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APRESENTACAO

Caro leitor (a),

Com muita satisfacdo, apresentamos o novo E-Book intitulado “Debate e
Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia”. Esse E-Book apresenta 19 artigos, com
informacdes atualizadas e temas diversificados sobre tendéncias em Biologia, que
em conjunto debatem e refletem sobre praticas, aplicacées e novas possiblidades na
grande area das Ciéncias Biologicas.

E importante destacar que muitas profissées dependem da biologia como base
para construcdo de um conhecimento cada vez mais especializado. Considerando ser
uma ciéncia muito heterogénea em suas aplicacdes e subareas destacaremos alguns
topicos que merecem cada vez mais atencao.

A complexidade dos seres vivos na natureza varia desde as caracteristicas
morfofisiologicas, seus metabolismos até como eles estao espacialmente distribuidos,
bem como, os fatores ambientais que s&o importantes para manutencdo da
biodiversidade. Nas ultimas décadas as praticas de biotecnologia criaram produtos
utilizados pelo homem em larga escala que agregam muitas técnicas aplicadas a
pesquisabioldgica. Porfim, aspectos inerentes relacionados a crise ambiental englobam
a crescimento populacional, o uso de recursos naturais e a poluicdo ambiental. E
extremamente satisfatério encontrar em um volume areas tao promissoras que
abordam bioquimica, biotecnologia, educacgéao, parasitologia, ecologia aplicada, saude
humana, microbiologia, morfologia de invertebrados.

Os 19 capitulos aqui apresentados foram escritos por autores que abordaram
temas atuais de grande relevancia, por exemplo, a busca de potenciais bioldgicos
atuantes como antioxidantes, técnicas aplicadas a microbiologia e controle ambiental,
a biotecnologia para preservacao de sementes. Outras técnicas inovadoras aplicadas
a manutencgao e multiplicacédo do material biolégico, armazenamento de alimentos, ou
de producédo de mudas sao aqui também discutidas.

A saude humana inclui a aplicacdo da engenharia biolégica, bem como a
identificacédo de produtos com propriedades benéficas que langam perspectivas ao
agronegdcio. Interessantemente, outro tema muito importante abordado € a orientagédo
sexual destinada ao publico do ensino fundamental, que de forma interativa busca
atender as duvidas dos alunos, bem como motivar os professores de forma pratica a
continuar a discutir com seus alunos. As extensdes de feitos cientificos aplicados a
educacao do ensino basico ndo se limitam a temas especificos, permeiam também
desde aulas praticas de bioquimicas, a exposicéo de parasitos na educagao basica
seja de forma dialdgica, dindmica com uso de jogos e de construgcdo de modelos
torna-os palpaveis e observaveis aos alunos desde o ensino médio. A compreensao
facilitada de temas complexos agregada as praticas diarias dos alunos permitem que
eles construam e busquem alternativas particulares no meio em que vivem. Como
consequéncia sao capazes de promover melhorias para si e para o coletivo em que



estao inseridos.

Atualmente com a rapidez que a degradacao ambiental por diversas pressdes
antropicas que aumentam sobre os sistemas naturais ha uma necessidade urgente
em direcionar medidas eficazes de conservacgéo. Adicionalmente mais do que isso,
emerge a necessidade de refletir sobre a educacdo ambiental cada vez mais critica
que se inicia desde os primeiros anos escolares e busca a indissociabilidade entre
desenvolvimento e a sustentabilidade. Por fim, os artigos cientificos escritos em
lingua portuguesa favorecem nao somente um publico diminuto, mas também envolve
estudantes iniciantes a pesquisa. Esses estudantes podem ter contato ndo somente
com estudos especializados em cada area, mas com uma visao holistica de novas
tendéncias e possibilidades na grande area da Biologia.

Boa leitura a todos!

José Max Barbosa De Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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suaveolens (L.) KUNTZE

Adjuto Rangel Junior
Universidade Federal

do Rio Grande do Norte-UFRN, Natal- RN
Luiz Marivando Barros

Universidade Regional

do Cariri- URCA, Crato- CE

RESUMO: Os produtos naturais com potencial
antioxidante vém sendo cada vez mais
estudados, devido a possivel capacidade
de evitar ou reparar alguns efeitos nocivos
associados aos radicais livres. Mesosphaerum
suaveolens (L.) Kuntze, & uma espécie
conhecida pela populagdo nordestina que é
utiizada para fins medicinais. Desta forma,
objetivou-se avaliar o potencial antioxidante
e toxicolégico do extrato aquoso do caule de
M. suaveolens. A avaliacdo da capacidade
de eliminacao de radicais livres do extrato foi
realizada através do método DPPH, em que
foi adicionado 50 pyL de extrato em diferentes
concentracdes (1 — 1024 ug/mL), na sequéncia
foram misturados com 100 yL de DPPH a
0,3 mM em etanol, em placas de Elisa. Para
a toxicidade aguda, os nauplios de Artemia
salina foram expostos por 24 h, e as amostras
testadas nas concentracbes de 5-1000 ug/
mL. Os resultados demonstram que o extrato
apresentou um IC_, de 471,4 ug/mL no estudo
antioxidante in vitro. Quanto a toxicidade néo
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houve efeito tdéxico para os organismos em nenhuma das concentracdes testadas
(CL,,>1000 pg/mL). Esses resultados contribuem para estudos envolvendo a busca
de novas fontes alternativas com potenciais bioldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Bamburral. DPPH. Radical livre. Hyptis suaveolens.
Microcrustaceos

ANTIOXIDANT AND TOXICOLOGICAL EVALUATION OF AQUEOUS EXTRACT
FROM THE CAUSE OF Mesosphaerum suaveolens (L.) KUNTZE

ABSTRACT: Natural products with antioxidant potential have been increasingly
studied, due to the possible ability to avoid or repair some harmful effects associated
with free radicals. Mesosphaerum suaveolens (L.) Poit. is a species well known by
the population, much used for medicinal purposes. The objective of this study was to
evaluate the antioxidant and toxicological potential of the aqueous extract of the stem
of M. suaveolens. The free radical scavenging ability of the extract was assessed using
the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) method, where 50 uL of extract was added
at different concentrations (1 - 1024 ug / mL), sequence were mixed with 100 pl of 0.3
mM DPPH in ethanol on Elisa plates for acute toxicity, the A. salina cysts were exposed
for 24 h and the samples tested at concentrations of 5-1000 pg / ml. The results show
that the extract presented an IC50 of 471.4 pug / mL in the antioxidant study. As for
toxicity, there is no toxic effect on the organisms at any of the concentrations tested
(LC50> 1000 pg / mL). These results contribute to studies involving the search for new
alternative sources with biological potentials.

KEYWORDS: Bamburral. DPPH. Free radical. Hyptis suaveolens. Microcrustaceans

11 INTRODUCAO

A utilizacdo de compostos de origem vegetal sempre teve relevéancia para as
comunidades tradicionais, com a finalidade de tratar determinadas enfermidades, isto
por que 0s vegetais sdo fontes importantes de compostos bioativos (CUNHA et al.,
2015; BEZERRA et al., 2017; COSTA et al., 2017; BARROS et al., 2013). A procura por
estas fontes tem crescido consideravelmente nos ultimos tempos, visto que as drogas
a base de plantas sejam seguras e livre de efeitos colaterais (BARROS et al., 2013;
LUIZE et al., 2005).

Inumeros destes compostos tem a capacidade de combater os chamados radicais
livres, aos quais sdo provenientes da oxidacdo de substéncias quimicas, ocorrem
naturalmente como produto das reacdes metabdlicas, principalmente na producéo
de energia, ou por fatores exégenos, como por exemplo as reacdes ionizantes
que quando presente em concentracdes elevadas podem se tornar tOxicas para 0s
organismos (VISWANAD, et al., 2011). Os radicais livres e outros oxidantes, vem
sendo considerados nos ultimos anos como grandes causadores de afeccdes (LEE
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et al., 2012; SILVA et al., 2011). Logo os compostos antioxidantes tém a capacidade
de proteger os sistemas biol6gicos contra acbes danosas causadas a célula, e aos
componentes celulares, por acées desses radicais (FADDA, et al., 2014; BAPTISTA et
al., 2018). Uma vez que os produtos naturais com potencial antioxidante vém sendo
cada vez mais estudados, os quais podem evitar ou reparar alguns dos efeitos nocivos
causados as células.

Informacdes cientificas sobre a seguranca de ervas na busca de novas alternativas
no combate as doencas sdo altamente recomendadas, neste sentido, ensaios de
toxicidade sao realizados com a finalidade de avaliar possiveis efeitos danosos que
0s vegetais podem vir ocasionar (COSTA et al., 2018). A utilizacdo do microcrustaceo
Artemia salina € amplamente utilizado na avaliacdo preliminar de ensaios toxicos
para estimar a concentracdo média letal (CL,)) das substancias testadas (VENI e
PUSHPANATHAN 2014). Enfatizando a questao de que esta técnica é pratica, de
baixo custo e livre de comité de ética, (RUIZ et al., 2005; OUEDRAOGO et al., 2012).

Dentre os vegetais com propriedades medicinais relevantes, destacamos a
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze, antes classifica no género Hyptis, € uma
espécie pertencente a Lamiaceae, conhecida pela populacdo por "bamburral” e
“alfazema-brava”. A espécie se destaca por apresentar efeitos terapéuticos no
tratamento de algumas enfermidades pelas comunidades tradicionais (JESUS, et al.,
2013; GHAFFARI, et al., 2013). Estudos cientificos com esta espécie ja foram realizados
para comprovar algumas atividades de relevancia tais como atividade microbioldgica
(MOREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2014), larvicida e repelente (CONTI et al., 2011;
CONTI et al., 2012), toxicolégica (BEZERRA et al., 2017). No entanto, pouco ainda se
sabe quanto a sua atividade antioxidante e toxicol6gica do caule, a qual possa ter um
resultado significativo.

A planta em estudo € utilizada pela populacédo na forma de cha (decocgao e/
ou infus&o), ou seja, a agua € o solvente mais usado pela populacdo (RODRIGUES
et al., 2019). Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de
sequestrar radicais livres utilizando o método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), bem
como avaliar a atividade toxicol6gica com o artrépode modelo A. salina, do material
biolégico de M. suaveolens: Extrato aquoso do caule da espécie.

2 | MATERIAS E METODOS

2.1 Coletas do Material

O material vegetal foi coletado na Cidade de Quixel6 — CE, as 09 h da manh3,
nas seguintes coordenadas: Latitude -6°15'43.0056 “, longitude -39°16 2.5926’ e
193.265m ao nivel do mar. Uma exsicata da planta foi selecionada e identificada por
José Weverton Almeida Bezerra, sendo o exemplar da espécie depositado no Herbario
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Caririense Dardano de Andrade-Lima — HCDAL/URCA, sobre a numeracgéao (# 12.104).

2.2 Preparacao do Extrato de M. suaveolens

O material vegetal foi lavado em &gua corrente a fim de se retirar possiveis
resquicios de sujeira, em seguida foram expostas para secar a sombra e depois
diminuidas seu tamanho para se aumentar a superficie de contato com o solvente (DI
STASI, 1996), foram acondicionadas em frascos de vidro devidamente autoclavados.

Para a preparacdo dos extratos foi utilizado como solvente agua destilada
fervente, apds 72 horas imersas na agua, foi separada a parte sélida da parte liquida e
postas em fracos de vidro devidamente higienizados para serem congelados. Apés este
procedimento, uma vez o extrato congelado, estes foram levados ao liofilizador, para
retirada da agua deixando apenas o extrato bruto no final do processo, apresentando
um rendimento bruto de 1,94 %.

2.3 Atividade Antioxidante

A avaliacdo da capacidade de eliminagcéo de radicais do extrato foi realizada
utilizando o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), conforme descrito por
Kamdem et al. (2013), com algumas modificagbes. Foram a dicionados 50 pL de
extrato em diferentes concentracdes (1 — 1024 pug/mL) foram misturados com 100 pL
de DPPH a 0,3 mM em etanol, em placas de elisa. Em seguida, a placa foi mantida no
escuro a temperatura ambiente durante 30 min sendo em seguida realizada a leitura
através da monitorizacdo da queda de absor¢do a 517 nm utilizando um leitor de
microplacas (SpectraMax, Sunnyvale, CA, EUA). O acido ascorbico foi utilizado como
composto padrao.

2.4 Atividade Toxicol6gica

O teste de toxicidade foi realizado conforme descrito por Costa et al. (2018).
Em &gua do mar artificialmente preparada, cistos de A. salina foram adicionados e
submetidos a aeracao constante por 24h, periodo necesséario para a incubacao das
larvas. Posteriormente, o extrato foi preparado em diferentes concentragdes (5-1000 g
mL) e 10 larvas de microcrustaceos foram subsequentemente transferidas para cada
concentracado. O teste foi monitorado usando um dicromato de potassio (K2Cr207)
como controle positivo, preparado em DMSO. A leitura foi realizada ap6s 24 horas.

Debate e Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia Capitulo 4




2.5 Analise estatistica

A analise estatistica das médias em triplicata (n = 3) + EPM foi realizada por
meio do One-way (ANOVA), com post-hoc de Tukey, nivel de significancia (p<0,05).
O IC,, foi calculado para os resultados do ensaio de DPPH e a CL, foi calculada
por regressao linear nos ensaios de toxicidade. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 6.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao Antioxidante pelo Ensaio de DPPH

De acordo com os resultados o extrato apresentou uma IC_, de 471,4 ug/mL em
comparagao com o acido ascorbico que apresentou um IC, de 77,69 ug/mL, foi possivel
observar uma moderada atividade antioxidante quando comparada com o controle da
Vitamina C (Figura 1). IC_, por sua vez vem do inglés Inhibitory Concentration, que
€ a concentracédo capaz de Inibir 50%. Diante o exposto podemos afirmar que estes
dados da concentracéao inibitoria apresentou resultados significativos no sequestro de
radicais livres.

Os antioxidantes naturais vém sendo cada vez mais estudados por pesquisadores
de todo o mundo, uma vez que apresentam baixo custo e menos efeitos nocivos as
células humanas. Bezerra et al. (2015), avaliando a atividade antioxidante do extrato
aquoso das folhas de M. suaveolens verificou uma IC,_ de 7,06. E possivel observar
gue houve uma maior atividade de inibicao/antioxidante no estudo citado, visto que é
nas folhas que ocorre o metabolismo de todo o vegetal. Também destacamos o estudo
de Nantitanon et al. (2007), avaliando a mesma atividade, porém com éleo essencial,
gue teve potencial significativo de relevancia para estudos desta natureza.

Vale ressaltar que tricomas estéao presentes tanto no limbo foliar quanto no caule
da M. suaveolens e que estes tricomas séo secretores de substancias ricas em
compostos que se apresentam potenciais antioxidantes, justificando o0 nosso estudo.

Quando os extratos vegetais sdo produzidos, encontramos misturas complexas
de varios compostos quimicos presentes nas amostras. Além do mais, sabemos que
atividades bioldgicas sdo de total responsabilidade destes compostos secundarios
existente nos vegetais, que tem a capacidade de se ligar a outros compostos causando
a inatividade, inibindo ou potencializando a¢des bioldgicas no organismo (MARQUES
et al., 2016; SANTOS, 2015).

E importante destacar que as condigbes em que o vegetal se encontra ou até
mesmo as condi¢cdes de preparo de amostras para estudo, no caso os extratos
vegetais, inumeros fatores podem afetar suas atividades, citamos por exemplo reacdes
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de oxidacdo que pode ocorrer, causando a potencializagdo ou inativagdo de uma
atividade especifica que possam apresentar. Um exemplo a ser citado é o trabalho
de Harley, 1992, onde comprova que modificacées quimicas nos substituintes em
estrutura quimica podem afetar determinada atividade. O autor estudando diterpenos
de espécies da familia Lamiaceae pode comprovar que substancia com modificacoes
guimicas nos substituintes do anel C, como metoxilada, apresentou-se ser mais ativa
que uma hidroxilada, que por sua vez € mais ativa que uma cabonilada, em atividades
microbiolégicas (HARLEY, 1992).

No caso da espécie em estudo, inUmeros trabalhos sdo publicados quanto a
sua caracterizacdo quimica. Destaca-se no 6leo essencial os terpenos: Bcariofileno,
limoneno, sabineno (NANTITANON et al., 2007; KHONKARN, et al., 2010). Bezerra
et al. (2017), avaliando extrato dessa espécie, cita o acido caféico e apigenina
apresentando os maiores valores de porcentagens de aparecimento. Dados afirmam
gue os compostos mais ativos como antioxidante destacam-se os compostos fendlicos,
estes por sua vez dao énfase ao acido caféico, apresentando uma atividade significativa
atuando consideravelmente no sequestro de radicais livres (REVIISTA-FI, 2009).

Outras espécies da familia Lamiaceae apresentam potencial antioxidante frente
ao radical livre estudado, dentre elas uma muito utilizada pela populacdo, a Melissa
officinalis (KAMDEM et al., 2013).
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Figura 1. Inibicao de radicais DPPH pelo Extrato Aquoso do Caule de Mesosphaerum
suaveolens (EACMS). Os dados sao expressos como média SEM (Erro padrao da media) de
N=4.

3.2 3.2 Toxicidade do Extrato Em Artemia Salina

A representacado dos rusultados toxicoldgicos do extrato de M. suaveolens estéo
apresentados na figura 2. Em analise, nenhum efeito toxico foi observado quanto ao
tratamento com Artemia salina (CL_, >1000 ug/mL) em comparagéo com o controle
positivo dicromato de potassio com CL_ 54,4 ug/mL, (CL,: concentragéo capaz de
ocasionar letalidade de 50% dos organismos em estudo) estes resultados se tornan

Debate e Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia Capitulo 4



relevantes na busca de novas moleculas com potencias biolégicos e sem efeitos
nocivos que possam vir ocasionar as celulas humanas. E importante resaltar que a
poucos dados literarios quanto a toxicidade desta espécie vegetal em estudo com o
modelo artrépode testado.

Nos estudos de Bezerraetal. (2017), ao qual avaliou a toxicidade de M. sueveolens
com 6leo essencial e infusao das folhas com o modelo testado, obteve como resultado
uma alta toxicidade para o 6leo essencial (CL,, de 49,72 ug/mL) valor realmente toxico
quando comparado com o controle positivo, enquanto que a infusdo (CL,> 1000 ug/
MI) que por sua vez € a forma mais usada pela populacdo, ndo apresentou efeito
toxico algum. Dados como estes visao a seguranca do uso pelas comunidades que
utiliza este vegetal na forma de chas (Infusdo e/ou decocgao).

Estudos com Artemia salinas sédo relevantes pois sua capacidade de sobreviver
desafia a realidade quando estdo na forma de cistos (BBC, 2015), no entanto as
mesmas s&o utilizadas em estudos toxicolégicos na forma adulta, apresentando
sensibilidade tanto quanto as células humanas quando expostas a substancias toxicas
(MOREIRA, 2013).

Vitorino et al., (2015) em seus estudos afirma que exposi¢cdes prolongadas
(>24h) a determinadas substancias, no caso do seu trabalho com metais (suplementos
comerciais de ferro) pode ocasionar ruptura das células ou inativacdo de seus
processos metabolitos, uma vez que os mesmos podem hidrolisar e precipitar em
meio salino, alcalino. Para David et al. (2001), substancias obtidas de extratos de
plantas que apresentam CL, >1000 pg/mL s&o consideradas inativas e aquelas com
CL,, <100 pg/mL s&o ativas. Afirmando também que ensaios com < 250 pg/mL podem
indicar a existéncia de outras atividades biologicas.
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Figura 2. Taxa de mortalidade em porcentagens das Artemia salina em exposi¢cdo ao Extrato
Aquoso do Caule de Mesosphaerum suaveolens (EACMS). Os valores foram calculados como
porcentagens relativas no controle vivo, N= 3.
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41 CONCLUSAO

Esses resultados contribuem para estudos envolvendo atividade antioxidante,
visto que apresentaram uma moderada atividade antioxidante e ao mesmo tempo nao
apresenta indicios de toxicidade no modelo de estudo testado, visto que a mesma
€ utilizada pela populacdo para tratar afeccoes. Este é o primeiro estudo quanto a
investigacdo da toxicidade e antioxidante desta espécie vegetal com este tipo de
extrato. No entanto, novos estudos envolvendo tratamentos crénicos e o sistema de
defesa antioxidante devem ser conduzidos para comprovar esta atividade.
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