UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016

FORMULARIO PARA RELATORIO FINAL

1. Identificac&o do Projeto

Titulo do Projeto PIBIC/PAIC

Radiacdo gama e integridade quimica de preparos de Mansoa alliaceae.

Orientador

Geone Maia Corréa

Aluno

Jodo Pedro Coelho Gomes

2. Informacdes de Acesso ao Documento

2.1 Este documento é confidencial?

SIM X NAO

2.2 Este trabalho ocasionara registro de patente?

SIM X NAO

2.3 Este trabalho pode ser liberado para reproducéo?

SIM X NAO

2.4 Em caso de liberacao parcial, quais dados podem ser liberados?
Especifique.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

3. Introducéo

Os ecossistemas tropicais tém sido intensamente explorados nas Ultimas décadas, em
especial a floresta amazonica. Contudo a importancia da conservacdo deste ecossistema tem sido
ressaltada em varias situagfes, o que justifica ndo apenas em decorréncia de questdes idealistas,
mas, especialmente, em razdo de aspectos econdémicos e sociais concretos, tais como: conservagao
da diversidade existente para o uso futuro (especialmente na industria farmacéutica) e exploracao
imediata dos recursos florestais mdltiplos como plantas medicinais através de um manejo
sustentado.*

A familia Bignoniaceae € representada por aproximadamente 800 espécies em 110 géneros.
S3o plantas lenhosas, com folhas opostas compostas e sdo predominantemente lianas.? Grande parte
das espécies de Bignoniaceae tem uso na medicina popular com destaque para espécies do género
Mansoa. Estudos com a espécie Mansoa hirsuta revelou atividade antioxidante e potente agente
vasodilator, ® outra espécie a ser destacada é a espécie Mansoa alliacea.

Estudos realizados com espécies do género Mansoa descrevem a presenca de o6leos
essenciais e substancias triterpénicas com esqueletos ursano e oleano, além de flavonoides,
naftoquinonas, aminoécidos e sulfetos, hd também citacdo de estudo evidenciando a atividade
inibidora do crescimento dos fungos Microsporum gyseum e Tricophyton mentagrophytes.* Devido
a grande aplicacdo terapéutica na medicina popular da Regido Amazonica e a escassez de estudos e
informacdes cientificas seguras quanto ao uso deste vegetal, faz-se necessario o estudo quimico e
biol6gico da especie Mansoa alliaceae.

Ao contrario dos métodos quimicos, o processo de irradiacdo gama até uma determinada
dosagem, ndo deixa nenhum residuo tdxico que possa causar dano a salde. Estudos sugerem que
para que ocorra a descontaminacdo de produtos derivados de vegetais, a radiagdo gama do %°Co é a
alternativa mais eficiente. Entretanto, de acordo com a legislacao brasileira, a utilizacdo de métodos
para eliminar contaminantes deve ser estudada quanto a possibilidade e eventuais alteragcdes da
matéria-prima. Isso se deve ao fato de que junto com o controle da qualidade microbiolégica por
meio da irradiacdo, algumas outras substancias quimicas e/ou bioldgicas presentes nos vegetais
também podem ser afetadas, causando a diminuicdo dos seus teores nos vegetais, o que nao € do

interesse na maioria dos estudos®®.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_%28biologia%29
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liana
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O tratamento de produtos de ervas medicinais por radiacdo gama proporciona uma

Justificativa

alternativa eficaz para reduzir ou eliminar a contaminagio microbiana,® além de ser um processo
fisico tecnicamente viavel, econdmico, seguro e ndo deixa residuos toxicos.!°A dose média global
maxima absorvida e aplicavel em ervas aromaticas secas, especiarias e condimentos vegetais para
esterilizagdo é de 10 kGy, de acordo com o Codex Alimentarius Norma Geral para a radiagdo.!! Os
raios gama de radionuclideos Co-60 e Cs-137 sdo utilizados na radiagdo de alimentos 2 para a
descontaminacdo de ervas com doses variando de 3 a 10 kGy, mostrando-se uma alternativa
bastante adequada em relacio a fumigacéo ou vapor.® A radiacdo gama a uma dose de 7,5 kGy para
materiais vegetais resulta na esterilizagdo total de bactérias aerdbias, fungos e coliformes abaixo dos
niveis detectaveis.!® Porém, estudos sugerem que o tratamento de tecidos de plantas com raios gama
esta sujeito a uma condicdo de tensao, devido a formacao de radicais oxidativos intracelulares. Estes
radicais originam-se durante a radiolise da agua presente no material.** Os radicais formados podem
reagir com os componentes celulares para provocar a peroxidagio dos lipideos da membrana.*
Considerando a riqueza da flora amazonica, torna-se premente a investigacdo de novas
drogas a partir do estudo fitoquimico de espécies vegetais encontradas na regido. Neste trabalho sera
realizado o estudo quimico e biolégico de Mansoa alliacea (Bignoniaceae), uma espécie vegetal
bastante utilizada na medicina tradicional da Regido Amazonica. Dessa forma, este projeto tem
grande relevancia, uma vez que, seu direcionamento é avaliar a composi¢do quimica presente no
6leo essencial e nas folhas desta espécie vegetal. Além disso, realizar-se-a avaliacdo bioldgica de
citotoxicidade frente ao microcustaceo Artemia salina. Os estudos de avaliagio com o
microcrustaceo Artemia salina é considerado também bastante relevante para os projetos de estudos
fitoquimicos, pois estes ensaios irdo contribuir com informacgdes valiosas a respeito de possiveis
correlacdes farmacoldgicas das amostras que serdo avaliadas. Aliado a estes estudos, verificar o
efeito da radiacdo gama em preparos de Mansoa Alliaceae contribuira para conhecimento sobre

doses de radiacéo que néo altere a composicao quimica das amostras avaliadas.
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4. Objetivos
4.1 Objetivos gerais
Avaliar a integridade quimica de preparos obtidos de Mansoa alliaceae apds uso da radiacdo

gama.

5. METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

6.1 Coleta do Vegetal-Extracéo de 6leo essencial

Foram coletadas as folhas, de Mansoa alliaceae (cip6-alho) no més de agosto para extracdo
de 06leo essencial.
6.2 Coleta do Vegetal- Preparacéo do Extrato

As folhas e galhos de Mansoa alliaceae foram coletados na regido urbana de Itacoatiara.
Apbs a coleta, o material vegetal foi armazenado em estufa com circulacdo de ar a 60°C para
secagem. Em seguida, o material vegetal foi triturado em moinho de facas e armazenado em sacolas
de papel. Posteriormente, deu-se inicio ao preparo do extrato através do método de maceracéo.
6.3 Extracdo dos 6leos essenciais

O dleo essencial de Mansoa alliaceae, foi obtido por hidrodestilacdo das folhas, em aparelho
de Clevenger durante seis horas de extracdo. Em seguida, o 6leo obtido foi centrifugado por 10
minutos a 3500 rpm para separacdo e retirada da dgua. O dleo obtido de Mansoa alliaceae foi
mantido em frasco ambar, tampado e sob refrigeracdo para analises quimicas posteriores.
6.4Preparo e fracionamento do extrato

Inicialmente 593 g do material seco e triturado foram transferidos para um funil de
separagdo, seguido de extracdo por um periodo de 24 horas por trés vezes com cada solvente.
Utilizando os solventes hexano, cloroférmio, metanol, acetato de etila e solucdo hidroalcoolica
separadamente.
6.5 Analise em CG-EM

O Oleo extraidos foi submetidos a analise em CG-EM em equipamento SHIMADZU
acoplado a espectrémetro de massas SHIMADZU QP2010. Para cromatografia dos componentes foi
empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25mm, espessura do filme interno de 0,25um. A
identificacdo dos constituintes foi feita por interpretacdo de seus respectivos espectros de massas e
indice de retencdo linear (Indice de Kovat’s), além de comparagdo com dados da literatura. Essas
analises foram realizadas em parceria com a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

A prospeccdo fitoquimica foi realizada para caracterizagcdo dos metabdlitos secundarios

6.7 Prospeccdo fitoquimica

presentes no extrato bruto e fragdes. Foram feitos os seguintes testes de deteccdo: fendis, taninos,
flavonoides, catequinas, flavonas, alcaloides, terpenos e saponinas. O extrato bruto e fracGes foram
analisados através do ensaio em tubos segundo a metodologia descrita por Matos (2009).
Inicialmente pesou-se 150 mg de extrato bruto seco (EXCA) e realizou-se 3 extracbes com
10 mL de cloroférmio. Ao residuo insollvel acrescentou-se 50 mL de metanol (70%). Em seguida,
transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 100 ml e o volume foi completado com
metanol a 70%. Esta amostra foi utilizada como solucdo estoque. Para as fracdes de acetato
(FACA), butanol (FBCA) e hidroalcéolica (FHACA) pesou-se 30 mg e solubilizaram-se em 50 mL
de metanol (70%), transferiu-se para um baldo de 100 mL e em seguida seus volumes foram
completados com metanol (70%), ajustando o pH para 4. Numerou-se 12 tubos de ensaio de 1 a 6
em duplicata e um tubo com a solucdo padréo para posterior comparacao.
6.7 Teste para fendis e taninos
Colocou-se 3 mL de solucédo estoque dentro do tubo 1. Em seguida, foram adicionadas trés
gotas de FeCls, Foram feitas observacdes e comparagGes com a amostra em branco.
6.8 Teste para flavonoides
Nos tubos 2, 3 e 4 foram acrescentados 3 mL de solucéo estoque. Posteriormente, no tubo 2
ajustou-se o pH para 3 com HCI , no tubo 4 ajustou-se o pH para 8,5 com NaOH e no tubo 4
ajustou-se o pH para 11. Observando gqualquer mudanca na coloracdo da solucao.
6.9 Teste para catequinas e flavonas
Nos tubos 5 e 6 foram acrescentados 3mL de solucdo estoque. No tubo 5 ajustou-se o pH
para 3 com HCI, no tubo 6 ajustou-se o pH para 11 com NaOH. Os tubos 5 e 6 foram aquecidos na
chama do bico de Bunsen por trés minutos, e entdo, foram comparados com o tubo contendo a
solucgéo padrao.
6.8 Teste para alcaloides
Este teste foi realizado segundo a metodologia de Matos (2009). Utilizou-se o cloroférmio
como solvente. Foram solubilizados 25mg de extrato bruto seco (ExCA) e suas respectivas
fragcdes: Acetato de etila (FACA), Butanol (FBCA) e Hidroalcoolica (FHACA) em HCI 5%. Por
filtracdo simples, separou-se quatro porcdes de 1 mL em tubos de ensaio e adicionaram-se gotas de

reagente de Mayer e Dragendorff.

6.9 Teste para terpenos (Lieberman-Burchard)
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Foi realizado segundo metodologia de Matos (2009)%. A solucdo cloroférmica preparada

anteriormente de EXCA (extrato bruto) foi filtrada em funil simples sendo utilizado o Na2SO4 anidro
para retirada de dgua. Foram acrescentados 1 ml de anidrido acético seguido de agitacdo suave.
Posteriormente, acrescentaram-se trés gotas de H>SOs. Para as fracbes hexano (FHCA) e
cloroférmio (FCCA) pesou-se 30 mg. Em seguida, foram acrescentados 5 mL de cloroférmio
seguido de agitacdo observando-se mudanga na coloracao.
6.10 Teste para saponinas

O ensaio foi realizado segundo metodologia de Matos (2009)%*. 300mg do ExCA (extrato
bruto) foi extraido com 5 mL de cloroférmio. Para as fracfes de acetato (FACA), butanol (FBCA) e
hidroalcoolica (FHACA) pesou-se 30 mg das fragdes. Em seguida, o residuo foi solubilizado em 10
mL de &gua destilada e filtrado com auxilio de um funil para um tubo de ensaio. Apos agitagéo por
2 minutos observou formacéo de espuma abundante e persistente.
6.11 Teste confirmatorio para saponinas

Foram adicionados 2 mL de HCI concentrado ao conteddo do tubo preparado no teste
anterior. Posteriormente, as amostras foram mantidas por aproximadamente 1 hora e 30 minutos
imerso em banho-maria. Apés esfriar a amostra foi neutralizada com auxilio de uma solucdo de

NaOH, e em seguida, agitou-se vigorosamente durante 2 minutos.

6.11 Avaliacdo em placas cromatogréficas

Para realizacdo de ensaio em placas cromatograficas primeiramente foram preparadas as
solugdes estoque, solubilizando 10 mg do extrato bruto seco (EXCA) e das fracbes Hexano
(FHCA), Cloroférmio (FCCA), Acetato (FACA), Metanol (FMCA) e Hidroalc6olica (FHACA) em
1 mL de metanol. Para eluicdo das placas cromatograficas foram utilizados os seguintes sistemas:
butanol, dgua e &cido acético (BAW) na proporcdo (4:5:1); Hexano:Acetato de etila (7:3). Os
reveladores utilizados foram NP/PEG e Valinina.

6.12 Teste de citoxicidade em Artemia salina

Cistos de A. salina foram incubados em solugéo salina (10 mg de cistos/100 mL de solugéo).
Ap0s 24 h sob iluminacdo artificial a 28 °C, os nauplios de A. salina (primeiro estagio larval) foram
transferidos para outro aquario contendo solucgéo salina e mantidos em nova incubacdo por mais 24
h sob iluminacéo artificial a 28 °C, obtendo-se apenas metanauplios de Artemia salina denominados

de cultura pura *
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O oleo essencial obtido foi diluido em DMSO nas concentragdes de 500 pg/mL. Em seguida,

as amostras previamente diluidas, adicionadas em aliquotas de 5,0 mL de solucdo salina (solugdo
37% de sal marinho) e, posteriormente, a solucéo foi acrescida de 10 larvas de A. salina por tubo de
ensaio. Os testes serdo realizados em triplicata. As culturas de A. salina foram incubadas a 28 °C.
Apbds 24 h os microcrustdceos imoveis ou depositados no fundo do tubo de ensaio foram
considerados como mortose.
6.13 Irradiacéo

A irradiacdo das amostras foram realizadas no Laboratério de Irradiacdo Gama (Comissédo
Nacional de Energia Nuclear do CDTN em Belo Horizonte MG), sob orientacdo do Dr. Marcio
Tadeu Teixeira. A irradiacdo foi realizada em aparelho de Gama — Cell com fonte de ®°Co a doses
variaveis de 1, 5, 10 e 20 kGy.

6. RESULTADOS E DISCURSSAO
Entre os produtos naturais se destacam os 6leos essenciais produzidos pelas plantas e armazenados
em estruturas anatbmicas altamente especializadas, como tricomas glandulares, células oleliferas,
cavidades secretoras, ductos e laticiferos 7. Os 6leos podem ser misturas complexas, contendo cem ou mais

compostos organicos, normalmente volateis aromaticos, que conferem odor caracteristico a planta *®.

Tabela 1: Rendimento do 6leo

A Massa do Material )
Més Volume (uL) Rendimento (%)
Vegetal (g)

Agosto 398,65 80 20,06

A composicdo dos Oleos essenciais € determinada por fatores genéticos *%. No entanto
fatores ambientais, como a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo, nutrientes,
altitude entre outros podem causar variagfes significativas na composicdo quimica dos oleos

essenciais 2+

7.1 Analise do cromatrograma do 6leo essencial de Mansoa alliacea
Na analise do 6leo essencial foi constatado a presenca de compostos sulfurados. Trabalhos

com o0s extratos etéreos de destilados de vapor de folhas frescas do cipé-alho utilizando a técnica de



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

cromatrografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), revelaram a presenca do

disulfeto de dialila, trisulfeto de dialila, e tetrasulfeto de dialila como principais constituintes?.N&o
surpreendentemente, estes também estdo entre os principais constituintes no alho .

Apbs a analise do cromatrograma, identificaram-se 0s seguintes constituentes quimicos na
composicdo do oléo essencial de Mansoa alliaceae: 1-octen-3-ol (1,67%), dissulfeto de alila
(57,17%), trissulfeto de alila (37,58%) e tetrassulfeto de alila (3,65%). A identificacdo dos
constituintes foi feita por interpretacdo de seus respectivos espectros de massas e indice de retengéo

linear (indice de Kovat’s), com a comparacdo na literatura .

7.2 Teste para grupos fendlicos

Para deteccdo de grupos fendlicos foi utilizado como reagente solucdo de cloreto férrico e
diferentes valores de pH. Para o extrato bruto (EXCA) e as fracbes de acetato (FACA),
butanol(FBCA) e hidroalcéolica (FHACA) as andlises ndo indicaram a presenca de constituintes
fendlicos.

Num estudo realizado por Oliveira (2013)% com cinco espécies de plantas medicinais usadas
na Amazonia ndo foi detectada a presenca de grupos da classe dos flavonoides para a espécie
Mansoa alliaceae durante o ensaio de prospecc¢ao fitoquimica dos extratos dessa espécie.

7.3 Testes de alcaloides

Segundo Simdes (2007)% o aparecimento de precipitado e presenca de coloracdo alaranjada,
indica presenca de alcaloides.

No ensaio realizado em tubos de ensaio o resultado mostrou-se negativo para a presenca de
alcaloides, ndo ocorrendo aparecimento de precipitado e coloracdo alaranjada com o extrato bruto e
com as fracOes testadas. Estudos realizados anteriormente com essa espécie também néo revelaram
relatos dessa classe de compostos 2
7.4 Teste terpenos (Lieberman-Burchard)

Para este ensaio com EXCA, FHCA e FCCA foi observado uma mudancga de coloracdo para
0 verde permanente, indicando a presenca de esteroides livres (Matos, 2009)=.

A presenca de esteroides e triterpenoides foram confirmadas no estudo realizado com cinco espécies

de plantas medicinais usadas na Amazonia dentre elas a espécie Mansoa alliaceae .
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As amostras EXCA, FBCA e FHACA apresentaram espuma permanente. Em seguida foi

7.5 Testes para saponinas

realizado o teste confirmatorio para saponinas através da reacdo de hidrolise acida. Contudo, ndo
ocorreu a formacdo de precipitado indicando a auséncia de saponinas (Matos, 2009)*. No entanto,

héa relatos na literatura da presenca de heterosideos saponinicos na espécie Mansoa alliaceae .

7.6 AvaliacGes em placas cromatograficas

As Figuras 7a, 7b, 8a utilizando eluente BAW como fase mdvel mostra o perfil dos
constituintes fendlicos revelados com NP/PEG. Os resultados revelaram manchas amarelas e verdes
tanto para a amostra ndo irradiada quanto para as amostras que receberdo doses de radiacdo gama .
Quando as placas cromatograficas foram expostas em camera de ultravioleta, ndo foi observado
nenhum efeito da radiacdo nas amostras, pois foi verificado o mesmo perfil quimico para as analises
efetuadas.

As Figuras 8b e 9a mostra o perfil do extrato e fracdes revelados com vanilina sulfurica as
amostras FHCA, FCCA. Apresentam perfis semelhantes. As manchas nas amostras FHCA, FCCA
revelaram-se com maior intensidade, todas apresentaram uma mancha roxa mais intensa (Rf = 0,7)
seguida de outras manchas com coloracdo menos intensa. Essas manchas sdo indicativas da
presenca de terpenoides®. Esses ensaios confirmam os estudos realizados anteriormente, uma vez
que no ensaio farmacognostico foi detectado essa classe de compostos. Para essas fracoes ndo foi
percebido efeito da radiacdo gama uma vez que tanto as amostras que foram irradiadas quanto as

amostras nao receberam dose de radiacdo apresentaram perfis quimico similares.

Diversos estudos como os de Mechi et al. (2005) e Brigide; Canniatti-Brazaca (2006)%>%
apresentam o processo da irradiacdo gama interagindo em materiais crus ou cozidos de vegetais com
percentuais considerdveis de umidade, o que favorece a predominancia do efeito indireto da radiag&o.
Porém, no presente estudo, foram utilizados extratos vegetais folhas, sendo, portanto, predominante a

interacdo da radiacdo gama a partir do efeito direto.

7.7 Teste de citoxicidade em Artemia salina

Ensaio de atividade citotoxica do 0leo essencial
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As concentracdes utilizadas para o ensaio foram na faixa de 2-20ug/mL, sendo que a partir

da concentracdo 8ug/mL o 6leo essencial apresentou atividade citotdxica frente Artemia salina.

Ensaio de atividade citotoxica extrato e fragdes

As concentracOes utilizadas para o ensaio foram na faixa de 500-1000 pg/mL tanto para extrato e

fracdes, no entanto ndo apresentou atividade citotoxica. Uma vez que a literatura afirma que os

extratos sdo considerados toxicos para A. salina em concentragdo menores que 1000 pg/ml
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9. FIGURAS

Figura l.a Arbusto de | 1.b Folhas e Flores de Mansoa
Mansoa alliaceae alliaceae

Figura 2.a. Material vegetal | 2.b. Oleo essencial extraido da
submetido a hidrodestilag&o. planta em estudo.
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Figura 3.a Teste para fendis e
taninos,flavonoides,

catequinas e flavonas.

3b Teste para

fendlicos

grupos

Figura 4.a Teste para terpenos

(Lieberman-Burchard)

4b  Teste  para

(Lieberman-Burchard)

terpenos

®,
|
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Figura 5.a Teste para | 5b Teste confirmatério para

saponinas (ExCA) saponinas (ExCA)

Figura 6.b  Teste  para Figura 6.b  Teste  para

saponinas (FBCA) saponinas (FHACA)
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Figura 7a: FMCA Figura 7b : EXCA irradiada
irradiada

Figura 8 a: FHACA Figura8 b : FCCA
irradiada irradiada

Figura9 a: FHCA
irradiada
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