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RESUMO

A Mansoa hirsuta D.C. (Bignoniaceae) € uma planta nativa do semiarido brasileiro que
apresenta agdo antimicrobiana, hipoglicemiante, vasodilatadora, imunossupressora e
antioxidante. Porém, pouco se conhece sobre as propriedades farmacoldgicas e possiveis efeitos
toxicos dos compostos ativos dessa espécie. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
bioldgica e citoprotetora do extrato etanolico bruto e fracbes da M. hirsuta além de analisar a
citogenotoxicidade e possiveis efeitos quimioprotetores da mistura isomérica de acidos ursélico e
oleandlico (1:1) isolados dessa planta. Os fenolicos totais foram quantificados pelo método de
Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante in vitro foi determinada pelos métodos de co-
oxidacio do B-caroteno/acido linoleico e de captura dos radicais livres “DPPH e ABTS®". Foi
avaliada também a viabilidade celular através do método do MTT e a atividade citoprotetora foi
determinada através da investigacdo da capacidade do extrato e fragdes de M. hirsuta em
proteger os fibroblastos contra o dano oxidativo causado por H,O,. Para a determinacdo da
atividade antioxidante em modelo celular, foi utilizada a sonda fluorescente DCFH mediada pelo
H.0,. A atividade hipoglicemiante in vitro foi determinada através da inibicdo da enzima a-
amilase. A prospeccdo fitoquimica revelou a presenca de esteroides, triterpenos, saponinas,
flavondis, flavanondis, flavanonas, xantonas e também de fenois, taninos, antocianinas,
antocianidinas e flavonoides no extrato bruto e fracdes testadas. A fracdo acetato de etila foi a
mais eficiente em inibir a cascata de peroxidacdo lipidica enquanto a fracdo hidroalcodlica
demonstrou maior potencial em capturar os radicais *DPPH e ABTS®". Além disso, a fracdo
hidroalcodlica também apresentou o maior teor de fenodlicos totais. Além de ndo apresentarem
atividade citotdxica, o extrato bruto e suas fragdes protegeram as células da morte celular, com
destaque para os acidos ursélico e oleandlico. Esses compostos também foram os mais eficientes
em reduzir a oxidacdo intracelular. A atividade da enzima o-amilase foi inibida apenas pela
fracdo isolada da M. hirsuta. A mistura dos acidos ursélico e oleandlico ndo interferiu
significativamente no comprimento médio das raizes, indice mit6tico e na frequéncia de
alteracdes cromossomicas e nucleares no sistema teste Allium cepa. Além disso, esses acidos
apresentaram atividade protetora, com reducao de danos ao DNA nas concentracfes de 0,001 e
0,1 mg/mL. Portanto, os &cidos ursélico e oleandlico dessa planta além de ndo serem toxicos,
citotoxicos, genotoxicos nem mutagénicos, apresentaram atividade hipoglicemiante. Em suma,
foi confirmado o potencial antioxidante, atoxico e citoprotetor de compostos de M. hirsuta,
sendo esta uma nova alternativa para tratamento de doencas inflamatdrias e diabetes. Esses
dados mostram a importéncia da conservacdo da biodiversidade da caatinga, uma vez que ela
representa uma fonte em potencial de novos bioprodutos e de importancia para a medicina
popular.

Palavras-chave: Allium cepa; Bioensaio; Lianas; Medicina Popular; Semiarido; Toxicidade.



ABSTRACT

Mansoa hirsuta D.C. (Bignoniaceae) is a native plant species from Brazilian semiarid region
with antimicrobial, hypoglycemiant, immunosuppressive and antioxidant activity. However,
little is known about the pharmacological properties and possible toxic effects of active
compounds of this species. The goal of this study was to evaluate the biological and
cytoprotective properties of the raw ethanol extract and fractions of M. hirsuta, besides analyzing
the cytogenotoxicity and eventual chemioprotector effects of the isomeric mixture of ursolic and
oleanolic acids (1:1) isolated from this plant species. Total phenolics were quantified by Folin-
Ciocalteau method and the in vitro antioxidant activity was determined by co-oxidation of -
carotene/linoleic acid and capture of *DPPH and ABTS"" free radicals. The cell viability was
also assessed by MTT method while the cytoprotective activity was determined according to the
capacity of extraction and fractions of M. hirsuta in protecting fibroblasts against oxidative
damages caused by H,0,. The antioxidant activity was determined in cellular model using the
DCFH fluorescent probe mediated by H,O,. The in vitro hypoglycemiant activity was
determined by the inhibition of a-amylase enzyme. The phytochemical prospection revealed the
presence of steroids, saponins, flavonols, flavanonols, flavanones, xanthones as well as phenols,
tannins, anthocyanins, anthocyanidins and flavonoids in the raw extract and tested fractions. The
ethyl acetate fraction was the most efficient in inhibiting the cascade of lipid peroxidation while
the hydroalcoholic fraction was more efficient in capturing *DPPH and ABTS®" radicals.
Besides, the hydroalcoholic fractions also presented the highest content of total phenols. Besides
the absence of cytotoxic activity, the raw extract and fractions prevent the cells again cell death,
with particular efficiency for ursolic and oleanolic acids. These compounds were also the most
efficient in reducing the intracell oxidation. The activity of a-amylase was inhibited only by the
isolated fraction of M. hirsuta. The mixture of ursolico and oleanolic acids has no significant
effects over the mean length of roots, mitotic index and frequency of chromosomal and nuclear
changes in the system test Allium cepa. Moreover, both acids presented protective effects,
causing reduced DNA damages at concentrations of 0.001 and 0.1 mg/mL. Therefore, the ursolic
and oleanolic acids of this plant had neither toxic, cytotoxic, genotoxic nor mutagenic effects,
besides presenting hyploglycemiant activity. In conclusion, the antioxidant, cytoprotective and
non-toxic effects of M. hirsuta compounds were confirmed, representing a new alternative to the
treatment of inflammatory diseases and diabetes. These dataset show the importance of
conserving biodiversity from caatinga since it provides a potential source of new bioproducts of
importance to popular medicine.

Keywords: Allium cepa; Bioassay; Lianas; Popular Medicine; Semiarid; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais continuam sendo amplamente utilizados como uma fonte importante
de novos farmacos, adjuvantes e medicamentos fitoterapicos, desempenhando um papel
relevante na prevencao, tratamento e progressdo de diversas doencas. Estima-se que 52%
dos medicamentos langados no mercado foram produtos naturais ou originados de produtos
naturais (Chin et al., 2006). Além disso, aproximadamente 80% da populagdo mundial
utilizam plantas medicinais com fins de cura, tratamento e prevencdo de doencas por ser
uma terapia economicamente acessivel (Duraipandiyan et al., 2006).

Assim, apesar da énfase sobre farmacos sintéticos, o interesse em plantas medicinais
tem aumentado. Os metabdlitos secundarios, componentes bioativos sintetizados pelas
plantas medicinais, estdo envolvidos na sobrevivéncia da planta ao meio atuando como
protetores contra diversos patdgenos, além de absorverem a luz ultravioleta. Dentre 0s
metabdlitos secundarios produzidos por espécies de plantas medicinais estdo os flavondides,
alcaloides, saponinas, taninos, terpendides, cumarinas, antraquinonas e glicosideos. Estes
componentes fitoquimicos sdo responsaveis por algumas das atividades terapéuticas
atribuidas as plantas medicinais, tais como acao antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica,
antidiabética, antitumoral, antimicrobiana, anestésica, neuroprotetora e antiplaquetaria
(Tsuchiya, 2015). Assim, diversas drogas tém sido desenvolvidas a partir desses compostos
naturais e seus derivados (Yokosuka, 2015).

Nessa perspectiva, o Brasil merece destaque como fonte de novos farmacos de
produtos naturais uma vez que abriga mais de 55 mil espécies de plantas catalogadas, sendo
considerado o pais com maior diversidade genética vegetal (Guerra e Nodari, 2006). No
entanto, apesar do grande potencial da biodiversidade brasileira, apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Pinto et al., 2002), o que
demonstra a importancia e necessidade de mais estudos sobre os usos e beneficios que essas
espéecies possuem. Pesquisas dessa natureza tornam-se ainda mais importantes com o
avancado estado de degradacdo dos ecossistemas brasileiros de tal forma que compostos
potencialmente Uteis podem ndo ser identificados devido a extingdo de algumas espécies.

Outro aspecto a ser ressaltado € que poucas das plantas utilizadas para fins medicinais
ou alimentares ja foram avaliadas quanto a sua qualidade, seguranca e eficacia, aléem do seu
potencial farmacoldgico. Geralmente essas espécies, aparentemente benéficas ao organismo,

sdo usadas com base no conhecimento popular, podendo trazer efeitos adversos a satde do
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usuario a curto ou a longo prazo. De fato, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aprova o
uso de plantas medicinais com fins terapéuticos, mas recomenda mais estudos para garantir a
seguranca e eficacia terapéutica dos produtos naturais, além das analises de interacfes
farmacoldgicas, da prescricao e da posologia indevidas.

Sendo as plantas medicinais fonte potencial de novas moléculas com atividade
farmacoldgica e a sua relevancia como recurso terapéutico para comunidades e grupos
étnicos de paises em desenvolvimento justificam o interesse em identificar as acbes
farmacologicas e possiveis efeitos danosos as biomoléculas (Calixto, 2005). Essas etapas
visam garantir o desenvolvimento de medicamentos novos e seguros, além de contribuir
com a identificacdo, prevencdo e monitoramento de possiveis danos em relacdo ao uso
popular.

No caso do nordeste brasileiro, o grande numero de espécies vegetais ainda nédo
estudadas, o vasto uso pela populacdo de plantas medicinais e 0 risco de extingdo de
espécies nativas da flora tornam urgentes pesquisas que visem avaliar o potencial
farmacologico e a seguranca da utilizacao de produtos naturais locais. Dessa forma, esse
trabalho buscou investigar as possiveis a¢des farmacoldgicas e toxicoldgicas de uma espécie
de planta tipica do semiarido nordestino para definir pardmetros de eficacia e seguranca no
uso desse recurso terapéutico, como também seu uso como fonte para descobertas de novas

moléculas com atividade farmacoldgica.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Espécie botanica

A familia Bignoniaceae é predominantemente neotropical, incluindo 82 géneros e 827
espécies de lianas, arbustos e arvores lenhosas (Olmstead et al., 2009). O Brasil, considerado
como centro da diversidade dessa familia, apresenta 32 géneros e 350 espécies distribuidas
por diversos biomas, como cerrado, mata atlantica e floresta amazonica (Gentry, 1980; Silva
& Queiroz, 2003). Considerada uma das familias de maior importancia econdémica e
bioldgica, Bignoniaceae inclui espécies utilizadas na construgéo civil, inddstria madeireira e
em projetos de ornamentacdo urbana, a exemplo de Jacaranda brasiliana (Jacarandd),
Tabebuia alba e T. avellandaea (ipés amarelo e roxo) (Gentry, 1980).

Numerosas espécies dessa familia ainda séo utilizadas com fins ritualisticos como
corantes ou alucinégenos, na horticultura, na culinaria e na medicina popular como

adstringentes, antitérmicos e para o tratamento de diversas doencas como reumatismo,
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diarreia, cancer e infeccGes microbianas (Gentry, 1980). Diversas atividades bioldgicas para
espécies dessa familia também tém sido observadas experimentalmente. Entre elas, podemos
citar a inibicdo de Staphylococcus aureus para 0 extrato etandlico e metoxiflavonas do caule
de Zeyheria tuberculosa (Bastos et al., 2009); atividade antioxidante para 0s extratos
metandlicos de folhas, flores e frutos de Catalpa bignonioides (Dvorska et al., 2007);
atividade analgésica e anti-inflamatoria do extrato etanolico das folhas de Zeyheria montana
(Guenka et al., 2008) e atividade antidiabética do extrato aquoso das folhas de Tecoma stans
(Aguilar-Santamaria et al., 2009). Assim, € notdrio o interesse em estudar espécies de
Bignoniaceae do ponto de vista farmacoldgico e fitoquimico.

Mansoa é um género diversificado da familia Bignoniaceae, o qual inclui espécies
com grande variedade morfoldgica e conhecidas popularmente como "cipé-de-alho" devido
ao cheiro caracteristico. Os representantes desse género sdo encontrados tanto em florestas
tropicais Umidas quanto secas; No caso da caatinga, ha registro de ocorréncia de quatro
espécies de Mansoa. Dentre elas, destaca-se Mansoa hirsuta D.C. (Figura 1) por se tratar de
uma especie de trepadeira lenhosa (cip6 ou liana) endémica da regido semiarida (Figura 2)
(Silva, 2009; Lemos & Zappi, 2012).

NN - |
Figura 1. Mansoa hirsuta D.C. coletada em Boninal, BA (Silva, 2009).
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Figura 2. Espécies de Bignoniaceae endémicas da caatinga (Lemos & Zappi, 2012).

O primeiro estudo fitoquimico detalhado dessa espécie demonstrou a presenca de
diversos metabolitos secundarios como flavonoides, triterpenos, esteroides, fendis, taninos
condensados e saponinas (Silva, 2009). Algumas atividades bioldgicas dessa espécie foram
propostas, incluindo atividade antifngica e antitumoral e uso potencial no tratamento de
diabetes (Chaves & Reinhard, 2003; Agra et al., 2008). Silva (2009) também relatou
inibicdo significativa da producdo de O6xido nitrico (57,92%, 0,01 mg/mL) e da
linfoproliferagéo (99,92% ) da fragdo acetato de etila da M. hirsuta.

Rocha et al. (2004) ainda demonstraram que 0 extrato etanolico dessa espécie inibiu
0 crescimento de culturas padronizadas de Aspergillus niger e Fusarium oxysporum.
Adicionalmente, foi observado que proantocianidinas isoladas do extrato etandlico da
Mansoa hirsuta apresentaram agdo vasodilatadora e inibitdria da enzima conversora da
angiotensina (ECA) (Campana, 2008). A potencial atividade anti-hipertensiva de compostos
dessa espécie também foi demonstrada por Braga et al. (2000) em ensaios in vitro com o

extrato etanolico bruto, o qual inibiu 54% da ECA na concentracdo de 0,33 mg/mL.

2.2 Acidos ursolico e oleandlico

O estudo com a M. hirsuta possibilitou o isolamento e a identificagdo estrutural da
mistura do &cido ursolico e seu isbmero, o acido oleandlico da fracdo acetato de etila. Esse
trabalho resultou na criacdo de patente registrada no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) com o numero: BR102015008180 com o intuito de aplicacdo em
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formulacdes de novos suplementos, alimentos funcionais, fitofarmacos e fitoterapicos (Silva
et al, 2015). De fato, estudos prévios haviam verificado que a mistura destes triterpenos
apresentava atividade imunossupressora por meio da inibicdo da proliferacdo de linfocitos
(acima de 99%) e da inibicao de 6xido nitrico (44,1 e 41,5%, respectivamente) (Silva, 2009).

Os é&cidos ursolico e oleandlico fazem parte do grupo dos triterpenos pentaciclicos
constituidos por seis unidades de isopreno (C5), formados por 5 anéis e pertencentes ao
grupo dos ursanos e oleananos, respectivamente (Yin, 2015). Os triterpendides constituem
uma importante classe de produtos naturais de acentuada diversidade estrutural com diversas
fungBes nas plantas e na saude humana, estando relacionados com uma ampla gama de
efeitos farmacoldgicos (analgesia, hepatoprotecdo, sedacdo, acdo antiviral e anti-
inflamatdria) (Vasconcelos et al., 2006; Roberts, 2007; Bishayee et al., 2011; Hill &
Connoly, 2011). Assim, sendo um grupo promissor de metabdlitos secundarios das plantas,
o interesse pelos triterpendides tem aumentado j& que esses costumam ser caracterizados por
baixa toxicidade e diversas atividades bioldgicas (Bishayee et al., 2011).

Os acidos ursoélico e oleanolico possuem estrutura quimica semelhante, diferindo
apenas na localizagdo do grupo metila no anel E. Por conseguinte, esses A&cidos
frequentemente ocorrem em conjunto, sendo isolados simultaneamente (Jesus et al., 2015;
Vasconcelos, 2006). Por serem semelhantes estruturalmente, compartilham muitas
atividades farmacoldgicas, justificando o crescente interesse de isolar e determinar a
atividade desses compostos com o objetivo de orientar o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (Liu, 1995).

Tém sido demonstradas atividades bioldgicas importantes dos &cidos ursélico e
oleandlico como inibicdo da inflamagdo, analgesia e potencial antioxidante (Jesus et al.,
2015; Vasconcelos et al., 2003). Diversos trabalhos também analisaram a acdo desses acidos
contra diferentes bactérias como Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, B. cereus, Enterococcus faecalis, E. faecium e
Pseudomonas aeruginosa (Woldemichael et al., 2003; Horiuchi et al., 2007; Cunha et al.,
2010). Séo descritas ainda atividade contra Streptococcus mutans e S. sobrinus para o acido
ursolico (Kim et al., 2011), demonstrando o potencial dessas substancias para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas.

Além disso, estudos demonstram que os acidos ursolico e oleanolico atuam de maneira
eficaz contra parasitas protozoarios como Plasmodium falciparum (Steele et al., 1999),

Trypanosoma cruzi (Cunha et al, 2006) e Leishmania sp. (Tan et al., 2002). Estudos também
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tem sugerido que novos medicamentos antivirais podem ser desenvolvidos a partir desses
acidos j& que estes apresentam atividade contra os virus da hepatite B e C (HBV e HCV,
respectivamente), da imunodeficiéncia humana (HIV) e da Herpes simplex (HSV) (Jesus et
al., 2015).

Qutras propriedades atribuidas aos &cidos ursolico e oleandlico incluem efeito anti-
hiperlipidémico (Somova et al., 2003), hipoglicémico (Matsouda et al., 1998) e
hepatoprotetor (Liu et al., 1995). Recentemente, foi relatado ainda que esses triterpenos
apresentaram atividade protetora dos danos causados pelo agente antineoplasico
doxorrubicina, com reducdo significativa da frequéncia de microndcleos em ratos Balb/c,

tratados com a mistura dos acidos na concentragdo de 80 mg/kg (Resende et al., 2006).

2.3 Estresse oxidativo e plantas medicinais

Espécies reativas de oxigénio (EROS), como o superoxido (O, + € — 05°), 0
peréxido de hidrogénio (O, + e + 2H+ — H,0,) e a hidroxila (H, O, + e— OH® + OH®)
sdo moléculas formadas através de processos metabdlicos no corpo humano ou provenientes
de agentes oxidantes exdgenos e inalados durante a respiracdo como o monoéxido de carbono
(Meena et al.,2012). As EROS desempenham varias fun¢Ges no organismo como produ¢do
de energia, fagocitose, regulacéo do crescimento celular e sinalizagdo intercelular (Alves et
al., 2010; Narayanaswamy & Balakrishnan, 2011).

Devido a intensa exposicdo dos tecidos a agentes oxidantes, o organismo dispde de
importantes defesas antioxidantes que atuam eliminando ou inibindo os radicais livres
através da sua estabilizacdo ou desativacdo, retardando ou inibindo assim a oxidagdo do
substrato (Alves et al., 2010). Os agentes antioxidantes podem ser de origem enddgena,
como as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GSHPx) e glutationa redutase (GR), ou provenientes da dieta alimentar (antioxidantes néo
enzimaticos), como o &cido ascorbico (vitamina C), o a— tocoferol (vitamina E), polifendis,
selénio e o -caroteno (Silva & Gongalves, 2010).

Quando ocorre um aumento de agentes oxidantes ou uma diminui¢do no sistema
antioxidante, favorecendo a formacgéo de radicais livres, é gerado o estresse oxidativo. Essa
condic&o é capaz de danificar varias biomoleculas como lipidios, proteinas e DNA, podendo
contribuir no desencadeamento de doencas degenerativas e cardiovasculares, aterosclerose,

inflamacdo, cirrose e cancer (Maxwell,1995; Aruoma, 1998; Silva & Gongalves, 2010).



A relacgdo entre essas doencas e os efeitos danosos dos radicais livres ao corpo humano
tem marcado a busca e o isolamento por substancias que protegem o organismo contra o
dano oxidativo (Katalinic et al., 2006; Alves et al., 2010). Estudos mostram que as plantas
medicinais sdo potenciais antioxidantes naturais, sendo seu uso benéfico para o tratamento
de diversas doencas associadas ao estresse oxidativo (Alves et al., 2010; Krishnaiah et al.,
201; Meena et al.,2012). Estas contém uma ampla variedade de moléculas antioxidantes
como vitaminas, flavonoides, quinonas, cumarinas, lignanas, estilbenos, taninos,
carotenoides e proantocianidinas (Masoko & Eloff, 2007; Saeed et al., 2012).

Os métodos mais amplamente utilizados para determinar a atividade antioxidante de
uma substancia séo aqueles em que substancias antioxidantes neutralizam os radicais livres
gerados. Dentre estes, destaca- se o teste de 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), que é
baseado na capacidade do radical livre estavel DPPH® de coloracdo roxa em reagir com a
substancia antioxidante que o reduz a 4-hidroxifenil-2-fenil-1-picrilo hidrazina, sendo esta
detectada pela coloracdo amarela palida (Masoko & Eloff, 2007; Alves, 2010).

Outro teste utilizado é o ABTS®" (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), que consiste em avaliar a capacidade do composto antioxidante em reagir com o
radical ABTS®* na presenca de persulfato de potassio decrescendo sua cor, com consequente
reducdo da absorbancia (Re et al., 1999). Por fim, o sistema teste do B-caroteno/acido
linoleico constitui um ensaio espectrofotométrico adicional baseado na habilidade de uma
substancia em prevenir que radicais livres produzidos na peroxidacdo do &cido linoleico

oxidem o B-caroteno (Alves et al., 2010).

2.4 Diabetes mellitus e plantas medicinais

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabolica crénica que tem se tornado um
problema de salude publica mundial com altos indices de morbidade e mortalidade (Pang et
al., 2015; Hossain et al., 2016). Responsavel por 5% de mortes por ano em todo o mundo,
em 2012 a doenca afetou 371 milhGes de pessoas estimando-se que devera afetar 60,9
milhdes em 2025 (Abdulazeez, 2013; Telagarie & Hullatti, 2015).

De etiologia multipla, a diabetes é caracterizada por aumento da glicemia sanguinea e
alteracdes no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. Tais alteracdes causam
complicagbes micro e macrovasculares, aumentam o risco de doengas cardiovasculares,
acidente vascular cerebral e doenca vascular arterosclerotica, podendo causar também

insuficiéncia renal, cegueira e dano ou faléncia de varios 6rgdos (Hossain et al., 2016).
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Trés tipos de DM sé&o reconhecidos com base na sua etiologia. O diabetes mellitus tipo
1 (DM1), também conhecido como diabetes juvenil ou diabetes mellitus insulino-
dependente, caracteriza-se pela deficiéncia da secrecdo de insulina devido a destruicdo de
células B-pancredticas pelo sistema auto imune (Ashcroft & Rorsman, 2012). O tratamento
para DM1 baseia-se na administracdo de insulina com o objetivo de normalizar o nivel de
glicose no sangue e evitar os riscos da doenga a longo prazo (Ashcroft & Rorsman, 2012).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a forma mais prevalente da doenca, estando
relacionada a resisténcia a insulina ou pela deficiéncia na secre¢do de insulina (Choi et al.,
2013), enquanto que o diabetes mellitus gestacional ocorre quando hd um aumento da
glicemia durante a gravidez (Hossain et al., 2016). As estratégias de tratamento em ambos 0s
casos preconizam o uso de medicamentos antidiabéticos orais (sulfoniuréias, meglitinidas,
biguanidas e tiazolidinodionas), dieta e exercicio fisico (Safamansouri et al., 2014).

No caso do DM2, outra abordagem terapéutica inclui o uso de inibidores das enzimas
a- amilase e a-glicosidase (Tiwari e Rao, 2002). A a-amilase é uma enzima que catalisa a
clivagem inicial do amido em oligossacarideos, exercendo papel primordial no inicio desse
processo (Sales et al., 2012) enquanto que as a-glicosidases sdo responsaveis pela hidrolise
desses oligo e dissacarideos em monossacarideos de modo que inibidores dessas enzimas
auxiliam no tratamento da hiperglicemia pés-prandial (Mahomoodally et al., 2012). No
entanto, esses medicamentos possuem efeitos colaterais como diarreia, dores abdominais e
elevacdo das transaminases (Sudha et al., 2011). Assim, tem-se investigado o potencial de
fitoconstituintes quanto a inibicdo dessas enzimas, devido ao menor custo e reducdo de

efeitos colaterais (Telagari & Kirankumar, 2015).

2.5 Toxicidade de plantas medicinais

Apesar dos efeitos benéficos de muitas plantas medicinais e seus metabdlitos, varias
espécies podem ser toxicas ao organismo e causar reagdes adversas desde reacoes alérgicas a
efeitos mutagénicos (Alves, 2004). Essas reacOes adversas estdo relacionadas ao uso de
muitas plantas medicinais baseando-se apenas no conhecimento popular e também ao fato
que os mecanismos de acdo dos compostos bioativos ndo sdo totalmente conhecidos
(Silveiraet al., 2008). Alem disso, 0 uso a longo prazo pode também provocar toxicidade no
organismo exposto podendo ser um risco para a satde (Kalantari et al., 2013).

Além de toxicidade intrinseca, referentes a constituicdo quimica da planta como

toxicidade previsivel, a sobredose, as interacbes com outros farmacos e reacOes
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idiossincraticas podem acarretar em efeitos adversos, potencializados por reagdes
extrinsecas como adulteracdo, contaminacdo, identificacdo incorreta do material vegetal,
substituicdes e falta de padronizacao (Silveira et al., 2008). No entanto, 0s possiveis efeitos
adversos relacionados as plantas medicinais sdo ainda pouco elucidados e desconhecidos
pela populacdo que as utiliza, provocando danos croénicos que podem ser irreversiveis e que
dificultam o posterior tratamento alopatico (Silveira et al., 2008). Dessa forma, o estudo de
potenciais efeitos adversos das plantas medicinais permite tracar o seu perfil de seguranca
como fonte de produtos biologicamente ativos.

A citotoxicidade, a genotoxicidade e a mutagenicidade sdo algumas das reacdes
adversas causadas por algumas plantas ou compostos de produtos naturais. Tais reacdes
devem ser estudadas e monitoradas, j& que podem causar varias desordens genéticas e
fisioldgicas (Brambilla & Martelli, 2009). Os agentes genotdxicos sdo aqueles que tém a
capacidade de induzir alteracfes no material genético, produzindo danos em sua estrutura e
funcdo, como formacdo de adutos, quebra da molécula de DNA e oxidacdo de bases
(Natarajan & Palliti, 2008). Esses danos ao DNA induzem varias respostas celulares como
ativacdo do mecanismo de reparo ou apoptose. Por outro lado, um agente mutagénico é
aquele que gera alteracBes que sdo mantidas no material genético podendo ser transmitidas
para as células filhas e desencadear perda de funcdo tecidual ou mesmo surgimento de
tumores malignos (Abhilash & Singh, 2009).

Vérias plantas utilizadas popularmente podem ter efeitos farmacoldgicos de interesse
simultaneos aos danos no material genético (Marques et al, 2003). Assim, os testes de
genotoxicidade e mutagenicidade sdo imprescindiveis na deteccdo e avaliacdo de potenciais
efeitos toxicos que substancias bioativas encontradas nessas plantas medicinais possam

causar.

2.6 Teste Allium cepa L.

Espécies vegetais superiores sdo consideradas sistemas excelentes para detectar
agentes genotdxicos e mutagénicos, sendo amplamente utilizadas em bioensaios (Majer et
al., 2005). Logicamente, se uma determinada substancia quimica € capaz de induzir danos
ao DNA de uma planta, esses dados podem ser extrapolados para outros eucariotos e indicar
riscos a outros organismos que a consumam, incluindo os seres humanos (Fernandes et al.,
2007).
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Nesse sentido, o teste de Allium cepa destaca-se dentre os diversos ensaios utilizados
para avaliagdo da toxicidade de plantas medicinais, aditivos alimentares, inseticidas,
herbicidas e derivados de petroleo. Esse método permite medir os danos nos sistemas que
estdo expostos a potenciais agentes toxicos e avaliar o efeito destes danos através da
observacdo de alteragdes cromossdémicas em células do meristema de cebola (A. cepa).

As vantagens da utilizacdo da A. cepa como modelo de estudo incluem o numero
reduzido de cromossomos por conteddo dipléide (2n=16), ciclo celular relativamente curto e
controlavel em condicdes estaveis (cerca de 14 horas a 25 °C) e baixo custo, rapidez e facil
manuseio (Fiskesjo, 1985). Outra vantagem do teste com A. cepa € a possibilidade de expor
0 organismo-teste diretamente em misturas complexas sem a necessidade do tratamento
prévio da amostra (Rank & Nielsen, 1994).

Esse teste tem demonstrado também alta confiabilidade e correlacdo significativa com
outros sistemas, incluindo mamiferos (Fiskejo, 1985; Grant, 1994; Kuras et al., 2006;
Bagatini et al., 2007; Leme & Marin-Morales, 2009). Consequentemente, esse método é
reconhecido e validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e
0 Programa Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP) como um teste eficiente para analise e
monitoramento da genotoxicidade de diversas substancias (Cabrera & Rodriguez, 1999).

Por meio do teste A. cepa é possivel avaliar a toxicidade com base na andlise do
crescimento médio das raizes expostas a substdncia em estudo em relacdo ao controle
negativo (usualmente agua destilada/ultrapura) e da analise de alteragcBes cromossémicas, as
quais incluem brotos nucleares, células binucleadas, células poliploides, perdas
cromossdmicas e pontes cromossémicas. Além disso, esse teste ainda permite analisar o
potencial mutagénico a partir da observacdo de micronucleos e quebras cromossdémicas
significativas nas células meristeméaticas de A. cepa expostas ao composto testado. Em
contrapartida, também pode ser avaliado o potencial antimutagénico do composto em estudo
frente a danos causados por substancias reconhecidamente mutagénicas (Majer et al., 2005).

O indice mitotico (IM), definido como o numero total de celulas em divisdo no ciclo
celular, também é outro pardmetro importante para a avaliacdo da citotoxicidade uma vez
que indices mitéticos maiores que o controle negativo revelam aumento da divisdo celular
(Leme e Marin-Morales, 2009). Por outro lado, uma reducéo significativa do IM em relagéo
ao controle negativo pode indicar alteracdes derivadas da acdo quimica do agente sobre o

crescimento e desenvolvimento do organismo exposto (Leme & Marin-Morales, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial citogenotdxico, antioxidante e hipoglicemiante da Mansoa

hirsuta do sudoeste baiano.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a capacidade antioxidante in vitro e em modelo celular do extrato bruto,
fraches e compostos isolados de M. hirsuta.

Avaliar a atividade mitocondrial em células vidveis incubadas com extratos e
fracdes.

Avaliar a atividade citoprotetora do extrato e fracGes de M. hirsuta.

Avaliar a propriedade hipoglicémica de extratos e fracGes da M. hirsuta.

Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e
antimutagenicidade das diferentes concentracfes dos acidos ursélico e olenandlico

isolados da Mansoa hirsuta utilizando o sistema teste Allium cepa L.
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RESUMO

A Mansoa hirsuta (Bignoniaceae) é uma planta medicinal registrada somente em areas de
caatinga, bioma do semidrido brasileiro com rica diversidade e alto endemismo a despeito do
acentuado processo de degradacdo e escassez de estudos etnofarmacoldgicos. A medicina
tradicional sugere a aplicacdo dessa planta como antimicrobiano, hipoglicemiante,
vasodilatador, imunossupressor e antioxidante, porém os mecanismos subjacentes a esses
efeitos ndo sdo completamente compreendidos. Considerando o potencial da espécie tanto
para 0 uso popular quanto para a producdo de medicamentos fitoterapicos e alimentos
funcionais, o presente estudo avaliou a composi¢do fitoquimica, capacidade antioxidante,
citoprotetora e hipoglicémica do extrato bruto, fragdes e compostos isolados das folhas de
M. hirsuta. Os constituintes do extrato etanolico bruto e das fragcBes foram avaliados por
métodos fitoquimicos classicos. Em seguida, os fenolicos totais foram quantificados pelo

método de Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante in vitro foi determinada pelos
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métodos de co-oxidacdo do B-caroteno/&cido linoleico e de captura dos radicais livres
*DPPH e ABTS™. A toxicidade do extrato e fragbes de M. hirsuta contra fibroblastos
murinos foi determinada pelo método do MTT. Em seguida, extrato e fragbes foram
avaliados quanto a capacidade de proteger as células contra o dano oxidativo causado pelo
H.0,. A atividade hipoglicemiante in vitro foi determinada pela inibicdo da enzima a-
amilase. A prospeccao fitoquimica revelou a presenca de esteroides, triterpenos, saponinas,
flavonois, flavononas, flavanonas, xantonas e também de fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas e flavonoides no extrato bruto e fragcdes hidroalcodlica, alcodlica e acetato de
etila. A fracdo acetato de etila foi a mais eficiente em inibir a cascata de peroxidacdo
lipidica. Por outro lado, a fracdo hidroalcoolica demonstrou maior potencial em capturar os
radicais *“DPPH e ABTS"" e maior teor de fendlicos totais. O extrato bruto e todas as fracdes
ndo apresentaram atividade citotdxica e, especialmente os acidos ursélico e oleandlico,
protegeram as células da morte celular causada pelo H,O,. Esses compostos também foram
0s mais eficientes em reduzir a oxidacdo intracelular da sonda DCFH. A atividade da enzima
a-amilase foi inibida apenas pela fracdo isolada da M. hirsuta. Em conjunto, esses resultados
sugerem que a M. hirsuta pode ser uma nova estratégia para tratamento de doencas com base

inflamatoria e oxidativa, incluindo a diabetes.

Palavras chave: Caatinga, Fitoquimica, Antioxidante, Hipoglicemiante.
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1. Introducéo

As plantas medicinais sdo conhecidas ha muito tempo na medicina tradicional para a
prevencdo e o tratamento de diversas doencas. Ademais, exerceram um papel relevante no
desenvolvimento de muitos medicamentos clinicamente disponiveis como a aspirina,
morfina, reserpina, digoxina, vimblastina e vincristina (Yarnell, 2000). Estima-se que 4 a
5% de aproximadamente 400.000 espécies de plantas superiores conhecidas mundialmente
possuam alguma atividade biologica embora apenas uma pequena parcela tenha sido
estudada quanto ao perfil quimico e farmacoldgico (Heywood, 2011).

O Brasil é considerado o pais com a maior diversidade genética vegetal do planeta,
abrigando cerca de 15 a 20% da biodiversidade mundial (Elisabetsky e Costa-Campos,
1996; Guerra e Nodari, 2001). Além da floresta amazonica, sdo encontradas regides ricas em
fauna e flora como a mata atlantica e o cerrado, considerados hotspots de biodiversidade.
Outro importante bioma € a caatinga, situada exclusivamente em regido semiarida do Brasil,
onde sao encontrados diversos taxons raros e/ou endémicos de grande valor terapéutico
(Nogueira et al., 2010; Pereira Junior et al., 2014).

Nesse cenario, destaca-se ainda o uso popular das plantas tipicas da caatinga que,
muitas vezes, constituem o Unico tratamento para doencas que acometem as comunidades
locais (Toledo et al., 2011). De fato, diversos medicamentos hoje comercializados foram
desenvolvidos a partir de plantas nativas do Brasil como a pilocarpina extraida das folhas da
Pilocarpus jaborandi, a emetina, isolada da Psychotria ipecacuanha ou Cephaelis
ipecacuanha e a d-tubocurarina, isolada a partir de Chondrodendron tomentosum (Nogueira
et al., 2010).

A Mansoa hirsuta D.C. (Figura 1A), pertencente a familia Bignoniaceae, é um
exemplo de espécie endémica de regides semiaridas brasileiras (Lemos e Zappi, 2012) que
se destaca pelo uso popular e pelo potencial para a producdo de medicamentos fitoterapicos
e alimentos funcionais (Silva, 2009). Na medicina tradicional, suas folhas tém sido
empregadas no tratamento da diabetes (Chaves e Reinhard, 2003; Agra et al., 2008)
enguanto o extrato etandlico das folhas inibiu o crescimento de culturas de Aspergillus niger
e Fusarium oxysporum (Rocha et al., 2004). A atividade antioxidante dessa espécie também
foi demonstrada por Braga et al. (2000) e proantocianidinas isoladas da M. hirsuta foram
capazes de inibir a enzima conversora da angiotensina (ECA) (Campana, 2008).
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Figura 1. (A) M. hirsuta D.C. coletada em Morro do Chapéu. (B) Estrutura quimica do acido
ursélico. (C) Estrutura quimica do &cido oleandlico.

No estudo realizado por Silva (2009) com a M. hirsuta D.C isolou-se da fracdo acetato
de etila da folha uma mistura (1:1) de acido ursélico (Figura 1B) e seu isdbmero, o acido
oleandlico (Figura 1C), cuja patente foi registrada no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) sob o nimero: BR102015008180 (Silva et al., 2015). Os acidos ursélico e
oleanolico isolados da M. hirsuta diminuiram a proliferacdo de linfocitos (>99%, ambos) e
reduziram a formacéo de Oxido nitrico por macrofagos (44,1 e 41,5%, respectivamente)
(Silva, 2009).

Considerando o potencial biolégico da M. hirsuta, a escassez de estudos
farmacoldgicos e etnobotanicos sobre essa espécie e a grande diversidade bioldgica e
cultural da caatinga, o presente estudo objetivou investigar a capacidade antioxidante,
citoprotetora e hipoglicémica do extrato bruto, fragdes e compostos isolados das folhas de

M. hirsuta, nativa da caatinga.

2. Materiais e Métodos
2.1 Reagentes e produtos quimicos

Alcool etilico foi adquirido da Quemis, enquanto os demais produtos (reagente de
Folin-Ciocalteau, ‘DPPH ABTS, beta caroteno, BHT, tween 40, acido galico, trolox e

amilase) utilizados foram da marca Sigma-Aldrich.
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2.2 Material vegetal

Espécimes de M. hirsuta foram coletados em 16 de maio de 2002 entre 0s municipios
de Santo Inacio e Gameleira do Assurud, no Estado da Bahia, Nordeste do Brasil (11°19°S e
42°40°0). As exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana (nimero: 59456).

2.3 Preparo do extrato bruto

As folhas foram secas, moidas, pesadas (15,0 kg) e submetidas a extracédo
hidroalcodlica (50:50) em percolador a temperatura ambiente (27 a 30°C) por 96 h. A
destilacdo do solvente sob pressdo reduzida em aparelho rotatério forneceu 1800 g de

extrato etanolico concentrado e homogéneo com 12% de rendimento.

2.4 Fracionamento do extrato etanolico da M. hirsuta

Pesou-se 250 g do extrato etandlico obtido e submeteu-se a um fracionamento em fase
reversa em carvao ativo. ApOs evaporacao em aparelho rotatério, foram obtidas cinco
fracdes: hidroalcéolica 1:1 (130 g), alcdolica (35 @), acetato de etila (40 g), cloroférmio (41
g) e hexano (4 g).

O extrato etanolico bruto (EEB) e as fragGes hidroalcodlica (FHA), alcodlica (FAA),
acetato de etila (FAE), fracdo cloroférmica (FCL) e fracdo hexanica (FH) foram submetidos
a prospeccao fitoquimica conforme descrito na literatura (Matos, 1997; Silva, 2006). Para
identificacdo de fendis e taninos usou-se FeCl; 1 mol/L. Flavonadis, flavanonas, flavanondis
e xantonas foram identificados em reacdo com magnésio granulado e HCI concentrado. No
teste para esteroides e triterpendides utilizou-se solugcdo cloroférmica, Na,SO, anidro e
H.SO, concentrado. Para o teste de identificacdo de saponinas observou-se a formacao de
espuma persistente e abundante. Os alcaloides foram identificados por cromatografia em
camada delgada e revelagcdo com o reagente de Dragendorff.

A partir da fracio acetato de etila foram isolados, em mistura, os acidos ursolico e
oleandlico por meio do fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60 (Merck) e
os solventes hexano (C¢Hi4), hexano/ cloroférmio 1:1 (C¢H14/CHCI3) e CHCI3. A mistura
desses acidos (1:1) foi obtida do Laboratdrio de Pesquisa de Quimica e Recursos Naturais da
Universidade Federal de Alagoas como resultado do estudo fitoquimico realizado por Silva
(2009).
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2.6. Quantificacdo de fenolicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau

A determinacdo de compostos fendlicos totais presentes nas amostras foi realizada de
acordo com o método de Folin-Ciocalteau com modificacdes (Singleton et al., 1992). As
amostras foram diluidas em etanol para uma concentragdo final de 1 mg/mL. Em tubos de
ensaio, foram adicionados 125 pL de cada amostra, 125 pl do reagente de Folin-Ciocalteau
e 1 mL de agua destilada. Ap6s 3 min, 125 pL da solugdo saturada de Na,CO3; foram
adicionadas e incubadas a 37°C. Apos 30 min, a absorbancia das amostras foi medida a 750
nm. O teor de fenois totais nas amostras foi determinado através de uma curva padrdo de
acido galico (0,5 a 25 pg), sendo expressos em pg equivalentes de acido galico por
miligramas de amostra (ug EAG/mg). A equacdo da curva de calibracdo do &cido gélico foi
y=0,366x + 0,0721, R*= 0,9932.

2.7 Determinacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e fragdes
hidroalcoodlica, alcodlica, acetato de etila e da mistura dos acidos ursdlico e oleandlico.
2.7.1 Teste de co-oxidacéo do B-caroteno/acido linoleico

O sistema B-caroteno/acido linoleico foi preparado pela mistura de 8 mL da solucdo de
B-caroteno diluido em cloroférmio (0,1 mg/mL), 40 pL de acido linoleico e 400 pL de
tween 40. Apos agitacdo, o cloroférmio foi evaporado e 400 mL de agua saturada com
oxigénio foram adicionados até a absorbancia de 0,7 em 470 nm (UV Mini 1240 Shimatizu
Co). A suspensdo final (3,0 mL) foi misturada com 40 pL de amostra (1 mg/mL) e a
absorbancia foi medida imediatamente depois. Apos incubacdo a 45°C, a absorbancia foi
novamente lida em intervalos de 15 min durante 2 h. Como padréo, utilizou-se o butil-
hidroxitolueno (BHT) (Rufino et al., 2007). A atividade antioxidante foi expressa como
percentual de inibicdo da oxidacdo, calculada em relacdo a 100% da oxidacdo do controle

(sem amostra).

2.7.2 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
*DPPH

A capacidade antioxidante do extrato bruto e fracbes da M. hirsuta também foi
avaliada pelo método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila ("DPPH) de
acordo com os métodos propostos por Brand-Willians et al. (1995) e Rufino (2007), com
modificagOes. O extrato e fragdes foram diluidos em concentracdes finais de 50, 100, 200 e

300 pg/mL. A seguir, incubou-se 300 pL de cada diluicdo com 1700 pL de solugéo
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etandlica de "DPPH (70 uM) por 20 min a 25°C. A medida da absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 517 nm em espectrofotometro (UV 340G Gehaka). Etanol foi
usado como controle negativo, enquanto &cido galico e trolox foram empregados como
controle positivo. A porcentagem da atividade antioxidante foi plotada graficamente contra a
concentracdo dos extratos, ajustando os dados em equacéo hiperbdlica retangular para obter
a CEsp, definida como concentracao da amostra necessaria para causar 50% de reducdo do

radical.

2.7.3 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical livre
ABTS™

A avaliacdo da capacidade em sequestrar o radical livre ABTS®" [2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi realizada conforme descrita por Re et al. (1999) com
adaptacgdes. Inicialmente, incubou-se 87,5 pL da solucdo de persulfato de aménio (140 mM)
em 5 mL da solugdo ABTS (7 mM) por 16 h a temperatura de 25°C, na auséncia de luz, para
a formacéo do radical ABTS®". A solucdo final foi diluida em etanol até a absorbancia de
0,70 = 0,02 a 734 nm. Extrato e fragcdes foram diluidos (2, 6, 12,5, 25, 50, e 100 pg/mL) e
300 pL de cada diluigdo foram incubadas com solugéo etandlica do ABTS® (1700 pL) por
20 min a 25°C. As absorbancias foram determinadas a 734 nm. O etanol foi empregado
como controle negativo, enquanto acido galico e trolox como padrdes. A porcentagem da
atividade antioxidante foi plotada graficamente contra a concentracdo dos extratos conforme

descrito no item 2.7.2.

2.8 Cultura celular

Fibroblastos do hamster V79 foram cultivados em meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) e incubados em atmosfera umida contendo 5% de CO, a 37 °C.
O meio foi trocado quando as culturas alcancavam 80% de confluéncia, sendo expandidas

para outras garrafas de cultura.

2.8.1 Ensaio de viabilidade celular
O método do MTT (3-[4,5-dimetiltriazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) avalia a atividade
mitocondrial em células viaveis, conforme descrito por Hansen et al. (1989). As células
(1x10%/poco) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e pré-incubadas com o extrato e as
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fragdes nas concentracOes de 0 a 100 pg/mL a 37°C por 24 h. Foi adicionado MTT a 0,25
mg/mL ao meio e as células foram incubadas a 37°C. Apds 3 h, a absorbancia foi medida em
leitor de microplacas a 570 nm e comprimento de onda de referéncia a 630 nm. A atividade
metabolica residual das células foi calculada como porcentagem do controle negativo. Como

controle positivo, foi utilizado Triton X-100 (1%).

2.8.2 Determinacdo da atividade citoprotetora

As células (1x10%poco) em placas de 96 pogos foram pré-incubadas a 37°C com
extrato e fragcBes (10 pg/mL). Apbs 24 h, as células foram lavadas duas vezes com PBS
(tampéo fosfato salino). O meio foi trocado, H,O, (100 uM) foi adicionado e as células
foram incubadas por mais 4 h. A viabilidade celular residual foi determinada pelo ensaio do

MTT, conforme descrito acima.

2.8.3 Determinacéo da atividade antioxidante em modelo celular

Para a determinagéo da atividade antioxidante, fibroblastos de cultura (1x10*/poco) em
placas de 96 pocos foram pré-incubados com extratos e fracbes (10 pg/mL) a 37°C por 24 h,
As células foram entdo lavadas duas vezes com PBS, o meio foi reposto com H,0O, (100
KUM) e incubou-se as células por mais 4 h. Apés lavagem com PBS, as células foram
incubadas com DCFH-DA (dicloro-hidro fluoresceina diacetato) (10 uM) durante 30 min a
37°C no escuro. O DCFH-DA extracelular foi removido ap6s lavagem das células por duas
vezes com PBS. A oxidacdo do DCFH foi monitorada por fluorescéncia (Aex=485 nm;
Aex=520 nm) em leitor de microplacas e esta diretamente relacionada ao estado redox

intracelular.

2.9 Ensaio de atividade da amilase

A atividade de inibi¢do da o-amilase (a-1-4-4-glucano-glucanohidrolase) foi
determinada de acordo com Bernfeld (1955), com adaptacGes. A a-amilase pancreética suina
(EC 3.2.1.1, tipo VI, Sigma) foi diluida em 4 mL da solucdo tampédo fosfato (10 mM) até
180 pg/mL. A seguir, incubou-se 100 pL da solucdo de enzima com 5 pL de amostra (200
pL/mL) por 15 min a 37°C. ApOs esse tempo, a atividade residual da amilase foi
determinada com kit comercial Bioclin. Acarbose (EMS Sigma Pharma) foi utilizado como
controle positivo enquanto o respectivo solvente (etanol) da amostra foi usado como

controle negativo.
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2.10 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média +
desvio padrdo amostral. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk
(p>0,05). Os dados dos testes antioxidantes foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e
Dunn’s como pos-teste. A correlagéo foi feita de acordo com o coeficiente de correlagéo de
Spearman. Os resultados de inibicdo da a-amilase foram analisados pelo teste de Mann-
Whitney. O nivel de significancia para as analises estatisticas foi de 5% (p<0,05). Todas as

andlises foram feitas usando o programa GraphPad Prism (6.0).

3. Resultados
3.1 Prospeccao fitoquimica do extrato e fracées da M. hirsuta

Os resultados da prospecgdo fitoquimica do extrato etandlico bruto (EEB) e das
fracBes hidroalcodlica (FHA), alcodlica (FAA), acetato de etila (FAE) e fracdo isolada
constituida da mistura de &cidos ursolico e oleandlico da M. hirsuta estdo apresentados na
Tabela 1. Fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas e flavonoides foram identificados no
EEB e em todas as fracGes. Esteroides e triterpenos estdo presentes no EEB e FAE. Também
foi encontrado saponinas, flavondis, flavanondis, flavanonas, xantonas no EEB, FHA e
FAA. As fracBes cloroférmica e hexanica continham apenas &cidos graxos e nao foram

empregados neste estudo.

3.2 Concentracdo de fenolicos totais

Os resultados da quantificacdo de compostos fendlicos totais do EEB e fracGes da M.
hirsuta estdo demonstrados na Tabela 2. O extrato bruto das folhas da planta apresentou
cerca de 20 ug EAG/mg de extrato e, apds fracionamento, a maior parte dos compostos

fendlicos se concentraram na fragéo alcodlica (~56 pg EAG/mg).
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Tabela 1. Prospecgéo fitoquimica qualitativa dos extratos e fragdes das folhas da M. hirsuta.

- fo Extrato e fragdes
Constituintes quimicos

EEB FHA FAA FAE FH FC
Fenois + + + + L ¥
Taninos + + £ i [ 1
Esteroides + - - + + +
Triterpenos + - - + + +
Saponinas + + + - - -
Alcaloides - - - - - -
Flavonois + + + - - -
Flavanondis + + + - - -
Flavanonas + + + - - -
Xantonas + + + - - -
Antocianinas + + + + - -
Antocianidinas + + + + - -

Flavonoides + + + + - -
(+) = Presenca de reacdo; (—) = Auséncia de reacdo. EEB: Extrato etandlico bruto; FHA: Fra¢do hidroalcodlica;
FAA: Fracdo alcoodlica; FAE: Fracao acetato de etila; FH: Fracdo hexanica; FC: Fragdo cloroférmica.

Tabela 2. Atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e fracGes hidroalcodlica,
alcodlica, acetato de etila e da mistura dos &cidos ursélico e oleandlico da M. hirsuta.

Amostras Total de fendlicos Sistema f3- DPPH CEsy; ABTS CEg
ng EAG/mg caroteno/acido (ng/mL) (ug/mL)
linoleico (% 10)
EEB 20,3+0,8 43,2+ 0,1 57,1+5,6% 14,9+1,4
FHA 7,2£0,5 39,3+0,1 29,1+1,1 5,2+0,1
FAA 55,7+2,1 45,2+0,1 45,9+1,8 6,8+0,1
FAE 6,8+0,2 79,4+0,1 59,0+9,9 17,9+0,1
AUO 0,240,1 21,6+0,1 49,4+1,7 34,9+3,8%
BHT - 96,5+0,1 - -
Trolox - - 1,5+0,1 1,2+0,1
Acido galico - - 1,40,1 1,1+0,1

3p<0,05, quando comparados com o trolox, segundo teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s como pés-teste. "p<0,05,
quando comparados com o acido galico, segundo teste de Kruskal-Wallis € Dunn’s como pés-teste. °p<0,05,
quando comparados com o BHT, segundo teste de Kruskal-Wallis ¢ Dunn’s como pos-teste 1) EEB: Extrato
etandlico bruto; 2) FHA: Fracgdo hidroalcodlica; 3) FAA: Fracdo alcodlica; 4) FAE: Fracdo acetato de etila; 5)
AUO: Acidos ursolico e oleandlico. Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). (-) N&o
correspondente para o teste.
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3.3 Atividade antioxidante do extrato e fragdes de M. hirsuta

O potencial antioxidante do extrato etandlico bruto e das fragdes hidroalcodlica,
alcoolica, acetato de etila e fragdo isolada da M. hirsuta foi inicialmente avaliado pelo
método de co-oxidagdo B-caroteno/acido linoleico (Tabela 2). Os resultados demonstraram
que a FAE apresentou o maior nivel de inibi¢cdo da oxidacdo (79,36%), seguido de FHA,
EEB, FAA e AUO (45,3%, 43,2%, 39,2 e 21,58%, respectivamente) (Tabela 2).

Por outro lado, FHA foi capaz de capturar o radical *DPPH mais eficientemente
(CE50=29,1 pg/mL) quando comparado com FAA (CEsy=45,9 ug/mL), AUO (CEsy=49,4
pg/mL), EEB (CEsp= 57,1 pg/mL) e FAE (CEsp= 59,0 pg/mL). J& os padrdes trolox
apresentaram CEsp=1,5 pg/mL e o acido galico CEsp= 1,4 pg/mL. Na anélise pelo método
ABTS® (Tabela 2), FHA também apresentou a maior atividade antioxidante (CEso= 5,2
pug/mL), seguida da FAA (CEsp= 6,8 pg/mL), sendo ambas comparaveis ao trolox. EEB
(ECs0= 14,9 png/mL), FAE (ECso= 17,9 pg/mL) e a mistura de acido ursdlico e oleandlico

(ECso= 34,9 pg/mL) foram 0s menos eficientes em reduzir o radical.

3.4 Efeitos do extrato e fracdes em modelo celular

Ao incubar os fibroblastos com diferentes concentragdes do extrato e fragdes por 24 h,
observou-se gque a concentracdo mais alta das amostras empregada no estudo (100 pg/mL)
ndo foi capaz de alterar significativamente a viabilidade celular (Figura 2). Por conseguinte,
extrato e fragfes (10 pg/mL) também protegeram as células contra morte celular decorrente
da exposicdo ao H,0O, (Figura 3). O extrato e todas as fracdes apresentaram atividade
citoprotetora, com destaque para a fracdo de acidos ursélico e oleandlico, cuja porcentagem
de citoprotecado foi a maior (76,8%).

Em paralelo, avaliou-se a capacidade do extrato e diferentes fracdes (10 pug/mL) em
reduzir a oxidacéo intracelular da DFCH mediada por H,O, em fibroblastos. Novamente, 0s
acidos ursdlico e oleanolico apresentaram a maior atividade antioxidante por reduzirem a
oxidagdo da DCFH em cerca de 83% (Figura 4).
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Figura 2. Viabilidade celular (%) apds incubacédo de fibroblastos com extrato etandlico bruto
(EEB), fracdo hidroalcodlica (FHA), fracdo alcodlica (FAA), fracdo acetato de etila (FAE) e
acidos ursdlico e oleandlico (AUO) da M. hirsuta na concentragdo de 100 pg/mL por 24 h a
37°C seguido por incubacdo com MTT. Controle positivo (C+): Triton X-100 (1%).
Controle negativo (C-): células sem adicdo do extrato e fragdes. *p>0,05, quando comparado
com o controle negativo.
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Figura 3. Atividade citoprotetora (%) do extrato etandlico bruto (EEB), fracdo
hidroalcodlica (FHA), fracdo alcoolica (FAA), fracdo acetato de etila (FAE) e acidos
ursdlico e oleandlico (AUO) de M. hirsuta. As células foram incubadas com o extrato e
fracdes (10 pug/mL). Apos 24 h foram lavadas com PBS e incubadas por 4 h com H,0O, (100
K1M), sendo a viabilidade celular residual determinada pelo ensaio do MTT.
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Figura 4. Atividade antioxidante em modelo celular do extrato etanolico bruto (EEB), fracéo
hidroalcodlica (FHA), fracdo alcoolica (FAA), fracdo acetato de etila (FAE) e acidos
ursolico e oleanolico (AUO) de M. hirsuta. Fibroblastos em cultura foram incubados com
extrato e fragcBes (10 pg/mL). Apos 24 h, as células foram lavadas com PBS e incubadas por
4 h com H,0, (100 uM). Apds lavagem com PBS, as células foram incubadas com a DCFH-
DA (10 pM) por 30 min, sendo a oxidagdo DCFH monitorada por fluorescéncia.

3.5 Inibicido da a-amilase pelo extrato e fracoes

O extrato etandlico bruto e fragdes da M. hirsuta foram finalmente avaliados quanto
a capacidade de inibir a atividade glicolitica da a-amilase. Os resultados dessa triagem
(Tabela 3) demonstraram que na concentracdo de 200 pug/mL, apenas a fracdo isolada da M.
hirsuta contendo a mistura dos acidos ursolico e oleandlico inibiu significativamente a a-
amilase (~72%). Dessa forma, foi construida uma curva de concentracdo versus efeito para
essa fracdo (Figura 5). Baseando-se nos resultados dessa curva, observou-se que a mistura
dos acidos ursoélico e oleandlico apresentou 1Csy de 29,6+0,2, valor menor que o da acarbose
(ICso= 37,2 £5,2), um conhecido inibidor da enzima e clinicamente disponivel.

Tabela 3. Inibi¢ao da a-amilase pelo extrato bruto e fragcdes da M. hirsuta a 200 pg/mL.

Extrato e fracdes Inibicdo (%)
EEB -
FHA -
FAA -
FAE -
AUO 71,8+5,7
EEB: Extrato etandlico bruto; FHA: Fragdo hidroalcodlica; FAA: Fracao alcoolica; FAE: Fragdo acetato de
Etila; AUO: Acidos ursdlico e oleandlico. (-) Auséncia de inibicéo.
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Figura 5. Curva de concentragéo versus efeito da inibicdo da a-amilase pela fragdo isolada
da M. hirsuta quando comparada com a acarbose. O valor de 1Cs foi determinado por ajuste
hiperbélico dos dados no programa GraphPad (C+: Acarbose; FUO: Acidos ursélico e
oleandlico).

4. Discusséo

A M. hirsuta D.C compreende uma das muitas espécies endémicas da caatinga, bioma
do nordeste brasileiro rico em plantas com alto potencial farmacolégico (Albuguerque et al.,
2007; Nogueira et al., 2010). No entanto, apesar de ser uma espécie promissora e valiosa em
areas farmacéutica e de alimentos, existem ainda poucos estudos quimicos e bioldgicos a seu
respeito (Silva, 2009; Silva et al.,2015).

Assim, tendo em vista a potencialidade dessa espécie quanto a seu valor terapéutico
foi feita uma prospeccdo fitoquimica qualitativa do extrato etanolico bruto e das fracbes
obtidas por particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas da M. hirsuta com o
objetivo de conhecer e avaliar a presenca de seus constituintes quimicos. Essa analise
demonstrou a presenca de diversos metabolitos secundarios como saponinas, esteroides,
triperpenoides, fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas bem como flavonoides das
classes flavonois, flavononas, flavonondis e/ou xantonas livres ou seus heterosideos no
extrato bruto e nas fracdes. Esses resultados sdo compativeis com os obtidos em outras
especies de Bignoniaceae, demonstrando a relevancia dessa familia de lianas como fontes de
bioprodutos de interesse farmacéuticos (Raju et al., 2011; Choudhury et al., 2011).

Diversos estudos ja relacionaram o potencial antioxidante de plantas medicinais com
os beneficios no tratamento popular de doengas associadas ao estresse redox e inflamacao,

incluindo diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e doencas degenerativas (Aruoma, 1998;
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Alves et al., 2010; Krishnaiah et al., 2011; Meena et al.,2012). Assim, a pesquisa por novas
espécies com tais propriedades, com menores efeitos colaterais e que possam ser
empregadas clinicamente é recomendada, conforme investigada para o extrato e fracbes de
da M. hirsuta.

Embora possua algumas limitagfes, o método de captura do radical livre estavel
*‘DPPH é amplamente utilizado como modelo de triagem do potencial de compostos naturais
e sintéticos em desativarem radicais livres (Masoko & Eloff, 2007; Alves, 2010; Shah et al.,
2010). Na avaliacdo da capacidade antioxidante, a concentracdo efetiva capaz de reduzir
50% da concentracdo do radical livre (CEsp) menor que 50 pg/mL ¢ indicativo de atividade
antioxidante alta, enquanto valores de 50-100 pg/mL, 100-200 pg/mL e acima de 200 pg/mL
indicam moderada, baixa e auséncia de atividade antioxidante, respectivamente (Reynertson
et al., 2005). No presente estudo, as fracBes hidroalcodlica e alcodlica apresentaram alta
atividade antioxidante, o que é normalmente esperado para frages polares. Além disso, 0s
acidos ursdlico e oleandlico se apresentaram como bons antioxidantes, embora pertencam a
classe dos terpenos, o que pode ser explicado pelos grupamentos hidroxila.

Outro método empregado para avaliar o potencial antioxidante do extrato e fracGes da
M. hirsuta foi 0 ABTS®, cuja vantagem em relacdo ao anterior é a capacidade de testar a
atividade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos (Wojdyto et al., 2007). O
resultado demonstrou que extrato e fracbes da planta em estudo demonstraram uma
capacidade antioxidante elevada frente ao radical ABTS*". Assim como no teste do “DPPH,
a fracdo hidroalcodlica e a fragdo alcodlica reagiram com ABTS®" com menores valores de
CEsxq.

Subsequentemente, o sistema da auto-oxidagdo do P-caroteno/acido linoleico foi
utilizado para avaliar a capacidade de reducdo da cascata de peroxidagdo do &cido linoleico
(Santos et al., 2015). Conforme esperado, a fracdo acetato de etila foi a mais ativa (79,4%)
guando comparada com as outras amostras, o0 que pode ser explicado pela polaridade dessa
fragdo, uma vez que esse ensaio ocorre em meio apolar. Portanto, fragdes menos polares
tendem a cessar a cascata de peroxidacdo com maior eficiéncia (Rahimi-Nasrabadia et al.,
2013). De forma geral, observou-se que ao se comparar os resultados das metodologias
utilizadas para determinacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fracdes da M.

hirsuta, as amostras demonstraram atividades antioxidantes distintas, o que pode ser
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explicado ndo apenas pelas classes dos compostos particionados nas fragdes como também
pelas particularidades dos ensaios realizados e mecanismos de reagédo envolvidos.

Considerando-se que o extrato bruto e fracdes da M. hirsuta apresentaram atividade
antioxidante pelos trés métodos, avaliou-se o teor de compostos fendlicos totais presentes
nessas amostras. De fato, diversos estudos tém demonstrado que essa classe de fitoquimicos
relaciona-se com a atividade antioxidante de plantas devido as caracteristicas estruturais e
propriedades redutoras (Othman et al., 2007). Além de compostos fenolicos, outros
metabolitos secundarios, tais como esteroides (Mooradian, 1993), terpenoides (GralRmann,
2005) e saponinas (Gulcin et al.,2004), também contribuem para a atividade antioxidante em
extratos vegetais. Os resultados obtidos neste trabalho n&o permitiram correlacionar
(p>0,05) o teor de fendlicos em M. hirsuta e os diferentes métodos de avaliacdo da atividade
antioxidante. Tal fato pode ser explicado em funcéo da diversidade de compostos presentes
na planta que, conjuntamente, contribuem com o efeito observado.

Ao se verificar a aplicabilidade terapéutica de um produto natural € importante que
exista um equilibrio entre os efeitos terapéuticos e os efeitos toxicos deste produto as células
normais do organismo. Por esse motivo, verificou-se o potencial citotéxico da M. hirsuta
contra fibroblastos de cultura murinos V79. Os resultados obtidos demonstraram que néao
houve diferenca significativa entre as células incubadas com o extrato e fragdes da planta em
concentragfes até 100 pg/mL. Esse fato estimula estudos posteriores com essa espécie
devido a baixa toxicidade aparente.

De forma a complementar os ensaios in vitro anteriores, investigou-se a capacidade do
extrato e fracGes de M. hirsuta em proteger os fibroblastos contra o dano oxidativo causado
pelo H,O,. Ap6s incubacdo por 24 h, todas as amostras impediram a perda na viabilidade
celular, com destaque para os acidos ursolico e oleandlico. Esses compostos também foram
os mais eficientes em reduzir a oxidacao intracelular da sonda fluorescente DCFH mediada
pelo H,0,. Esses resultados sugerem que os &cidos isolados de M. hirsuta induzem uma
resposta adaptativa celular de modo a aumentar a defesa antioxidante nessas células (Martin-
Aragén et al.,2001). Esses achados sao corroborados pelos estudos de Ovesna et al. (2006)
que demonstraram o papel desses compostos em proteger linhagens de células leucémicas
contra os danos causados pelo H,O,. Tsai e Yin (2008) também relataram a capacidade
antioxidante e citoprotetora dos acidos ursolico e oleanolico frente ao tratamento de células
da linhagem PC12 com H,0..
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Finalmente, o presente estudo investigou o efeito hipoglicemiante do extrato bruto e
fragbes da M. hirsuta. O interesse em avaliar o potencial antidiabetogénico das plantas
medicinais como alternativa aos tratamentos convencionais se justifica pelo fato dos
medicamentos atuais poderem causar inimeros efeitos adversos (Uddin et al., 2014; Rangika
et al., 2015). Ademais, a diabetes mellitus (DM) é um dos problemas que mais oneram o
sistema publico de saude, pois alem do aumento na incidéncia mundial, a mortalidade e a
morbidade decorrentes ao DM também cresceram (Alarcon-Aguilar et al., 2000).

A atividade imunossupressora dos acidos ursélico e oleandlico (Silva, 2009) os coloca
como Otimos candidatos para o tratamento de DM do tipo 2 (Sheng e Sun, 2011). Esses
compostos podem ainda agir como anti-hiperlipidémico (Somova et al., 2003),
hepatoprotetor (Liu et al., 1995) ou mesmo inibir a enzima o-amilase (Ali et al., 2006),
responsavel por regular a absorcdo de carboidratos no intestino. Outros efeitos benéficos
contra DM também sdo descritos para esses compostos, mais especificamente o &cido
ursélico, por aumentar biossintese e secre¢do de insulina e, consequentemente, a captacdo
periférica da glicose (Castellano et al., 2013).

Os resultados deste trabalho confirmaram pela primeira vez a habilidade da M. hirsuta
em inibir a atividade da o-amilase. A a-amilase é uma enzima que catalisa a clivagem inicial
do amido em oligossacarideos, exercendo papel primordial no inicio desse processo (Sales et
al., 2012) e, atualmente, inibidores dessa enzima tem sido empregados no tratamento da
hiperglicemia pds-prandial e obesidade (Mahomoodally et al., 2012). No caso do presente
trabalho, a propriedade inibitoria da a-amilase foi atribuida aos acidos ursolico e oleandlico
isolados da planta, cujo ICsq de 29,6 pg/mL foi comparavel ao da acarbose (37,2 pg/mL),
medicamento clinicamente disponivel para tratamento da DM2 (Ke et al., 2014).

Concluséo

Este estudo descreveu qualititativamente os metabdlitos secundarios do extrato e
fracbes da folha M. hirsuta. Além disso, demonstrou-se o potencial antioxidante,
citoprotetor e hipoglicemiante das folhas dessa espécie tipica do semiarido brasileiro. Em
conjunto, os resultados sugerem que a M. hirsuta pode se tornar uma nova estratégia para o
tratamento de doengas com base inflamatdria e oxidativa a exemplo da DM, com especial
aplicabilidade na medicina popular nas comunidades locais. Contudo, ainda sdo necessarios
estudos adicionais para investigar a farmacodinamica dos metabdlitos da planta além de sua

eficacia e seguranca.
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Avaliacdo do potencial citogenotoxico dos &cidos ursoélico e oleandlico isolados da
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: O bioma caatinga, exclusivo do semiarido brasileiro, é uma
regido de elevado endemismo e crescente degradacdo ambiental. Diversas plantas desse
bioma tém sido utilizadas de forma medicinal pela populacdo de baixa renda, embora
representem um potencial pouco explorado no desenvolvimento de novos fitoterapicos.
Dentre essas, destaca-se a Mansoa hirsuta D.C. devido a sua aplicabilidade para diversas
enfermidades em fungdo da presenca de &cidos ursolico e oleandlico. Sabe-se que esses
triterpenos pentaciclicos atuam inibindo a linfoproliferacdo e a produgdo de Oxido nitrico,

porém seus eventuais efeitos toxicos ndo sdo conhecidos. Assim, esse estudo visou avaliar a
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toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade de acidos ursélico e oleandlico de M. hirsuta,
mediante sistema-teste Allium cepa L.

Material e métodos: Sementes recém-germinadas de A. cepa L. foram submetidas a trés
diferentes concentracdes da mistura dos acidos ursélico e oleandlico (0,1; 0,01 e 0,001
mg.mL™ de ambos os componentes) diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) 0,1% para
determinacdo da toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em nivel
cromossémico, utilizando a agua destilada como controle negativo e o metilmetano-
sulfonato (MMS) e trifluralina como controles positivos. Apos 24 h, parte das sementes foi
transferida para metilmetano sulfonato (MMS, 4.10* Mv) para determinar possiveis efeitos
antimutagénicos. Em seguida, foram avaliados os efeitos toxicos (comprimento médio das
raizes); citotdxicos (indice mitético), genotdxicos (frequéncia de alteragdes cromossdmicas e
nucleares) e mutagénicos em nivel cromossémico (frequéncia de microndcleos e quebras
cromossomicas).

Resultados: Os acidos isolados de M. hirsuta ndo interferiram significativamente no
comprimento médio das raizes, indice mitético, e na frequéncia de alteracdes
cromossémicas e nucleares. No entanto, ndo apresentaram atividade antimutagénica.
Conclusdes: Nas concentracBes analisadas, os &cidos ursolico e oleandlico demonstraram
potencial antimutagénico, ndo sendo toxicos, citotdxicos, genotdxicos nem mutagénicos. A
provavel seguranca e eficicia desses acidos favorece sua utilizagdo na sintese de novas
drogas e formulacGes, além de validarem a importancia de M. hirsuta na medicina

alternativa em regides carentes como o semiarido brasileiro.

Palavras chave: Allium cepa; citotoxicidade; genotoxicidade; mutagénese; triterpenos

pentaciclicos
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1. Introducéo

O semiarido do nordeste brasileiro apresenta a segunda maior densidade demogréfica do
pais e altos indices de pobreza, particularmente nas areas rurais (Batista-Filho e Rissin,
2003). Essa regido abriga um bioma exclusivo — denominado caatinga — o qual é
caracterizado por notavel diversidade e endemismo de espécies a despeito do acentuado
processo de degradacao de habitat (Albuquerque et al., 2012). Consequentemente, varias
substancias bioativas oriundas de plantas tipicas da caatinga estdo disponiveis e tém sido
utilizadas na medicina popular pelas comunidades locais, que muitas vezes ndo tém acesso a
outros recursos terapéuticos (Albuquerque et al., 2007a).

De fato, muitas espécies tipicas da caatinga ja sdo empregadas na producdo de
fitoterapicos, como Amburana cearensis A.C. Smith., Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan e Myracrodruon urundeuva Allemédo (Albuquerque et al., 2007b; Canuto et al.,
2008; Silva et al., 2012). Apesar desse potencial e dos riscos de extincdo de espécies
endémicas frente as ameacas antropicas, poucos estudos etnofarmacoldgicos estdo
disponiveis para a flora da caatinga (Albuquerque et al., 2007b).

Entre os diversos grupos com potencial farmacologico na América do Sul, destacam-se
as lianas da familia Bignoniaceae, a qual compreende aproximadamente 800 espécies
predominantemente neotropicais (Gentry, 1980). O Brasil é considerado o centro da
diversidade dessa familia, cujas espécies sdo comumente utilizadas em artesanato,
horticultura, culinria, religido, indistria madeireira e tratamento de enfermidades como
reumatismo e infeccdes microbianas (Gentry, 1980; Silva, 2009).

Uma das espécies de Bignoniaceae restrita a caatinga € a Mansoa hirsuta D.C. (Fig.
1A), popularmente conhecida como cipé d’alho e tipicamente registrada em serras e
chapadas sedimentares do semiarido brasileiro (Lemos e Zappi, 2012). Analises prévias
demonstraram que essa espécie apresenta propriedade antifingica, anti-hipertensiva e
antitumoral, sendo ainda utilizada no tratamento de diabetes (Agra et al., 2008; Chaves e
Reinhard, 2003). Também sé&o citados outros usos na medicina popular para essa espécie
como tratamento de gripe, febre, dor, inflamag&o, reumatismo e culinéria, devido ao odor de
alho (Zoghbi et al., 1984).

Estudos fitoquimicos de M. hirsuta isolaram uma mistura (1:1) de acidos ursélico
(Figura 1B) e oleandlico (Figura 1C) da fracdo acetato de etila (Silva, 2009), cuja patente
estd registrada no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) sob o numero:

BR102015008180 (Silva et al., 2015). Ambos os &cidos sdo triterpenos pentaciclicos e
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possuem estrutura quimica semelhante diferindo apenas na localizacdo do grupo metila no
anel E e, assim, frequentemente, ocorrem em conjunto (Vasconcelos, 2006; Jesus et al,
2015). Possuem comprovada atividade imunossupressora avaliada atraves da reducdo da
linfoproliferacdo (acima de 99%), além de inibirem a producéo de éxido nitrico (NO) entre
41,5% a 44,1% (Silva, 2009). Outros trabalhos descreveram atividades hipoglicémica (Perez
et al., 1998), anti-inflamatdria (Safayhi e Sailer, 1997), antifungica (Rocha et al., 2004) e
hepatoprotetora (Liu et al., 1995) para esses compostos. Somova et al (2003) também
relataram que esses acidos também apresentaram efeito anti-hipertensor anti-hiperlipidémico
e antioxidante. A capacidade desses acidos em induzir a apoptose de células cancerigenas do
figado também indica o potencial da sua utilizacdo como agentes antitumorais (Ovesna et
al., 2004; Yin, 2015).

:,!‘ ‘lL

Fig. 1. (A) Mansoa hirsuta D.C. coletada em Morro do Chapéu. (B) Estrutura quimica do
acido ursélico. (C) Estrutura quimica do acido oleandlico.

Além disso, o acido ursélico, em particular, possui acdo antibacteriana (Mallavadhani et
al., 2004), inibindo a proliferacdo de Escherichia. coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Nascimento et al., 2014). Outro estudo
ainda descreve que o acido ursélico diminui a obesidade e a esteatose hepética, aumentando
0 gasto energético e a massa muscular esquelética ao mesmo tempo em que reduz a atrofia
muscular em camundongos (Kunkel et al., 2012). S&o ainda descritas para o acido oleanélico
atividades tripanocida (epimastigotas de T.cruzi), anti-HIV, além da inibicdo do sistema

complemento e potencial antinociceptivo (Sultana e Ata, 2007).
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Considerando que os &cidos ursdlico e oleanolico sdo potenciais compostos prototipos
para o desenvolvimento de novas drogas (Silva et al., 2014; Jesus et al., 2015) e de
suplementos funcionais, a avaliacdo dos seus efeitos toxicos € importante para determinar
suas doses seguras e terapéuticas, uma vez que muitos compostos presentes em fitoterapicos
podem ser citotdxicos ou genotoxicos (Celik e Aslantiirk, 2010; Karaismailoglu, 2014).

O sistema teste Allium cepa L. € um dos ensaios in vivo mais utilizados na anélise de
genotoxicidade de diversas substancias, incluindo as medicinais. Além de apresentar
condicdes favoraveis para analise microscopicas, como a presenca de cromossomos grandes
e em namero reduzido (2n=16), os testes com essa espécie tém demonstrado confiabilidade
e correlagdo com outros sistemas, incluindo mamiferos (Fiskejo, 1985; Grant, 1994; Kuras
et al.,, 2006; Bagatini et al., 2007; Leme e Marin-Morales, 2009). Por exemplo, a
sensibilidade do sistema-teste A. cepa foi semelhante a observada para linfécitos humanos e
apresentou correlacdo de até 82% com testes de carcinogenicidade em roedores (Fiskesjo,
1985; Rank e Nielsen, 1994). Além da analise da citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, esse sistema-teste tem demonstrado sensibilidade para avaliacdo da
antimutagenicidade, que é a capacidade de proteger a célula contra danos no material
genético (Roberto et al., 2016), sendo, portanto, uma alternativa na busca por substancias
com atividade quimioprotetora. Dessa forma, este estudo visou avaliar o potencial
citotoxico, genotoxico, mutagénico e antimutagénico da mistura dos triterpenos
pentaciclicos acidos ursolico e oleandlico isolados da M. hirsuta D.C. utilizando o sistema-

teste A. cepa na auséncia e presenca de outros compostos reconhecidamente genotoxicos.

2. Material e métodos
2.1 Material vegetal

Os individuos de Mansoa hirsuta (Fig. 1A) foram coletados entre 0os municipios de
Santo Inacio e Gameleira do Assurua, no Estado da Bahia, Nordeste do Brasil (11°19°S ¢
42°40°0) e as exsicatas estdo depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Feira de
Santana (nGmero: 59456).

As folhas foram secas, moidas e pesadas (15,0 kg) para preparacdo do extrato
hidroalcodlico (etanol/agua 50/50, v/v) e a posterior concentracdo em rotaevaporador
forneceu 1800 g de extrato etanolico concentrado e homogéneo com 12% de rendimento.

Um total de 250 g do extrato total obtido foi submetido a fracionamento em fase reversa

em carvao ativo. Apés evaporagdo em aparelho rotatério, foram obtidas cinco fragoes:
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hidroalcdolica 1:1 (130 g), alcoolica (35 g), acetato de etila (40 g), cloroférmio (41 g) e
hexano (4 g). A partir da fragdo acetato de etila, foram isolados em mistura os &cidos
ursolico e oleandlico por meio do fracionamento cromatografico em coluna de silica gel 60
(Merck) e dos solventes hexano (CgHi4), hexano/ cloroférmio 1:1 (CgH14/CHCI3) e CHCls.
A mistura desses acidos foi obtida do Laboratério de Pesquisa de Quimica e Recursos
Nnaturais da Universidade Federal de Alagoas, como resultado do estudo fitoquimico
realizado por Silva (2009).

2.2 Ensaio Allium cepa

No ensaio com A. cepa foram testadas trés concentragdes da mistura de acido ursolico e
4cido oleandlico: 0,1, 0,01 e 0,0001 mg.mL™, diluidas em DMSO 0,1% (dimetilsulfoxido).
A 4agua destilada e o DMSO 0,1% (solvente) foram usados como controles negativos
enquanto 0 MMS (metil metano-sulfonato, 4x10-4 Mv), uma droga de acéo clastogénica, e 0
herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio ativo), uma substéncia de acdo aneugeénica,
foram selecionados como controle positivo.

As sementes de A. cepa (Vale Ouro - IPA 11), fornecidas pelo Instituto Agronémico de
Pernambuco — IPA, foram germinadas em placas de Petri com papel de filtro umedecido
com &gua destilada (150 sementes/placa) a 25+5 °C. Apds atingirem cerca de 1 cm de
comprimento, foram transferidas para placas de Petri contendo as solucdes teste. Apds 24 h,
as raizes das sementes foram medidas (anélise da toxicidade), sendo uma parte destas
fixadas em Carnoy (etanol: acido acético; 3:1; v:v) e estocadas a -20 'C até o momento de
confeccdo das laminas para anélise da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

A outra parte das raizes de cada tratamento, com excecdo dos controles positivos, foi
transferida para placas de Petri contendo MMS para analise da antimutagenicidade da
amostra. Apds 24 h, todas as raizes foram coletadas, medidas e fixadas para avaliacdo de
potencial antimutagénico.

As laminas foram preparadas segundo Marin-Morales (2009). As raizes foram lavadas
trés vezes em agua destilada (5 min cada) e hidrolisadas em HCI 1N a 60 °C por 10 min. A
sequir, as raizes foram transferidas para frascos de vidro ambar, contendo o Reativo de
Schiff (Merck) e guardadas por 2 h em local escuro. As raizes foram posteriormente lavadas
em agua destilada até todo o excesso de corante ser retirado. Posteriormente, 0 meristema da
raiz foi retirado e esmagado sobre a lamina em uma gota de carmim acético (2%) e as

laminas montadas com Entellan.
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Foram analisadas 10 l&minas por tratamento (500 células/lamina, totalizando 5.000
células/tratamento) em microscopio Optico sob objetiva de 40x. Os seguintes parametros
foram avaliados: o comprimento médio das raizes (toxicidade), indice mitético
(citotoxicidade), indice de alteragdes cromossémicas (genotoxicidade/antigenotoxicidade) e
o indice de quebras  cromossémicas e formacdo de  microndcleos
(mutagenicidade/antimutagenicidade em nivel cromossémico). Os resultados obtidos foram
comparados com o controle negativo (agua destilada) para todos os parametros avaliados.

Os resultados foram expressos como média = desvio-padrdo amostral. A diferenca
significativa entre os tratamentos e o controle negativo foi calculada utilizando o teste
estatistico de Kruskal-Wallis, seguido do teste a posteriori de Tukey (p <0,05), usando o

programa Estatistica (versao 8.0).

3. Resultados

Os valores do comprimento médio das raizes (VCMR) e do indice mitético (IM) das
células meristematicas expostas as diferentes concentraces dos acidos ursélico e oleandlico
de M. hirsuta e ao DMSO 0,1% ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao

controle negativo (agua destilada) para nenhum dos tratamentos analisados (Tabela 1).

Tabela 1. Valor do comprimento médio das raizes (VCMR) e indice mitético (IM),
observadas em células meristematicas apds a exposicdo de raizes de Allium cepa a diferentes
concentracdes dos acidos ursolico e oleanolico de Mansoa hirsuta.

Tratamentos VCMR (cm) IM

Controle negativo Agua destilada 2,03+ 0,36 6,06 £ 0,55
DMSO 0,1% 1,89 + 0,65 6,36+ 0,75

Acidos ursdlico e oleandlico 0,001 mg/mL 2,05+0,42 6,5+ 0,64
0,01 mg/mL 2,11+£0,46 6,38 £ 0,65

0,1 mg/mL 1,93+0,53 5,42 £ 0,59
Controles positivos MMS 2,1+0,31 3,26 £0,51*
TRI 1,49 + 0,31* 4,07 £0,61*

MMS: metilmetano sulfonato; DMSO: dimetilsulfoxido; TRI: Trifluralina.*P<0,05 em comparacdo com o controle
negativo (teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste a posteriori de Tukey, p<0,05).

Ap0s 24 horas de exposi¢do as concentragdes dos triterpenos pentaciclicos, as células
meristematicas de A. cepa apresentaram as seguintes alteracfes: presenca de broto nuclear,
micronucleo, quebra cromossdmica, C-metafase, perda cromossémica e ponte
cromossomica (Fig. 2). No entanto, a frequéncia dessas alteracGes cromossémicas e
nucleares tanto nas trés concentracfes testadas quanto no DMSO 0,1% foi similar as
detectadas no controle negativo (adgua destilada) (Tabela 2). Do mesmo modo, ndo houve

aumento significativo no indice de genotoxicidade (total de alteracGes cromossdmicas,
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IGen) nem de mutagenicidade (MN + QC, IMut) com o aumento das concentracdes dos
compostos analisados (Tabela 2).

Em contrapartida, as células meristematicas nos controles positivos apresentaram
aumento significativo de alteracbes cromossémicas. O MMS induziu a formacdo de
micronlcleos e de quebras cromossémicas, apresentando atividade clastogénica, como
esperado, e a trifluralina induziu aumento significativo de brotos nucleares, perda

cromossémica, ponte cromossdémica, como esperado por sua acao aneugénica (Tabela 2).

D

Fig. 2. Alteracbes cromossomicas em células meristematicas de Allium cepa expostas aos
acidos ursdlico e oleandlico de Mansoa hirsuta: (A) broto nuclear; (B) micronuicleo; (C) C-
metafase; (D) perda cromossémica; (E) ponte cromossémica; (F) anafase com perda
cromossémica.

Os resultados da avaliacdo da antimutagenicidade dos acidos isolados de M. hirsuta
sobre células de A. cepa ap0s a exposicao de raizes a diferentes concentracfes dos acidos
ursolico e oleanolico seguida de exposicdo ao MMS demonstraram que todas as
concentragdes foram diferentes estatisticamente do controle negativo, indicando que 0s
acidos nas referidas concentragfes ndo protegeram totalmente contra a agédo clastogénica do
MMS (Tabela 3).

Tabela 2. Frequéncia de alteracbes cromossémicas e nucleares presentes nas diferentes
concentracdes dos acidos ursolico e oleandlico de Mansoa hirsuta analisadas com o sistema-
teste Allium cepa.

Tratamento Alteracbes cromossomicas e nucleares/ 5.000 células meristematicas

(mg/mL) BN PC MN QC IMut IGen
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(MN +QC)

CN 0084024 008+010 013%014 006+009 003+003 007£007
DMSO0,1% 004+008 008+013 030+030 004+008 006+005 007+004
0,001 000£000 006+013 029+026 004+007 026+028 0,19+0,15
0,01 0,02+006  004+012  018+017 020+020  01+008  0,06+0,04

0,1 002+006 008+010 018+017 016+022  001+005 0,07 +0,04
MMS 002+006 040+032 7,00+394* 400+127* 200+0,83* 0,18+0,10

Trifluralina 0,24 +£0,20* 054+0,37* 206+137* 138+151* 0,67+037* 0,97 +0,65*

I:egenda: BN - Brotos Nucleares; PC -’Perdas Cromossdmicas; MN - Micron(cleos; QC - Quebras Cromossdmica, IMut -
Indice de Mutagenicidade; IGen - Indice de Genotoxicidade; CN - Controle Negativo (agua destilada); DMSO:
dimetilsulféxido MMS- metilmetano sulfonato.

*P<0,05 em comparagdo com o controle negativo (teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste a posteriori de Tukey).

Tabela 3. Frequéncia de alteracbes cromossémicas e nucleares presentes nas diferentes
concentragfes dos é&cidos ursolico e oleandlico seguida de exposicdo ao metil
metanosulfonato (MMS), avaliadas com o sistema-teste Allium cepa.

Tratamento Alteragdes cromossomicas e nucleares/ 5.000 células meristematicas
(mg/mL) BN PC MN QC IAntimut
CN (Agua/Agua) 0,22+ 0,20 0,00 + 0,00 0,31+0,38 0,05+ 0,11 0,36 + 0,43
DMSO 0,1% 0,00+0,00 0,06 +0,13 3,16 £ 2,58 0,84 + 0,66 4,00+2,66*
0,001/MMS 0,00+0,00 0,00 0,00 1,34+ 0,65 0,16 £ 0,31 1,50+ 0,83*
0,01/MMS 0,00+0,00 0,04+ 0,12 3,50 + 3,18* 0,38+ 0,38 3,88 + 3,68*
0,1/MMS 0,00 £ 0,00 0,08+0,10 2,3+1,35* 0,18+ 0,24 2,48 +1,48*
CP (Agua/MMS) 0,00 +0,00 0,04 +0,08 2,70 26 0,76 + 0,69* 3,46 +2,57*

Legenda: BN - Brotos Nucleares; PC - Perdas Cromossomicas; MN - Micronucleos; QC - Quebras Cromossémica,
IAntimut - indice de Antimutagenicidade; IAntigen — indice de Antigenotoxicidade; CN - Controle Negativo; DMSO:
dimetilsulféxido; MMS- metilmetano sulfonato; CP — Controle Positivo.

*P<0,05 em comparagdo com o controle negativo (teste de Kruskal-Wallis, sequido de teste a posteriori de Tukey).

4. Discussao

Mansoa hirsuta é uma espécie tipica da caatinga, que constitui uma importante planta
medicinal utilizada popularmente na prevencdo ou tratamento de diversas doengas e com
potencial uso na fitoterapia, com destaque para a producdo dos triterpenos pentaciclicos
acidos ursolico e oleandlico. Esses acidos apresentam atividades bioldgicos importantes de
efeito anti-hipertensor, anti-hiperlipidémico, antioxidante e hipoglicémico (Somova et
al.,2003). Adicionalmente, em concentragGes entre 2,5 e 10 umol/L, os referidos acidos
apresentaram atividade antioxidante e protetora ao reduzir o nimero de quebras de DNA

induzida por H,O, mediante teste in vitro (Ovesna et al., 2006). Contudo, este € o primeiro
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estudo relacionado aos potenciais efeitos genotdxicos e mutagénicos da mistura dos acidos
ursélico e oleandlico obtidos da fracdo acetato de etila de M. hirsuta sobre células
eucarioticas.

Estudos prévios com essa mistura acida analisaram a toxicidade aguda, mediante ensaio
com Artemia salina e injecdo peritoneal de 60 mg/kg em hamsters, observando-se uma baixa
toxicidade (DLsg 0,95 e 0,10 mg/mL, respectivamente) (Somova et al., 2003). No presente
trabalho, ndo foi demonstrada toxicidade dos acidos ursolico e oleanolico mediante analise
do comprimento médio da raiz para as concentragdes testadas em células meristematicas de
A. cepa, corroborando os resultados encontrados para 0s organismos-testes animais acima
descritos.

As concentracdes testadas da mistura de acidos ursolico e oleandlico de M. hirsuta
também apresentaram indice mitético (IM), alteracBes cromossdmicas e frequéncias de
micronlcleos e de quebras cromossémicas semelhantes estatisticamente ao controle
negativo. Uma reducdo do IM indicaria morte celular ou atraso da cinética de proliferacdo
de células levando a alteracfes no desenvolvimento do organismo (Rojas et al., 1993). Por
outro lado, um valor elevado de IM refletiria 0 aumento da divisdo celular, o que pode levar
a desordens na proliferacdo celular e ao aparecimento de tumores (Leme e Marin-Morales,
2009). Desse modo, a auséncia de reducdo ou aumento do IM no presente estudo indica que
£sses compostos nao sao citotdxicos.

Adicionalmente, agentes fisicos e quimicos podem causar alteracbes estruturais ou
numéricas dos cromossomos sendo clastogénicos, quando induzem a quebras e a formacéo
de micronudcleos, e/ou aneugénicos, levando a perdas cromossémicas, atrasos, aderéncia,
multipolaridade e C-metafases (Fenech, 2000; Leme e Marin-Morales, 2009). Essas
alteracbes sdo consideradas genotdxicas, quando sao passiveis de reparo e ndo sao
necessariamente transmitidas para as células descendentes (Ventura-Camargo et al., 2011).
Por outro lado, danos no material genético ndo reparaveis e consequentemente herdados
pelas células filhas sdo considerados mutagénicos.

Em A. cepa, a mutagenicidade é analisada pela frequéncia de micronucleos (MN) e
quebras cromossdmicas (QC). Os MN podem surgir em consequéncia de quebras e perdas
cromossomicas, cujo DNA ndo é incluido ao nudcleo principal durante a divisdo celular
(Fenech et al., 2011). Alternativamente, essas alteracbes podem surgir como resultado de
poliploidizacéo, na tentativa de eliminar quantidades excessivas de DNA do nucleo principal

e assim recuperar as condi¢cdes normais de ploidia (Fernandes et al., 2007). Contudo, no
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presente trabalho, as concentragdes testadas dos acidos ursélico e oleandlico ndo alteraram
significativamente a frequéncia de alteracfes cromossomicas nem a formacéo de MN e QC,
podendo-se afirmar que a mistura dos acidos ursolico e oleanolico (triterpenos pentaciclicos)
da fracdo acetato de etila obtida das folhas da M. hirsuta ndo apresentaram efeito genotdxico
nem mutagénico.

Este conjunto de dados é particularmente interessante, tendo em vista que, estudos
prévios demonstraram citotoxicidade de 18,62% para a concentragdo de 0,01 mg.mL™ para a
fracdo acetato de etila total das folhas da M. hirsuta (Silva, 2009). Por outro lado, no
presente trabalho, a mistura acida na mesma concentragdo ndo mostrou toxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade, nem mutagenicidade. Através de prospeccdo fitoquimica
qualitativa da M. hirsuta, foi demonstrado que essa fracdo possui, além de triterpenos, outros
metabdlitos secundarios como esteroides, fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas e
flavonoides (Silva, 2009). Dessa forma, a atividade citotoxica da fracdo acetato de etila total
previamente sugerida pode ser decorrente da atividade de um desses constituintes ou do
efeito sinérgico entre eles (Maciel et al., 2002; Shitan, 2016). Assim, torna-se clara a
importancia da realizacdo de bioensaios e avaliacdo da toxicidade de compostos ativos
isoladamente, a fim de incrementar seu uso terapéutico e diminuir o risco de efeitos adversos
(Rates, 2001).

Considerando que as concentragdes avaliadas dos acidos ursolico e oleandlico nao foram
toxicas, citotoxicas, genotdxicas nem mutagénicas para as células meristematicas de A. cepa,
foi investigado seu potencial antimutagénico frente a danos no material genético induzidos
pelo MMS. Este agente é reconhecido pela capacidade de induzir metilacdo e alquilacdo em
macromoléculas como o DNA (Malini et al., 2010) e por seus efeitos clastogénicos e
mutagénicos, aumentando a frequéncia de quebras cromossémicas, micronucleos e outras
alteracdes (Rank e Nielsen, 1997). De acordo com esses indicadores, foi constatado que as
concentragdes testadas dos acidos de M. hirsuta ndo apresentaram atividade antimutagénica
(quimioprotetora) com reducdo de danos ao DNA. No entanto, Resende et al. (2006) ja
relataram que os acidos ursélico e oleanélico (80 mg/kg) apresentaram atividade protetora
dos danos causados pelo agente antineoplasico doxorrubicina, com reducdo significativa da
frequéncia de micronucleos em ratos Balb/c, tratados com a mistura dos &cidos. Além disso,
Niikawa et al. (1993) também demonstraram a acéo antimutagénica desses compostos contra
mutacgdes induzidas por benzopireno usando teste de Ames. Embora esse mecanismo de

protecdo ainda ndo seja totalmente compreendido, estes &cidos podem ser uma nova
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estratégia para o tratamento de diversas doencas, desde que comprovada sua eficécia e
seguranca.

5. Concluséao

A mistura dos &cidos ursélico e oleandlico isolados da fracdo acetato de etila da M.
hirsuta ndo apresentam efeitos antimutagénicos, citotoxicos, genotéxicos ou mutagénicos
nas concentracgdes testadas usando o sistema teste A. cepa.

Embora outros testes possam refinar o papel protetor dos acidos ursélico e oleandlico
isolados da M. hirsuta, os dados aqui apresentados apontam que essa espécie de planta
nativa da caatinga representa uma fonte em potencial para novas drogas e outras
formulacBes com eficacia terapéutica e reduzida toxicidade, sendo importante que medidas
de conservacdo da flora nativa do semiarido nordestino sejam estimuladas para garantir,
entre outros aspectos, a manutencdo de fontes de medicina alternativa para as populacdes
carentes dessa regido do Brasil.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A Mansoa hirsuta D.C. é uma importante planta medicinal tipica do semiarido
nordestino com compostos bioativos de interesse na medicina popular, com destaque
para a presenca dos cidos ursolico e oleandlico.

Confirmando essa afirmacdo, os resultados desse estudo verificaram o potencial
antioxidante, citoprotetor e hipoglicemiante das folhas de M. hirsuta.

A mistura dos &cidos ursélico e oleandlico isolados dessa espécie de Bignoniaceae
também ndo foi antimutagénica, toxica, citotoxica, genotdxica nem mutagénica em
sistemas teste de Allium cepa.

A importancia da M. hirsuta na medicina popular, sua aparente eficacia
farmacoldgica e baixa toxicidade dos compostos analisados, reforcam a importancia
da flora nativa do semiérido brasileiro como fonte de novos farmacos e fitoterapicos.
Diante do potencial medicinal das espécies nativas do Brasil, medidas de
conservagdo da biodiversidade devem ser incentivadas de forma a proteger o
patriménio farmacoldgico, ainda pouco conhecido, antes que espécies e bioprodutos

possam ser extintos.
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