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APRESENTACAO

O Brasil possui uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo — quase 19%
da flora mundial. Nosso conhecimento sobre a diversidade, o cultivo e os beneficios
que as plantas, frutos e sementes podem proporcionar ainda séo incompletos. Dessa
forma ressaltamos a importancia de se continuar a explorar e conhecer o potencial que
a flora brasileira possui.

Nesse intuito o e —book Producéo e Controle de Produtos Naturais € composto
por 13 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
a flora brasileira. O leitor ira encontrar assuntos que abordam temas como a atividade
toxicologica de fungos, a composi¢cdo quimica, bioldgica, atividade antioxidante,
alelopatica, citotdxica, anticitotdxica, teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais
de plantas, além de fatores que podem ter influéncia sobre esses aspectos.

O e-book Producéao e Controle de Produtos Naturais também apresenta artigos
com intuito de orientagdo e incentivo ao uso, cultivo e manejo de plantas medicinais,
além de temas relacionados a Gestdo Ambiental e Sustentabilidade.

Diante da importancia de discutir a biodiversidade, os artigos relacionados neste
e-book, visam disseminar o conhecimento acerca da constituicao da flora brasileira e
promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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CAPITULO 5
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RESUMO: Bauhiniasp.,pata-de-vaca, é utilizada
como diurética, expectorante, anti-inflamatoria
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SARCOMA-180 IN VITRO

e para tratar diabetes mellitus. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
da sazonalidade (estacdo seca e chuvosa), no
conteudo quimico e nas atividades biologicas
in vitro do extrato bruto etandlico das folhas de
Bauhinia sp. O material vegetal foi coletado na
estacéo seca (2015) e estagdo chuvosa (2016),
o extrato bruto foi preparado e foram avaliados:
teor total de flavonoides, acdo antioxidante,
citotoxicidade em linfécitos humanos e células
do sarcoma-180 e a atividade anti-citotoxica
contra cisplatina em linfécitos humanos. O
contetudo de flavonoides totais foi maior no
extrato produzido com folhas coletadas na
estacdo chuvosa (2016), 252,67+2,83 pg.mL",
do que na estacdo seca (2015), 69,50+10,61
Mg.mL . A atividade antioxidante, ensaios ABTS
e DPPH, mostrou que o extrato de Bauhinia
sp. coletada em 2015, estacdo seca, foi mais
efetivo em promover acgdes antioxidantes.
Ambos extratos, nas doses testadas, reduziram
a viabilidade celular de linfécitos humanos e
sarcoma-180, apdés 24h e 48h de tratamento,
assim como induziram maior citotoxicidade
em células de sarcoma-180, ap6s 48h de
tratamento. Os extratos de Bauhinia sp. nao
foram capazes de prevenir os danos citotdoxicos
induzidos pela cisplatina nos ensaios de anti-
citotoxicidade. Esses dados sugerem que a
sazonalidade, estacdo seca e chuvosa, interfere
na composicado quimica de Bauhinia sp. e em
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sua atividade antioxidante e reforgam sua aplicagcédo medicinal e possivel utilizacdo no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de cancer.
PALAVRAS-CHAVE: sazonalidade, teor total de flavonoides, ABTS, DPPH, viabilidade
celular.

ABSTRACT: Bauhinia sp., popularly known in Brazil as “pata-de-vaca”, is used as a
diuretic, expectorant, anti-inflammatory and to treat diabetes mellitus. The objective
of the present study was to evaluate the influence of dry season and rainy seasons
on the chemical content and in vitro biological activities of the crude ethanolic extract
of Bauhinia sp. The leaves were collected in the dry season (2015) and rainy season
(2016), the crude extract was prepared and the total content of flavonoids, antioxidant
action, cytotoxicity in human lymphocytes and sarcoma-180 and anti-cytotoxic activity
against cisplatin in human lymphocytes. The content of total flavonoids was higher
in the extract produced with leaves collected in the rainy season (2016), 252.67 +
2.83 pg.mL-1, than in the dry season (2015), 69.50 + 10.61 pg .mL-1. The antioxidant
activity, ABTS and DPPH, showed that the extract of Bauhinia sp. collected in 2015, dry
season, was more effective in promoting antioxidant actions. Both extracts, at the doses
tested, reduced the cell viability of human lymphocytes and sarcoma-180 after 24h and
48h of treatment, as well as induced greater cytotoxicity in sarcoma-180 cells after 48h
of treatment. The extracts of Bauhinia sp. were not able to prevent cytotoxic damage
induced by cisplatin in anti-cytotoxicity assays. These data suggest that seasonality,
dry and rainy season, interferes in the chemical composition of Bauhinia sp. and its
antioxidant activity and reinforce its medicinal application and its possible use in the
development of new drugs for the treatment of cancer.

KEYWORDS: seasonality, total content of flavonoids, ABTS, DPPH, cell viability.

11 INTRODUCAO

O termo céncer é a traducao latina da palavra grega carcinoma (de karkinos =
crustaceo, caranguejo). Este termo foi utilizado inicialmente por Galeno (138 a 201 dC)
para indicar um tumor maligno da mama no qual as veias superficiais demonstravam
formato que se assemelhava as patas de um caranguejo. Este termo generalizou-
se e, ainda hoje, € usado para indicar qualquer neoplasia maligna (BOGLIOLO;
BRASILEIRO FILHO, 2011).

A caracterizacdo béasica de uma célula tumoral se da pela perda de fungcao em
consequéncia da auséncia de diferenciacao, proliferacdao descontrolada, invasao de
tecidos e 6rgados vizinhos e metastase. Sua origem € consequéncia de alteracbes
no DNA (fatores genéticos) ou de mecanismos que controlam a expressao génica
(fendbmenos epigenéticos) em um ou mais locus envolvidos no controle da diviséo e da
diferenciacao celular (BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2011).

Estima-se que 14,1 milhdes de novos casos de céncer tenham ocorrido no
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decorrer de um ano, na populacdo mundial. As avaliacées indicam que os aumentos
destes indices sao devidos ao envelhecimento da populagéo assim como a crescente
exposicao a fatores de risco como tabagismo, excesso de peso e 0 sedentarismo
(FERLAY, 2010).

Esses fatores de risco levam a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
gue sao determinadas pela perda ou ganho de um elétron. Quando em excesso, 0s
ROS podem gerar o estresse oxidativo e causar danos genéticos pela modificacédo do
DNA ou oxidagao de lipideos e proteinas, levando a possiveis mutacoes e alteragdes
das vias metabdlicas aumentando assim, o risco de desenvolvimento do cancer
(LOBANOVA et al., 2017).

Atualmente, o cancer € a segunda principal causa de morte no mundo. Segundo
a Organizacédo Mundial de Saude (OMS), em 2015, 14,1 milhdes de novos casos de
cancer foram identificados e 8,8 milhdes de pessoas morreram, no mundo todo, o que
justifica 0 aumento do numero de estudos acerca de novos tratamentos e praticas
terapéuticas mais eficientes.

A histéria das drogas utilizadas no combate ao cancer esta intimamente ligada
aos produtos naturais. As substéncias provenientes do metabolismo dos vegetais
podem interagir com o corpo, atuando como agente capaz de trazer beneficios aos
sistemas organicos dos individuos (DEL REY et al., 2018)"type” : “article-journal’,
“volume” : “12” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=be4d6570-
77a1-44af-97db-474cb91db804” ] } ], “mendeley” : { “formattedCitation” : “(DEL REY et
al., 2018. Segundo De Rezende et al. (2016), a sintese de compostos bioativos ocorre
pela via do metabolismo secundario vegetal, onde a plasticidade genética somada a
fatores bibticos e abibticos garantem a producédo de determinados compostos para
sua protecéo e/ou sinalizacdo, e que podem ser utilizados na dieta humana para fins
medicinais, por exemplo, alguns estudos tém demonstrado que o conteudo total e
a atividade biolégica dos metabdlitos secundarios podem ser afetados por fatores
ambientais, assim como a disponibilidade de agua, temperatura, composicéo do solo,
altitude, entre outros (BORGES et al., 2013; LIU et al., 2015, 2016).

A atividade proporcionada por estes metabdlitos ocorre pela sua capacidade de
neutralizar ou eliminar os radicais livres, além do fato de apresentarem propriedade
redox e uma estrutura com anéis conjugados e grupos carboxilicos capazes de inibir a
peroxidacgéao lipidica (GARG et al., 2012), assim como podem atuar sobre compostos
quimicos prevenindo ou reparando danos citotoxicos e mutagénicos (SANTOS, 2016).

Entre os compostos provenientes da sintese do metabolismo secundario estéo
os flavonoides, compostos amplamente encontrados nos vegetais, que conferem
resisténcia a estresses bidticos ou abibticos e podem apresentar efeitos biologicos,
como atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral. (PEREIRA; DAS GRACAS
CARDOSO, 2012; CONCEICAO et al., 2017; PANDEY, 2017).

Muitas das plantas usadas para fins medicinais nao séo cultivadas sob condigbes
controladas e estdo sujeitas as variagbes ambientais, como variagbes sazonais, 0

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 5




que inclui mudancas de temperatura e oscilagées de precipitacao. Neste contexto,
os estresses bidticos e/ou abibdticos podem interferir no metabolismo das plantas
medicinais, modificando vias biossintéticas e, consequentemente, o conteudo/
disponibilidade destas substancias (PACIFICO et al., 2015).

Plantas do género Bauhinia sdo encontradas nas areas tropicais do planeta e
utilizadas na medicina popular em varias regies do mundo, incluindo Africa, Asia,
América Central e do Sul, sendo usadas, por exemplo, para o tratamento de inflamacdes
e de diabetes mellitus (CORREA; SIQUEIRA-BATISTA; QUINTAS, 1998). Como
descrito por Maia Neto et al (2008) o interesse pela avaliagao do potencial antioxidante
da B. ungulata L. foi refor¢cado pela confirmagao da presenca de flavonoides nas folhas,
metabdlitos secundarios que apresentam reconhecida atividade antioxidante.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da sazonalidade,
estacao seca e chuvosa, na producéo total de flavonoides de Bauhinia sp., de modo a
relacionar estes compostos com as atividades antioxidantes, citotoxicidade em células
sadias e tumorais e efeito anti-citotéxico contra danos induzidos pela cisplatina.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao do extrato vegetal

O material avaliado é parte do banco de extratos do Laboratorio de Genética de
Plantas e toxicolOgica, localizado na Universidade Federal do Espirito Santo. As folhas
de um mesmo espécime de Bauhinia sp. foram coletadas em estac¢des de seca (2015)
e chuvosa (2016) no Horto da Prefeitura Municipal de Vitéria-ES, Brasil. As informacdes
meteorolbgicas acerca das estacdes de coleta foram obtidas on line em acesso ao site
do INCAPER (Instituto Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extensao Rural)
- quesito de indice pluviométrico e umidade relativa do ar. O extrato bruto foi obtido
por maceragao exaustiva, em etanol absoluto P.A. (99,3%) a temperatura ambiente
(25-30 °C), protegido da luminosidade durante 7 dias, sendo revolvido diariamente.
Posteriormente, o material foi filtrado e concentrado em um evaporador rotatério a
vacuo.

2.2. Analise Fitoquimica

2.2.1. Teor Total de Flavonoides

O conteudo total de flavonoides foi mensurado pelo método colorimétrico descrito
por Zhishen et al. (1999) com adaptacées. Em tubos selados, 1,5mL de solucéo
metandlica de AICI,-6H,0 (2% p/v) foi adicionado a 0,5mL do extrato e mantido ao
abrigo de luz por 10 min. A absorbancia a 430 nm foi detectada por leitor ELISA
Epoch BioTek®. A solugdo metandlica de AICI,:6H,0 foi usada como branco e os
experimentos feitos em duplicata. Uma série de diluicdes de solugcao metandlica de
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rutina foi preparada e avaliada. A quantidade de flavonoides no extrato foi expressa em
equivalente de rutina por grama de massa seca de extrato.

2.3. Atividade Antioxidante
2.3.1. ABTS

A atividade antioxidante do extrato bruto foi estimada pelo método colorimétrico a
partirdacapturadoradical ABTS*+,derivadodoacido2,2’-azinobis (-3-etilbenzotiazolina)-
6-sulfénico, descrito por Re et al. (1999), com modificacdes. Neste teste, o radical
ABTSe* foi gerado a partir da reacéo de 5ml da solucéo estoque de ABTS (7 mM), com
88 mL de solucéo

de persulfato de potassio (140 mM), e deixou-se reagir durante 16 horas a
temperatura ambiente, no escuro. Apds o periodo de incubacgao, a solugdo ABTS** foi
diluida em etanol até alcancar uma absorbancia de 0,70 = 0,05 a 734 nm.

Em microplaca de 96 pocgos, 200uL da solucdo ABTS** foram adicionados a
40 pL de solucéo etandlica do extrato bruto em diferentes concentragdes (500,0,
250,0, 125,0, 62,50, 31,25 e 15,63 pug.mL™). A leitura foi realizada ap6s 6 minutos de
incubacéao, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A absorbéancia foi registrada no
leitor ELISA Epoch BioTek® a 734 nm. O teste foi realizado em triplicata correlacionado
ao padrao Trolox (Sigma-Aldrich) e um controle (sem extrato). O percentual de inibicao
por eliminacao do ABTS** foi calculado a partir da seguinte equacao:

% Inibicéo = [(Abs Abs / Abs )] x 100

Controle B Amostra Controle

2.3.2. DPPH

A atividade antioxidante do extrato bruto também foi mensurada pelo método
colorimétrico de reducao do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), descrito por
Duarte e Almeida et al. (2006) e Rufino et al. (2007), com modificacdes. Neste teste,
dissolveram-se 120 mg do reagente DPPH 0,3 mM em 100 ml de alcool metilico para
originar o radical.

Em microplaca de 96 poc¢os, 200uL da solugdo de DPPH* foram adicionados a
100 uL de solugdo metandlica do extrato bruto em diferentes concentragbes (500,0,
250,0, 125,0, 62,50, 31,25 e 15,63 pg.mL™). Apds 30 minutos de incubacgao e ao abrigo
de luz, a absorbéancia foi registrada no leitor ELISA Epoch BioTek® a 517 nm. O teste
foi realizado em ftriplicata correlacionado ao padrao acido ascérbico (Sigma-Aldrich)
e um controle (sem extrato). O percentual de inibicdo por eliminacdo do DPPH* foi
calculado a partir da seguinte equacao:

% Inibicdo = [(Abs. - Abs, _ /Abs ]1x 100

Controle Amostra Controle)
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2.4. Citotoxicidade in vitro

2.4.1. Linfoécitos Humanos

Os linfocitos humanos foram obtidos de sangue periférico de doador sadio entre 20
e 30 anos, isolados pelo método do Ficoll® Paque Plus, com pequenas modificacoes,
e plagueados em microplaca de 96 pocos com 2x10° células em cada poco. Para
avaliacao da citotoxicidade, as células foram tratadas com os extratos de Bauhinia sp.
diluido em agua nas concentragées 10,0; 50,0 e 100 pg.mL" por 24 ou 48h. Ja para
a avaliacdo da anti-citotoxicidade, as células receberam os extratos de Bauhinia sp.
com adicao cisplatina (50,0 pg.mL"), agente citotoxico, seguindo protocolos de pré-
tratamento e tratamento simultaneo. No pré-tratamento, as células recebem primeiro
o extrato e 24h depois, a cisplatina. No tratamento simultaneo, recebem o extrato e a
cisplatina simultaneamente. Ao final do tempo de exposicao ao extrato, os linfécitos
humanos foram submetidas ao teste de viabilidade celular pelo método do brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT).

Os protocolos citados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Espirito Santo (Certificado 2.333.879).

2.4.2. Sarcoma-180

Células de Sarcoma 180 foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro
e mantidas sob condic¢des de cultura suplementada com antibioticos. As células foram
cultivadas em microplaca de 96 pocos, 100uL de células (2x10° células/mL) em cada
pogo e mantidas a 37 °C em atmosfera Umida, na presenga de 5% de CO,. As células
foram tratadas com os extratos de Bauhinia sp. nas concentragcdes de 10,0; 50,0 e
100,00 pg.mL" por 24h e 48h, e as células do controle negativo nao foram tratadas.
Apos o fim do tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de reducéo do
MTT.

Os protocolos citados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UFES (Parecer: 89/2015).

2.4.3. MTT

O principio baseia-se na redu¢do do MTT em um produto com a coloragao violeta
(MTT-formazan) pela enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase. A
conversao sé ocorre em células viaveis. Apds o tratamento, as microplacas foram
centrifugadas a 860 rcf durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 20 uL de
MTT a 5 mg.mL " foram adicionados a cada poco. Passadas 3 horas, as placas foram
centrifugadas a 860 rcf por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-
se 100 pL de DMSO. A absorbéancia a 595 nm foi detectada no leitor ELISA Epoch
BioTek®. O experimento foi realizado em ftriplicata.
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2.5. Analise estatistica

Todos os resultados foram tabulados e os valores expressos como média +
erro padrao. Os dados de atividade antioxidante (DPPH e ABTS) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de comparacdo multipla (p<0,05). Os
dados de citotoxicidade e anti-citotoxicidade foram comparados em relacéo ao controle
e submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Dunnett
(p<0,0001). A comparacao entre os tratamentos (linfocitos humanos e sarcoma-180)
foi realizada com teste t para multiplas comparacgoes (p<0,05).

3 1 RESULTADOS

3.1 Teor de Flavonoides

O teor total de flavonoides no extrato produzido com material vegetal coletado na
estacao seca (2015) foi menor (69,50+10,61 ug.mL") quando comparado ao da coleta
realizada na estagao chuvosa (2016) (252,67+2,83 ug.mL™") (p = 0,0018).

3.2 Avaliacao da atividade antioxidante

3.2.1 Ensaio do ABTS

As figuras 1 e 2 apresentam, respectivamente, o percentual de inibi¢ao do radical
ABTS e DPPH em funcéo das concentra¢des do extrato de Bauhinia sp.

O percentual de inibicao do radical ABTS exibido pelo extrato referente a coleta
de 2015, estacdo seca, variou entre 8,62-92,87%, em 2016, estacao chuvosa, variou
entre 2,07-77,87% e o padréao trolox variou entre 14,49-93,63%. Ambos extratos
apresentaram performance antioxidante estatisticamente inferior ao padrao trolox,
exceto na concentracéo de 500,0 pg.mL'com o extrato vegetal referente a estacao
seca (2015), cujo desempenho antioxidante foi similar ao do padrdao. Em comparacao
aos resultados observados com o extrato vegetal referente a coleta na estacéo seca
(2015), no ano de 2016, estacédo chuvosa, foi observado decréscimo acentuado na
atividade antioxidante.
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Figura 1. Inibicao do radical ABTS por Bauhinia sp. a partir de extratos obtidos das folhas
coletadas em estagcéo seca e chuvosa.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Folhas de Bauhinia sp. coletadas em 2015 (estacao seca)
e 2016 (estacédo chuvosa). Teste f para multiplas comparacdes - * Trolox vs. extratos de Bauhinia sp. coletada
em 2015 ou 2016; “extrato de Bauhinia sp. coletada em 2015 vs. 2016 (p<0,05). * ou *infere diferenga estatistica
entre os grupos comparados.

3.2.2 Ensaio do DPPH

A inibicdo do radical DPPH exibida pelo extrato produzido com folhas coletadas
na estacao seca (2015) variou entre 12,24-89,79% e na estacdo chuvosa (2016)
variou entre 2,03-46,02%, enquanto o padrao, acido ascérbico, variou entre 46,61-
93,93%. O extrato etandlico de Bauhinia sp. referente a coleta de 2015 apresentou
acao antioxidante similar ao padrao acido ascérbico nas concentracdes de 500,0 e
250,0 ug.mL"'. Quando comparados, o extrato produzido com folhas coletadas durante
a estacao seca apresenta melhor performance antioxidante do que aquele produzido
com material coletado na estagao chuvosa.

B Acido ascérbico [ 2015 2016
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Figura 2. Inibicao do radical DPPH por Bauhinia sp. a partir de extratos obtidos das folhas
coletadas em estacéo seca e chuvosa.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Folhas de Bauhinia sp. coletadas em 2015 (estacao seca)

e 2016 (estagdo chuvosa). Teste t para multiplas comparacdes - * Acido ascérbico vs. extratos de Bauhinia sp.

coletada em 2015 ou 2016; *extrato de Bauhinia sp. coletada em 2015 vs. 2016 (p<0,05). * ou *infere diferenca
estatistica entre os grupos comparados.
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3.3 Atividade Citotoxica

Os efeitos citotoxicos dos extratos brutos etanélicos de Bauhinia sp. em linfocitos
humanos e sarcoma-180 apds 24h e 48h de exposicao sao apresentados na figura 3
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Figura 3. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos e sarcoma-180 ap6s
tratamento com doses dos extratos etandlicos das folhas de Bauhinia sp., coletada em estagéo

seca e chuvosa, pelo método do MTT.

Valores expressos em média + desvio padrdo (n=3). Percentual de viabilidade celular apés 24h (A) e 48h (B) de
tratamento. Controle - células nao tratadas; doses de extrato de Bauhinia sp. - células tratadas com 10,0, 50,0
ou 100,0 yg.mL"; 2015 - estacao seca; 2016 - estagéo chuvosa. A viabilidade celular foi comparada com seus

respectivos controles pela ANOVA post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - células tratadas com doses de

Bauhinia sp. vs. grupo controle de linfocitos humanos ou sarcoma-180. A comparacgao entre linfocitos humanos e

sarcoma-180 tratados foi realizado pelo teste t para multiplas comparacoes (p < 0,05).

ApOs 24h de exposicao (figura 3-A), ambos os extratos foram citotdxicos para os

linfocitos e sarcoma-180, em todas as doses testadas, com excecéo para a dose de

10,0 pg.mL'em células de sarcoma-180 tratadas com o extrato referente a coleta da
estacado chuvosa (2016). A dose de 100,0 pg.mL™* do extrato produzido com material
vegetal da coleta de 2015, estacdo seca, apresenta nivel maior de citotoxicidade para

as células de sarcoma-180 (p=0,0124).
Apos 48h de exposicao (figura 3-B), as doses testadas foram citotOxicas tanto
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para os linfécitos quanto para o sarcoma-180. As doses de 50,0 e 100,0 pg.mL' foram

mais citotdéxicas para as células de sarcoma-180 do que para os linfécitos humanos

usando os extratos oriundos tanto da coleta na estacéao seca (2015) quanto da estacéo

chuvosa (2016) (p<0,0001).

3.4 Atividade anti-citotoxica

Os resultados obtidos nos ensaios de anti-citotoxicidade segundo os protocolos

de pré-tratamento e tratamento simultdneo sdo apresentados na figura 4. Ambos

extratos nao foram capazes de prevenir o0 dano citotoxico induzido pela cisplatina com

as doses testadas nos protocolos citados apds 24h (Figura 4-A) e 48h de tratamento

(Figura 4-B).
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Figura 4 - Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos segundo seguindo os
protocolos de anti-citotoxicidade ap6s o tratamento com doses dos extratos etandlicos de
Bauhinia sp., coletada em estacdo seca e chuvosa, pelo método do MTT.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Percentual de viabilidade celular no protocolo de pré-

tratamento (A) e tratamento simultéaneo (B). Controle - células nao tratadas; Cisplatina - células tratadas com

cisplatina (50,0 yg.mL™); doses de extrato de Bauhinia sp. - células tratadas com 10,0, 50,0 ou 100,0 yg.mL";
2015 - estagé@o seca; 2016 - estacdo chuvosa. Os valores sao médias +desvio padréo. A viabilidade celular nos

protocolos de anti-citotoxicidade foi comparada com o grupo de células tratadas com cisplatina pela ANOVA
post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - grupo de células tratadas com cisplatina vs. grupo controle ou células

tratadas com doses de Bauhinia sp.
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4 | DISCUSSAO

A efetividade das atividades biologicas de produtos naturais tém favorecido seu
uso extensivo no campo culinario, industrial e farmacol6gico, assim como tém conduzido
para um crescente o numero de estudos cientificos que avaliam tanto a eficacia e a
importancia das plantas medicinais quanto o papel dos metabdlitos secundarios no
tratamento de doencas (PICCOLELLA et al., 2018).

Os produtos do metabolismo secundario conferem aos vegetais defesa contra
herbivoria, ataque de patdogenos e protecdo a estresses abidticos associados a
mudancas de temperatura, pluviosidade, exposicao aos raios UV e disponibilidade de
nutrientes minerais. Alémdisso, os produtos secundarios do metabolismo vegetal podem
atuar como moduladores da expressao génica e transducéo de sinais, influenciando no
conteudo/disponibilidade desses ativos (MISRA, 2009; MANIKANDASELVI; VADIVEL;
BRINDHA, 2016).

Neste contexto, o estresse abibdtico pode influenciar no desenvolvimento do
vegetal e em sua capacidade de sintetizar metabdlitos secundarios, sendo, portanto,
um fator relevante no que se refere a obtencéo de produtos naturais a base de plantas
medicinais (AKULA; RAVISHANKAR, 2011). Somado a isso, 0 acumulo de metabdlitos
em plantas medicinais sujeitas as condicdes ambientais sofre grande variacao
devido as oscilagbes das condi¢des ambientais, tais como a sazonalidade e eventos
climaticos adversos, que incluem mudancas bruscas de temperatura, luz e quantidade
de precipitacao (PACIFICO et al., 2015).

Em resposta aos diferentes tipos de estresses, bibticos ou abibticos, as plantas
podem exibir mecanismos moleculares como um sistema de defesa, divididos em
trés grupos principais. O primeiro mecanismo envolve a sinalizacdo mediada por
moléculas ativadas pelo estresse, que conduzem a alteracbes da homeostase idnica
e osmotica e do mecanismo de desintoxicacao vegetal. O segundo mecanismo esta
relacionado a regulagdo positiva de diferentes genes responsaveis pela sintese de
proteinas especificas, como proteinas de choque térmico e proteinas LEA (do inglés
Late Embryogenesis Abundant), e de moléculas protetoras, como agucares, polialcoois
e aminodcidos. O terceiro mecanismo esta associado a producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a ativacao de sistemas antioxidantes pela sintese de metabdlitos
secundarios especializados, como flavonoides e outros compostos fenélicos (BOSCAIU
et al., 2008).

Em condigbes de estresse, é observada a sintese de metabdlitos secundarios
especializados, como compostos fendlicos, os quais conferem defesa ao organismo
vegetal e podem ser usados para promoc¢ao da saude em humanos (DO NASCIMENTO;
FETT-NETO, 2010; AKULA; RAVISHANKAR, 2011; AGATI et al., 2012, 2013). Em um
estudo conduzido com folhas de salgueiro em regides secas, foi observado que a
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auséncia de precipitacao € muitas vezes acompanhada de altas temperaturas e alta
incidéncia de radiacao solar, o0 que conduz ao aumento da producao de flavonoides
e acidos fendlicos. Além disso, o0 estresse hidrico pode modular a razao clorofila/
carotendides nos tecidos vegetais, bem como promover o acumulo de antocianinas
(GIORDANO et al., 2016; FAHAD et al., 2017). A ativagcdo das vias biossintéticas
dessas moléculas, por sua vez, ocorre em decorréncia da incidéncia luminosa e em
resposta a superproducdo de espécies reativas de oxigénio desencadeada por este
tipo de estresse (AGATI et al., 2013).

Os fatores ambientais em que uma espécie cresce e se desenvolve parecem
determinar diferencas significativas no teor de polifendis produzido pelos vegetais,
apresentando correlacdo positiva entre os teores de compostos polifendlicos e a
capacidade antioxidante e remocao de radicais livres. Desta forma, espera-se que
extratos vegetais ricos em polifendis sejam capazes de promover maior poder redutor
e atuarem sobre a regulacéo de enzimas antioxidantes enddégenas (SCHAFFER et al.,
2005).

A capacidade antioxidante de outras espécies do género Bauhinia sp. é relatada
na literatura, como é o caso de B. monandra, em que os extratos cloroférmico
e de acetato de etila sdo apontados como boas fontes de antioxidantes, atividade
relacionada, segundo os autores, a presenca de compostos de diferentes polaridades,
possivelmente em fungcdo da presenca de flavonoides e esterdides (ARGOLO et al.,
2004).

Miceli et al. (2016), ao avaliarem o extrato hidroalcodlico de folhas de Bauhinia
fortificata, inferem que os flavonoides sejam os principais responsaveis pela agao
primaria da atividade antioxidante. No presente estudo, os maiores teores de flavonoides
foram encontrados no extrato de 2016 (estacdo chuvosa), assim como o observado
por Gobbo-Neto et. al (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) em extrato de Lychnophora
ericoides onde os flavondides foram produzidos principalmente na estacdao chuvosa.
Apesar do maior teor de flavonoides no extrato da estacao chuvosa, o extrato produzido
a partir da coleta na estacao seca (2015) foi mais efetivo no sequestro de radicais livres,
possibilitando inferir que haja um grupo seleto de flavonoides atuando na modulacéo
desta resposta, o que favoreceu o extrato de 2015 (estacdo seca), nos dois testes
avaliados. Rodrigues da Silva (2015) também relata que as diferencas individuais
dentro de cada classe destes compostos resultam na variagdo e no nUmero e posi¢ao
dos grupamentos hidroxilas, por modificacdo nos anéis e no grau de metilacao e
glicosilacado. Estas modificacbes dependem do estagio em que a planta se encontra,
se jovem ou adulta, e de quais compostos quimicos estdo prevalecendo naquele
momento. Esta questéo deixa claro que o mecanismo de agao dos flavonoides estédo
relacionados as variagcoes de suas estruturas.

Outros estudos como de Badgujar et al. (2017) observaram respostas positivas
quanto a eliminacao do radical superdxido (O2--), ao avaliar o extrato metandlico de
Bauhinia racemosa por meio de teste in vitro. O estudo mostrou que esta espécie
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vegetal pode atuar de forma positiva da prevencao de danos induzidos pelo radical, uma
vez que superoxido pode provocar lesao biolégica secundaria a sistemas geradores
de O2:-quando em solu¢des aquosas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Quanto a atividade antioxidante, em estudos com o extrato etandlico e fragdes
de Bauhinia ungulata, Paula (2014) relatou que as folhas sao fontes potenciais de
substéancias polifendlicas, como os flavonoides e que esses podem ser 0s responsaveis
por atividades biolégicas importantes, dentre elas as antioxidantes. Portanto, ao avaliar
o potencial antioxidante dessa espécie, in vitro, obteve resultados que indicaram a B.
ungulata como uma fonte promissora de antioxidantes naturais. Tal situacao respalda
0s achados apresentados no presente estudo, os quais revelaram uma consideravel
capacidade antioxidante do extrato de Bauhinia sp., principalmente, do material
coletado no ano de 2015.

Pesquisas voltadas para a atuacao anti-cancer de plantas medicinais, tem como
objetivo primario a ndo toxidade de linhagem celular saudavel, seguida de umaresposta
citotoxica positiva em linhagens tumorais. Na avaliacdo da citotoxicidade dos extratos
em linfocitos humanos e sarcoma-180, foi verificado que as 24h de exposicéo, para as
doses testadas, ambos extratos reduzem significativamente a viabilidade celular tanto
de células sadias quanto de células tumorais.

Resultados diferentes foram encontrados por Santos (2017), que ao realizar um
tratamento com diferentes fracbes de B. variegata observou que no tratamento de
24h ele foi pouco citotoxico a linhagem 4T1 (Carcinoma Mamario Murino). Miceli et al.
(2015) também n&o observou atividade citotdéxica do extrato de folhas B. fortificata em
células sadias de linfocitos humanos em todas as concentragdes testadas no periodo
de 24h. Entretanto, no mesmo periodo, foi observado agéo citotoxica frente as células
de melanoma humano (FO-1) que resultou na reducéo de 50,58% da viabilidade celular,
na dose de 50mg/ml. Este estudo entdo, corrobora com os dados aqui relatados.
Pandey (2017), avaliou a toxicidade in vivo de B. variegata (folhas, caule e flores), em
sua analise de DL50, e inferiu que sua toxicidade poderia ser considerada superior a
2000 mg/kg, tornando-a entdo uma droga de uso seguro, até este limite.

Contudo, no tratamento de 48h de exposi¢ao ao extrato, a toxicidade passa a ser
mais acentuada apenas para as células de sarcoma-180, sendo o extrato produzido
com material vegetal coletado na estagcao seca (2015) o mais promissor para atividade
anticancer. Ferreira e Nardin (2017) avaliaram o extrato alcoolico a quente da casca
de Bauhinia glabra em células saudaveis de linfécitos humanos no periodo de 48
horas e nao foi observado efeito citotoxico ou proliferativo, a diferenca observada nos
dois estudos pode ser atribuida ao 6rgao vegetal, 0 modo de extracéo, sazonalidade,
temperatura, latitude do local de retirada do material vegetal utilizado para os estudos.
No trabalho de Miceli et al. (2016), também foi avaliada a viabilidade celular do extrato
de folhas B. fortificata em células melanoma humano (FO-1) em exposicao por 48h,
que resultou em uma redugao de 41,67% da viabilidade celular na dose de 50mg/
ml. Vale ressaltar que neste mesmo estudo, foi verificada a viabilidade celular de
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uma fracéo rica em flavonoide (FRF) (originada das folhas de B. fortificada), e nao
foi observada toxicidade para nenhuma das linhagens testadas, que permite inferir
qgue os flavonoides ndo sao os compostos envolvidos na toxicidade celular. Pandey
(2017) também relatou atividade significativa na prevencao de melanoma B16F10 em
camundongos C57BL quando expostos ao extrato de hidrometandlico de caule, flores
e folhas de Bauhinia variegata em conjunto com a ciclofosfamida.

Para os testes anti-citotdéxicos nos protocolos de pré-tratamento e tratamento
simultaneo, ambos extratos foram incapazes de prevenir a inducdo de danos
citotoxicos induzidos pela cisplatina. A cisplatina, uma molécula altamente reativa, é
utilizada no tratamento de cancer devido a sua capacidade de se ligar ao RNA, DNA
e proteinas, formando diferentes tipos de adutos e, assim, gerando efeitos citotoxicos,
gerando diversos efeitos citotdxicos. A formacéao destes dutos, principalmente no DNA
nuclear, tem sido reportada como uma das principais lesdes celulares que conduzem a
queda da viabilidade celular, a qual depende de mecanismos de reparo mediados pela
excisao de nucleotideos para ser revertida. Desta forma, apds o estabelecimento dos
danos ao DNA induzidos pela cisplatina pode ocorrer o bloqueio da replicagcado e/ou
transcricdo do DNA nuclear, comprometendo a diviséao celular, conduzindo a apoptose.
Além disso, os efeitos toxicos da cisplatina estdo relacionados com a sua agao no DNA
e proteinas mitocondriais, assim o comprometimento da sintese proteica da cadeia
de transporte de elétrons acarreta em um aumento na producéo de ROS (PASCOE;
ROBERTS, 1974; FICHTINGER-SCHEPMAN et al., 1985; YANG et al., 2006).

Os produtos naturais a base de plantas medicinais podem exibir efeitos
citotoxicos e/ou a habilidade de reversao de danos induzidos por agentes quimicos que
comprometem a homeostase celular. As atividades biologicas observadas em diferentes
modelos de estudo, como em testes antioxidantes e ensaios de citotoxicidade, sao
parte da triagem fitoquimica de produtos naturais e estdo diretamente relacionadas
com a composicao quimica observada nos produtos naturais.

A grande diversidade de compostos fendlicos nos vegetais € resultado de
derivagdes que ocorrem na via do acido chiquimico, processo mediado pela enzima
L-fenilalanina amédnia-liase (PAL), que atua sobre ponto de ramificacdo entre o
metabolismo primario (via do acido chiquimico) e secundario (via de producédo dos
fenilpropandides). A PAL atua sobre um conjunto limitado de estruturas moleculares
dando origem a diversos compostos fendlicos, como os flavondides, a classe mais
abundante de polifendis vegetais sintetizados por meio de uma combinacao das vias do
acido chiquimico e acilpolilonato (FAOSTAT; FALCONE FERREYRA; RIUS; CASATI,
2012; PICCOLELLA et al., 2018). A acdo enzimatica da PAL viabiliza a sintese da
L-fenilalanina, usada na producao do acido transcinamico, molécula da qual deriva a
maior parte dos compostos fendélicos (DEWICK, 2009; VOGT, 2010).

A condicédo de seca e a auséncia de precipitacdes tém sido relacionadas tanto
ao aumento acentuado de compostos fendlicos, como aumento na producdo de
quercetina-3-O-hexosideo e 6,8-dihexosilapigenina em Calamintha nepeta, quanto
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ao forte decréscimo da quantidade de é&cido rosmarinico em Thymus longicaulis
(PICCOLELLA et al., 2018). Demonstrando que, assim como observado em nosso
estudo, variagdes ambientais podem modular as vias metabdlicas de producédo dos
compostos fendlicos, aumentando ou reduzindo o conteudo total dessas substéncias
nos vegetais.

51 CONCLUSAO

As plantas medicinais usadas pela populagdo, na grande maioria das vezes,
ndo sao cultivadas e estao sujeitas as alteracbes do ambiente, fator que pode atuar
sobre as vias de producédo de metabdlitos secundarios, compostos relacionados as
atividades biolégicas desses vegetais. Nossos resultados sugerem que as variacoes
sazonais, estacao seca e chuvosa, atuam sobre as vias de produgao total de flavonoides
de Bauhinia sp. e que a estagao chuvosa de coleta, quando comparada a estacao
seca, conduza ao aumento da concentracao deste composto fendlico. As atividades
biologicas avaliadas neste estudo estdo diretamente relacionadas a composicéo
quimica dos extratos vegetais, as substancias que os compdem e os seus teores. Os
ensaios antioxidantes demonstraram haver maior eficiéncia de atividade do extrato
vegetal da coleta da estacéo seca, ou seja, que nao ha relagao direta entre o teor total
de flavonoides e as atividades antioxidantes testadas, sugerindo que a composi¢ao
quimica destes extratos varie quantitativamente e qualitativamente. Contudo, mesmo
com as diferencas na composi¢cdo quimica, ambos extratos vegetais apresentaram
efeito citotoxico e anti-citotdxico similares, sendo mais eficazes em reduzir a viabilidade
de células tumorais. N6s hipotetizamos, com base nos resultados obtidos, que as
condicdes de seca e precipitacdo as quais Bauhinia sp. estava sujeita no momento
de coleta foi capaz atuar sobre as vias de producdo dos compostos fenélicos desta
planta, modulando qualitativa e qualitativamente a composicéo quimica dos extratos
vegetais. Esses resultados reforcam os usos medicinais de Bauhinia sp., como também
demonstram que os efeitos da sazonalidade devem ser considerados no processo de
coleta de plantas para fins medicinais.
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