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RESUMO

Plantas condimentares definem espécies vegetais utilizadas para acrescentar odor ou
sabor aos alimentos e esté presentes na culindria humana por milhares de anos. Alem do
emprego na alimentacdo, destacam-se por apresentarem beneficios curativos e
terapéuticos, apresentando atividade antiinflamatdria, analgésica, antitumoral,
antimicrobiana e antioxidante. Para assegurar os beneficios atribuidos a essas plantas,
tornou-se importante o estudo da citotoxicidade das mesmas, considerando o risco
iminente a satde decorrente da utilizacdo errénea e/ou abusiva de determinadas plantas
condimentares, que podem ser potenciais causadores de alteracbes no DNA. Diante do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citotdxico e
antioxidante de Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela), Origanum vulgare L.
(Orégano), Petrosolium sativum L. (Salsa), Piper nigrum L. (Pimenta do Reino),
Zingiber officinale Roscoe (Gengibre) e Ocimum basilicum L. (Manjericéo), por meio
do bioensaio com Allium cepa, concluindo que nenhuma apresentou atividade citotdxica
nas concentracdes avaliadas. E pelos testes de DPPH, efeito quelante de Fe?* | teste
FRAP, fendis totais e flavonodides, foi demonstrado que as plantas condimentares
avaliadas podem ser utilizadas como fonte de antioxidantes naturais, fendis totais e

flavonoides .

Palavras Chave: plantas condimentares; antioxidante; citotoxicidade.
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ABSTRACT

Plants condiments define the species used to add odor or flavor to food and is present in
human food for thousands of years. Than employment in food, stand out because they
have healing and therapeutic benefits, with antiinflammatory, analgesic, antitumor,
antimicrobial and antioxidant. To ensure the benefits attributed to these plants, it
became important to study the cytotoxicity of the same, considering the likely health
risk due to erroneous and / or misuse of certain condiments plants, which may
potentially cause alterations in DNA. Given the above, the present work aimed to
evaluate the cytotoxic and antioxidant potential of Cinnamomum zeylanicum Breyn
(Cinnamon), Origanum vulgare (Oregano), Petrosolium sativum L. (Salsa), Piper
nigrum L. (Black Pepper) Zingiber officinale Roscoe (ginger) and Ocimum basilicum L.
(Basil), through bioassay with Allium cepa, concluding that showed no cytotoxicity at
the concentrations evaluated. And the DPPH test, Fe2 + chelating effect, FRAP test,
total phenols and flavonoids has been shown that the tested plant condiments can be

used as a source of natural antioxidants, flavonoid and phenolic compounds.

Key Words: season plants; antioxidant; cytotoxicity.
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1- INTRODUCAO

Plantas aromaéticas, condimentares e especiarias, definem espécies vegetais que
sdo utilizadas na culinaria mundial para acrescentar odor ou sabor aos alimentos
(SRINIVASAN, 2004). Podem ser consumidas frescas, cozidas ou desidratadas
(MORALES, 1995). Essas ervas tém estado presentes na cultura humana por milhares
de anos e representaram um papel importante no desenvolvimento da economia de
muitos paises, que patrocinavam expedicGes para conquistas de locais onde elas
crescessem (SHERMAN e BILLING, 1999), demonstrando assim que o comércio de
plantas condimentares foi um dos primeiros a serem registrados na histéria (OIYE e
MUROKI, 2002).

As principais plantas condimentares utilizadas em preparacdes de receitas da
culinaria brasileira sdo: Erva doce (Pimpinella anisum L.), Endro (Anethum graveolens
L.), Alecrim (Rosmarinus officinalis), Horteld (Mentha spp), Manjericdo (Ocimum spp),
Manjerona (Origanum majorana L.), Orégano (Origanum wvulgare L.), Tomilho
(Thymus sp); Pimenta (Capsicum sp), Erva cidreira (Lippia alba) e o Gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) (COUTO, 2006), sendo que a mais utilizada € o orégano,
originaria da Europa e Asia, e apresenta grande adaptacio em varias regides do pais
(LENZ, 2005).

Além do emprego destas plantas na alimentagéo, elas se destacam por apresentar
beneficios curativos e terapéuticos (LORENZETTI et al, 2008). Estudos indicam que
plantas condimentares exercem influéncias benéficas sobre distdrbios gastrintestinais
(PLATEL e SRINIVASAN, 2001), promovendo o aumento da secrecdo de bile e
atividade de enzimas envolvidas na digestdo. Por exemplo: a pimenta vermelha

(Capsicum annun), o coentro (Coriandrum sativum) e o gengibre (Z. officinale)
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aceleram o processo digestivo em ratos (PLATEL e SRINIVASAN, 2001). O agafréo-
da-terra (Curcuma longa) possui atividade antiinflamatoria, sendo utilizado no
tratamento de reumatismo e o gengibre (Z. officinale), que exerce atividade nociceptiva
e analgeésica sobre a artrite (MUELLER et al., 2010).

Dentro deste contexto, experimentos tém demonstrado atividade antiinflamatdria
de principios ativos de plantas condimentares como curcumina, capsaicina, eugenol,
piperina, linalol, cuminaldeido e zingerone, que apresentaram acgdo inibitdria da
inflamagdo com a ingestdo de uma Unica dose (SRINIVASAN, 2004). Além desta
atividade, pesquisas demonstraram o potencial antitumoral destes compostos, por meio
do controle da diviséo e proliferacdo celular (SUHR, 2002). Outra evidéncia desta agdo
se deve a baixa incidéncia de cancer de célon em paises da Asia onde ha um
significativo consumo destes compostos pela populacdo (KAEFER e MILNER, 2008).

Ainda sobre a atividade farmacoldgica e preventiva das plantas condimentares,
destaca-se a atividade antimicrobiana, estudada desde o século XIX (ERTURK, 2006).
Atualmente, estudos demonstram que extratos etandlicos destas plantas causam inibigdo
tanto de bactérias quanto de fungos, sendo que esta atividade estd relacionada aos
compostos fenolicos (SHAN et al., 2007). O alho (Allium sativum), por exemplo, é
capaz de eliminar Staphylococcus epididermidis e Salmonella typhi (ARORA e KAUR,
1999). Entre os compostos ativos destacam-se terpendides e alcaldides liberados por
plantas condimentares (KAEFER e MILNER, 2008).

Outro aspecto importante das plantas condimentares é a capacidade antioxidante,
principalmente pela presenca de compostos fendlicos (HINNEBURG et al., 2005),
como a capsaicina e curcumina, capazes de aumentar a atividade de enzimas

antioxidantes, como a superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa
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transferase (SRINIVASAN, 2004) e inibir a oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade em humanos (NAIDU e THIPPESWAMY, 2002).

Diante do exposto, 0 estudo da citotoxicidade de plantas condimentares torna-se
importante para assegurar a utilizacdo e os beneficios atribuidos as diferentes espécies
vegetais utilizadas como condimentos. Isso se deve ao fato de muitas das plantas
utilizadas por um grande nimero de pessoas, apesar de possuirem propriedades
farmacoldgicas, também podem causar alteracbes no DNA (VARANDA, 2006).

Sendo que, apenas 15 a 17% das plantas medicinais tém sido estudada
cientificamente para avaliacdo de suas qualidades, seguranca e eficacia. (SIMOES et al.,
2001; TEIXEIRA et al., 2003; CALIXTO, 2005; SOARES et al., 2006).

No que diz respeito aos danos no material genético, toda alteracdo no DNA ou
RNA, que pode afetar qualitativamente ou quantitativamente o gene, é ocasionada por
substancias consideradas genotoxicas (FONSECA e PEREIRA, 2004). Tais compostos
tém, em comum, propriedades quimicas e fisicas que permitem suas interacbes com 0s
acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem ocasionar defeitos hereditarios
por meio de mutacGes em células germinativas, e quando a mutacdo ocorre em células
somaticas, a conseqiiéncia mais comum é a formacdo de tumores benignos ou malignos
(ARUOMA, 2003). Além disso, foi proposto que as mutagdes em células somaticas
podem também estar envolvidas na patogénese de algumas doengas cronicas
degenerativas tais como as cardiovasculares, neurodegenerativas em adi¢do ao processo
de carcinogénese (ANDREASSI et al., 2000).

Dentro deste contexto, ensaios que detectam componentes genotdxicos permitem
identificar substancias com risco potencial aos seres humanos (DE FLORA et al., 1996).
Tais testes possibilitam a identificacdo de ameagas com respeito a indugédo de danos ao

DNA e sua fixacdo, dano cromossémico, recombinacdes e mudancas numéricas de
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cromossomos que geralmente sdo consideradas como essenciais para efeitos
hereditéarios e somaticos. Compostos ou amostras ambientais, que sdo positivos em tais
testes de genotoxicidade, ttm o potencial para ser mutadgenos e/ou carcin0genos
humanos (BAUMSTARK-KHAN et al., 2007).

Considerando a importancia do estudo de possiveis mutagenos e o aumento do
uso documentado de materiais vegetais em mutagénese, o interesse por sistemas-teste
boténicos vem sendo fortalecido em meio a comunidade cientifica, pois proporcionam
maior conhecimento da genotoxicidade e das aberracfes mitdticas em eucariontes
(FISKESJO, 1985).

Diante disto, trabalhos tém empregado com sucesso bioensaios com plantas, tais
como: Allium cepa, Vicia faba, e Tradescantia pallida como bioferramentas rapidas e
sensitivas para 0 monitoramento de contaminantes ambientais em solos, aguas
superficiais e subterraneas, depositos de lixo urbanos e efluentes de esgoto doméstico e
industrial (FISKESJO, 1981).

Atualmente tem sido relatado, por varios autores, o uso do teste sobre ciclo
celular de Allium cepa para analise de preparacbes com plantas medicinais
(VICENTINI et al., 2001; CAMPAROTO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2003; KNOLL
et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007; AKINBORO e BAKARE, 2007; BAGATINI
et al., 2007), os quais mostraram que o0s principais efeitos que ocorrem sdo
mutagenicidade e anti-mutagenicidade, bem como aumento e diminuicdo da
proliferacdo celular de pontas de raizes tratadas com diferentes espécies de plantas
medicinais.

No teste de Allium cepa, suas raizes ficam em contato direto com a substancia
testada, permitindo a avaliacdo de diferentes concentragdes, sendo assim um estudo bem

aceito para avaliacdo de citotoxicidade, propriedade nociva de uma substancia em
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relagdo as células, de plantas medicinais. E frequentemente usado para alertar a
populagdo sobre o consumo de plantas medicinais, utilizando as alteracdes
cromossémicas e as da divisdo das células meristematicas da raiz, quando identificadas

no teste (VICENTINI et al., 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Estagios de divisdo celular em células meristematicas de raiz de Allium cepa.
Imagens obtidas no laboratorio de fitoterapicos da FCL/Assis, por meio de coloracdo de
carmim acético em microscopio optico (100x).

No que diz respeito aos testes de genotoxicidade, quando ocorre dano ao
material genético, realizados pelo sistema teste de Allium cepa, estes se baseiam em
diversos parametros de analise, como, por exemplo, padrdes nucleolares atipicos, 0s
quais consistem em um grande namero de células com pareamento heteromérfico de
nucléolos. O aparecimento de microntcleos é a consequiéncia da quebra cromossémica,
evidenciando claramente a manifestacdo de disturbios do processo mitético (Figura 2)

(GROVER e KAUR, 1999).
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Figura 2: Alteragbes cromossdmicas e micronudcleos em células meristematicas de raiz
de Allium cepa. Imagens obtidas no laboratério de fitoterapicos da FCL/Assis, por meio
de coloracdo de carmim acético em microscopio optico (100x).

Além de considerar os possiveis efeitos genotoxicos de produtos de origem
vegetal, outros fatores de interesse devem ser analisados, como a toxicidade, ficando
claro que a utilizagcdo destes produtos ndo isenta os riscos de efeitos colaterais e
adversos indesejados no organismo (BENT et al., 2004; SAAD et al., 2006).

Os testes de citoxicidade utilizando sistema teste vegetal in vivo, como o
de Allium cepa, estdo validados por varios pesquisadores que realizaram de forma
conjunta teste animal in vitro, utilizando células de medula de rato Wistar e os
resultados foram similares (TEIXEIRA et al.,, 2003; VICENTINI et al., 2001,
FACHINETTO et al., 2007). Outros estudos realizados com o sistema teste vegetal e
foram reportados a uma concordancia entre os sistemas teste vegetal e sistema teste de
mamiferos de 75 a 91,5% (GRANT, 1978; GRANT,1982; GROVER et al., 1990).

Além do potencial genotdxico e citotoxico de compostos naturais de origem
vegetal, o estudo da atividade antioxidante atribuida a estas substancias torna-se de
fundamental importancia, pois vérias doencas tém como partida e precursores 0s

radicais livres (CIMEN, 2008).
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Dentro deste contexto, sabe-se que radicais livres podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA) esté relacionado com o seu sitio de formagdo (ANDERSON, 1996;
YU e ANDERSON, 1997). A relacdo entre radicais livres e doengas pode ser
compreendida se forem considerados seus efeitos biologicos, pois apresentam
reatividade com moléculas como: DNA, RNA, proteinas, enzimas, aminoacidos,
membranas celulares entre outras (CIMEN, 2008).

Embora os radicais livres possam ser mediadores de doencas, sua formacdo nem
sempre € deletéria, como na defesa imune, quando ha estimulacdo para os neutrofilos
produzirem espécies reativas com a finalidade de destruir o microorganismo invasor.
Essas espécies oxidantes sdo fundamentais em diversos processos fisiol6gicos e
bioguimicos, pois mantém a homeostase e sobrevivéncia celular e existe um equilibrio
entre sua formacao e eliminacdo (GUARATINI et al., 2007).

Considerando tudo o que foi exposto anteriormente, cabe ressaltar a importancia
das plantas condimentares, pois 0s artigos onde sdo encontradas informacdes
fitoquimicas, botanicas e farmacoldgicas dessas plantas ainda ndo elucidam todo seu
potencial. Experimentos revelando seus compostos bioativos confirmam suas acfes
terapéuticas e preventivas, mas nao sdo suficientes para 0 uso seguro dessas espécies.
Os proprios estudos que identificam os principios ativos sugerem maiores estudos, pois
assim sera possivel a obtencao de futuros tratamentos a partir de produtos naturais para
diversas doencas, considerando a gama de plantas condimentares utilizadas na culinaria

brasileira, potencialmente rica nesses importantes compostos naturais.
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2- OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo avaliar:

- O potencial citotdxico de plantas condimentares por meio da andlise do indice
mitético e da freqliéncia de aberracfes cromossémicas em células meristeméticas da
raiz de Allium cepa.

- A atividade antioxidante dos extratos destas plantas por meio do teste de
DPPH, efeito quelante do Fe?* e teste FRAP, relacionando com a determinacéo de

fendis e flavonoides totais presentes nos extratos.
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Capitulo 1

Food and Chemical Toxicology

Mutagenicidade e atividade antioxidante de plantas condimentares utilizadas no

Brasil.

Larissa S.Matiolli®, Regildo M. G. Silva®

%Universidade Estadual Paulista (UNESP), Departamento de Ciéncias Bioldgicas —
Laboratdrio de Fitoterapicos, Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis, Avenida Dom
Antonio 2100, CEP 19806-900, Assis, S&o Paulo, Brasil.

Resumo: Plantas condimentares definem espécies vegetais utilizadas para acrescentar
odor ou sabor aos alimentos e tém estado presentes na culinaria humana por milhares de
anos. Além do emprego na alimentacdo, destacam-se por apresentarem beneficios
curativos e terapéuticos, apresentando atividade antiinflamatoria, analgésica,
antitumoral, antimicrobiana e antioxidante. Para assegurar os beneficios atribuidos a
essas plantas, torna-se importante o estudo da citotoxicidade das mesmas, considerando
0 risco iminente a saude decorrente da utilizacdo errénea e/ou abusiva de determinadas
plantas condimentares, que podem ser potenciais causadores de alteracdes no DNA.
Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial
genotoxico, citotoxico e antioxidante de Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela),
Origanum vulgare L. (Orégano), Petrosolium sativum L. (Salsa), Piper nigrum L.
(Pimenta do Reino), Zingiber officinale Roscoe (Gengibre) e Ocimum basilicum L.
(Manjericdo), por meio do bioensaio com Allium cepa, onde investigou-se padrdes
nucleolares atipicos e presenga de micronucleos, bioensaio e testes de DPPH, efeito
quelante do Fe®*, teste FRAP, dosagem de flavondides e fendis totais, concluindo que
nenhuma das palntas apresentou atividade genotdxica nas concentragdes avaliadas. E
pelos testes de DPPH, efeito quelante de Fe**, teste FRAP, fendis totais e flavonoides,
foi demonstrado que as plantas condimentares avaliadas podem ser utilizadas como
fonte de antioxidantes naturais, fenois totais e flavonoides .

Palavras Chave: plantas condimentares, antioxidante, citotoxicidade.
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1.1 Introdugéo

O Brasil possui uma culinaria muito original. Ao longo dos séculos, a populacdo
brasileira transformou a culinéria européia, principalmente a de Portugal, Espanha,
Itdlia e Alemanha, adicionando as especiarias trazidas do Oriente e os ingredientes da
culinaria indigena nativa e africana (Rodrigues et al., 2007). Dentro das diferentes
espécies utilizadas nos preparos culinarios brasileiros, com finalidade condimentar,
destacam-se a Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Origanum vulgare L.
(orégano), Petroselinum sativum L. (salsa), Piper nigrum L. (pimenta do reino),
Zingiber officinale Roscoe (gengibre) e Ocimum basilicum L. (manjericéo).

Plantas condimentares definem espécies vegetais utilizadas para acrescentar
odor ou sabor aos alimentos (Srinivasan, 2004). Além do emprego destas plantas na
alimentacdo, elas se destacam por apresentar beneficios terapéuticos (Ho et al., 2007;
Tsai et al.,, 2007; Suresh e Snirivasan, 2007), como atividade antiinflamatdria
(Srinivasan, 2004; Mueller et al., 2010), antitumoral (Suhr, 2002; Kaefer e Milner,
2008) e antimicrobiana (Arora e Kaur, 1999; Ozcan e Erkmen, 2001; Shan et al., 2007;).

Outro aspecto importante das plantas condimentares € a capacidade antioxidante
(Suhr, 2002; Hinneburg e Neubert, 2005; Niciforovic et al., 2010), relacionada a
prevencdo de doencas degenerativas que podem ter como base 0 excesso de espécies
reativas de oxigénio (Barreira et al., 2008; Baghiani et al., 2010, Esmaeili e Sonboli,
2010). Essa atividade da-se principalmente pela presenca de compostos fenolicos
(Hinneburg et al., 2006; Barreira et al., 2008), como a capsaicina e curcumina, capazes
de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase,

catalase, glutationa peroxidase e glutationa transferase (Srinivasan, 2004) e inibir a
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oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade em humanos (Naidu e Thippeswamy,
2002).

Para assegurar a utilizacdo e os beneficios atribuidos as diferentes espécies
vegetais utilizadas como condimentos, o estudo da mutagenicidade de plantas
condimentares tornou-se importante. Isso se deve ao fato de muitas das plantas
utilizadas por um grande nimero de pessoas, apesar de possuirem propriedades
farmacoldgicas, também podem causar alteracbes no DNA (Varanda, 2006).

Diversos trabalhos tém empregado bioensaios com plantas superiores (Allium
cepa, Vicia faba, e Tradescantia pallida) como bioferramentas rapidas e sensitivas para
0 monitoramento de contaminantes ambientais em solos, aguas superficiais e
subterraneas, depositos de lixo urbanos e efluentes de esgoto doméstico e industrial
(Fiskesjo, 1981; Hoshina e Marin-Morales, 2009). O uso do teste sobre ciclo celular de
Allium cepa ainda tem sido descrito para analise de preparac6es com plantas medicinais
(Vicentini et al., 2001; Camparoto et al., 2002; Teixeira et al., 2003; Knoll et al., 2006;
Fachinetto et al., 2007; Akinboro e Bakare, 2007; Bagatini et al., 2007), demonstrando
efeitos de mutagenicidade e antimutagenicidade.

Informacdes sobre o potencial terapéutico dessas plantas, observados em estudos
realizados, estdo disponiveis na Tabela 1.

Considerando o exposto e a variedade de espécies condimentares empregadas na
culinaria brasileira o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antioxidante

e mutagénico de espeécies frequientemente utilizadas no Brasil.
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Tabela 1 — Potencial terapéutico das plantas condimentares avaliadas no presente
trabalho.

Nome cientifico Nome popular Familia Potencial Terapéutico
Cinnamomum Canela, pau-canela, Lauraceae Antioxidante?,
zeylanicum caneleira, quinino fungicida®,
cicatrizante®
Origanumvulgare Orégano, orégéo, Lamiaceae Antioxidante?,
manjerona-rasteira, Antihiperglicémico®
manjerona-silvestre
Petroselinum Salsa, salsinha, salsa- ~ Umbelliferae  Diurético’, hipotensor'
sativum de-cheiro, salsa-das-
hortas
Piper nigrum Pimenta do reino, Piperaceae Larvicida®,
pimenta preta antioxidante”
Zingiber officinale Gengibre, gengivre, Zingiberaceae Hipoglicémico',
magarataia, mangarata, hipocolestorémico',
mangaratia antiemético',

antiinflamatério’,
antitumoral,
antireumatico®
Ocimumbasilicum  Manjericdo, alfavaca, Lamiaceae Antimicrobiano',
basilico-grande, erva- Antioxidante™,
real, remedio-de-
vaqueiro, segurelha

a- Mathew e Abraham, 2006; b- Ranasinghe et al., 2002; c- Kamath et al., 2003; d- Ivanova et al., 2005;
e- Lemhadri et al., 2004; f- Campos et al., 2009; g- Park et al, 2002; h- Gulgin, 2005; i- Baldreldin et al.,
2007; j- Vimala et al., 1999; k- Srinivastava e Mustafa, 1992; |- Sartoratto et al., 2004; m- Javanmardi et
al.,2003.

1.2 Material e Métodos
1.2.1 Amostras vegetais

As plantas condimentares utilizadas no presente trabalho foram obtidas em forma de
casca (canela), folhas frescas (orégano, salsa e manjericdo), sementes (pimenta do reino)

e raizes (gengibre), adquiridas a granel no mercado local da cidade de Assis/SP, Brasil.

1.2.2 Preparacgdo dos extratos

1.2.2.1. Extrato aquoso bruto
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As partes das plantas condimentares avaliadas foram pesadas para realizagdo da
infuséo ou do decocto, dependendo da planta utilizada, na concentragéo de 1:10 (p/v). A
forma de preparo para avaliacdo, e a concentracdo escolhida se deram pela proximidade
da forma utilizada na culinéria, ou seja, para que se chegasse 0 mais proximo do uso
popular. Para os infusos das folhas secas de orégano (O.vulgare) e frescas de salsa
(P.sativum) e manjericéo (O. basilicum), as mesmas foram colocadas em agua mineral®
a temperatura de 97+2°C. Foram deixadas em repouso em recipiente fechado, até atingir
a temperatura ambiente, protegido da luz e, ap6s esse periodo, foi realizada a filtragem.

Os decoctos das cascas de canela (C. zeylanicum), o p6 das sementes da
pimenta-do-reino (P. nigrum) e os fragmentos da raiz de gengibre (Z. officinale) foram
colocados em agua mineral a temperatura de 97+2°C e deixados em fervura por 5
minutos, logo apo6s ficaram em repouso, em recipiente fechado e protegido da luz, até
atingir a temperatura ambiente, e filtrados.

1.2.2.2. Extrato aquoso bruto liofilizado

Apds obtencdo dos extratos aquosos brutos (infusos e decoctos), 0S mesmos
foram congelados em freezer e levados ao liofilizador (L101, LIOTOP®) para obtencéo
do extrato seco. Logo apos este processo, foram diluidos em diferentes concentragdes

(25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL) para realiza¢do dos ensaios experimentais.

1.2.3 Atividade Antioxidante

1.2.3.1 - Sequestro do Radical Estavel DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pela capacidade doadora
de H* para o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (DPPH, Sigma Co.,

USA), de acordo com a metodologia in vitro proposta por Blois, 1958 (Manian et al.,

! Caracteristicas da 4gua mineral utilizada: ph a 25°C 8,18, temperatura na fonte 27,7°C, condutividade
elétrica a 25°C 124,5us/cm, residuo de evaporagdo a 180°C calculado: 117,08 mg/L.
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2008). Os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando a solucéo de 1mL de
tampéo acetato (pH 5,5 e 100mM), ImL de etanol P.A., 500uL de solugdo de DPPH
(250uM) e de 25 a 1000ug/mL das amostras. Os extratos reagiram por um periodo de
30 minutos em ambiente de pouca luminosidade e em seguida foram submetidos ao
espectrofotémetro UV-Vis (Lan Optics®) a um comprimento de onda de 517nm.
(Brand-Williams et al., 1995). O célculo da atividade antioxidante foi realizado de
acordo com a férmula: Atividade antioxidante (%) = [(A-controle — A-amostra) /
Acontrole] x 100, ambos lidos a 517nm, onde A= absorbancia.

1.2.3.2 Efeito quelante do Fe**

Para testar o efeito quelante do Fe?* foi utilizada a técnica descrita por Dinis e
colaboradores (Gulgin, Alici e Cesur, 2005) que se baseia na formacdo do complexo
ferroso pela molécula Ferrozine (Fz), que foi mensurada espectrofotometricamente a
capacidade de quelagdo pelos extratos, sendo utilizados 800uL dos extratos e 200uL de
FeCl, (0,2mM) (Vetec — Quimica Fina, Brasil) e Ferrozine (ImM) (Sigma Aldrich,
Germany). Foram entdo vigorosamente agitados e reagiram por um periodo de 10
minutos em temperatura ambiente, sendo as absorbancias medidas em triplicata a
562nm em espectrofotdbmetro UV-Vis. O efeito quelante foi determinado segundo a
equacdo: Efeito quelante (%)= [(Acontrole — Aamostra) / Acontrole] x 100, ambos a
562nm, onde A= absorbancia.

1.2.3.3 Teste do poder antioxidante de reducao do Ferro (FRAP)

A capacidade antioxidante de reducdo do ferro foi determinada pelo método
FRAP de acordo com Benzie e Strain, 1996. No escuro o reagente FRAP foi preparado
com 25mL de tampédo acetato 300mM (pH 3.6), 2,5mL de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)s-
triazina) 10mM em solucdo de HCI a 40mM e 2,5mL de FeCl; 20mM. Foram

misturados 90uL das amostras na concentracdo de 500ug/mL ou padrdo com 270uL de
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agua ultrapura e 2,7ml do reagente FRAP, em seguida, foram agitados em vortex e
mantidos em banho-maria por 30 minutos a 37 °C. Depois de resfriadas as amostras e
padrdo foram lidas a 595nm em espectrofotdmetro UV- visivel. Os resultados foram

expressos em uM equivalente de Trolox (ET) por g de extrato seco.

1.2.4 Quantificacdo de polifenois

1.2.4.1 Dosagem de fendis totais

O método utilizado para a determinacdo dos compostos de fendis totais foi o de
Folin-Ciocalteu (Neves, Alencar e Carpes, 2008), utilizando-se acido galico como
padrdo de comparacdo. A cada 0,5mL de amostra, extratos diluidos, foram adicionados
5mL de agua destilada e 0,25mL do reagente de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e
acido fosforico) (Sigma Co., USA). Apds 3 minutos foi adicionado 1mL de solucgdo de
Na,CO; saturada a 10% e a mistura armazenada por 1 hora. A absorbancia foi
determinada a 725nm utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis. Todos os testes foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em mg de &cido galico por g de

extrato liofilizado.

1.2.4.2 Dosagem de flavonoides totais

A dosagem dos flavonoides totais dos extratos foi por espectrofotometro UV-Vis
e as amostras foram preparadas segundo a metodologia de Zhishen, Mengcheng and
Jianming (1999), baseado na complexacédo dos flavonoides com AICI;. Uma aliquota de
250uL dos extratos em diferentes concentracdes foi misturada com 1,25mL de agua
destilada e 75puL. de uma solugdo de NaNO; a 5%. Apds 6 minutos, 150uL de uma
solucéo de AICI3/H,0 a 10% foi adicionada. Entdo depois de 5 minutos, 0,5mL de uma

solucdo de NaOH 1M foi adicionada e entdo o volume total completado para 2,5mL de
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agua destilada. As amostras foram agitadas em vortex e a absorb&ncia mensurada a
510nm. Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em mg

de rutina por g de extrato liofilizado.

1.2.5 Atividade mutagénica

1.2.5.1 Determinagéo do indice mitético e aberragdes cromossdmicas em raiz de
Allium cepa.

Bulbos de cebola (Allium cepa, 2n=16) foram obtidos no comércio local e
preparados retirando-se as raizes secas, camadas externas secas e 0 parénquima central
da coroa (fazendo uma pequena incisdo circular) para aumentar a absorcao das solucées
e a uniformidade de brotamento e crescimento das raizes. Uma solucdo de cultivo
(Hoagland’s solution) foi utilizada para promover o crescimento das raizes, que foram
imersas na solucdo de cultivo, trocada a cada 24 horas por um periodo de 24 ou 48
horas, e mantidas em beckeres de 100mL em estufa B.O.D (Multitec®), com
fotoperiodo e temperatura controlados (18h/6h claro/escuro, 22+2°C). Bulbos com
raizes de aproximadamente 2cm foram usados no experimento (20-25 raizes). O
tratamento foi realizado substituindo a solucao de cultivo pela do extrato em diferentes
concentragfes (1mg/mL, 100pg/mL e 50ug/mL) em agua mineral por 48 horas a
temperatura constante de 22 + 2°C.

Seis bulbos de cebola foram utilizados para a exposi¢do do extrato e para cada
um dos controles, positivo MMS (Metilmetanosulfonato, Sigma-Aldrich®) a 10mg/L,
conforme descrito por Caritd e Marin-Morales (2008) e negativo (dgua mineral — 48h de
exposicao).

Apbs o final da exposicdo ao extrato e aos controles, as raizes foram removidas

dos bulbos e fixadas em etanol: &cido acético glacial (3:1, v/v), hidrolisadas em HCI 1N
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a 60 °C por 5 minutos e depois lavadas em &gua destilada. Duas raizes foram
pressionadas em cada lamina coradas com acetocarmin por 10 minutos. Laminulas
foram dispostas e seladas como sugerido por Grant (1982). Cinco laminas foram
preparadas para cada extrato e os controles, analisadas sob aumento de 1000x num total
de 1000 células para cada lamina. Foram avaliadas e quantificadas aberracdes
cromossdmicas e indice mitdtico, sendo este Gltimo parametro de anélise calculado pelo
nimero de células em divisdo por 1000 células observadas (Fiskesjo, 1985, 1997). A
freqUéncia de células aberrantes (%) foi calculada baseada no numero de células
aberrantes pelo total de células quantificadas em cada extrato (Bakare, Mosuro e

Osibanjo, 2000).

1.2.5.2 Determinagdo do comprimento radicular
Apo6s o periodo de exposicao e a realizacdo da coleta das raizes, foi realizada a
medicdo do comprimento em milimetros das raizes com ajuda de um paquimetro digital

(DIGIMESS®), perfazendo um total de 20 raizes por tratamento.

1.2.5.3 Tratamento estatistico para Allium cepa

Especificamente o indice mitético e total de distdrbios cromossémicos obtidas
para cada tratamento durante o periodo de exposicéo e entre os diferentes extratos foram
comparadas com o0s controles e analisadas estatisticamente por meio do teste de
Kruskal-Wallis (p<0.05), conforme descrito por Grisolia et al. (2005) e Leme e Marin-

Morales (2008).

1.3 Resultados
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1.3.1 Atividade Antioxidante

1.3.1.1 Sequestro do radical estavel DPPH

Na Tabela 2 estdo expostos os resultados do teste de DPPH para avaliacdo da
atividade antioxidante percentual dos diferentes extratos obtidos de cada planta
condimentar avaliada no presente estudo. Pode-se observar que todas as espécies
estudadas apresentaram maior atividade de sequestro de radicais DPPH na concentragédo
de 1000 pg/mL, sendo que a maior atividade antioxidante foi obtida para os extratos de
manjericdo (82,01%), Orégano (81,32%) e canela (77,82%), enquanto que as demais
plantas apresentaram atividade sequestradora abaixo de 15% (pimenta do
reino=13,49%; gengibre=12,59% e salsa=10,51%).

1.3.1.2 Efeito quelante de Fe**

O efeito quelante de Fe?* é uma ferramenta importante, pois sua ac&o retarda a
oxidacdo catalizada por metais, por capturar o Fe** que poderia contribuir para gerar
HO na reagdo de Fenton (Marathe et al., 2011). Os resultados do efeito quelante de Fe**
estdo expostos na Tabela 2, todos os extratos avaliados apresentaram atividade
antioxidante na menor concentracdo (25ug/mL) variando de 60 a 95% em média.

1.3.1.3 Determinacdo da avaliagcdo antioxidante pelo método de reducdo do
Ferro

Este apresentou maior capacidade antioxidante como sequestradora do ion ferro
para a maior concentracdo utilizada (1000 puM/ml), onde o maior efeito foi para o
manjericdo (321,12 uM/g de extrato) e a menor foi observado para a salsa (8,30 uM/g

de extrato) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Atividade antioxidante de diferentes plantas condimentares (Canela,
Gengibre, Manjericdo, Orégano, Pimenta do reino e Salsa) por meio do teste de
sequestro do radical DPPH (%), por meio do teste FRAP e efeito quelante de Fe**(%).

Ensaio Extrato Atividade Antioxidante
(Hg/mL) Canela  Gengibre Manjericdlo Orégano  Pimenta do Reino  Salsa
250 33,46 - 17,55 49,8 5,19 -
DPPH 500 76,2 - 30,32 75,09 7,29 5,7
1000 77,82 12,59 82,01 81,32 13,49 10,51
250 21 - 87,9 66,27 22,8 -
FRAP 500 65 - 163,2 140,88 53,38 -
1000 142 9 321,12 315,11 162,88 8,3
Quelante 250 53,5 85,49 92,09 67,89 58,8 97,61
de Ferro 500 30,62 80,87 90,23 71,95 61,97 97,61
1000 - 68,57 84,18 74,16 48,92 90,45

1.3.2 Quantificacdo de polifendis

1.3.2.1 Dosagem de fendis totais

Os resultados do teste de quantificacdo de fendis totais, realizado por meio do
teste de Folin-Ciocalteu, foram expressos na Tabela 3. Constatou-se que as plantas
condimentares que apresentaram teores de fendis totais foram canela (4,34mg de &cido
galico/grama de extrato), manjericdo (3,56 mg de acido galico/grama de extrato) e

orégano (3,52 mg de acido galico/grama de extrato).

1.3.2.2 Dosagem de Flavonoides Totais

Os resultados da quantificacdo de flavonoides totais estdo dispostos na Tabela 3.
Apols avaliacdo foi observado que as plantas condimentares que apresentaram
quantidade de flavonoides totais foram orégano, canela e manjericdo (3,72; 3,57 e

3,56mg de rutina/grama de extrato, respectivamente).
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Tabela 3 — Quantificacdo de Fendis totais meio teste de Folin-Ciocalteu (em mg de
acido galico por grama de extrato) e Flavonoides totais por meio teste de complexagédo
dos flavonoides AICI; (em mg de rutina por grama de extrato) em extrato de diferentes
plantas condimentares (Canela, Gengibre, Manjericdo, Orégano, Pimenta do reino e
Salsa).

Extrato Espécies avaliadas
Compostos mL _ — _ _ _
(M9/ML) “Canela Gengibre Manjericio  Orégano _ Pimenta do Reino _ Salsa
Fendis 250 0,78 - 1,14 2,47 - -
totais 500 3,44 - 1,58 3,28 - -
1000 4,34 - 3,56 3,52 - -
Flavonoid 250 2,08 - 2,11 2,28 - -
ol 500 246 . 2,24 3,04 . .
otais
1000 3,57 - 3,72 3,72 - -

1.3.3 Bioensaio com Allium cepa

1.3.3.1 Indice mitotico e aberra¢des cromossémicas

Os resultados para as diluicbes de 50ug/mL das plantas condimentares
analisadas estdo apresentados na tabela 4. Com relacdo aos valores de indice mitético,
orégano, pimenta do reino e gengibre ndo diferiram significativamente quando
comparadas ao controle negativo (CN), enquanto que a salsa ndo apresentou diferenca
significativa quando comparada ao controle positivo (CP). Canela e manjericdo nédo
apresentaram diferencas significativas quando comparadas aos controles. Com relagéo
as aberragbes cromossémicas, ndo foram encontradas diferengas significativas na
comparagéo entre os tratamentos com extrato das plantas condimentares e CN.

Quanto aos indices mitdticos observadas para os infusos na diluicdo de
100pg/mL, em comparagdo com os valores obtidos no CP e CN, foi possivel observar
que os valores do indice mitético para canela, pimenta do reino, orégano e gengibre ndo
diferiram significativamente dos valores observados no CP, enquanto que o infuso de
salsa ndo apresentou diferenca significativa quando comparada ao CN. O indice
mitético para o extrato obtido a partir das folhas de manjericdo ndo diferiu

significativamente de ambos os controles. Com relagdo as aberracGes cromossémicas,
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ndo foram encontradas diferengas significativas na comparacdo entre os tratamentos
com extrato das plantas condimentares e CN.

Os resultados de indice mitético e aberragcbes cromodssomicas para o0s infusos
diluidos nas concentracdes de 1mg/mL demonstraram uma diferenca estatistica entre o
CP e CN tanto para a determinacdo do indice mitético quanto a frequéncia de
aberracOes. Os infusos de pimenta do reino, salsa, orégano e gengibre ndo apresentaram
diferenca estatistica com os controles quanto ao indice mitético, enquanto que canela e
manjericdo diferiram estatisticamente de ambos os controles. Foi possivel observar que,
no tocante as aberraces cromossdmicas, ndao houve diferenca significativa entre CN e
0s tratamentos realizados com os extratos de plantas condimentares, enquanto que tanto
CN quanto os demais tratamentos diferiram significativamente de CP.

Tabela 4 — indices Mitdticos e Aberragbes cromossémicas para infusos de canela,
orégano, manjericdo, salsa, pimenta do reino e gengibre, na concentracbes de

0,05mg/mL, 0,1 mg/mL e 1 mg/mL Controle negativo tratado com Agua mineral e
Controle positivo tratado com Metilmetanosulfonato (MMS) a 10mg/L.

Espécies Avaliadas

(E);]t/rritﬁ) Citotoxicidade ISSS;?\'/E Canela Gengibre Manjericdo Orégano P;Qiennc:a Salsa Eggittri?/lc?
IM 12,76a  13,62ab  13,90a 12,78ab 13,842  13,86a 10,52b  11,30b
0.05 AA 3 3 2 2 3 1 3 38
' TA 0 0 1 0 1 1 1 9
TCA 3b 3b 4b 4b 2b 3b 2b 47a
IM 12,76a  12,88b 9,98b 12,44ab 10,30b  10,40b  13,56a  11,30b
0.10 AA 3 3 2 3 2 2 3 38
' TA 0 1 1 1 1 0 1 9
TCA 3b 4b 4b 3b 2b 3b 4b 47a
IM 12,76a 9,34c  12,24ab 14,38d 12,14ab 12,64ab 14,20ab  11,30b
100 AA 3 4 4 3 4 6 3 38
' TA 0 1 0 0 1 0 0 9
TCA 3b 5b 3b 5b 6b 4b 3b 47a

IM = Indice mit6tico; AA= Anafase Aberrante; TA=Telofase aberrante; TCA=Total de Célula Aberrante;
5000 células analisadas; Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05)

1.3.3.2 Mensuracgdo do comprimento das raizes
A tabela 5 mostra o comprimento das raizes dos tratamentos de plantas
condimentares na diluicdo de 50pg/mL. Foi observado que todos os tratamentos ndo

apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao CP. Os resultados da
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mensuracdo do comprimento das raizes para a diluigdo de 100pg/mL encontram-se na
tabela 5. As raizes expostas ao extrato de gengibre ndo diferiram estatisticamente
quando comparado com o CP. Os demais tratamentos apresentam diferenca significativa
com ambos os controles.

A tabela 5 mostra os resultados dos comprimentos das raizes tratadas com
extratos de plantas condimentares na diluicdo do 1mg/mL, em comparagdo com 0s
controles positivo e negativo. Houve reducdo significativa do comprimento das raizes
dos tratamentos e CP quando comparados com o CN. Raizes tratadas com extrato de
orégano ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadas com CN,
enquanto canela, pimenta do reino, salsa e manjericio ndo apresentam diferenca
significativa quando comparadas com CP. O comprimento das raizes tratadas com
extrato de gengibre diferem estatisticamente de CN e CP.

Tabela 5 - Comprimento das raizes de Allium cepa expostas para infusos de canela,
orégano, manjericdo, salsa, pimenta do reino e gengibre, na concentracdo de

0,05mg/mL, 0,1 mg/mL e 1 mg/mL. Controle negativo tratado com Agua mineral e
Controle positivo tratado com Metilmetanosulfonato a 10mg/L.

Tamanho (mm)

Ejgﬁg:je; Extrato (mg/mL)
0,05 0,10 1,00

Controle negativo 48,0148,19a 48,01+8,19a 48,01+8,19a
Canela 26,75+5,84b 24,94+6,63c 35,91+6,24b
Pimenta do reino 34,30+7,98b 26,49+7,25¢c 25,9745,91b
Salsa 32,93+7,59b 21,69+6,66¢ 37,32+7,95b
Manjericdo 27,14+6,66b 23,17+5,54c 33,61+9,02b
Orégano 27,21+5,52b 20,69+4,70c 50,22+5,91a
Gengibre 32,34+8,55b 29,54+9,15b 39,15+8,11c
Controle positivo 33,29+3,68b 33,29+3,68b 33,29+3,68b

20 raizes analisadas, Resultados apresentados em Médias+Desvio padréo.
Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).
1.4 Discussao
De acordo com Javanmardi et al., (2003) e Stoilova et al.,(2007) plantas que

contém polifendis possuem capacidade de “sequestrar” as espécies reativas de 0xigénio,

visto que esses compostos tém grande capacidade de doar &tomos de hidrogénio. Dentro
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dos diferentes polifendis destacam-se os flavonoides, que sdo capazes de aumentar a
atividade de enzimas como a catalase e a superoxido dismutase, e podem também inibir
a propagacdo de reacOes de cadeias oxidativas, o que lhes confere acdo antioxidante
(Gulgin, 2004). Diante disso, os resultados observados no presente estudo corroboram
com estas informacdes, pois as plantas que apresentaram maior atividade antioxidante
por meio do ensaio do DPPH e teste FRAP também demonstraram maior quantidade de
fendis e flavonoides totais (Tabelas 2 e 3).

Para 0 ensaio antioxidante relacionado ao efeito quelante Fe®*, foi observado que
a todos os extratos das plantas condimentares avaliadas nas diferentes concentragdes
apresentaram atividade antioxidante. Estes resultados sugerirem que outros compostos
bioativos possam ser responsaveis pela atividade antioxidante das plantas
condimentares analisadas, como foi observado também em trabalhos realizados por
Tang et al. (2002); Santos et al. (2007).

Estudos demonstram a efetividade da utilizacdo de plantas superiores para
analise de genotoxidade, dentre elas Allium cepa, principalmente por seu baixo custo e
facilidade de cultivo (Rank e Nielsen, 1994, Feretti et al., 2006). Por possuirem uma
estrutura cromossomica similar & encontrada em humanos, torna-se possivel realizar
comparag0es entre 0s organismos mencionados, no tocante a aberragcdes cromossémicas
(Grant, 1994). Por meio dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel inferir
que, nas concentracdes utilizadas, os infusos de plantas condimentares ndo apresentaram
efeito mutagénico, pois o total de céelulas aberrantes ndo diferiu do controle negativo.
Iganci et al. (2006) afirmaram que as diferencas nos indices mitoticos podem ser
indicios de diferentes acOes fisiologicas decorrentes da aplicacdo de infusos de plantas
medicinais. No presente trabalho, os extratos das plantas condimentares testadas podem

ter sido responsaveis por diferentes acdes fisiologicas que podem ter influenciado nas
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divisOes celulares. Conforme observado nos trabalhos de Fachinetto, Bagatini e Durigon
(2007) e Fachinetto e Tedesco (2009) a presenca de taninos e flavondides em algumas
espécies de plantas podem inibir a divisdo celular em Allium cepa, o que pode ter sido
responsavel por ocasionar reducdo no comprimento das raizes tratadas com os infusos

de plantas condimentares, em comparagdo com o controle negativo (Tabelas 4).

1.5 Concluséo

O presente trabalho, de acordo com as metodologias adotadas e os resultados
obtidos, permite concluir que as plantas condimentares avaliadas podem ser utilizadas
como fonte de antioxidantes naturais, pois resultados demonstraram uma significativa
atividade antioxidante nos extratos obtidos a partir de infusos das folhas de orégano,
manjericdo e do decocto da casca de canela, que também apresentaram quantidades
significativas de fendis e flavonoides totais. Com relacdo ao teste de mutagenicidade,
todas as plantas condimentares estudadas ndo apresentaram atividade citotdxica nas

concentragdes avaliadas.
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3- Considerac0es Finais
Diante o exposto, permite-se concluir, que dentre as plantas condimentares
avaliadas, podem ser utilizadas como fonte de antioxidantes naturais, o orégano e
manjericdo, cujos extratos foram obtidos a partir de infusos, e a canela, com extrato
obtido através de decocto da casca, pois os resultados demonstraram uma significativa
atividade antioxidante, na qual, também apresentaram quantidades significativas de
fenois e flavonoides totais. Com relacdo ao teste de mutagenicidade, todas as plantas
condimentares estudadas ndo apresentaram atividade citotoxica nas concentracfes

avaliadas.



