AALAVYY
CONGRESSO BRASILEIRO & AAAAA AA
DE ENGENHARIA QUIMICA EM A A |
INICIAGAO CIENTIFICA 7y u‘
21-24 Julho de 2019 ?X t‘
Uberlandia/MG Yy
v AAY VY

PROSPECCAO QUIMICA DO EXTRATO ALCOOLICO DAS
FOLHAS DE Antonia ovata Pohl (Loganiaceae) E AVALIACAO
DO SEU EFEITO CARCINOGENICO EM CELULAS
SOMATICAS DE Drosophila melanogaster

R. C.R. PEREIRA!, M. P. 0. RAMOS? e M. A. VASCONCELOS?

! Graduando em Engenharia Quimica - Centro Universitario de Patos de Minas
2 professora orientadora — docente no Centro Universitario de Patos de Minas
3 Professora coorientadora — docente no Centro Universitario de Patos de Minas
E-mail para contato: contatoraphaelpereira@gmail.com

RESUMO - Antonia ovata pohl (Loganiaceae) é uma espécie encontrada no
Cerrado brasileiro, sendo relevante devido a sua acdo ictiotoxica. Objetiva-se
avaliar a carcinogenicidade do extrato alcodlico das folhas da A. ovata em células
somaticas de Drosophila melanogaster e fazer a sua prospec¢do quimica.
Realizou-se o teste WTS em D. melanogaster provenientes do cruzamento de
fémeas WTS/TM3 com machos MWH/MWH, tratadas com os controles negativo
(etanol - 5%), positivo (Doxorrubicina - 4mM) e concentracdes do extrato (0,625;
1,25 e 2,5 mg/ml). A prospeccdo seguiu as metodologias: saponinas (espuma-
agitacdo), flavonoides (fita de Mg), taninos (FeCls), cumarinas (UV), triterpenos e
esteroides (Liebermann-Burchard). Constata-se que ndo houve diferencas
significativas na frequéncia de tumores nas concentrages utilizadas, além da
presenca de flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides e taninos. Nas presentes
condigdes, o extrato etandlico de A. ovata ndo induz formag&do de tumores em D.
melanogaster devido a acdo antioxidante dos flavonoides e taninos presentes.

1. INTRODUCAO

Devido a sua grande biodiversidade, a flora brasileira é considerada uma das mais ricas
do mundo, com mais de 56.000 espécies, sendo 4.756 de Algas, 33.297 de Angiospermas,
1.571 de Bridfitas, 5.719 de fungos, 29 de gimnospermas e 1361 de Samambaias e Licoéfitas.
(FORZZA, 2019). Sabe-se que as plantas da familia Loganiaceae sdo conhecidas pelo seu
conteddo de alcaloides e iridoides. Além disso, ha apenas um representante dessa familia que
apresenta saponinas em seu conteudo, o género denominado Antonia ovata Pohl. (MAGID et
al., 2010).

De acordo com Luitgards-Moura et al., (2002), essa espécie € muito utilizada por
comunidades indigenas na regido de Roraima para a pesca, devido acao ictiotoxica nos peixes
e seu estudo também comprova a agéo inseticida da planta em Lutzomyia longipalpis.

Desta forma, analisando as propriedades deste vegetal e sua facil aquisicéo, € relevante
pesquisar 0 seu possivel efeito carcinogénico em diferentes organismos modelos. Sendo
assim, este trabalho objetiva avaliar o efeito carcinogénico do extrato alcodlico das folhas de
A. ovata por meio do teste para deteccdo de clones de tumores epiteliais (WARTS) em células
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somaticas de Drosophila melanogaster, determinando as principais classes de metabolitos
presentes na planta.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Antonia ovata Pohl

Proveniente da familia Loganiaceae, o género Antonia possui diversas espéecies, mas € a
Antonia ovata Pohl uma das mais popularmente encontradas no Brasil, no Cerrado e nas
Savanas de Roraima, onde é encontrada na forma de arbusto, de acordo com o estudo de
Miranda e Absy (2000). Segundo estudo de Luitgards-Moura et al. (2002), Antonia ovata
Pohl faz parte de um grupo de plantas conhecidas pelo seu efeito ictiotoxico, genericamente
denominado de timbo. A utilizacdo de plantas com essa propriedade € muito comum nas
tribos indigenas da Amazénia, para fins pesqueiros. Seu uso, de acordo com Magid et al.
(2010) é devido a presenca saponinas em sua composic¢ao, metabdélito que teve comprovacédo
de seu efeito toxico em peixes no estudo de Tabarelli e Bonoldi (1945).

2.2 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster tem sido utilizada intensivamente para pesquisas de mutacao
e em testes de curto prazo para identificar carcindgenos. (Vogel et al., 1999). Nepomuceno
(2015) caracteriza a D. melanogaster como um modelo bem estabelecido para estudo genético
pois tem uma geracdo curta de 10 dias a 25°C, seu carater morfoldgico tem sido facilmente
detectavel, possui grande nimero de mutantes e variedades genéticas, 0s meios de cultura sao
baratos e simples e é capaz de ativar efeitos de mutacéo e carcinogénese in vivo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e Obtencéo do Extrato das Folhas de Antonia ovata Pohl

O material vegetal foi coletado na regido de Tabocas — MG em marco de 2018, sendo
posteriormente submetido a secagem em estufa de ar circulante a uma temperatura de 40°C
por 48 horas até desidratacdo. A seguir o material foi triturado e submetido a extragdo com
etanol absoluto por percolacdo durante alguns dias. Apos isso, realizou-se a filtracdo do
percolado e o etanol reduzido foi recuperado em rotaevaporador, obtendo-se o extrato
etandlico de A. ovata.

3.2 WARTS (WTS) - Teste Para Deteccdo de Clones de Tumor Epitelial em
Drosophila melanogaster

Para realizacdo do teste WTS (WARTS) foram utilizadas duas linhagens mutantes de D.
melanogaster (WTS e MWH) portadoras dos marcadores genéticos WARTS (WTS, 3-100) e
multiple wing hairs, (3-03). O meio de cultura é composto por 820 mL de agua, 25g de
fermento (Sacchoromyces cerevisae), 11 g de agar, 156 g de banana e 1g de nipagin. Foram
utilizadas larvas heterozigotas de 72 horas WTS+/+MWH tratadas com solucGes de 5mL do
extrato nas concentracGes de 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL e 0,625 mg/mL.
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Ap0s o tratamento, as moscas adultas de pélo longo foram analisadas para visualizacao
e contagem da presenca de tumores. As diferencas estatisticas entre as frequéncias de tumores
das concentragdes testadas e os controles, foram calculadas utilizando o teste U, ndo
paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o nivel de significancia a=0,05. Em todos o0s
experimentos foram utilizados 25ml de &gua de osmose reversa como solvente para diluir
0,03538g de cloridrato de doxorrubicina, resultando em uma concentracéo de 0,4mM, sendo a
DXR o controle positivo.

3.3 Caracterizacdo quimica para identificacdo de metabolitos especiais

Os ensaios quimicos para avaliar a presenca de saponinas (espuma-agitacdo),
flavonoides (reacdo com fita de magnésio), taninos (reacdo com cloreto férrico), cumarinas
(observacdo sob UV) e triterpenos e esteroides (reacdo de Liebermann-Burchard) seguiram os
métodos convencionais descritos por Nunes e Ribeiro (2017) e Pereira et al. (2017) por
mudangca de cor e/ou formacao de precipitados.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 WARTS (WTYS) - Teste para Deteccdo de Clones de Tumor Epitelial em
Drosophila melanogaster

Foi realizado teste de toxicidade do extrato das folhas de A. ovata nas concentragdes de
0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL. A Figura 1 mostra que a taxa de mortalidade néo foi superior a 15
%; desta forma, confirmando néo toxicidade e assegurando a utilizacdo destas concentragdes.

Figura 1 — Taxas de mortalidade e sobrevivéncia de D. melanogaster expostas ao controle
negativo (Etanol 5%), ao controle positivo (Doxorrubicina)
e concentracdes de E.E.A.0 (0,625; 1,25 e 2,5 mg/ml)
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Apbs a coleta das D. melanogaster sobreviventes e contagem para analise dos tumores
epiteliais, foi elaborada a Tabela 1, que apresenta a frequéncia de tumores em cada parte do
organismo analisada: olhos, cabeca, corpo, asas, pernas e halteres, além do total de tumores
encontrados no controle positivo de Doxorrubicina (DXR - 0,4 mM) e negativo de Etanol
5%.
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Tabela 1 - Frequéncia do clones tumores epiteliais observada em D. melanogaster,
heterozigoto para o gene supressor de tumor WTS, tratadas isoladamente com os controles
negativo (Etanol 5%), positivo (DXR 0,4mM) e concentracdes do Extrato Etandlico de A.
ovata (0,625; 1,25 e 2,5 mg/ml)
Tratamentos NC de Ndmero de tumores analisados
E.E.Ao0 DXR Etanol Frequéncia
(mg/ml) (MM) (%) moscas Olho Cabega Asa Corpo Perna Halter Total (N° de tumores/mosca)
0 0 5 150 15 7 46 65 20 6 158 1,06 (158)
0 0,4 0 150 20 165 745 375 286 80 1664 11,14 (1664)*
0,625 0 0 150 25 6 52 86 23 14 204 1,37 (204)
1,25 0 0 150 9 20 66 73 26 16 208 1,58 (208)
2,5 0 0 150 14 9 50 113 14 14 212 1,43 (212)

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.

* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

A Tabela 1 mostra que houve diferencas significativas na frequéncia de tumores
encontrada no controle positivo (DXR — 0,4 mM) se comparada ao negativo, 0 que se
comprova pelo mecanismo de acdo da Doxorrubicina, que segundo Kaiserova et al. (2006),
induz o estresse oxidativo, formando espécies reativas de oxigénio, que causam danos a
células cardiacas e neoplésicas, devido a fraca defesa antioxidante que as células possuem.

Sendo assim, a Tabela 1 mostra que o teste para detec¢do de tumores foi eficiente para
identificar que ndo ha potencial carcinogénico, pois ndo houve alteracdo significativa em
relacdo ao nimero de tumores encontrados nas concentragdes de 2,5; 1,25; e 0,625 mg/ml.

Portanto, verificou-se a necessidade de realizar testes de prospeccdo quimica do extrato,
para a identificacdo de compostos que possam ter contribuido com a auséncia de atividade

carcinogénica.

4.2 ldentificacdo de Metabolitos Especiais

Com base nos testes de identificacdo de metabdlitos especiais, foi elaborada a Tabela 2,
que apresenta os resultados obtidos nos testes para evidenciar a presenca desses metabdlitos,

bem como as evidéncias de resultado positivo.

Tabela 2 — Metabdlitos especiais nas folhas de Antonia ovata Pohl

Metabolito Teste Evidéncia Resultado
Flavonoides Shinoda Mudanca de cor (avermelhada) ++
Cumarinas NaOH 10% Fluorescéncia em luz UV (A ~365 nm)  +
Cumarinas KOH e Metanol Fluorescéncia em luz UV (A ~365 nm)  +
Triterpenos Liebermann-Burchard Mudanca de cor (vermelho — marrom) -
Esteroides Liebermann-Burchard Mudanga de cor (verde — azul) ++

Taninos hidrolisaveis Cu(CHsCOO)210% Precipitado esbranquicado -

Taninos hidrolisaveis FeCls 2% Mudanga de cor (azul) -

Taninos condensados FeClz; 2% Mudanca de coloracéo (verde) ++
Saponinas Teste de espuma Formacéo de espuma ++

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Tendo em vista os resultados apresentados na Tabela 2, as folhas de Antonia ovata Pohl
possuem flavonoides, cumarinas, esteroides, taninos condensados e saponinas. Nesse sentido,
a presenca de cumarinas, de acordo com Ruivo (2012), permite aplicacbes da planta na
fitoquimica devido a sua atuagdo como antioxidante, inibicdo de agregacdo plaquetéria e anti-
inflamatdria. Ja os esteroides, segundo Queiroz (2009), podem ser aplicados no controle de
colesterol, como método anticoncepcional e além de aplicagGes na cosmética e nutricéo.

Segundo Ruivo (2012), os flavonoides sdo importantes para 0 aumento da resisténcia
capilar, além de possuirem propriedades antioxidantes, calmantes, desenvolvendo acdo anti-
inflamatdria e atuam como agentes antienvelhecimento na cosmética. Além disso, conforme
Castejon (2011), os taninos estdo sendo atribuidos a atividades antibacterianas, reparacdo de
tecidos e cicatrizacdo de feridas, estimulacéo de células fagociticas, e acdo antioxidante.

Machado et al. (2008) relacionam as moléculas de radicais livres a ocorréncia de
tumores, fato que pode ser comprovado devido a capacidade destas moléculas atacarem as
biomoléculas como o DNA. Neste contexto, os antioxidantes por serem compostos que
podem retardar ou inibir a oxidacdo de biomoléculas, como o DNA, evitam o0 inicio ou
propagacao das reacdes de oxidacdo em cadeia (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004) e a
ocorréncia de divisdes celulares descontroladas, responsaveis pelos tumores.

Tendo em vista a presencga significativa de flavonoides e taninos, sugere-se que esses
metabolitos foram os mais impactantes nos resultados do Teste WTS em Drosophila
melanogaster, devido a sua comprovada atuagdo antioxidante (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; PESSUTO et al. 2009).

5. CONCLUSAO

A presenca de flavonoides, saponinas, cumarinas, esteroides e taninos ns folhas de
Antonia ovata Pohl torna o vegetal utilizavel na industria farmacéutica na aplicacdo em
medicamentos e em produtos cosméticos.

No teste WTS em Drosophila melanogaster, ndo foi constatada atividade carcinogénica
guando aplicadas as concentragdes de 0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL do extrato, fato este que pode
estar relacionado a presenca dos flavonoides e taninos encontrados em maior quantidade no
extrato da planta.

Sao sugeridas pesquisas futuras em relacdo a atividade anticarcinogénica do extrato,
com aplicacdo em organismos de forma associada a Doxorrubicina (DXR — 0,4 mM).
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