| [~=2
[ [=4
[ [~=3

\

&

VIRTUS IMPAVIDA

FPE

)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA E EMBRIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MORFOTECNOLOGIA

GUSTAVO DA COSTA LIMA

SCREENING FITOQUIMICO, ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA DO
EXTRATO AQUOSO BRUTO DE PROPAGULOS DE

Rhizophora mangle L.

Recife
2020



GUSTAVO DA COSTA LIMA

SCREENING FITOQUIMICO, ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA DO
EXTRATO AQUOSO BRUTO DE PROPAGULOS DE
Rhizophora mangle L.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Morfotecnologia da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial do
em Morfotecnologia, para obtencdo do titulo de
mestre em Morfotecnologia.

Orientadora: Prof2. Dra. Juliana Pinto de Medeiros.
Coorientador: Prof. Dr. Antonio Fernando Morais de Oliveira.

Recife
2020



Catalogacao na fonte: Bibliotecaria Claudina
Queiroz, CRB4/1752

Lima, Gustavo da Costa

Screening fitoquimico, atividade citotéxica e genotdxica do extrato
aquoso bruto de propagulos de Rhizophora mangle L. / Gustavo da Costa
Lima - 2020.

83 folhas: il., fig., tab.

Orientadora: Juliana Pinto de Medeiros

Coorientador: Antonio Fernando Morais de Oliveira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de Pés-Graduagdo em
Morfotecnologia. Recife, 2020.

Inclui referéncias e anexo.
1. Rhizophora mangle L . 2. Citotoxicidade 3. Genotoxicidade
I. Medeiros, Juliana Pinto de (Orientadora) Il. Oliveira, Antonio

Fernando Morais de (Coorientador) Ill. Titulo

581.634 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2020-150




GUSTAVO DA COSTA LIMA

SCREENING FITOQUIMICO, ATIVIDADE CITOTOXICA E GENOTOXICA DO
EXTRATO AQUOSO BRUTO DE PROPAGULOS DE
Rhizophora mangle L.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Morfotecnologia da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial do
em Morfotecnologia, para obtencdo do titulo de
mestre em Morfotecnologia.

Aprovada em: 21/02/2020.

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dra. Juliana Pinto de Medeiros (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Profé. Dr2 lvone Antonia de Souza (Examinadora Interna)
Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dr2. Raquel Barbosa da Silva (Examinadora Externa)
Secretaria de Educacéo de Pernambuco



A magnifica existéncia da minha “mainha”.



AGRADECIMENTOS

Eu, na minha totalidade, na minha vida académica, profissional e pessoal devo
muito a educacgdo que recebi da minha mée, Jaira Maria (in memorian) e meu pai. A
minha mée, na qual, sua partida recente veio a nos surpreender e afetar de forma Unica
sempre nos ensinou através das atitudes que o amor sempre cura todo mal. A garra,
sabedoria e carinho dela para com os delas sdo coisas que me inspiraram e sempre
guardarei no meu intimo. Obrigado, mainha por ser uma grande mée, esposa e mulher.

Apesar de estarmos em menor nimero no ambiente familiar, fato que confunde
muito o amor, meu pai (George) e minha irmé (Gigi) ainda continuaram me dando todo o
suporte imprescindivel para que eu pudesse continuar e concluir o mestrado. Sou grato
por ter um pai participativo, colaborativo e carinhoso que cumpre com plenitude o
significado da palavra “pai’. Além disso, € um grande homem e esposo. E muito
importante poder compartilhar um ambiente familiar com pessoas deste calibre.

Quanto a minha irma e colega de carreira, sou extremamente feliz por todo suporte,
conselhos, duras e brigas durante minha vida doméstica e académica. E bem mais facil
trilhar caminhos ja percorridos por outros. O carinho que por toda minha vida tenho
recebido por ela, as vezes incompreendido, é o sinal de que a semente de amor plantada
por nossos pais é frutuosa.

Uma vez, em minha casa, apesar de todos os conflitos comuns nos ambientes
domésticos, é visivel o afeto gratuito, o cuidado construtivista e a ajuda mutua, fica facil
aprender a se relacionar. Dessa forma, tive felicidade de em todo periodo do mestrado e
antes ter uma parceira, amiga e confidente incrivel que tornou o peso das dificuldades
universitarias mais leves. Te amo, Kassia Maria.

Apesar de néo convivermos diariamente e de uma certa forma ndo compreender
o que faco na faculdade, gostaria de demostrar meu agradecimento a minha Unica vo
viva, Dona Neitinha. Vovo, muito obrigado pelos abracos, refeicées, apoio nos momentos
sombrios e companhia ainda firme nesta dificil jornada que é a vida. Meu muito obrigado
a senhora, vovo!

Aqui agradeco também os meus aves e avos ja falecidos, em especial Dona Eline

(de criacao) e Dona Severina na qual néo tive a oportunidade de conhecer fisicamente.



Mas metafisicamente sei que sua presengca me acompanha e hoje também se junta ao
encontro da filha querida na gldria divina. Obrigado, vov6 José Augusto e Jorge por todo
amor doado a mim aos meus pais. Suas histérias, forca e sabedoria também
compuseram parte do meu carater.

Ainda falando em rela¢@es sanguineas, desejo mandar um enorme abraco a todos
0S meus tios e tias, primos e primas, tanto da familia Costa como da familia Lima. Meu
muito obrigado a todos que de uma forma ou de outra fizeram parte da minha educacéao
e ainda hoje me dao palavras sabias e suporte nas complicactes diarias da vida.

Um abraco especial também para minha sogra querida responsavel por: me dar
abrigo por diversas vezes, facilitar bastante minha logistica nas correrias profissionais e
compartilhar momentos ricos de amizade. Obrigado, Dona Lu. Também a seu adorado
pai Severino Clemente (in memorian) e todos e todas da familia Clemente. Ao e meu
cunhado Danilo. Também ao meu sogro Marcilio e a todos da familia Silva que me
recebem com muito afeto.

Agradeco a todos 0os meus colegas e ex-colegas de laboratério do ARRE-Agua
UFPE (Rafael, Carlos, Tulibia, Géssica, Nirvana, Ivo, Marilia, Brunna, Laura, Marina,
Rebeca, Mayara, Nicacio e outros) e do LEAF-UFPE (Jodo Bosco, Rayza, Jael, Edward,
Edvaldo, italo, Raquel e outros).

Contribuintes externos para a pesquisa, ex-orientador Rafael, ex-colega de
laboratorio Lucas, auxiliar na coleta Tota (morador e lider na Resex), Professor Emanuel
(DEN-UFPE), Natache Ferrdo (colega DEN-UFPE). Aos membros do Labbioprot do
Depto de Bioquimica Professor Thiago, Me. Carlos (Bob), Me. Poliana Karla, Dr. Livia
Lais e todos seus componentes. Mestrando Marcos do PPGM, por todo o suporte técnico
e pessoal nas metodologias de atividade biolégica. Professora Ester Ribeiro do
Departamento de Antibiéticos pelo apoio material. Professora Soénia Leite do
Departamento de Histologia e Embriologia pelo suporte técnico e motivacional.

Obrigado também, aos meus alunos que nas minhas aulas também me deram
suporte e me aliviaram com seus temperamentos leves.

A todos os meus vizinhos, amigos de igreja em especial Lucinaldo, amigos de

academia (Summer), amigos da faculdade, colegas de trabalho.



Obrigado a todos os funcionérios da limpeza, recepcédo e manutencao do CCB e
anexo, em especial Tia Neide, Sr. Paulo e Kenedy.

A minha orientadora, professora Juliana, fica aqui meu muito obrigado. Tem
momentos na vida em que procuramos saidas e ndo encontramos, e tem pessoas
responsaveis por desatar esses nd@s diarios. Obrigado, professora, me ajudar e escutar
em momentos tao complicados e sendo uma plena ORIENTADORA.

Sem poder esquecer do meu coorientador, professor Fernando. Muito obrigado!
Desde o antes do mestrado foi um verdadeiro guia, psicélogo e torcedor para que o
projeto acontecesse. Deixando todos os MELHORES PROFESSORES que ja vivi em
igualdade. Obrigado pela sadia convivéncia.



“Oh Risofloral
Vou ficar de andada até te achar”

(Chico Science)



RESUMO

Rhizophora mangle L.(mangue-vermelho) € uma espécie com vasta distribuicdo na costa
brasileira e contribui para a manutencdo da homeostase das populacdes humanas
através de usos diversos de suas propriedades curativas. Este trabalho teve como
objetivo identificar os compostos presentes nos extratos dos propagulos de Rhizophora
mangle e testar seu potencial citotoxico e genotoxico. Para isso, foram realizados extratos
com propagulos em estagios diferentes de desenvolvimento, anexados a planta e ja
senescentes. Os metabdlitos secundarios analisados mostraram indicaram que hé
predominancia na presenca de saponinas, flavonoéides, taninos, fendéis e terpenos. O
extrato aquoso de ambos os tratamentos demostrou toxicidade frente ao ensaio com A.
salina. O extrato aquoso bruto dos propagulos (EAP) de mangue-vermelho demostrou
atividade e toxicidade elevada para os metanauplios de Artemia salina em todas
concentragdes. No protocolo citotdxico de fragilidade osmética o EAP feito através do
material senescente e anexado se mostraram direntes entre si (significancia 5%, anova
one-way (P=0,00123)). Apesar disso, em ambas preparacdes de EAP nesse teste, 0s
indices mais altos de hemodlise foi atingido na concentracéo 750 ug/mL. O EAP anexado
utilizado na atividade hemolitica demostrou estreita relacéo dose dependente na anadlise
de percentual hemolitico (R2 = 0,9745). Na atividade genotdxica com radiculas de cebola
(Allium cepa), as raizes tenderam a obter maior crescimento quando em menor
concentracdo do extrato mas nédo foi demostrado graficamente. A concentracao de 12,5%

de EAP foi considerada ideal para experimentos genotéxicos com Allium cepa.

Palavras-Chaves: Mangue-vermelho. Fendis e taninos totais. Avaliagbes de

citotoxicidade. Allium cepa.



ABSTRACT

Rhizophora mangle L. (red mangrove) is a species with wide distribution on the
Brazilian coast and contributes to the maintenance of homeostasis of human
populations through different uses of its curative properties. This work aimed to identify
the compounds present in the extracts of Rhizophora mangle propagules and to test
their cytotoxic and genotoxic potential. Thus, we prepared extracts with propagules at
different stages of development: attached to the plant and already
senescent. Phytochemical analysis were performed (screening, TLC and
spectrophotometric). In addition, cytotoxicity tests (Artemia salina Leach. and red-
blood cells) and genotoxicity (Allium cepa protocol) with the crude aqueous fruit extract
. We found predominantly saponins, flavonoids, tannin, phenolic compounds and
terpenes as secondary metabolites found. The aqueous extract from both treatments
showed toxicity compared to the assay with A. salina. The EAP (aqueous crude extract
from R. mangle fruits) showed high activity and toxicity for Artemia salina metanaplains
in all concentrations. The EAP performed using senescent and attached material
proved to be direct among themselves (significance 5%, one-way anova (P =
0.00123)). Despite this, in both preparations of EAP in that test, the highest levels of
hemolysis were reached at a concentration of 750 pug / mL. The attached EAP used in
hemolytic activity showed a close dose-dependent relationship in the analysis of
hemolytic percentage (R2 = 0.9745). In the genotoxic activity with onion roots, the roots
tended to obtain greater growth when in a lower concentration of the extract but it was
not shown graphically. The concentration of 12.5% EAP was considered ideal for

genotoxic experiments with Allium cepa.

Key-words: Red mangrove. Total phenolic and tannin content. A. salina. Cytotoxity
assays. Allium cepa.
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1 INTRODUCAO

O ecossistema de manguezal, além de ser de tamanha importancia estética,
presta diversos servicos ecossistémicos/ambientais para os seres vivos que habitam na
sua circunvizinhanca. Mehvar et al. (2018), apontam varios servicos em seu artigo de
revisdo, como a mitigacdo dos efeitos das mudancas climaticas, protecdo contra
tempestades e ondas, estabilizacdo da costa e controle da eroséo. Pontua-se também, o
controle de inundacdes, bercario para peixes e outras espécies marinhas e/ou estuarinas,
armazenagem e desintoxicacdo de contaminantes (MEHVAR et al., 2018; ICMBIO,

2018), entre outros, como a pesca, mariscagem e catacao de crustaceos.

O mangue-vermelho (Rhizophora mangle L.), comum no ecossistema de
manguezal, pertence a familia Rhizophoracae Pers. Essa familia possui distribuicdo em
sua maioria pantropical e contém 15 géneros com aproximadamente 149 espécies no
total (JUNCOSA; TOMLINSON, 1988; COSTA-LIMA, 2018). Apesar do mangue-
vermelho possuir maior representacéo ao longo da costa nordestina, 0 género possui
outros representantes nos manguezais do Brasil, como Rhizophora harrisonii Leechm. e
Rhizophora racemosa G.Mey. (TOMLINSON, 1994; NADIA; MACHADO, 2014). Estas
possuem habito terrestre, porte arbéreo, comum em manguezal e restinga e
predominancia nos tropicos (POLIDORO et al., 2010; COSTA-LIMA, 2018).

Nesse contexto, vale a pena salientar que as plantas de mangue tém um papel
social pivotante na etnociéncia, pois além de constituirem matéria prima de varios
utensilios domésticos, cercados, embarcacdes e corantes, estdo presentes na mesa de
comunidades tradicionais da costa brasileira, servindo de insumos para chas e outros
preparos medicinais (CARNEIRO; BARBOZA; MENEZES, 2010; SANTOS et al., 2014).

Regalado, Sdnchez e Mancebo (2016), em sua revisao de literatura enumeram os
potenciais terapéuticos diversos do mangue-vermelho como antidiabético, antioxidante,
anticancerigeno, anti-hipertensivo, anti-inflamatorio, diminui o colesterol, proliferagdo
celular e aumenta a diferenciacéo celular. Ainda ha literatura que sustenta a presenca de
compostos como 0s taninos como sendo 0s constituintes ativos encontrados em espécies
do género (HOWLADER et al., 2013; RAHIM et al., 2008)
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Além dos taninos, Varios grupos quimicos estdo presentes em espécies de
Rhizophora L. como Aalcoois, aldeidos, aminoéacidos, acido carboxilico aromético,
carboidratos, acidos carboxilicos, ésteres, acidos graxos, flavonoides, cetonas, lipidios,
fendis, saponinas, esteroides e terpenos (ABDURAHMAN; NITTHIYA; MANAL, 2016). Os
compostos secundarios presentes em Rhizophora s&o principalmente responsaveis
pelas atividades biolégicas devido a presenca de diferentes estruturas quimicas. As
diferentes substancias presentes em Rhizophora spp. respondem pela sua acéo

farmacoldgica, toxicoldgica e nos processos ecologicos naturais.

Os compostos bioativos presentes nos extratos de Rhizophora spp. sdo os
principais responsaveis pela atividade biologica das espécies do género. A demanda por
espécies do grupo aumentou recentemente devido a ocorréncia de compostos bioativos
anicos que eles exibem (ABDURAHMAN; NITTHIYA; MANAL, 2016). Nas ultimas
décadas, Rhizophora spp. foi usado como medicamento para o tratamento doenca como
diarreia, febre e inflamacdo (BANDARANAYAKE, 2002; ABDURAHMAN; NITTHIYA;
MANAL, 2016). A medida que a pesquisa progrediu, tornou-se imperativo para identificar,
guantificar e compreender os compostos bioativos ou compostos quimicos presente nos
extratos dos representantes do grupo, a fim de auxiliar as na descoberta de novas
atividades bioldgicas junto com estudos farmacéuticos.

Recentemente, varios estudos sobre espécies de mangue (Rhizophora spp.) foram
relatados sobre compostos bioativos exercido nas espécies e nas atividades biolégicas
dos extratos (ABDURAHMAN; NITTHIYA; MANAL, 2016). Assuncao et al. (2016), por
exemplo, ao estudarem o extrato aguoso de R. mangle, com abordagem farmacéutica,
perceberam que o extrato trouxe varios beneficios a parede gastrica, incluido a
prevencdo de diarreia. Assim, torna-se evidente a importancia de estudos
(etno)botéanicos, sejam eles fitoquimicos, ecolégicos ou evolutivos, agregados aos
conhecimentos tradicionais das populac¢des, considerando sempre o0s aspectos éticos

aos detentores do conhecimento.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

e |dentificar os compostos presentes nos extratos dos propagulos de Rhizophora

mangle L. e testar seu potencial citotoxico e genotoxico.

1.1.2 Objetivos Especificos
e Identificar a presenca de compostos fitoquimicos majoritarios no extrato aquoso
bruto de R. mangle.
e Avaliar a atividade citotoxica do extrato aquoso de propagulos R. mangle através

do bioensaio com Artemia salina Leach.

e Avaliar a atividade citotoxica do extrato aquoso de propagulos R. mangle através

do protocolo de fragilidade osmdtica.

e Avaliar a atividade genotoxica do extrato aquoso de propagulos R. mangle através

do protocolo Allium cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 GENERO RHIZOPHORA L. (RHIZOPHORACEAE): CONTRIBUICOES E USO
MEDICINAL NO ECOSSISTEMA DE MANGUEZAL

(Este referencial tedrico ja se encontra submetido e aceito como capitulo de livro
Na Conferencia da Terra 2018)

2.1.1 O ecossistema, a biodiversidade e as relagbes humanas

O manguezal, assim como pantanos, varzeas e recifes de corais, representam
Zonas Umidas de Importancia Internacional, dada a diversidade biolégica que
conferem, e as intensas pressdes antropicas sofridas, que estéo sujeitas no dia a dia,
e possuem alta produtividade. O manguezal € um ecossistema costeiro, com
distribuicdo majoritaria em latitudes tropicais, caracterizado por uma vegetacao

adaptada ao estresse salino, devido a influéncia das marés 2.

Os tipos vegetacionais Unicos e comuns dos manguezais se dao pelas
caracteristicas ambientais do meio, devido as variagcdes nas concentracdes de sais
dos sedimentos, das quais sdo submetidas (RODRIGUEZ et al., 2012). Alguns
bosques e franjas de mangue desses ecossistemas estao localizados em regifes de
estudrio, ou seja, areas que possuem corpos de agua conectadas diretamente ao mar,
promovendo mistura da agua doce com a salgada (PRITCHARD, 1967) ou mais a
montante, no qual apresentam um gradiente de espécies relacionadas a dinamica

hidrologica, ocupando area de mangue seco ou apicuns.

O ecossistema de manguezal, presta diversos servigcos ecossistémicos ou
ambientais para 0s seres vivos ao seu redor e dentro dele. Mehvar et al. (2018) aponta
VAarios servigcos em seu artigo de revisdo, como a mitigagdo dos efeitos das mudancas
climaticas, protecdo contra tempestades e ondas, estabilizagdo da costa e controle da
erosdo. Pontua-se também, o controle de inundacdes, bercario para peixes e outras
espécies marinhas e/ou estuarinas, filtracao e regulagcéo do fluxo da agua, sequestro

de carbono, producgé&o de oxigénio e absor¢do de CO2, armazenagem e desintoxicagéo
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de contaminantes (MEHVAR et al., 2018; ICMBIO, 2018), entre outros, como a pesca,

mariscagem e catacao de crustaceos.

Além disso, os manguezais possuem diversidade de flora e fauna Unica em suas
adaptacdes (DE DEURWAERDER et al., 2016). As espécies vegetais tipicas de
manguezais no mundo incluem, aproximadamente, 50 espécies, distribuidas em 16

familias.

No Brasil, os vegetais avasculares e vasculares (bridfitas, samambaias e licéfitas,
e angiospermas (ndo ha presenca de gimnospermas)) com ocorréncia em manguezal
somam 41 familias, 86 géneros e 115 espécies (FLORA DO BRASIL, 2020). Contudo,
as espécies mais conhecidas sdo Avicennia schaueriana Stapft & Leechm. ex
Moldenke (mangue-preto) e Avicennia germinans (L.) L. (Acanthaceae), Laguncularia
racemosa C.F. Gaertn. (mangue-branco) e Conocarpus erectus L (mangue-de-botéo),
(Combretaceae) e a Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) (mangue-vermelho) e
do grupo das samambaias o Acrostichum aureum L. (samambaia-de-couro ou
samambaia-do-mangue) (Pteridaceae) (MEDINA et al., 1990).

O mangue-vermelho (Rhizophora mangle) € uma espécie da familia
Rhizophoracae Pers. Essa espécie tem o porte arbéreo (SCHWARZBACH, 2014;
COSTA-LIMA, 2019). Ela desenvolve estruturas pseudo-radiculares tipicas do grupo
Rhizophora conhecidos como raizes escoras, que saem do tronco ou ramos do
manguezal e crescem em direcao ao solo, onde se desenvolvera um sistema radicular
subterraneo (PRANCE, 1975; SCHWARZBACH, 2014). A maioria das partes
vegetativas é composta por tricoesclereide (SCHWARZBACH, 2014).

A Rhizophora mangle é uma planta perene, suas folhas sdo simples, inteiras,
opostas, alternas, pecioladas, glabras (PRANCE, 1975). Possuem pontuagcdes negras
mais evidentes na face inferior estipulas medindo entre 3—-4,8 cm (SOUZA; MAGOSSI,
2002; SCHWARZBACH, 2014). Segundo Prance (1975), as folhas do mangue-
vermelho crescem em aglomerados no final dos ramos. Steinke (1999) aponta que o

excesso de sal na seiva das células é transferido para as folhas mais velhas que ficam
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amarelas e caem, em um processo denominado realocacdo para as partes

senescentes, 0 mesmo ocorre com o0s poluentes excedentes

As flores de Rhizophora mangle sao pequenas e discretas, as cores das flores séo
geralmente brancas e amarelas que variam de amarelo palido a amarelo escuro. Essa
espécie desenvolve inflorescéncia composta, as flores surgem da axila. A floracéo e
frutificacdo de Rhizophora mangle se da, em geral, por todo ano, mas ha em maior
quantidade no periodo chuvoso, como exposto por NADIA et al. (2012). Os frutos
germinam anexados as arvores-méaes e originam propagulos em forma de lanca, que
podem permanecer viaveis por 12 meses (PANITZ et al., 1994). Esses frutos sao
pequenos e castanhos com cerca de 3-5cm e antecipam a fase crescimento dos
propagulos (TOMLINSON, 1994; NADIA et al., 2012).

Os propagulos, estruturas de reproducdo viviparas comum em grupos vegetais de
manguezais, ao se desprenderem contribuem para a dispersdo da planta mae no
ecossistema. Essas estruturas, de acordo Beyl e Trigiano (2015) séo cOpias genéticas
idénticas da planta original. O fruto sustenta o propagulo até que o mesmo esteja
amadurecido e se desprenda do fruto caindo no solo ou flutuando na agua salobra do
manguezal. A propagacéao atraves da flutuacédo € uma caracteristica global importante
para 0s vegetais que habitam tal ecossistema e é influenciado pelo tempo que os
propagulos continuam viaveis (VAN DER STOCKEN et al.,, 2019). Simulacbes
sugerem que o género Rhizophora se moveu através do Atlantico através disperséo
de longa distancia (MORI; ZUCCHI; SOUZA, 2015) provavelmente através da

propagacao vivipara.

Apesar da espécie ser bastante representativa ao longo da costa nordestina, o
género possui outros representantes nos manguezais do Brasil, como Rhizophora
harrisonii Leechm. e Rhizophora racemosa G. Mey. (TOMLINSON, 1994; NADIA,;
MACHADO, 2014). Ao redor globo, além da R. mangle, R. harrisonii, R. racemosa
também s&o citadas Rhizophora apiculata Blume, Rhizophora mucronata Lam.
Rhizophora stylosa Griff (JUNCOSA; TOMLINSON, 1988; COSTA-LIMA, 2018).
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E significativo que as ciéncias sejam pensadas a partir de um olhar multidisciplinar,
como o fazem a etnobotéanica, a etnoecologia, a etnofarmacologia, entre outras, como
forma de alinhar o Conhecimento Ecologico Local (CEL) como as ciéncias naturais e
sociais. A etnobotanica se destaca, ao resgatar conhecimentos das populacoes
tradicionais e relacionar as ciéncias aplicadas, do ramo da biologia vegetal
(ALBUQUERQUE, 2002).

Todos os vegetais cumprem um papel social pivotante na etnociéncia (SANTOS
et al., 2014), n&o é diferente nos manguezais, pois além de constituirem matéria prima
de varios utensilios domésticos, servem como cercados na agricultura, matéria prima
na producao de carvao vegetal (SANTOS et al., 2014). Também estdo presentes na
mesa de comunidades tradicionais da costa brasileira, servindo de alimentacdo na
forma de raizes, tubérculos, sucos e insumos para chas (CARNEIRO; BARBOZA,
MENEZES, 2010). Neste sentido, se faz necessario conhecer com profundidade a
flora que nos circunda, de modo que possamos usufruir e preservar de maneira mais

eficiente seus potenciais.

Regalado, Sdnchez e Mancebo (2016) em uma revisédo de literatura enumeram
0s potenciais terapéuticos diversos do mangue-vermelho (R. mangle): antidiabético,
antioxidante, anticancerigeno, anti-hipertensivo, anti-inflamatorio, diminui o colesterol,
proliferacéo celular e aumenta a diferenciacéo celular. Ainda ha literatura que sustenta
a presenca de compostos similares em espécimens do mesmo género, como o tanino
(HOWLADER et al., 2013; RAHIM et al., 2008).

2.1.2 A procura nas bases de dados

Este estudo foi baseado em uma revisao sistémica, constituida por meio da analise
da literatura, publicada em periddicos a partir de 2010. Para localizar os artigos sobre
0 assunto, realizou-se uma busca nas bases de dados eletrdnicos do Google
Académico e Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS), de margo a abril de 2018, usando a expressao “Plantas medicinais +
Rhizophora” na primeira base de dados e através dos termos “Medicinal plants +

Rhizophora” na segunda. Também foram realizadas buscas manuais nas referéncias
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bibliograficas dos artigos encontrados e em seguida, foi realizado a leitura dos textos
completos.

Primeiramente, utilizou-se o resumo de todos os artigos, de maneira que fossem
selecionados aqueles que corroborassem com 0s seguintes critérios de incluséo: ser
um artigo proveniente de uma revista confiavel, tratar de alguma das espécies citadas
em ecossistemas de manguezais, ter sido publicada nos ultimos 8 anos (2010-2018),
estar em alguma das linguas de dominio dos autores (portugués, inglés ou espanhol).
Trabalhos em duplicata foram excluidos. Os critérios de exclusdo foram (i) citac6es do
género Rhizophora que ndo habitassem no ecossistema manguezal, (i) trabalhos
publicados em outros idiomas que nao fossem de dominio dos autores, (iii) trabalhos
provenientes de outras fontes, que nado peridédicos ou revistas, e (iv) trabalhos que
estivessem disponiveis de maneira gratuita na base dados. Por fim, foram
selecionados os artigos e os dados analisados foram apresentados no formato de

tabelas e figuras com o uso do Microsoft Excel (versdo 2016).

A seguir é apresentado o fluxograma do processo de busca na base de dados na

Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma do processo de busca e inclusdo dos artigos usados
na base de dados. Modificado a partir de Moher et al. (2009).
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2.1.3 Achados mais importantes
A busca por “Medicinal plants and Rhizophora” e “Plantas medicinais and
Rhizophora” no LILACS gerou o total de 21 resultados, porém apenas 18 artigos
estavam disponiveis e se enquadravam nos critérios de inclusdo. Somente estes foram
selecionados para a fase seguinte de leitura do texto por completo. No Google
Académico, a busca em portugués gerou 1.130 resultados. No entanto, tal buscador,
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por ndo possuir um algoritmo de busca preciso, pode causar erro na busca por
trabalhos académicos. Com isso, no Google Académico foram analisados os primeiros
300 artigos da base de dados, sendo que 41 artigos foram selecionados desta base
de dados, de acordo com os critérios de inclusdo, para a fase da leitura do texto por
completo. Apos a leitura completa dos textos as bases de dados Google Académico e
LILACS nos forneceram o total de 38 registros validos e que foram usados nesta

revisao, ja contabilizando a excluséo de 4 artigos duplicados.

Dentre os 37 manuscritos revisados, a maioria sdo provenientes dos anos 2016
(27%), seguido por 2011 (21,6%), 2010 e 2012 (13,5%), 2013 (8,1%), 2015 e o primeiro
semestre de 2018 (5,4%) e por ultimo 2014 e 2017 (2,7%). As partes vegetais com
maior representatividade nas metodologias de pesquisa foram somente a casca do
tronco da planta, com 45,9 %, seguido da folha em 27% dos trabalhos e a folha em
consorcio com a casca em 8,1% dos artigos. Uso das cascas mostrou-se bastante
significativo (quase metade dos artigos) com relacdo as demais partes do vegetal, o
que sugere uma concentracdo maior de determinadas substancias quimicas com

potencial curativo.

A espécie mais estudada foi R. mangle presente em 67,57% dos trabalhos seguida
de Rhizophora mucronata Lam. (13,51%). A quase onipresenca da R. mangle no
ecossistema de manguezal fez com que este vegetal estivesse em mais da metade
dos estudos revisados. Estudos etnobotéanicos foram as pesquisas mais realizadas
com 13,51%, seguido da atividade antibacteriana (8,11%). A predominancia de
estudos etnobotanicos sugere a importancia da insercdo de populacdes tradicionais

para o avanco cientifico.

Héa na literatura varias referéncias a estudos etnobotanicos com representantes do
género Rhizophora (COE; ANDERSON, 1996; ISLAM; HALDER; APU, 2015;
NEAMSUVAN et al., 2012; THAMAN, 1992). No estudo de Govindasamy e Kannan
(2012) é relatado presenca da Rhizophora sp. e nestes papers os populares fazem uso
de suas partes vegetais para atividades curativas, como: hanseniase, elefantiase,
tuberculose, malaria, disenteria, Ulceras e algumas doencas de pele. Em outros

trabalhos, os autores Nabeelah Bibi et al. (2019), Liebezeit e Rau (2006), apontam 0s
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usos de cascas e folhas da Rhizophora magle em comunidades tradicionais para o
combate: diabetes. Os trabalhos realizados por Islam, Halder e Apu (2015), Neamsuvan
et al. (2012) e Sathe, Lavate e Patil (2014) relatam o uso de casca, folhas e frutos de
Rhizophora mucronata para o combate de bactérias, diabetes, diarréia, nausea,
hematuria, hemorragias, angina, mordidas de cobra, afrodisiaco e epilepsia. Assim,
vale salientar a importancia dos vegetais do género Rhizophora para a manutencéao da
medicina popular em diversas regides do planeta. Na Tabela 1 é possivel observar um

sumario com os assuntos tratados nos 37 artigos revisados.

Tabela 1 - Sumario com os assuntos tratados nos 37 artigos revisados com autoria,
ano de publicacédo, parte vegetal usada e tipo de estudo.

. Ano de Parte vegetal .
Autoria S Tipo do estudo
publicacao usada
_ _ Atividade
Abeysinghe 2010 folha (R. apiculata) _ _
antibacteriana
Aleman et al. 2011 casca (R. mangle) Atividade larvicida
Estimulacao de
Armas et al. 2016 casca (R. mangle) _ _
interleucina
Assis et al. 2016 casca (R. mangle) Estudo etnobotanico
casca (R.
Boukraa, o
_ mucronata, R. Atividade
Abdellah e Ait- 2013 _ o _
_ apiculata e R. antimicrobiana
Abderrahim -
lamarckii)
Sanchez Calero,
Martinéz Efeito protetor de
] 2011 casca (R. mangle) .
Sanchez e polifendis

Faure Garcia



Carneiro,
Barboza e

Menezes

de-Faria et al.

Mancebo
Dorvigny et al.

Figueiredo et al.

Heredia-Diaz et

al

Hong, Ibrahim e

Kassim

Hossain et al.

Howlader et al.

De Jesus et al.

Das et al.

2010

2012

2011

2011

2018

2011

2016

2013

2012

2016

raiz e propagulo (R.

mangle)

casca (R. mangle)

folha (R. mangle)

flor (R. mangle)

folha e caule (R.
mangle)

casca (R. apiculata)

casca e folha (R.

mucronata)

casca (R.

mucronata)

folha (R. mangle)

raiz (R. apiculata),
(R. mucronata) e
(R. annamalayana)
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Estudo etnobotanico

Etnoconhecimento e

atividade anti-Ulcera

Atividade cicatrizante

Inventario floristico

Estudo etnobotanico

Atividade citotdxica

Atividade anti-

diarréia

Atividade
antibacteriana,
citotdxica e

analgésica

Revisdo sobre a
atividade anti-Ulcera

dos taninos

Revisdo da atividade
antidiabética de
espécimens de

manguezal



Lawag et al.

Limsuwan,
Supayang e
Voravuthikuncha

Malini et al.

Marroquin e

Cruz

Mathew et al.

Mayorga et al.

Miranda et al.

Muniz e da Silva

Rodriguez-
Perdomo e
Curbelo-

Hernandez

2012

2013

2010

2016

2012

2010

2011

2016

2012

casca (R.

mucronata)

casca (R.

mucronata)

casca (R. mangle)

folha e casca (R.
mangle)

raiz (R. mangle)

casca (R. mangle)

nao definiu (R.

mangle)

folha (R. mangle)

casca (R. mangle)

Abordagem
etnobiolégica na
producéo de

farmacos

Atividade

antibacteriana

Atividade

antimutagénica

Atividade biolégica e
caracterizacao

quimica
Atividade cicatrizante

Bioensaio de

toxicidade

Estudo etnobotanico

Estudo etnobotanico

Estudo da atividade

cinética

30



Perera et al

Ferrer et al

Prabhu e
Guruvayoorappa

n
Rangel-Ruiz et
al.
Rivero et al.
Rodrigues-Neto
et al.

Sanchez, Garcia

e Cors
Santos et al.

Saravanan e

Radhakrishnan

Selvaraj,
Kaliamurthi,
Thirungnasamba

mdam

Trinh, Staerk e

Jager

2016

2011

2012

2016

2015

2017

2018

2014

2016

2016

2016

casca (R. mangle)

casca e folha (R.

mangle)

toda a planta (R.

apiculata)

folha (R. mangle)

casca (R. mangle)

folha (R. mangle)

casca (R. mangle)

caule (R. mangle)

folha (Rhizophora
sp)

folha (R. apiculata)

casca (R.

mucronata)

Atividade
farmacoldgica e

toxicologica
Estudo da atividade
antimitotica

Etividade
imunoestimulante e

gumioprotetora

Avaliacéo

toxicoldgica

Eficacia de creme

para queimaduras

Efeitos embriotoxicos

e embrioestaticos

Atividade

antioxidante

Estudo etnobotanico

Atividade

antimicrobiana

Identificag&o por
DNA barcoding

Abordagem
etnobiolégica na

31
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producéo de

farmacos

Atividade

Zhang et al. 2010 folha (R. mangle) o
antioxidante

Nos trabalhos revisados foi possivel observar como esta perpetuado o uso de
espécimens de Rhizophora no dia-a-dia de diversas popula¢des tradicionais, sejam
elas no Brasil ou em outros paises (FIGUEIREDO et al., 2011; MATTOS et al., 2012;
SANTOS etal., 2014; HEREDIA et al., 2018). Isto nos leva a confirmar dois importantes
hipoteses: o género vegetal tem abrangéncia pantropical e o uso de suas partes
vegetais € bem conhecida entre o meio popular. Desta forma, os estudos com este
grupo vegetal podem se limitar a pesquisas mais limitadas ao ambito laboratorial
(SANCHEZ CALERO; MARTINEZ SANCHEZ; FAURE GARCIA, 2011; PIOLOTO
FERRER et al., 2011; HOWLADER et al., 2013), bem como com o auxilio de trabalhos
de campo, nestes incluindo entrevistas com populares (DE OLIVEIRA; VIERA;
JUNIOR, 2018), a partir de técnicas de listas livres, questionarios semiestruturados
e/ou técnica de “snow ball” (bola de neve), que consiste em explorar os conhecimentos
a respeito do assunto de quem detém o saber, apdés 0 mesmo indica a préxima pessoa
gue possui também conhecimento a respeito do tema e assim sucessivamente, até

saturar as respostas obtidas.

Caneiro, Barboza e Menezes (2010) tracaram o perfil socioecondmico de
populares e de uso de plantas em uma Reserva Extrativista no Pard, Brasil. Neste
trabalho salientam que o mangue-vermelho (R. mangle) foi o vegetal mais citado
dentre os 23 vegetais oriundos de restingas e manguezais da localidade. Dentre estes
usos foram apontados os usos do R. mangle no artesanato, como combustivel, para
construgdes, tecnologias sociais (pesca e/ou espetos), medicinais, entre outros.
Quanto ao uso medicinal dos representantes do género Rhizophora ha relatos da
utilizagcdo dos propagulos (CARNEIRO; BARBOZA; MENEZES, 2010), cascas
(REZVANINEJAD et al., 2017), folhas (MARROQUIN; CRUZ, 2016) e raizes
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(CARNEIRO; BARBOZA; MENEZES, 2010). Isso se da, pois, estudos fitoquimicos em
representantes no género Rhizophora indicam a presenca tanino, um composto

antioxidante e antinflamatoério natural.

Perera et al. (2016), ao estudarem o extrato aquoso de R. mangle, com abordagem
farmacéutica, perceberam que o extrato trouxe varios beneficios a parede gastrica,
incluido a prevencao de diarreia. Em R. stylosa também foram encontrados compostos
com atividade antioxidante, como o tanino, em seu fruto (MIRANTI et al., 2018). Assim,
torna-se evidente a importancia dos estudos (etno)boténicos, sejam eles fitoquimicos,
ecologicos ou evolutivos, agregados aos conhecimentos tradicionais das populagdes,
considerando sempre 0s aspectos éticos aos detentores do conhecimento. Ha relatos
também, do uso de partes vegetais de Rhizophora na diminuicdo dos efeitos da
diabetes, uma das doencas crbnicas mais comuns nestes tempos contemporaneos.
Trinh, Staerk e Jager (2016) analisaram a inibicdo de enzimas envolvidas na diabetes
tipo 2 (Diabetes mellitus) através de extratos de plantas do Vietham, dentre as quais a

R. mucronata estava incluida.

Embora muitos dos beneficios atribuidos aos representantes de Rhizophora ja
tenha sido referenciado por Regalado, Sanchez e Mancebo (2016), h& ainda outros
campos do conhecimento que podem se valer de tais qualidades presentes em
espécimes do género vegetal. Na imunologia, o extrato da R. apiculata pode atuar
como um Otimo imunoestimulante, durante a quimioterapia, com acréscimo na
contagem de leucécitos, hemoglobina e atividade da medula déssea, quando
comparado a outros tratamentos (PRABHU; GURUVAYOORAPPAN, 2012). No
campo da farmacoinformatica e imunoinformatica, Hossain et al. (2016)
desenvolveram estruturas 3D que podem ser sintetizadas a compostos derivados de
R. mucronata. Tal composto, se produzido, teria efeito no combate ao rotavirus A, uma

vez que produzido como farmaco (HOSSAIN et al., 2016).

2.1.4 Consideracdes finais

Assim, é possivel entender o quanto se sabe e o quanto se tem de percurso em
pesquisa ainda a ser desenvolvido nas contribuicbes etnobotanicas das plantas do

género Rhizophora. Desta forma, este trabalho pode subsidiar politicas publicas de



34

preservacao da flora de areas de manguezal assim como pode contribuir para estudos
mais aprofundados na preservacdo do conhecimento popular e suas aplicacdes na

saude publica.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL
A RESEX Acau-Goiana (7°32'49.2" S - 34° 54" 14.4" W, altitude max.: 13 m)

(Figura 2) esta localizada em Goiana (54,55% da area) do municipio do estado de
Pernambuco e em Caapora (9,15% da area) e Pitimbu (1,72% da area) municipios do
estado da Paraiba, no nordeste do Brasil. A &rea apresenta aproximadamente
6.678,00 hectares de Mata Atlantica Ombroéfila Densa em diversas etapas de
preservacao nas areas de limites com 0s canaviais e uma extensa area de manguezal,
entrecortada por manchas de Apicum nos estuérios. O relevo da area é conhecido
compde o Tabuleiro Costeiro, apesar deste ter altitudes médias 50-100 metros, nossa
area de estudo nao atingiu essa elevacao. O desenho do solo desta area caracteriza-
se de plano a ondulado, platds de origem sedimentar, com entalhe que varia, ora com
vales estreitos e encostas abruptas, ora abertos com encostas suaves e fundos com
amplas varzeas. De maneira geral, podem-se destacar a ocorréncia de Latossolos,
Podzdlicos e Areias Quartzosas. A hidrologia da RESEX € composta por dois rios, Rio
Goiana e Rio Megad. O clima local é tropical umido do tipo As’, com o verao quente e
seco e um inverno chuvoso, segundo a classificacdo climatica de Képpen (1948). A
pluviosidade média anual é de aproximadamente 935,8mm para Goiana/Pernambuco
e Acau (Pitimbu) 1.979,3 mm. O material botanico foi coletado em quatro viagens de
campo entre os meses de Julho/2018 e Outubro/2018.a ocorréncia de Latossolos,
Podzdlicos e Areias Quartzosas. A hidrologia da RESEX é composta por dois rios, Rio
Goiana e Rio Megad. O clima local é tropical umido do tipo As’, com o verao quente e
seco e um inverno chuvoso, segundo a classificagédo climatica de Képpen (1948). A
pluviosidade média anual € de aproximadamente 935,8mm para Goiana/Pernambuco
e Acau (Pitimbu) 1.979,3 mm. O material botanico foi coletado em quatro viagens de
campo entre os meses de Julho/2018 e Outubro/2018.
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Figura 5 - Exsicata
depositada no Herbario-UFP
(nimero de tombamento 85.148).

3.2 TRIAGEM E CONSERVACAO DO MATERIAL

O material foi conservado em freezer a -4 °C no laboratério de Avaliacéo,
Recuperacdo e Restauracdo de Ecossistemas (ARREAgua) do Depto. de Zoologia,
CB - UFPE. Um exemplar foi reservado e depositado no Herbario UFP — Geraldo Mariz
sob o0 numero de tombamento 85.148 (Figura 3). Em seguida, os propagulos foram
separados de acordo com estagio de desenvolvimento em relacao planta: anexados e

senescentes.
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Figura 6 - Propagulos anexados triados em diferentes
estagios de desenvolvimento.

3.3 SECAGEM DO MATERIAL

ApoOs selecao, o material foi seco em estufa durante 3 dias a 60 °C. Apds os a
secagem os exemplares botéanicos foram triturados em moinho de facas (tipo Willey
TE 80) para obtencao de um pé de baixa granulometria.

3.4 EXTRACAO METANOLICA E SCREENING FITOQUIMICO
3.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato bruto foi obtido com a utilizagcdo de 3 g de um mix de propagulos com os
dois estagios de desenvolvimentos (anexado e senescentes) e alcool metilico p.a.
100% (v/v) durante 30 min. O mesmo mix foi usado neste procedimento e na
investigacdo de alcaldides. Apds este periodo o extrato foi filtrado e concentrado em
evaporador rotativo. O extrato obtido foi destinado ensaios fitoquimicos e a testes de

bioatividade.

O extrato foi submetido a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
empregando-se sistemas de desenvolvimento e reveladores adequados (WAGNER;
BLADT, 1996). Os testes foram desenvolvidos em presenca ou auséncia de
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cumarinas, saponinas, alcaloides, flavonoides, triterpenos e taninos. A Tabela 1

descreve o procedimento cromatografico utilizado.

Tabela 2 - Metabdlitos e materiais utilizados para perfil fitoquimico do extrato de
R. mangle L.

CLASSES MFQ\?EEL PROPORCAO PADROES REVELADORES
. Tolueno + _ Acido KOH 10 % —
Cumarinas Eter 50:50 viv cUmarico ETOH
Acetato de
Flavondides Et”f”l +.AC'dO 100:11:11:26 Quercetina NEU
Formico + viv
Agua
Triterpenos Tolueno + Liberman -
be Cloroféormio +  40:40:10 v/iv Lupeol
(esterdides) Burchard
Etanol
Cloroférmio - .
Taninos + Metanol 65:30:5 viv AAuqo Cloreto ferrico
< Tanico 1%
+ Agua

Fonte: WAGNER et al., 1996; DA SILVA; MIRANDA; DA CONCEICAO, 2010.

Para os testes fitoquimicos foram utilizadas placa de cromatografia constituida por
gel de silica com dimensBes 20 x 20 cm e 0,25 milimetros de espessura a fase
estacionaria serd a CCD. O padréo correspondente a cada classe de metabdlito foi

aplicado no lado direito da placa (Figura 7).

Ao final do processo, as placas foram removidas da cuba cromatografica e postas
a temperatura ambiente na capela de fluxo laminar. Em seguida, os reveladores
apropriados foram borrifados sobre as placas e estas submetidas ao UV quando

necessario (Figura 8).
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Figura 7 - Placas cromatograficas com os extratos na posicao 1, 2, 3 e 4. (&
esquerda) e com o padrdo (a direita).

Ao final do processo, as placas foram removidas da cuba cromatogréfica e postas
a temperatura ambiente na capela de fluxo laminar. Em seguida, os reveladores
apropriados foram borrifados sobre as placas e estas submetidas ao UV quando

necessario (Figura 8).

Figura 8 - Processo de revelacédo cromatografica com borrifamento e UV.
3.4.2 Identificacdo alcaloides e saponinas
Ao contrario dos demais constituintes, os alcaloides foram detectados por meio
de reacdo de precipitagdo com o reagente Dragendoff (Figura 9). Caso haja a
formacéao de precipitados insoluveis sera indicada a presenca de alcaloides na espécie
vegetal (HONDA et al., 1990), com modificacbes. Como padréao positivo foi utilizado

escopolamina.
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Figura 9 - Procedimento para deteccéo de alcaldides nos extratos.

Para verificar a presenca de saponinas foi aplicado o teste de formacao de
espuma (OKENIYI et al., 2018). A triagem fitoquimica foi iniciada com a mistura
minuciosa de 2 g do material vegetal triturado anexado e senescente em agua
destilada para completar a solucao obtida para 20 ml. Foi, entdo, fervido em banho
maria 4 ml do extrato R. mangle L. solucdo de extrato de folnas com agua destilada
em partes iguais em banho-maria, seguido de filtragem e agitac&o vigorosa do filtrado
para formacéo de espuma persistente estavel, que foi entdo misturada com 3 gotas de
azeite antes de agitar vigorosamente novamente para observar a formacdo de
emulsdo. A formacgao de um “halo” persistente de espuma € indicativa da presenca de

saponinas (Figura 10).

Figura 10 - a) Realizagdo da pesquisa de saponinas (extratos e padrdo Jua no
meio). b) Verificacdo de presenca de saponinas com método de adicdo de azeite. c)
Formacdo de emulsdo presente notada no tubo da esquerda onde foi adicionado o
extrato junto ao azeite, indicando saponinas.
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3.4.4 Determinacdo dos Taninos e Fenais totais

3.4.4.1 Preparacao do padrao para o acido tanico

Para o preparo da solucdo aquosa de acido tanico 1,0 mg/mL foi necessario
remover seis aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL e transferir em seguida
individualmente para baldes volumétricos de 100 mL com 5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu e 10 mL de solucao de carbonato de sddio, onde também foi adicionada dgua
destilada para completar o volume. A solucdo foi mantida em repouso por 30 min em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, as amostras foram lidas em
espectrofotometro a 760 nm com o uso de cubeta de vidro. ApGs as diluicbes, as
concentragoes finais foram 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 pug/mL, respectivamente. Para a
solucado padréo foi utilizada dgua destilada (AMORIM et al.,2008).

3.4.4.2 Preparagéo do extrato

Na preparacdo do extrato vegetal foi pesado 500 mg da amostra da planta seca
pulverizada e padronizada em seguida transferida para um baldo volumétrico de 50 mL,
posteriormente adicionou-se 25 mL de metanol 80% e a solucéo foi aquecida até ebulicdo
leve por 30 min. A solucéo foi filtrada em um baldo volumétrico de 50 mL. Para evitar
perdas, o residuo foi entdo lavado com 25 mL de metanol a 80%. O volume foi
completado com 80% de metanol. O procedimento foi repetido até medi¢cdes em triplicata
(AMORIM et al., 2008).

3.4.4.3 Quantificacao de fenol total

Para mensurar o teor de fenadis totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu,
transferindo-se 0,5 mL do extrato bruto para um baldo volumétrico de 100 contendo 50
mL de agua destilada, 5 mL do reagente de fenol Folin-Ciocalteu (solucdo aquosa 10%
v/v) e 10 mL de solug¢édo aquosa de carbonato de sodio Para mensurar o teor de fenodis
totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu, transferindo-se 0,5 mL do extrato bruto
para um baldo volumétrico de 100 contendo 50 mL de agua destilada, 5 mL do reagente
de fenol Folin-Ciocalteu (solucdo aquosa 10% v/v) e 10 mL de solucdo aquosa de
carbonato de sédio (7,5% m/v) onde também foi adicionada dgua destilada e mantida em

repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Em seguida, a
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absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro a 760 nm em cubeta de vidro
(AMORIM et al., 2008).

3.4.4.4 Quantificacao de fenol residual

Para a quantificacdo de fenol residual foi pesado 1,0 g de caseina e transferido
para um baldo Erlenmeyer de 50 mL, com a adi¢cao de agua para completar volume. Em
seguida, a solugéo € mantida sob agitacdo mecénica em uma mesa de agitagéo por 3 h
em temperatura ambiente e filtrada para um baldo volumétrico de 25 mL. As aliquotas
foram removidas da amostra filtrada e transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL.
As aliquotas foram posteriormente analisadas no espectrofotdmetro repetindo-se o
protocolo descrito para quantificacao de fenol total (AMORIM et al., 2008).

3.4.4.5 Determinacéo dos niveis de tanino

O teor de taninos totais foi determinado pelo método de precipitacdo de caseina,
adicionado, em um Erlenmeyer de 50 mL, um grama de caseina em po, 6 mL de extrato
vegetal e 12 mL de agua destilada. A solucdo foi mantida sob agitacdo mecanica
constante em mesa agitadora por trés horas em temperatura ambiente e filtrado para
baldo de 25 mL e completado com 4gua destilada. Aliquotas de 3,0 mL foram removidas
dessa solucdo para um baldo de 100 mL e os fendis residuais determinados pelo método
Folin-Ciocalteu. A guantidade de taninos totais correspondeu a diferenca entre o valor de

fenol total e residual.

As amostras foram analisadas em triplicatas e tanto os valores de fenéis como de
taninos foram expressos em miligramas por grama de matéria seca (mg/g) (MONTEIRO
et al., 2005b; MONTEIRO et al., 2006; ARAUJO et al., 2008; AMORIM et al., 2008).

3.5 ATIVIDADE BIOLOGICA
3.5.1 Bioensaio de citotoxicidade com Artemia salina

3.5.1.1 Preparagéo do extrato aquoso para Bioensaio de citotoxicidade
Inicialmente 50 g do material vegetal triturado foi pesado, o volume de 500 mL de
agua destilada foi aferido com o auxilio de uma proveta e ambos foram vertidos em

um béquer de vidro de 1000 mL. Posteriormente, cobertos com um papel filme para
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evitar evaporacgdo e deixados por 30min em um agitador magnético a uma temperatura
de 85°C.

Apos o periodo de decoccéo (Figura 11) o material foi filtrado o por meio de papel
de filtro qualitativo com porosidade de 3 um, para entdo o EAP ser submetido a

secagem no liofilizador.

Figura 11 - Preparacdo do EAP R. mangle. a) aquecimento e agitacado
mecanica. b) material pos liofilizacéo.

3.5.1.2 Preparacao do extrato etandlico para Bioensaio de citotoxicidade
Na metodologia adaptada de Howlader et al. (2013) cerca de 100 g do material
vegetal triturado dos propagulos pequenos e 300 g dos senescentes foram
depositados separadamente em recipientes de vidro de fundo plano e embebidos em
etanol 80%, o primeiro com cerca de 234 ml e o segundo com 700 ml (0,42 g/mL). Os
recipientes com o seu conteudo foram hermeticamente fechados e mantidos por um

periodo de 40 dias em agitacéo ocasional.

As duas misturas foram entdo centrifugadas (Figura 12a) por 5 min sob for¢ca 2540
g na centrifuga FANEM Excelsa Il. Em seguida o EEP foi filtrado através de papel de
filtro qualitativo UNIFIL 15 cm C40 Faixa Branca. Os dois tratamentos filtrado assim
obtido foram evaporados num evaporador rotativo (Figura 12b) a 32 rpm sob 85 °C

até se tornar uma massa pastosa de cor preta avermelhada. Em seguida, a massa foi
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deixada em banho maria por cerca de 24h horas até que todo os resquicios alcodlicos
nao fossem mais percebidos. O rendimento total obtido foi de 30g (13.3%).

Figura 12 - Processamento do EEP R. mangle. a) EEP R. mangle apos a
centrifugagéo. b) EEP R. mangle sendo evaporado no evaporador rotativo.

3.5.1.3 Bioensaio
Este protocolo foi baseado na metodologia descrita por Meyer et al. 1982 com
algumas adaptagdes. Cerca de 3.000 mg de cistos de Artemia salina foram eclodidos
em agua do mar artificial, uma solucdo de 1 L de agua destilada e 40 g de mistura
salina artificial (Natural Ocean), aeracéo continua e iluminacao florescente durante o
periodo de 48 horas (Figura 13a). A temperatura foi aferida com auxilio de termémetro
digital e mantida em condicBes ambientais e o pH foi controlado com a base NaOH 1%

e fitas de colorimétricas até sua estabilizacdo em uma faixa levemente alcalina.

Apos a eclosao, foi observado a viabilidade dos metanauplios e estes foram
colocados em tubos em grupos de dez durante 24 horas, sendo o0 mesmo protocolo
realizado em triplicata. Entéo, 0,1 g do extrato liofilizado, foi pesado e dissolvido em 1
litro de agua destilada para que fossem realizadas diluicbes até as concentracdes 12,5,
25, 50, 75, 100 pg/mL e ofertada aos metanauplios de A. salina (Figura 14b).
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Figura 13 - Experimento in vitro com Artemia salina. a) Eclosédo dos cistos. b)
Placas com organismos e extrato durante experimento.

3.5.1.4 Analises estatisticas
A concentracdo letal mediana (CL50) do extrato aquoso dos propagulos R. mangle
foi determinada através da tabela de Probit e do célculo de regressédo com o programa
Excel 2016.

3.5.2 Protocolo de Fragilidade Osmética

3.5.2.1 Preparacao do Extrato aquoso
Este protocolo foi adaptado do trabalho de Malini et al. (2010) com R. mangle.
Para preparar o EAP R. mangle, 30 g de casca de planta foram adicionados a 90 mL
de 4gua, onde a casca permanecera imersa por 72 h. Apés esse periodo, a solucao
foi filtrada, produzindo extrato bruto do propagulo de R. mangle na concentracédo

aproximada de 12,30 g/L para o extrato de propagulos anexados e 15,82 g/L para o
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extrato de propagulos senescentes. Extrato foi o mesmo utilizado para a atividade
hemolitica.

3.5.2.2 Ensaio

A técnica de fragilidade osmoética seguiu os procedimentos metodoldgicos
descritos por Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue de carneiro comercial foram
adquiridas da empresa VisionMedica® (25 pL). Foi distribuido 5mL de solugéo salina
NaCl 0,9% em 7 tubos. No tubo 0, foi adicionado 25 puL de sangue de carneiro e
encubado por 30’. Os tubos seguintes, de 1 a 6 receberam as respectivas
concentracdes do extrato aguoso em analise: 50ug/mL, 100ug/mL, 250ug/mL, 500 pg/
mL, 750 pug/ mL, e 1000 pg/ mL. Em seguida, cada tubo recebeu 25 pL de sangue de
carneiro e forma encubados por 30 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram
submetidas a centrifugacédo a forca de 3 500 G durante 15 minutos. (Figura 2). Em
seguida, o sobrenadante foi lido no espectrofotometro GeneQuant 1300 com
comprimento de onda 540nm, para obter a absorbancia resultante. Para determinar o

percentual de hemolise o controle positivo o designado como 100%.

Para controle negativo utilizou-se solucéo isoténica de cloreto de sodio 0,9% e o
controle positivo com agua destilada, os quais foram submetidos aos mesmos

procedimentos empregados nas amostras testes. O ensaio foi realizado em duplicata.

3.5.2.3 Analises estatisticas
Para a conferir o grau de similaridade estatistica entre os grupos anexado e
senescentes foi aplicada uma andlise de variancia (ANOVA) one-way seguido pelo
teste t de Student ndo pareado, conforme exigido. Foram considerados significativos

valores de p < 0,05.

3.5.3 Protocolo de Genotoxicidade com Allium cepa

3.5.3.1 Preparacao do extrato aquoso
Este protocolo foi adaptado do trabalho de Malini et al. (2010) com R. mangle. Para
preparar o EAP R. mangle, 30 g do propagulo foram adicionados a 90 mL de agua,
onde permaneceu imerso por 72 h. Apdés esse periodo, a solucdo foi filtrada,

produzindo extrato bruto do propagulo de R. mangle na concentracéo aproximada de
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12,30 g/L para o extrato de propagulos anexados e 15,82 g/L para o extrato de
propagulos senescentes. Extrato também foi o mesmo utilizado para a atividade
hemolitica. As concentracdes foram as seguintes, para o grupo anexado: 12,30 g/L,
6,15 g/L, 3,075 g/L, 1,517 g/L e 0,7687 g/L. Ja para 0 grupo senescente: 15,82 gl/L,
7,91 g/L, 3,955 g/L, 1,977 g/L, 0,9887 g/L.

3.5.3.2 Germinacao de sementes de Allium cepa

Durante 10 dias a prior do protocolo propriamente dito, foi realizado um estudo de
potencial de germinacdo com as sementes (Cebola Baia Periforme — 071 Allium cepa,
ISLA®) provenientes de supermercado agricola no suburbio em Paulista, a serem
usadas no ensaio. Para isso, 30 sementes foram deixadas germinar in vitro,
armazenadas em placa de Petri e sob papel de filtro umedecido com 6 mL de agua
destilada, com temperatura controlada e agua disponivel e forma observados o
potencial, tempo de germinacao, e o tempo até que o comprimento da raiz atingisse
aproximadamente 1 cm. Esse ultimo dado € importante pois s6 assim a raiz estaria
disponivel para o protocolo. Aproximadamente 80% das sementes atingiram seu

tamanho ideal de radiculas com cerca de 10 dias de experimento.

Uma vez que os pesquisadores envolvidos no protocolo estavam de posse da
biologia das sementes em questdo, as mesmas foram postas para germinar. Desta
forma, 1.260 sementes foram germinadas em ambiente controlado armazenadas em

placa de Petri e sob papel de filtro umedecido com 6 mL de agua destilada.

Parametros macroscoépicos (tamanho da raiz e morfologia) e o indice mitético
foram levados em consideracdo para avaliacdo da toxicidade do extrato. As raizes

foram fixadas e coradas para analise citolégica.
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3.5.3.2 Desenho experimental
Ap0s a germinagédo as radiculas das sementes atingiram aproximadamente 1 cm
foram reservadas 7 (sete) sementes germinadas em 3 (trés repeticbes) por cada
concentracdo (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, controle negativo com agua) de
extrato (senescente e anexado). Assim, por tratamento/extrato foram testadas 21

sementes e por extrato foram no total utilizadas 126 sementes.

Figura 14 - Sementes imersas nas solugdes de extrato e controle.

3.5.3.2 Analise da capacidade antiproliferativa
As radiculas dos bulbos de cebolas foram coletadas e postas numa solugéo
fixadora de alcool etilico/acido acético na concentragdo de 3:1 por 24 horas. ApoOs esse
periodo, foram lavadas em agua corrente, hidrolisadas com HCI a 45% por 10 minutos.
Apés a retirada do HCI, as amostras foram novamente lavadas e coradas com
hematoxilina. Em seguida, as amostras foram transferidas para as laminas, cortando-

se a parte meristematica e empregada a técnica de esmagamento com utilizagdo de
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uma laminula para finalizacédo da preparacéao histolégica. Foram preparadas em média
5 laminas para cada tratamento e o controle negativo.

Para a avaliacdo da capacidade antiproliferativa do EAP em células
meristematicas das cebolas, foi utilizado o calculo de indice mitotico (IM), que foi
estabelecido pela relacdo entre o numero de células em divisdo e o numero total de
células analisadas. Para o IM foi realizada a seguinte equacao: IM = NCM/NTC X 100,
onde NCM corresponde ao nimero de células em mitose e NTC ao numero total de
células contabilizadas. A partir dos valores obtidos na equacédo acima, foi possivel
avaliar o potencial citotéxico das amostras, em inibir ou aumentar a proliferacao

celular.

3.5.3.3 Andlise da genotoxicidade
Foram analisadas 1000 células de cada tratamento. As laminas foram avaliadas
observando-se as células em interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase, com
auxilio de microscopio 6tico com a objetiva de 100X. A contagem de anomalias
cromossOmicas nao foi realizada nesta etapa, reservando-se para uma préxima fase.
Posteriormente, foi realizada a captura de imagem usando a camera acoplada ao

Microscoépio optico.

3.5.4.2 Andlise estatistica
Os dados obtidos foram analisados através do programa R, versdo 3.5.1, e
expressos como meédia + erro padrdo da média (e.p.m). Diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos foram calculadas pela aplicacdo de uma analise de
variancia (ANOVA) one-way seguido pelo teste t de Student ndo pareado, conforme

exigido. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SCREENING FITOQUIMICO

Os resultados para os ensaios fitoquimicos sdo mostrados na Tabela 3. Os testes
foram positivos para saponinas, flavonoides, taninos, fendis e terpenos, sendo negativos

para cumarinas e esteroides.

Tabela 3 - Analises fitoquimicas premiliminares no extrato EMP Rhizophora mangle.

NUumero Natureza do
Natureza .
de Testes Extrato Observacoes
o do Teste
andlises usado
Teste de
Teste para manual
_ Aquoso . +
1. saponinas (formacgéao
de halo)
Teste para .
) Metandlico CCD +
2. flavonoides
Teste para .
. Metandlico CCD +
3. taninos
Deteccao de _
_ Metandlico CCD -
4. cumarinas
Deteccéao de .
3 Metanolico CCD +
3. fendis
Deteccéo de .
Metandlico CCD +
6. terpenos
Deteccéao de .
Metanolico CCD -

7. esteroides
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Deteccéo de .
_ Metandlico CCD -
8. alcaloides
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Figura 15 - Placas cromatograficas com os extratos na posicdo 1, 2, 3 e 4. (a
esquerda) e com o padrao (a direita).

Figura 16 - Processo de revelagcdo cromatografica com borrifamento e UV.

De acordo com a literatura, espécies de Rhizophora possuem compostos
secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos, fendis e terpenos
(BANDARANAYAKE, 2002; RAVIKUMAR et al., 2010; KANDIL et al., 2004
SELVARAJ, KALIAMURTHI; THIRUGNANASAMBANDAM, 2016; KUMARI et al.,
2015; SUGANTHY; PANDIAN; DEVI, 2009), o que corrobora os resultados
encontrados.
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A auséncia de saponinas, cumarinas e esteroides é comumente citada em outros
trabalhos para representantes de Rhizophora (SELVARAJ; KALIAMURTHI;
THIRUGNANASAMBANDAM, 2016; KUMARI et al., 2015). Apenas a presenca de

saponinas nao é corroborada por esses estudos.

4.1.1 Taninos e Fendis totais.

Os compostos fendlicos sdo doadores eficazes de hidrogénio, tornando-os bons
antioxidantes (AMIC et al., 2003). Também é relatado que os taninos s&o 15 a 30 vezes
mais eficazes na retirar peréxidos do que os fendis simples (HAGERMAN et al., 1998). A
curva padréo avaliada para Fenol Total e Fenol Residual revelou uma tendéncia dose-
resposta, contudo a equacéo linear da reta foi pouco adequada a ambos os testes,
representado por R?< 0,900 (Figura 17 e 18). A média do contelido de Fendis Totais no
material anexado foi de 0,045 mg/g e nos senescentes foi de 0,224 mg/g. Ja, a média do
conteudo de Taninos Totais foi de 0,010 mg/g para o material anexado e 0,200 mg/g no

senescente (Tabela 4).

Os fendis e polifendis sdo um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios.
Em R. mangle a porcentagem de taninos condensados extraiveis representa 21,9% do
peso seco das folhas (ZHANG et al., 2010), e os taninos e outros compostos fendlicos
representam 18% da matéria organica dissolvida (BENNER; WELIKY; HEDGES, 1990).
No nosso trabalho, os resultados que mostraram que a quantidade de teores totais de
taninos e fendis diferiram significativamente (p < 0,05) entre os extratos das grupo

anexado e do grupo senescente testadas.

A média do conteudo de Fendis Totais no material anexado foi de 0,045 mg/g e

nos senescentes foi de 0,224 mg/g. Anova one-way P=0,00851.

Ja, a média do contetudo de Taninos Totais foi de 0,010 mg/g para o material

anexado e 0,200 mg/g no senescente. Anova one-way P= 0,007853.

As concentracfes de compostos secundarios em vegetais sofrem variagfes de
acordo com disponibilidades de alguns componentes, tais como: carbono, nitrogénio e
fosforo (LAMBERS; CHANPIN III; PONS, 2008). E esses componentes podem sofrer
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alteracdes nas suas concentracdes ambientais de acordo com as estacbes do ano
(ROCHA; THOMAZ, 2004).

Em termos gerais, os valores maiores no conteddo tanino dos extratos
senescentes quando comparados aos extratos anexados pode ser melhores entendido
quando a luz do que falam (BHATLA; LAL, 2018) em seu livro. O que pode vir a ser
entendido como uma estratégia contra herbivoria para suplantar os 4-7 meses até do
hipocatilo (primérdios foliares) (ALLEN, 2002). No mesmo livro, eles enfatizam que déficit
de nitrogénio pode levar a um aumento na producéao de tanino e lignina, tornando a planta
menos palatavel para herbivoros (BHATLA; LAL, 2018; NEILSON et al., 1986).

Feller (1995), em seu estudo com herbivoria foliar em R. mangle, também aponta
gue a maior disponibilidade de fosforo no ambiente pode levar a maior producdo de
compostos fendlicos assim como taninos condensados. Apesar disso, ha literatura
cientifica ha trabalhos com folhas de vegetais de manguezais que afirmam ha um padréo
decrescente no contetdo de taninos dentro do grupo senescente, muito embora em
alguns tratamentos do mesmo grupo as médias tenham tendido para um padrao de
aumento. (HERNES et al., 2001; LIN et al., 2007). Os valores de taninos mais elevados
estdo contidos em folhas de Rhizophora sp recém caidas da arvore (LIN et al., 2010;
ZHANG; LAANBROEK, 2018)

Os fendis em R. mangle sao ricos em diversidade e acao contra estresses bioticos,
abidticos e bioquimicos internos (CLOSE; MACARTHUR, 2002). A sua sintetizacéo e
acumulo nas arvores sdo associadas a ambientes de maior luminosidade, alta
temperatura, alta salinidade e baixo nivel de nutrientes, apontaram os autores em um
trabalho com folhas de R. mangle (KADIL et al., 2004) Esses autores também informam
gue os eventos de sintese e acumulo de fendis ocorrem principalmente quando o
consumo de carbono para crescimento ou reproducédo é limitado pelo déficit nutricional
(KADIL et al., 2004).

Lin et al. (2010) no seu estudo com folhas de R. stylosa também indicaram que ha
um padrdo de decréscimo nos valores de compostos fendlicos de vegetais senescentes

guando comparados aos tratamentos anexos. No mesmo trabalho, os pesquisadores
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também indicaram que os valores de fendis totais foram inversamente proporcionais as

concentracdes de nitrogénio e fésforo.

Tabela 4 - Valores obtidos em espectrofotdbmetro para conteddo de compostos
secundarios no material vegetal estudado.

Valores Absolutos Fenol Total (mg/g)

Repeticao Senescentes Anexados
1 0,153 0,040
2 0,241 0,053
3 0,277 0,042
Média 0,224 0,045
Valores Absolutos Fenol Residual (mg/q)
Repeticao Senescentes Anexados
1 0,026 0,041
2 0,025 0,036
3 0,021 0,029
Média 0,024 0,035
Valores Absolutos Tanino Total (mg/g)
Repeticao Senescentes  Anexados
1 0,127 -0,001
2 0,216 0,017
3 0,256 0,013
Média 0,200 0,010

Figura 17 - Curva padréo de calibracdo para a avaliacdo de Fenol Total.
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Figura 18 - Curva padréo de calibracéo para a avaliacdo de Fenol Residual
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4.2 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.2.1 Artemia salina

O EAP R. mangle demonstraram valores de alta toxicidade (LCso<1000ug/mL)

para Artemia salina, com valores de LCso em torno de 4,51x10° pug/mL (Tabela 5).

Tabela 5 - Tabelas com mortalidades dos nauplios de Artemia salina.

Porcentagens de mortes em 24 horas

LCso
=) 12,5 50 75 100 Ho/
[ Controle pgzlr5nL oo% mL
5 ug/mL ho/mL pgimb pg/mb oo

de
% 451
o confianca E-06
S
23 0 333 0 0 3,33 g/
=

O numero de larvas mortas néo foi proporcional ao aumento das concentragcdes

testadas. Ocorrendo uma mortalidade da ocasionais nas concentracdes 12,5 e 75 pug/mL,
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no entanto ndo houve mortalidade nas demais concentragdes. Durante o experimento,

no grupo controle todos individuos permaneceram incélumes.

O biensaio com Artemia salina é considerado um teste preliminar util para
identificar a toxicidade, assim como correlacionar citotoxicidade contra alguns tumores
sélidos em humanos. Extratos vegetais com LCso abaixo de 1000 pg/mL sao
considerados bioativos e potencialmente toxicos (DOS SANTOS JUNIOR, 2010;
ARCANJO et al., 2012; KARCHESY et al., 2016). O extrato apresentou uma LCso de 4,51
x 10°® ug/mL, o que se qualifica como uma alta atividade e toxicidade para o extrato do
propagulo. Rohmawati e Sutoyo, 2018 em seu estudo com R. stylosa afirmam que a

presenca de compostos fitoesteroides sao altamente toxicas para A. salina.

4.2.2 Fragilidade Osmotica

Houve diferenca significativa entre os dois extratos a nivel de significancia 5%,
anova one-way (P=0,00123). Sendo o extrato de propagulos senescente com maior a¢ao
hemolitica. O ensaio de fragilidade osmética do extrato de R. mangle, nas condi¢cdes
testadas obtiveram baixas porcentagens da acdo hemolitica, tais valores sao inferiores
aos, hemolise (Figura 16), considerando deve ser considerado alto quando superior a
40% e baixo quando 10% (NOFIANI; KURNIADI; ARDININGSIH, 2011; SILVA et al.,
2017).

A maior concentracdo testada, 1.000 pg/mL, que ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (p < 0,001) em relacdo as demais concentracdes. No entanto, a
concentragdo 750 pg/mL demostrou em ambas composi¢bes de extrato, anexado e
senescente, o maior percentual de hemolise 4,0% e 10,9%, respectivamente. Assim,
provavelmente, ha pouco ou nenhum dano a membrana do eritrécito. A agdo hemolitica
dos diferentes compostos vegetais é atribuida a varios mecanismos inespecificos, por
exemplo, compostos surfactantes que produzem um efeito hemolitico solubilizando a
membrana plasmatica ou a lise osmatica, que promove alteracdes na permeabilidade dos
glébulos vermelhos (APARICIO et al.,, 2005), como as saponinas presentes na

Rhizophora mangle. As saponinas exercem um efeito hemolitico resultante da
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capacidade de interagir com os elementos da membrana celular dos globulos vermelhos,

principalmente com o colesterol (SILVA et al., 2017)
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Figura 19 - Boxplot percentual de hemdlise.

Tabela 6 - Valores de percentual de hemdlise do material senescentes em

concentracdes crescentes.

Percentual de Concentracgao
Hemdlise (%) (ug/ml)

1,0 0

1,4 50

1,3 100

14 250

2,0 500

4,0 750

2,7 1000
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Figura 20 - Percentual hemolitico do extrato de propagulos anexados.

Tabela 7 - Valores de percentual de hemdlise do material anexado em
concentragdes crescentes.

Percentual de Concentracao
Hemalise (%) (ug/ml)
1,0 0
6,1 50
9,0 100
7,5 250
8,0 500
10,9 750

10,7 1000
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Figura 21 - Percentual hemolitico do extrato de propagulos senescentes.

4.2.3 Protocolo Allium cepa

Figura 22 - Fotomicrografia 10x de células meristeméaticas de raiz de cebola vista
em microscopio optico.
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Tabela 8 - Valores médios da frequéncia dos indices mitoticos dos meristemas de
Allium cepa submetidos a tratamento com diferentes concentracdes do EAP R. mangle
anexados.

Amostras Inc!m;e Tamanho da radicula (cm)
Mitdtico

Controle 0 4,4256
negativo

A. 100% 17,4 2,9883
A. 50% 1.4 2,8953
A. 25% 3,5 3,2483
A. 12,5% 13,6 3,2483
A. 6,25% 6,2 3,9048

Tabela 9 - Valores médios da frequéncia dos indices mitoticos dos meristemas de
Allium cepa submetidos a tratamento com diferentes concentracdes do EAP R. mangle
senescentes.

Amostras 'T“E"‘Fe Tamanho da radicula (cm)
Mitbtico

Controle 0 4,8175
negativo

A. 100% 17,4 2,9176
A. 50% 1.4 3,3200
A. 25% 3,5 4,1037
A.12,5% 13,6 3,8476
A. 6,25% 6,2 4,4998

A avaliacéo da toxicidade em Allium cepa revelou uma diminuigéo relacado dose-
dependente entre crescimento radicular e concentracdo do extrato, indicando que a
toxicidade dos extratos é proporcional a um aumento na concentracdo do mesmo
(Tabelas 6 e 7). Este parametro indicou que nas concentracdes de 6,25% no extrato de
propagulos anexados e 6,25% e 25% no extrato de propagulos senescentes sao 0s mais
adequados para uso em experimentos biolégicos. Isso se da pois as raizes verificadas
nessas concentracdes apresentaram crescimento proximo ao do controle negativo
(MALINI et al., 2010).

Para analise de citotoxicidade, o indice mitético das raizes de A. cepa foram

avaliados (Tabelas 8 e 9). A observacao (Figura 22) verificou que o numero de células
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apresentando divisdo celular foi maior para o tratamento com a maior concentragao,
contrariando estudos prévios, que indicam que um ocorreu um maior desenvolvimento
radicular resultante de divisdo celular mitética em condi¢cdes normais. Apds analise dos
dois parametros avaliadas, toxicidade e citotoxicidade, a concentracdo de 12,5 % foi
determinada como a fragdo que deve ser utilizado no desenvolvimento da
mutagenicidade e antimutagenicidade estudos para ambos EAPs, anexados e
senescentes (MALINI et al., 2010).

Correlacdo de Pearson entre indice mitético e tamanho da radicula do EAP
anexados indicou infima relacao negativa (-0,12213598) e ja correlacdo de Pearson entre
indice mitotico e tamanho da radicula do EAP senescentes indicou relacao positiva alta
(0,808993).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos brutos do propagulo da Rhizophora mangle contém fitoconstituintes,
como flavonoides, taninos, fendis e terpenos, similares com outros trabalhos ja
relatados na literatura. Os fendis totais e taninos totais dosados estavam em maior
quantidade no grupo de extrato senescentes, o que € referenciado, em base dados
académicas, como conteudo de propagulos recém despersos.

O EAP demostrou atividade biolégica e toxicidade elevada para os metanauplios
de Artemia salina e baixo percentual de hemdlise nos tratamentos anexado e
senescente, contudo o Ultimo alcancou o0s niveis mais altos préximo ao limiar do
percentual intermedidrio. Esses resultados indicam possibilidade de reteste para o
Bioensaio com A. salina, uma vez que néao foi possivel oberservar com claridade um
padrdo dose-resposta. E alta percentual hemolitico do extrato senescente indica a
presenca maior de compostos com tal capacidade em seu contetdo, como saponinas.
Ou seja, 0s extratos sdo em termos gerais toxicos.

Na atividade genotoxica com radiculas de cebola, as raizes tenderam a obter
maior crescimento quando em menor concentracdo do extrato. A concentracdo de
12,5% de EAP foi considerada ideal para experimentos genotoxicos com Allium cepa.

Portanto, uma vez que foi encontrada uma toxicidade elevada neste trabalho,
recomenda-se o0 uso racional da espécie vegetal pelos populares, uma vez que se sao
usados na forma de macerados ou bebidos na forma de chas (COELHO-FERREIRA,
2009). E necessério a realizacdo de diferentes testes toxicoldgicos e pré-clinicos para

confirmar os aqui resultados obtidos.
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registrada com o n° 23076.035726/2018-12, sob a responsabilidade de Prof. Gilberto
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Origem Bioterio do Laboratorio de Cancerologia
do Departamento de Antibioticos da
UFPE.
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Prof. Sebastiao R. F. Silva
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