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RESUMO

No Brasil cerca de 80% da populagcédo utilizam como fonte de recurso terapéutico
produtos de origem natural, principalmente plantas medicinais. A familia
Alismataceae reune ervas aquaticas, parcialmente submersas, com folhas alternas
espiraladas. Suas espécies sao usadas como fonte de alimentos e de fitoterapicos,
pois estudos fotoquimicos sobre a familia encontraram entre 0s principais
constituintes  quimicos, taninos, flavondides, triterpenos, glicosideos,
equinodorosideos, esséncias e sais minerais. Echinodorus longiscapus Arech. é
conhecida popularmente como erva-do-brejo e chapéu-de-couro, habita solos
umidos, bordas de lagoas, rios e banhados. O presente estudo visou avaliar 0s
compostos fendlicos através da andlise cromatografica dos extratos, para obtencéo
de dados referentes a composicdo fitoquimica da espécie, bem como, avaliar o
potencial genotoxico e antiproliferativo nos extratos de E. longiscapus em duas
concentragdes, através do sistema-teste Allium cepa L.. Para o teste foi coletado
material vegetativo no habitat natural no municipio de Pinhal Grande, Rio Grande do
Sul. Os extratos preparados, por infusdo durante 15 min das folhas secas, em duas
concentracdes 6g. L™ e 24g.L™" e 2 controles, agua (controle negativo) e o glifosato
15% (controle positivo), ap6s amostras dos extratos foram analisadas por
cromatografica. A analise cromatografica (CLAE-DAD) revelou a presenca de
flavondides e acidos fendlicos, sendo maiores teores de glicosideo fendl e acido
galico. Este estudo mostrou que 0s extratos apresentam potencial genotoxico e
guando usado em elevada concentracao, potencial antiproliferativo.

PALAVRAS-CHAVE : Plantas medicinais, genotoxicidade, erva-do-brejo, Allium
cepa.
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EVALUATION OF PHENOLIC COMPOUNDS, GENOTOXIC POTENTI AL AND
ANTIPROLIFERATIVE OF EXTRACTS OF Echinodorus longiscapus Arech.

ABSTRACT

In Brazil about 80% of the population use as a source of therapeutic use natural
products, especially medicinal plants. The family Alismataceae meets aquatic herbs,
partially submerged, with alternate leaves spiral. Its species are used as a source of
food and herbal medicine because photochemical studies on the family found among
the major chemical constituents, tannins, flavonoids, triterpenes, glycosides,
equinodorosides, essences and minerals. Echinodorus longiscapus is popularly
known as grass marsh and leather hat, inhabits moist soil, edges of lakes, rivers and
wetlands. The present study aimed to evaluate the phenolic compounds by
chromatographic analysis of the extracts to obtain data on the phytochemical
composition of the species as well as assess the genotoxic and antiproliferative in
extracts of E. longiscapus two concentrations of the test system Allium cepa L.. To
test the plant material was collected in the wild in the municipality of Pinhal Grande,
Rio Grande do Sul. The extracts prepared 15 min by infusion of dried leaves in two
concentrations 6g. L' e 24g.L* and 2 controls, water (negative control) and
glyphosate 15% (positive control), after samples were taken to extract the gas
chromatographic analysis. Chromatographic analysis (HPLC-DAD) revealed the
presence of flavonoids and phenolic acids. Since higher concentrations of phenol
glycoside and gallic acid. This study showed that the extracts showed genotoxic
potential and when used in high concentrations, antiproliferative potential.

KEYWORDS: Medicinal plants, genotoxicity, grass marsh, Allium cepa

INTRODUCAO

No Brasil cerca de 80% da populagéo utilizam como fonte de recurso
terapéutico produtos de origem natural, principalmente plantas medicinais (DI
STASI, 1996; COELHO, 2013). Sdo consideradas plantas medicinais as espécies
vegetais que produzem algum principio ativo utilizado para o tratamento de doencas,
fornecendo material para tratamentos fitoterdpicos através de folhas, flores, frutos,
cascas, raizes entre outros, dos quais sdo preparados chas e outras formas de
medicamentos (COELHO, 2013).

A familia Alismataceae reune ervas aquaticas, parcialmente submersas, com
folhas alternas espiraladas (SOUZA & LORENZI, 2005). Suas espécies sdo usadas
como fonte de alimentos e de fitoterapicos, pois estudos fotoquimicos sobre a familia
(LAINETTI & BRITO, 1980; MARTINS et al., 1995), encontraram entre os principais
constituintes  quimicos, taninos, flavondides, triterpenos, glicosideos,
equinodorosideos, esséncias e sais minerais.

REGO (1988), ao realizar um levantamento das espécies pertencentes a
familia Alismataceae no estado do Rio Grande do Sul, constatou que no estado a
familia é representada por Echinodorus longiscapus Arech., E. grandiflorus (Cham. &
Schltdl.) Mich., entre outras. E. longiscapus é conhecida popularmente como erva-do
brejo e chapéu-de-couro, encontrada em solos Umidos, bordas de lagoas, rios e
banhados (REGO, 1988).

A familia Alismataceae apresenta entorno de 18 espécies pertencentes ao
género Echinodorus no Brasil, sendo um dos géneros mais representativos em
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Alismataceae (COSTA et al., 2006). Entre as espécies do género Echinodorus, E.
grandiflorus e E. macrophyllus Mich. possuem propriedades medicinais semelhantes
e, popularmente, sdo denominadas de “chapéu de couro” (DUTRA et al., 2006). Na
literatura ndo foram encontradas informagdes sobre as propriedades medicinais e
uso de E. longiscapus na medicina popular. Porém, devido as semelhancas
morfolégicas da espécie com outras espécies do género Echinodorus, € possivel
que a populacdo as confunda fazendo mal uso de suas propriedades, ja que
segundo FRESCURA (2012), o uso indiscriminado e sem controle pode causar mais
danos a saude do que beneficios, sendo importante o conhecimento dessas plantas,
desde o0s niveis celulares, composicdo quimica, bem como acdo sobre os
organismaos Vivos.

O sistema teste Allium cepa L. serve como uma forma para identificar
possiveis efeitos toxicos, pela avaliacdo de genotoxicidade, citoxicidade, toxicidade
e atividade antimutagénica, servindo como bioindicador (COELHO, 2013). No
decorrer dos anos sofreu adaptacfes que possibilitaram uma maior abrangéncia de
utilizacdo através da avaliacdo de compostos sollveis e insoliveis em 4gua e a
avaliacdo dos efeitos de misturas complexas (SAMPAIO, 2012). O sistema € bem
aceito para o estudo de efeitos de citotoxicidade e genotoxicidade de plantas
medicinais, pois suas raizes ficam em contato direto com a substancia testada, o
que permite a avaliagao de diferentes concentracoes.

O presente trabalho visou avaliar os compostos fendlicos através da analise
cromatografica dos extratos, para obtencdo de dados referentes a composicao
fitoquimica da espécie, bem como, avaliar o potencial genotoxico e antiproliferativo
nos extratos de E. longiscapus em duas concentracfes, através do sistema-teste
Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

O material botanico constou de folhas de espécimes, coletadas a campo de E.
longiscapus, na cidade de Pinhal Grande, Rio Grande do Sul. O material coletado foi
devidamente identificado, segundo normas usuais em taxonomia (MORI et al., 1989)
e parte incorporada ao herbario SMDB do Departamento de Biologia da UFSM.

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Citogenética Vegetal
e Genotoxicidade, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas da UFSM, em ambiente
nao controlado.

Para o preparo dos extratos foram utilizadas folhas coletadas a campo,
previamente secas a temperatura ambiente, os extratos foram preparados em duas
concentracdes: a usual de 6g.L" e quatro vezes mais concentrado, 24g.L™. O
preparo utilizado foi por infusdo das folhas secas com agua destilada apos ebulicdo
e deixadas por 15 minutos. Os extratos, apds atingirem temperatura ambiente, foram
utilizados para o enraizamento dos bulbos de A. cepa e parte analisados por
cromatografia (CLAE-DAD).

Sistema teste vegetal “ in vivo”: A¢do dos extratos sobre a divisdo celular das
radiculas de cebola

As células meristematicas das radiculas de cebola foram utilizadas como
sistema teste para avaliar as alteracdes morfologicas e estruturais celulares e para
determinar os indices mitoticos.

Na primeira etapa, foram colocados 4 grupos de 5 bulbos, para enraizar em
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agua destilada, os quais constituiram 4 tratamentos com 5 repetic6es cada. Foram
utilizados os seguintes tratamentos: T1- Controle negativo em &gua destilada; T2-
Controle positivo em Glifosato 15%; T3- Extrato aquoso de folhas de E. longiscapus
por infusdo 6g.L™* ; T4- Extrato aquoso de folhas de E. longiscapus por infusdo
24g.L™". Os grupos foram submetidos aos tratamentos por 24 horas (Figura 1).
Apés, os bulbos foram recolocados em agua destilada para respectivas
recuperacbes dos possiveis danos ocorridos, por um periodo de 24 horas. As
radiculas dos bulbos de cada tratamento foram coletadas e colocadas em fixador 3:1
(etanol : acido acético) por um periodo de 24 horas em temperatura ambiente, apés
colocadas em alcool 70% e armazenadas em refrigerador até o preparo das laminas.

L

FIGURA 1- Bulbos de cebola em contato com
0S extratos aquosos por infusdo
de Echinodorus longiscapus.

O controle positivo utilizado foi o glifosato, pois comprovadamente induz
alteracdes cromossémicas e inibe a divisdo celular em células meristematicas de A.
cepa (SOUZA et al., 2010).

Na segunda etapa, foi realizada a analise da divisdo celular das raizes dos
bulbos de cebola cultivadas nos extratos de plantas e nos controles (agua e glifosato
15%). Radiculas, foram coletadas com aproximadamente 5 mm, hidrolisadas em HCI
1IN por 5 minutos, apés lavadas em agua destilada e coradas com orceina acética
2% e preparadas as laminas pelo método de esmagamento (adaptada de GUERRA
& SOUZA, 2002). As laminas foram observadas ao microscépio LEICA 400X, e
analisadas. Foi realizada a contagem total de células em divisdo e calculado o indice
mitético (IM) baseando-se na porcentagem de células em divisdao. Foram contadas
1000 células por bulbo, totalizando 5000 células/ tratamento.

Analise dos chas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Em uma terceira etapa, amostras dos extratos foram levadas ao Laboratério
de Fitoguimica do Departamento de Farmécia Industrial da UFSM do Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, onde foram realizadas as analises por
CLAE-DAD.

Os componentes na mistura complexa (chd), obtido a partir de folhas de E.
longiscapus, foram determinados pelo método de separacdo de substancias por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD). Onde foram obtidos os
compostos fendlicos e compostos flavondides dos extratos aquosos da espécie.

Todos os produtos quimicos foram de grau analitico. A cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-DAD) foi realizada com o sistema de CLAE (Shimadzu,
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Kyoto, Japao), Auto Sampler Prominence (SIL-20A), equipado com Shimadzu LC-
20AT bombas alternativas ligadas ao desgaseificador DGU 20A5 com integrador
CBM 20A, UV-VIS DAD detector por arranjo de diodos SPD-M20A e software LC
solution SP1 1,22. As analises cromatograficas de fase reversa foram realizadas sob
condi¢gdes de gradiente utilizando coluna Cig (4,6 mm x 150 mm) carregada com
particulas de 5um de didmetro. A fase mével foi agua contendo 2% de &cido acético
(A) e metanol (B), onde o gradiente de composicao foi: 5% de B até 2 min e alterado
para se obter 25%, 40%, 50%, 60% e 100% de B em 10, 20, 30, 40, 50 min,
respectivamente, seguindo o método descrito por Sabir et al. (2012) com ligeiras
modificacdes. As infusdes das folhas de E. longiscapus foram analisadas em ambas
as concentracdes. Foi investigado a presenca de cinco compostos de anti-oxidantes,
sendo eles, acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, quercetina e rutina.

A identificacdo destes compostos foi realizada comparando o seu tempo de
retencdo e o espectro de absor¢cdo no UV com os dos padrdes comerciais. A taxa de
fluxo foi de 0,7 mL.min%, volume de injecdo de 50 pL e o comprimento de onda de
254 nm para acido galico, 325 nm para acidos cafeico e clorogénico, e 365 nm para
a guercetina e rutina.

As amostras e fase moével foram filtradas através de filtro de membrana de
0,45 ym (Millipore) e em seguida desgaseificada por banho de ultrassons antes da
utilizagdo. As solucdes de referéncia de normalizagdo foram preparadas em fase
mével para CLAE em uma gama de concentracdes de 0,020-0,200 mg.ml™ para a
quercetina e rutina e 0,050-0,250 mg.ml* para &cido galico, acidos cafeico e
clorogénico.

Os picos de cromatografia foram confirmados por comparacéo do seu tempo
de retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 500
nm). Curva de calibragdo para o &cido galico: Y = 11503x + 1376,8 (r = 0,9998),
acido clorogénico: Y = 10955x + 1274,3 (r = 0,9995), acido cafeico: Y = 12764x +
1350,7 (r = 0,9999); rutina: Y = 13721 + 1168,4 (r = 0,9997) e quercetina: Y =
13495x + 1092,6 (r = 0,9999). Todas as operacdes de cromatografia foram
realizadas a temperatura ambiente e em triplicata.

Andlise estatistica

Foi utilizada a analise estatistica para a comparacdo entre os valores dos
indices mitoticos e entre os valores das alteracbes cromossémicas, pelo teste Qui-
quadrado (x?), com o auxilio do programa BIOESTAT 5.0° (AYRES, 2007). E para
os resultados do CLAE pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar os efeitos dos extratos aquosos de E. longiscapus foi utilizado o
sistema-teste A. cepa, o0 qual é validado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) como
um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da genotoxicidade de
substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,, 2004;
FACHINETTO et al., 2007).

Os resultados obtidos mostraram que os indices mitoticos encontrados foram
de: 3,38% para o controle negativo (agua destilada), 0,16% para o controle positivo
(glifosato 15%), 5,14% para E. longiscapus 6g.L™ e 0,24% para E. longiscapus
24g.L! (Tabela 1).
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TABELA 1- NUmero de células em interfase, nimero de células em divisdo e
indice mitético.

Total de Células em Células em indice
Tratamento células interfase divisdo mitotico (%)
analisadas
T1-Controle negativo 5000 4831 169 3,38°
T2-Controle positivo 5000 4992 8 0,16¢
T3- E. longiscapus 6 g.L™ 5000 4743 257 5,14%
T4- E. longiscapus 24g.L™" 5000 4988 12 0,24°

Médias seguidas de letras iguais néo diferem pelo teste de )(Za nivel de 5%.

O controle negativo (agua destilada) diferiu do controle positivo (glifosato
15%) no numero de divisdes celulares, indicando efeito antiproliferativo do glifosato
na concentracdo 15% (x°= 149.085). O controle negativo diferiu do extrato de E.
longiscapus 6g.L™ (x*= 18.987) e do extrato de E. longiscapus 24g.L™ (x>= 138.693),
demonstrando efeito antiproliferativo para o extrato na concentracdo de 24g.L™" e
efeito indutor da divisdo celular para a concentracdo de 6g.L™ (Tabela 1). Assim, fica
evidente que em concentragcfes elevadas os extratos de E. longiscapus possuem
potencial antiproliferativo.

Ainda, os extratos diferiram entre si, xX>= 229.310, demonstrando que com o
aumento da concentragdo e consequentemente o aumento nos constituintes
fitoquimicos (Tabela 3), ocorreu um efeito antiproliferativo na maior concentragéo. E
possivel que a alta concentracdo de alguns compostos tenha causado esse efeito
(inibitério ou estimulatorio) no ciclo celular (FACHINETTO et al., 2007).

O efeito antiproliferativo foi estudado por TEDESCO (2012), comparando trés
concentracdes (5, 15 e 30g.L™) do extrato aquoso de Mentha pulegium L. sobre o
ciclo celular de A. cepa, observando que o aumento da inibicdo da diviséo celular foi
gradativo, conforme o aumento da concentracdo do extrato. O mesmo resultado foi
encontrado por LUBINI et al. (2008) ao estudar espécies do género Psychotria (P.
myriantha Mull. Arg. e P. leiocarpa Cham. & Schitdl. ) e por BAGATINI et al. (2009)
em estudo com Solidago microglossa DC, as quais apresentaram maior potencial
antiproliferativo na maior concentracao dos extratos.

O efeito genotoxico foi avaliado pela quantificacéo e diferenciacao das células
normais de alteragbes cromossOmicas, tais como, pontes, quebras e cromossomos
perdidos (Figura 2). Analisando os resultados obtidos, houve uma diferenca
significativa na comparacdo dos valores das alteracbes cromossOmicas entre o
controle negativo (dgua) com 3 alteracdes cromossdmicas e 0 controle positivo
(glifosato 15%) com O alteracBes (x° =146.842). O controle positivo ndo apresentou
alteracdes, devido ao numero muito pequeno de células em divisédo celular (8/5000),
enquanto que o controle negativo apresentou 3, o que pode ser resultado de
alteracdo natural, pois apresentou 169 células em divisdo/5000 células analisadas
(Tabela 2).
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FIGURA 2- Células de Allium cepa: A- Célula
com ponte anafasica e
cromossomo perdido (seta) e
demais células em interfase do
tratamento E. longiscapus 6g.L .
10 pm.

TABELA 2 — Numero de células em divisdo, numero e tipos de
aberracfes celulares e numero total de células irregulares.

AlteracBes
cromossémicas

Células Quebras e Total de
Pontes .
Tratamento em Cromossomos . células
divisdo perdidos irregulares
T1- Controle negativo 169 1 2 3°
T2- Controle positivo 8 - - 0°
T3- E.longiscapus 6g.L™ 257 18 6 242
T4- E.longiscapus 24g.L™ 12 - - 0°

Médias seguidas de letras iguais néo diferem pelo teste de xza nivel de 5%.

Os extratos aquosos, em ambas as concentragdes, tiveram seus numeros de
alteracbes comparados com os do controle negativo e o resultado para a
concentracdo de 6g.L™ (24 alteracdes) foi x> =33.379 e para a concentracdo de
24g.L™" (0 alteracdes) foi x> = 136.702, havendo diferenca significativa nos dois
tratamentos, mesmo quando comparando os tratamentos entre si (x° = 240.275),
indicando um maior potencial genotdoxico para a menor concentracdo. O controle
positivo (glifosato 15%) nédo diferiu do tratamento em maior concentracéo, 24g.L*
divisdo celular e com isso, ha menor nimero de alteracdes durante a mitose,
semelhante ao que ocorreu com o controle positivo (glifosato 15%).

Estudos com substancias em alta concentracdo também dificultaram a
observacdo de células irregulares e quando utilizadas em menor concentracao foi
possivel avaliar o potencial genotéxico das mesmas, como o estudo realizado com o
glifosato por KRUGER (2009), em que as concentracdes de 20pL.L?, 15 pL.L?,
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10pL.L* e 5 pL.L? inibiram a divisdo celular e ndo foi possivel observar alteracées
celulares, no entanto, quando foram utilizadas concentragdes bem inferiores (1 pL.L
12 pLL? 3 pLL? e 4 pL.LY foi possivel observar nimero significativo de
alteracGes cromossomicas.

Espécies medicinais analisadas pelo sistema-teste A. cepa foram
consideradas genotoxicas, como por exemplo, P. myrianta (LUBINI et al., 2008), P.
birotula Smith & Downs (FRESCURA, 2012).

Os resultados para a analise por CLAE das infusbes das folhas de E.
longiscapus revelou a presenca do &acido galico (tg = 8,56 min; pico 1), &cido
clorogénico (tg = 18,13 min; pico 2), acido cafeico (tg= 21,74 min , pico 3), glicosideo
fenol ndo identificado (tr = 27,91 min; pico 4), rutina (tg= 31,68 min; pico 5) (Figura 3
e Tabela 3). A andlise CLAE revelou que os flavondides e acidos fendlicos estao
presentes nos extratos de E. longiscapus.

TABELA 3 - Compostos fendlicos e flavonéides de E. longiscapus.

E. longiscapus

Compostos -1

mg.g %
24g.L" 6g.L™" 24g.L"  6g.L?
Acido galico 81.06+0.03® 20.19+0.02® 8,10 2,01
Acido clorogénico 14,95 +0,01° 3.74+0.02° 1,49 0,25
Acido cafeico 36,73 +0,04° 9.18+0.01° 3,67 091
Glicosideo fenol* 87,54+0,01% 21.89+0.05% 8,74 2,19
Rutina 41,12+0,03° 10.27+0.04° 411 1,02

Flavonoide glicosideo” - - , -

Quercetina - - - -

Os resultados s@o expressos como média + desvio-padrdo de trés determinacdes.
Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey a p <0,005. *
Quantificado como &cido cafeico, # quantificado como quercetina.

O &cido galico e o glicosideo fenol foram os compostos encontrados em maior
guantidade na espécie, sendo, 8,10% e 8,74% respectivamente (Tabela 3).

Em estudo desenvolvido por COELHO (2013) foi realizada analise
cromatografica (CLAE-DAD) dos extratos aquosos de E. grandiflorus, de folhas
coletadas a campo e comercializadas, constatando-se a presenca de acidos
fendlicos e flavondides nos extratos, sendo, acido cafeico, flavondide glicosideo e
glicosideo fenol os compostos encontrados em maiores teores.

De acordo com LOPES et al. (2012), estudos sobre a composi¢cao quimica de
folnas das espécies do género Echinodorus sugerem um conteddo quimico
constituido por &cido trans-aconitico, glicosilflavonas e &cido hidroxitartarico
(SCHNITZLER et al., 2007), sesquiterpenos (PIMENTA et al, 2006) e,
principalmente, diterpenos dos tipos clerodano, cembrano e labdano (MANNS &
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HARTMANN, 1993: TANAKA et al., 1997; COSTA et al., 1999; KOBAYASHI et al.,
2000a; b),
Al
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FIGURA 3- Representacdo do perfil de cromatografia
liquida de alta eficiéncia da infusdo das
folhas de Echinodorus longiscapus,
deteccdo UV foi a 325nm. Acido galico
(pico 1), &cido clorogénico (pico 2), acido
cafeico (pico 3), glicosideo fenol néao
identificado (pico 4), rutina (pico 5).
Condicdes cromatogréficas sao descritos na
secao de Métodos.

CONCLUSOES
A espécie E. longiscapus apresentou potencial antiproliferativo com o
aumento da concentragdo dos extratos. A espécie pode ser considerada genotoxica,
pois apresentou elevado numero de alteragcbes cromossOmicas na concentracao de
6g.L™
A analise cromatografica (CLAE-DAD) revelou a presenca de flavonoides e
acidos fendlicos, sendo maiores teores de glicosideo fendl e &cido galico.
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