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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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RESUMO: Coriandrum sativum L. (Apiaceae),

coentro, € uma planta condimentar que
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apresenta grande variedade de atividades
biologicas. O objetivo deste estudo foi avaliar
a influéncia do estadio vegetativo e floragao
sobre o teor total de flavonoides e as atividades
citotoxica,
antiploriferativa in vitro de extratos brutos de

antioxidante, anti-citotéxica e
Coriandrum sativum cultivado sob adubacgéo
organica. As plantas foram cultivadas com
adubacao organica e as folhas foram coletadas
no estadio vegetativo e floracado para producéo
do extrato bruto hidroalcodlico usado para
os testes quimicos e biolégicos. O teor total
de flavonoides observado foi similar entre o
estadio vegetativo e floragdo. Nos ensaios
antioxidantes, ABTS e DPPH, foi verificado
semelhante poder redutor para os extratos
de C. sativum, estadio vegetativo e floragéo.
Ambos extratos induziram efeitos citotoxicos
linfécitos humanos e sarcoma-180 apo6s 24h e
48h de tratamento. Para os dois extratos, as 48h
de tratamento, verificou-se maior citotoxicidade
para as células de sarcoma-180. No ensaio de
anti-citotoxicidade, pré-tratamento, os extratos
testados n&o promoveram agdo preventiva
citotoxicos pela
cisplatina. Esses resultados sugerem que para

contra danos induzidos
C. sativum cultivado sob adubacgéo organica
o estadio de desenvolvimento, vegetativo
e floragdo, n&o interfere no conteudo total
de flavonoides e nas atividades bioldgicas

avaliadas. Estes achados reforcam o uso dessa
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planta condimentar na culinaria e na medicina tradicional, promovendo a prevencéo
de doencas e com potencial uso para o desenvolvimento de farmacos de combate ao
cancer.

PALAVRAS-CHAVE: coentro, ABTS, DPPH, ensaio do MTT, antiproliferativo.

ABSTRACT: Coriandrum sativum L. (Apiaceae), coriander, is a seasoning plant
that presents a great variety of biological activities. The objective of this study was
to evaluate the influence of the vegetative stage and flowering on the total flavonoid
content and the antioxidant, cytotoxic, anti-cytotoxic and antiploriferative activities in
vitro of extracts of Coriandrum sativum grown under organic fertilization. The plants
were cultivated with organic fertilization and the leaves were collected at the vegetative
stage and flowering to produce the crude hydroalcoholic extract used for chemical and
biological tests. The total flavonoid content observed was similar between vegetative
stage and flowering. In the antioxidant tests, ABTS and DPPH, similar reductive power
was verified for extracts of C. sativum, vegetative stage and flowering. Both extracts
induced cytotoxic effects in human lymphocytes and sarcoma-180 cells after 24h and
48h of treatment. Both extracts, at 48 hours of treatment, increased the cytotoxic effect
in sarcoma-180 cells. In the anti-cytotoxicity assay, pretreatment, the extracts tested
did not promote preventive action against cytotoxic damages induced by cisplatin.
These results suggest that for C. sativum cultivated under organic fertilization the stage
of development, vegetative and flowering, does not interfere in the total content of
flavonoids and in the biological activities evaluated. These findings reinforce the use of
this spice plant in cooking and traditional medicine, promoting disease prevention and
potential use for the development of cancer fighting drugs.

KEYWORDS: coriander, ABTS, DPPH, MTT assay, antiproliferative.

11 INTRODUCAO

Aintroducéao de plantas na alimentacédo humana data de milhares de anos atras,
sendo consumidas ha séculos por uma variedade de propdsitos: temperos, corantes e
conservantes. Somado a isso, estudos tém demonstrado que determinadas espécies
usualmente consumidas no dia a dia possuem propriedades medicinais (JANA et al.,
2014).

As plantas utilizadas para fins medicinais vém sendo empregadas como forma
alternativa aos medicamentos sintéticos no tratamento de diversas doencas e sua
aplicabilidade tornou-se comum em muitos paises e culturas diferentes por meio do
conhecimento popular. No inicio da década de 1990, a Organizacdao Mundial da Saude
(OMS) divulgou que a maioria da populacéo dos paises em desenvolvimento, cerca de
65-80% dependiam de plantas medicinais como elemento primario do seu sistema de
saude (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Coriandrum sativum L., trata-se de uma dessas espécies que apresenta

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 7




propriedades medicinais, alémde seuamplousonaalimentagcao humana. Popularmente,
conhecido como coentro, esta espécie € um importante membro da familia Apiaceae.
Nativa da bacia do Mar Mediterrdneo, Coriandrum sativum tem registros de suas
propriedades medicinais naquela regido, desde a antiguidade (ISHIKAWA; KONDO;
KITAJIMA, 2003; SILVA; COELHO JUNIOR; SANTOS, 2012). Em consequéncia de
seu cultivo intenso no leste europeu, o coentro € comumente utilizado na culinaria de
pratos tipicos da China, México, América do Sul, india e Sudeste da Asia (WONG;
KITTS, 2006).

Os compostos quimicos presentes em extratos de plantas medicinais usadas na
culinaria, como C. sativum, possuem atividades farmacolégicas e sao considerados
fontes potenciais de antioxidantes naturais, uma vez que sdo capazes de retardar
ou inibir a oxidacdo de lipideos e outras biomoléculas, prevenindo ou reparando
danos celulares causados por radicais livres. Estes fitoquimicos bioativos sao
responsaveis por uma ampla variedade de atividades biolégicas que incluem, além
de propriedades antioxidantes, propriedades anticancerigenas, neuroprotetivas,
ansioliticas, anticonvulsivas, analgésicas, hipolipemiantes, hipoglicémicas,
hipotensivas, antimicrobiais, anti-inflamatérias e no alivio de enxaquecas. Por esse
motivo muitos estudos tém voltado o seu foco para as acdes dos antioxidantes de
produtos naturais de origem vegetal e sua aplicabilidade na alimentacado (MSAADA et
al., 2017; PRACHAYASITTIKUL et al., 2017).

A crescente procura por antioxidantes oriundos de produtos naturais de origem
vegetal tem ocorrido, em parte, devido a instabilidade quimica apresentada pelos
antioxidantes sintéticos e a sua possivel contribuicdo para o desenvolvimento de
eventos carcinogénicos. Essas descobertas levaram a um maior interesse pelo
estudo de alternativas naturais de aditivos alimentares (ndo téxicos) como potenciais
antioxidantes (TOMAINO et al., 2005; MSAADA et al., 2017). Desta forma antioxidantes
sintéticos, tais como hidroxitolueno butilado (BHT) e o hidroxianisol butilado (BHA),
antes considerados eficazes, vem sendo cada vez menos utilizados na alimentagcéo
(NAMIKI, 1990; SAMOJLIK et al., 2010; MSAADA et al., 2017).

O desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade
antioxidante da célula, pode levar ao estresse oxidativo (TANG et al., 2013). Essas
EROs incluem o anion superoxido (O,-+), o perdxido de hidrogénio (H202), o radical
hidroxila (OH+) e o oxigénio singleto (10,), sdo constantemente geradas como
subprodutos em eventos metabdlicos que ocorrem, principalmente, nas mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos (GUPTA, 2010; BARBOSA et al., 2014; TAIZ et al., 2017).
Tais moléculas s&o extremamente instaveis e reativas, capazes de transformar outras
moléculas com as quais interagem.

O desequilibrio entre os antioxidantes disponiveis nas células e as EROs podem
desencadear a oxidacao de lipideos e proteinas e induzir danos genéticos por meio da
modificacdo do DNA, tais como mutacdes e, por conseguinte, o desenvolvimento de
canceres (HUANG; OU; PRIOR, 2005; SILVA; GONCALVES, 2010; TANG et al., 2013;
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PEREIRA, 2017).

A neutralizagéo da citotoxicidade das EROs envolve mecanismos de defesa
enzimaticos e ndo enzimaticos. Estes sdo, em sua maioria, exégenos — absorvidos
por meio da ingestédo de alimentos. Dentre eles destacam-se a ubiquinona, o acido
arico, a taurina, os flavonoides e outros compostos fendlicos de origem vegetal
(HALLIWELL, 1990; SIES, 1991). Sendo assim a inclusao de plantas que contém
compostos quimicos com propriedades antioxidantes na dieta humana pode auxiliar
na manutencao do equilibrio entre a producao e a neutralizacdo de espécies reativas
de oxigénio, trazendo beneficios a saude (TANG et al., 2013; BARBOSA et al., 2014).

Compreender o mecanismo de acdo de metabdlitos secundarios, como
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides é de vital importancia para garantir o uso
seguro de plantas medicinais. Estes, sdo sugeridos como responsaveis por diferentes
acoes bioldgicas e, portanto, estudos que auxiliem na comprovacéo dessas atividades
ou mesmo na avaliagdo de suas correlacbes com fatores bidticos e abidticos sdo
essenciais. Além disso, € relevante considerar que o estadio de desenvolvimento
das plantas medicinais, estadio vegetativo e floracdo, podem interferir nas vias do
metabolismo secundario, alterando a composi¢céo quimica de produtos naturais a base
de plantas medicinais (SANTOS, 2016).

Estudos prévios conduzidos em nosso laboratério (SANTOS, 2016), sugerem
que o estadio de desenvolvimento interfira na producdo de compostos fendlicos,
como flavonoides. Nessa perspectiva o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia do estadio vegetativo e floracdo sobre o teor total de flavonoides e as
atividades antioxidante, citotoxica e antiploriferativa in vitro de extratos brutos de
Coriandrum sativum cultivado sob adubacéo orgéanica.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do extrato vegetal

As plantas foram cultivadas sob o regime de adubacé&o organica (esterco bovino,
sem herbicidas), em campo, naregido de Venda Nova do Imigrante /ES, em parceriacom
agricultores da regido. A cidade apresenta clima tropical de altitude, com temperatura
médiade 18,5 °C e predominancia de Latossolos, Argissolos e Cambissolos (INCAPER),
informacdes disponibilizadas on line. A parte aérea das plantas foi coletada em estadio
vegetativo e floracao, foram secas e submetidas a maceracdao em etanol 70%, a
temperatura ambiente. As amostras foram filtradas e passaram por rotaevaporacéo a
vacuo para obtencéo do extrato bruto. Posteriormente foi estabelecida a massa seca
dos extratos para 0 uso nos ensaios quimicos e biolédgicos.

Producao e Controle de Produtos Naturais Capitulo 7




2.2 Teor total de Flavonoides

Para mensurar o conteudo total de flavonoides foi utilizado o método colorimétrico
descrito por Zhishen et al. (1999) com adapta¢des. Foram preparadas amostras a
partir da adigdo de 1,5mL de solugdo metandlica de AICI.X6H,0 (2% p/v) a 0,5mL do
extrato, em tubos selados. Apés manter a amostra por 10 minutos ao abrigo de luz,
a absorbancia foi detectada a 430 nm por leitor ELISA Epoch BioTek®. Utilizou-se
como branco a solugao metandlica de AICI X6H,O sem extrato, sendo todos os testes
realizados em duplicata. A partir de diluicbes metandlicas de rutina foi preparada a
curva padrao de calibragdo e a quantidade de flavonoides no extrato foi expressa em
equivalente de rutina por grama de massa seca de extrato.

2.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante foi medida pelo método 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazoli-
Acido 6-sulfénico) (ABTS) descrito por Re et al. (1999), com modificacdes. Em uma
microplaca de 96 pocos, cada poc¢o recebeu 200uL da solugcdo ABTS+ e 40 uL de
solugéo alcoolica do extrato bruto de C. sativum, nas concentragcbes de 1000,0;
500,00; 250,00 e 125,00 ug.mL". A capacidade antioxidante total das amostras foi
calculada em relagao a atividade do padrao acido ascérbico e do controle da reacgao,
sem extrato. O teste foi realizado em ftriplicata e a atividade antioxidante foi calculada
de acordo com a férmula:

% Inibicao = [(Abs - Abs / Abs ] x 100

Controle Amostra Controle)

A absorbancia foi medida em leitor ELISA Epoch BioTek a 734 nm e os valores
expressos em porcentagem de inibicao do radical livre ABTS.

2.4 Citotoxicidade in vitro

2.4.1 Linfécitos humanos

A citotoxicidade e anti-citotoxicidade foi avaliada em linfécitos humanos obtidos
de sangue periférico de um doador sadio com idade entre 20 e 30 anos. Os linfécitos
foram isolados com o reagente Ficoll® Paque Plus, como recomendado pelo fabricante,
com pequenas modificagdes. 100 pL da solugéo de células foi adicionada a cada poco
da microplaca, concentracéo de 2x10°células / mL.

Para a avaliagdo da citotoxicidade, as células foram incubadas por 24 ou 48 h na
presenca do extrato de C. sativum, diluido em agua nas concentracées de 10,0; 50,0 e
100 ug.mL" assim como na auséncia do extrato (grupo controle). Para a avaliacédo da
anti-citotoxicidade foi usado o protocolo de pré-tratamento, em que, apds 24h de prévia
exposicao a doses dos extratos, utilizou-se a cisplatina (50,0 ug.mL") como agente
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citotdxico. Ao final do experimento, a viabilidade celular dos linfécitos foi avaliada pelo
método do brometo de 3- (4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa da Universidade
Federal do Espirito Santo (Certificado 2.333.879).

2.4.2 Sarcoma 180

A atividade anticancer foi avaliada em células de sarcoma 180 (Mus musculus),
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas sob condi¢cées de cultura
suplementada com antibibticos. Para o teste de citotoxicidade as células foram tratadas
com extrato nas concentracées de 10,0; 50,0 e 100,00 pg.mL" por 24h e 48h. Células
nao tratadas com o extrato constituiram o grupo controle. As células foram mantidas
em incubadora de células em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino a 37°C, 5% de CO, e atmosfera imida. Apds o tempo de exposicao
ao extrato, as células de sarcoma 180 foram submetidas ao teste de viabilidade celular
pelo método do brometo de 3- (4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazoélio (MTT).

O protocolo utilizando células de roedores possui aprovacdo do Comité de Etica,
certificado 89/2015.

2.4.3 Ensaio do MTT

A técnica baseia-se no principio da redugcdo do MTT pela enzima mitocondrial
tetrazolium-succinato-desidrogenase em um produto com a coloracédo violeta (MTT-
formazan). Esta conversao é possivel apenas em células viaveis. Apds os testes de
citotoxicidade e anti-citotoxicidade, as microplacas (96 pocos) foram centrifugadas
a 860 rcf durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e 20 pL de MTT a 5
mg.mL" foram adicionados a cada poc¢o. Apos 3h de incubacgédo, as placas passaram
por centrifugacdo a 860 rcf por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente descartado
e adicionou-se 100 uL de DMSO. A leitura da absorbancia foi determinada no
espectrofotometro ELISA Epoch BioTek® a 595 nm. A viabilidade celular foi calculada
em porcentagem, considerando-se o controle negativo como 100%, e todos os testes
foram realizados em triplicata.

2.5 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos estdo representados como média + desvio padrdo. A
comparagdo entre os terrores totais de flavonoides foi realizada por meio do teste
t (p<0,05). Os dados de atividade antioxidante pelo ensaio ABTS foi submetido a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de comparacao multipla (p<0,05). A
citotoxicidade e anti-citotoxicidade das doses de extrato testadas foram comparadas
em relagdo ao grupo de células controle, ensaio de citotoxicidade, ou ao grupo de
células que receberam cisplatina, ensaio de anti-citotoxicidade, sendo submetidos a
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analise de variancia (ANOVA), seguido do teste post hoc de Dunnett (p<0,05).

3| RESULTADOS

3.1 Teor Total de Flavonoides

O teor total de flavonoides apresentado nos dois estadios de desenvolvimento
foi similar, sendo observado no estadio vegetativo 26,85+3,30 ug.mL™" e no estadio de
floracao 26,19+1,89 ug.mL" (p=0,8275).

3.2 Atividade Antioxidante

Quanto a atividade antioxidante, no ensaio ABTS, a inibicéo do radical observada
para o estadio vegetativo foi 12,99-78,85%, para o estadio de floracao 7,47-80,43% e
para o padrdo acido ascérbico 93,41-93,55% (Figura 1). Ambos extratos apresentaram
atividades antioxidantes inferiores ao padrao (acido ascérbico). Quando comparados
entre si, 0s extratos apresentaram atividade antioxidante semelhante.

mm Acido ascorbico [T C. sativum Vegetativo C. sativum Floracao
R?=0,9749 R’= 0,9848 R’= 0,9818

100-

80 L %
604 . .
40 - * .
20 .
o 1P 1N )

125,0 250,0 500,0 1 000,0 pg.mL™

% inibicao ABTS

Figura 1. Inibicao do radical ABTS por extratos de C. sativum coletado estadio vegetativo e
floracéo.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Folhas de C. sativum coletadas em estadio vegetativo e
floracdo. Teste t para multiplas comparagdes - * acido ascoérbico vs. extratos de C. sativum coletado em estadio
vegetativo ou floragdo (p<0,05). * infere diferenca estatistica entre os grupos comparados.

3.3 Viabilidade celular

A citotoxicidade dos extratos de C. sativum, coletado em estadio vegetativo e
floracdo, em linfécitos humanos e sarcoma-180 esta sumarizada na figura 1. Apds
24h de tratamento, nas doses testadas, ambos extratos reduziram a viabilidade
celular de linfocitos humanos e de sarcoma 180, sendo mais toxica para as células de
sarcoma 180 (Figura 2A). Em comparacao aos efeitos citotoxicos observados em 24h
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de exposicéo, as 48h de exposicao ao extrato houve a redugéo da citotoxicidade em
linfécitos humanos e o aumento da toxicidade em células de sarcoma 180 (Figura 2B).

A Linfécitos humanos Sarcoma 180
[ 11 |
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Figura 2. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos e sarcoma-180 tratadas com
doses de extrato de C. sativum, coletado em estadio vegetativo e floracao, pelo método do
MTT.

Valores expressos em média + desvio padrao (n=3). Percentual de viabilidade celular apos 24h (A) e 48h (B) de
tratamento. Controle - células ndo tratadas; doses de extrato de C. sativum - células tratadas com 10,0, 50,0 ou
100,0 yg.mL"; Vegetativo - estadio vegetativo; Floracao - estadio de floragcéo. A viabilidade celular foi comparada
com seus respectivos controles pela ANOVA post hoc teste de Dunnett - ****p<0,0001 - células tratadas com
doses de C. sativum. vs. grupo controle de linfocitos humanos ou sarcoma-180. A comparagéo entre linfocitos
humanos e sarcoma-180 tratados foi realizado pelo teste t para multiplas comparagdes (p < 0,05).

No ensaio de anti-citotoxicidade, seguindo o protocolo de pré-tratamento, as
doses dos extratos de C. sativum de ambos estadios de coleta ndo foram capazes de
promover a prevencao do dano citotoxico induzido pela cisplatina (Figura 3).
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Figura 3. Percentual de viabilidade celular de linfécitos humanos no ensaio de anti-
citotoxicidade utilizando doses dos extratos de C. sativum coletado em estadio vegetativo e
floracdo, segundo o protocolo de pré-tratamento, pelo método do MTT

Controle células nao tratadas; Cisplatina - células tratadas com cisplatina (50,0ug.mL-1); Doses do extrato de C.
sativum - células tratadas com 10,0; 50,0 ou 100,0 ug.mL-1 de extrato de C. sativum e posteriormente cisplatina.
Os valores sédo as médias + desvio padréo. A viabilidade celular foi comparada com as células tratadas com
cisplatina pela ANOVA post hoc Dunnett - “p <0,05, #p <0,01 ou #### p <0,0001 vs. controle.

4 1 DISCUSSAO

O uso popular e medicinal de plantas condimentares tem crescido nos ultimos,
reforcando a ideia do alimento-medicinal, e as atividades bioldgicas exibidas por estas
plantas esta relacionada a sua composicao quimica, que pode variar em funcéo de
fatores ambientais ou inerentes aos estadios de desenvolvimento do proprio organismo.

Dentre as substancias encontradas em muitas ervas e especiarias destacam-
se os compostos fendlicos, caracterizados por um anel aromatico ligado a uma
ou mais hidroxilas em sua estrutura (MENDES; RODRIGUES-DAS-DORES;
CAMPIDELI, 2015). A classe quimica dos compostos fendlicos é formada por
diversas substéncias, e dentre elas destacam-se os acidos fendlicos, o tocoferol e os
flavonoides como os antioxidantes mais comuns de fonte natural (BRAGAGNOLO;
DANIELSEN; SKIBSTED, 2007; PERRONE et al., 2015)and anticancer properties of
curcumin”, “type” : “article-journal”, “volume” : “10” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.
com/documents/?uuid=a8814f99-55c4-4bdf-a380-d5250b4fdf7e” ] } ], “mendeley” : {
“formattedCitation” : “(BRAGAGNOLO; DANIELSEN; SKIBSTED, 2007; PERRONE et
al., 2015. Andlises da composi¢cao quimica de extratos hidroalcodlicos de sementes
de C. sativumindicam a presenca de flavonoides em sua constituicdo (RAJESHWARI;
ANDALLU, 2011), compostos também detectados no presente estudo com parte
aérea de C. sativum, em ambos estadios de desenvolvimento. Os principios ativos de
plantas medicinais, oriundos do metabolismo secundario vegetal, variam de acordo
com fatores intrinsecos e extrinsecos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Nas condicbes
testadas, o fator estadio de desenvolvimento ndo acarretou em grande variagao
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no teor de flavonoides do coentro, uma vez que o conteudo total de flavonoides foi
semelhante.

A presenca de flavonoides, muitas vezes, estd relacionada a uma acéo
antioxidante, que pode ser desenvolvida pela capacidade de neutralizagcdo e/ou
inativacao de radicais livres (GUANG-MING et al., 2013; YAN et al., 2014). As espécies
reativas de oxigénio sdo os principais radicais livres gerados nos organismos animais,
produzidos durante o processo de respira¢ao. Por serem substancias muito reativas,
esses radicais podem degradar moléculas com fungdes vitais as células levando ao
envelhecimento, céancer, doengas coronarianas, doenca de Alzheimer, desordens
neurodegenerativas, aterosclerose e inflamacdées (GASPARRI, 2005; ROLIM et al.,
2013). Desta forma, a ingestdo de plantas condimentares, como o coentro, que é
usado para usado para conferir aroma e sabor aos alimentos pode, ao mesmo tempo,
minimizar os danos causados pelos radicais livres, e assim auxiliar na acao preventiva
de diversas doencas.

Ambos extratos apresentaram inibicdo do radical ABTS proxima a 80% nas
maiores concentragdes avaliadas, em concordancia com estudos prévios de atividade
antioxidante (PANJWANI; MISHRA; BANJI, 2010; RAMADAN et al., 2013). A atividade
antioxidante de seu extrato é atribuida a presenca de constituintes fendlicos,
carotendides, taninos, flavonoides, cumarinas, saponinas e terpenos, mostrando
grande eficacia em experimentos com animais avaliando, por exemplo, os efeitos de
agentes toxicos (DE ALMEIDA MELO; MANCINI FILHO; GUERRA, 2005).

A medida indireta da viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial,
por meio do teste MTT, mostrou um efeito citotéxico do extrato hidroalcodlico de C.
sativum em linfocitos humanos e em células de sarcoma 180 apds 24h de exposicéao,
contudo, ap6s 48h de exposicao ao extrato o efeito citotdxico foi reduzido nos linfécitos
humanos e aumentado nas células de sarcoma 180. Efeitos citotdéxicos também foram
encontrados em estudos com 6leo essencial de outra planta condimentar, o orégano
(Origanum vulgare), em que foi observada reducédo da viabilidade celular de duas
linhagens de cancer humano (MCF-7 e LNCaP) e uma linhagem de fibroblasto (NIH
3T3) (HUSSAIN et al., 2011). Semelhantes testes de viabilidade celular, realizados
com células PC12 cultivadas sob condigdes hipoglicemiantes, também apontam agéo
citotdxica dos constituintes de C. sativum, reduzindo a viabilidade de células sobretudo
em condi¢des estressantes (GHORBANI et al., 2011).

No presente estudo, os maiores niveis de citotoxicidade foram observados em
células do sarcoma-180. Células cancerosas podem ser originadas pelo desequilibrio
na producéo e eliminagcédo de ERO’s (SOSA et al., 2013), como as células tumorais
s&o metabolicamente alteradas, frente a agentes estressores, como o extrato, se
a magquinaria antioxidante for danificada a célula pode ndo responder, apresentar
acumulo de danos citotdéxicos e morrer. Contudo, se a maquinaria antioxidante é de
alguma forma ativada ou se encontra funcional ela pode reduzir o estresse oxidativo
e restabelecer total ou parcialmente a homeostase, 0 que possivelmente aconteceu
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com as células de linfécitos humanos, favorecendo o aumento da viabilidade celular.

Santos (2016), em seus estudos em medula 6ssea de camundongos in vivo,
tratados com extratos hidroalcodlicos da parte aérea de C. sativum, aponta para uma
reducdo da atividade citotoxica exibida pelo mutageno ciclofosfamida. No presente
estudo, in vitro, tal agcdo nao foi observada, o que pode estar relacionado ao mecanismo
diferenciado da inducdo de toxicidade da cisplatina, utilizada como controle para
promocao de danos citotdxicos. A cisplatina liga-se ao DNA formando adutos, que
induzem distorcdes na dupla hélice de DNA. A sua acéao citotdxica é relacionada a sua
inibicdo da transcricao e replicacdo, o que acarreta na morte celular programada da
célula (WANG; LIPPARD, 2005; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Nas condi¢cbes
experimentais testadas, os compostos presentes nos extratos hidroalcodlicos de C.
sativum, tanto no estadio vegetativo quanto floracdo, ndo foram capazes de atuar
sobre a via de toxicidade induzida pela cisplatina.

Os metabdlitos secundarios ocorrem nos vegetais com alta diversidade
estrutural e podem ser armazenados em concentracdes relativamente elevadas. As
caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas do metabolismo secundario estao fortemente
correlacionadas com a funcdo. Alguns metabdlitos secundarios funcionam como
moléculas de sinalizacdo, que atraem artropodes polinizadores ou animais dispersores,
como também podem atuar no combate a herbivoria, bactérias, fungos e virus (WINK,
2018).

O florescimento, diferente do observado em nosso estudo, pode ser caracterizado
pelo aumento da producdo de metabdlitos secundarios, como observado em Phlomis
anisodonta durante a floragdo, em que ocorrer a intensa biossintese de 6leo essencial
(AMIRI; GHIASVAND, 2017). Esta intensa biossintese, segundo os autores, pode
ocorrer devido ao aumento do niumero de estruturas secretoras apds a expansao das
flores e/ou como resposta a presséo implicita nos herbivoros, polinizadores e fitéfagos.

51 CONCLUSAO

O estadio de desenvolvimento, vegetativo ou floracdo, de C. sativum cultivado sob
regime de adubacé&o orgénica ndo induziu alteragdes no conteudo total de flavonoides
para condicOes testadas. De modo similar, a atividade antioxidante, citotoxicidade
em linfécitos humanos e sarcoma-180 exercida pelos extratos de C. sativum foram
similares. Apds 48h de tratamento, ambos extratos foram mais citotdéxicos para
células tumorais, sarcoma-180, do que para células sadias, linfécitos humanos. No6s
sugerimos, com base nestas observacdes, que o estadio de desenvolvimento desta
planta, vegetativo e floracdo, nao interfere no conteudo total de flavonoides desta
planta e nas atividades bioldgicas avaliadas. Estes achados reforcam o uso dessa
planta na culinaria e prevencao de doencas, como também demonstram o possivel
uso desta planta para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos para combater o
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cancer.
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