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Resumo: Himatanthus obovatus, nativa do cerrado, conhecida como “tiborna”, é produtora de
latex, o qual € utilizado na medicina popular. Este trabalho objetivou investigar, pelo Teste de
Tumor Epitelial em células somaticas de Drosophila melanogaster, o efeito carcinogénico e/ou
anticarcinogénico do latex e determinar teores de flavonoides, taninos e atividade antioxidante.
O ETT foi realizado nas concentragdes isoladas de 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL e 1,25; 2,5; 5 mg/mL,
associadas a doxorrubicina, com larvas do cruzamento de fémeas wts/TM3 com machos
mwh/mwh. Para quantificar flavonoides, utilizou-se a curva de quercetina; taninos pela
metodologia de Wissing (1995); atividade antioxidante pelo sequestro do reagente DPPH e o ICso
pelas equacdes de reta obtidas pelo DPPH em funcdo das concentragdes. Os resultados
mostraram diferengas significativas na frequéncia de tumores nas concentragdes do latex
associadas com DXR, quando comparado ao controle positivo. O teor de flavonoides foi de
12,65%, para taninos, 3,05%; atividade antioxidante, 87,33%, com ICs0 de 2,05 mg/L. Foi possivel
concluir que o latex de H. obovatus exerceu efeito modulador sob agdo da DXR, sendo justificada
por meio dos resultados obtidos pela atividade antioxidante.

Palavras-chave: atividade antioxidante; gene WTS; quimioprevencao.

Abstract: Himatanthus obovatus, native to the cerrado biome, known as “tiborna”, produces latex,
which is used in folk medicine. This study aimed to investigate, through the Epithelial Tumor
Test in somatic cells of Drosophila melanogaster, the carcinogenic and/or anticarcinogenic effect of
the latex and to determine levels of flavonoids, tannins, and antioxidant activity. The ETT was
performed at isolated concentrations of 1.25, 2.5, 5, and 10 mg/mL and 1.25, 2.5, 5 mg/mL,
associated with doxorubicin, with larvae from the cross of wts/TM3 females with mwh/mwh
males. To quantify flavonoids, the quercetin curve was used; tannins by the methodology of
Wissing (1995); antioxidant activity by the DPPH reagent sequestration and ICso by the straight
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line equations obtained by DPPH as a function of the concentrations. The results showed
significant differences in tumor frequency at the concentrations of latex associated with DXR
when compared to the positive control. The flavonoid content was 12.65%, for tannins, 3.05%;
antioxidant activity, 87.33%, with an ICso of 2.05 mg/L. It was possible to conclude that the latex
of H. obovatus exerted a modulating effect under the action of DXR, justified by the results
obtained by the antioxidant activity.

Keywords: antioxidant activity; WTS gene; chemoprevention.

1 INTRODUCAO

O cerrado ocupa cerca de uma area de milhdes de km? aproximadamente 22%
do territério nacional. E considerado o segundo maior bioma brasileiro e se localiza em
uma grande drea central do Brasil, fazendo fronteira com outros importantes biomas,
como Amazonia, Caatinga, Pantanal e Mata Atlantica (MEDEIROS, 2011).

Com a expansao da fronteira agricola, a regido dos cerrados brasileiros passou
a ser ocupada pela produgao agropecudria em larga escala, em destaque para a produgao
de soja. Desse modo, esse bioma vem cada vez mais perdendo o seu espago no pais,
abrigando uma diversidade muito grande de plantas medicinais com potencial
farmacoldgico.

A planta medicinal, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), é toda planta ou de suas partes que contenham as substancias responsaveis
pela acdo terapéutica (BRASIL, 2021). De acordo com a Organizagao Mundial de Saude,
80% da populagao mundial faz uso de algum tipo de planta medicinal.

O emprego de plantas medicinais na recuperacgao tem evoluido ao longo dos
tempos. No Brasil, a utilizacdo dessas plantas para o tratamento de enfermidades vem
sendo realizada por séculos pelas culturas africanas, chinesas, egipcias, gregas, indianas
e indigenas. As plantas medicinais sdo consideradas, por significativa parcela da
populacao, um produto natural. Sao importantes para a pesquisa farmacoldgica e para
o desenvolvimento de drogas, quando seus constituintes sao usados diretamente como
agentes terapéuticos e como matérias-primas para a sintese ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos (FONSECA; GIOTTO, 2021).

Cerca de 82% da populagao brasileira utilizam produtos a base de plantas
medicinais nos seus cuidados com a satde, seja pelo conhecimento tradicional e popular
que é transmitido entre geragdes, seja pelos sistemas oficiais de satide, como pratica de
cunho cientifico, orientada pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Satide (SUS)
(MOARES; KARSTEN; CASALI, 2016).

Como consequéncia dessa exploragdao, ha exportagio de um volume
considerado de varias espécies medicinais na forma bruta ou de seus subprodutos. No
entanto, poucas dessas espécies chegam ao nivel de ser cultivadas, mesmo em pequena
escala. Esses fatos tornam-se mais intrigantes quando voltados para as espécies nativas,
cujas pesquisas basicas ainda sao incipientes.

Entre essas plantas esta a espécie arbérea Himatanthus obovatus, pertencente a
familia Apocynaceae, nativa do cerrado na regidao Centro-oeste e nas savanas
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amazonicas. Tem como nome popular “leiteira”, “tiborna” ou “pau de leite” (CARMO
et al., 2005).

As plantas possuem compostos bioativos, como vitaminas, compostos fenolicos
e pigmentos, que, sio em sua maioria, metabolitos especiais, geralmente estdo
relacionados com os sistemas de defesa contra a radiagdao ultravioleta, agressdes de
insetos ou patdgenos, mas nos seres humanos, em baixas concentragdes, desempenham
um importante papel de protecdao como agentes antioxidantes, capazes de retardar ou
inibir a oxidagao de diversos substratos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

No cendrio atual, verificam-se poucos estudos que comprovam a presencga de
alguns metabdlitos especiais na espécie Himatanthus obovatus. No entanto, a referida
espécie, pertencente a familia Apocynaceae, ja apresenta estudos farmacologicos que
demonstram evidéncias das atividades (i) antimicrobiana, (ii) anti-inflamatoéria, (iii)
cicatrizante e (iv) analgésica, associadas a presenga de substancias quimicas importantes,
como alcaloides, cumarinas, compostos fenodlicos, flavonoides, taninos, iridoides e
triterpenoides (SANTOS et al., 2021).

Tendo em vista que os compostos fenolicos podem apresentar atividade
antioxidante, tratamentos efetivos contra alguns tipos de cancer sao realizados com essas
fontes fitoquimicas pois os radicais livres, que podem ser sequestrados por compostos
antioxidantes, sao considerados potentes agentes carcinogénicos.

O presente estudo é importante para a sociedade porque, além de conscientizar
sobre 0 aumento dos casos de cancer, estabelece uma forma natural de tratamento e
prevengao, ampliando o conhecimento cientifico sobre vegetacao do cerrado, a fim de
aproveitar de forma eficiente os beneficios naturais e de apoiar estudos relacionados a
etnobotanica. Aliado a essas informagoes e a expressiva utilizacdo dessa planta pela
populacao local para restabelecimento da satide, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o seu efeito carcinogénico e/ou anticarcinogénico in vivo, investigar a atividade
antioxidante, flavonoides e taninos totais do latex de Himatanthus obovatus.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta do latex de Himatanthus obovatus foi realizada em Tabocas, distrito de
Presidente Olegario (MG), com as coordenadas geograficas 18°2'57"S e 46°29'26"'W. A
identificacdo da planta foi realizada pela professora Dra. Lorrayne de Barros Bosquetti e
tombada com n. 356.13.2 no Herbario Mandevilla sp., situado no segundo piso do bloco
M do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Foi feita manualmente,
retirando folhas do caule e coletando o latex liberado pelo corte em frascos de vidro
previamente pesados e higienizados. Apds a coleta, o material vegetal foi mantido ao
abrigo da luz a temperatura de 10°C para evitar o processo de oxidagao.
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2.2 ESTUDO GENETICO
2.2.1 Agentes quimicos

A Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) (CAS 25316-40-9; lote 2110359),
conhecida comercialmente como Fauldoxo®, foi fabricada e embalada pela LIBBS
FARMACEUTICA, Sao Paulo, Brasil. O Glicerol (CAS 56-81-5) foi obtido na Sigma-
Aldrich®, Brasil Ltda.

2.2.2 Teste de Tumor Epitelial (ETT) em Drosophila melanogaster
2.2.2.1 Cruzamentos e tratamentos

Inicialmente, realizou-se um cruzamento para obter a progénie larval
experimental; machos mwh/mwh foram cruzados com fémeas virgens wts, TM3, Sb1l
(EEKEN et al., 2002). A linhagem WTS foi adquirida pelo Bloomington Drosophila Stock
Center da Universidade de Indiana (EUA), registrado sob o nimero Bloomington/7052.

A oviposigao ocorreu durante 8 horas em frascos contendo uma base solida de
agar (dgar a 4% em 4agua) e uma camada de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
suplementada com sacarose. Apds 72+4h, larvas de terceiro estdgio foram lavadas com
agua ultrapura e coletadas em uma peneira de malha fina.

Realizou-se um ensaio para averiguar a toxicidade do latex de Himatanthus
obovatus. Para calcular a taxa de sobrevivéncia, as larvas foram contadas antes da
distribui¢ao em tubos de vidro contendo meio de cultura alternativo, preparado com
puré de batata instantaneo Yoki® Alimentos S. A. (SPANO et al., 2001) e diferentes
concentragbes do referido latex. Tendo em vista o coeficiente de solubilidade, a maior
concentragao utilizada foi de 10mg/ml, e as demais tiveram diluigao fracionada e isolada
em agua ultrapura ou em associagao com DXR (0,4 mM).

Para o ETT, as concentragdes do extrato de Himatanthus obovatus foram baseadas
no ensaio de sobrevivéncia. Os tratamentos foram realizados em um experimento com
duas repeti¢des, envolvendo quatro concentragdes do latex isoladas 1,25; 2,5; 5 e 10mg/L
e trés concentragoes do latex em associacdo 1,25; 2,5; 5mg/L com DXR (0,4 mM) (para
cotratamentos). Dois controles foram incluidos: (1) controle negativo (dgua ultrapura) e
(2) controle positivo (DXR 0,4 mM). A DXR foi diluida em agua.

2.2.2.2 Analise das moscas

Apenas as moscas emergentes com pelos longos e finos foram analisadas por
serem portadoras do gene WTS e nao possuirem o balanceador cromossomico (TM3,
Sbl). Os individuos foram armazenados em etanol e, posteriormente, analisados em
laminas concavas contendo glicerol, mediante visualizagio com microscépio
estereoscopico (Bel® Photonics) para contagem de tumores. A presenga de tumores foi
avaliada e registrada em uma planilha padrao.

As frequéncias de tumores epiteliais observados nos individuos tratados com
as diferentes concentragdes do extrato de Himatanthus obovatus isoladas ou associadas
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com DXR foram comparadas estatisticamente com as frequéncias de tumores epiteliais
observados nos individuos tratados com o controle negativo e com o controle positivo,
respectivamente. Utilizou-se o Teste U ndo paramétrico de Mann-Whitney, com nivel de
significancia p<0,05.

2.2.3 Viabilidade técnica

O Laboratorio de Citogenética e Mutagénese do Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM), Patos de Minas (MG), dispoe de todos os equipamentos (estufas,
autoclaves, banho-maria, microscopios Opticos de luz, lupas estereoscdpicas, chapas
aquecedoras, entre outros) e de linhagens mutantes de Drosophila melanogaster,
necessarios para o desenvolvimento desta pesquisa.

2.3 ESTUDO QUIMICO
2.3.1 Preparo do latex para analises qualitativas

Para o preparado do latex diluido, o material foi submetido a pesagem de 16g
e solubilizado em agua destilada e transferido para um baldo de 100 mL aferido até o
menisco, constituindo uma amostra na concentracao de 160 mg/L.

Para estudo quimico, foram utilizados balanga marca AD200 - Marte Cientifico
e instrumentacdo industrial Ltda.; estufa Icamo, modelo 5 - qualidade Famo; - Fisatom;
camara UV SL 204; espalhador de silica; estufa para esteriliza¢ao e secagem EL 1.6.

Os reagentes utilizados foram hidroxido de sodio - Vetec; anidrido acético -
Vetec; acido sulftrico - Exodo; acido cloridrico - Moderna; solucao alcodlica de cloreto
de ferro; difenilboriloxietilamina (NP) - Sigma aldrich; solu¢do de polietilenoglicol;
etanol - Dinamica; solucdo alcodlica de cloreto de ferro; acetona P. A. - Exodo;
diclorometano - Dindmica; metanol - Exodo; peroxido de hidrogénio - Vetec; silica gel
60 (0,2 - 0,5 mm) - Vetec; silica gel 60 para cromatografia em camada fina - marca Vetec.

O estudo foi realizado no laboratério de Quimica Organica, no 2° piso do bloco
M do UNIPAM.

2.3.2 Ensaios quimicos qualitativos

Os ensaios quimicos para avaliar a presenca dos metabdlitos especiais foram
realizados por meio de métodos convencionais de identificacdo desses compostos
através de mudanca de cor e/ou formacao de precipitados, sendo a avaliagao para
flavonoides (reagao de acido cloridrico com fita de magnésio), taninos totais (reagao com
cloreto férrico), cumarinas (extragao com éter etilico, observacao sob UV) (RAMOS et al.,
2016).

Para se caracterizarem os flavonoides totais, utilizou-se da reacao de Shinoda,
foram transferidos para um tubo de ensaio 2 mL do extrato, e de duas fitas de magnésio
(Mg metalico) de 1 cm e 1 mL de HCY concentrado. O aparecimento de coloragao résea-
avermelhada indica resultado positivo para flavonoides. Para teste de confirmagao,
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utilizou-se do método reagente NP/PEG; o resultado foi observado sob luz ultravioleta
(=365nm).

Para realizar a identificagdo dos taninos, 3 mL do extrato foram adicionadas ao
tubo de ensaio, com 3 gotas de FeC{30,5 mol/L em agita¢ao por 1 minuto. A mudanga de
coloracao da mistura para azul escuro indica a presenca de taninos hidrolisados, e verde
indica presenca de taninos condensados.

Para identificar a presenca de cumarinas, utilizou-se de 2 mL do extrato com
trés aliquotas de 10 ml de éter etilico. Deixou-se concentrar em banho-maria até reduzir
0 extrato etilico a cerca de 5 mL. Adicionou 0,5 ml de metanol no extrato obtido, foi
colocado em gotas em um papel filtro; em um dos lados do papel filtro foi adicionado 1
mL de NaOH a 0,1 mol/L. O papel foi levado a uma camara UV no comprimento de onda
de 365 nm e foi observado. A presenca de cor azul-esverdeada ultravioleta na mancha
que continha a fase etérea e o NaOH indica resultado positivo.

2.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

Para realizar a determinacao de flavonoides totais, de acordo com Savi et al.
(2017), foi utilizada uma solu¢do na concentragao de 160 mg/L dos extratos em uma
solucao extratora de diclorometano e metanol (3:1).

Foram misturados 2 mL de cloreto de aluminio a 5% (m/v) em 2 mL das
solugdes do extrato, determinando-se assim a absorbancia em 425 nm contra um branco
(2 mL diclorometano:metanol (3:1) e 2 mL cloreto de aluminio 5% em metanol). Adotou-
se 0 padrao de quercetina nas concentragdes de 3 mg/L; 5 mg/L; 10 mg/L; 15 mg/L; 20
mg/L; 25 mg/L; 30 mg/L; 50 mg/L; 60 mg/L e 100 mg/L, para se construir a curva de
calibragao no espectrofotometro UV-Vis.

2.5 DETERMINACAO DO TEOR DE TANINOS TOTAIS

Para determinagao dos taninos totais, a metodologia seguida foi a de Wissing
(1955). Uma solucao foi preparada a partir de 10 mL da solucao do latex com
diclorometano e metanol (3:1) para um baldo de 50mL. Foram adicionados a solu¢ao em
fervura a 100°C em agitador magnético, 2mL de formaldeido a 37% e 1 mL de HC¢
concentrado, mantendo-se a agitacdo por 30 minutos. Apds isso, a solugao obtida foi
sujeita a uma filtragao simples e posteriormente a secagem do precipitado visando obter
a massa constante. Para obter o teor de taninos total, utilizou-se da Equacao 1.

o/ _ Mapx ~
TSS% = — == % 100 (Equagdo 1)

Em que TTS% € teor de taninos condensados (%); Mapx: massa anidra do
precipitado extrapolado para o volume total de extrato (g); Mae: massa anidra da
amostra utilizada na extragao (g).
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2.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso do latex de Himatanthus
obovatus, realizou-se o estudo de consumo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilh
midrazila) a 0,004%, fazendo a medicdo das absorbancias, seguindo a metodologia
adaptada de Silva et al. (2013) e Nascimento et al. (2011).

Foi preparado um extrato aquoso do latex nas concentragdes, 1,25; 2,5; 5 e
10mg/L em baldes volumétricos de 10 mL contendo 2 mL da solucao de DPPH 0,004 %.
Apds 30 minutos em uma camara escura, os extratos foram levados para leitura no
espectrofotometro UV-vis a 517 nm. Para a andlise associada a DXR, utilizou-se de uma
solucdo mae de 10mg do latex, em que foi feita uma dilui¢do para 1,25; 2,5; 5mg/L e
acrescentou de DXR a 0,4mM. Uma vez que o latex apresenta coloragao branca, quando
diluido em 4gua observa-se o extrato turvo. Uma vez que o espectrofotdmetro é sensivel
a cores e a luz, a coloragao turva daria um falso positivo, dessa forma foi realizada a
leitura da interferéncia do latex que seria a solugdo do latex em dgua sem reagentes.

Para o controle positivo do procedimento, foram utilizadas solugdes padrao de
quercetina nas mesmas concentragoes dos extratos da planta, importante para se
comparar o percentual de inibicao com o branco, sendo a agua destilada mais o reagente
DPPH para andlises isoladas e para as associadas DXR a 0,4 mM e o reagente DPPH
(0,004%).

O cdlculo do percentual do sequestro de radical livre foi calculado seguindo a
equacao 2:

A0 -A
A0

% AA(——) =x100 (Equagdo 2)

Em que %AA: percentual da atividade antioxidante (%); AO: absorbancia do
DPPH de controle; A: absorbancia da amostra juntamente com DPPH. O %AA
corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que essa
quantidade necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPH em 50% é chamada

de concentragao inibitéria (IC50). Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra,
maior sua atividade antioxidante (AA) (SOUSA et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ESTUDO GENETICO: TOXICIDADE

Em D. melanogaster, primeiramente, foi avaliado o teste de toxicidade das
diferentes concentragdes do extrato aquoso isoladas (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL) e associadas
a DXR (1,25 2,5, 5 mg/mL) para deteccao da viabilidade dessas concentragdes. A
avaliacao foi considerada a partir das 50 larvas por frascos que foram expostas ao
composto até atingirem a fase adulta, sendo este o percentual de sobrevivéncia.

Demir et al. (2013) e Vasconcelos (2016) relatam que a sobrevivéncia acima de
75% de moscas adultas assegura um grande numero de individuos para andlise,
podendo ser utilizada para andlise do ETT. O Grafico 1 mostra a elevada taxa de
sobrevivéncia de moscas que atingiram a fase adulta e menor taxa de mortalidade; acima
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de 86 % para os dois controles (negativo e positivo) e das quatro concentragoes isoladas
e em associagdo com DXR. Os dados ressaltados a seguir ndo afetaram o
desenvolvimento das larvas, podendo assim ser utilizadas na realizagao do ETT.

Grafico 1: Taxas de sobrevivéncia (%) de individuos resultantes do teste de tumor
epitelial apos exposicao a diferentes concentragdes de latex (mg/mL) isoladamente (A)
e latex em combinagao com DXR (doxorrubicina - 0,4 mM)(B). CN: Controle Negativo

(dgua ultrapura); CP: Controle Positivo (DXR - 0,4 Mm)
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Fonte: dados da pesquisa, 2022.
3.1.1 Teste de Tumor Epitelial (ETT)

A Tabela 1 mostra o percentual de reducdo dos tumores encontrados nas
diferentes partes do corpo da D. melanogaster, tratadas com as concentragdes do latex de
H. obovatus (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL) isoladas e (1,25; 2,5; 5 mg/mL) associadas, e os
respectivos controles negativo e positivo.
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Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos com o Teste de Tumores Epiteliais (ETT) em Drosophila
melanogaster apds tratamento cronico das larvas com diferentes concentrag¢des do latex de Himatanthus obovatus, agua ultrapura (controle
negativo) e Doxorrubicina 0,4 mM (DXR - controle positivo)

Tratamentos mg/mL DXR  Numero de Frequéncia de tumores analisados (total de tumores) Frequéncia Reducio (%)
mM moscas Olhos Cabeca Asas Corpo Pernas Halteres = de tumores

Controle negativo 200 0,010 (02) = 0,000 (00) 0,015 (03) . 0,050 (10) = 0,000 (00) : 0,010 (02) = 0,085 (17)

Latex 1,25 200 0,000 (00) = 0,005 (01) 0,015(03) . 0,025(05) 0,005 (01) : 0,025(05) = 0,075 (15)

Latex 2,5 200 0,000 (00) = 0,010 (02) 0,025 (05) = 0,030 (06)  0,005(01) | 0,005 (01) : 0,025 (15)*

Latex 5,0 200 0,000 (00) = 0,010 (02) 0,010 (02) | 0,055 (11) 0,005 (01) : 0,000 (00) = 0,080 (16)

Latex 10,0 200 0,015 (03) = 0,010 (02) 0,010 (02) . 0,085(17) 0,005 (01) : 0,000 (00) = 0,125 (25)

Controle positivo 0,4 200 0,010 (02) = 0,025(05) 0,035 (07) : 0,525(105) 0,030 (06) = 0,005 (01) | 0,630(126)* 85

Latex 1,25 0,4 200 0,030 (06) 0,000 (00) 0,030 (06) | 0,035 (07) 0,000 (00) . 0,000 (00) | 0,095 (19)** 87

Latex 2,5 0,4 200 0,030 (06) = 0,015(03)  0,015(03) | 0,020 (04) 0,000 (00) : 0,005 (01) ' 0,085 (17) ** 89

Latex 5,0 0,4 200 0,000 (00) = 0,000 (00)  0,015(03) | 0,035(07) 0,000 (00) & 0,020 (04) | 0,070 (14)**

Diagnostico estatistico de acordo com o Teste de Mann Whitney.
* Diferente do controle negativo. Nivel de significancia p <0,05.
** Diferente do controle positivo. Nivel de significancia p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa, 2022.
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No controle negativo, foi observada frequéncia de 0,085 tumores nas moscas.
Esse baixo valor de frequéncia na Drosophila melanogaster descreve que essa reduzida
indugao do controle negativo se da pela predisposicao genética que as moscas tém de
desenvolver tumor. Ja nos individuos tratados isoladamente com o latex, ndao houve
diferenga significativa (p<0,05), se comparadas ao controle negativo, nos individuos
tratados com DXR isolada, na concentracao de 0,4mM (controle positivo) foi obtida
frequéncia de 0,630 de tumores, estatisticamente significativa quando comparada ao
controle negativo (p<0,05).

Pesquisas de Pereira et al. (2019) e Oliveira et al. (2019) evidenciaram aumentos
significativos nas frequéncias de tumores ao utilizarem a Doxorrubicina comparados
com o do controle positivo. O mecanismo de agao da doxorrubicina pode causar
citotoxicidade nos organismos, pois hé alteragao do DNA, inibi¢do de enzimas e indugao
ao estresse oxidativo. Além disso, o ciclo redox desse composto pode gerar complexos
Doxferro que provocam alteragdes mitocondriais e o dano causado pelos radicais livres
gerados.

Para os individuos tratados com o latex em associa¢ao a DXR, foram observadas
frequéncias totais de 0,095, 0,085 e 0,070 para as concentragdes de 1,25; 2,5 e 5,0 mg/mL,
respectivamente. Foi observada redugao da dose resposta estatisticamente significativa
(p<0,05) da frequéncia de tumores quando comparados ao controle positivo. De acordo
com ROHENKOHL et al. (2011), a atividade anticarcinogénica pode ser justificada pela
atividade antioxidante, pois consegue controlar o crescimento tumoral sem a produgao
de toxicidade.

Sousa (2009) atestou a atividade anticancerigena in vivo, pelo teste de
Carcinoma de Ehrlich; apenas os animais tratados com a maior dose do latex
apresentaram redugao significativa dos tumores. Para o Sarcoma 180, apesar de ter
apresentado uma redugdo dos pesos médios dos tumores, o ldtex nao apresentou
resultado estatisticamente significativo. Foram utilizados camundongos albinos Swiss
machos (Mus musculus).

Fonseca (2018) comprovou citotoxicidade pelo método de MTT in vitro dos
extratos obtidos das folhas da H. drasticus, HDFH e HDFE. Aresentou resultados
promissores de inibigdo das células cancerigenas das linhagens HCT-116 (cancer de
Colo), SF-295 (cancer de cérebro) e PC-3 (cancer de prdstata).

Sendo assim, a atividade moduladora e possivel atividade anticarcinogénica
evidenciada na Tabela 1 podem ser devido a presenca de compostos antioxidantes, como
flavonoidese taninos, presentes no latex de Himatanthus obovatus. Nessa perspectiva,
verificou-se a necessidade do estudo quimico, através de andlise qualitativa e
quantitativa de flavonoides e taninos no latex, para comprovar a sua influéncia da
atividade moduladora, e possivel anticarcinogenicidade verificada anteriormente.

Observa-se que os resultados evidenciam que o latex associado a DXR nas
concentragdes testadas apresentou efeito modulador dos danos induzidos pelo
mutdgeno Doxorrubicina em células somaticas de D. melanogaster.
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3.2 ESTUDO QUIMICO
3.2.1 Identificagao de metabolitos especiais: analise qualitativa

Os resultados para prospeccao quimica de metabdlitos especiais presentes no
latex de Himatanthus obovatus mostram-se positivos para flavonoides, cumarinas e
taninos condensados. As evidéncias e os testes realizados podem ser observados na
Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da prospecgao quimica de metabdlitos especiais
presentes no latex de Himatanthus obovatus

Metabolito Teste Evidéncia Resultado
Shinoda coloracao avermelhada ++
Flavonoides
NP/PEG fluorescéncia em luz UV (A ~365 nm) ++
anel castanho avermelhado ++
KeellerKilliani
Cumarinas solucao verde azulada ++

NaOH e Metanol fluorescéncia em luz UV (A ~365 nm) --

Coloragdo Azul-Taninos Hidrolisados

Taninos Reagao com FeCl3 ++

Coloragao Verde - Taninos Condensados

Fonte: dados da pesquisa, 2022.

A presenga de flavonoides e taninos também foi relatada por Santos et al.,
(2021), o que corrobora os resultados obtidos neste estudo. J& a presenca de cumarinas
nao foi relatada na literatura para a espécie em estudo, todavia, Coutinho (2013)
evidenciou presenca moderada de taninos para Himatanthus drasticus.

A presencga ou a auséncia de determinado grupo de metabdlitos especiais e
outros constituintes especificos nas plantas podem sinalizar preliminarmente as fung¢oes
terapéuticas atribuidas a elas e ainda para um possivel marcador quimico. Lima e
Bezerra (2012) relataram importantes atividades bioldgicas atribuidas aos compostos
fenolicos, como flavonoides e taninos, como agdes antialérgicas, antivirais, anti-
inflamatorias e vasodilatadoras. O maior interesse tem sido na atividade antioxidante
dos flavonoides, devido a sua capacidade de inibir e/ou reduzir a formacao de radicais
livres.

Os efeitos antioxidantes dos flavonoides podem ser explicados por sua
prevencao a peroxidacao lipidica através do aprisionamento de radicais de iniciagao
lipidica, como superdxido, hidroxil e hidroperoxil, conforme mostrado na Figura 2
(DENISOV; AFANAS’EV, 2005).
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Figura 2: Reagao dos flavonoides com os radicais livres peroxil (ROO¢®) e hidroxil (HO®)

ROO" + FIOH ——s ROOH + FIO'
HO + FIOH —= H,0 + FIO°

Fonte: Denisov; Afanas’ev, 2005 apud Lima; Bezerra, 2012.
3.2.2 Analise Quantitativa de metabdlitos secundarios

Apds analise das amostras por espectrofotometria, foi criada a curva de
calibragao para determinagao de flavonoides totais e obteve-se a equagao da reta
expressa por Y = 0,0451x + 0,2239, quercetina em mg/mL, com R?=0,9762. Para a analise,
foi utilizado o padrao de quercetina e cloreto de aluminio 5%.

O teor de flavonoides totais obtidos pelo latex de H. obovatus avaliados por
Ramada et al. (2021) apresentou teor de 7,88%. Comparado com os resultados obtidos
neste estudo, que foram de 12,65%, observa-se uma variacao de aproximadamente 60%
maior que os dados obtidos por Ramada e outros. Essa diferenga pode ser explicada pelo
clima, temperatura e/ ou regido da coleta.

Vauzour et al. (2010) afirma que o flavonoide estd entre os agentes
quimiopreventivos devido a sua capacidade de induzir a apoptose das células tumorais,
de impedir a invasao de angiogénese e tumor de células e de inibir a proliferacao dessas
células.

A referida planta em estudo, por apresentar esses metabolitos, é capaz de atuar
na quimiopreven¢ao como visto no ETT, pois, de acordo com Degéspari e Waszczynskyj
(2004), as atuagoes dos flavonoides como antioxidantes ajudam a inibir a oxidagao de
moléculas como o DNA, bem como as divisoes celulares rdpidas e desorganizadas que
geram os tumores. Para melhorar a atividade antioxidante, portanto, os flavonoides
devem atuar juntamente com outros metabolitos especiais antioxidantes, por isso se fez
necessario analisar o teor de taninos totais, bem como a sua atividade antioxidante total.

A quantificagdo de taninos foi obtida pela secagem do extrato até a massa
constante. As amostras foram pesadas, e os calculos para encontrar o teor total de taninos
foram feitos. O teor de taninos totais no latex de H. obovatus apresentou valor de 3,05%.
Isso significa que a planta, além de ter flavonoides, possui taninos em sua composicao,
metabolitos esses que auxiliam na atividade antioxidante do extrato no organismo
modelo.

Ramada et al. (2021) evidenciou a quantidade de taninos presentes no latex de
H. obovatus, (2021), apresentando teores de taninos de (14,81 mg/mL), que representam
1,481% em percentual de taninos. Portanto, observa-se que os resultados encontrados
neste trabalho sdo plausiveis e representam uma quantidade superior a esse grupo
quando comparados ao trabalho de Ramada et al. (2021).

Ap0s o preparo das solugdes em diferentes concentragdes do extrato para a
analise da atividade antioxidante, foi possivel observar, depois do periodo de reagao de
30 minutos, a mudanga de coloragdo de substancia de purpura para amarelo, elevando
aremocao a medida que a concentragao de extrato aumentava de 1,25 mg/mL a 10 mg/L.
Foi feita a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro na curva de 517nm de uma
mistura de DPPH (0,004%) com agua destilada e utilizada com o branco para realizar os
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calculos da atividade antioxidante do padrao de quercetina e dos extratos do latex. Os
valores obtidos estdo representados na Tabela 3 e 4.

Tabela 3: Atividade antioxidante obtida no padrao de quercetina

Concentracdo da quercetina(mg/mlL) = Abs 517nm | Atividade Antioxidante (%)
1,25 0,013 91,33
2,5 0,017 88,66
5 0,024 84,00
10 0,039 74,00

Fonte: dados da pesquisa, 2022.

Tabela 4: Atividade antioxidante obtida na analise isolada do latex de
Himathantus obovatus associada a Doxorrubicina

Cg;z:;atizo Abs do latex Abs da Resultado Atividade
517nm Interferéncia Isolado antioxidante (%)
(mg/mL)
1,25 0,307 0,227 0,08 46,67
2,5 0,521 0,484 0,037 75,33
5 0,936 0,917 0,019 87,33
10 1,717 1,694 0,023 84,67
Associado latex Abs Abs Resultado Atividade
+ DXR Associado interferéncia Associado antioxidante (%)
1,25 2,215 0,402 1,813 10,65
2,5 2,378 0,664 1,714 15,52
5 2,459 0,936 1,523 24,94

Fonte: dados da pesquisa, 2022.

O referido extrato apresentou atividade antioxidante a partir da concentragao
de 1,25 mg/mL, com valores correspondentes a 46,67%, atingindo maior atividade
antioxidante de 87,33% na concentracao de 5 mg/mL. O decaimento do percentual
oxidativo do extrato na concentragao de 10 mg/mL pode ser explicado por um possivel
efeito platd, em que ocorre a paralisa¢dao ou a diminuigao da atividade antioxidante. Para
a justificativa desse efeito, a concentragao do latex deveria ser maior do que 10mg/mL.

As substancias existentes no latex possuem a capacidade de reagir com o radical
livre instavel do DPPH e converté-lo no 2,2-difenil-1-picrilhidrazina. Além disso, em
relagao ao controle positivo de quercetina, considerando-se como 100% a remogao total
média de 84,49%, o latex isolado apresentou valor médio de 73,50%, o que representa
78,99 % do potencial antioxidante da quercetina. Observa-se, na Tabela 4, o latex
associado a DXR, quanto maior a concentragao do latex, maior a redugdo dos radicais
livrtes, obtendo maior atividade antioxidante e consequentemente acdo
anticarcinogeénica.

Por meio dos valores de concentragao do extrato e %AA, foi realizada regressao
linear, a qual gerou a equagdo y = 16,487x + 16,268 com R? 0,8213, pela qual o ICso
calculado foi de 2,05 mg/L. Os Ramada et al. (2021) encontraram o ICso de (178.88 ug/mL),
que representa 0,178 mg/mL.
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De acordo com Sousa et al. (2007), quanto menor o ICso, maior € a atividade
antioxidante, entao, a partir dessa afirmagao, dos dados obtidos na literatura e dos
resultados desta pesquisa, pode-se afirmar que a atividade antioxidante do latex de H.
obovatus é extremamente satisfatoria.

4 CONCLUSAO

A partir do estudo do latex de Himathantus obovatus, pode-se concluir: (i) o latex
possui atividade anticarcinogénica, uma vez que ocorreu diminui¢do significativa
(p<0,05) na frequéncia de tumores, comparadas ao controle positivo, DXR; (ii) estdo
presentes no latex os metabolitos flavonoides, taninos e cumarinas; (iii) a quantidade de
teores de flavonoides totais foi de 12,65% e para taninos de 3,05%. A atividade
antioxidante maxima do latex foi de 87,33%, com concentragao de 5 mg/mL do potencial
antioxidante com ICso de 2,05 mg/L.

Em fungao dos resultados no presente trabalho, pode-se dizer que o latex de
Himatanthus obovatus apresentou atividade anticarcinogénica nas concentragdes 1,25; 2,5
e 5mg/mL devido a presenga de flavonoides e taninos que exerceram efeito antioxidante.
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