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RESUMO

Coriandrum sativum L, conhecido como coentro, pertencente a familia
Apiaceae, trata-se de uma hortalica originaria do continente Europeu e
Africano. Desta planta sdo aproveitaveis as flores, folhas e frutos. Além de seu
papel na culinaria, desempenha papel relevante na medicina popular sendo
recomendada para tratamento de diversas doencas. E rica em compostos
fendlicos, frequentemente relacionados a efeitos antioxidantes. Em geral, o
substrato envolvido no processo de cultivo de plantas medicinais pode estar
relacionado a producdo de metabdlitos secundarios com principios bioativos de
interesse. Além da forma de cultivo, outro fator relevante na producédo de
metabdlitos € o estaddio de desenvolvimento na qual a planta se encontra.
Devido a caréncia de trabalhos com esse enfoque envolvendo o coentro, 0
presente estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia da adubacao e de dois
estadios de desenvolvimento vegetal (vegetativo e floracdo), na producdo de
metabolitos secundarios de Coriandrum sativum, bem como relacionar essas
condicbes com o potencial quimioprotetor, antimutagénico e antioxidante do
extrato hidroalcéolico de suas folhas. As plantas foram cultivadas na regido de
Venda Nova do Imigrante/ES - Brasil, mantidas, em campo, sob os regimes de
adubacdo organica (esterco bovino) e adubacdo quimica com nitrogénio,
fosfato e potassio (NPK), envolvendo dois estaddios de desenvolvimento
(vegetativo e a floracdo). As partes aéreas foram secas e submetidas a
maceracao em etanol 70% para a obtencdo do extrato bruto o qual passou por
uma caracterizagdo fitoquimica por métodos fitoquimicos preliminares e
espectrometria de massas. Foi detectada a presenca de metabdlitos como
cumarinas, esteroides e flavonoides, em todos 0s extratos e a espectrometria
de massas apontou picos moleculares similares entre os extratos avaliados. O
extrato bruto de C. sativum no estadio vegetativo e adubacdo quimica
apresentou melhor atividade antioxidante, segundo o teste DPPH, em
comparacao aos demais grupos de tratamento e o extrato obtido a partir de
plantas no estadio vegetativo apresentou maior reducdo na frequéncia de
micronucleos, em relacdo ao controle positivo, tanto no ensaio de pré-

tratamento quanto no simultaneo.



Palavras-chave: microndcleo, adubac¢do, mutagénese, quimioprotecao,

antioxidante

ABSTRACT

Coriandrum sativum L., known as coentro, is included in the Apiaceae family
and It is a vegetable originating from European and African Continent. Flowers,
leaves and fruits are commonly used of this plant. In addition it plays an
important role in folk medicine and It is recommended for treatment of various
diseases. This plant is rich in phenolic compounds that are related to Its
antioxidant effects. The substrate involved in medicinal plant cultivation process
can interfere in the production of secondary metabolites with bioactive principles
. Another important factor in the production of metabolites is the development
stage in which the plant is and there is no scientific works with this approach
involving C. sativum. The aims of this study was evaluate the influence of
fertilization on the production of secondary metabolites in two stages of
development of Coriandrum sativum and relate these conditions with
quimioprotetor, antimutagenic and antioxidant potential of hydroalcoholic
extract of the leaves of this plant. The plants were grown in the Venda Nova do
Imigrante/ES — Brazil under the organic fertilizer regimes (bovine manure) and
chemical fertilizer (NPK), field conditions, and was evaluated two stages of
development (vegetative and flowering). Aerial parts were dried and subjected
to maceration in 70:30 ethanol/water (vol/vol) to obtain the crude extract which
were underwent a phytochemical characterization by colorimetric methods and
mass spectrometry. All cultivation conditions showed that the extracts had same
phytochemical classes of metabolites (coumarins, flavonoids and steroids) and
the mass spectrometry indicated similarities between the extracts evaluated.
The crude extract of C. sativum in the vegetative stage and chemical fertilization
showed better antioxidant activity, according to the DPPH test when compared

to other treatment groups and the extracts obtained from vegetative stage of the



plants under different cultivation conditions showed a reduction in the
micronucleus frequency in relation to the positive control in the pretreatment

and simultaneously assay.

Keywords: micronucleus, Coriandrum sativum, mutagenesis, chemoprotection.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo empregadas, tradicionalmente, no tratamento
de diversas doencas sendo que, cada vez mais, merecem destaque 0 usoO
popular e a atividade medicinal dos condimentos, utilizados tanto para dar
sabor e aroma aos alimentos quanto para fins medicinais. Neste contexto,
Coriandrum sativum L. (coentro) tem se inserido como um importante membro
da familia Apiaceae, utilizado para ambos os fins.

Sugeridos como responsaveis por atividades antioxidantes,
quimioprotetora e antimutagénica estdo 0s metabdlitos secundarios, cuja
sintese pode ser influenciada tanto por fatores bioldégicos quanto ambientais,
tais como a espécie, variedade, solo, manejo, condi¢des climaticas, estadio de
amadurecimento e temperatura. Pesquisadores tém se dedicado a analise da
influéncia de alguns desses fatores em relacdo a producéo de biomassa, como
€ 0 caso da adubacao, porém poucos sédo os estudos que tém relacionado este
fator a variacdo na producdo e acumulo de metabdlitos secundarios com fins
medicinais.

As diferencas na composicado dos extratos de plantas decorrentes das
flutuagbes de fatores ambientais podem estar diretamente relacionadas as
suas atividades farmacoldgicas antioxidantes, quimioprotetoras e
antimutagénicas.

Assim, pesquisas que tenham o intuito de investigar a possivel
interferéncia da adubacdo e dos estadios de desenvolvimento de plantas
medicinais, como a C. sativum, sobre a producdo de seus metabdlitos
secundarios e dos seus principios ativos sdo bastante relevantes, pois ainda o
tema tem escassa reflexdo neste género vegetal.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
adubacdo (quimica e organica) e de dois estadios de desenvolvimento
(vegetativo e floracdo) na producdo de metabdlitos secundarios de Coriandrum
sativum, que possam estar relacionados a uma atividade quimioprotetora,
antimutagénica e antioxidante do extrato hidroalcoolico produzido a partir

dessas plantas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas Medicinais e o Metabolismo Secundario

A utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica antiga, baseada muitas
vezes, em um conhecimento tradicional adquirido ao longo de uma vivéncia e
transferido de geracdo a geracdo. Desde 1978, a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda, mundialmente, a propagacao de conhecimentos que
promovam 0 uso seguro de plantas e de medicamentos fitoterapicos
reconhecendo sua utilizacdo com finalidades profilaticas, curativas, paliativas e
para fins de diagndstico (BRASIL, 2006).

De acordo com a OMS, cerca de 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento fazem utilizacdo de praticas de atencdo basica de saulde
dentre elas, as plantas medicinais ou preparacbes a partir das mesmas
(MACEDO, OSHIIWA, & GUARIDO, 2007).

Diante da importdncia que as plantas medicinais e fitoterpicos
alcancaram, foi criada pelo Ministério da Saude, em 2001, uma Proposta de
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos visando
“garantir a necessaria segurancga, eficacia e qualidade de plantas medicinais e
de medicamentosfitoterapicos”, e assim promover o uso racional (BRASIL,
2006).

As plantas medicinais sdo empregadas no tratamento de uma gama de
doencas (CRAGG 1999 apud CAROLLO, 2008; PINTO, PINTO & DONZELES
2013) e a sua utilizacdo farmacolégica pode se dar por meio de diferentes
formas farmacéuticas, tais como, infusdo, cataplasma, compressa, inalacéo,
maceracao, sumo, tintura, etc; sendo que uma forma de preparo pode ser mais
eficaz que a outra, dependendo da planta a ser utilizada e da doenca em
questdo. (BARBOSA et al, 2014).

A variabilidade de efeitos que as plantas medicinais expdem decorre de
sua capacidade de producdo de inumeros componentes oriundos de seu
metabolismo. O metabolismo secundario é a principal fonte dos ativos vegetais,
e seus produtos, denominados metabdlitos secundarios, ndo séo relacionados

diretamente ao crescimento e desenvolvimento da planta, sendo sintetizados
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com diferentes propoésitos, tais como agentes atrativos, interacdes intra e
interespecificas e defesa contra predadores e parasitas (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados em trés grandes
grupos: os terpenos (compostos basicamente de carbono e hidrogénio), os
compostos fendlicos (constituidos de pelo menos uma hidroxila funcional ligado
a um anel aromético) e os compostos nitrogenados (possuem nitrogénio na
composicdo, sendo sintetizados a partir de aminoacidos) (TAIZ & ZEIGER,
2013). Todos derivam de compostos do metabolismo priméario do carbono, via
dois intermediarios principais: o 4cido chiquimico e o acetato (TAIZ & ZEIGER,
2013; SIMOES et al., 2007). A partir da via do acido chiquimico formam-se os
taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos
aromaticos e fenilpropandides, ao passo que na via do acetato sao originados
aminoacidos alifaticos e os alcalbides derivados deles; terpenoides, esteroides,
acidos graxos e triglicerideos (LEITE, 2008).

Muitos destes produtos estdo relacionados a interessantes atividades
biolégicas e farmacolégicas (VERPOORTE, 2000). Alcaloides isolados do
género Solanum apresentaram atividade moluscicida sendo utilizados no
combate ao hospedeiro intermediario do Schistosomo mansoni (SILVA et al,
2006). A partir de lactonas das familias Euphorbiaceae e Anonaceae foram
obtidos resultados promissores no combate a leucemia (LEE et al, 1982;
SANTOS; MORAIS & BRAZ-FILHO, 2003).

Muitos compostos fendlicos como flavonoides, catequinas e taninos
também se destacam por efeitos bioldgicos ao exibirem acfes antioxidantes,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e vasodilatadora (AHERNE & O’BRIEN, 2002;
BURNS et al., 2001; SELLAPAN, AKOH & KREWER, 2002; SLUIS et al., 2001,
ZHENG & WANG, 2001). Algumas cumarinas e flavonoides da familia
Asteraceae revelaram ainda um potencial anti-HIV (HU et al, 1994; KAUR et al,
2009), enquanto alcaloides, cumarinas, terpenoides e xantoides desta e de
outras familias também revelaram atividade antimalarica (KUMAR et al, 2009).

Outros metabdlitos como naftoquinonas isoladas da familia Verbenaceae
(COSTA et al, 2001), flavonoides isolados da familia Fabaceae (ALMEIDA et al,
2005) e Ochnaceae (CARVALHO et al, 2002) apresentaram, eficiente acéo
tripanocida (VIEIRA et al, 2008) e citostatica (ROCHA et al, 2006). A

13



administracdo oral de flavonoides da familia Anonaceae reduziu os niveis de
glicose em ratos, resultando em um efeito hipoglicemiante, além de efeitos
antiproliferativo, anti-inflamatorio e antioxidante (FORMAGIO et al, 2013).

A acado antioxidante é uma das mais citadas dentre as funcbes dos
metabdlitos secundarios. Esta acédo pode ser atribuida a atividade de enzimas,
como superoxido desmutases, ascorbatoredutases, catalases e peroxidases,
mas também, a compostos do metabolismo secundario como compostos
fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides) e carotenos, além de vitaminas (C, E
e A) (VELIOGLU, 1998; MARTINS, 2013; SARMENTO, SILVA & SBRUZZI,
2013). Radicais livres podem interagir com biomoléculas, dentre as quais se
destacam os lipidios, as proteinas ou DNA propriamente dito, os quais podem
ser preservados pela acdo dos antioxidantes. (SELLAPAN, AKOH & KREWER,
2002; SLUIS et al., 2001; VINSON et al., 2001; YILDRIM, MAVI & KARA,
2002;ZHENG & WANG, 2009).

A formacéo de radicais livres pelo oxigénio € supostamente a chave para
o desenvolvimento de canceres e doencas coronarias. Um bom antioxidante,
portanto, pode se apresentar como um bom agente antimutagénico e
antigenotoxico, sendo capaz de reduzir a agdo de agentes quimicos ou fisicos
que induzem danos ao material genético (GONTIJO, FIETTO & LEITE, 2014).
Os testes antioxidantes se comportam como importantes ferramentas para a
verificacdo de uma potencial neutralizacdo de radicais livres capazes de causar
danos gendmicos.

Tendo-se em vista que a seguranca de alguns antioxidantes comerciais
tem sido questionada por induzir efeitos mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH
et al., 2001), o interesse em antioxidantes naturais, como uma estratégia
alternativa, tem aumentado. Em meio a este cendrio, tem se inserido as ervas e
especiarias, que podem, além de temperar a comida, se apresentar também
com propriedades medicinais e antioxidantes importantes (SASAKI et al. 2002),
sendo os derivados do acido cafeico, flavonoides e terpenos sugeridos como
0s principais responsaveis por este efeito (MADSEN & BERTELSEN, 1995).

O uso popular e medicinal dos condimentos tem sido investigado em
diversos estudos (PORTO & SILVA, 2013; LIMA et al, 2012; MENDES et al,
2015). Os condimentos da familia Lamiaceae, como o0 orégano, merecem

destaque pelo carater antioxidante de seus compostos fendlicos, além de
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propriedades antimicrobianas (CERVATO et al, 2000; BRAGAGNOLO, 2007).
Extrato de folhas de louro, outro condimento muito utilizado, é relatado como
agente carminativo e anticonvulsivante (SAYYAH, VALIZADEH,
KAMALINEJAD, 2002). A eficicia da canela como agente antioxidante in vivo e
in vitro também foi relatada e atribuida ao composto eugenol, um composto
fendlico (4-alil-2-metoxifenol) (ITO, MURAKAMI & YOSHINO, 2005). As
pimentas também compreendem um grupo importante da familia Solanaceae.
Segundo Abbasi (2010), de modo geral, a pimenteira possui acao
antimutagénica, antimicrobial, antioxidante, antidepressivo, acao
imunomoduladora, antitumoral, antiapoptotica, antimetastasica,
hepatoprotetora, dentre outras. Compostos oriundos da familia Apiaceae
também apresentam importantes atividades biologicas e farmacolégicas sendo

comentadas a segquir.

2.2 Familia Apiaceae

A familia Apiaceae, até pouco tempo tratada como Umbeliferae, agrupa
mais de 250 géneros e mais de 2500 espécies, as quais estdo amplamente
difundidas pelo mundo. A maioria de suas espécies tem sua origem nas zonas
temperadas do hemisfério norte e estdo, mesmo em outros locais, adapatadas
ao clima temperado, desenvolvendo-se em ambientes com temperaturas entre
15 e 18°C. Em geral sdo plantas herbaceas, arrosetadas e de folhas
alternadas, com lamina finamente dividida e peciolo abrasador na base.
Apresentam flores actinomorfas e hermafroditas, geralmente compostas e com
um ovario infero, que uma vez fecundado, origina um fruto seco indeiscente,
caracteristico da familia (MARTINS et al, 2008).

Trata-se de uma familia com elevada importancia horticula, sendo a
aromaticidade, uma de suas principais caracteristicas, estando presente alguns
constituintes dos 6leos essenciais como limoneno e linalol (HADARUGA et al.,
2005); monoterpenos e cumarinas (RIBEIRO & KAPLAN, 2002; RAZAVI et al.,
2008; SIMOES & SPITIZER, 2000). E composta por representantes
importantes das especiarias, 0s quais tém ampla utilizagdo como condimentos,

ndo somente Uteis para a alimentacdo mas também auxiliando na prevencao
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de enfermidades devido as suas propriedades antioxidantes e/ou
farmacoldgicas (MATIOLLI, 2014).

A familia das apiaceas compreende hortalicas importantes, tais como,
cenoura, salsa, mandioquinha-salsa, aipo (salsdo), erva-doce (funcho) e o
coentro, sendo muitas espécies desta familia conhecidas pelo seu uso na
medicina tradicional. Neste aspecto, podem-se citar alguns exemplos, como a
Centella asiatica (L), uma planta exdtica utilizada no tratamento de disfuncdes
cognitivas que atua por inibicdo da atividade da acetlcolinesterase (HOWES &
HOUGHTON, 2003) e que pode atuar ainda como tranquilizante, porém, sua
ingestdo continua pode causar hepatotoxidade em funcdo da presenca de di e
triterpenos JORGE & JORGE, 2005). O Apium leptophylum, que possui relatos
de emprego no tratamento de artrite, reumatismo, gota, além de indicacao para
uso externo no tratamento de feridas na pele (NEWAL et al, 2002; ALONSO,
2004), também apresenta capacidade antioxidante e atividades diurética, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e estrogénica, além de estimular a producéo de
leite, favorecendo a amamentacdo (CAMEJO-RODRIGUES et al.,, 2003;
NOVAIS et al., 2004; RAHIMI & ARDEKANI, 2013).

Reforcando as potenciais acdes bioldgicas de representantes da familia
Apiaceae, estudos relatam que 6leos essenciais extraidos de varias espécies
desta familia possuem atividades inseticidas e antifungicas (EBADOLLAHI,
2013; TINOCO et al 2007). Além disso, furocumarinas isoladas a partir de
apiaceas tém sido relatadas com atividade antiproliferativa, podendo inibir a
proliferacdo de células de melanoma in vitro e in vivo (KIMURA, SUMIYOSHI,
SAKANAKA, 2013). Trata-se, portanto, de uma familia com grande potencial na
medicina tradicional e que é detentora de propriedades associadas a acfes

antioxidantes e quimioprotetivas.

2.3 Coriandrum sativum

Uma importante representante das apiaceas é a espécie Coriandrum
sativum L., conhecida popularmente como coentro (Figura 1), uma hortalica
originaria dos continentes Europeu e Africano, cultivada ha mais de trés mil

anos e que é reconhecida por suas propriedades aromaticas, condimentares e
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medicinais, podendo ser usada como medicamento natural e, também na
induUstria cosmética, como fixador (MELO et al, 2009).

Deste vegetal sdo aproveitaveis as flores, folhas e frutos e, no Brasil,
prevalece o consumo de suas folhas frescas empregadas como condimento
que dao sabor e aroma, sendo indispensavel na culinaria do Norte e Nordeste
(MELO et al, 2009). Constitui-se de uma planta herbacea de 40 a 60cm de

altura, de talos eretos, lisos e cilindricos, ramificados na parte superior.
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Figura 1. Coriandrum sativum. A- Parte aérea. B-Flores, C-Fruto. Fonte: USDA, ARS

Muito popular, o cultivo de coentro tem se dado em grande escala, com
grandes produtores, e em pequenas escala, em hortas domésticas, escolares e
comunitarias, assim apresentando relevante importancia social e econdmica
(GRANQEIRO 2008; NASCIMENTO & PEREIRA 2005), sendo a sua colheita,
geralmente, realizada entre 40 e 60 dias apoés o plantio.

Suas sementes, muito comercializadas na Europa, sdo usadas na
extracdo de Oleo essencial, cujo principal componente € o linalol. Além de sua

utilizacdo como condimento, as sementes de coentro sdo utilizadas
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medicinalmente para indigestdo, contra vermes, reumatismo, e dores nas
articulagbes (WICHTL & BISSET, 1994).

Suas ac¢bes medicamentosas sdo comentadas em alguns estudos, 0s
quais apontam efeitos no metabolismo de carboidratos e a¢édo hipoglicemiante
(GRAY & FLATT, 1999; CHITHRA & LEELAMMA, 2000), no tratamento de
hemorroidas, dor de cabeca, inchaco, conjuntivites, ulceras na boca, além do
uso carminativo e na producao de tonicos gastrintestinais (WANGENSTEEN et
al 2004; AHMED SHIVHARE, SINGH 2003 ) e como antiinflamatorio,
antifangico e ansiolitico (DUARTE, 2006).

Estudos ainda demonstram que alguns componentes do 6leo, tanto de
folhas quanto de sementes de coentro, inibem o crescimento de muitos
microorganismos (DELAQUIS et al, 2002) e reduzem a peroxidacéo lipidica
(ANILAKUMAR, NAGARAJ, & SANTHANAM, 2001; TANABE, YOSHIDA, &
TOMITA, 2002). A reducao da peroxidacéo lipidica pode estar associada a uma
possivel acdo antimutagénica.

Dentre os principais compostos relatados no coentro, encontram-se:
componentes heterociclicos, linalol, isocumarinas, flavonoides, acidos endlicos
e esterdis (PATHAK et al 2011). Tais relatos sdo importantes, uma vez que 0s
compostos fendlicos como flavonoides e cumarinas tém relevante importancia
na industria farmacéutica, pois podem atuar como bons antioxidantes e
anticancerigenos (RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA 1996; SALEEM et al.,
2002). Os esteroides também podem reduzir radicais livres, reduzir os niveis
sanguineos de colesterol, sendo com isso apontados como potenciais
redutores de riscos de doencas cardiovasculares e capazes de inibir o
crescimento de alguns tipos de tumores malignos (SALGADO, 2009).

Neste contexto, Ramadan e Moersel (2006) relataram a eficacia do 6leo
de coentro contra a geracdo de radicais 1,1- difenil - 2- picrilhidrazila, assim
como Marcussi (2015), também destaca o0 coentro por sua elevada
concentracdo de compostos fendlicos totais e sua alta capacidade antioxidante
total, quando comparado a outros condimentos. Sreelatha e colaboradores
(2009) reforcam esta indicacéo de atividade protetora do coentro ao relatarem
a acao do extrato de hastes de C. sativum contra os danos oxidativos induzidos

pelo tetracloreto em hepatdcitos de ratos. Tais atividades apontadas nos
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diferentes estudos reforcam uma possivel atividade antimutagénica
desempenhada por esta espécie.

Quanto ao cultivo da Coriandrum sativum, estudos apontam que a
aplicacao de adubacéo organica permite razoavel crescimento de massa aérea
de coentro (SHARMA & ISRAEL, 1991). Seu crescimento vegetativo €
favorecido com a aplicacdo de fosforo e potassio durante o plantio, e nitrogénio
em cobertura nos primeiros 20 dias (FILGUEIRA, 2000). Embora o esterco
bovino seja um dos residuos organicos com maior potencial de uso como
fertilizante na cultura do coentro, principalmente por pequenos agricultores da
regido nordestina, em producdes de grande escala, € comum 0 uso da
adubacao quimica. Pouco se conhece, ainda, a respeito da interferéncia da

adubacao do coentro na producao de seus metabdlitos secundarios.

2.4 Influéncia da Adubacao na Producado de Metabdlitos

A producdo dos metabdlitos secundarios pelos vegetais, como todas as
caracteristicas fisiolégicas de uma planta é estabelecida tanto pelos fatores
intrinsecos (genoma), quanto pela interacdo desses com os fatores ambientais.
Assim, a sintese e acumulo de compostos fendlicos, carotenoides e vitaminas
em plantas é variavel em funcdo da espécie, variedade, solo, manejo,
condicbes climaticas, estadio de amadurecimento e condicbes de
armazenamento (LIMA et al.,, 2005; FERREYRA et al.,, 2007; VEBERIC
COLARIC & STAMPAR, 2008). No entanto, a maioria dos estudos disponiveis
ainda versa, principalmente, sobre as plantas de clima temperado (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007).

De acordo com a época do ano, os teores de metabdlitos secundarios
podem ser influenciados, como observado em folhas de Digitalis obscura que
apresentam as menores concentracdes de cardenolideos, como o lanatosideo
A na primavera e uma fase de rapido acumulo no verao, seguida por uma fase
de decréscimo no outono (PRAKASH, 1990). A temperatura também se
apresenta como importante fator influenciando na producédo de metabdlitos, em
Zea mays (milho), é relatada quanto maior a intensidade e a duragao do frio,

maior é a abundancia de antocianinas e mRNA para as enzimas chaves como
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a PAL (fenilalanina amonia-liase) e chalcona sintase (LIMA et al., 2005).
Experimentos com Plantago lanceolata, envolvendo a presenca de herbivoro e
teores diferenciados de nutrientes, demonstraram maior producao de
metabdlito secundario por esta planta, principalmente daqueles relacionados a
herbivoria (VEBERIC, COLARIC & STAMPAR, 2008). A incidéncia de
irradiacdo solar e indices pluviométricos, também interferem em teores de
substancias fendlicas de espécies vegetais (GOUVEA et al., 2012). Os
resultados com H. ternum sugerem que a adubacao controlada e a re-irrigacao
de plantas submetidas a estresse hidrico podem aumentar a biomassa e a
concentracdo de metabdlitos secundarios (PINHATTI, 2010).

No que se refere aos nutrientes, pesquisas agrondmicas vém sendo
conduzidas com o intuito de investigar a influéncia deste fator sobre a
biomassa, seja pela disponibilidade dos macro ou micronutrientes pré-
existentes no solo, ou pelos diferentes niveis alcancados por meio da
adubacdo quimica ou orgéanica, porém poucos estudos tem relatado o
rendimento de metabdlitos secundarios com principios medicinais.

O cultivo de plantas sob diferentes condicbes de adubacdo tem sido
objeto de pesquisas e de discussdes acirradas que, de um modo geral,
apontam para a necessidade cada vez maior de aprofundamento sobre este
aspecto. E esta discussdo sobre qual é o tipo ideal de adubacdo para uma
determinada cultura, seja ela com finalidade medicinal ou ndo, tem sempre
pontos de vista e argumentos diferentes envolvidos.

Neste contexto, como uma alternativa aos modos de adubag&o mais
comumente utilizados, temos a adubacdo organica, o cultivo minimo e as
praticas de agricultura alternativa em espécies medicinais, aromaticas e
condimentares, como modos de manejo que possibilitariam um melhor
desenvolvimento de plantas, nos aspectos referentes a resisténcia as pragas e
doencas e, a0 mesmo tempo, contribuiria para uma menor utilizacdo de
produtos quimicos e, consequentemente, determinaria um reflexo na
composicdo quimica da planta, favorecendo o seu uso medicinal (CHAVES,
2002). Um consenso é o de que a cultura de plantas medicinais e aromaticas,
assim como outras plantas, depende de nutricdo adequada para a boa

produtividade agricola.
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Em literatura, alguns exemplos podem ser citados de estudos
relacionando o tipo de adubacao e a produtividade da planta.

Em relacdo a adubacdo organica, Maia (2006) observou aumento na
producdo de biomassa de Hyptissu aveolens em funcdo de doses de esterco
organico, fato que o autor atribuiu ao aumento na disponibilidade e absorcéo de
nutrientes pelas plantas, devido provavelmente, a melhoria nas condigbes do
solo como retencdo de agua e minerais. Chaves (2002), trabalhando com
Mentha arvensis L., var. piperacens, observou que apesar das maiores
dosagens de esterco de poedeira terem induzido maior crescimento de plantas,
o teor de Oleos essenciais reduziu em comparagdo com o tratamento sem
adubacdo. J4, Biasi e colaboradores (2009), trabalhando com a alfavaca,
verificaram que em diferentes concentracfes de esterco de carneiro, hdo houve
diferencas significativas quanto ao rendimento do seu Oleo e nem foram
observadas grandes variagbes nos componentes. Assim, observa-se que
dependendo da espécie em questdo, a adubacdo organica pode contribuir de
forma positiva ou negativa na producédo de biomassa e principios ativos. Além
disso, deve-se considerar alguns fatores importantes ao utilizar adubacao
organica, como sua composi¢ao quimica, a taxa de mineralizacdo e o teor de
nitrogénio os quais, por sua vez, podem sofrer influéncia das condi¢gdes do
ambiente e sdo responsaveis por sua eficiéncia.

Quanto a adubacdo quimica, estudos indicam que, quando utilizados
dentro de limites permitidos, ndo trazem prejuizo as plantas, mas podem alterar
o teor de compostos secundéarios (HOFFMANN et al., 2001; MAIA et al., 2008).
Um dos constituintes principais da adubacdo quimica € o nitrogénio, o qual é
um dos nutrientes mais exigidos pelas culturas, o que é€ justificado por tratar-se
do elemento que compfe a estrutura das moléculas dos aminoécidos,
proteinas, enzimas, pigmentos e muitos dos metabdlitos secundarios
(MALAVOLTA et al. 1997; GOBBO-NETO, 2007). Martins (1995) observou que
em Justicia pectoralis cultivada em solo com deficiéncia de fosforo, reduziu a
concentracdo de cumarinas, com significativa reducdo na producdo de
biomassa, sendo este elemento essencial no sistema energético das células e
na divisao celular (SOUZA et al, 2003).

Silva e colaboradores (2015), em estudos com adubac&o mineral e

organica no cultivo de Ageratum conyzoides L., observaram que o tipo de
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adubacdao infuenciou no teor de favonoides e nos caracteres agronémicos. Os
autores relataram que as plantas cultivadas em solo com adubagéo organica
apresentaram menor teor de flavondides. Acredita-se que o menor aporte de
nutrientes possa direcionar 0 metabolismo da planta para a producdo de
metabdlitos secundarios, embora a adubacdo organica disponibilize menos
nutrientes no solo, fornece maior diversidade de nutrientes, em relacdo a
adubacao mineral (MAIA et al, 2008), .0 que pode justificar o menor teor de
flavonoides o bservados pelo autor

Mesmo havendo estudos sobre a influéncia dos aspectos nutricionais
das plantas medicinais em relacdo a adubacéo, a espécie C. sativum apesar de
apresentar importancia agricola reconhecida, ainda é pouco explorada sobre os
aspectos que relacionam a producdo de seus metabdlitos secundarios de

interesse medicinal, aos niveis e tipos de adubacéo.

2.5 Mutagénese

Mutagénese € a ciéncia que estuda o processo de danos ao DNA pela
acdo de agentes quimicos, fisicos e biolégicos. Estes danos sdo comumente
medidos como mutacdes, aberracdes cromossoOmicas, quebras de fita de DNA,
aductos ou por interferéncias no mecanismo de reparo (GUYTON et al., 2008)

MutacBes sao definidas como qualquer alteracdo subita no material
genético da célula, e dentre suas consequéncias podemos citar a segregac¢ao e
recombinacdo génica, além de contribuicdo para o surgimento de processos
tumorais e morte celular (RABELLO-GAY, 1999).

Apesar de seus efeitos deletérios, por alterar condicdes estabilizadas
das células, as mutacBes génicas sdo importantes para a evolugcdo bioldgica
por produzirem variabilidade genética podendo ocasionar diversidade de
caracteristicas as quais podem ser selecionadas ou ndo pelas condicées
ambientais.

Ha duas classes de mutagbes: as somaticas e as germinativas. As
mutacfes germinativas destacam-se no processo evolutivo por serem
passadas para as geragfes seguintes. Ja as mutacdes somaticas, provocam

alteracdes diretas no individuo portador, tais como proliferagcdo celular e
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envolver-se com o surgimento de doencas crbnicas nao transmissiveis tais
como ateroscleroses, doencas cardiacas e cancer (FLORA & FERGUSON,
2005).

Diversos agentes fisicos, quimicos, ou mesmo bioldgicos presentes na
natureza sao capazes de ocasionar danos ao DNA. Esses erros, quando
fixados, sdo considerados uma mutagéo, sendo assim, um agente mutagénico
€ aquele que induz um dano nao passivel de reparo e € transmitido a células
descendentes durante a proliferacao celular (WANG et al, 2009).

O desenvolvimento de cancer € apontado como uma interacdo de
fatores enddgenos e ambientais, sendo um dos principais fatores a dieta
(MOON & SHIBAMOTO, 2009). Dietas ricas em gorduras, alimentos
industrializados, carnes vermelhas entre outros estdo relacionados com a
elevada frequéncia de cancer de estdbmago, mama, colon, préstata, pancreas,
ovario e endométrio (FRANCY — GUILFORD & PEZZUTO, 2008).

Pesquisas mostram que a maioria dos carcinégenos sdo mutagenos
indicando assim uma grande correlacdo entre a mutagénese e a carcinogénese
(MACGREGGOR et al, 2000). Dentre o0os mutagenos encontra-se a
ciclofosfamida, ou 2-[bis(2-cloroetil)amino]-2-oxo-1,3,2-oxazafosforinana
(Figura 2) que se trata de um composto organofosforado muito utilizado como
agente antineoplasico, principalmente em cancer de seio, ovario e pulmao
(TEICHER et al, 1994), além de sua potente capacidade imunossupressora
(BACH & STROM 1986). E inativo quando testada in vitro em culturas de
linfécitos humanos ou em células neoplasicas humanas. No entanto, quando
convertida a sua forma ativa pelas enzimas microssomais do figado (Struck,
1995), interfere in vivo com o crescimento de neoplasias suscetiveis e, até
certo ponto, com a regeneracao tissular normal.

A acdo citotoxica da ciclofosfamida evidente in vivo € a base para seu
uso terapéutico como agente antineoplasico e para algumas reacfes adversas
associadas ao seu uso. A ciclofosfamida é oxidada com a clivagem da ligacéo
P-N para formar seu metabdlito ativo sendo convertida para 4-
hidroxiciclofosfamida e aldofosfamida. A aldofosfamida é quimicamente
instavel, sofrendo conversao para acroleina e fosforamida mostarda, sua forma

ativa (Figura 2).
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Figura 2 Ciclofosfamida e sua forma ativa. Fonte: (KOOPMAN, 2005)

Além de ser um agente alquilante, a ciclofosfamida ao ser metabolizada
no figado também origina espécies reativas de oxigénio (EROs), como os
radicais anion superoxido (O2-), hidroxil (OH-) e peroxil (ROO-), oxigénio
singlete (102) e o peréxido de hidrogénio (H202), compostos altamente reativos
que buscam estabilizar sua estrutura quimica, causando danos as estruturas
celulares e envelhecimento do organismo (WILHEM FILHO et al., 2001).

A possibilidade de controle da resposta celular contra os agentes
mutagénicos, tais como a ciclofosfamida, por meio da dieta, abre um novo
caminho para a prevengao e controle do cancer, uma vez que estes agentes
estdo relacionados direta ou indiretamente a carcinogénese. Assim, a
identificacdo de compostos quimioprotetivos constitui-se uma importante
ferramenta para o tratamento de cancer, uma vez que poderiam atuar como
agentes carcinogénicos.

Doll e Petto (1981) ja haviam concluido que as modificagbes na
alimentacdo poderiam reduzir em 35 % a mortalidade por cancer nos Estados
Unidos. Diversos cientistas publicaram, dentre outras medidas que a incidéncia
de cancer no mundo pode ser reduzida até 40%, através de adequacdes na
alimentacéao e estilo de vida (WCRF/AIRC, 2007).

Neste contexto, insere-se 0 conceito da quimioprevencao, relatado pela
primeira vez por Sporn e colaboradores em 1976. A prevencdo é o método
mais apropriado para se evitar o cancer (Wattenberg, 1997), seja prevenindo,
inibindo ou revertendo as etapas iniciais da carcinogénese, ou seja, antes da
progressao (STONER, MORSE &KELLOFF, 1997).

Assim, diversos compostos bioativos presentes em alimentos
apresentam atividade quimiopreventiva dentre eles, diversos tipos de
flavonoides e cumarinas (DAVIS, 2004; ROMAGNOLLO & ORNELLA, 2012). E
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essencial que se prossiga a busca de novos mecanismos que elucidem a
influéncia desses compostos no cancer contribuindo para os esclarecimentos
de aspectos fundamentais da carcinogénese e do comportamento biolégico das
neoplasias malignas, além de promover um grande impacto em estratégias de
prevencado (AMES & GOLD, 1997; YAO et al., 2004; SURH, 2003).

2.6 Teste do Micronucleo

Em se tratando de testes biologicos, o teste de micronucleo in vivo é um
dentre uma gama de testes utilizados para o rastreamento de efeitos
mutagénicos, recomendado por agéncias reguladoras no mundo todo como
parte da avaliacdo de seguranca de um produto (KLUMPP et al.,, 2004). O
ensaio é capaz de detectar tanto clastogenicidade — quebra de cromossomos —
guanto aneugenicidade — aneuploidia ou segregagcdo cromossomica anormal
devido a disfun¢gbes no aparato mitético (KRISHNA; HAYASHI, 2000; CHOY,
2001). Aléem de verificar a mutagenicidade, o teste de micronucleos em
roedores também pode indicar o potencial antimutagénico de diversas
substéancias, naturais ou nao, pela reducao na formacéo dessas estruturas.

Uma mutacdo € o primeiro passo rumo a carcinogénese, porém, a
maioria das mutacdes € reparada pelos sistemas de reparo das células e sao
eliminadas a tempo (HAVSTEEN, 2002). Se os componentes genotoxicos
estdo presentes, eles podem se intercalar ao DNA levando a danos genéticos
em regides de fundamental importancia no ciclo celular e determinar a
apoptose, acelerando assim o processo neoplasico. Dessa forma € muito
importante uma abordagem genotoxica em avaliagcbes toxicoldgicas dos
compostos terapéuticos (SANTOS et al., 2008).

Microndcleos sédo fragmentos cromossémicos formados a partir de
guebras ou de cromossomos inteiros que se atrasaram na anafase, e podem
nao ser incorporados no nudcleo principal das células filhas apés a divisdo
nuclear. Os micronucleos podem ser analisados em eritrocitos, células da
mucosa oral ou linfocitos para a estimativa do dano genético in vivo (HAYASHI,
1983).
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Na medula 0ssea, durante o processo de divisdo celular, os eritroblastos
sofrem duplicacdo final dos cromossomos diferenciando-se em eritrécitos
policromaticos (EPC) (Figura 3). Estes eritrécitos jovens sdo ricos em
ribossomos e, por isso, sdo facilmente corados diferenciando-se assim dos
eritrocitos maduros denominados Eritrocitos Normocromaticos (ENC) que nao
possuem ribossomos. Na presenca de agentes mutagénicos, os fragmentos
cromossOmicos resultantes de quebras no DNA podem nao ser incorporados
no nuacleo principal das células filhas apés a mitose, originando assim o
micronucleo. Este por sua vez permanece no citoplasma e pode ser facilmente
visualizado em eritrécitos policromaticos.

Levando em consideracdo que o eritrécito policromético tem um tempo
de vida relativamente curto, qualquer micronucleo que ele contenha tem grande
probabilidade de ter sido gerado recentemente, na presenca da substancia que
causou o dano (SCHMID, 1975).

AGENTE MUTAGENICO
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Figura 3. Mecanismo de formacdo de eritrécitos policromaticos, normocromaticos e
microndcleos (Adaptado de Krishna e Hayashi, 2000).PCE- Eritrécitos policromaticos; NCE-
Eritr6citos normocromaticos; MNPCE- Eritrécitos policromaticos micronucleados; MNCE-

Eritr6citos normocromaticos micronucleados.

No ensaio de micronucleo, a relacdo de EPC em relacdo ao total de
eritrocitos (EPC+ENC) entre o grupo de animais tratados e o grupo controle
fornece o indice de citotoxicidade, e o numero de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) fornece o indice mutagenicidade (KRISHINA;
HAYASHI, 2000). A citotoxicidade € indicada por uma reducdo significativa na
percentagem de EPC (RIBEIRO, 2003).
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Por suas caracteristicas vantajosas, essas analises tornaram-se
imprescindiveis em estudos que objetivam a avaliacdo tanto de efeitos danosos
dos diversos agentes, quanto das possiveis a¢des corretivas ou preventivas de
drogas e outros agentes, sendo validada como procedimento em avaliacbes
pré-clinicas e triagens (MORSE; STONER, 1993).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da adubac¢éo (quimica e organica) e de dois estadios
de desenvolvimento (vegetativo e floracdo) na producdo de metabdlitos
secundérios de Coriandrum sativum, bem como relacionar essas condi¢ées
com o potencial protetor, antimutagénico e antioxidante do extrato

hidroalcoéolico produzido a partir dessas plantas.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a influéncia da adubac&o orgéanica e quimica na composicéo e
atividade biolégica do extrato hidroalcodlico de C. sativum;

» Avaliar a influéncia dos estadios de desenvolvimento, vegetativo e
floracdo, na composi¢ao do extrato hidroalcodlico de C. sativum;

» ldentificar as principais classes quimicas constituintes do extrato
hidroalcoolico de C. sativum em dois estadios de desenvolvimento e sob
as diferentes condicdes de cultivo avaliadas;

» Determinar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de C.
sativum, nas diferentes condi¢des avaliadas;

» Avaliar a potencial atividade quimioprotetiva dos extratos de C. sativum
contra danos induzidos por ciclofosfamida;

» Relacionar os resultados obtidos em cada um dos ensaios de atividade
biolégica, com as diferentes condicdes de manejo e estadios de

desenvolvimento avaliados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo do Material bioldégico e Obtencéo dos Extratos de

Coriandrum sativum

O cultivo da espécie Coriandrum sativum foi realizado em campo, a céu
aberto, na regido de Venda Nova do Imigrante/ES, em parceria com 0S
agricultores da regido, no periodo de Dezembro a Janeiro. Para atender aos
objetivos do presente estudo, que previam comparacdes entre dois padroes
distintos de adubacéo, foram estabelecidos dois tratamentos, um deles com
terra agricola suplementada com esterco bovino sem a presenca de herbicidas
(adubacéo organica) e o outro com terra agricola suplementada com NPK (4-
14-8), na concentracdo de 150g/m2 (adubacdo quimica), sendo que cada
canteiro tinha a dimens&o de 2m x 6m e as mudas foram plantadas utilizando-
se 0 espacamento de 25 cm x 10 cm. Todos os tratamentos foram expostos a
irrigacdo diaria. A analise de composicao de solo foi realizada pelo Laboratorio
de Analise Agrondmica e Consultoria LTDA- FULLIN (Linhares/ES) (ANEXO A),
metodologia conforme EMBRAPA, 1998.

Apos 45 dias do plantio, as plantas foram coletas prosseguindo-se 0s
testes em laboratoério. Para tanto, toda a parte aérea da planta foi submetida a
secagem em estufa de herbario (40°C/48h) e, posteriormente, o material foi
moido em liquidificador industrial.

O extrato bruto hidroalcoolico de C. sativum, de cada uma das condi¢des
(adubacédo e estadios de desenvolvimento) foi preparado por maceragdo em
etanol 70%, por 72 horas. Cada amostra foi filtrada, em papel filtro, e
submetida a rotaevaporacdo a presséao reduzida, a uma temperatura média de
60 °C. Procedeu-se a secagem do concentrado em estufa, por 24h a 50°C,
sendo posteriormente estabelecida a massa seca dos extratos para uso nos
ensaios biolégicos (DELARMELINA et al 2012).
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4.2 Fitoquimica Preliminar

A prospeccéao quimica foi realizada com o intuito de identificar grupos de
metabolitos secundarios tais como alcal6ides, flavondides, saponina,
triterpenos, esteroides, taninos, cumarina e naftoquinona. Para tanto, foram
utilizadas aliquotas do EBH de cada tratamento que foram submetidas a
metodologia sugerida por Costa (1982) e Wagner e Bladt (1996).

As andlises de fitoquimicas preliminares foram realizadas no Laboratério
de Produtos Naturais da UFES em parceria com a Profa Dra. Claudia M. Jamal
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do

Espirito Santo.

4.2.1 Alcaloides

Uma aliquota do extrato foi diluida em etanol, adicionou-se 1mL de HCI
e gotas do reagente de Draggendorf, reservou e aguardou-se a reacao, que em

presenca de compostos alcaloides desenvolve um precipitado laranja.

4.2.2 Flavonoides

A identificacdo de flavonoides foi realizada por meio da Reacdo da
Cianidina e de AICIl;. Na reacédo de cianidina, foi adicionado a um tubo de
ensaio cerca de 1 mL do extrato diluido em etanol. Ao tubo foi acrescentado 1
mL de HCI concentrado e fragmentos de zinco em pé. A reacdo com mudanca
de cor identificara o tipo de composto. A reacdo de AICIl; procedeu-se em
capsulas de porcelana onde gotas de AICl3 a 2%, foram adicionadas a 1 mL de
extrato diluido. As cdpsulas passaram por aquecimento, até secagem completa
do seu conteudo e, posteriormente, a coloragéo foi observada em fluorescéncia
sob luz U.V. A observacéo de fluorescéncia de coloracdo amarela é o indicativo

resultado positivo para flavonoides
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4.2.3 Saponina

Ao extrato diluido em alcool adicionaram-se gotas de uma solucéo
saturada de carbonato de sédio (Na,CO3) até obtencado da neutralidade. A cada
adicdo de (Na,CO3) ao extrato era verificado o pH com uma fita de teste. Apos
atingir o pH neutro a mistura foi aquecida até a ebulicdo. Aguardou-se o
resfriamento e filtrou-se a mistura com algodao separando cerca de 2 mL do
fitrado em uma proveta. Completou-se o volume para 100 mL com agua
destilada. O tubo fechado foi agitado energicamente por 1 minuto e, em
seguida, foi observada a formacédo de espuma persistente, com 1cm ou mais

de altura, que ocorre na presenca de saponina.

4.2.4 Triterpenos e Esteroides

Em um tubo de ensaio colocou-se uma aliquota do extrato com 10 mL
de etanol lavado em cloroférmio. Em seguida, a solucao filtrada cloroférmica
foram adicionados 2 mL de anidrido acético, o tubo foi agitado suavemente e,
por ultimo, foram adicionadas gotas de &cido sulfarico puro. A formacédo de
uma coloracéo azul a esverdeado indica a presenca de esteroides, a coloracao
variando de castanho a vermelho é indicativo da presenca de triterpenos.

4.2.5 Taninos

Solubilizou-se uma aliquota do EBH em 5mL de solucdo de gelatina e
cloreto de sodio (reagente 2, Kit Quibasa). O aparecimento de precipitado

indica a presenca de taninos.

4.2.6 Cumarina

Aplicou-se uma gota do EBH em uma tira de papel filtro, depois de seco
observou-se a mancha sob luz U.V.. Aplicou-se uma gota de hidréxido de

potassio (KOH) a 10% na mancha observada anteriormente e, novamente, se
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observou sob luz U.V. A fluorescéncia azul ou amarelada na parte exposta da

mancha indica a presenca de cumarinas.

4.2.7 Antraquinona

Solubilizou-se uma aliguota do EBH em 3 mL de cloroférmio e
adicionaram-se 2 mL de hidréxido de amoénio (NH4;OH). Os tubos foram
agitados vagarosamente. Avaliou-se a formagao de um anel vermelho na parte

superior que seria o indicativo da presenca de naftoquinona.

4.3 Quantificacdo espectrométrica de flavonoides

Diversos trabalhos apontam para uma relacdo estreita entre a
concentracdo de flavonoides na planta e sua atividade antioxidante (TRUEBA
et al, 2001; MACEDO, et al, 2013), portanto, prosseguiu-se com a quantificacéo
destes compostos.

A concentracdo de flavonoides foi determinada através da quantificacdo
espectrométrica, segundo metodologia proposta por Costa (1982) e Rusak et al

(1993) com algumas modificacdes.

4.3.1 Curva Padrado Para Flavonoides

Foram dissolvidos 25 mg de rutina em metanol, completou-se o volume
para 50 mL, obtendo-se concentracéo final de 0,5 mg.L™. Desta solugéo foram
retiradas 4 aliquotas (0,25 mL; 0,5 mL; 1,0 mL e 1,5 mL), as quais foram
colocadas em bal6es volumétricos de 25 mL. Cada um destes volumes foi
completado para 2 mL com metanol e, em seguida foram acrescentados, em
cada baldo volumétrico: 0,6 mL de acido acético glacial; 10 mL da solucéo de
piridina e 4gua (20:80); 2,5 mL de solugéo de cloreto de aluminio em metanol a
6,5% e, em seguida, completou-se o volume da mistura para 25 mL, com agua
destilada. Apos 30 minutos, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

a 420 nm, utilizando-se como solugdo “branco” todos os reagentes listados
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anteriormente (exceto rutina e o cloreto de aluminio), com o objetivo de calibrar

(“zerar”) o aparelho. As analises foram feitas em triplicatas.

4.3.2 Quantificacédo de Flavonoides Utilizando o EBH

Pesaram-se 50 mg do EBH, que na sequéncia foram diluidos em 15 mL
de etanol, apds essa adicdo completou-se o volume para 50mL, com metanol.
Desta solucéo foi retirada uma aliquota de 250 pl, a qual foi vertida em um
baldo volumétrico, completou-se o volume para 8 mL com metanol, em seguida
foram acrescentados: 0,6 mL de acido acético glacial; 10 mL da solucéo de
piridina e agua (20:80); 2,5 mL de solucéo cloreto de aluminio em metanol a
6,5% e, em seguida, completou-se o volume para 25 mL com agua destilada.
As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 420 nm, utilizando-se
como solucao “branco” todos os reagentes listados anteriormente (exceto rutina

e o cloreto de aluminio) para zerar o aparelho.

4.4 Espectrometria de Massas

No sentido de se obter mais informacfes relativas aos compostos
quimicos dos extratos de coentro, utilizou-se a espectrometria de massa, que é
considerada uma técnica microanalitica Gtil e uma importante ferramenta para
se caracterizar as amostras, quanto ao peso molecular e as estruturas de seus
compostos quimicos (DINIZ, 2011).

As analises de espectrometria de massas (ESI(-)FT-ICR MS e ESI(-
)MS/MS) foram realizadas em parceria com o Prof. Dr. Hildegardo Siebert
Franca do Instituto Federal do Espirito Santo.

Os extratos hidroalcéolicos do coentro foram solubilizados em 1 mL de
metanol. Aproximadamente 10 pL do extrato produzido foram diluidos,
novamente, em 1 mL de solucdo de acetonitrila e agua basificada com NH,OH.
A solucéo resultante foi analisada por ESI(-) FT-ICR MS.

As solugbes foram analisadas por infusao direta a uma taxa de fluxo de

5 puL.min™, para a fonte de electrospray no modo negativo de aquisicdo de fons
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(ESI(-)) e adquiridos em uma regidao de m/z 200 a 1000. As condi¢cbes da fonte
de ESI(-) foram as seguintes: pressdo de gas nebulizador de 1,0 bar, voltagem
capilar de 3,2 kV e temperatura do capilar de 250 °C. O tempo de acumulacdo
de fons foi de 5.10“ s, sendo que cada espectro foi adquirido pela acumulacao
de 32 scans com um dominio de tempo de 4 mega-point (COSTA et al, 2015).

Todos os espectros de FT-ICR MS foram externamente calibrados
utilizando uma solucdo de NaTFA (m/z de 200 a 1200). Um poder de resolucao
de aproximadamente 500 000 a m/z de 428 e uma exatiddao de massa menor
do que 1 ppm fornecem férmulas moleculares inequivocas para ions
moleculares monocarregados. Os espectros de FT-ICR MS foram adquiridos e
processados utilizando o software Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). O grau de instauracdo para cada molécula foi determinado a partir
do seu valor de DBE (double bond equivalent), (DESTEFANI et al, 2014;
NASCIMENTO et al, 2015) equacgao 1:

DBE =c—h/2 +n/2 + 1 (1)

onde c, h, e n correspondem aos nameros de carbono, hidrogénio e nitrogénio,
respectivamente, na féormula minima determinada a partir dos dados de FT-ICR
MS.

4.5 Ensaio Antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por meio do ensaio da atividade
sequestrante do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) em
microplaca (DUARTE et al., 2006) expressa em porcentagem, por comparacao
ao controle acido ascorbico.

A capacidade antioxidante de vegetais € um dos principais fatores que
contribuem para significativa reducdo da incidéncia de doencas cronicas e
degenerativas encontradas em populacdes cujas dietas sdo altas na ingestao
desses alimentos (SHAHIDI, 1996). As substancias antioxidantes presentes

nos extratos reagem com o DPPH que é um radical estavel, e converte-o em
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2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracdo indica o potencial
antioxidante do extrato.

Para o teste DPPH, uma aliquota de 200 puL da solugdo metandlica de
DPPH 120 mg.L™ foi adicionada a 100 pL do extrato etanélico de coentro. Apds
30 minutos em auséncia de luz, realizaram-se as leituras de absorbancia a 517
nm em espectrofotometro para microplaca (ELISA). Foram utlizadas as
concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 e 15.625 ug.mL™ do
extrato, em triplicata. Como controle utilizou-se solucdo de Trolox e foram
preparados os “brancos” correspondentes ao ensaio DPPH, aos padrdes e as
amostras e o alcool metilico foi utilizado para a calibragéo do aparelho.

. Os célculos foram efetuados com o auxilio da seguinte formula (NOIPA,
2011):

% descoloracdo do DPPH = A controle - (A amostra - A branco da amostra) x 100

A controle

em que: A amostra = absorbancia da amostra a 517 nm; A branco da
amostra = absorbancia do branco da amostra a 517 nm; A controle DPPH =
absorbancia do branco do ensaio DPPH a 517 nm.

Os resultados obtidos a partir da avaliagcdo da atividade antioxidante do
coentro, em diferentes condi¢cdes de cultivo e estadios de desenvolvimento,
foram comparados com vistas a identificar possiveis diferencas entre os cada

um dos tratamentos.

4.6 Ensaio do Micronucleo

4.6.1 Animais

Todos o0s experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES, processo 019/2015, Apéndice A).
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Os animais utilizados nos ensaios foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo/Brasil, perfazendo um total de 156
camundongos albinos da linhagem Swiss (Mus musculus), sendo todos
machos, com idade entre 6 a 8 oito semanas e, aproximadamente, 40 g de
massa corporea (mc).

Apbs serem divididos aleatoriamente entre 0S grupos experimentais,
foram acondicionados em caixas de polipropileno com grades de metal e
maravalha. Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo de 7 dias, no
biotério de passagem antes do inicio dos experimentos, com livre acesso a
racdo comercial padréo e a agua, sendo mantidos sob ciclos claro-escuro de
12h.

Os ensaios de antimutagenicidade foram realizados a partir da analise dos
resultados de prospeccéo fitoquimica e de atividade antioxidante, portanto,
foram estabelecidos o0s seguintes grupos experimentais: Adubacdo Quimica
Estadio Vegetativo e Adubacao Organica Estadio Vegetativo.

4.6.2 Ensaio de micronucleo em células de medula 6ssea de

camundongo

O teste de micronucleo em medula dssea foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Krishna e Hayashi (2000). A avaliacdo do efeito
antimutagénico dos extratos de C. sativum contra os danos induzidos pela
Ciclofosfamida foi realizada de acordo com os protocolos de tratamento
simultaneo e de pré-tratamento (RIBEIRO et al, 2003).

No tratamento simultaneo, as trés concentracfes testadas do extrato
(50, 100 e 200 mg.kg™ m.c.) foram administradas em dose Unica, por gavage e,
em  seguida, 0s camundongos  receberam a  ciclofosfamida,
intraperitonealmente (100 mg.kg® mc). Ap6s 24 horas da administracdo dos

extratos e da ciclofosfamida, foi realizada a eutanasia (Figura 4).
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Figura 4. Esquema ilustrativo do protocolo do tratamento simultaneo.

No protocolo de pré-tratamento, os camundongos foram tratados, via
gavage, uma vez ao dia, sempre no mesmo horéario, durante 07 dias
consecutivos, com extrato de coentro nas trés concentracdes testadas (50, 100
e 200 mg.kg™? mc). No 8° dia de tratamento, os animais receberam o mutageno
ciclofosfamida, i.p. (100 mg.kg? mc) e 24 horas apds esta aplicacdo foi

realizada a eutanasia, por deslocamento cervical (Figura 5).

Dias

| i |

B cxirato C. sativum + Eutanasia

1 Ciclofosfamida

Figura 5. Esquema ilustrativo do protocolo de pré — tratamento.

Para cada grupo experimental foram utilizados seis camundongos Swiss,
aos quais foram administrados volumes proporcionais de extrato a massa
corporea de cada animal. No grupo experimental Controle Negativo, 0s
camundongos receberam uma Unica dose de solugdo salina NaCl 0,9% (via
gavage), os quais foram eutanasiados 24 horas apés esta aplicacdo. Os
animais do grupo experimental Controle Positivo receberam a ciclofosfamida,

em dose Unica, na concentracdo de 100 mg.Kg™ mc e 24 horas depois da
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aplicacao foi realizada a eutanasia. O quadro 1, ilustra todos os tratamentos
considerando o Pré-Tratamento e Tratamento Simultaneo.

Posterior a eutanasia, foram retiradas amostras da medula 6ssea dos
fémures de cada animal, injetando-se 0,5 mL de soro fetal bovino com auxilio
de uma seringa e centrifugando-se por 10 minutos, a 1000 rpm. O sobrenatante
foi descartado e o material foi submetido, novamente, a centrifugagéo por 10
minutos, a 1000 rpm. Pelo método de esfregaco, confeccionaram-se 2 laminas
para cada animal, fixadas em alcool metilico por 10 minutos e coradas com

Leishman eosina-azul de metileno.

Quadro 1. Grupos Experimentais utilizados no Pré-tratamento e no Tratamento

Simultaneo.
Teste Adubacéao Estadio Dose N | Sexo
Antimutagénico Desenvolvimento
50 mg.Kg*EBH | 6 &)
Pré- Tratamento | Quimico Vegetativo 100 mg.Kg" EBH | 6 3
Ou 200 mg.Kg' EBH | 6 S
Tratamento 50 mg.Kg™ EBH 6 a3
Simultaneo Organico Vegetativo 100 mg.Kg*EBH |6 | J
200 mg.Kg' EBH | 6 3
Controle Positivo -- -- Ciclofosfamida 6 3
100 mg.Kg™
Controle -- -- Solugéo salina 6 a
Negativo 0,9%

& = macho. EBH - extrato hidroalcoolico de coentro

As laminas foram analisadas em microscépio 6ptico com aumento de
1000 vezes, sendo contabilizados 2000 eritrécitos policromaticos (EPC) por
animal, considerando-se o0s eritrécitos policromaticos micronucleados
(EPCMNSs). A analise de citotoxicidade foi determinada pela relacéo entre EPC
e eritrocitos normocromaticos (ENC) pela razdo EPC/EPC+ENC, em um total
de 200 células contadas por lamina.

A porcentagem de reducdo de danos (diminuicdo da frequéncia meédia

de células micronucleadas) nas diferentes concentracdes e protocolos, foi
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calculada de acordo com Manoharan e Banerjee (1985) e Waters et al. (1990),

usando a formula:

(%) Reducao = frequéncia de EPCMNs em A — frequéncia de EPCMNs em B x 100
frequéncia de EPCMNs em A — frequéncia de EPCMNs em C

onde “A” é o grupo de células tratadas com ciclofosfamida (controle positivo);
“B” € o grupo de células tratadas com o extrato de C. sativum e “C” € o grupo

controle negativo (NaCl 0,9%).

4.7.4 Analises Estatisticas

Os dados foram avaliados pela andlise de varidncia e o teste de
normalidade. Para a analise estatistica foi empregado o Teste de Kruskall
Wallis, com significancia de 5%. Todos os testes estatisticos foram realizados

com o auxilio do software Assistat 7.6 beta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Quimica de Solo

De acordo com a analise quimica dos solos (Tabela 1, Anexo A) foi
verificado que todos os tratamentos apresentaram altos valores para quase
todos nutrientes avaliados (P, K, Ca, Mg, MO), e valores variando de médio a
alto para os demais (Mg e Al) quando comparado aos valores de referéncia. A

acidez registrada também variou de média a elevada.

Tabela 1: Resultado da analise quimica dos solos coletados nos campos de cultivo de
Coriandrum sativum utilizadas neste estudo. (Fonte: Laboratério FULLIN)

Campo Campo Campo Campo ref\é?écr)wrcia
Parametro analisado Coentro Coentro Coentro Coentro (FULLIN)
Organico Quimico Organico | Quimico o ~
; : = ~ Classificacé&o
Vegetativo | Vegetativo | Floracdo Floracédo Médi
édia
Fosforo-Mehlich mg/dm?® 104 60 73 150 30260
Potassio mg/dm?® 440 190 280 440 80 a 200
Calcio cmolg/dm® 7,0 4,0 4,0 8.8 15a4,0
Magnésio cmolc/dm?® 1,7 0,6 0,6 0,8 0,6a1,0
Aluminio cmolg/dm”® 0,1 0,1 0,1 0,5 0,4a1,0
H+Al cmolc/dm® 4,2 5,2 5,0 6,8 26a5,0
Matéria Organica (MO)dag/dm® 3,7 4,1 3,7 3,5 1,6a3,0
Acidez
pH em agua 5,6 5,6 5,6 50 Elevada
<5,0

Nos campos de cultivo de coentro adubado quimicamente, tanto no
estadio vegetativo quanto no estadio de floracdo, foram obtidos os valores mais
elevados quanto aos nutrientes analisados. O maior indice de matéria organica,
por outro lado, foi obtido no cultivo com adubacéo orgéanica durante o estadio
vegetativo, seguido pelo estadio de floracdo na mesma condicao.
Diferentemente do presente estudo, Pires e colaboradores (2003), observaram
baixos teores de P, K, Ca, Zn e Cu e baixo ph ao avaliarem as principais
unidades de solo do Espirito Santo, porém a andlise ndo envolveu tipos de

adubacao.
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O tipo e a disponibilidade de nutrientes no solo sao fatores que podem
interferir na producdo de metabdlitos secundarios, tais como flavonoides,
cumarinas e taninos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007),

5.2 Prospeccdao Fitoquimica

Os resultados da prospeccéo fitoquimica do extrato hidroalcoolico das
folnas de C. sativum indicaram a presenca de flavonoides, cumarinas e

esteroides para todos os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise fitoquimica preliminar do extrato hidroalcoolico das folhas de

C. sativum submetidas a adubacdo quimica e orgénica.

Tratamentos

Grupos

Ouimicos CQ1 co1 CcQ2 co2
Tanino - - - -
Cumarina + + + +
Saponina - - - -
Alcaloide - - - i
Esteroide + + + +
Triterpeno - - - -
Flavonoide + + + +

Naftoquinona - - - -

CQ1 - Coentro Quimico Vegetativo; CO1 - Coentro Organico Vegetativo; CQ2 -
Coentro Quimico Floragéo; CO2 - Coentro Orgéanico floragao.

Estudos apontam que a producdo dos metabdlitos secundarios, tais
como flavonoides, cumarinas e taninos, pode ser influenciada pelo meio,
principalmente em situacdes de falta ou excesso de algum fator de producao
(FERRO, 2006; GOBBO-NETO & LOPES, 2007), porém no presente estudo,
por meio da analise fitoquimica preliminar, ndo foram observadas diferencas na
composicdo de C. Sativum, sob as diferentes condicbes de adubacédo

aplicadas. Situagao similar foi observada por Wong e Kitts (2006), em estudo
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com hastes de coentro, no qual verificaram a presenca de flavonoides e
cumarinas, como predominantes em todos os tratamentos testados, sob
diferentes regimes de irrigacdo. Também corroborando os resultados aqui
expostos, Costa e colaboradores (2008), em estudos com Cymbopogon citratus
(capim limao) submetida a adubacao quimica e organica, observou que apesar
de as plantas apresentarem producao diferenciada de biomassa, nao tiveram o
teor de seu 6leo essencial alterado.

Por outro lado, Armijos (2014) relata, por meio de testes qualitativos e
guantitativos, a presenca de alguns compostos ndo observados em nosso
estudo, tais como o0s taninos e pequenas concentracdes de alcaloides (abaixo
de 1ug.g™), para duas cultivares de C. sativum quando cultivadas em diferentes
tipos de solo. Tais resultados podem ser justificados pelo fato de esses
compostos se encontrarem em baixas concentracdes na planta aqui avaliada e,
por isso a fitoquimica preliminar ndo viabilixou a deteccdo de tais substancias

ou ainda, porque a condi¢ao testada ndo permitiu a producdo das mesmas.

5.3 Quantificacdo de flavonoides

Os valores de absorbancia das amostras do extrato EBH de C. sativum

foram comparados com a curva de calibragéo de rutina 0,5 mg.mL™ (Figura 6).

CURVA PADRAO RUTINA

N
(63}
J

y = 0,0586x - 0,1666
R2=0,992

N
|

.!_\
= o1
| |

Absorbancia
o
(6]
|

o
4

Concentragao pg/mL-t

Figura 6: Curva padrdo construida com rutina (0,5 mg.mL™) a 420 nm.
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Os resultados expostos na Tabela 3 demonstram que as concentracdes
de flavonoides dos extratos de coentro avaliados foram maiores naqueles
produzidos a partir das plantas em estadio vegetativo, independentemente do
tipo de adubacao utilizada. E em relacdo a adubacédo, o maior valor de teor de
flavonoide foi o observado para a condicdo de adubac&o organica. Para o
estadio de desenvolvimento de floracdo, na condi¢do de adubacao organica foi
observada a menor concentracdo de flavonoides (8,258 pg.mL™), porém o
coentro na condicdo de adubacdo quimica, para este mesmo estadio,

apresentou uma diferenca menor que 0,1 pg.mL™.

Tabela 3. Concentracéo de flavonoides nos EBH de C. sativum

Tratamentos Conc.entrac;éo de-l Concentracéo pércentual
flavonoides (ug.mL™) de flavonoides
Extrato etandlico
de coentro
Quimico Vegetativo 9,828 6,14263
Organico Vegetativo 11,808 7,37984
Quimico Floracgéo; 8,344 5,21473
Organico Floracao 8,258 5,16141

A partir das andlises de solo, verificou-se que a adubacdo organica
apresentou menor aporte em praticamente todos os nutrientes (Tabela 1,
ANEXO A), sendo neste tratamento, observada a maior producdo de
flavonoides. Bortolo e colaboradores (2009) sugerem que condi¢cdes de
diminuicdo da disponibilidade de recursos pode promover o redirecionamento
do carbono fixado da producdo de metabdlitos primarios para a producao de
metabdlitos secundarios como os flavonoides e outros compostos fendlicos,
resultados que corroboram os do presente estudo.

Estudos realizados em outras espécies de plantas com fins medicinais
como pimentas, visando correlacionar a influéncia dos nutrientes sobre a
producdo de metabdlitos secundarios mostram uma correlacdo positiva com a
propor¢cao carbono/nutrientes, ou seja, em solos pobres em nutrientes,
paralelamente a menor taxa de crescimento, geralmente se verifica maior
producdo de metabdlitos secundarios, particularmente derivados fendlicos
como flavonoides (GOBBO-NETO E LOPES, 2007).
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5.4 Espectrometria de Massas

A figura 7 apresenta os espectros de massas no modo ESI(-)FT-ICR MS
dos extratos hidroalcodlicos de C. sativum, que foi cultivado sob adubacéo
quimica e organica em diferentes estadios de desenvolvimento (vegetativo e
floracdo). O resultado comum em todos os espectros de massas obtidos foram
0s sinais de m/z de 277,21708 e 339,23264.

Através do processamento dos espectros pelo o software Data Analysis,
o sinal m/z de 277,21708 possui uma formula molecular C1gH3,0; (erro de 0,81
ppm, DBE de 4 e m/z tedrico de 277, 21730) e o sinal de m/z 339,23264
forneceu a formula molecular C,3H3,0,, (erro de 0,92 ppm, DBE de 8 e com
m/z tedrico de 339,23295), sem no entanto haver uma conclusédo sobre quais
sdo os compostos especificos. Os perfis dos espectros de massas entre 0s
extratos do coentro no cultivo organico e quimico, no estadio de floracdo
mostram-se semelhantes quanto aos sinais majoritarios e alguns minoritarios
visiveis, 0 que indica que h& similaridade de componentes entre eles.
Nascimento (2014) trabalhando com amostras de Cannabis sativa (maconha)
apreendidas pela Policia Civil do Estado do Espirito Santo, também identificou,
por ESI(x)-FT-ICR MS, sinais similares entre as amostras, permitindo a
elaboracao de um perfil quimico.

Com relacdo ao estadio vegetativo, os sinais de m/z 249,18585 e
255,23278 foram detectados nos extratos, tanto para o tratamento da planta
com adubacdo quimica quanto organica. O processamento dos espectros
demostrou que o sinal m/z de 249,18585 possui uma formula molecular
C16H260, (erro de 0,63 ppm, DBE de 4 e m/z tedrico 249,18600) e o sinal
255,23278 tem formula molecular C16H320, (erro de 0,81 ppm, DBE de 4 e m/z
tedrico 255,23295). O extrato do coentro cultivado nas condi¢des de adubacao
quimica apresentou mais dois sinais visiveis distintos daquele cultivado com
adubacao organica. Fasciotti e colaboradores (2015) estudaram perfis quimicos
de Swietenia macrophylla (mogno brasileiro) e Khaya ivorensis (mogno

africano) e também detectaram sinais distintos entre as espécies, destacando a
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importancia desta técnica para a comparacdo de amostras de interesse.
Oliveira e colaboradores (2016) por sua vez, estudando quatro estadios de
maturacdo da manga Ub& mostraram as variagbes no conteudo de acidos ,
acucares e compostos fendlicos organicos por meio da técnica de ESI (-) FT-
ICR MS.
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Figura 7- Espectros de massas no modo ESI(-)FT-ICR MS dos extratos hidroalcoolicos do
coentro submetido a adubacdo quimica e adubacdo organica em diferentes estadios de

crescimento

Uma caracteristica importante em substancias organicas de origem
natural € a presenca de heteroatomos, principalmente de Oxigénio (Oy). Esse
elemento pode conferir as moléculas organicas propriedades antioxidantes,
polaridade, solubilidade dentre outras. A porcentagem relativa de Ox pode ser
organizada de acordo com sua quantidade nas moléculas (Ferreira et al, 2011).
Na figura 8 estd representado, de forma hierarquica (O; a Oj5), 0 perfil de

distribuicdo de substancias oxigenadas nos extratos hidroalcoodlicos de coentro.
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Figura 8. Perfil de distribuicdo de substancias oxigenadas nos extratos hidroalcodlicos de C.

sativum.

O indice de deficiéncia de hidrogénio (DBE) de uma molécula organica
indica a presenca de ligacdes duplas e/ou triplas, assim como sistemas ciclicos
na sua estrutura. A figura 9 demonstra a porcentagem de distribuicdo do DBE
nas moléculas encontradas no extrato hidroalcodlico de C. sativum e uma
relacdo com a presenca de moléculas oxigenadas. As espécies quimicas com
dois oxigénios apresentam DBE preferencialmente igual a 3, indicando que
podem ser substancias com ligac6es duplas e a presenca de carbonila na sua
estrutura. O DBE igual a 4 esta relacionado ao anel aromatico ligado a
hidroxilas, o que é sugestivo de compostos fendlicos.

O extrato que diferiu dos demais quanto ao indice de deficiéncia de
hidrogénio foi o do cultivo quimico na fase vegetativa, pois possui DBE igual a
1 para compostos com 2 oxigénios na sua estrutura (Figura 8 e 9). Isso pode

ser um indicativo da presenca de acido carboxilico.

46



Cultivo Organico Vegetativo Cultivo Quimico Vegetativo

00

N ) (T LL-__L_.~

% de substancias
% de substinc s

(
(

3 1 132

Indice 0w deficiencia de hickogénio [DRE) Indice de deficiencia de hidrogénio (DBE)

o

sy sl o4 sk s O7 E sl 8010 st 8013 mOIS sOE "l W 4 sl
Cultivo Organico Floragdo Cultivo Quimico Floragdo
50,0 500
8 ane B an0
= 2
é L1 ,:( ]
: Lo ? 10
00 e l-‘-. —_— al [ - l-_ r . — .
1 | 3 a 5 1 3 4 5 9

Inddice de deticienoa de Indrogémo (DBE} Indice de dehoenca de hdrogémo (082)

S07 W03 S0& RO MD6 ®07 W03 M E0% WMOE o

Figura 9. Correlacdo do indice de Deficiéncia de Hidrogénio com as substancias organicas

oxigenadas nos extratos hidroalcoolicos do Coentro.

A presenca de fenol e ligacdes duplas em moléculas organicas lhes dao
propriedades biologicas diversas, sendo uma delas a caracteristica
antioxidante, estabilizando radicais livres formados nas células (PASSOS,
2013).

5.5 Ensaio Antioxidante

No presente estudo, as maiores porcentagens de inibicdo do radical
DPPH foram obtidas para o coentro cultivado com adubacao quimica, tanto no
estadio vegetativo quanto no de floracdo, sendo que o extrato de C. sativum no
estadio vegetativo e adubacdo quimica foi aquele que apresentou melhor
capacidade antioxidante, chegando a atingir 90% de inibi¢cdo do radical DPPH
na concentracdo de 1000 pg.mL™ (Figura 10), com tendéncia & reducéo da
capacidade antioxidante a medida que houve a reducédo da concentracdo do
extrato. Quando considerada uma mesma condi¢ao de adubagé&o, observou-se
gue a melhor capacidade antioxidante sempre foi obtida pelos extratos do

estadio vegetativo.
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Melo e colaboradores (2008) estudando 15 plantas diferentes do
cerrado, afirmam que substancias que apresentem resultados de atividade
antioxidante superiores a 60% demonstram importante atuacdo no combate

aos radicais livres, auxiliando na prevencao de doencas aterosclerdticas.
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Figura 10. Grafico do teste antioxidante DPPH para os Extratos hidroalcéolcos de C

sativum. CQ1 - Coentro Quimico Vegetativo; CO1 - Coentro Orgéanico Vegetativo; CQ2 - Coentro
Quimico Floragdo; CO2 - Coentro Organico floracéo.

Extratos aquosos e etéricos de C. sativum possuem capacidade
antioxidante contra a oxidacéo lipidica (Melo et al, 2003), sendo esta acdo
atribuida aos seus compostos fenolicos e carotenoides (POKORNY, 1991).

Os compostos fendlicos em plantas constituem uma importante classe
de metabolitos secundarios com potencial bioativo atribuido a atividade
antioxidante e antibacteriana (WONG & KITTS 2006; KAUR et al 2009). Tais
compostos sdo sugeridos como propulsores da acdo antioxidante observada
nos extratos de C. Sativum aqui testados.

Dentro deste grupo encontram-se os flavonoides, que comumente séo
sugeridos como responsaveis pela acédo antioxidante de diversos extratos
vegetais (AHERNE & O’BRIEN, 2002; KAUR et al, 2009). Entretanto, em nosso
estudo tal relacao direta n&o foi verificada, uma vez que a maior eliminagéo do

radical DPPH observada (coentro quimico vegetativo) ndo estava diretamente
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relacionada aquele extrato detentor do maior conteudo total de flavonoides
(coentro orgéanico vegetativo).

Wong e Kitts (2006) trabalhando com extratos metandlico e aquoso de
folha e haste de C. sativum, também encontraram resultados semelhantes aos
agui apresentados, onde o extrato metanolico de haste obteve maior
concentracdo de flavonoides, porém apresentou menor capacidade de inibicdo
do radical hidrofébico DPPH, quando comparado ao extrato aquoso de haste,
no qual a concentrcdo de fendlicos detectada foi menor. Esse fato pode ser
justificado devido a estrutura quimica dos flavonoides encontrados em cada
situacgao.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos € atribuida as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. A presenca de um grupo catecol,
formado por um anel benzénico ligado a duas hidroxilas, é relatada como
importante para tal atividade antioxidante (HEIM, 2002; SANTOS, 2010). A
estrutura comum de um flavonoide apresenta trés anéis aromaticos A, B e C
(Figura 11). Os anéis A e B contém duas hidroxilas nas posi¢cdes 7 e 8 e nas
posicdes 3 e 4, respectivamente. Sendo o terceiro anel (C) composto por uma
dupla ligacdo C2=C3 conjugada com a funcdo cetona, responsavel pelo
deslocamento de eletrons do anel B e de duplas ligacbes com as hidroxilas nas
posicbes 3 e 5, 0 que também confere atividade antioxidante ao flavondide
(HEIM et al., 2002; MICHALAK, 2006). Flavonoides que tenham a perda de
grupos hidroxilicos apresentam atividade antioxidantea reduzida (ARORA et al,
1999).

COHY N0

Figura 11. Estrutura do flavonoide com os grupos de maior

relevancia para captar os radicais livres. (Fonte: BARROS, 2012)

49



Coriandrum sativum (coentro) e Petroselinum crispum (salsa) também
sdo relatados por Wong e Kitts (2006), como responsaveis por atividades
antioxidantes, sendo a dieta suplementar com folhas de salsa capaz de
aumentar a capacidade antioxidante no plasma de ratos e levar a diminuicédo
do estresse oxidativo, em humanos. Mendes (2015) e colaboradores,
trabalhando com misturas condimentares para formacao de temperos, também
relataram que coentro e a salsa possuem boa atividade antioxidante, em
combinagdo com outros condimentos como alho e cebola, por meio do teste
DPPH, com valores ultrapassando os 70% de inibicdo desse radical. Nesse
mesmo estudo, 0s autores ainda verificaram que o coentro obteve performance
antioxidante superior a salsa.

Um extrato que apresente uma boa acdo antioxidante pode ajudar na
performance das enzimas envolvidas no reparo de danos causados por
substancias, como a ciclofosfamida, uma vez que esta ultima forma aductos de
DNA e seu reparo envolve a excisdo de bases, por enzimas que podem ter a

sua atividade melhorada em um ambiente com menor grau de oxidacao.

5.6 Ensaio de Antimutagenicidade

5.6.1 Tratamento Simultaneo

Os melhores resultados antioxidantes foram encontrados para o EBH na
condicdo vegetativa e, considerando que um bom antioxidante pode atuar
como um bom agente antimutagénico, prosseguiu-se com o0s testes de
antimutagenicidade e citotoxidade com essas amostras.

O numero dos eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMNS) e a
relacdo entre eritrocitos policromaticos (EPC) e normocromaticos (ENC)
observados no tratamento simultaneo foram organizados nas tabelas 4 e 5.

Sob as condi¢Bes de tratamento simultdneo, com o extrato de coentro
vegetativo organico ndo houve reducéo significativa da frequéncia de EPCMNs
induzidos pela ciclofosfamida, quando comparado ao grupo controle positivo
(Tabela 4). Com relacdo & citotoxicidade, a dose de 100 mg.Kg™* mostrou maior
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efeito protetivo, porém quando comparada as demais doses estudadas nao

apresentou diferenga significativa.

Tabela 4: Frequéncia de eritrécitos policrométicos micronucleados (EPCMNS) e relacéo entre
0s eritrcitos policromaticos e normocromaticos (EPC/(EPC+ENC)) de camundongos durante
tratamento simultdneo com extrato hidroalcodlico de C. sativum, cultivado sob adubacéo

organica, estadio vegetativo.

Tratamento EPCMNSs Reducéo (%) (EPC/(EPC+ENC))
50 mg.kg™ 37.3333 b 21,53 0,2862 ab
100 mg.kg™ 31.9167 b 35,31 0,3358 b
200 mg.kg™ 30.9583 b 37,75 0,2233 ab
CP (ciclofosfamida) 457917 b - 0,1354 a
CN (solucgéo salina) 6.5000 a - 0,5441 c

CP: controle positivo; CN: controle negativo. As diferentes letras nas colunas 2 e 4 indicam que
os tratamentos foram estatisticamente diferentes. Teste Kruskall-Walis (P < 0,05).

Semelhante resultado foi encontrado para a condicdo de adubacéo
quimica, quanto ao niumero EPCMNSs e, com a reducao dos valores da relacdo
(EPC/(EPC+ENC) sendo maior para a dose de 100 mg.kg™ (Tabela 5).

Tabela 5: Frequéncia de eritrécitos policrométicos micronucleados (EPCMNS) e relacéo entre
os eritrocitos policromaticos e normocromaticos (EPC/(EPC+ENC)) de camundongos durante
tratamento simultineo com extrato hidroalcodlico de C. sativum cultivado sob adubacéo

quimica, estadio vegetativo.

Tratamento EPCMNs Reducéo (%) (EPC/(EPC+ENC))
50 mg.kg™ 29.7500 b 43,29 0,2691 ab
100 mg.kg'l 326250 b 36,28 0,3325 b
200 mg.kg'l 36.1250 b 27,74 0,2467 ab
CP (ciclofosfamida) 475000 b - 0,1325 a
CN (solucgéo salina) 6.5000 a - 0,5442 c

CP: controle positivo; CN: controle negativo. As diferentes letras nas colunas 2 e 4 indicam que
os tratamentos foram estatisticamente diferentes. Teste Kruskall-Walis (P < 0,05).

Apesar de ser observada uma redugcdo na presenca de microndcleos,

essa protecdo nao foi suficiente para neutralizar completamente ou mesmo

combater a inibicdo ou atraso na progressao do ciclo celular, em presenca da
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ciclofosfamida, que é um potente agente antineoplasico usado para o
tratamento de tumores, mas com alta capacidade mutagénica quando utilizada
em sistemas in vivo, tendo o aumento da frequéncia de micronucleos, como
uma de suas caracteristicas (ANTUNES & ARAUJO, 2000; EDELWEISS et al.,
1995).

Quando as condi¢des de adubacao foram comparadas entre si, por meio
do teste estatistico Mann Whitney, para a verificagdo pareada dos tratamentos
organico e quimico, ndo foi encontrada diferenca estatistica entre eles. O fator
adubacdo, portanto, parece nao interferir de forma significativa nos efeitos
quimioprotetores dos extratos de C. sativum, testados no presente estudo,
assim como foi observado com relagdo a composicao quimica dos mesmos.
Sousa (2013) também néo encontrou diferencas quanto ao teor de flavonoides
e Oleo essencial de caules de Baccharis genistelloides (carqueja) submetidos a
diferentes tipos de adubacdo organica, concluindo que 0sS mesmos né&o
influenciaram significativamente em sua composic¢ao. Palacio e colaboradores
(2007) com o objetivo de avaliar a influéncia de fontes e doses de nitrogénio na
producdo de biomassa e teor de 6leo essencial de Baccharis trimera (Less) em
diferentes épocas de colheita, também ndo encontraram diferencas quanto ao
rendimento da matéria seca e quanto ao teor de 6leo essencial nas diferentes
épocas de colheita. Simili e colaboradores (2008) trabalhando com Sorghum
bicolor (sorgo cv. AG 2501C) verificaram que a composi¢cdo quimica nao
alterou significativamente com as adubacdes nitrogenadas e potassicas, em
razdo da alta fertilidade do solo e da baixa precipitacdo pluviométrica, em

funcao do solo e da época do experimento.

5.6.2 Pré-Tratamento

Sob as condicbes de pré-tratamento, o melhor efeito antimutagénico
observado, para o extrato de coentro quimico, foi o da dose de 100 mg.kg™,
com uma redugéo da frequéncia EPCMNs alcangando niveis comparados aos
do controle negativo. Quanto a citotoxidade, constatou-se que nenhuma das
doses, testadas do extrato de C. sativum cultivado com adubo quimico, diferiu

estatisticamente do controle positivo. A maior dose (200 mg.kg™?) foi a que
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mostrou maior reducao dos niveis de citotoxidade impostos pela ciclofosfamida,

nao diferindo estatisticamente das demais (Tabela 6).

Tabela 6. Ocorréncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMNS) e relagdo entre
os eritrécitos policromaticos e normocromaticos (EPC/(EPC+ENC)) de camundongos tratados
durante 7 dias com Coriandrum sativum adubado quimicamente, estadio vegetativo.

Tratamento EPCMNs Reducéo (%) EPC/(EPC+ENC)
50 mg.kg™ 30.2917 b 44,98 0,2317 a
100 mg.kg™ 255417 ab 55,90 0,2867 a
200 mg.kg™ 38.5417 bc 25,86 0,3275a
CP (ciclofosfamida) 51.6250 ¢ - 0,1367 a
CN (solucgéo salina) 6.5000 a - 0,5425b

CP: controle positivo; CN: controle negativo. As diferentes letras nas colunas 2 e 4 indicam que
os tratamentos foram estatisticamente diferentes. Teste Kruskal-Wallis (P < 0,05).

Para o coentro adubado organicamente, observou-se comportamento
semelhante ao do extrato de coentro adubado quimicamente. Neste Ultimo, as
duas menores doses apresentaram melhor potencial antimutagénico, uma vez
que houve reducdo do numero de EPCMNSs, quando comparado ao controle
positivo. Apesar de nao significativo, houve uma tendéncia ao decréscimo da

citotoxidade, com o aumento da dose (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMNS) e relacéo entre
os eritrécitos policromaticos e normocrométicos (EPC/(EPC+ENC)) de camundongos tratados

durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de C. sativum adubado organicamente, estadio

vegetativo..
Tratamento EPCMNs Reducgéo (%) (EPC/(EPC+ENC))
50 mg.kg™ 26.9167 b 52,00 0,2700 ab
100 mg.kg'l 29.5417 b 44,79 0,2862 b
200 mg.kg™" 39.8750 bc 22,77 0,3417 bc
CP (ciclofosfamida) 49.6667 c - 0,0858 a
CN (solucgéo salina) 6.5000 a - 0,5412 ¢

CP: controle positivo; CN: controle negativo. As diferentes letras nas colunas 2 e 4 indicam que
os tratamentos foram estatisticamente diferentes. Teste Kruskall-Walis (P < 0,05).
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Considerando uma analise global dos ensaios de antimutagenicidade, foi
observada maior reducdo de EPCMNs na condigcdo de pré-tratamento em
relagdo ao tratamento simultdneo, porém, mesmo o extrato tendo sido
administrado durante sete dias, este tempo nao foi suficiente para exibir efeitos
estatisticamente diferentes entre as doses. Uma sugestao € que o extrato de C.
sativum, por meio da sua atividade antioxidante, ao entrar na célula, propicie
um ambiente estavel, o que acaba contribuindo para a reducdo de danos ao
material genético, que é refletido na reducdo do niumero de micronicleos nos
camundongos tratados com o mutageno ciclofosfamida.

Cortés e colaboradores (2004), também verificaram uma acéo
antimutagénica do extrato aquoso de folhas de C. sativum, em até 80%, sobre
danos induzidos por aminas aromaticas em hepatdcitos in vitro, por meio do
teste de reversdo de Ames, demonstrando assim que o coentro pode atuar
como quimiprotetor, mesmo frente a outros mutagenos.

Durante os tratamentos quimioterapicos € observada deplecdo de
antioxidantes celulares aumentando a producdo de EROs. Assim, a presenca
de compostos fendlicos com capacidade antioxidante pode aumentar a
eficiéncia da quimioterapia pela reducdo da citotoxicidade atuando nao
somente com suas propriedades antioxidantes, como também pela inibicdo da
DNA-topoisomerase ou tirosina sintase (CONKLIN, 2000).

Apesar de alguns estudos sugerirem que uma dieta rica em compostos
fendlicos exibe propriedades pré-oxidantes e citotdxicas, sob certas condi¢fes
(SUMMERS & FELTON, 1994; YAMANAKA et al., 1997; SUGIHARA et al.,
1999), por outro lado, outros estudos sugerem que compostos fendlicos
também apresentam efeitos bioldégicos positivos em dietas, estando nesses
casos relacionados com a atividade anti-carcinogénica, anti-microbiana e anti-
inflamatéria (HERRERO; IBANEZ; CIFUENTES, 2005) sendo indicados para o
tratamento e prevencao do cancer, doencas cardiovasculares e inflamatorias in
natura (KULDVEE et al., 2003). Considerando que doencgas cronicas tais como
cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas sdo associadas com a
exposicao diaria aos mutagenos, um condimento que atue como um potencial
antimutagénico, além de temperar a comida, constitui-se como um potente

agente na prevencéao destas doencas.
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O conteddo destes compostos fendlicos nos vegetais pode ser
influenciado pelo tipo de adubacéo, seja quantitativamente ou qualitativamente,
como relatado em estudo com Erva-Mate, em que foi verificado um aumento
nos niveis de substancias fendlicas decorrente do aumento da concentracéo de
aluminio, em cultivo hidropdnico (BENEDETTI, et al, 2012). Entretanto, em
Cymbopogon citratus (capim limdo) submetido as adubacbGes quimica e
organica nao se observou nenhuma alteracdo no teor de compostos fendlicos
(COSTA et al, 2008). Para a Achyrocline satureioides (marcela), observou-se
que os teores dos principios ativos contido nas inflorescéncias das plantas
submetidas a diferentes fontes de adubacdo foram bastante proximos da
testemunha sem adubacao (LEITE et al, 2009).

A partir dos resultados aqui apresentados é possivel inferir que todos os
tratamentos, seja na condicdo de ensaio simultdneo ou de pré-tratamento,
apresentaram reducdo de micronucleos quando comparados ao grupo controle
positivo (Ciclofosfamida), sendo que nédo foi verificada alteracbes nas

composicdes de acordo com o fator adubacéo.
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6 CONCLUSOES

v Nao houve diferenca na composicdo dos extratos, pela fitoquimica
preliminar, sendo que na andlise por a espectrofotometria de massas, foi
observado que o extrato de coentro vegetativo quimico diferiu em
apenas dois picos moleculares dos demais.

v A analise fitoquimica preliminar indicou a presenca de cumarinas,
flavonoides e esteroides em todos os extratos obtidos;

v' O extrato de coentro vegetativo com adubacéo orgéanica apresentou 0s
maiores teores de flavonoides quando comparado aos demais extratos
estudados

v' Os resultados de DBE (igual a 4) e presenca predominante de 2
oxigénios apontam para o0s compostos fendlicos como principais
compostos que podem ser sugeridos pela atividade antioxidante dos
extratos.

v O coentro no estadio vegetativo apresentou melhor atividade
antioxidante em comparac¢do ao coentro no estadio de floragéo.

v Quanto a condicdo de adubacdo, o extrato de coentro adubado
guimicamente mostrou melhor performace antioxidante quando
comparado aos demais.

v Quanto ao ensaio de micronlcleo, todos os tratamentos, seja na
condicdo de ensaio simultaneo ou de pré-tratamento, apresentaram
reducdo de micronucleos quando comparados ao grupo controle positivo
(Ciclofosfamida). Esta observacdo sugere o consumo de C. sativum
como potente alimento na prevencdo de danos ao material genético

v' A adubacdo nao influenciou diretamente no poder antimutagénico do
extrato hidroalcoolico de coentro, uma vez que tanto o coentro cultivado
organicamente quanto o coentro cultivado quimicamente mostraram

comportamentos semelhantes.
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ANEXO A
Analise Quimica dos Solos

FULLIN - LABORATORIO DE ANALISE AGRONOMICA
E AMBIENTAL LTDA
Av. Samuel Batista Cruz, 1099 - Centro

CEP: 29900-100 Linhares - ES CNPJ: 03.190.861/0001-78
Telefax: (27) 3371-3460/3289 - E-mail: atendimento@fullin.com.br

ANALISE QUIMICA DE SOLOS

CLIENTE: Patricia Carara dos Santos CULTURA:
ENDERECO: Cond. Vista de Manguinhos Bloco B Ap 602 TELEFONE:
MUNICIPIO: Vitéria-ES FAX:
PROPRIEDADE: DATA ENTRADA: 16/12/2015
1 | RESULTADO DA ANALISE
PARAMETRO || UNID. |
ANALISADO || | AQV | QoAY | AOBV | AOF | AQF
I | 12150819 | 12150820 | 12150821 | 12150822 | 12150823
| Fosforo Mehlich 1/ | mg/dm3 | 104 | 75 | 60 | 73 | 150 |
| Fésforo Remanescente 2/ |  malL | - | - | - | - | - |
| Fésforo Resina | mgidm3 | - | - | - | - | - |
| Potassio (K) 1/ | mg/dm3 | 440 | 470 | 190 | 260 | 440 |
| Enxofre (S) 3/ | mgidm3 | 21 | 14 | 8 | 17 | 263 |
| Célcio (Ca) 4/ | emol e/dm3 | 7,0 | 59 | 4.0 | 40 | 88 |
| Magnésio (Mg) 4/ | emol c/dm3 | 1,7 | 2,2 | 0,6 | 0.6 | 08 |
| Aluminio (A1) 4/ | emol c/dm3 | 0,1 | 0,0 | 0,1 | 0,1 | 05 |
| H+AI 5/ | emol e/dm3 | 42 | 28 | 52 | 50 | 6,8 |
| pH em H20 &/ | - | 56 | 6,1 | 56 | 56 | 50 |
| pH em CaCi2 7/ R - I - | - | - I - |
| pH SMP 5/ | = | = | = | - | = | - |
| Matéria Orgénica 8/ | dagkg | 37 | 39 | 41 | 3,7 | 35 |
| Ferro (Fe) 1/ | mg/dm3 | 159 | 245 | 231 | 131 | 113 |
| Zinco (Zn) 1/ | mg/dm3 | 15,2 | 74 | 38 | 6.5 | 14.0 |
| Cobre (Cu) 1/ | mgldm3 | 46 | 1,8 | 1.1 | 09 | 08 |
| Manganés (Mn) 1/ | mgldm3 | 56 | 44 | 29 | 21 | 30 |
| Boro (B) &/ | mg/dm3 | 0.51 | 0,32 | 0,29 | 0,63 | 0,93 |
| Sédio (Na) 1/ | mgldm3 | 170,0 | 160,0 | 90,0 | 97,0 | 130,0 |
| Cloro (C1) 10/ | mgidm3 | - | - | - | - | - |
| Relagao CaMg | - | 41 | 2,7 | 6.7 | 6.7 | 11,0 |
| Relagao Ca/K | - | 6,2 | 49 | 8.2 | 6.0 | 7.8 |
| Relagao Mg/K | - | 1,5 | 18 | 1.2 | 0.9 | 0,7 |
| Sat. Cana CTC(T) | % | 499 | 48,7 | 38,9 | 39,0 | 50,2 |
| Sat. Mg na CTC (T) | % | 12,1 | 18,2 | 58 | 58 | 46 |
| Sat. K na CTC (T) | % | 8,0 | 10,0 | 47 | 6.5 | 64 |
| Indice saturagao Na | % | 52 | 57 | 38 | 4.1 | 31 |
| Soma de Bases (SB) | emol c/dm3 | 10,6 | 10,0 | 55 | 57 | 1.3 |
| CTC efetiva (t) | cmol c/dm3 | 10,7 | 10,0 | 56 | 58 | 11,8 |
|CTCapH7,0(T) | emol e/dm3 | 14,8 | 12,8 | 10,7 | 10,7 | 18,1 |
| Sat. Aluminio (m) | % | 1 | 0 | 2 | 2 | 4 |
| Saturagdio de bases | % | 716 | 781 | 51,3 | 53,2 | 624 |
1/ Extragso: HC1 0,05 mol/L +H2S04 0,025 mol/L 5/ Solugao Tampao SMP 9/ Extragao: BaCl2 2H20 0,125%
2/ P na solugdo de equilibrio, obtido com CaCl2 10mmiL 6/ pH em H20 1:2,5 10/ Extragao: H20 1:5
3/ Extragso: Ca{H2P04)2 0.01 mol/L. 7/ pH em CaCl2 0,01 mol/L - Analise ndo solicitada
4/ Extragao: KCI 1mollL &/ Oxidag8o: Na2Cr207 2H20 + 4 mol/L H2504 10 moliL
Atengao: para verificar os niveis de referéncia de al. dos Itados acima, Ite a pagina em anexo
Mensagem ao Cliente FULLIN: Linhares-ES, 23/12/2015
- A analise d de da | da
-A ¢a0 ind deste d estara sujeito & ago judicial; Eli Anténio Fullin
Eng.Agronomo CREA: 3706 D/ES
- A FULLIN é uma empresa CERTIFICADA, conforme Norma 9001:2008. MSc. Solos e Nutrigao de Plantas

AQV — Quimico Vegetativo; AOBYV - Organico vegetativo; AQF-Quimico Floracéo; AOF
- Orgénico Floracdo; COAV — Parametro.

78



~

APENDICE A
Certificado de aprovacéo emitido pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES).
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