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Resumo

As folhas de Campomanesia sessiliflora (conhecida popularmente como guabiroba-verde) sdo
consumidas por infuséo pela populacéo, tendo grande importéncia socioeconémica e cultural,
além do impactar a salde da populacdo local, todavia ha poucos estudos em relacdo as
atividades bioldgicas desta planta, neste sentido objetivou-se analisar a acdo antiproliferativa

e mutagenicidade em Allium cepa, bem como a composicdo quimica da infusdo das folhas de
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C. sessiliflora. A infusdo das folhas de C. sessiliflora apresentou 106,50 + 10,10 mg g* de
compostos fendlicos, 47,58 + 0,20 mg g de flavonoides e 0,22 + 0,01 mg g* de taninos, ja
no teste em A. cepa o extrato ndo induziu a formacdo de micronucleos e morte celular em
concentragdes igual ou abaixo de 0,5 mg mL™, no entanto com indices significativamente
menores que o controle negativo na concentragdo de 1,0 mg mL™. Os resultados obtidos
indicam efeito antiproliferativo dependente da concentracdo do extrato.

Palavras-chave: indice de morte celular; Microntcleos; indice mitético.

Abstract

The leaves of Campomanesia sessiliflora (popularly known as guabiroba-verde) are
consumed by infusion by the population, having great socioeconomic and cultural
importance, in addition to impacting the health of the local population, however there are few
studies regarding the biological activities of this plant, in this sense The objective was to
analyze the antiproliferative and mutagenicity action in Allium cepa, as well as the chemical
composition of the C. sessiliflora leaves infusion. The infusion of C. sessiliflora leaves showed
106.50 + 10.10 mg g* of phenolic compounds, 47.58 + 0.20 mg g of flavonoids and 0.22 + 0.01 mg
g of tannins, already in the test in A. cepa the extract did not induce the formation of micronuclei and
cell death in concentrations equal to or below 0.5 mg mL™*, however with significantly lower rates
than the negative control at a concentration of 1.0 mg mL™. The results obtained indicate an
antiproliferative effect depending on the concentration of the extract.

Keywords: Cell death index; Micronuclei; Mitotic index.

Resumen

Las hojas de Campomanesia sessiliflora (conocida popularmente como guabiroba-verde) son
consumidas por infusién por la poblacion, teniendo una gran importancia socioeconémica y
cultural, ademas de afectar la salud de la poblacion local, sin embargo, hay pocos estudios
sobre las actividades biologicas de esta planta, en este sentido. El objetivo fue analizar la
accion antiproliferativa y mutagénica en Allium cepa, asi como la composicion quimica de la
infusién de hojas de C. sessiliflora. La infusion de hojas de C. sessiliflora mostré 106.50 + 10.10
mg g de compuestos fendlicos, 47.58 + 0.20 mg g de flavonoides y 0.22 + 0.01 mg g de taninos,
ya en la prueba en A. cepa, el extracto no indujo la formacion de microndcleos y la muerte celular en
concentraciones iguales o inferiores a 0.5 mg mL™, sin embargo, con tasas significativamente mas
bajas que el control negativo a una concentracién de 1.0 mg mL*. Los resultados obtenidos indican un

efecto antiproliferativo dependiendo de la concentracion del extracto
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Palabras clave: indice de muerte celular; Microntcleos; indice mitético.

1. Introducéo

O Brasil possui em torno de 15 a 20% da biodiversidade mundial, facilitando a pratica
fitoterapica pela populacdo, ajudando assim a combater doencas, com o cerrado abrigando
30% da biodiversidade do pais, sendo o segundo maior bioma do Brasil, com grande
variedade de plantas fitoterapicas (Cunha & Bortolotto, 2011).

Dentre as plantas estudadas neste bioma, o género Campomanesia vem apresentando
compostos biologicamente ativos (Catelan, et al., 2018a). Esse género tem grande relevancia
para o estado do Mato Grosso do sul, culminando na Lei 5.082 de novembro de 2017 que
considera o fruto deste género, normalmente denominado guavira, como simbolo do estado.

A Campomanesia sessiliflora, conhecida popularmente como guabiroba-verde é
encontrada em Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e no Rio Grande do Sul (Kataoka &
Cardoso, 2013), possui poucos estudos farmacologicos, porém apresenta grande potencial
terapéutico, além de apresentar acdo antioxidante e fotoprotetora, também sendo promissora
para incorporagdo em produtos multifuncionais (Catelan, et al., 2019).

Devido ao impacto do consumo de plantas fitoterapicas na saude publica, o Ministério
da Saude estabeleceu em 2006, por meio do decreto n°5813, o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicas, que busca a melhoria da salde, fortalecimento da agricultura
familiar, uso sustentavel da biodiversidade brasileira, geracdo de empregos e desenvolvimento
tecnoldgico e industrial.

O consumo de fitoterdpicos pela populacdo gera beneficios para a sadde, contudo
algumas infusGes de plantas podem apresentar toxicidade e efeito mutagénico (Frescura;
Laughinghouse IV; Tedesco, 2012).

Neste sentido, o teste de toxicidade e mutagenicidade tém grande relevancia
(Fachinetto, et al., 2007) e estas avaliacbes podem ser realizadas com a espécie Allium cepa.
O A. cepa é material pioneiro no estudo de deformidades genéticas causadas por acdo de
compostos quimicos, mostrando Otimos resultados para este tipo de estudo e tendo baixo
custo (Madic et al, 2017). Este modelo biol6gico é amplamente utilizado, com a alteragdo do
seu indice mitotico, assim como a presenca de morte celular e microntcleos sendo utilizados
como parametros para avaliar o potencial mutagénico e também antiproliferativo de amostras
(Leme; Marin-Morales, 2009).
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Todavia ndo h4 estudos analisando o efeito da infusdo das folhas de C. sessiliflora no
teste de A. cepa, assim objetivou-se analisar a analisar a agdo antiproliferativa e mutagenicidade
da infusdo das folhas de C. sessiliflora em A. cepa assim como a avaliar os teores de

metabolitos secundarios na sua composic¢ao quimica.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal e composic¢ao quimica

As folhas de C. sessiliflora (registro 2193 no Herbario da UFGD) foram coletadas no
Horto de Plantas Medicinais da UFGD em Dourados-MS. As folhas foram secas em estufa de
circulacdo de ar a 37 = 2 ° C e trituradas em um moinho do tipo Willey (Marconi) com uma
peneira de malha 10. Posteriormente, a amostra foi embalada, rotulada e armazenada a
temperatura ambiente.

A obtencdo do extrato da C. sessiliflora ocorreu pelo método de infusdo, conforme
relata Catelan et al. (2018b). As folhas na concentracio de 20 g L™ foram colocadas em
contato com agua na temperatura de 95-100 °C por 10 minutos em recipiente fechado. Em
sequéncia filtrou-se o extrato e liofilizou-os (Alpha 1-2LD Plus, Christ, com os parametros de
vacum 0.045 mbr e temperatura de — 42°C), posteriormente armazenado o extrato em frascos
hermeticamente fechados.

Os extratos foram solubilizados na concentragdo de 1 mg mL™ em 4gua destilada para

avaliacdo dos teores de compostos fendlicos, flavonoides e taninos.
Os compostos fenodlicos e flavonoides foram determinados pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau (Djeridane, et al., 2006). O resultado esta expresso em mg de &cido galico
por g de extrato liofilizado para compostos fendlicos e mg de rutina por g de extrato
liofilizado para flavonoides.

A concentracdo de taninos totais foi determinada usando o método
espectrofotométrico de Folin Denis, com &cido tanico como referéncia (lbe et al., 2013). O
resultado esta expresso em mg de acido tanico por g de extrato liofilizado. Os testes foram
realizados em triplicata.
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2.2 Allium cepa

A amostra foi preparada nas concentrages de 1,0 mg mL™?, 0,5 mg mL?* e 0,1 mg
mL* em agua destilada. Trinta sementes livres de pesticidas de A. cepa (Isla brand) foram
submetidas em triplicata as diluicdes da amostra. Para o controle negativo (CN) utilizou-se
agua destilada, ja para o controle positivo (CP) utilizou-se trifluralina na concentracdo de 0,84
ug mL™. As sementes de A. cepa foram colocadas em placas de Petri com 3 mL de cada
amostra em recipientes de plastico estéreis e foram incubadas em B. O. D. por 96 horas a
temperatura de 23 £+ 3°C, conforme o procedimento adaptado de Leme & Marin-Morales
(2009). Depois deste periodo, as sementes foram contadas manualmente e o tamanho das
raizes foram mensuradas usando um pacmetro (Digmess).

As sementes foram fixadas com solucdo Carnoy (Etanol absoluto / acido acético
3:1) por 6 horas em temperatura ambiente (25 °C). Depois deste periodo, o fixador foi trocado
por um novo Carnoy e as amostras foram armazenadas a -20 °C. As sementes foram lavadas
em éagua destilada trés vezes e a hidrdlise foi realizada com &cido cloridrico 1 mol L a 60 °C
por 8 a 11 minutos. Entdo realizou-se mais uma lavagem, de forma semelhante a anterior e
adicionou-se reative de Schiffe's, deixando reagir por 2 horas em local escuro, em sequéncia
removeu-se 0 excesso de corante com uma lavagem.

Foram elaboradas laminas com os meristemas das raizes de A. cepa expostas as
amostras e realizou-se a leitura em um microscopio Nikon (Eclipse, E200) em ampliacdo de
400x, com 10 l&minas por amostra e realizando a leitura de 500 células por laminas,
totalizando 5 mil células. O indice de germinacdo, tamanho das raizes, indice mitético, indice
de mutagenicidade e indice de morte celular foram calculados de acordo com Francisco et al.
(2018). As anélises foram realizadas em triplicata. Para a analise estatistica do A. cepa foi

realizada usando o software R, com nivel de significancia de 0,05.

3. Resultados e Discussao

Foi possivel observar uma redugdo no indice de germinagdo com o aumento da
concentracdo do extrato, assim como reducdo do tamanho médio as raizes (Tabela 1). O teste
de germinacdo mostrou uma diferenca significativa no indice de germinacdo e tamanho das
raizes em relagdo ao controle negative (p < 0,05) e também entre cada uma das concentracdes
avaliadas em relagdo ao controle negativo (p < 0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 — indice de germinacéo e tamanho médio das raizes, indice mitético, indice mutagenicidade

e indice morte celular do infuso obtidos das folhas de C. sessiliflora no teste em A. cepa.

Infuséo 1G (%) TR (nm) IM (%) IMT (%) IMCe (%)
Média £ DP | Média+ DP | Media+DP | Media+DP | Media + DP
1,0mgmL? | 58,33+2,78 | 4,19+0,97 3,6+0,2 05+0.1 0,2+0,1
0,5mgmL? | 6501+221 | 4,33+0,68 2,1+0,.2 - -
0,1mgmL? | 73,00+7,07 | 4,47+0,96 18+0,1 - -
CN 86,77+4,94 | 497+182 53+0,2 - -
CP 45,67+0,09 | 2,85+0,89 04+0,1 35+0,2 25+0,1

IG = indice germinagdo; TR = Tamanho das raizes; IM = Indice mitdtico; IMT = indice mutagenicidade; IMCe
= Indice morte celular; CN = Controle negativo (4gua destilada); CP = Controle positivo (trifluralina 0.84 ug
mL1); DP = desvio padrdo. Fonte: os autores (2020).

A reducdo do tamanho das raizes e do indice de germinacdo pode estar relacionada a
presenca de compostos fendlicos na amostra, pois esta classe de metabolitos secundarios pode
apresentar capacidade alelopatica (Aslam, et al., 2017). Estes compostos interferem no
metabolismo de outras plantas, estando associados ao sistema defensivo e afetando varios
processos fisiologicos, podendo modificar padres de crescimento e desenvolvimento dos
vegetais (Gatti; Perez; Lima, 2004).

A infusdo das folhas de C. sessiliflora apresentou 106,50 + 10,10 mg g* de compostos
fendlicos. Segundo Rufino et al (2010), a concentracdo de compostos fenolicos pode ser
classifica em baixa (100 mg g), média (de 100 mg g* até 500 mg g2) e alta (maior que 500
mg g?), neste sentido pode-se classificar a concentragio da amostra como média. A infusio
também apresentou 47,58 + 0,20 mg g* de flavonoides e 0,22 + 0,01 mg g™* de taninos.

Estes compostos s@o liberados pelas plantas podendo interferir no crescimento das
demais, levando a uma vantagem na disputa por nutrientes, sendo que tais compostos
quimicos podem ser utilizados como herbicidas sustentaveis (Schandry & Becker, 2019).

Foi possivel observar auséncia de indice de mutagenicidade e indice de morte celular
na amostra nas concentragdes de 0,1 mg mL™? e 0,5 mg mL™, ja na concentragdo de 1,0 mg
mL! foi possivel observar indice de mutagenicidade de 0,5 + 0,1 % e indice de morte celular
de 0,2 £ 0,1 %, contudo estes valor sdo bem reduzido em relagéo ao controle positivo com p
<0,05.
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A presenca de micronucleos nas células do A. cepa é consequente da separacao
irregular dos cromossomos na anafase (Akinboro & Bakare, 2007). O indice de microndcleos
serve como uma boa referéncia para a presenca de compostos quimicos capazes de gerar
danos genéticos devido a sua alta sensibilidade (Leme & Marin-Morales, 2009), sendo que a
presenca de microndcleos em linfocitos do sangue periférico de seres humanos serve como
indicativo de risco de cancer (Bonassi, et al., 2007).

Ja a morte celular ocorre por danos no material genético, ocorrendo por consequéncia
de anomalias promovidas por compostos téxicos (Oliveira, Voltolini & Barbério, 2011). Em
baixas concentragdes a infuséo das folhas de C. sessiliflora ndo apresenta morte celular e nem
mutagenicidade no modelo de A. cepa.

O indice mitético apresentou diferenca significativa tanto em relacdo ao controle
positivo quanto ao negativo (p < 0,05) e também entre as concentracdes das amostras (p <
0,05), com reducdo do indice mitotico em relacdo a reducdo da concentracdo da infusdo,
mostrando relacdo entre a concentracdo do extrato e a reducao na diviséo celular (Tabela 1).

A reducdo do indice mitotico em relacdo ao controle negativo demonstra que o extrato
possui efeito antiproliferativo, inibindo a divisdo celular (Leme & Marin-Morales, 2009),
corroborando o observado em relagdo a reducdo do indice de germinacdo e tamanho das
raizes.

Este efeito pode ser decorrente da presenca de flavonoides na amostra que possuem a
capacidade de inibir a divisdo celular sem gerar mutagenicidade, conforme foi observado nos
extratos obtidos por infusdo das folhas de Luehea divaricata (Frescura, Laughinghouse IV &
Tedesco, 2012), nos extratos obtidos por a infusdo das folhas de Achyrocline satureidoides
(Lam) DC (Fachinetto, et al., 2007) e nos extratos obtidos por infusdo das folhas de
Pterocaulon polystachyum (Knoll, et al., 2006). A acdo antiproliferativa do extrato obtido por
decoccdo da casca da fruta de Punica granatum foi associada a presenca de compostos
fendlicos (Kuhn, et al., 2015).

Outros extratos de folhas de plantas do género Campomanesia ja foram submetidos ao
teste em A. cepa, também apresentando atividade antiproliferativa, como a infusdo das folhas
de C. xanthocarpa (Pastori, et al., 2013) e extrato etandlico da folha de C. pubescens
(Catelan, et al., 2018a).

Neste sentido, os resultados obtidos estdo em concordancia com os obtidos para outras
espécies desse género e indicam resultados promissores contribuindo para a preservagdo

destas plantas.
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4. Consideracdes Finais

Este estudo contribui trazendo informagdes de composicdo quimica e dos efeitos da
infusdo das folhas de C. sessiliflor em sementes de A. cepa, sendo que ha poucas pesquisas
sobre esta espécie na literatura e este estudo tem relevancia ao demonstrar o potencial desta
espécie nativa do cerrado, servindo como base para futuros estudos, ajudando assim a
desenvolver novos produtos além de auxiliar na preservacgao da flora nativa.

O extrato apresentou concentracdo média de compostos fenolicos, além de apresentar
flavonoides e taninos. Também apresentou auséncia mutagenicidade e morte celular em
concentragdo igual ou inferior a 0,5 mg mL™, com a presenca de efeito antiproliferativo
dependente da concentracdo do extrato.

Todavia € relevante realizar estudos sobre a toxicidade desta espécie em varios
modelos bioldgicos, averiguando como estes se comportam frente ao extrato. Também se faz
necessario estudo cromatogréafico para averiguar a composi¢do quimica do extrato, assim
como a identificacdo e isolamento dos compostos do extrato que apresentam atividade

antiproliferativo para sua aplicacdo biotecnoldgica.
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