mori et al., 1985; Wang; Peng, 1996; Mei et al., 2004; Ansah et al., 2005). Da
mesma forma, os flavondides apesar de varios resultados indicarem atividade
farmacoldgica e benéfico potencial para a saude humana (Park et al., 2004; Toker
et al., 2004), muitos também s&o descritos como possuidores de potencial
mutagénico (Suzuki et al., 1991; Jurado et al., 1991).

Ja que varias espécies do género Strychnos sdo conhecidas por conter
componentes potencialmente toxicos, faz-se importante conduzir investigagao
especifica que vise avaliar a presenga de componentes toxicos (Angenot et al.,
1990).

2.6.2 Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum (Rubiaceae)

A familia Rubiaceae, segundo Mabberley (1997), ocupa o quarto lugar em
diversidade entre as Angiospermas, perdendo apenas para as Asteraceae,
Orchidaceae e Fabaceae. A familia inclui aproximadamente 637 géneros e cerca
de 10.700 espécies (Robbrecht 1988), que ocorrem principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, atingindo, porém as regides temperadas e frias da Europa
e norte do Canada (Barroso et al., 1986). A familia Rubiaceae é dividida em quatro
subfamilias: Antirheoideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae, sendo que
as principais classes de produtos naturais produzidos nessas subfamilias sao:
iridéides, alcaldides indolo-terpénicos, antraquinonas, triterpenos, e derivados de

acidos fendlicos (Trevisan et al., 1993).



Os estudos mais recentes sobre plantas do género Coutarea abordam
principalmente questdes pertinentes a distribuicao, filogenia e ecologia (Araujo,
1997; McDowell et al., 2003; lvizi). Para a espécie Coutarea latiflora foi detectada
atividade antimalarica in vitro (Noster; Kraus, 1990), hipoglicemiante (Barbosa-
Filho et al., 2005), bem como hemodlise e rabdomidlise em seres humanos (Roca,
2003).

Coutarea hexandra (Jacqg.) K. Schum (Figura 2), familia Rubiaceae,
conhecida como murta-do-mato, também como quina, quina-branca, quina-de-
dom-diogo, quina-de-pernambuco, quina-do-para, quina-do-piaui, quina-quina,
quineira e outros. Arvore ou arvoreta, 3-5m altura, de tronco tortuoso e copa
globosa, com inflorescéncia rosea em panicula e sendo seu fruto capsula
deiscente com sementes aladas membranosas, € planta bastante ornamental,
sendo usada em paisagismo. Nativa do Brasil, amplamente distribuida em regiées
umidas da Amazénia e Mata Atlantica. Na medicina popular, a casca de sabor
fortemente amarga, € usada contra febre intermitente, malaria, paludismo, feridas

e inflamacgdes (Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/wiki/Murta-do-mato).

Figura 2 - Coutarea hexandra (Jacq.) K. Schum.

Estudos fitoquimicos revelaram a presenga de flavondides (Reher et al.,
1983) e cumarinas (Aquino et al., 1988) em extratos de C. hexandra. Algumas das
cumarinas isoladas da C. hexandra também tém sido sintetizadas (linuma et al.,
1987; Lucena et al., 2006).



O extrato aquoso da Coutarea hexandra administrado em camundongos e
ratos administrado via oral, possui efeito antiinflamatério e antinociceptivo em trés
doses diferentes 100, 200 e 400mg/Kg mantendo-se o volume administrado de 0,1
mL/10g de animal. O efeito antinociceptivo do extrato aquoso nao esta relacionado
a ativacio dos sistemas opidide e adenosina e, ao menos em parte, € devido a

atuagdo em nivel central (Lucena et al., 2006).

2.6.3 Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook.f. (Rubiaceae)

Espécies dessa familia, pertencente a mesma do género Cinchona, séo
facilmente reconhecidas pelas folhas simples, opostas e estipulas interpeciolares.
A distribuicdo das espécies de Bathysa, no Brasil, restringe-se quase apenas a
Mata Atlantica, estando, portanto, em sua maioria ameacadas de extingao pelo
impacto que esse ecossistema vem sofrendo pela agao antropica. Sao arvores,
arvoretas ou arbustos que atingem até doze metros. As espécies brasileiras sdo
umbrofilas ou semiumbrdfilas, crescendo a beira de caminhos ou riachos no
interior das matas (Filho, 1999).

Algumas espécies de Bathysa estao incluidas entre as falsas quinas que,
segundo Cunha (1937), englobam todas as plantas que contenham cascas de
sabor amargo, de coloragdo avermelhada, amarelada ou acinzentada, capazes de
fornecer uma alcoolatura ou decocto, usados como tdnico ou febrifugo. As
verdadeiras quinas diferem por possuir a quinina, presentes em pequenas
concentragdes como prevista pelo codigo farmacéutico. Dados da literatura
mostram estudos fitoquimicos apenas para a espécie B. meridionalis, de onde foi
isolado o paeonol, uma substéncia fendlica da via do acetato (Weeks et al., 1978;
Thais et al., 2005).

A espécie Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook.f. (Figura 3) ocorre na Serra
do Mar nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, regido serrana de Minas
Gerais e Espirito Santo e existe uma coleta, em mata de galeria, na Serra de
Caldas, em Goias e possui arbustos ou arvoretas com até 6 m e casca castanha
(Filno, 1999). Correa (1984) afirma que as cascas constituem ténicos que s&o

frequentemente empregados na medicina popular para o tratamento de anemias,



caquexias, febres palustres, ancilostomiase, convalescéncia, além de fornecerem

matéria corante.

Figura 3 - Bathysa cuspidata (A.St.-Hil.) Hook.f

Estudos com extrato etandlico e fragdo diclorometanica de folhas de B.
cuspidata mostraram possuir atividade antinociceptiva e antiinflamatoria, em
camundongos albinos tratados previamente por via oral com o veiculo (tween 80,
1%) e 1000mg/Kg de extrato etandlico e com 500mg/kg de fracdo diclorometanica,
podendo estes resultados explicar o uso popular desta espécie para doencas que

envolvem inflamagéo e dor (Vanderlinde et al., 2001).

2.7. Alcaléides quinina e estricnina

Do cértex do tronco e da raiz de espécies de Cinchona sp (quina), arvores
naturais dos Andes, sdo extraidos mais de vinte alcalbides, dentre os quais dois
pares de diastereoisbmeros, quinina e quinidina, cinchonina e cinchonidina, tém
atividade antimalarica. Até a 2° Guerra Mundial, a quinina (Figura 4) era o Unico
agente antiparasitario eficaz frente a malaria. Apds a introdugado de derivados
sintéticos, a quinina foi descartada. Entretanto, com o aparecimento de cepas
resistentes de Plasmodium, este farmaco foi reintroduzido (Thais et al., 2005). Ele
tem sido usado em infecgbes por P. falciparum resistente a cloroquina e no

tratamento da malaria severa (Ferreira, 1993).



A quinidina (Figura 4) o mais antigo dos antiarritmicos especificos
disponiveis, apresentando, ainda hoje, largo espectro terapéutico. Derivado da
cinchona e dextro-isbmero da quinina, a quinidina € muito mais ativa do que este
sobre o aparelho cardiovascular, mas compartilha de seus efeitos antimalaricos,
antipiréticos e oxitocitos (Disponivel em: http:// http://www. bibliomed. com. br/ lib/
showdoc.cfm?LibCatID=-1&Search=intoxica%E7%E3o+digital&CurrentPage=0&Li
bDoclD=11486). A quinidina mostrou-se um antimalarico mais eficaz e mais téxico
que a quinina, em testes in vitro e in vivo (Karle et al., 1992).

Estes alcaldides quindlicos pertencem a classe dos indolo-terpénicos. A
biossintese da quinina e quinidina envolve a condensagdo da triptamina e
secologanina, levando a estriquitosidina, posteriormente ao corinanteol e
finalmente apds sucessivos rearranjos a quinina ou quinidina (Disponivel em: http:

/I pt.wikipedia.org/wiki/Quinina). Estes apresentam indicacbes para o tratamento

de anginas precordiais e de escleroses, tendo também indicagdo analgésica e
antipirética (Rea, 1995). A quinidina como antifibrilante é adequada ao tratamento
preventivo da taquicardia (Prinz, 1990; Bruneton, 2001). Relatos da literatura
indicam os alcal6ides quinolinicos como portadores de atividade contra o virus da
batata (Verpoorte et al., 1988).
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Figura 4 — Estruturas dos alcaldides quinidina e quinina.

O alcaléide estricnina (Figura 5) é biossintetizado a partir do aminoacido
triptofano. A biossintese do seu esqueleto estrutural ocorre por via metabdlica

mista, envolvendo um caminho a partir do aminoacido triptofano e outro



relacionado a via mevalonato. Esse alcaldide é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal, respiratério e pela pele (Greene; Meatherall, 2001: Lambert et al.,
1981).

Figura 5 - Estrutura do alcaldide estricnina

A estricnina é altamente téxica para o homem, animais domésticos e,
principalmente utilizada, como rodenticida. A dose letal para adultos humanos esta
entre 30 e 120mg, entretanto mortes de adultos tém sido relatadas depois da
ingestao de 16mg do composto (lgor et al., 2008). Para criangas a dose letal fica
em torno de 15mg (The Committee for Veterinary Medicinal Products, 1999;
Borges et al., 2006). A estricnina interfere inibindo a mediagdo pds-sinaptica da
glicina, causando bloqueios peridédicos que leva a inibicdo da sinapse de células
neuro-motoras, competindo, de forma antagonista, a agdo da glicina liberada por
estas células. A perda da inibicdo pds-sinaptica resulta em excesso de atividade
neuro-motora e, consequentemente, convulsdes (Aprison et al., 1987; Aprison et
al., 1995). O Sistema nevoso central envolvido pode trazer respostas exageradas
no estimulo visual e auditivo (Cotten, Lane, 1966; Gosselin et al., 1984; Chan,
2002).



3. METODOLOGIA

3.1 Materiais, métodos e equipamentos

O material vegetal foi seco em sala ventilada, a aproximadamente 25°C, e
submetido a moagem em moinho de facas.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) com espessura de 25 mm,
foram utilizadas gel de silica 60G Merck, artigo 7731, e cromatofolhas de
aluminio de silica gel GFs4 (Merk ®).

As revelagdes cromatograficas foram feitas por irradiagdo em camara escura
(Modelo 20115) na regiao de luz ultravioleta em 254 e a 365nm, com ou sem o
uso prévio de reacdo com reveladores especificos.

A concentracdo dos extratos foi feita destilando-se o solvente, sob pressao
reduzida, em evaporador rotatério.

Os solventes utilizados foram das marcas Cromoline Quimica Fina Ltda Vetec
Quimica Fina Ltda, de grau P.A e cromatografico.

Padrdes dos alcaldides quinina e estricnina foram utilizados das marcas Fluka
(Chemika) Lote: 22620 (NP) e Fluka (Biochemika) Lote: 85920 (NP),
respectivamente.

Os reagentes utilizados nos testes de mutagenicidade foram: Agar - Micromed /
Isofar Industria e Comércio de Produtos Quimicos, Histidina - Vetec Quimica
Fina Ltda, Biotina - Inlab / Alamar Tecno-Cientifica Ltda, Glicose - Vetec
Quimica Fina Ltda, Cloreto de sodio - Vetec Quimica Fina Ltda, meio Oxoid -
Oxoid Ltda, Sulfato de magnésio heptahidratado - Vetec Quimica Fina Ltda,
Acido citrico anidro - Vetec Quimica Fina Ltda, Fosfato de potassio dibasico -
Vetec Quimica Fina Ltda, Fosfato de sédio amdnio - Vetec Quimica Fina Ltda,
Azida de Sdédio - Vetec Quimica Fina Ltda, Nitrofenilenodiamino — Aldrich.

Para CLAE utilizou-se cromatografo Merck-Hitachi, provido de injetor
automatico AS-2500, detector UV-VIS L-450, bomba L-6200A, integrador AS-

2500 e coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno



empacotada com silica octadecilsilizada, do Laboratério Bioprospeccéo
Farmacéutica, da Fundacao Ezequiel Dias.
e Capela de fluxo laminar - Marconi Equipamentos Para Laboratério foi utilizada

para os testes de avaliagdo de mutagenicidade.

3.2Coleta e identificagcao do material vegetal

As amostras de material vegetal de C. hexandra e S. pseudoquina foram
coletadas em bioma de cerrado no municipio de Uberlandia — MG, pelo botanico
André Furtado Carvalho, no més de abril de 2007, sendo exsicatas depositadas no
herbario Uberlandense — HUFU com os seguintes codigos: Coutarea hexandra
(HUFU 2124) e Strychnos pseudoquina (HUFU 10936). Ja a espécie Bathysa
cuspidata foi coletada em bioma de Mata Atlantica, no municipio de Araponga —
MG, no més de outubro de 2007 e exsicata depositada no Herbario da UFV, com o
codigo VIC 21559.

As folhas e cascas do caule das espécies coletadas foram separadas e
secadas em sala ventilada escura a temperatura ambiente, sendo posteriormente

pulverizadas em moinho de faca e devidamente armazenadas.

3.30btencgéao do extrato vegetal

Os extratos foram preparados por maceragdo. Para esse procedimento,
100g do material vegetal foram pesados e transferidos para frasco ambar, sendo,
em seguida, adicionado 500mL de alcool etilico 95° GL. A droga vegetal foi
deixada em contato com o solvente durante sete dias, sendo realizado diariamente
agitacao do frasco. Apds este periodo o material foi filtrado em papel de filtro, e o
extrato obtido evaporado em evaporador rotatério a baixa pressao.
Posteriormente, sendo calculado o rendimento de cada extrato etandlico das

espécies.



3.4Prospeccao fitoquimica

Os testes realizados avaliaram a presenga dos seguintes grupos de
metabdlitos secundarios: cumarinas, flavondides, antraquinonas, taninos, o6leos
essenciais, alcalbides, triterpenos/esterdides e glicosideos cardiotdnicos nos
extratos etandlicos das folhas e cascas das trés espécies vegetais. Para a
revelagdo dos cromatogramas foram usados reveladores especificos para cada
grupo de metabdlitos secundarios, sendo em alguns casos observados sob
fluorescéncia em camara escura na regiao de luz ultravioleta em 254 e a 365nm
(Tabela 3).

A triagem fitoquimica foi realizada em cromatofolhas de silica gel GFas4
(Merk ®), utilizando-se diferentes fases moveis e reagentes reveladores de acordo
com Wagner et al. (1984). Na analise cromatografica, para cada classe, foram

utilizados padrdes de referéncia, de forma a confrontar os resultados obtidos.



Tabela 3 - Prospeccéo fitoquimica dos extratos etandlicos de folhas e cascas das

espécies vegetais Coutarea hexandra, Strychnos pseudoquina e Bathysa

cuspidata.

Grupo Quimico

Mistura eluente

Revelador

Amostra de

referéncia

Cumarinas

éter etilico: tolueno

(1:1)

Solucédo de KOH a

5% em etanol

benzopirona

Flavonoide

acetato de etila: acido

férmico: acido acético
glacial: agua
(55:5:5:12)

Solugao de AlICl; a

5% em etanol

rutina

Antraquinonas

tolueno: acetona:
cloroférmio (40:25:35)

Solucédo de KOH a
5% em etanol

1,8-

diidroxiantraquinona

Taninos tolueno: butanol: acido Solugdes de acido pirogalico
aceético: agua KsFe(CN)s 1% e
(50:25:25:5) FeCl; 2% (1:1)
Alcaldide acetato de etila: Reagente de quinina e estricnina
metanol: agua Drangendorff
(20:7,5:5,5)
Saponinas clorofémio: metanol Anisaldeido 18 B-glicirretinico
(95:5)

Heterosideo acetato de etila: Reagente de Kedde digitoxina
Cardioténico metanol: agua (Solugdo Ae B
(81:11:8) (1:1)
Triterpenos e hexano: acetato de Reagente de B- sitosterol
esteroides etila (70:30) Lieberman

Burchard




3.5 Obtencgao dos perfis cromatograficos por CLAE dos extratos vegetais

As analises por CLAE foram realizadas no laboratério de Bioprospeccao
Farmacéutica na Fundacao Ezequiel Dias — FUNED em Belo Horizonte no més de
abriil de 2008. A primeira condigcdo utilizada para a obtencdo dos perfis
cromatograficos, foi empregado sistema gradiente binario de eluigdo utilizando
mistura de acetonitrila e agua (10:90), até 100% de acetonitrila em 30 min e
mantendo esta condi¢cao até 40 min A deteccao foi realizada com espectrofotdmetro
UV na regiao de 220 nm, pelo fato desse comprimento de onda ocorrer absorgéo de

uma grande quantidade de metabdlitos secundarios (Tabela 4).

Tabela 4 — Gradiente de eluicdo empregado na analise por CLAE-FR dos extratos

etandlicos de folhas e cascas das espécies vegetais com detecgdo em UV 220nm.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 90 10
30 0 100
40 0 100

Nota — Solvente A: agua; solvente B: acetonitrila.

Na segunda condigcédo, também por gradiente, iniciou-se no tempo 0 com
acetonitrila: agua (30-70) até 90% de acetonitrila em 30 min, mantendo esta
condicdo até 40 min. Utilizou-se detector UV na regido de 254nm, pois neste
comprimento de onda ocorre maior seletividade para a deteccdo de compostos,
detectando, principalmente, compostos aromaticos e com alta ressonancia
eletrénica (Tabela 5).

Em ambos os experimentos foi utilizado fluxo de 1 mL/min.



Tabela 5 — Gradiente de eluicdo empregado na analise por CLAE-FR dos extratos
etandlicos das cascas e folhas das espécies vegetais com detecgcdo em UV em
254nm.

Tempo (minutos) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 70 30
30 10 90
40 10 90

Nota — Solvente A: agua; solvente B: acetonitrila.

Na preparagdo da amostra, foi pesado cerca de 1 mg de cada extrato,
sendo esse diluido em mistura de 0,5 mL de acetonitrila e 0,5 mL de agua mili-Q.
Realizou-se a dissolugdo em ultra-som, por 15 minutos. Nas analises, foram

injetados 10 uL de cada amostra por injecdo automatica.

3.6 Quantificagcao de polifendis totais, proantocianidinas e flavondéides nos
extratos vegetais

3.6.1 Polifendis totais e proantocianidinas

3.6.1.1 Obtencdo do extrato para quantificacdo de polifendis totais e

proantocianidinas

Adicionou-se 1,0g do material vegetal pulverizado em um baldo de fundo
plano. Em seguida, verteram-se 200 mL de agua destilada e levou-se ao
aquecimento sob refluxo por 30 minutos. Apds o aquecimento, o extrato foi
resfriado e transferido para um baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o
volume com agua. O extrato foi deixado em repouso, para decantagao, e filtrado,
em papel de filtro qualitativo, descartando-se os primeiros 10 mL do filtrado.
Empregou-se o filtrado restante para a quantificacdo de polifendis totais e de
proantocianidinas. Para todas as amostras foram realizadas analises em triplicata,

tanto para a quantificagao de polifendis totais, como para as proantocianidinas.



3.6.1.2 Quantificacao de polifendis totais

Para a quantificacido de polifendis totais utilizou-se a técnica descrita por
Simone et al. (2007). Esta determinagdo foi realizada em equivalentes de
pirogalol.

Para a construcao da curva de calibracdo de polifendis totais foi realizada
em um baldo volumétrico de 100mL foram solubilizados 4,0 mg de pirogalol.
Posteriormente, foram transferidos 5,0 mL desta solugdo para outro baldo
volumétrico de 100 mL, avolumando-se com agua. Aliquotas de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 e 1,0 mL desta ultima solugdo, correspondente a 4, 8, 16, 24, 32, 40ug de
pirogalol, respectivamente, foram transferidas para tubos de ensaio, em triplicata.
A cada tubo de ensaio acrescentou-se agua, reagente de Folin- Ciocalteu e

solugao de carbonato de sodio a 15%, de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragbes diluidas das solugbes referéncias de pirogalol

utilizadas na construgdo da curva de calibracdo de polifendis totais por

espectrofotometria.
Tubos Solugao H,O Reagente de Solugao Concentragao
Padrao (mL) Folin- Ciocalteu Na,CO; a 15% de pirogalol
(mL) (mL) (mL) final (pg/mL)
1 0,1 6,9 2,0 1,0 0,4
2 0,2 6,8 2,0 1,0 0,8
3 0,4 6,6 2,0 1,0 1,6
4 0,6 6,4 2,0 1,0 24
5 0,8 6,2 2,0 1,0 3,2
6 1,0 6,0 2,0 1,0 4,0

As solugdes, depois de homogeneizadas, foram deixadas em repouso por
60 minutos, sendo determinada a absorvancia em 760 nm, no espectrofotometro.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressao linear, pelo método



dos minimos quadrados, sendo calculada a equagdo da reta e o coeficiente de
correlacéo (r?).

Na quantificagao de polifendis totais nas amostras, uma aliquota de 5,0 mL
do filtrado (item 3.6.1.1) foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com agua. Posteriormente, 1,0 mL desta ultima diluigao
foi transferido para um tubo de ensaio, adicionando-se em seguida 6,0 mL de
agua. Apdés agitacdo, adicionou-se 2,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
misturando-se novamente por agitacdo. Apds trés minutos a adigdo do reagente,
adicionou-se 1,0 mL da solugcdo de carbonato de sédio a 15% p/v. A solugéo,
depois de homogeinizada, foi deixada em repouso por 30 minutos, sendo
determinada a absorvancia em 760 nm, no espectofotdmetro. Uma amostra em
branco foi realizada utilizando-se agua destilada em substituicdo ao extrato

aquoso das folhas e cascas.
3.6.1.3 Quantificacdo de proantocianidinas

Para a quantificagdo de proantocianidina utilizou-se a técnica descrita por
Price et al. (1980), com algumas adaptagdes. Esta determinacao foi realizada em
equivalentes de catequina.

Para a construgdo da curva de calibracdo para proantocianidinas foi
realizada em um baldo volumétrico de 50mL foram solubilizados 20mg de
catequina, em metanol, completando-se o volume com este solvente. Em seguida
aliquotas de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 mL desta ultima solugdo foram transferidas
para tubos de ensaios. Completou-se o volume para 1,0 mL com metanol. Em

seguida, procedeu-se de acordo como descrito na Tabela 7.



Tabela 7 — Concentragdes das solugdes referéncia de catequinas utilizadas na construgéo

da curva de calibragdo de proantocianidinas por espectrofotometria

Solugao Metanol Reagente Concentragao de
Tubos 5 drsio (mL) (mL) Vanilina (mL) catequina final (ugfml)
1 0,1 0,9 5,0 6,6
2 0,2 0,8 5,0 13,3
3 0,4 0,6 5,0 26,7
4 0,8 0,2 5,0 53,3
5 1,0 - 5,0 66,7

As solugdes, depois de homogeneizadas, foram deixadas em repouso por
20 min, sendo determinada a absorvancia em 500 nm, no espectrofotémetro.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressédo linear, pelo
método dos minimos quadrados, sendo calculada a equacdo da reta e o
coeficiente de correlaggo (r?).

Na quantificacdo de proantocianidinas nas amostras, em tubos de ensaios
foram adicionados 5,0 mL do reagente de vanilina, e apds intervalo de 1 minuto,
adicionou-se 1,0 mL do filtrado. Para a realizagdo do branco, no lugar da amostra
foi substituida por metanol. A leitura foi realizada em espectofotometro, em 500

nm, apoés o intervalo de 20 min.
3.6.2 Flavonoéides

Para a quantificacdo de flavondides utilizou-se a técnica descrita por,
Lamaison e Carnet (1990) com algumas adaptac¢des. Esta determinagéo foi
realizada em equivalentes de rutina.

Para a construgédo da curva de calibragdo para flavonoides, foram pesados
5,0 mg de rutina e transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, com auxilio
de 6,0 mL de metanol. Esta solucdo foi mantida em banho de ultra-som, por 5
minutos, e o volume foi completado com metanol. Aliquotas de 0,1; 0,25; 0,5; 1,5;
2,0; 2,5 mL desta solucao, correspondentes a 0,050; 0,125; 0,250; 0,750; 1,000 e



1,250 mg de rutina foram transferidas para um baldo volumétrico de 25 mL. Para
cada fragdo, completou-se o volume para 2,0 mL pela adicdo de metanol. Em
seguida, adicionaram-se a cada fragéo, 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de
metanol e 2,5 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 8%,
completando-se, ao final, para 25,0 mL de agua (Tabela 8). A leitura de
absorvancia foi realizada em 420nm, construindo-se assim, a curva de calibragao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressao linear, pelo
método dos minimos quadrados, sendo calculada a equacédo da reta e o

coeficiente de correlagéo (r?).

Tabela 8 — Concentragbes das diluicoes a partir da solugéo referéncia de rutina utilizadas

na construcao da curva de calibracdo de flavondides por espectrofotometria

Solugao Metanol Solugao Acido acético Concentragido
Tubos b drao (mL) (mL) metandlica  glacial (mL) de rutina final
de AICI; (mL) (ngfmL)
1 0,10 11,90 2,50 0,60 6,6
2 0,25 11,75 2,50 0,60 13,3
3 0,50 11,50 2,50 0,60 26,7
4 1,50 10,50 2,50 0,60 40,0
5 2,00 10,00 2,50 0,60 53,3
6 2,50 9,50 2,05 0,60 66,7

3.6.2.1 — Obtencao do extrato flavonico

Foram pesados 2,0g do material vegetal pulverizado e transferidos para
baldées de fundo plano e depois foi adicionado 25mL de metanol. A solucéo foi
levada ao aquecimento sob refluxo durante 30 minutos. Apés o aquecimento, a
solugdo foi filtrada com papel de filtro, e o extrato obtido foi transferido,
quantitativamente, para um baldo volumétrico de 50mL. O residuo do material
vegetal foi lavado com 25 mL de metanol e filtrado, sendo reunido ao volume

obtido anteriormente. Ao final, o volume no baldo volumétrico foi completado,



utilizando-se metanol como solvente. As analises foram realizadas em triplicata.
Na semi-purificagdo do extrato metandlico, foram retirados, também em triplicata,
8,0 mL do extrato metandlico do baldo volumétrico e transportados para tubos de
ensaio. A seguir adicionou-se ao tubo, 4,0 mL de cloroférmio e 4,0 mL de agua
destilada, nessa ordem. Esta mistura foi homogeneizada e posteriormente
centrifugada por aproximadamente 1 min, até completa separagéo das duas fases.
O sobrenadante, resultado da centrifugacao, foi retirado com uso da pipeta de
Pasteur, para quantificagdo de flavondides da amostra. A quantificacdo de
flavondides totais nas amostras foi relizada em um baldo volumétrico de 25 mL
onde foram colocados 5,0 mL do extrato metandlico semi-purificado, obtida
anteriormente (item 3.6.2.2.1). Ao extrato adicionaram-se 0,6 mL de acido acético,
10 mL de metanol e 2,5 mL da solugéo de cloreto de aluminio hexahidratado 8%
em metanol, tendo o volume completado com agua destilada. Para realizagdo do
branco, em outro baldo volumétrico de 25mL foram adicionados 5,0 mL de um dos
extratos, 0,6mL de acido acético, 10mL de metanol, e o volume foi completado
com agua. Apos um intervalo de 15 minutos, realizou-se a leitura de absorvancia

da solugcédo em espectrofotdbmetro, na regido de 420 nm.

3.7 Teste de Ames

3.7.1 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium,
gentiimente cedidas pela Profa. Dra. Eliana Varanda, UNESP, Araraquara-SP. A
cepa TA98 apresenta mutacdo no gene hisD (hisD3052) que codifica para a
enzima histidinol desidrogenase, apresentando como ponto preferencial para a
reversao oito residuos repetitivos de GC e detecta compostos mutagénicos que
causam deslocamento do quadro de leitura do DNA. A mutacédo hisG46 presente
na cepa TA100 ocorre no gene que codifica a primeira enzima do processo de
biossintese da histidina, através da substituicdo do codon selvagem GGG (CCC) —

prolina — por GAG (CTC) — leucina. Assim, essa cepa detecta agentes



mutagénicos que ocasionam substituicdes, principalmente neste par G-C (Maron e
Ames, 1983).

As cepas de S. typhimurium foram mantidas em tubos para congelamento
(1,5mL) a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas as suas
caracteristicas genéticas. Para cada 0,9 mL de cultura foi adicionado 0,1 mL de
DMSO substancia crioprotetora.

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas
rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependéncia
da histidina, presenca de mutacao rfa, presenca de delegcdo uvrB, presenca de
plasmidios de resisténcia e taxa de reversdo espontanea foram verificados de

acordo com Maron e Ames (1983).

3.7.2 Preparo dos in6culos de S. typhimurium utilizados no ensaio

Com auxilio de al¢a de inoculagao, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi inoculada em 30mL de caldo nutriente (Oxoid n. 2), incubada a
37°C, por 12-16 horas, em banho-maria com agitagdo (160 rpm), de modo a obter
uma densidade de 1-2 x 10° UFC/mL.

3.7.3 Meios de cultura

Os meios de cultura e solugdes necessarios para os ensaios de mutagao
reversa foram preparados de acordo com as especificacbes de Maron e Ames
(1983). Nos ensaios de mutagenicidade foram usados agar minimo glicosado
(AMG), constituido de agar glicose (20 g de glicose, 15 g de Bacto agar e 930 mL
de agua destilada) e Meio Vogel Bonner “E” 50x concentrado (10 g de sulfato de
magnésio heptahidratado, 100 g de acido citrico, 175 g de fosfato de sodio e
amoénio , 500g de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de agua destilada) na
proporcao de 980mL para 20 mL respectivamente.

O &gar de superficie (“top agar”) foi composto por 0,5 g de cloreto de sddio,

0,6 g de Bacto agar e 100 mL de agua destilada, acrescido de 10 mL de uma



solugao de L-histidina 0,096 mg/mL e D-biotina 0,123 mg/mL. Os meios de cultura

foram preparados e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.7.4 Controles

O controle negativo foi realizado com DMSO, o solvente empregado para a
diluicdo dos extratos vegetais. Os ensaios foram realizados incluindo-se também
controles positivos para confirmar as propriedades de reversao e especificidade de
cada cepa. Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem ativagao
metabdlica o 4-Nitrofenilenodiamina (NPD) para as linhagens TA98 e Azida Sodica

para a linhagem TA100.

3.7.5 Ensaios de mutagenicidade

De acordo com a metodologia de pré-incubacdo, desenvolvida por Maron e
Ames (1983), diferentes concentragcbes dos extratos vegetais foram misturadas a
0,5 mL de tampao fosfato 0,2M pH 7,4, 0,1 mL de cultura de bactérias e incubadas
de 20-30 minutos a 37°C. Decorrido o tempo de incubagéo, 2 mL de “top agar”,
contendo tracos de L-histidina e D-biotina, foram adicionados a mistura presente
nos tubos. O conteudo de cada tubo, assim composto, foi levemente
homogeneizado em vortex e vertido sobre a superficie de uma placa contendo
agar minimo glicosado. Apos solidificacdo do “top éagar’, as placas foram
incubadas por 48 horas, a 37°C. Ao término desse periodo, foi realizada a
contagem do numero de coldnias revertentes por placa. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
3.7.6 Analise estatistica dos resultados
Os dados da mutagenicidade dos extratos vegetais foram analisados

utilizando o célculo da analise de variancia (ANOVA - teste F) entre as médias do

numero de revertentes nas diferentes doses testadas e o controle negativo,



seguido de uma regressao linear. A Andlise de Variancia (ANOVA) é um
procedimento estatistico para andlise de testes de hipdtese, utilizado na
comparacao de médias de dois ou mais tratamentos de uma amostra.

Além da analise de variancia, a partir dos resultados obtidos, foi calculada a
razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose analisada, que é a média do
numero de revertentes na placa teste dividido pela média do numero de
revertentes por placa do controle negativo (reversdes espontaneas). As amostras
foram consideradas com resultado positivo para o teste de Ames quando a razao
de mutagenicidade (RM) foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses
testadas e quando houve uma relacdo dose resposta entre as concentragdes
testadas e o numero de revertentes induzidos. Por sua vez, a amostra foi
considerada com resultado negativo para o teste de Ames, quando a mesma nao
induziu aumento significativo no numero de revertentes e seus RM foram todos
menores que 2.

Quando houve uma diferenga estatisticamente significativa entre o grupo
tratado e o controle negativo, mas a razdo de mutagenicidade foi menor que 2, as
amostras foram consideradas como causadoras de indicios de mutagenicidade.
Isso significa dizer que a amostra apresenta em sua constituicdo compostos
capazes de ocasionar danos ao DNA, mas nas condigbes empregadas, sua

mutagenicidade nao foi efetiva.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento dos extratos etandlicos secos

O extrato etandlico seco foi pesado, sendo calculado o seu rendimento
(Tabela 9).

Tabela 9 — Rendimento de residuos secos dos extratos etandlicos das folhas e
cascas das especies vegetais Coutarea hexandra, Strychnos pseudoquina e
Bathysa cuspidata.

Espécies Sigla Rendimento (%)
Coutarea hexandra - Folha CHF 13,47
Casca CHC 13,13
Strychnos pseudoquina Folha SPF 8,81
Casca SPC 10,99
Bathysa cuspidata Folha BCF 13,8
Casca BCC 20,6

Pelos resultados expressos nesta tabela, pode-se perceber que os extratos
etandlicos secos das folhas e cascas da espécie B. cuspidata apresentaram maior

rendimento em relag&o as outras espécies.

4.2 Prospeccao Fitoquimica

Estudos etnofarmacoldgicos sobre o emprego das trés espécies de quina
analisadas no presente trabalho apontam a casca como principal farmacogeno
dessas plantas a ser utilizado nas preparagbes caseiras (Botsaris, 2007). No
entanto, a extracdo de cascas e raizes de plantas nativas, ainda nao
domesticadas, sem as devidas estratégias de conservagao e manejo sustentavel,
torna essas espécies “vulneraveis” ou mesmo “em perigo de extingdo”. Assim, a
falta de sustentabilidade na exploracdo de plantas medicinais, sobretudo quando

se utilizam partes do vegetal de lenta regeneragao, pode provocar a escassez de



plantas na floresta. Além disso, existe uma caréncia de estudos cientificos sobre a
adaptacao de espécies vegetais nativas, visando o cultivo doméstico.

Nesse sentido, optou-se, no presente trabalho, realizar um estudo prévio
comparativo do perfil fitoquimico, bem como do potencial de mutagenicidade, das
cascas do caule e folhas para cada espécie. Uma semelhang¢a da composicéo de
metabdlitos secundarios entre esses dois materiais vegetais, poderia motivar a
investigagao de atividade farmacoldgica também das folhas, apesar de serem as
cascas, a parte utilizada nas medicagdes caseiras.

Na prospecgao fitoquimica de grupos de metabdlitos secundarios por CCD
nos extratos etandlicos das folhas e cascas das espécies C. hexandra, S.
pseudoquina e B. cuspidata, em todos os extratos avaliados nao foi detectada a
presenca de antraquinonas, saponinas e heterosideos cardiotonicos.

Os resultados da prospeccao fitoquimica realizada com os extratos
etandlicos de cascas e folhas de C. hexandra, S. pseudoquina e B. cuspidata (item

metodologia, pag. 38) estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados da prospeccgao fitoquimica, por CCD dos extratos
etandlicos de cascas e folhas de Coutarea hexandra, Strychnos pseudoquina e

Bathysa cuspidata.

Classe de metabdlitos CHF CHC SPF SPC BCF BCC
secundarios

Antraquinonas - - - - - -

Saponinas - - - - - -

Heterosideos cardiotbnicos

Triterpenos e Esteroides + + + + + +
Flavondides + + + + + +
Taninos + + + + + +
Cumarinas - + - + - +
Alcalodides - + - + - +

Nota - + :presente; - :ausente. CHF: extrato de folhas de C. hexandra; CHC:
extrato de cascas de C. hexandra; SPF: extrato de folhas de S. pseudoquina;
SPC: extrato de casca de S. pseudoquina; BCF: extrato de folhas de B. cuspidata;
BCC: extratos de cascas de B. cuspidata



Os resultados para deteccdo de triterpenos/esterdides, flavonodides e
taninos foram positivos para todas as espécies, em ambos farmacdgenos, folhas e
cascas. A ocorréncia de triterpenos, taninos e de flavondides é relatada na
literatura em espécie da familia Rubiaceae, como nas folhas de Rudgea
viburnoides, planta bastante comum na regido do cerrado brasileiro, conhecida
popularmente como porangaba (Young et al., 1998; Alves et al., 2004). Em folhas
e cascas da espécie Remijia ferruginea (Rubiaceae), também conhecida como
quina, existe relato da presenca de iriddides, triterpenos e esterdides, cumarinas,
alcaloides e flavondides (Braga et al., 2003).

Quanto a presengca de cumarinas, verificou-se, nos experimentos
realizados, a presenga desse grupo de metabdlitos somente nos extratos das
cascas das trés espécies. Estudos fitoquimicos ja realizados em extratos de C.
hexandra revelaram a presenga de flavonodides (Reher et al., 1983; linuma et al.,
1987; Dellemonache et al., 1989) e cumarinas (Aquino et al., 1988; D agostino et
al., 1989a; D agostino et al., 1989b; D agostino et al., 1990; Dellemonache et al.,
1983; Dellemonache et al., 1984; Dellemonache et al., 1990). Na espécie S.
pseudoquina foi relatado na literatura que suas folhas possuem triterpenos e
esteroides, flavonodides, cumarinas e alcaléides (Mendonga et al., 2007).

Quanto a analise da presenga de alcaléides nos extratos, os produtos
naturais quinina e estricnina foram utilizados como padrbes, uma vez que esses
compostos e seus derivados sdo comumente encontrados em outras espécies
pertencentes as mesmas familias botanicas das trés espécies avaliadas em nosso
estudo. Metabdlitos alcaloidicos sdo encontrados em diversas espécies medicinais
da familia Rubiaceae, como ipeca (Psychotria ipecacuanha), quinas (Cinchona
spp) e unha-de-gato (Uncaria tomentosa). Em algumas espécies do género
Psychotria (Rubiaceae), os alcaléides ocorrem nas folhas e possuem propriedades
analgésicas (Elisabetsky et al., 1997). Pertencente a familia Loganiaceae,
espécies do género Strychnos sdo bem conhecidas como plantas portadoras de
alta toxicidade, sendo essa propriedade atribuida principalmente ao alcaldide
estricnina e seus derivados (Philippe et al., 2004). Na investigacdo da presenca

dos alcaldides quinina e estricnina (Figura 6) nas espécies estudadas por CCD,



pode-se observar a auséncia desses compostos nos extratos etandlicos de B.
cuspidata, C. hexandra e S. pseudoquina. Mas, ndo descartando a possibilidade
dos alcaldides encontrados nas cascas das espécies vegetais sejam derivados

dos alcaldides quinina e estricnina.

‘ . - Estricnina

‘ — Quinina

Figura 6 — Esquema do cromatograma obtido da cromatofolha de silica gel GF2s4
revelada com reagente de Drangendorff. Fase mével: acetato de etila- metanol —
agua (20:7,5:5,5). 1. C. hexandra folha; 2. C. hexandra casca, 3. S. pseudoquina
folha; 4. S. pseudoquina casca, 5. B. cuspidata folha; 6. B. cuspidata casca e 7.

mistura dos padrdes de alcaldides quinina e estricnina.

De maneira geral, pode-se perceber que entre as espécies vegetais
estudadas, C. hexandra, B. cuspidata e S. pseudoquina, popularmente conhecidas
como quinas, apresentam semelhanga quanto a presenga das classes de
metabdlitos secundarios avaliados e diferem quimicamente dentro de cada
espécie ao se comparar os farmacogenos folhas e caule, principalmente em
relacdo a presenca de cumarinas e alcalodides. Estudos mais aprofundados devem
ser realizados na tentativa de correlacionar atividade farmacoldgica com grupo de

metabdlitos secundarios e/ou com principios ativos.



4.3 Perfis cromatograficos (CLAE)

A utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) conjugada a
técnica de detecgao por espectrdbmetro na regido do ultravioleta € uma ferramenta
muito util na caracterizacdo do perfil quimico de plantas, permitindo caracterizar
simultaneamente as substancias constituintes ou seus principais grupos
estruturais (Selma et al., 2002). A analise por CLAE aliada ao perfil fitoquimico,
busca verificar comparativamente a composi¢cédo quimica dos extratos vegetais
analisados.

Apos avaliagado de diferentes condigdes cromatograficas para a realizagao
do experimento por CLAE-FR, foram selecionadas duas condi¢des. Na Figura 7 e
8 encontram-se os cromatogramas obtidos nas condigbes cromatograficas 1 e 2,
respectivamente, avaliadas para extratos de cascas e folhas das espécies B.
cuspidata, C. hexandra e S. pseudoquina.

Para os extratos etandlicos de cascas e folhas de B. cuspidata, os
cromatogramas das Fig. 7a e 7b, respectivamente, obtidos com detec¢cdo em
comprimento de onda 220nm, indicam constituicdo majoritaria de compostos
polares, sendo grande parte dos compostos eluidos entre os tempos de retengao
2,7 e 9,5 min, o que levou a uma sobreposicdo de picos. Esse fato pode ser
explicado pela presenga de composto polifendlicos, como flavondide e taninos, em
ambos os extratos, como demonstrado pelos resultados da prospecc¢ao fitoquimica
por CCD. O mesmo ocorre para os extratos etandlicos das cascas (8a) e folhas
(8b) de B. cuspidata quando analisados em 254nm, com semelhanga na faixa de

eluicdo dos compostos.



. (f)

Figura 7 — Cromatogramas de CLAE-FR de extratos etandlicos na condigéo 1: (a)
extrato de cascas de B. cuspidata; (b) extrato de folhas de B. cuspidata; (c) extrato de
cascas de C. hexandra; (d) extrato de folhas de C. hexandra; (e) extrato de cascas de S.
pseudoquina; (f) extrato de folhas de S. pseudoquina. Condigdes cromatograficas: coluna
C18 Hipersil 150x4,6mm, fluxo 1 mL/min, utilizando sistema gradiente com mistura
acetonitrila e agua, com deteccdo UV em 220nm. Picos majoritarios circulados nos
cromatogramas em: (a) 2,7 a 9,5 min.; (b) 2,7 a 9,5 min.; (c) 4,5; 5,5 € 6,2 min.; (d)
6,2 e 7,2 min.; (e) 9,9 min.; (f) 1,2 e 5,9 min. As setas indicam picos em comum entre

as folhas e cascas da mesma espécie.



(e) (f)
Figura 8 — Cromatogramas de CLAE-FR de extratos etandlicos na condigéo 2: (a)
extrato de cascas de B. cuspidata; (b) extrato de folhas de B. cuspidata; (c) extrato
de cascas de C. hexandra; (d) extrato de folhas de C. hexandra; (e) extrato de
cascas de S. pseudoquina; (f) extrato de folhas de S. pseudoquina. Condigdes
cromatograficas: coluna C18 150x4,6mm, fluxo de 1 mL/min, sistema gradiente
com mistura acetonitrila e agua, com detecgcao UV em 254nm. Picos majoritarios
circulados nos cromatogramas em: (a) 2,7 a 9,5 min.; (b) 2,7 a 9,5 min.; (c) 4,7;
5,8 € 6,5 min.; (d) 6,5 e 7,6 min.; (e) 10,6 min.; (f) 1,2 e 6,4 min. As setas indicam

picos em comum entre as folhas e cascas da mesma espécie.



Quanto aos cromatogramas referentes aos extratos etandlicos para cascas
(7c) e folhas (7d) de C. hexandra, dentro da condigdo 1, os respectivos perfis
cromatograficos mostram diferengca entre a composigdo quimica desses dois
extratos. O cromatograma referente ao extrato das cascas apresenta trés picos
majoritarios com tempos de retengdo em 4,5; 5,5 e 6,2 min, enquanto dentro das
mesmas condi¢gdes cromatograficas, o cromatograma referente as folhas, pode-se
observar a presenca de dois picos majoritarios nos tempos de retengéo 6,2 e 7,2
min. Entre os extratos das cascas e folhas verifica-se um pico em comum de
tempo de retencédo 6,2; o que leva a suspeita que seja referente a um mesmo
metabdlito. Quanto aos cromatogramas referentes aos extratos etandlicos para
cascas e folhas de C. hexandra dentro da condigéo 2 (Fig. 8c e Fig. 8d), também
observa-se diferengca entre a composicdo quimica desses dois extratos. O
cromatograma registrado sob luz UV 254nm referente ao extrato das cascas
apresenta também trés picos majoritarios com tempos de retencao 4,7; 5,8 e 6,5
min, enquanto dentro das condi¢gbes cromatograficas 2, o cromatograma referente
as folhas (8d), pode-se observar a presenga de dois picos majoritarios nos tempos
de retencdo 6,5 e 7,6 min, com perfil semelhante a aquele obtido para 0 mesmo
material vegetal dentro da primeira condigdo. Pode-se verificar um pico em comum
entre os extratos das folhas e cascas de C. hexandra, com tempos de retencao
6,5 min; reforcando a suspeita que esse pico se trata de um mesmo metabdlito. A
propriedade de absor¢cao dos compostos quimicos em comprimento de onda mais
alto (254nm), dentro do espectro de luz UV, sugere a identidade fendlica dos
compostos responsaveis pelo aparecimento dos picos majoritarios nos
cromatogramas referentes a cascas e folhas de C. hexandra. Estudos mais
aprofundados de isolamento fitoquimico precisam ser realizados para a
confirmacgao dessa hipotese.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE para os extratos etandlicos de
cascas (7e) e folhas (7f) de S. pseudoquina, usando a condicdo 1, pode-se

observar que para o cromatograma das cascas, destaca-se a presenga majoritaria



de um pico com tempo de retencao 9,9 min. No cromatograma das folhas dessa
espécie (7f) ocorre uma sobreposi¢céo de picos entre os tempos de retengao 3,4 e
9,5 min, sendo detectado dois picos majoritarios no tempo de retengéo 1,2 e 5,9
min. Também foram observadas diferengcas na impressao digital dos extratos
etandlicos para cascas (8e) e folhas (8f) de S. pseudoquina na condigdo 2. No
cromatograma das cascas também foi detectado a presenga majoritaria de um
pico com tempo de retengcdo em 10,6 min, indicando a propriedade fendlica do
metabdlito responsavel por esse pico. No cromatograma referente as folhas ocorre
uma grande quantidade de picos na mesma faixa de retengdo obtida pela
condigao 1, sendo detectados dois picos majoritarios no tempo de retengdo 1,2 e
6,4 min.

Desse modo, pode-se verificar que, com excecao dos extratos de cascas e
folhas de B. cuspidata, para os demais extratos foram observados grande
diferenga nos perfis cromatograficos desses farmacogenos dentro da mesma
espécie, o0 que pode levar, consequentemente, a uma diferengca na resposta
farmacoldgica de preparados realizados a partir dessas duas fontes.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE também permitiu concluir uma
grande diferenga dos perfis cromatograficos entre as espécies, o que corrobora
para a diferenciagdo entre as drogas vegetais popularmente conhecidas como

quina.

4.4 Quantificagao de polifendis totais, proantocianidinas e flavondides em

cascas e folhas de trés espécies vegetais

4.4.1 Polifenodis totais

4.4.1.1 Curva de calibracéo para polifendis totais

A relacédo entre absorvancia e concentragao foi utilizada para a construgao

da curva de calibragcdo a partir das solugbes referéncia de pirogalol, em

concentragdes variando entre 0,4 e 4,0 ug/mL. Procedeu-se, entdo, a analise de



regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se a equagao da

reta e o coeficiente de correlagéo (Figura 9).

O valor do coeficiente de correlacéo obtido (r? = 0,9998) indicou linearidade
satisfatéria entre as leituras de absorvancia e as concentragbes de pirogalol na
faixa de 0,4 a 4,0 ung/mL. Os valores de desvio-padrao relativo (DPR) para cada
concentragao foram inferiores a 0,50 %, evidenciando a precisdo do método. A
USP 23 recomenda valores maximos de DPR de 2,0%, para determinacdes

espectrofotométricas (THE UNITED States pharmacopeia, 1995).

Curva padrao polifendis (pirogalol)
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Figura 9 - Curva de calibragdo para o pirogalol, obtida por espectrofometria no

visivel em 720 nm.

4.4.1.2 Quantificacdo de polifendis totais na amostra

A Tabela 11 apresenta os teores de polifendis totais, expressos em
pirogalol, para folhas e cascas das trés espécies analisadas, com os respectivos
desvios-padrédo. Os valores apresentados correspondem aos teores percentuais
de polifendis totais das folhas e cascas das trés espécies e cada medida refere-se

a média de trés determinacoes.



Tabela 11 - Teor médio de polifendis totais das folhas e cascas das espécies
Coutarea hexandra, Strychnos pseudoquina e Bathysa cuspidata (percentual +

desvio-padrao, n = 3), expressos em pirogalol.

Amostras Siglas Abs. (X) Teor (%p/p)
expresso em teor

de pirogalol®

S. pseudoquina  Folhas SPF 0,067 £ 0,012 1,63°
Cascas SPC 0,067 + 0,014 1,63 °

C. hexandra Folhas CHF 0,269 + 0,009 5,37°
Cascas CHC 0,237 + 0,003 4,93%°

B. cuspidata Folhas BCF 0,214 + 0,020 4,50°
Cascas BCC 0,284 + 0,033 5,87 2

* As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna n3o diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Muitos relatos de propriedades benéficas para a saude tém sido atribuidos
aos metabdlitos polifendlicos das plantas como antiviral, antimicrobiana,
antiinflamatéria e efeito anticoagulante humana (McGregor et al., 1999; Spignoli,
2000).

Os teores de polifendis totais em folhas e cascas de S. pseudoquina foram
significativamente inferiores aos teores encontrados para folhas e casca de B.
cuspidata e C. hexandra. Na literatura ndo foram encontrados relatos especificos
de quantificagao de polifendis para as espécies S. pseudoquina, C. hexandra e B.
cuspidata.

Com base no tratamento estatistico pode-se inferir que para as espécies S.
pseudoquina e C. hexandra, o teor de polifendis totais nao difere entre folhas e
cascas, dentro de cada espécies. O mesmo nao ocorre com as espécies B.
cuspidata, pois ocorre variagdo no teor de polifendis em relagdo as folhas e
cascas. Os maiores valores encontrados foram para as folhas e cascas de C.

hexandra e a casca de B. cuspidata e estas nao diferem em seus valores entre si.



O alto teor de polifendis nas cascas de B. cuspidata pode explicar o uso popular
dessa droga vegetal, na forma de pd seco, sobre feridas da pele, visando a

cicatrizagao. Tal fato pode ser explicado pela presenca de taninos.

4.4.2 Proantocianidinas
4.4.2.1 Curva de calibracao para proantocianidinas

Os teores de proantocianidinas nas cascas e folhas das trés espécies
estudadas foram determinados por espectrofotometria na regido do visivel a 500
nm.

Para a constru¢gdo da curva de calibragdo utilizaram-se solugdes de
catequina, no intervalo de concentragdes de 6,6 a 66 pug/mL, procedendo-se a
leitura das absorvancias a 500 nm. Os dados obtidos foram utilizados para
construgdo da curva de calibragdo, procedendo-se a analise de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados (Figura 10).

O valor do coeficiente de correlagdo obtido (r? =0,9931) indicou linearidade
satisfatéria entre as leituras de absorvancia e as concentragcbes de catequina na
faixa utilizada. Os valores encontrados para DPR foram inferiores a 0,50 %,
indicando a precisdo do método. A USP 23 recomenda valores maximos de DPR
de 2,0%, para determinagdes espectrofotométricas (THE UNITED States
pharmacopeia, 1995).
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Figura 10 — Curva de calibragado para a catequina, obtida por espectrofotometria

no visivel em 500 nm.

4.4.2.2 Quantificagado de proantocianidinas nas amostras

Na Tabela 12 estdo dispostos os teores percentuais de proantocianidinas,
expressos em catequina, seguido dos desvios-padrdo, para as amostras de
extratos etandlicos de cascas e folhas das trés espécies. Estes resultados

correspondem a média de trés determinagdes.

Tabela 12 - Teor de proantocianidinas de cascas e folhas das espécies Coutarea

hexandra, Strychnos pseudoquina e Bathysa cuspidata, expressos em catequinas.

Amostras Siglas Abs. (X) Teor (%p/p) expresso em
teor de catequinas”

S. pseudoquina  Folhas SPF 0,018 + 0,002 1,27 €
Cascas SPC 0,019 + 0,007 1,34 °¢
C. hexandra Folhas CHF 0,027 + 0,002 1,81°
Cascas CHC 0,049 + 0,001 3,01°
B. cuspidata Folhas BCF 0,045 + 0,004 2,79°
Cascas BCC 0,063 + 0,005 3,79°

* As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna nao diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.



Mais recentemente, as proantocianidinas tém atraido interresses pelas suas
propriedades antioxidantes (Ricardo et al., 1991; Ursini et al., 2001).

Na literatura ndao foram encontrados relatos especificos de quantificacdo de
proantocianidinas para as trés espécies de quina em analise.

Com base no tratamento estatistico podemos inferir que entre as folhas e
cascas da espécie S. pseudoquina, os teores de proantocianidinas nao diferem
entre si. O mesmo nao ocorre com as especies B. cuspidata e C. hexandra, pois
ocorre variagao no conteudo, para a mesma classe de metabdlitos, entre as folhas
e cascas. O maior valor de proantocianidina encontrado foi para as cascas de B.
cuspidata. Como para a quantificagcdo de polifendis totais o teor também foi
elevado para essa droga vegetal (5,87%), pode-se agora concluir que a maior

parte desses compostos polifendlicos sdo representados pelas proantocianidinas.

4.4.3 Flavonoéides

4.4.3.1 Curva de calibracéo para flavonoides

A quantificacao de flavonodides totais nas cascas e folhas das trés espécies
analisadas foi realizada por espectrofotometria no visivel.

Construiu-se a curva de calibracdo com solugdes de rutina na faixa de
concentragdes de 2,0 a 50,0 ug/mL, procedendo-se a leitura das absorvancias
correspondentes, a 420 nm. Esses dados foram utilizados para construgcdo da
curva de calibragéo, procedendo-se a analise de regresséo linear pelo método dos

minimos quadrados (Figura 11).
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Figura 11 — Curva de calibragdo para a rutina utilizada para a determinagéo

espectrofotométrica de flavondides totais, a 420 nm.

O valor do coeficiente de correlacéo obtido (r* = 0,9993) indicou linearidade
satisfatéria, na faixa de 2,0 a 50,0 ug/mL de rutina. Os valores encontrados para
DPR foram inferiores a 0,50%, indicando a precisdo do método. A USP 23
recomenda valores maximos de DPR de 2,0%, para determinagbes

espectrofotométricas (THE UNITED States pharmacopeia, 1995).

4.4.3.2 Quantificacdo de flavonoides totais

A Tabela 13 apresenta os teores de flavondides totais, expressos em rutina,
e os respectivos desvios-padrao, nas cascas e folhas das trés espécies.

Os flavondides sao reconhecidos por sua atividade antioxidante,
antibacteriana, antiinflamatéria, antialérgica, antiviral, anticarcinogénica e
hepatoprotetora (Middleton et al., 2000).



Tabela 13 - Teor de flavondides totais nas cascas e folhas das espécies Coutarea
hexandra, Strychnos pseudoquina e Bathysa cuspidata (percentual *+ desvio-

padréo), expressos em rutina.

Amostras Siglas Abs. (X) Teor (%pl/p)
expresso em

teor de rutina”

S. pseudoquina  Folhas SPF 0,200 + 0,087 0,80°
Cascas SPC 0,849 + 0,217 3,062
C. hexandra Folhas CHF 0,231 + 0,022 0,91°
Cascas CHC 0,077 £ 0,010 0,37°
B. cuspidata Folhas BCF 0,143 £ 0,072 0,60°
Cascas BCC 0,067 + 0,010 0,34°

* As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna néo diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com base no tratamento estatistico pode-se inferir que entre as folhas e
cascas da espécie C. hexandra e B. cuspidata e folha de S. pseudoquina nao
diferem entre si no que diz respeito ao conteudo de flavondides. Para a casca de
S. pseudoquina foi encontrado o maior valor e este difere de todos os outros
valores encontrados para flavondides. Esse resultado, analisado juntamente com
o perfil cromatografico por CLAE, com absor¢dao em luz UV na regido de 254nm
(Fig. 8e), obtido para as cascas de S. pseudoquina, o qual apresentou um pico
majoritario em 10,6 min, sugere que o extrato apresenta alto teor de um composto
flavonoidico, ainda desconhecido. Pesquisas fitoquimica de isolamento e
elucidacao estrutural deverdo ser conduzidas para a descoberta desse produto
natural. Na literatura ndo foram encontrados relatos especificos de quantificagao

de flavondides para as trés espécies de quina em analise.



4.5 Mutagenicidade

Nos dias atuais, cerca de 65% da populagdo mundial faz uso de plantas em
seus tratamentos medicinais (Elgorashi et al., 2003). No Brasil, essa realidade nao
é diferente, principalmente devido a riqueza de espécies vegetais disponiveis nas
diferentes regides do pais. No entanto, apesar da utilizagdo de plantas medicinais
no tratamento das mais diversas doengas ser uma pratica bastante antiga e
comum na populagao brasileira, seu consumo pode constituir um risco, pois as
plantas sintetizam, através de seu metabolismo secundario, uma grande
quantidade de compostos téxicos, aparentemente como uma importante defesa
contra predadores.

Estudos toxicologicos tém sido realizados com apenas uma pequena
porcentagem destes compostos quimicos (Cassady et al., 1990), e, dessa forma,
os efeitos adversos das plantas mais comumente utilizadas pelo homem séao
pouco conhecido (Elgorashi et al., 2003). A literatura descreve varios estudos
envolvendo plantas medicinais, sendo que varios deles tém demonstrado que
produtos delas derivados podem apresentar atividade mutagénica in vitro e in vivo
(Higashimoto et al., 1993; Sohni et al., 1994; Kassie et al., 1996). Estes efeitos
demonstram a importancia de estudos de toxicidade e de mutagenicidade das

plantas comumente utilizadas pela populacéo brasileira.

4.5.1 Avaliagao da atividade mutagénica de folhas e cascas de C. hexandra

Para avaliacdo da mutagenicidade in vitro da espécie C. hexandra das
folnas e cascas foram utilizadas cinco diferentes concentragbes do extrato
etandlico obtido desta planta para duas linhagens de S. typhimurium TA100 e
TA98 (Tabela 14). Pode ser observado que nao houve relagao linear entre as
doses testadas e o numero de colénias revertentes tanto para a folha quanto para
a casca e nao houve diferenga estatisticamente significativa entre o controle

negativo e as doses testadas para a folha.



Para a casca houve diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado
e o controle negativo, indicando possivel atividade mutagénica. Pela razdo de
mutagenicidade (RM) nenhuma das doses testadas, tanto para a folha quanto

para a casca, apresentou indice maior ou igual a 2.

Tabela 14 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razao de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragdes

dos extratos etandlicos de folhas e cascas de Coutarea hexandra.

Tratamento TA98 TA100

(mg/placa) Folha Casca Folha Casca
DMSO 31,6+0,5 147,0 £ 6,2

Ctrol + 96,6 + 11,5° 1110,6 + 107,4°

2,06 35,3 +3,2(1,1)* 37,3+4,7(1,2) 148,0+8,0(1,0)* 166,6 + 12,8(1,1)*
4,12 35,3+ 7,0(1,1)* 41,6 +7,5(1,3)* 166,6 +41,6(1,1)* 174,6 + 18,0(1,2)*
8,25 42,6 +4,1(1,3)* 37,6 £5,5(1,2) 185,6 +3,2(1,3) 147,0 +6,5(1,0)
12,37 33,3+1,1(1,0)* 53,6 +1,5(1,7) 174,0+7,9(1,2)* 171,3+5,6(1,2)*
16,50 33,6 £ 1,5(1,0)* 61,6 £3,7(1,9)* 185,3+16,2(1,3)* 154,3 + 3,2(1,0)*

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
O-fenilenodiamino — 2,5 ug/placa); b Azida sddica (1,25 ug/placa); *P <0,01.

Entdo, a partir desses resultados, podemos verificar que os extratos
etandlicos de folhas e cascas desta espécie ndo apresentaram mutagenicidade e
nem citotoxicidade em nenhuma das doses testadas para nenhuma das linhagens
utilizadas. Mas como o extrato da casca apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao controle negativo e linearidade entre as doses testadas, este pode ser
considerado como causador de indicios de mutagenicidade. Isto significa que esta

amostra pode conter compostos capazes de causar danos ao DNA.



4.5.2 Avaliacado da atividade mutagénica de folhas e cascas de S.

pseudoquina

Para avaliagdo da mutagenicidade in vitro da espécie S. pseudoquina,
folnas e cascas, foram utilizadas cinco diferentes concentracbées do extrato
etandlico obtido desta planta para duas linhagens de S. typhimurium TA100 e
TA98 (Tabela 15). O extrato da folha apresentou mutagenicidade nas doses
avaliadas para as duas linhagens testadas, mas o extrato da casca nao
apresentou nas mesmas doses testadas, porém, foi citotoxico para a linhagem
TA100, sem ativagdo metabdlica. Isto quer dizer que ocorreu morte celular
bacteriana devido a toxicidade das doses testadas, indicando um menor numero
de colbnia revertentes em relagcdo ao controle negativo. Desde modo, foram
testadas novas doses para o extrato etandlico da casca desta espécie (Tabela 16).
Para a folha desta espécie pode-se observar uma relacao linear entre as doses
testadas e o numero de col6nias revertentes, mas nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre o controle negativo e as doses testadas. Pela
razao de mutagenicidade (RM) as doses testadas apresentaram indice maior ou
igual a 2. Ja para a casca, testada com doses menores, pode ser observado que
ndo houve relacdo linear entre as doses testadas e o numero de coldnias
revertentes e ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre o controle
negativo e as doses testadas. Pela razdo de mutagenicidade (RM) nenhuma das

doses testadas apresentou indice maior ou igual a 2.



Tabela 15 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragdes

dos extratos etandlicos de folha e casca de Strychnos pseudoquina.

Tratamento TA98 TA100

(mg/placa) Folha Casca Folha Casca
DMSO 21,3+94 131,0£1,7

Ctrol + 119,3 + 3,8° 1304,0 £ 125,7°

3,33 40,0 £4,6(1,8)* - 142,3 £ 3,0(1,1)* 142,0£ 9,6
6,66 443 + 5,0(2,0)* - 174,3 £7,6(1,3)* Citotdxico
13,30 46,0 £ 5,2(2,1)* - 178,6 £ 9,8(1,4)* Citotdxico
19,95 58,0 £ 2,0(2,7)* - 212,0 £ 20,1(1,6)* Citotoxico
26,60 73,0 £ 3,0(3,4)* - 269,6 £ 6,4(2,1)* Citotoxico

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
O-fenilenodiamino — 2,5 pg/placa); b Azida sdédica (1,25 ug/placa); *P <0,01. A coluna com
tracos “—* indica que nestas doses utilizadas nao foi realizado o teste de Ames para a
linhagem TA98.

Podemos verificar, a partir desses resultados, que o extrato etandlico da
folha de S. pseudoquina apresentou mutagenicidade nas linhagens utilizadas. No
extrato etanolico da casca n&o foi verificada atividade mutagénica, mas
apresentou citotoxicidade em doses elevadas. No entanto, em doses menores néo
apresentou mutagenicidade e citotoxicidade. O resultado sugere cautela na
utilizagdo do extrato de folhas e cascas de S. pseudoquina, pois 0 uso prolongado

pode levar a danos ao organismo e ao DNA.



Tabela 16 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragées do

extrato etandlico da casca de Sthychnos pseudoquina.

Tratamento TA98 TA100
(mg/placa)
DMSO 30,3+3,0 158,6 + 9,6
Ctrol + 91,6 +7,2° 1397,3 + 55,1°
0,42 32,0 + 3,0(1,0)* 175,0+ 3,6(1,1)*
0,83 28,0 £ 7,2(0,9)* 179,0 £ 6,5(1,1)*
1,66 30,6 + 8,1(1,0)* 172,6 £ 1,5(1,0)*
2,49 32,0 + 3,4(1,0)* 183,6 + 4,5(1,2)*
3,33 35,0 +£4,0(1,1)* 170,6 £16,2(1,0)*

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
0 phenilenediamina — 2,5 pg/placa); b Azida Sédica (1,25 pg/placa); *P <0,01.

4.5.3 Avaliagao da atividade mutagénica de folhas e cascas de B. cuspidata

Para avaliacdo da mutagenicidade in vitro da espécie B. cuspidata das
folhas e cascas foram utilizadas cinco diferentes concentragdes do extrato
etandlico obtido desta planta para duas linhagens de S. typhimurium TA100 e
TA98 (Tabela 17). Pode ser observado que ndao houve relagao linear entre as
doses testadas e o numero de colbnias revertentes e nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre o controle negativo e as doses testadas. Pela
razdo de mutagenicidade (RM) nenhuma das doses testadas apresentou indice

maior ou igual a 2.



Tabela 17 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragdes

dos extratos etandlicos de folhas e cascas de B. cuspidata.

Tratamento TA98 TA100

(mg/placa) Folha Casca Folha Casca
DMSO 28,0+£3,4 125,3+£6,0

Ctrol + 161,3 £+ 52,12 1296,0 + 62,4°

0,51 38,6 +9,5(1,4)* 280+34(1,1)*  153,3+£9,8(1,2)* 162,0+17,3(1,3)*
1,03 440+7,8(1,6)* 440+1,7(16)* 162,0%6,0(1,3)* 202,0+7,9(1,6)*
2,06 31,0+5,2(1,1)* 38,6 +9,(1,2) 196,0 + 1,7(1,5)*  180,3  4,0(1,4)*
3,09 39,0 +5,5(1,4)* 44,0+7,8(1,0) 193,6 + 15,8(1,5*) 229,6 + 12,7(1,8)*
4,12 36,0 +8,5(1,3) 31,0+5,2(1,2)* 183,0 £+ 3,6(1,4) 181,3+17,3(1,4)*

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
o phenilenediamina — 2,5 ug/placa); b Azida Sédica (1,25 ug/placa); *P <0,01.

Podemos verificar, a partir desses resultados, que os extratos etandlicos da
casca e folha desta espécie nao apresentaram mutagenicidade e nem

citotoxicidade em nenhuma das linhagens utilizadas.

4.5.4 Avaliagao da atividade mutagénica dos alcaldides quinina e estricnina

Para avaliagdo da mutagenicidade in vitro dos alcaléides quinina e
estricnina foram utilizados cinco diferentes concentragbes do extrato etandlico
obtido desta planta para duas linhagens de S. typhimurium TA100 e TA98 (Tabela
18). Pode ser observado que nao houve relagio linear entre as doses testadas e o
numero de colbnias revertentes. Nas doses testadas, os alcaloides apresentaram
citoxicidade na linhagem TA 98, sem ativacao metabdlica. Desse modo, foram

testadas novas doses para os alcaloides (Tabela 19).



Tabela 18 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) na linhagem
TA98 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragbes dos

alcaldides quinina e estricnina.

Tratamento TA98

(mg/placa) Quinina Estricnina
DMSO 26,3+ 3,78

Ctrol + 132,0 £ 4,35°

0,037 31,0 £9,53(1,2)* 33,6 £7,37(1,3)*
0,075 25,0 £ 3,60(0,9)* 26,0 £ 6,24(1,0)*
0,150 35,0 + 5,56(1,3)" 25,6 £ 4,50(1,0)*
0,225 citotéxico citotéxico

0,300 28,0 £ 8,54(1,1)* citotoxico

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
o phenilenediamina — 2,5 ug/placa); *P <0,01.

Tabela 19 - Atividade mutagénica expressa pela média do numero de revertentes,
desvio padrao e razao de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens
TA98 e TA100 de Salmonella typhimurium expostas a diferentes concentragdes

dos alcaldides quinina e estricnina.

Tratamento TA98 TA100

(mg/placa) Quinina Estricnina Quinina Estricnina

DMSO 29,0 £ 7,00 113,6 + 8,02

Ctrol + 233,3+ 3,51° 1341,3 + 136,07 °

0,51 35,0 £5,19(1,2)* 30,0 £3,00(1,0)* 143,0+1,00(1,3)* 96,3 +9,01(0,8)*
1,03 32,0 £6,24(1,1)* 30,0+1,73(1,0)* 190,0 + 17,34(1,7)* 103,3 + 14,15(0,9)*
2,06 34,6 £9,07(1,2) 29,6 £3,51(1,0)* 166,3 +3,05(1,5)*  114,0 £ 25,15(1,0)*
3,09 30,0 £5,19(1,0) 28,3 +3,78(0,9 121,3+8,50(1,1)* 114,6 £ 10,69(1,0)*
4,12 30,3+4,61(1,0)* 32,6 £5,03(1,1) 121,3+19,75(1,1)* 95,3 +7,23(0,8)*

Nota: DMSO: 100 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): a NPD (4-nitro-
o phenilenediamina — 5 ug/placa); b Azida Sédica (1,25 ug/placa); *P <0,01.



Em com doses menores, pode ser observado que n&o houve relagao linear
entre as doses testadas e o numero de colbnias revertentes e ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre o controle negativo e as doses testadas. Pela
razdo de mutagenicidade (RM) nenhuma das doses testadas apresentou indice
maior ou igual a 2 para ambos os alcaldides.

Para os alcaldides, quinina e estricnina, ndo foram verificados atividades
mutagénicas, mas apresentaram citotoxicidade em doses elevadas. Em doses
menores nao apresentou mutagenicidade e nem citotoxicidade. Isto demonstra
que deve haver cautela na utilizagcdo destes alcaldides, pois o uso prolongado

pode levar a danos para o organismo.

4.5.5 Resultados de mutagenicidade e metabolismo secundério

De acordo com os estudos fitoquimicos realizados neste trabalho, foram
identificados nos extratos avaliados, triterpenos e esterdides, flavondides e taninos
tanto nas cascas, como nas folhas das trés espécies. Ja a presenga de cumarinas
e alcaldides foram evidenciados apenas nas cascas. Esse fato pode ser
responsavel pelos diferentes resultados encontrados para a atividade mutagénica.
Sabe-se que cada classe de metabdlito pode possuir tanto atividade benéfica
quanto prejudicial a saude humana.

Os taninos sdo descritos na literatura como compostos capazes de
apresentar atividades antimutagénica (Dauer et al., 2003), antioxidante (Haslam,
1996), antitumoral (Saleem et al., 2002), dentre outras. Entretanto, esses
polifendis, da mesma forma que os flavondides, apresentam potencial pro-
oxidante (Labieniec et al.,, 2003). De acordo com esses autores, os taninos, na
presenca de ions metalicos, deixam de ser antioxidantes e se tornam pro-
oxidantes, citotdéxicos e genotoxicos. Um outro estudo demonstrou a atividade
genotoxica de taninos em células de mamiferos, causando quebras de fita
simples, detectadas através do teste do cometa (Labieniec et al., 2003).

Segundo Yamakoshi et al. (2002), uma fracdo enriquecida de

proantrocianidinas, obtido das sementes de uvas, n&o apresentou efeitos



mutagénicos pelos testes de Ames, de Aberracdo cromossdmica in vitro e do
Micronucleo em células de camundongos. Por outro lado, de acordo com Dauer et
al. (2003), uma fragdo de proantocianidinas obtida de Hamamelis virginiana
causou quebras da molécula de DNA de hepatdcitos, as quais foram detectadas
através do teste do cometa. Porém, segundo este mesmo trabalho, essa fragao de
taninos apresentou também atividade antigenotdxica in vitro.

Nao foram encontrados estudos que creditassem atividade genotdxica aos
triterpendides. Por outro lado, varios trabalhos revelam atividades biologicas
bastante promissoras para esses compostos como antimutagenicidade (Resende
et al., 2006) e atividade antitumoral (Fukuda et al., 2006).

O extrato metandlico de Stevia pilosa e Stevia eupatoria pode ser nao
somente um bom recurso alimentar natural, mas também um protetor contra
mutagenicidade induzida por mutagenos que alteram o quadro de leitura ou
alquilantes. A avaliagdo dos constituintes destes extratos sugere que luteolina e
quercetina, provavelmente agem em sinergismo, podendo explicar as observagdes
evidenciadas. Pesquisas resentes tém revelado que estes componentes tém forte
potencial antimutagénica e antioxidante ou estdo envolvidos em atividade
anticarcinogénicas (Horvathova et al., 2003; Horvathova et al., 2004; Manju et al.,
2005; Samy et al., 2006; Farombi; Onyema, 2006; Zhang et al., 2006).

Os flavonoides, outra classe de metabdlitos seundarios, sdo reconhecidos
por sua atividade antioxidante (Rice-Evans, 2001; Heim et al., 2002; Soobrattee et
al., 2005), a qual vem sendo relacionada a outros efeitos benéficos: atividades
antibacteriana, antiinflamatéria, antialérgica, antiviral, anticarcinogénica e
hepatoprotetora (Middleton et al., 2000). Conforme afirmado anteriormente, a
atividade antioxidante dos flavondides esta diretamente relacionada a sua
estrutura quimica, sendo um elemento bastante relevante a quantidade de
hidroxilas presentes na molécula, dentre outros fatores.

Porém, apesar desses compostos terem uma atividade antioxidante
bastante significativa, varios estudos vém creditando atividades pro-oxidantes e
mutagénicas aos flavondides (Rueff et al., 1992; Silva et al., 2002; Rietjens et al.,

2005). Da mesma forma que a atividade antioxidante, os danos ocasionados por



esses compostos sao relacionados com a estrutura quimica e os elementos
presentes na molécula.

Quanto aos alcaldides, muitos desses compostos sao reconhecidos por sua
genotoxicidade (Wang; Peng, 1996; Mei et al., 2004, 2005; Ansah et al., 2005),
porém, varios deles ja demonstraram um potencial farmacolégico muito
proeminente, apresentando atividade antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral
(Kingston et al.,1978; Frederich et al., 1999). Alcaldides tal como vincristina e
vimblastina sao descritos por serem responsaveis em aberragdes cromossémicas
observadas em extrato aquoso de Borreria filiformis e Vinca rosea (Ene; Osuala,
1990). A espécie Piper sanctum contém muitos alcal6ides aporfirinicos bioativos,
cavapirones e piperolidas com conhecido efeito no sistema nervoso central, sento
também citotoxico (Mata et al., 2004).

Pelos resultados obtidos para os alcalodides quinina, presente em plantas do
tipo “quina”, e estricnina, presente em plantas do género Strychnos, pode-se
perceber que estes ndo apresentam potencial de mutagenicidade mas
citotoxicidade em doses mais elevadas. Deste modo devem-se tomar maiores
precaugdes na utilizacao destes alcaloides.

Tendo em vista essas informacgdes, pode-se inferir que mesmo a presenca
de compostos com potencial mutagénico na composigdo quimica dos extratos
vegetais, os extratos etandlicos das cascas e folhas de C. hexandra e B. cuspidata
nao ocasiona uma mutagenicidade efetiva no teste realizado, mas a casca da
espécie C. hexandra apresentou-se com indicios de mutagenicidade por analise
estatististica. Provavelmente, a interacdo entre esses compostos presentes no
extrato é fundamental para que esse potencial se expresse concretamente ou nao.
Analises mais aprofundadas deverao ser realizadas para a confirmagao destes
resultados, levando a uma maior seguranga para a populagdo. Como a populagao
utiliza a casca nos preparados medicinais e o resultado de mutagenicidade
revelou auséncia de atividade tanto na casca como na folha destas espécies, faz-
se necessario confirmar se as folhas possuem as mesmas atividades

farmacologicas das cascas.



Ja o extrato etandlico da folha de S. pseudoquina ocasionou uma
mutagenicidade efetiva no teste realizado para as linhagens TA98 e TA100 sem
ativacdo metabdlica, como ja havia sido verificado por Santos et al., 2006b. No
extrato da casca desta mesma espécie nao foi verificado mutagenicidade efetiva
no teste realizado, mas apresentou citotoxicidade em doses elevadas. Esta
citotoxicidade provavelmente se deve a composi¢cdo quimica do extrato vegetal.
Com estes resultados é necessario que se tenha maior cuidado na utilizagcao desta
espécie no tratamento de doencgas tanto para a casca quanto, principalmente, para
a folha.

Por tudo que foi descrito e discutido até esse ponto, podemos verificar que
a compreensdo dos efeitos de um tratamento com extratos vegetais é algo muito
complexo. Nao se trata apenas de saber que efeito individual cada composto ou
classe de compostos apresenta. E necessario levar em consideracdo que esses
compostos interagem entre si e com o sistema bioldgico no qual sédo realizados os

ensaios.



5. CONCLUSAO

De acordo com os dados reunidos nesse trabalho podemos concluir que:

e A prospeccédo fitoquimica por CCD dos extratos etandlicos das cascas e
folnas das espécies popularmente conhecidas como quina, C. hexandra, B.
cuspidata e S. pseudoquina, apresentaram composigdo semelhante quanto a
classes de metabdlitos secundarios. Para as trés espécies analisadas
observou-se uma diferengca entre as classes de metabdlitos secundarios
entre as cascas e as folhas dentro das mesmas, sendo que nas cascas
soma-se a presenga de cumarinas e alcaloides, inexistentes nas folhas.

. Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR dos extratos de cascas e
folnas das trés espécies constituem uma contribuicdo para a identificagdo
desses extratos com fins ao controle de qualidade de amostras
comercializadas como quina. A impressao digital por CLAE contribui,
também, para futura padronizacdo e utilizacdo desses extratos no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

. Na quantificagao de polifendis, proantocianidinas e flavonodides foi observada
uma variagao significativa entre os teores desses metabdlitos nos extratos
analisados. O extrato das cascas de B. cuspidata se destacou entre os
demais pelo maior teor de proantocianidinas (3,79%), tendo o conteudo de
polifenois (5,87%) apenas comparado com as folhas de C. hexandra. As
folhas de S. psedudoquina apresentaram teor de flavondides (3,06%)
significativamente superior aos demais extratos.

. Os extratos etandlicos das cascas e folhas das espécies B. cuspidata e C.
hexandra ndo apresentaram efeitos mutagénicos in vitro. Ja a folha de S.
pseudoquina apresentou agado mutagénico in vitro, ocasionando mutagoes
pontuais no DNA de S. typhimurium. Para essa mesma espécie, o extrato das
cascas apresentou citotoxicidade em altas doses. Os compostos fendlicos
(flavondides e taninos) podem ter um papel relevante na mutagenicidade do

extrato das folhas de S. pseudoquina.



Apesar de varios alcaldides apresentarem alta toxicidade, os testes de
mutagenicidade dos alcaldides quinina e estricnina foram negativos para as
linhagens TA98 e TA100, sem ativacdo metabodlica. No entanto, esses
alcalbdides apresentaram citotoxicidade em doses mais elevadas.

Quanto ao uso popular de S. pseudoquina, C. hexandra e B. cuspidata, o fato
de haver emprego das cascas das respectivas espécies e tal farmacdgenos
nao terem evidenciado mutagenicidade no teste de Ames, sem ativagéo
metabdlica, até o momento, ndo existem evidéncias que levem a proscricao
dessas drogas vegetais. Estudos empregando teste de Ames, com ativagéo

metabdlica, precisam ainda ser conduzidos para confirmacgao desse fato.
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