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Resumo Palavras-chave

Psidium cattleianum é uma espécie nativa do Brasil, conhecida como aragd, e valorizada pelo seu uso Allium cepa. Araga.
na medicina popular. O trabalho visou avaliar a atividade genotdxica e antiproliferativa do extrato Cromatografia liquida.
aquoso de P. cattleianum usando o teste de Allium cepa, bem como testar sua capacidade de Genotoxicidade. indice
reverter mutagbes ocasionadas pela exposicdo ao glifosato e ainda determinar os compostos mitético.

fendlicos presentes nesse extrato. Folhas foram coletadas em quatro acessos: Cerro Largo, Segredo,
Tupancireta e Silveira Martins. Os extratos foram preparados por decocgdao das folhas em duas
concentragdes: 15 g.L-' e 75 g.L-". Agua destilada foi utilizada como controle negativo e glifosato 2%
como controle positivo. Foram analisadas 8000 células de raizes de cebola por tratamento. Amostras
dos extratos aquosos foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE. A analise
estatistica foi realizada pelos testes Qui-quadrado e Scott-Knott (p < 0,05). Os resultados mostraram
qgue os extratos inibiram a divisdo celular de raizes de cebola. Apenas o acesso de Cerro Largo na
concentracgdo 15 g.L-' apresentou genotoxicidade. Os extratos testados na recupera¢do reverteram
parcialmente as alteragdes cromossomicas. A CLAE mostrou a predomindncia de quercitrina,
quercetina e isoquercitrina nos extratos analisados. Conclui-se que os extratos aquosos de aragd sdo
citotdxicos, pois possuem atividade antiproliferativa sobre a divisdo celular de A. cepa.

Abstract Keywords

Psidium cattleianum is a Brazilian native species valued for its use in popular medicine. This study Allium cepa. Strawberry
aims at evaluating the genotoxic and antiproliferative activity of P. cattleianum aqueous extracts guava. Liquid
using Allium cepa test, as well as test their ability to revert mutations resulting from glyphosate chromatography.
exposure and also determine the phenolic compounds present in this extract. Leaves of four Genotoxicity. Mitotic index.

accessions were collected: Cerro Largo, Segredo, Tupanciretd and Silveira Martins. Extracts were
prepared by decoction of leaves in two concentrations: 15 g.L-" and 75 g.L-". Distilled water was used
as negative control, whereas a 2% glyphosate solution served as positive control. 8000 cells were
analyzed in each treatment. The extract samples were analyzed by high-performance liquid
chromatography — HPLC. Statistical analysis was conducted using Chi-square and Scott-Knott tests (p
< 0,05). The results showed that the extracts inhibited the cell division of the onion roots.
Genotoxicity was observed only in the accession collected in Cerro Largo at a concentration of 15 g.L-
. As for reversion, the extracts partially reverted chromosomal alterations. The HPLC showed a
predominant presence of quercitrin, quercetin and isoquercitrin in the extracts analyzed. We
concluded that the aqueous extracts of strawberry guava were cytotoxic, because they cause
antiproliferative activity on the cell division of A. cepa.
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1. Introducao

Ha milhares de anos o homem utiliza os recursos vegetais com fins terapéuticos. Em
todo o mundo, aproximadamente 85% das pessoas sdo praticantes de sistemas tradicionais de
cura a base de plantas (Rai et al., 2000). No entanto, o consumo indiscriminado de chas ou
derivados merece uma atencdo especial, devido principalmente ao desconhecimento de seus
constituintes quimicos, que podem causar, muitas vezes, mais danos a saude que beneficios.
Os provaveis efeitos téxicos de muitas plantas ainda sao ignorados, portanto devem-se utilizar
apenas aquelas cujos efeitos sejam bem conhecidos (Martins et al., 2003).

Uma das espécies bastante utilizada na medicina popular é Psidium cattleianum Sabine,
conhecida popularmente como araga. Além do consumo de seus frutos in natura, é uma
espécie utilizada com fins medicinais, sendo que experimentos com extratos de suas folhas
demonstraram atividade antiproliferativa em células de cancer — gdstrico, da mama, do célon,
do figado e do pulmdo (Moon et al., 2011; Medina et al., 2011; Jun et al., 2011; Im et al.,
2012). Extratos de seus frutos e folhas também apresentaram atividade antimicrobiana
(Medina et al., 2011; Jun et al., 2011; Menezes et al., 2010; Brighenti et al., 2008).

A deteccdo de agentes mutagénicos presentes em extratos de plantas medicinais pode
ser realizada citologicamente em organismos-teste pela inibicdo celular; interrup¢do na
metafase; inducdo de aberragdes cromossdmicas, numérica e estrutural, que vao desde a
fragmentac¢do cromossémica a desorganizacdo do fuso mitdtico (Tedesco e Laughinghouse IV,
2012). A utilizagdo de organismos vegetais em biotestes para detecc¢do de efeitos adversos de
produtos quimicos, extratos de plantas e misturas complexas sobre os cromossomos destes
organismos-alvo é bastante difundida, entre as espécies mais utilizadas estdo: Lactuca sativa L.
(alface), Vicia alba L., Lycopersicum esculentum Mill. (tomate) e Allium cepa (cebola).

O método amplamente utilizado de avaliagao de altera¢des cromossOmicas em raizes de
A. cepa é validado como um eficiente teste para andlise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
(PISQ, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nac¢des Unidas (United Nations Environment
Programme — UNEP) (Cabrera e Rodriguez, 1999; Bagantini et al., 2007; Fachinetto et al., 2007,
Frescura et al., 2013a). Em experimento de mutagenicidade de infusdes de Psidium guajava L.
e Achillea millefolium L., realizado por Teixeira et al. (2003), utilizando células meristematicas
de raizes de cebola, células de medula dssea de ratos e linfécitos humanos como
bioindicadores, os autores observaram os mesmos resultados para os trés tipos de células
eucarioticas testadas, reforcando a confiabilidade do teste de A. cepa em estudos
citogenéticos.

Além disso, a utilizacdo de perfis cromatograficos ou fingerprints, como aqueles obtidos
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sdo importantes para a andlise de extratos
vegetais uma vez que possibilita obter a representatividade dos multiplos compostos quimicos
presentes na amostra em uma Unica analise (Alaerts et al., 2007).

Dada a importancia ecolégica, econdmica e social, e ainda a utilizacdo de P. cattleianum
na forma de chd (extrato aquoso) na medicina popular como antidiarreico, antidisentérico e
para tratar de doencgas das vias urinarias, buscou-se testar a toxicidade do extrato aquoso de
suas folhas por meio da existéncia ou ndo de atividade genotdxica, antigenotdxica e
antiproliferativa sobre a divisdo meristematica em células de pontas de raizes de A. cepa,
assim como determinar os compostos fendlicos presentes no extrato.
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2. Material e métodos

Coleta de material botanico e preparo dos extratos aquosos

Folhas de araca [Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae)] de quatro acessos de

municipios do Rio Grande do Sul (Cerro Largo = CL, Segredo = SE, Silveira Martins = SiM e
Tupanciretd = TU) foram coletadas antes do periodo de florescimento.
As folhas foram secas a temperatura ambiente e armazenadas em sacos de papel até o uso. Os
extratos das folhas foram preparados por decoccdo das folhas por cinco minutos, na
concentragdo usual de 15 gramas de folhas secas em 1 litro de dgua destilada (Anvisa, 2010) e
também 75 g.L* (cinco vezes mais concentrado).

Tratamentos e critérios de andlise

Treze grupos de quatro bulbos de cebola, cada grupo correspondendo a um tratamento,
foram colocados em agua destilada para enraizamento, por aproximadamente 72 horas. Apds
0 enraizamento, um grupo permaneceu em agua destilada, sendo o controle negativo (CN), e
outro grupo foi colocado em solugdo de glifosato a 2%, sendo o controle positivo (CP), pois
este comprovadamente induz alteragdes cromossOmicas e inibe a divisdo celular em células
meristematicas de A. cepa (Souza et al., 2010). Oito grupos de bulbos foram transferidos para
os extratos aquosos preparados por decoc¢ao em diferentes concentra¢des. Todos os bulbos
permanecerem em tratamento por 24 horas em temperatura ambiente. Outros trés grupos
também foram colocados em solucdo de glifosato a 2% para outro teste afim de avaliar a
antigenotoxicidade dos extratos, o qual envolveu um pds-tratamento ou seja, apds 24 horas
em glifosato os bulbos foram transferidos para agua destilada e para dois extratos aquosos de
acessos diferentes, por mais 24 horas, para avaliar se haveria uma recuperacdo do efeito
mutagénico do glifosato.

Em suma, os treze grupos de bulbos de cebola foram distribuidos nos seguintes tratamentos:

. T1 - 4gua destilada (controle negativo = CN);

. T2 — extrato aquoso do acesso de Cerro Largo na concentragdo de 15 g.L-' (CL 15);

. T3 — extrato aquoso do acesso de Cerro Largo na concentracdo de 75 g.L-' (CL 75);

. T4 — extrato aquoso do acesso de Segredo na concentracgdo de 15 g.L-" (SE 15);

. T5 — extrato aquoso do acesso de Segredo na concentracgdo de 75 g.L-" (SE 75);

. T6 — extrato aquoso do acesso de Tupanciretd na concentragdo de 15 g.L-' (TU 15);

. T7 — extrato aquoso do acesso de Tupanciretd na concentragdo de 75 g.L-' (TU 75);

° T8 — extrato aquoso do acesso de Silveira Martins na concentracdo de 15 g.L-' (SiM 15);
° T9 — extrato aquoso do acesso de Silveira Martins na concentracdo de 75 g.L-' (SiM 75);

. T10 — glifosato 2% (controle positivo = CP);

. T11 - pés-tratamento em agua destilada;
o T12 — pds-tratamento em extrato aquoso TU 15;
° T13 — pds-tratamento em extrato aquoso SiM 15.
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Apds o periodo de aplicacdo dos tratamentos, as radiculas dos bulbos de cebola foram
coletadas, fixadas em etanol: acido acético na concentracdo 3:1 por 24 horas, e em seguida
foram armazenadas em etanol 70% sob refrigeracdo para posterior analise. Para a confec¢do
das ldminas, a técnica de esmagamento desenvolvida por Guerra e Souza (2002) foi utilizada,
utilizando a orceina acética 2% como corante do material genético.

A analise das laminas ao microscépio 6ptico foi realizada no aumento de 40X, sendo que
para cada bulbo foram feitas duas repeticdes, preparando-se duas laminas. Mil células por
lamina foram analisadas, totalizando 2000 células por bulbo, e 8000 células por tratamento. Os
valores dos indices mitéticos (IM) foram calculados com base na razdo entre o nimero de
células em divisdao e o nimero total de células analisadas. Além das fases da divisdo celular,
avaliou-se a presenga de irregularidades, como: quebras cromossémicas, pontes,
cromossomos perdidos ou atrasados e presenga de micronucleos, calculando-se o indice
genotdxico, com base na razdo entre a quantidade de células com alteragdes cromossdmicas e
o numero total de células analisadas.

Anidlise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Uma amostra de cada extrato, na concentracio de 75 g.L?, foi separada para a
realizacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD), no Laboratdrio de Fitoquimica do Departamento de Farmacia Industrial da UFSM do
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncias Farmacéuticas.

Produtos quimicos, aparelhos e procedimentos gerais

Todos os reagentes quimicos foram de grau analitico. Metanol, acido acético, acido
galico, acido clorogénico, acido eldgico e acido cafeico foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Rutina, epicatequina, catequina, isoquercetina, quercetina, quercitrina e canferol
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi realizada com um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo) e auto injetor
Shimadzu (SIL-20A), equipado com bombas alternativas (Shimadzu LC-20AT) ligadas a um
desgaseificador (20A5 DGU) com um integrador (CBM 20A), detector de arranjo de diodos
(SPD-M20A) e software (LC solution SP1 1.22).

Quantifica¢o de compostos por CLAE

As analises cromatograficas foram realizadas em fase reversa sob condi¢ées de
gradiente utilizando coluna C18 (4,6 mm x 150 mm) carregada com particulas de diametro 5
mm, a fase moével utilizada foi dgua contendo 2% de acido acético (A) e metanol (B), e o
gradiente de composicdo foi: 5% (B) durante 2 min, 25% (B) até 10 min, 40, 50, 60, 70 e 80%
(B) a cada 10 min, seguindo o método descrito por Peroza et al. (2013) com pequenas
modificagoes.

O fluxo usado foi de 0,6 mL/min, o volume de inje¢do de 40 mL e o comprimento de
onda foi de 254 nm para o 4cido galico, 280 nm para catequina e epicatequina, 325 nm para o
acido cafeico, acido eldgico e acido clorogénico, e 365 nm para rutina, quercetina, quercitrina,
isoquercitrina e canferol. As amostras e a fase moével foram filtradas através de filtro de
membrana de 0,45 mm (Millipore) e em seguida desgaseificada por banho de ultrassom antes
da utilizacao.

As solucGes de referéncia foram preparadas na fase mével para CLAE nas concentragées
de 0,050-250 mg.mL? para rutina quercetina, quercitrina, isoquercitrina, canferol, catequina e
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epicatequina; e 0,030-450 mg.mL™? para acido gélico, acido clorogénico, acido eldgico e acido
cafeico. Os picos cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu tempo de
retengdo com os dos padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 500 nm). A curva de
calibracdo para o acido galico foi: Y = 12739x + 1186,9 (r = 0,9994); 4cido clorogénico: Y =
11976x + 1206,5 (r = 0,9997), acido cafeico: Y = 12573x + 1270,3 (r = 0,9996), acido elagico: Y =
13062x + 1269,3 (r = 0,9990), catequina: Y = 11968x + 1347,1 (r = 0,9995), epicatequina: Y =
12763x + 1269,5 (r = 0,9993), quercetina: Y = 13184x + 1256,1 (r = 0,9999), isoquercetina: Y =
11985x + 1359,7 (r = 0,9996), quercitrina: Y = 13065x + 1249,6 (r = 0,9993), rutina: Y = 13583x +
1267,5 (r = 0,9998) e canferol: Y = 13423x + 1153,2 (r = 0,9998).

Todas as operagdes cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente e em
triplicata. O limite de detec¢do (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados com
base no desvio padrdao das respostas, e a inclinagdo, usando trés curvas analiticas
independentes. LOD e LOQ foram calculados como 3.3 e 10 ¢/S, respectivamente, onde ¢ é o
desvio padrdo da resposta, e S é a inclinagdo da curva de calibragdo (Boligon et al., 2013).

Andlise estatistica

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado. Os valores dos indices
mitdticos foram comparados pelo teste Qui-quadrado (x?) a 5% de probabilidade de erro, com
o auxilio do programa BIOESTAT 5.0 (Ayres et al., 2007). As médias dos compostos fendlicos
resultantes da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram comparadas utilizando-se
o Teste de Scott-Knott (p < 0,05), com o auxilio de programa Assistat® (Silva, 2014), versao
beta 7.7.

3. Resultados e discussoes

Os resultados obtidos através da andlise das células meristematicas de raizes de A.
cepa submetidas aos controles e aos tratamentos com extrato aquoso de P. cattleianum sao
mostrados na Tab. 1. Foi realizado o teste de Qui-quadrado para comparar o nimero de
células irregulares (avaliacdo da genotoxicididade) e também os valores dos indices mitéticos
(avaliacdo da citotoxicidade ou atividade antiproliferativa), de todos os tratamentos entre si.

indice indice
Célulasem Células em Células com
Tratamentos genotdxico-1IG  mitético - IM
interfase divisao irregularidades
(%) (%)

CN 7470 530 3 0,03 c* 6,62 a*
CL15 7724 276 17 0,21b 345b
CL75 7937 63 2 0,02 ¢ 0,79e
SE 15 7774 226 5 0,06 ¢ 2,82¢
SE75 7929 71 - 0,00d 0,89e
TU 15 7729 271 6 0,07 c 3,39b
TU 75 7935 65 - 0,00d 0,8le
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SiM 15 7856 144 1 0,01c 1,80d
SiM 75 7860 140 - 0,00d 1,75d
cp 7743 257 59 0,73 a 321b

CN = controle negativo (agua destilada); CL 15 = extrato aquoso do acesso de Cerro Largo na concentragdo de 15 g.L-
1, CL 75 = extrato aquoso do acesso de Cerro Largo na concentragdo de 75 g.L1; SE 15 = extrato aquoso do acesso de
Segredo na concentragdo de 15 g.L'1; SE 75 = extrato aquoso do acesso de Segredo na concentragdo de 75 g.L'1; TU
15 = extrato aquoso do acesso de Tupanciretd na concentragdo de 15 g.L1; TU 75 = extrato aquoso do acesso de
Tupanciretd na concentragdo de 75 g.L'1; SiM 15 = extrato aquoso do acesso de Silveira Martins na concentragdo de
15 g.L'1; SiM 75 = extrato aquoso do acesso de Silveira Martins na concentragdo de 75 g.L'1; CP = controle positivo
(glifosato 2%); *IG e IM seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, comparados todos entre si pelo
teste do Qui-Quadrado, a um nivel de 5% de probabilidade de erro.

Observa-se que apesar de todos os extratos na concentracdo de 15 g.L* diminuirem
significativamente a prolifera¢do celular, esta variou entre os acessos, indicando uma possivel
variabilidade genética entre os mesmos. Além disso, as diferengas nas condigdes
edafoclimaticas dos locais onde os acessos foram coletados também tém papel importante no
metabolismo vegetal e abundancia de compostos fendlicos.

E possivel verificar que a redugdo do indice mitético (IM) foi ainda maior nos
tratamentos com os extratos aquosos em concentragdo cinco vezes maior que a indicada (75
g.L'Y). Ou seja, em trés dos acessos analisados (CL 75, SE 75 e TU 75) o valor do IM foi
inversamente proporcional a concentra¢do dos extratos de arac¢a. Resultados simulares foram
relatados por Knoll et al. (2006) onde quanto mais concentradas as infusdes de Pterocaulon
polystachyum DC, maior a inibicdo da divisdo celular e diminui¢do do indice mitdtico de ponta
de raizes de A. cepa.

Apenas nos tratamentos SiM 15 e SiM 75 ndo houve diferenca significativa do IM entre
as duas concentra¢des analisadas (IM = 1,8% e 1,75%, respectivamente). Assim como
resultados encontrados por Dias et al. (2014), os quais demonstraram que as infusGes de
Mikania cordifolia (L. F.) Willd. inibiram significativamente a divisdo celular em ambas as
concentracdes (8 g.L't e 32 g.L'Y), indicando a ocorréncia de atividade antiproliferativa das
infusdes, mais acentuadamente na menor concentracdo. Mesmo os tratamentos SiM 15 e SiM
75 apresentando intensa atividade antiproliferativa, estes ndo apresentaram genotoxicidade,
pois nao diferiram significativamente do CN (IG = 0,01% e 0%, respectivamente).

Apesar de todos os tratamentos com extratos aquosos diminuirem a divisdo celular, as
alteragGes cromossGmicas observadas nos tratamentos SE 15, TU 15 e SiM 15 foram
irrelevantes (IG = 0,06%, 0,07% e 0,01%, respectivamente) sendo estes considerados nao
genotodxicos (Fig. 1a e 1b). Comparativamente, Costa et al. (2008) observou que a mistura de
compostos presentes nos extratos das folhas de P. cattleianum ndo apresentaram efeitos
mutagénicos em alguns tipos de células in vivo de Mus musculus.

A excecdo fica com o tratamento CL 15, que apresentou o numero de 17 alteragGes
cromossdmicas (IG = 0,21%), como mostrado na Fig. 1c e 1d. Observag¢des similares foram
realizadas por Pastori et al. (2013) que demonstraram a presenca de atividade genotodxica e
antiproliferativa em infusdes de folhas de guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg.)
usando o sistema-teste vegetal em cebola.

A atividade antimitdtica sobre o meristema apical de raizes de cebola apresentada pelos
extratos aquosos das cascas de Uncaria tomentosa (Willd.) DC provavelmente é parte do modo
de acdo destes no tratamento de cancer, que além da inibicdo eficaz da divisdo celular — uma
exigéncia para potenciais drogas anticancer extraidas de plantas medicinais — necessita
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apresentar uma toxicidade minima para células saudaveis do organismo tratado (Sheng et al.,
2000; Kuras et al., 2006).

A Tab. 2 a seguir mostra o resultado da andlise de antigenotoxicidade na qual foram
realizados pds-tratamentos (ou tratamentos de recuperacgdo) apds a exposicdo das raizes ao

glifosato.
Células indice indice
Células em Células com
Tratamentos em genotoxico - IG mitético -
interfase irregularidades

divisao (%) IM (%)
CN 7470 530 3 0,03 e* 6,62 a*
CpP 7743 257 59 0,73 a 3,21c
CP + 4gua 7724 276 26 0,32b 3,45¢
CP+TU 15 7807 193 9 0,11d 2,41d
CP +SiM 15 7676 324 17 0,21c 4,05b

CN = controle negativo (agua destilada); CP = controle positivo (glifosato 2%); CP + agua = glifosato 2% + p0s-
tratamento em 4gua destilada; CP + TU 15 = glifosato 2% + pds-tratamento em extrato aquoso do acesso de
Tupanciretd na concentragdo de 15 g.L'1; CP + SiM 15 = glifosato 2% + pds-tratamento em extrato aquoso do acesso
de Silveira Martins na concentragdo de 15 g.L'1. *IG e IM seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente,
comparados todos entre si pelo teste do Qui-Quadrado, a um nivel de 5% de probabilidade de erro.

No que diz respeito aos tratamentos de recuperacao (Fig. 1e e 1f), estes ndo mostraram
diferenca significativa entre os valores de IM do tratamento CP + dgua destilada e do CP, ou
seja, a agua nao reverteu a acdo antiproliferativa do glifosato. Porém, o numero de
irregularidades encontradas no CP + agua reduziu pela metade. O efeito antiproliferativo do
glifosato foi parcialmente revertido apenas apds o tratamento CP + SiM 15, como também foi
relatado em estudo utilizando extrato aquoso das espécies Psychotria brachypoda (Miill. Arg.)
Briton e P. birotula Smith & Downs como tratamento de recuperacdo apds o glifosato
(Frescura et al., 2013b).
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Além disso, em relagdo a antigenotoxicidade, todos os pds-tratamentos demonstraram
uma redugado significativa na ocorréncia de irregularidades em relacdo ao controle positivo
(CP). Os tratamentos de recuperac¢do que utilizaram os extratos aquosos de arac¢a (CP + TU 15
e CP+ SiM 15) inclusive diminuiram significativamente as alteragdes cromossémicas em relacdo
ao CP + agua, sendo os acessos TU e SiM (15 g.L!) considerados antigenotéxicos. Da mesma
forma que Sturbelle et al. (2010) revelaram que uma solugdo de Aloe vera L. apresentava a¢do
antimutagénica quando utilizada como pds-tratamento apds o paracetamol, pelo teste de A.
cepa.

A andlise de CLAE revelou nos cromatogramas a presenga de diferentes compostos
fendlicos nos extratos aquosos das folhas de P. cattleianum: acido galico (pico 1), catequina
(pico 2), acido clorogénico (pico 3), acido cafeico (pico 4), acido eldgico (pico 5), epicatequina
(pico 6), rutina (pico 7), quercitrina (pico 8), isoquercitrina (pico 9), quercetina (pico 10) e
canferol (pico 11), conforme pode ser observado no perfil cromatografico da Fig. 2a, 2b, 2c e
2d.
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Os resultados da CLAE mostraram a predominancia de quercetina (pico 10) nos acessos
TU e SiM, e quercetina e quercitrina no acesso SE. O acesso CL, diferentemente dos demais,
possui a quercitrina (pico 8) e a isoquercitrina (pico 9) como compostos fenélicos majoritarios.
Compostos fendlicos, tais como flavonoides (quercitrina, isoquercitrina) tem como
propriedade benéfica o sequestro de radicais livres (Decker, 1997). A presencga do flavonoide
quercitrina foi relatada em Solidago microglossa DC. (Torres et al., 1987; Roque et al., 1988;
Pavanelo, 2014), o qual confere a espécie, de acordo com Smolarek et al. (2009), atividades
anti-inflamatéria e analgésica. Relembrando que foi o tratamento CL 15 o Unico que
demonstrou atividade genotodxica pelo teste de A. cepa.

A Tab. 3 mostra a quantidade média de cada um dos compostos fendlicos presentes nos
extratos aquosos das folhas de P. cattleianum.
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Extrato das

Extrato das

Extrato das

Extrato das

folhas 75 folhas 75 folhas 75 folhas 75 LOD LoQ
Compostos

g.Lt(CL) g.L'! (SE) gLl (TU)  g.Lt(Sim)

mg.g? pg.mL?

Acido galico 0.18333 f* 0.44333f 0.50333f 0.36000f  0.012 0.030
Catequina 0.32333e 0.22333 g 0.18333 h 0.20333g  0.019 0.062
Acido

0.62000 c 0.64000 e 0.54000 f 0.71333e 0.031 0.101
clorogénico
Acido cafeico 0.58333 ¢ 0.76667 d 0.71667 e 0.34000f  0.025 0.083
Acido elégico 1.13667 b 1.05333b 1.06333 b 1.33000b  0.008 0.027
Epicatequina 0.22333f 0.18000 g 0.42667 g 0.24000g  0.027 0.089
Rutina 0.12667 g 0.52333f 0.81667 c 0.35667f  0.023 0.075
Quercitrina 1.25667 a 1.17000 a 0.86333 ¢ 0.98667d  0.014 0.045
Isoquercitrina 1.23667 a 0.87667 ¢ 0.84333 ¢ 1.17333 ¢ 0.009 0.029
Quercetina 1.12000 b 1.24333 3 1.27333 a 1.44000a 0.016 0.053
Canferol 0.48333d 0.51000 f 0.76000 d 0.70667e  0.022 0.073
TOTAL 7.293 7.629 7.989 7.85

CL = Cerro Largo; SE = Segredo; TU = Tupanciretd; SiM = Silveira Martins. Resultados sdo expressos como média de
trés determinagdes. LOD é o limite de deteccdo e LOQ é o limite de quantificacdo. *Médias seguidas por letras
diferentes diferem pelo Teste de Scoot-Knott (p < 0,05).

Diversos autores ja desenvolveram pesquisas sobre a riqueza de compostos
provenientes do metabolismo secundario das plantas e sua ac¢do bioldgica. A abundancia de
compostos fendlicos foi positivamente correlacionada com agdo antimicrobiana sobre
2011),

antiproliferativa. De acordo com Tomas-Barberan e Espin (2001), esse grupo de metabdlitos

Salmonella enteritidis (Medina et al., assim como atividade antioxidante e
secundarios estd relacionado com a prevencdo de doencgas cardiovasculares e cancer. Além
disso, muitos flavonoides, como por exemplo a quercetina que foi o composto majoritario nos
extratos aquosos de trés dos quatro acessos de P. cattleianum analisados aqui, ja
demostraram a capacidade de induzir a apoptose em células cancerigenas (Chen, Wu, e Lin,
2007).

Além da variabilidade genética entre os acessos, ha também influéncia do clima e
principalmente da altitude de cada local onde os gendtipos foram coletados, sobre a
composicdao dos extratos aquosos. Os acessos que apresentaram maior quantidade de
compostos fendlicos foram os coletados nos municipios de Tupancireta e Silveira Martins,
cidades situadas a mais de 400 metros de altitude. Altitudes mais altas possuem a
caracteristica de apresentarem temperaturas menores, principalmente durante o inverno, que
é bem rigoroso no estado do Rio Grande do Sul.
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A variacdo de altitude e temperatura ocasiona diferencas na concentracdo dos
compostos presentes em cada um dos gendtipos. Gobbo-Neto e Lopes (2007) confirmaram
uma correlacdo positiva entre a intensidade da radiacdo solar e a producao de compostos
fendlicos, tais como flavonoides, taninos e antocianinas. Os mesmos autores comentam que os
flavonoides proporcionam protecdo a radiagdo, assim é possivel inferir que estes compostos
estdo presentes em maior quantidade em plantas de altas altitudes.

Desta forma, conclui-se que os extratos aquosos das folhas de P. cattleianum sao
citotdxicos, pois possuem efeito antiproliferativo em A. cepa, sendo proporcional a
concentracdo do extrato aquoso. O acesso CL na menor concentracdo 15 g.L'* (CL 15) é
considerado genotdxico e os acessos SiM e TU na concentracdo 15 g.L (SiM 15 e TU 15)
considerados antigenotdxicos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia revelou que a
quercetina foi o composto fenélico mais abundante em dois acessos (TU e SiM), quercetina e
quercitrina no acesso SE, e quercitrina e isoquercitrina foram predominantes no acesso CL. Os
compostos secundarios de plantas medicinais variam consideravelmente de acordo com vdrios
fatores, provavelmente influenciando o seu valor terapéutico.
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Tabela 1 — Numero de células de Allium cepa analisadas em interfase, em divisao, presenca de
irregularidades e ainda indices genotodxicos (IG) e indices mitdticos (IM) dos controles e
tratamentos com extratos aquosos de quatro acessos de Psidium catteianum.

Tabela 2 — Numero de células de Allium cepa analisadas em interfase, em divisdao, presenca de
irregularidades e ainda indices genotodxicos (IG) e indices mitéticos (IM) dos controles e dos
pos-tratamentos.

Tabela 3 — Compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos das folhas de Psidium
cattleianum Sabine de quatro acessos distintos, obtidos por cromatografia de liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Figura 1 — Células meristematicas de raizes de cebola em divisdao celular: a) CN (controle
negativo) — anafase normal; b) SE 15 (extrato aquoso 15g.L, Segredo) — metéfase normal; c)
CL 15 (extrato aquoso 15g.L, Cerro Largo) — metéafase com quebra cromossémica; d) TU 15
(extrato aquoso 15g.L%, Tupanciretd) — metéfase irregular; e) CP (controle positivo) — anafase
com ponte e quebra; f) ponte na andfase no CP. Escala: 10um.

Figura 2 — Perfil representativo da cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos aquosos
de folhas de Psidium cattleianum Sabine: a) acesso 1 — Cerro Largo (CL); b) acesso 2 — Segredo
(SE); c) acesso 3 — Tupancireta (TU); d) acesso 4 — Silveira Martins (SiM); deteccdo UV a 327
nm. Acido gélico (pico 1), catequina (pico 2), dcido clorogénico (pico 3), 4cido cafeico (pico 4),
acido eldgico (pico 5), epicatequina (pico 6), rutina (pico 7), quercitrina (pico 8), isoquercetrina
(pico 9), quercitina (10) e canferol (pico 11).
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