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RESUMO

Sonchus oleraceus L. ¢ uma espécie que possui ampla diversidade genética e distribuicao
geogréfica por todo o mundo. E utilizada na alimentacio e na medicina popular como
antioxidante e no tratamento de discromias cutaneas, como o vitiligo. Todavia, trata-se de
uma espécie que ndo consta estudos cientificos acerca de sua toxicidade e atividade
melanogénica, até o presente momento. Com base na quantificagdo de compostos fendlicos
totais, atividades antioxidantes e caracterizacdo genética por repeticdes de sequéncia inter
simples (ISSR), objetivou-se avaliar a similaridade entre 8 acessos de S. oleraceus e avaliar a
embriotoxicidade e capacidade melanogénica de extratos de S. oleraceus em zebrafish (Danio
rerio). Foram realizadas quantificagdo de fendis totais e flavondides; ensaios antioxidantes e
avaliacdo do polimorfismo genético utilizando 17 marcadores ISSR da série UBC por
caracterizacdo molecular e citometria de fluxo, em extratos hidroalcodlicos 70% obtidos por
sistema de refluxo, de folhas frescas de 8 acessos de S. oleraceus. Também foram realizados
analises cromatograficas, ensaios de embriotoxicidade e capacidade melanogénica em D.
rerio, de extratos aquosos, hidroetandlicos 70% e metandlicos 50% de plantas de crescimento
espontdneo em areas de cultivo organico e convencional de hortaligas. Na quantificacdo de
compostos fenolicos, os fendis totais variaram de 94.53 a 99.66 mg EAG g e os flavonoides
variaram de 2.40 a 7.13 mg EQ g'l. Todos os acessos apresentaram valores de ICsy nos
ensaios antioxidantes de CAT, DPPH, ABTS e poder redutor. Os iniciadores UBC 864 ¢ UBC
878 proporcionaram maior polimorfismo. Observou-se maior similaridade (77,14%) entre os
acessos Itumirim ZR; e UNICENTRO PR e maior dissimilaridade no acesso 2 (Itumirim ZR)
com 77%. O contetido de DNA variou de 1,59 no acesso 2 (Itumirim ZR;) a 1,96 no acesso 5
(Pouso Alegre). Na cromatografia foi caracterizado acido clorogénico nas folhas e raizes de S.
oleraceus. Nas folhas também foi quantificado acido chicorico, contendo 1,52 a 4,11 mg g'1
de folha, sendo identificado como o composto majoritario da planta. A embriotoxicidade dos
extratos de S. oleraceus em embrides de zebrafish depende da concentracdo de extrato
utilizado, sendo a LCsyp mais elevada no extrato aquoso de raiz 0,08 mg mL"! ¢ a menor no
extrato metanolico de raiz 2,90 mg mL™. Doses acima de 5 mg mL" em qualquer dos
extratos, foram letais em 24h de incubagdo e doses abaixo de 0,0025 mg mL" ndo foram
embriotoxicas. O efeito teratogénico dos extratos nos embrides ocorreu a partir da
concentracdo de 0,005 mg mL™ até 2,5 mg mL™. Nos ensaios de capacidade melanogénica,
extratos de folhas e raizes, na concentragdo de 0,625 mg mL™', foram capazes de estimular a
pigmentacao nas larvas de zebrafish e seus resultados variaram de 0,00055 a 0,00084 pixels
um?. Conclui-se que S. oleraceus possui composi¢do fenolica, capacidade antioxidante e
diversidade genética entre os 8 acessos da cole¢ao e que essa diversidade influenciou nos
resultados antioxidantes. Os resultados também demonstraram que os extratos de S. oleraceus
causaram toxicidade nos embrides de zebrafish, em uma faixa de concentragdo especifica,
todavia também possuem capacidade de pigmentacdo nas larvas destes mesmos animais.

Palavras-chave: Serralha. Fenois totais. Marcadores ISSR. Danio rerio. Pigmentagdo. Acido
chicdrico.



ABSTRACT

Sonchus oleraceus L. is a species that has a wide genetic diversity and geographic distribution
throughout the world. It is used in food and folk medicine as an antioxidant and in the
treatment of skin disorders such as vitiligo. However, it is a species that does not have
scientific studies about its toxicity and melanogenic activity, until now. Based on the
quantification of total phenolic compounds, antioxidant activities and genetic characterization
by inter simple sequence repetitions (ISSR), the objective was to evaluate the similarity
between 8 accessions of S. oleraceus and to evaluate the embryotoxicity and melanogenic
capacity of extracts of S. oleraceus in zebrafish (Danio rerio). Quantification of total phenols
and flavonoids were performed; antioxidant tests and evaluation of the genetic polymorphism
using 17 ISSR markers of the UBC series by molecular characterization and flow cytometry,
in 70% hydroalcoholic extracts obtained by reflux system, from fresh leaves of 8 accessions
of S. oleraceus. Chromatographic analyzes, embryotoxicity and melanogenic capacity tests
were also performed in D. rerio, aqueous extracts, hydroethanolic 70% and methanol 50% of
spontaneous growth plants in areas of organic and conventional vegetable cultivation. In the
quantification of phenolic compounds, total phenols ranged from 94.53 to 99.66 mg EAG g
and flavonoids ranged from 2.40 to 7.13 mg EQ g'l. All accessions showed ICsg values in the
antioxidant tests of CAT, DPPH, ABTS and reducing power. The UBC 864 and UBC 878
primers provided greater polymorphism. There was a greater similarity (77.14%) between the
accessions Itumirim ZR, and UNICENTRO PR and a greater dissimilarity in access 2
(Itumirim ZR;) with 77%. The DNA content varied from 1.59 in access 2 (Itumirim ZR;) to
1.96 in access 5 (Pouso Alegre). In the chromatography, chlorogenic acid was characterized
in the leaves and roots of S. oleraceus. Chicoric acid was also quantified in the leaves,
containing 1.52 to 4.11 mg g of leaf, being identified as the major compound of the plant.
The embryotoxicity of S. oleraceus extracts in zebrafish embryos depends on the extract
concentration used, with the highest LCs in the aqueous root extract 0.08 mg mL™ and the
lowest in the methanol extract of root 2.90 mg mL™ '. Doses above 5 mg mL™ in any of the
extracts were lethal within 24 hours of incubation and doses below 0.0025 mg mL™ were not
embryotoxic. The teratogenic effect of the extracts on the embryos occurred from the
concentration of 0.005 mg mL™" to 2.5 mg mL™". In the tests of melanogenic capacity, extracts
of leaves and roots, in the concentration of 0.625 mg mL™, were able to stimulate the
pigmentation in the zebrafish larvae and their results ranged from 0.00055 to 0.00084 pm’
pixels. It is concluded that S. oleraceus has phenolic composition, antioxidant capacity and
genetic diversity among the 8 accessions of the collection and that this diversity influenced
the antioxidant results. The results also demonstrated that the extracts of S. oleraceus caused
toxicity in the zebrafish embryos, in a specific concentration range, however they also have
pigmentation capacity in the larvae of these same animals.

Keywords: Serralha. Total phenols. ISSR markers. Danio rerio. Pigmentation. Chicoric acid.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento popular sobre as plantas medicinais atrelado as pesquisas cientificas
sobre as mesmas tem possibilitado a prevencao e o tratamento de enfermidades de forma
segura. Mais de 25% de todos os medicamentos foram inicialmente descobertos nos vegetais.
As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo, onde se busca novas fontes para a
obtengdo de principios ativos com acao farmacoldgica ou terapéutica.

Estima-se que aproximadamente 80% da populagdo mundial ja tenha feito uso de
alguma planta medicinal para aliviar sintomas de doengas. Ainda hoje muitas pessoas fazem
uso das plantas medicinais com a falsa ideia de que elas apresentam risco menor quando
comparadas aos medicamentos. Esse ¢ um problema grave, pois ainda sdo poucas as plantas
que possuem estudos toxicologicos e, mesmo assim, continuam sendo utilizadas sem
precaugao.

Dentre essas plantas, Sonchus oleraceus L., uma espécie da familia Asteraceae, ¢
popularmente conhecida no Brasil como serralha. Pertencente ao grupo das hortalicas nao
convencionais ¢ utilizada como alimento e apreciada por muitos na culindria. Como planta
medicinal a serralha é utilizada com diversos fins, como antioxidante e no tratamento de
discromias cutaneas, como o vitiligo. Na literatura ndo se encontra estudos cientificos
utilizando S. oleraceus para pigmentacdo cutdnea, nem tampouco estudos etnobotanicos
relatando o uso desta espécie em casos de vitiligo. Os relatos do uso desta planta para o
vitiligo sdo encontrados apenas em sites informais, blogs e no relato de pessoas que fazem uso
da medicina popular.

A serralha apresenta compostos com efeitos que trazem beneficios a saude humana,
dentre eles sdo encontrados o acido chicorico, acido cafeico, acido caftarico, acido
clorogénico, rutina e quercetina. Entre as varias agdes exercidas na saude humana, por essas
substancias presentes na serralha, observa-se a capacidade antioxidante. Nos ultimos anos tém
crescido o interesse por estudos com antioxidantes naturais € em um contexto mais amplo,
isso se deve a importancia das propriedades antioxidantes com efeitos positivos no tratamento
de doengas.

Além das suas propriedades medicinais, a serralha ¢ uma espécie encontrada em

diversas localidades, com condi¢gdes geograficas e climaticas diferentes e ndo existem



trabalhos que analisem se o local de origem afeta geneticamente a espécie ocasionando
diferengas em sua composic¢do fenolica e atividade antioxidante.

Ensaios de toxicidade sdo fundamentais para atestar a segurancga do uso de extratos de
plantas medicinais pela populacdo. O zebrafish ¢ um modelo animal utilizado em ensaios
biologicos, inclusive para determinar concentragdes embriotoxicas de diversos tipos de
compostos, inclusive extratos vegetais. Ele também ¢ considerado um modelo alternativo para
ensaios envolvendo a melanogénese de mamiferos, com véarias vantagens incluindo rapidez,
relagcdo custo-beneficio, sdo sensiveis a exposi¢cdo quimica durante o desenvolvimento inicial,
possuem 70% de genes homodlogos aos dos seres humanos e relevancia fisioldgica.

Nesse contexto, com base na quantificacdo de compostos fendlicos totais, atividades
antioxidantes e caracterizagdo genética por repeticoes de sequéncia inter simples (ISSR),
objetivou-se avaliar a similaridade entre 8 acessos de S. oleraceus e avaliar a
embriotoxicidade e capacidade melanogénica de extratos de S. oleraceus em zebrafish (Danio

rerio).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o polimorfismo genético e o potencial antioxidante de extratos de acessos de
S. oleraceus e verificar a toxicidade e capacidade melanogénica de extratos de S. oleraceus

em Danio rerio.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar o teor de fendis totais e analisar o potencial antioxidante de
extratos de 8 acessos de S. oleraceus.

e Analisar o polimorfismo genético de 8 acessos de S. oleraceus por meio de
Iniciadores Inter Simple Sequence Reaction (ISSR).

e Avaliar a embriotoxicidade, teratogénese e capacidade melanogénica de
extratos de S. oleraceus provenientes de areas de cultivo organico e
convencional.

e Estabelecer perfis cromatograficos dos extratos de S. oleraceus.

e Caracterizar e quantificar possiveis substancias fendlicas presentes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sonchus oleraceus: de planta invasora a hortalica nio convencional

Sonchus oleraceus L. é uma herbacea anual, considerada por alguns autores como
alopoliploide derivado de Sonchus asper L. e Sonchus tenerrinus L. Pertencente a familia
Asteraceae, subfamilia Cichorioidae, ordem Asterales e representada por plantas do grupo dos
“Dandelions”. Nativa da Europa, Asia Central e norte da Africa (VILELA; PADILHA; SILVA et
al. 2009) ¢ conhecida como sow thistle (inglés), cerraja (espanhol), laiteron maraicher
(francés), crespigno-cicerbita (italiano), kohl-gdinsedistel (alemdo) e no Brasil ¢
popularmente conhecido como serralha, serralha-verdadeira, serralha-lisa, cerraia, ciumo e
chicoria-brava. S. oleraceus L. foi nomeado por Carolus Linnaeus em 1753 em sua “Espécie
Plantarum". "Sonchus" ¢ o nome grego para cardo de porca e significa "oco", fazendo
referéncia as suas hastes ocas e seu epiteto oleraceus significa "vegetal de cozinha".
(FLORENCE; ADEOLU; ANTHONY. 2011).

O género Sonchus possui cerca de 121 espécies descritas (CHAVES; COLARICCIO;
EIRAS et al. 2007) e é composto em sua maioria por plantas anuais, raramente perenes,
glabras, eretas e caule podendo medir até 150 cm de altura. Suas folhas apresentam formato
variavel e a planta exsuda secre¢do leitosa (ARANHA; BACCHI; LEITAO FILHO. 1982) atraindo
insetos, como pulgoes. Por ser originaria da Europa, a serralha adaptou-se melhor em regides
brasileiras de clima ameno, onde desenvolve-se mais facilmente. Nao ¢ uma planta exigente
em termos de fertilidade, sendo encontrada nos mais variados tipos de solo. Nao se
desenvolve se coberta de muita vegetacdo e fica maior e mais vigosa em solos bem drenados,
de textura areno-argilosa ¢ a meia sombra (Figura 1a), além de ocorrer, em especial, em
gramados, hortas e terrenos baldios (SANTOS; CARVALHO; FERREIRA et al. 2012).

Sonchus spp. tem uma popularidade questionavel, por ser considerado uma das piores
ervas daninhas do mundo, sendo uma praga em mais de 55 paises (FLORENCE; ADEOLU;
ANTHONY. 2011). E a segunda maior erva invasora de folha larga. E considerada uma erva
dificil de controlar devido ao seu periodo de emergéncia intermitente e prolongado, baixa
dorméncia de sementes, evolucdo na resisténcia a herbicidas, rapida maturidade das plantas e
produgdo prolifica de sementes altamente dispersivas; além de suas sementes serem dispersas

principalmente pelo vento (anemocoria) (Figura 1b). Todos esses fatores contribuem para a
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distribuicado bem-sucedida de S. oleraceus nos agroecossistemas (PEERZADA; O’DONNELL;
ADKINS. 2019).

Figura 1 - Sonchus oleraceus em campo. (a) Planta jovem. (b) Frutos com semente.

(@) | (b)

Fonte: Da autora (2017).

Além de ser uma planta invasora, também ¢ relatado sua atividade alelopética. Hassan;
Gomaa; Fahmy et al. (2014) em seus experimentos realizaram um preparado de solo onde
havia sido plantado somente S. oleraceus para examinar o efeito das suas fitotoxinas liberadas
no solo, onde posteriormente seriam plantadas outras espécies. Este estudo revelou que o solo
infestado teve efeito inibitorio significativo no nimero de sementes germinadas de Brassica
nigra ¢ Melilotus indicus. Além disso, todos os critérios morfoldgicos, biomassa e
crescimento radicular foram significativamente reduzidos em comparacdo com o controle,
constatando o efeito alelopatico de S. oleraceus.

A serralha (Figura 2), como muitas outras herbaceas, ¢ popularmente chamada de
“mato” ou “daninha”. Entretanto ¢ também uma alternativa alimentar de qualidade. Com o
intuito de resgatar o uso de plantas largamente utilizadas no passado que hoje cairam em
desuso, a serralha, assim como outras plantas, ¢ classificada como hortalica ndo convencional.
O resgate do consumo dessas plantas ¢ de grande importancia, pois visa seus beneficios
nutricionais, facil acesso e a preservagao da biodiversidade (VIANA; CARLOS; SILVA et al.
2015).
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Figura 2 - Aspectos gerais de Sonchus oleraceus.

Tafel 49.

Weiche Saudistel, Sonch

Fonte: Wildfeuer (2006).

Suas folhas tem sabor ligeiramente amargo, variando de planta para planta, € em quase
todas as regides brasileiras sdo utilizadas na culinéria de forma crua ou cozidas, a semelhanga
do almeirdo e da couve. No Brasil a regido onde mais se encontra o uso de S. oleraceus ¢ em
Minas Gerais, e sua forma de preparo tradicional ¢ refogada em banha de porco, com alho e
cebola, para acompanhar angu, carne de porco ou frango caipira. Na culindria em geral a
serralha também ¢ utilizada em omeletes, feijdo tropeiro, massas e ensopados (SANTOS;

CARVALHO; FERREIRA et al. 2012).

3.2 Propriedades medicinais

Diversos compostos sdo encontrados em S.oleraceus, entre eles estd a luteolina,
apigenina, apigenina-7-O-p-D-glucuronideo metil ester, apigenina-7-O-p-D-glucuronideo etil
ester, apigenina-7-O-B-D-glucopiranuronideo , acetato de germanicilo, acido oleandlico e 1-
cerotol (XU; LIANG. 2005), heterosideos cardiotonicos, triterpenos, esteroides, cumarinas,
taninos (LIMA; SILVA; ROSA et al. 2009), acido caftarico (OU; SCHMIERER; RADES et al. 2013),

vilosol, acido ferulico, B-sitosterol, 4cido ursolico, rutina e f-daucosterina (Li; DONG; HUANG
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et al. 2017), quercetina (ALREKABI; HAMAD. 2018) 4cido a-linolénico, 4cido linoleico e acido
palmitico (LI; YANG. 2018).

Preparacgdes fitoterapicas a partir das folhas e raizes de S. oleraceus sao utilizadas pela
medicina tradicional em todo o mundo. Na China ¢ utilizado como abortivo, anticancerigeno,
antidiarreico, anti-inflamatério, narcotico e no tratamento do vicio em 6pio. Na Turquia ¢
utilizado como ansiolitico, tonico, catartico, digestivo, diurético, emenagogo, febrifugo,
hepatico, inseticida, lactogogo. Na Espanha e Turquia como cataplasma, na Tanzania como
tratamento para dor de dente e vermicida e na Nova Zelandia como um laxante leve
(FLORENCE; ADEOLU; ANTHONY. 2011).

Na base de dados Scopus sdo encontrados 425 artigos cientificos buscando o termo
“Sonchus oleraceus”, 27 artigos cientificos utilizando os termos “Sonchus oleraceus” e
“Medicinal uses”, 33 resultados para “Sonchus oleraceus” e “Antioxidant”. Apesar de pouco
o numero de trabalhos encontrados para esta espécie, estes trabalhos abarcam um grande
numero de aplicagdes em diversas areas.

Li; Dong; Huang et al. (2017) relataram que os extratos de S. oleraceus inibiram
significativamente a produgdo de citocinas e mediadores pro-inflamatérios nos niveis de
genes e proteinas com a concentra¢io de 31,3 pg mL™' em camundongos.

Outros estudos tém apontado agdo antinociceptiva pela admistra¢io de 300 mg kg™,
via oral, de extratos hidroetandlicos 50% e diclorometanicos, que foram superiores a a¢ao da
indometacina (5 mg kg'l, via oral) e morfina (10 mg kg'l, via oral) (VILELA; PADILHA; SILVA
et al. 2009); agdo ansiolitica em ratos com a administragdo de 100 e 300 mg kg™ via oral, de
extratos hidroetanolicos 50% (VILELA; SONCINI; GIUSTI-PAIVA. 2009); agdo antibacteriana
(FLORENCE; ADEOLU; ANTHONY. 2011); acdo antidiabética por meio de extratos
hidroetanolicos (TEUGWA; MEJIATO; ZOFOU et al. 2013) ¢ acdo anti-idade (OU; RADES;
MCDOWELL. 2015).

Em trabalhos realizados com extrato radicular e de folhas de S. oleraceus foi
demonstrada atividade antiulcerogénica em camundongos e ratos Wistar. O extrato etanolico
da raiz (500 mg kg™) produziu 88,5% de protegdo contra a tilcera, a fragdo butanol do extrato
de raiz também produziu 76,66% de protecdo contra a ulcera. Os extratos etandlicos de folha
e raiz ndo apresentaram alteragdes nas fungdes hepaticas e renais e sdo seguros até 500 mg kg’

! via oral. A triagem fitoquimica dos extratos investigados revelou a presenca de carboidratos,
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flavondides, taninos, esterois insaturados, proteinas e lactonas, responsaveis pelas atividades
(ALOTHMAN; AWAAD; SAFHI et al. 2018).

Foi atestado o efeito anticancerigeno de extratos etanolicos de S. oleraceus em cultivo
da linhagem celular de adenocarcinoma mamario (AMN3) nas concentra¢des de 5 mg mL™,
0,001 mg mL", 0,0006 mg mL'l, nos periodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, € em
cultivo da linhagem celular de cancer de laringe (Hep-2) nas concentragdes de 5 mg mL' e
0,001 mg mL"', durante os periodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente (ZGHAIR; NAHI;
Y ASEEN et al. 2010).

Prichoa; Roman e Manfredini (2011) demonstraram que o macerado de S. oleraceus
em etanol 70% proporcionou reparo tecidual em pele lesionada de ratos Wistar comparado
com padrdes fisioldgicos normais. Em ensaios bioldgicos Nonato; Vargas Viloria; Carvalho et
al. (2018) apontaram o efeito de pomada preparada a base de S. oleraceus na recuperagao de
feridas em ratos Wistar (Rattus norvegicus) em 10 dias de tratamento, demonstrando efeito
superior ao grupo controle. Segundo esses autores, a serralha também ¢ utilizada como um

medicamento popular para de tratamento de vitiligo na regido leste de Minas Gerais, Brasil.
3.3 Potencial antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias que quando presentes em baixas concentragdes em
relacdo ao substrato oxidavel, atuam atrasando, sequestrando ou inibindo a oxidag¢do do
substrato. Eles atuam por meio do mecanismo de doagdo de hidrogénio e/ou transferéncia de
elétrons para o radical livre. A localizagdo das hidroxilas nos compostos fenolicos, bem como
a quantidade, influencia diretamente sua atuacdo como antioxidante (BOROSKI; VISENTAINER;
COTTICA et al. 2015).

A industria tem utilizado os antioxidantes de qualidade alimentar na preservacao dos
alimentos e de suas propriedades nutricionais; na satude eles tém sido utilizados na prevencao
e tratamento de doencas cardiovasculares, catarata, cancer e diversas outras doencas
autoimunes, além de tratar o envelhecimento (KAUR; KAPOOR. 2001; SHAHIDI. 2000).

Os compostos fendlicos sdo um dos grupos de metabolitos secundarios mais
abundantes nas plantas. Sdo substincias produzidas a partir de um conjunto de precursores
biossintéticos, sendo eles: piruvato, fosfenol piruvato, acetato e alguns aminoacidos, malonil-

CoA e acetil-CoA por meio da via do metabolismo do chiquimato e dos poliacetatos
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(BOUDET. 2007; OKSANA. 2012; Ross; KASUM. 2002). Os compostos fenolicos variam de
moléculas simples como o fenol, até estruturas altamente polimerizadas, somando um total de
mais de 8.000 estruturas ja identificadas. Na satide humana eles tém sido utilizados como
antioxidantes prevenindo e tratando diversas doencas. Nas plantas eles estdo envolvidos em
aspectos relacionados a sua sobrevivéncia, como defesa contra patégenos, protecdo de
tecidos, pigmentagdo, crescimento dentre outros (BOUDET. 2007; OKSANA. 2012).

Entre os compostos fendlicos sdo encontrados os flavonoides. Eles sdo componentes
que possuem fungdes nas plantas como antibidticos naturais, podendo ser utilizados como
antiflingicos, bactericidas, agentes para prote¢do contra a radiagdo ultravioleta (UV), além de
participarem da conformacao estrutural da parede celular das plantas. Eles pertencem a uma
ampla classe de substancias quimicas de origem natural. A sintese dos flavonoéides ndo ocorre
em seres humanos, todavia, apresentam varias propriedades farmacologicas que lhes permite
agir nos sistemas biologicos e assim favorecer a sade humana, como suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias ja estabelecidas (FLAMBO. 2013).

Na literatura sdo descritas diversas metodologias para a exploracao das atividades
antioxidantes em plantas e alimentos, que contemplam algumas caracteristicas como, por
exemplo, o mecanismo de acdo. Estudar a eficiéncia dos antioxidantes nas plantas ¢ um
trabalho complexo, requerendo a utilizagdo de diferentes métodos para determinar o efeito
antioxidante sob diferentes substratos. Os métodos podem variar de acordo com a natureza
dos ensaios, se in vitro ou in vivo, de acordo com o desempenho do antioxidante frente ao
radical ou ion metalico, na capacidade de doar ou transferir életrons e capacidade de avaliar
componentes hidrofilicos e lipofilicos (BOROSKI; VISENTAINER; COTTICA et al. 2015).

Segundo Yin; Heo; Jung et al. (2008) a atividade antioxidante relatada aos compostos
com poder redutor estd relacionada a capacidade de reduzir intermediarios oxidados dos
processos de peroxidacao lipidica, e a atividade redutora ¢ geralmente associada a presenca de
agentes redutores, que demonstram exercer um efeito antioxidante doando um &4tomo de
hidrogénio e, assim, quebrando a cadeia de espécies reativas. Em ensaios de poder redutor,
estes mesmos autores analisaram fra¢des de extrato MeOH 70% de S. oleraceus comparadas
aos padrdes de BHT e Vitamina C e encontraram que a fraco de acetato de etilaa 1 mg g se
assemelhou a ambos os padrdes testados.

Em ensaios de poder quelante a ferrozina pode formar quantitativamente complexos

N N .. . ~ ~
com Fe’". Quando outros agentes quelantes sdo adicionados a solucdo, a formagdo do
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complexo ¢ interrompida, resultando no desaparecimento da coloragdo avermelhada/lilds do
complexo. Sendo que a medi¢do da taxa de reducdo de cores permite estimar a atividade
quelante do agente quelante coexistente (YIN; HEO; JUNG et al. 2008).

O ensaio de DPPH ¢ baseado na captura do radical livie DPPH por antioxidantes,
gerando um decréscimo da absorbancia a 517 nm. No ensaio, ocorre uma reacao de oxi-
reducdo, onde o DPPH, que apresenta coloragdo violeta, ¢ reduzido formando DPPH-H
(BOROSKI; VISENTAINER; COTTICA et al. 2015). Alguns estudos demonstraram que os extratos
de Sonchus oleraceus exibiram atividade antioxidante quatro vezes superiores ao do mirtilo,
um fruto conhecido devido a sua elevada atividade (GOULD; THODEY; PHILPOTT et al. 2006;
MCDOWELL; THOMPSON; STARK et al. 2011).

O ensaio de ABTS (2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) possui um
mecanismo de acdo semelhante a do ensaio de DPPH, cuja finalidade ¢ verificar o potencial
antioxidante de um substrato por meio do sequestro de um radical livre. Neste ensaio ocorre a
captura do cation ABTSe+, havendo a doa¢do de hidrogénio ao radical. Essa metodologia
possui a vantagem de poder medir a atividade de compostos de natureza tanto hidrofilica
quanto lipofilica (KUSKOSKI; ASUERO; TRONCOSO et al. 2005).

Na literatura alguns trabalhos exibiram a atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical ABTS para Sonchus spp. sendo elas, em ordem decrescente, S. arvensis
(ICso 55,22 mg mL ") > S. oleraceus (ICso 60,34 mg mL™") > S. brachyotus (ICsy 66,70 mg
mL™") > S. lingianus (ICso 71,46 mg mL™") > S. asper (ICso 81,30 mg mL™") e > S. uliginosus
(ICs0 93,06 mg mL™) (LI; YANG. 2018).

Jimoh; Adedapo e Afolayan (2011) encontraram no extrato acetonico a 1 mg mL™, de
Sonchus asper 97,8% de inibicao da elimina¢do do radical ABTS, enquanto o metanol, a 4gua
e o BHT causaram inibigao em 98,0, 99,1 ¢ 99,3%, respectivamente. Para Sonchus oleraceus
na mesma concentracao, os resultados foram 99,4, 95,7, 93,7 e 99,3% para acetona, metanol,
4gua e BHT, respectivamente. Entretanto, a 0,05 mg mL™" a porcentagem de inibigo para o
extrato aquoso de S. oleraceus foi de 99,2% enquanto que para o extrato de acetona foi de

98,0% demonstrando nao haver linearidade na relacao concentragao x % de inibicao.

3.4 Zebrafish

18



Danio rerio, também conhecido em todo o mundo como zebrafish (Figura 3), ¢ um
peixe da familia dos Ciprinideos, originario da Asia, trata-se de um vertebrado de 4gua doce,

de pequeno porte, medindo cerca de 3 a 5 cm quando adulto (FERREIRA. 2019).

Figura 3 - Embrido e larva de D. rerio com desenvolvimento normal.

(a) (b)
(a) Embridao com 24 hpf. (b) Larva com 120 hpf.
Fonte: Da autora (2019).

O zebrafish ¢ um animal de facil manipulagdo, sendo possivel obter um grande
numero de individuos em um tUnico dia, possui baixo custo de criagdo e manutengdo e
desenvolvimento rapido, até 72 horas pos-fertilizaciao ele evolui do estado ovo para larva e
atinge maturidade reprodutiva aos 3 meses de vida. Estes sdo atributos fundamentais para a
utilizacdo deste modelo experimental na investigacdo de diversas enfermidades humanas
(ESCALEIRA. 2017).

Os estudos de toxicidade e teratogénese sdo geralmente caros e demorados, devido a
utilizagdo de mamiferos. O zebrafish detém a vantagem de ser um modelo geneticamente
manipulével, possuir desenvolvimento embrionario externo, ser visualmente transparente
durante todo o desenvolvimento embrionario. Além disso, o desenvolvimento do zebrafish é
semelhante ao de mamiferos, onde varias vias moleculares sdo evolutivamente conservados
entre o zebrafish e os seres humanos e cuja manutengdo ¢ economicamente viavel (FERREIRA.

2019; LEE; KANG; LIN et al. 2013).
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O primeiro trabalho com o zebrafish data do ano de 1955, porém somente apds o
bidlogo norte-americano George Streisinger publicar um estudo, no inicio da década de 1980,
utilizando o Danio rerio como modelo em um estudo da func¢dao do sistema nervoso e seu
desenvolvimento, foi que o modelo zebrafish comecou a ser utilizado como modelo para
pesquisas cientificas (ESCALEIRA. 2017). O zebrafish também foi o primeiro animal a ser
clonado. Este fato ocorreu em 1981 pela Universidade de Oregon, nos Estados Unidos. Além
disto, dois prémios Nobel ja foram entregues por estudos com o zebrafish. Desde entdo ¢
crescente o nimero de pesquisas envolvendo este vertebrado.

Por meio da base de dados Scopus, utilizando o termo “zebrafish” sdo encontrados
41.586 trabalhos. Apos a primeira publica¢do, milhares de trabalhos ja foram realizados. Ha
registros de mais de 3.000 trabalhos publicados por ano. Neste ano de 2020, at¢ o més de
marco, ja foram publicados mais de 1.000 artigos cientificos utilizando o zebrafish como
modelo bioldgico.

O uso do zebrafish nas pesquisas cientificas ¢ amplo, variando de testes de
embriotoxicidade (ALAFIATAYO; LAI; SYAHIDA et al. 2019), ensaios para tratamentos de
diversas doencas e até trabalhos na area de fisica. Devido ao zebrafish ser consagrado como
um modelo experimental seguro, muitos estudos bioldgicos com plantas medicinais tem
utilizado este modelo com o intuito de atestar o uso terapéutico e alertar sobre as
concentragdes toxicas de derivados vegetais. A Tabela 1 apresenta uma pequena compilacio
de estudos bioldgicos com plantas medicinais utilizando modelos experimentais com
zebrafish e suas respectivas referéncias bibliograficas.

O uso de Danio rerio tem sido muito bem-sucedido na discriminag@o entre substancias
teratdgenas e ndo-teratogenas. Essa discriminagdo apresenta concordancia de 87% com
ensaios de mamiferos in vivo, também tém apresentado baixas taxas de resultados falso-
positivo e negativo, os quais sdo correspondentes a 15 e 11%, respectivamente. Os efeitos
teratogénicos podem ser quantificados em embrides de zebrafish por meio de um sistema de
pontuacdes de avaliacdes das alteragdes morfoldgicas. A teratogenicidade das substancias em
zebrafish ¢ um assunto bem definido. As principais incidéncias de malformagdes incluem

anormalidades cardiacas, lordoses, edemas e malformagdes (LEE; KANG; LIN et al. 2013).
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Tabela 1 - Pesquisas biologicas recentes com plantas medicinais, utilizando o modelo experimental zebrafish.

Espécie utilizada

Acio da planta avaliada

Referéncia

O o0 3 &N i AW N =

—_
— O

—_ = =
W N

—
9]

—_ = =
e <IN BN

o =
S O

Hylocereus polyrhizus Britton & Rose
Hydrangeae Dulcis

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec
Rumex vesicarius L.

Clerodendrum cyrtophyllum Turcz.
Salvia plebeia R. Br.

Rhodiola crenulata (Frod.) S.H.Fu

Libidibia ferrea L.P. Queiroz

Ayapana triplinervis (Vahl) R M.King &
H.Rob.

Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke

Salvia miltiorrhiza Bunge
Centella asiatica (L.) Urb.
Curcuma longa L.
Momordica charantia Linn.

Ligusticum sinense Oliv.

Sutherlandia frutescens (L.) R. Br.
Spondias mombin L.
Trapa natans L.

Cannabis sativa L.

Naravelia zeylanica (L.) DC.

Efeito ansiolitico e toxicidade
Diminuig¢ao do estresse fisico
Toxicidade reprodutiva

Toxicidade em células cancerigenas
Ac¢a0 anti-inflamatoéria e antioxidante
Acao hepatoprotetora

Efeito anti-hipoxia

Toxicidade

Inibicao do Zika virus

Ag¢ao ansiolitica e antidepressiva

Ac¢do angiogénica e cardioprotetora
Toxicidade

Avaliagao fitoquimica e embriotoxicidade

Toxicidade

Inibidores da melanogénese do rizoma do
Ligusticum sinense

Toxicidade cardiovascular
Ag¢ao ansiolitica e antidepressiva

Atividade sensora antiquorum e toxicidade

Efeitos do canabidiol no comportamento e
expressao de genes imunes em peixe-zebra
Efeito anti-inflamatodrio

Lira; Dionisio; Holanda et al. (2020)
Oh; Kim; Kim et al. (2020)

Hyacienth; Ortiz; Picanco et al. (2020)
Farooq; Abutaha; Mahboob et al. (2020)
Nguyen; Le; Kim et al. (2020)

Xiong; Deng; Cao et al. (2019)

Ma; Wu; Xia et al. (2019)

Ferreira; Ferraz; Aratjo et al. (2019)

Haddad; Picard; Bénard et al. (2019)

Melo; Sanchez-Ortiz; Sampaio et al. (2019)
Yang; Zhao; Ding et al. (2019)

Zakaria; Ibrahim; Ismail et al. (2019)
Alafiatayo; Lai; Syahida et al. (2019)
Thiagarajan; Krishnan; Ei et al. (2019)

Cheng; Lee; Chu et al. (2018)

Chen; Xu; Gong et al. (2018)
Sampaio; Melo; Paiva et al. (2018)
Aleksic; Ristivojevic; Pavic et al. (2018)

Jensen; Korbut; Kania et al. (2018)
Ekambaram; Perumal e Pavadai (2017)

Fonte: Da autora (2020).
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Baseado nos valores de CLsy e ECsg, calcula-se o indice teratogénico (IT). Maiores
valores de IT estdo associados a um agente toxico que produz grandes separagdes entre as
curvas de concentragdo-resposta de malformagao e letalidade. Baseado nesse indice € possivel
encontrar agentes toxicos que causam malformacdes graves, mas ndo sao letais, em
contrapartida, podem ser encontrados agentes toxicos com uma capacidade letal intensa, mas
que reduzem as malformagdes em concentragdes mais baixas (LEE; KANG; LIN et al. 2013).

Além das aplicacdes acima citadas, o zebrafish ¢ um modelo alternativo para ensaios
envolvendo a melanogénese de mamiferos, com varias vantagens incluindo rapidez, relagdo
custo-beneficio e relevancia fisioldégica (CHOIL; KiMm; Ko et al. 2007). Zhong; An; Li et al.
(2019) relatam que os antioxidantes atuam como preventivos e no tratamento do surgimento
de manchas em casos de vitiligo, testados em zebrafish. Guillot; Muriach; Rocha et al. (2016)
também utilizaram o zebrafish em estudos para avaliar a capacidade de inibicao da
melanogénese. Segundo Lajis (2018) a aplicagdo do modelo zebrafish para estudos da
atividade despigmentante de compostos bioativos tem recebido aten¢@o na genética e também
na induastria cosmética. Em seu trabalho Lajis (2018) afirma a confiabilidade do zebrafish em

trabalhos que envolvem a melanogénese.

3.5 Sintese de melanina

A pigmentacdo da pele humana ¢ causada pela sintese de melanina e pela sua
distribui¢do na pele e nos foliculos pilosos. A melanogénese consiste na biossintese da
melanina a partir de precursores fendlicos. Essa sintese ¢ um processo enzimatico catalisado
principalmente pela tirosinase, proteina relacionada a tirosinase 1 (TYRP1) e ao dopacromo
tautomerase (DCT). Por meio dessas enzimas ocorre a biotransformagdo da tirosina em
melanina dentro dos melandcitos (PAULIN. 2016).

Os melanossomos maduros, portados de melanina, s3o transportados pelos
prolongamentos dos melandcitos e depositados no citoplasma dos queratindcitos para entdo,
fornecer pigmentagao da pele e fotoprotecdo (PAULIN. 2016).

A melanina desempenha a funcdo de manter a uniformidade do tom da pele, na
pigmentacao pilosa e na fotoprotecdo contra lesio do DNA induzido por raios UV. A
producdo do pigmento melanina pode ser modificada por fatores internos, como reagdes
inflamatorias ou hormonais e também por fatores externos, como a exposi¢do solar. Essa

alteracdo na produ¢do de melanina pode provocar alteragdes na pigmentagao (cabelo grisalho,



vitiligo etc.) ou marcas de hiperpigmentacdo, como manchas de idade, melasma e lesdes
acneicas (MIOT; MIOT; SILVA et al. 2009).

O vitiligo ¢ uma doenga cutdnea, ou hipomelanose adquirida, ndo contagiosa, que ¢
causada pela destruicdo dos melandcitos, caracterizada por manchas acromicas, geralmente
bilaterais e simétricas (Figura 4), com inicio em qualquer faixa etaria (SOUZA; CARVALHO;
ROCHA et al. 2005).

A causa da destruicdo desses melandcitos ainda é desconhecida. Sabe-se, contudo, se
tratar de uma doenca multifatorial, que envolve condigdes genéticas, imunologicas,
ambientais, emocionais € que as alteragdes imunologicas s3o0 a0 mesmo tempo a causa € a
consequéncia da doenga. O que ndo deixa duvidas no campo da dermatologia ¢ que o vitiligo
¢ uma das dermatoses que gera mais efeitos psicoldgicos graves (ANTELO; FILGUEIRA;

CUNHA. 2008; CORREIA; BORLOTI. 2013).

Figura 4 - Vitiligo nas maos e pulsos.

Fonte: Resende; Aquino; Nascimento et al. (2015)

Na literatura existem trés hipdteses basicas que explicam essa doenga. S3o elas a
hipétese da autotoxicidade, hipotese neural e hipotese autoimune. Outros fatores também sdo
propostos para explicar essa doenca, como deficiéncia de fatores de crescimento dos
melandcitos, funcdo dos melandcitos e estresse oxidativo por alteragdo mitocondrial, também

descrito como melanocitorragia (ANTELO; FILGUEIRA; CUNHA. 2008).
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Uma das principais linhas de tratamento consiste em estimular a produgdo de
pigmento na pele. Outra linha de tratamento ¢ utilizada nos casos em que o vitiligo atingiu
uma grande extensdo pelo corpo, nesses casos o tratamento consiste em destruir os
melanécitos sadios e produzir a despigmentacao das regides ainda ndo atingidas (CORREIA;
BORLOTI. 2013).

Na medicina tradicional muitas plantas tém sido utilizadas no tratamento como
propostas de repigmentacdo total da pele, como cita Pourmand; Asgharzadeh e Rashedi
(2016), na utilizacao de um xarope com 5g de Acorus calamus L. (agoro), Sg de Piper longum
L. (pimenta-longa), 5Sg de Terminalia citrina Roxb. ex Fleming (Terminalia), 10g de Pistacia
lentiscus L. (aroeira), 5g de Aristolochia indica L., 5g de Boswellia carterii Birdw. (olibano
do deserto) e 5g de Laurus nobilis L. (Louro) em 250 gramas de mel.

Outras plantas também sdo relatadas na literatura para o tratamento da repigmentacao
da pele como Brosimum gaudichaudii Trécul (mama-cadela) (CARNEIRO; DUARTE; NOGUEIRA
et al. 2019), Alocasia macrorrhizos (L.) G.Don (orelha-de-elefante) (CORDEIRO. 2018), Ammi
majus L. (erva do bispo), Ammi visnaga (L.) Lam. (erva-palito), Citrus bergamia Risso &
Poit. (bergamota) e Dorstenia brasiliensis Lam. (carapia, caiapia, liga-liga) (VASCONCELOS;
SANTOS; BARROS et al. 2015), Solanum paniculatum L. e Jacaranda brasiliana (Lam.) Pers.
(RESENDE,; AQUINO; NASCIMENTO et al. 2015).

Para a repigmentacdo da pele, essas plantas tém sido utilizadas de forma topica ou
oral, acompanhado de exposi¢ao controlada da radiagio UVA (luz UVA ou luz solar), como
forma de induzir a repigmentacio. E importante destacar que as plantas medicinais ndo sdo
isentas de toxicidade, mesmo em caso de uso topico, podendo causar sérias queimaduras,
devendo ser utilizados com precaucdo, com consulta responsavel na literatura e indicagao

médica (VASCONCELOS; SANTOS; BARROS et al. 2015).
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CAPITULO 1 - ANALISE DA COMPOSICAO FENOLICA, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E DIVERSIDADE GENETICA DE Sonchus oleraceus

RESUMO

O uso de hortalicas com capacidade antioxidante tem crescido devido aos seus beneficios de
prevencdo e tratamentos de enfermidades. Sonchus oleraceus L. ¢ uma hortalica ndo
convencional, utilizada na alimentacdo e na medicina popular por todo o mundo. Este género
destaca-se em diversidade de espécies endémicas, complexidade taxondmica e ampla
distribuicdo geografica, com representantes em todos os continentes. Com base na
quantificagdo de compostos fendlicos totais, atividades antioxidantes e caracterizacao
genética por repeticoes de sequéncia inter simples (ISSR), objetivou-se avaliar a similaridade
entre 8 acessos de S. oleraceus. Foram utilizados extratos hidroalcoolicos 70% obtidos por
sistema de refluxo, de folhas frescas de diferentes acessos do Sudeste e Sul do Brasil, sendo
[tumirim, Itumirim ZR,, Horta — DAG UFLA, Lavras MG, Pouso Alegre MG, Itumirim ZR,,
Unicentro PR e DAG — UFLA, da colec¢ao de germoplasma de hortalicas ndo convencionais
da Universidade Federal de Lavras. Foram quantificados fendis totais, flavonoides e
realizados ensaios antioxidantes (Capacidade antioxidante total, DPPH, ABTS, poder redutor
e quelante). Avaliou-se a diversidade genética utilizando 17 marcadores ISSR da série UBC
(1, 3, 810, 812, 827, 830, 834, 845, 848, 849, 858, 860, 864, 868, 878, 881 ¢ 884) por
caracterizagcdo molecular e citometria de fluxo. Os resultados da quantificacdo de fenois totais
variaram de 94.53 a 99.66 mg EAG g e dos flavonoides de 2.40 a 7.13 mg EQ g ™. Todos os
acessos apresentaram valores de ICsy nos ensaios de CAT, DPPH, ABTS e poder redutor. Os
iniciadores UBC 864 ¢ UBC 878 foram os que proporcionaram maior polimorfismo.
Observou-se maior similaridade (77,14%) entre os acessos Itumirim ZR, e UNICENTRO PR
e maior dissimilaridade no acesso 2 (Itumirim ZR;) com 77%. O conteudo de DNA variou de
1,59 no acesso 2 (Itumirim ZR;) a 1,96 no acesso 5 (Pouso Alegre). Conclui-se que S.
oleraceus possui composicao fenolica, capacidade antioxidante e diversidade genética entre
os 8 acessos da colecdo e que essa diversidade genética influenciou nos resultados
antioxidantes.

Palavras-chave: Antioxidante. Serralha. DNA. Diversidade genética.
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ABSTRACT

The use of vegetables with antioxidant capacity has grown due to their prevention and disease
treatment benefits. Sonchus oleraceus L. is an unconventional vegetable, used in food and in
popular medicine all over the world. This genus stands out in diversity of endemic species,
taxonomic complexity and wide geographic distribution, with representatives on all
continents. Based on the quantification of total phenolic compounds, antioxidant activities
and genetic characterization by inter simple sequence repetitions (ISSR), the objective was to
evaluate the similarity between 8 accessions of S. oleraceus. 70% hydroalcoholic extracts
obtained by reflux system were used, from fresh leaves from different accessions in the
Southeast and South of Brazil, being Itumirim, Itumirim ZR,, Horta - DAG UFLA, Lavras
MG, Pouso Alegre MG, Itumirim ZR,, Unicentro PR and DAG - UFLA, from the germplasm
collection of unconventional vegetables from the Federal University of Lavras. Total phenols,
flavonoids were quantified and antioxidant tests were performed (Total antioxidant capacity,
DPPH, ABTS, reducing and chelating power). Genetic diversity was evaluated using 17 ISSR
markers from the UBC series (1, 3, 810, 812, 827, 830, 834, 845, 848, 849, 858, 860, 864,
868, 878, 881 and 884) by characterization molecular and flow cytometry. The results of
quantification of total phenols ranged from 94.53 to 99.66 mg EAG g and flavonoids from
2.40 to 7.13 mg EQ g . All accessions showed ICs values in the CAT, DPPH, ABTS and
reducing power tests. The UBC 864 and UBC 878 primers provided the greatest
polymorphism. There was a greater similarity (77.14%) between the accessions Itumirim ZR,
and UNICENTRO PR and a greater dissimilarity in access 2 (Itumirim ZR;) with 77%. The
DNA content varied from 1.59 in access 2 (Itumirim ZR;) to 1.96 in access 5 (Pouso Alegre).
It is concluded that S. oleraceus has phenolic composition, antioxidant capacity and genetic
diversity among the 8 accessions of the collection and that this genetic diversity influenced
the antioxidant results.

Keywords: Antioxidant. Serralha. DNA. Genetical diversity.
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1 INTRODUCAO

Sonchus oleraceus L. é uma hortalica ndo convencional da familia Asteraceae, nativa
da Europa, Asia Central e norte da Africa. Em diversos paises S. oleraceus ¢ considerada uma
planta daninha e também uma espécie pioneira, podendo infestar lavouras anuais e perenes
durante todo o ano; no sudeste do Brasil o seu desenvolvimento ocorre principalmente no
inverno (FRAGA; TASENDE. 2003; LIMA; SILVA; ROSA et al. 2009), em temperaturas que
variam entre 12 °C e 28 °C.

O género Sonchus se destaca ndo somente quanto a sua ampla variedade de compostos
quimicos e efeitos medicinais, mas também quanto a diversidade de espécies endémicas,
totalizando 121 espécies descritas, complexidade taxondmica e vasta distribuicao geografica
com representantes em todos os continentes (CHAVES; COLARICCIO; EIRAS et al. 2007).

Devido sua distribuicdo e facilidade adaptativa a regides de frio, calor, chuva e seca,
faz-se importante ampliar o conhecimento da espécie, sobretudo quanto as suas caracteristicas
genéticas, uma vez que estas variagdes ambientais podem implicar em altera¢des nos produtos
do metabolismo secundario da planta. As repeti¢des de sequéncia inter simples (ISSR) t€ém
sido utilizadas em diversas areas de pesquisa com plantas, incluindo diversidade genética,
estudos filogénicos, marcacdo de genes, mapeamento de genoma e biologia evolutiva de
diferentes espécies. Os marcadores ISSR sdo altamente sensiveis para detectar polimorfismos
genOmicos e oferecem um grande potencial para determinar niveis de variacdo intra e
interespecificos.

Além disso, Sonchus oleraceus também ¢ apreciada tanto na alimentagcdo quanto na
medicina popular, em infusdes e tinturas, para prevenir e combater enfermidades por todo o
mundo, devido a sua rica composi¢do quimica. Ela apresenta compostos fenélicos, fitosterois
e outros metabolitos secundarios de interesse para a satde humana (AL JUHAIMI; GHAFOOR;
AHMED et al. 2017; VILELA; PADILHA; DOS SANTOS-E-SILVA et al. 2009).

A expectativa de vida ¢ pautada por uma porc¢ao de fatores, genéticos e ambientais, e
outros habitos 4 mesa, como a ingestio adequada de alimentos. E fato que existe um elo entre
o excesso de radicais livres no organismo e o aparecimento de doencas. Estudos apresentam a
relacdo entre o consumo de hortalicas e a protecao a varios tipos de doengas devido a sua acao
antioxidante. Os alimentos com esta capacidade agem inibindo a oxidagdo de um substrato

por meio do sequestro de radicais livres no organismo. Entre as substancias que conferem aos
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alimentos a¢do antioxidante, estdo os compostos fenoélicos, a vitamina E (tocoferol), vitamina
C (4cido ascorbico) e os carotenoides.

Decorrente disso, com base na quantificagao de compostos fendlicos totais, atividades
antioxidantes e caracterizagdo genética por repeticoes de sequéncia inter simples (ISSR),

objetivou-se apontar a similaridade entre 8 acessos de S. oleraceus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes de Sonchus oleraceus foram originalmente obtidas de 8 localidades,
sendo 7 no estado de Minas Gerais e 1 do Parana (Tabela 2). Os acessos foram cultivados na
horta experimental, pertencente a colecdo de hortalicas ndo convencionais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), latitude 21°14’S, longitude 45°00°W e altitude média de 918
metros, no municipio de Lavras (MQG) no periodo de junho a agosto de 2019. As plantas
foram cultivadas em canteiro a sol pleno, todas no mesmo local e recebendo irrigacdo 2x ao
dia. As plantas receberam adubagdo organica e nao foi aplicado nenhum tipo de defensivo

quimico.

Tabela 2 - Localizagdo de 8 ambientes de ocorréncia natural de S. oleraceus L.

Coordenadas
Denominacgao Local Latitude Longitude
Acesso 1 ITU [tumirim- MG 21°19°04.8”S 44°52°14.1”W
Acesso 2 ZR1 [tumirim-MG 21°16'27.8"S 44°49'47.2"W
Acesso 3 HAG Lavras-MG 21°13'19.0"S 44°58'13.6"W
Acesso 4 LAV Lavras-MG 21°13'59.1"S 44°59'46.9"W
Acesso 5 POA Pouso Alegre-MG 22°13"24.0"S 45°56'08.5"W
Acesso 6 ZR2 [tumirim-MG 21°16'28.5"S 44°49'03.1"W
Acesso 7 UPR Guarapuava-PR 25°24'22.6"S 51°28'11.7"W
Acesso 8 DAG Lavras-MG 21°13'37.6"S 44°5825.3"W

ITU = Itumirim; ZR; = Zona Rural 1; HAG = Horta do Departamento de Agricultura da Uinersidade
Federal de Lavras (UFLA); LAV = Lavras, POA: Pouso Alegre; ZR, = Zona Rural 2; UPR =
Universidade Estadual do Centro Oeste; DAG = Departamento de Agricultura da UFLA.

2.2 Obtencao dos extratos vegetais

As folhas de S. oleraceus foram coletadas, em toda a planta, nos meses de Julho e
Agosto de 2019 entre as 7h e 9h da manha. Os extratos foram preparados a 10% (p/v)

empregando-se um sistema de refluxo. As folhas frescas, cortadas em fragmentos de cerca de
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1 cm?, foram destiladas em solugdo etandlica a 70% por 20 minutos. Posteriormente, os
extratos foram filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotatorio a 40°C, sob pressao
reduzida, até residuo. Os rendimentos extrativos foram determinados e expressos em
porcentagem (g.100g™" de folhas frescas). Os extratos foram armazenados em freezer a -20°C
até as andlises. Para as analises de quantificacdo de compostos fenolicos e potencial
antioxidante os extratos foram ressuspendidos em etanol 70% na concentragdo de 10 mg

mL™.

2.3 Teor de compostos fendlicos

Os teores de fenois totais foram mensurados pelo método colorimétrico utilizando o
reagente Folin-Ciocalteu, conforme descrito por Slinkard e Singleton (1977). A leitura foi
feita em espectrofotometro a 760 nm. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos em miligrama equivalente em acido galico por grama de folha fresca (mg
EAG g).

Os flavonoides (flavonas e flavondis totais) foram determinados pelo método de Ahn;
Kumazawa; Usui et al. (2007) utilizando a solucdo de cloreto de aluminio (AlICl;) a 10%. As
absorbancias foram lidas a 420 nm e o conteudo total de flavonoides foi determinado usando
uma curva padrdo de uma solugdo etanolica de quercetina. O contetdo total de flavonoides foi

expresso como miligrama equivalente de quercetina por grama de folha fresca (mg EQ g™).

2.4 Atividades antioxidantes

Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata. As leituras das absorbancias

foram realizadas utilizando a Leitora de microplacas TECAN Infinity® M200 PRO)

2.4.1 Atividade de sequestro do radical DPPH

No sequestro do radical DPPH foi utilizado uma solugao metanolica de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) 0,2 mM. O BHT (3,5-di-tert-4-butilhidroxitolueno) foi utilizado como
solucdo padrdo e o metanol como controle negativo. As leituras espectrofotométricas foram

realizadas a 517 nm. A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante)
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foi calculada utilizando-se a seguinte equacao: AA% = (Absy— Abs;)/Abs(.100, em que A0 ¢
a absorbancia do controle negativo e Al a absorbancia das amostras (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET. 1995). A atividade de eliminacao de radicais livres por DPPH foi
expressa como ICso (mg mL™), indicando a concentracdo de extrato com capacidade de inibir

50% dos radicais DPPH.

2.4.2 Atividade de sequestro do radical ABTS

Na eliminagdo de radicais livres pelo ensaio de descoloracdo cationica do radical
ABTS, foi utilizado o método descrito por Ling; Yap; Radhakrishnan et al. (2009) e Re;
Pellegrini; Proteggente et al. (1999) com ligeiras modificagdes. A solucdo de ABTS*+ foi
diluida em etanol até alcancar a absorbancia de 0,7 £ 0,02 em 734 nm, entdo foram
adicionados 30 pL das amostras e 270 pL de solucdo diluida de ABTS. O etanol foi utilizado
como controle negativo e o Trolox como controle positivo. A atividade de eliminagdo de

radicais livres foi expressa em ICso (mg mL™") em concentracdo de extrato.

2.4.3 Capacidade antioxidante total

O ensaio de capacidade antioxidante total foi realizado conforme descrito por Prieto;
Pineda e Aguilar (1999) e as absorbancias mensuradas a 695 nm. A analise foi realizada em
quintuplicata e os resultados expressos em miligrama equivalentes em acido ascorbico por

grama de folha fresca (mg EAA g™).

2.4.4 Poder redutor

A capacidade dos extratos de reduzir os fons de Fe’" a Fe*" foi avaliada em
compara¢cdo ao acido ascorbico, segundo a metodologia de Oyaizu (1986). Para a
determinagdo do poder redutor foi utilizado tampao fosfato de soédio 0,2M (pH 6,6),
ferrocianeto de potéssio a 1% (p/v), acido tricloroacético 10% (p/v), dgua destilada e cloreto
férrico 0,1% (p/v). As absorbancias foram mensuradas a 700 nm. O ensaio foi realizado em

quintuplicata e expresso pelo valor da absorbancia a 700nm.
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2.4.5 Poder quelante

O poder quelante dos extratos foi avaliado de acordo com Miguel (2010). O grau de
quelacdo dos ions de ferro II nos extratos foi avaliado utilizando cloreto tetra-hidratado de
ferro 11 (FeCl,*4H,0) 2 mM e ferrozina 5 mM. As solugdes foram incubadas por 10 minutos a
25°C. As absorbancias foram medidas a 562 nm. Os resultados foram expressos em ICsg (mg
mL" de matéria fresca), correspondendo a concentragio eficaz para a quelagio de 50% de
ions ferro II. As andlises foram realizadas em triplicata e EDTA foi utilizado como um

controle positivo.

2.5 Extracao de DNA

O material vegetal fresco foi macerado com nitrogénio liquido até obtencao de p6 fino.
Adicionou-se 10 mL de tampdo CTAB pré-aquecido a 65 °C [CTAB 2% (p/v/); NaCl 1,4 M;
Tris-HCl 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2% (v/v)] ao cadinho para
maceragdo. A solucdo foi homogeneizada e incubada em banho maria a 65°C por 30 minutos.
Arrefecidos a temperatura ambiente. Foi adicionado 10 mL de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1 v/v). Posteriormente, foi centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente. Coletado o sobrenadante e adicionado trés vezes o volume de é4lcool-acetato de
amonio (6:1) a 20°C. Freezer por overnight. O DNA precipitado foi coletado, transferido para
um microtubo e retirado o excesso de alcool-acetato de sddio centrifugando-o. Apos secagem,
o DNA foi dissolvido em TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) aproximadamente
200-400 pL. Depois levado em banho maria a 65°C por 15 minutos para dissolver. Apds
dissolvido, adicionou-se igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico e centrifugado 5.000
rpm por 5 minutos. Foi coletado o sobrenadante e adicionado trés vezes o volume com alcool-
acetato de sodio e mantido em freezer por overnight. A amostra foi centrifugada e retirado o
alcool-acetato e ressuspendidos o DNA em TE, quantificado e exposto em gel de agarose para
analisar a qualidade do mesmo (TEIXEIRA; SANTOS; RAMALHO et al. 2005) adaptado.

Amostras foram armazenadas a -20°C.
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2.6 Analises moleculares

Para a deteccdo de polimorfismo, testaram-se 17 Iniciadores Inter Simple Sequence
Reaction (University of Brithish Columbia, Canad4d) — UBC ISSR em triplicatas de plantas
matrizes (ADHIKARI; SAHA; BANDYOPADHYAY et al. 2015).

As reagdes de amplificacdo foram feitas em um volume de 25 pL contendo 10 mM
Tris-HCI1 pH 8.3; 50 nM de KCI; 2,0 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dANTP; 0,25 uM de
iniciador ISSR, 50 ng de DNA molde, 1 unidade de Taq polimerase (Invitrogen) e H,O estéril
p-s.p.

As reacgdes foram submetidas a 35 ciclos de amplificacdo apds desnaturagdo inicial a
95 °C por 15 minutos. Cada ciclo consistiu de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos entre 42 ¢ 50
°C (teste de gradiente de temperatura) e 2 minutos a 72 °C. Ao final de 35 ciclos, foi realizada
uma extensao de 7 minutos a 72 °C.

Os produtos da amplificacio foram submetidos a eletroforese (5v.cm™) em gel de
agarose a 1% (p/v), utilizando tampao de corrida TBE 1X e coradas com brometo de etidio.
Para determinar o tamanho das bases foram utilizados marcadores de peso molecular (ladder)

100 pb (pares de bases - Promega).

2.7 Conteudo de DNA

O preparo das amostras e as analises por citometria de fluxo foram conduzidas no
Laboratério de Cultura de Tecidos, no Departamento de Agricultura - DAG, da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, em outubro de 2018.

Para a determinagdo do conteudo de DNA, foram coletadas folhas frescas jovens em
crescimento ativo. O ensaio foi realizado em triplicata. Aproximadamente 20-30 mg de
material coletado foram triturados em placa de Petri contendo 1 mL de tampao Marie (MARIE;
BROWN. 1993) sob banho de gelo para a liberagdo dos nucleos. A suspensdo de nucleos foi
aspirada através de duas camadas de gaze, com auxilio de uma pipeta e filtrada através de
uma malha de 50 um. Os ntcleos foram corados pela adicao de 25 pL de iodeto de propideo.
Para cada amostra, 10 mil nucleos foram analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A
analise foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas obtidos

com o software Cell Quest e analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8. O
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conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razdo entre as
intensidades de fluorescéncia dos ntcleos G1 (nucleos que estdo na fase G1 da Interfase) do
padrao de referéncia (Pisum sativum) e dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta

razao pela quantidade de DNA do padrao de referéncia (9,09 pg).

2.8 Analise dos dados

A fim de analisar as varidveis referentes aos teores de compostos fendlicos e
potenciais antioxidantes que melhor discriminassem as espécies, procedeu-se a selecdo de
variaveis utilizando a técnica multivariada de escalonamento multidimensional (EMD). Cada
tratamento foi representado por uma coordenada, enquanto que os eixos representavam as
variaveis analisadas. O uso desse procedimento consiste em comparar a matriz de distancia
euclidiana obtida com todas as varidveis. Para avaliar essa proximidade, utilizou-se a func¢ao
STRESS, sendo o resultado desejado mais proximo de zero. As andlises e a rotina
computacional para o EMD foram implementadas por meio do sistema de analise estatistica R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM. 2010). As varidveis também foram analisadas isoladamente
por meio do teste de média Scott Knott a 0,5% de probabilidade.

A andlise de agrupamento foi realizada usando o método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) baseado no coeficiente de similaridade binaria,
adotando os pacotes Pvclus e Vegan, no programa R. A representatividade do dendrograma
foi testada por meio da correlagdo entre as distancias genéticas originais e as distancias entre
as populagdes no dendrograma com o auxilio do R (R DEVELOPMENT CORE TEAM. 2010). Para
o ensaio de conteudo de DNA foi utilizado o teste de média Scott Knott a 0,5% de

probabilidade.

39



3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostos fendlicos e atividades antioxidantes

Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas entre os acessos para os teores de
compostos fendlicos (Tabela 3). Com base na andlise estatistica, observa-se a discriminagao
de trés grupos de acordo com a semelhanca dos seus teores de fenois totais. Os acessos HAG,
LAV, POA e ZR2 apresentaram os maiores teores de fendis totais, os quais nao diferiram
estatisticamente entre si (99,38 a 98,71 mg EAG g"). Em seguida, o grupo dos acessos ITU,
UPR ¢ DAG (96,59 mg EAG g a 97,33 mg EAG g') que também demonstraram entre si
similaridade estatistica. Por fim, o acesso ZR1, separado estatisticamente dos demais acessos,

com o menor teor de fenois totais (94,53 mg EAG g™).

Tabela 3 - Teores de compostos fendlicos presentes nas folhas de Sonchus oleraceus. UFLA.
Lavras, MG, 2019.

Acessos Fenois totails Flavonéid(:s
mg EAG g mg EQ g

Al Itumirim 96,59+1,8b 5,92+0,04c¢
A2 Ttumirim ZR, 94,53+0,7 ¢ 3,60+0,09d
A3 Horta— DAG UFLA 99,66+0,8a 3,57+0,05d
A4 Lavras MG 99,38+0,6a nd
AS Pouso Alegre MG 98,71+0,3a 7,13+0,20a
A6 Itumirim ZR, 99,50+0,4a 6,89+0,23b
A7 UNICENTRO PR 97,15+1,1b 3,09+0,11e
A8 DAG - UFLA 97,33+1,0b 2,40+0,13f

Itumirim ZR; = Zona Rural 1; Itumirim ZR, = Zona Rural 2; DAG UFLA = Departamento de
Agricultura da UFLA; UNICENTRO PR = Universidade Estadual do Centro Oeste, Guarapuava,
PR; nd = ndo detectado. Letras mintsculas na coluna seguidos das mesmas letras ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott.

Quanto aos teores de flavonoides (flavonas e flavondis totais) dispostos na Tabela 3,
nota-se que somente os acessos ZR1 (3,60 mg EQ g'l) e HAG (3,57 mg EQ g'l) foram

apontados como tendo resultados semelhantes. Todos os demais acessos diferiram entre si
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quanto aos teores de flavondides, sendo POA (7,13 mg EQ g™) o que revelou maior teor,
DAG (2,40 mg EQ g) com menor e LAV néo foi detectado teores de flavondides.

Avaliando cada varidvel isolada das demais pelo teste de Scott-Knott, nota-se que os
acessos nao foram agrupados de acordo com a procedéncia das sementes, tanto nos teores de
fenois totais quanto em flavonoides. Também ¢ possivel perceber que os acessos com maior
teor de fendis totais ndo necessariamente apresentaram respectivos teores de flavonoides, o
que de fato pode ser esperado e nao tido como uma regra geral, mesmo se tratando da mesma
espécie, pois a origem de suas sementes pode afetar quantitativamente e/ou qualitativamente
seus valores de compostos fenolicos.

Em doseamento de fendis totais, Arbos; Freitas; Stertz et al. (2010) encontraram para
hortalicas convencionais os seguintes teores em ordem decrescente: almeirdo organico (92,15
+ 1,09 mg EAG.100 g'), alface convencional (91,22 + 0,91 mg EAG.100 g"), ricula
convencional (90,78 + 2,23 mg EAG.100 g') e almeirio convencional (81,04 + 3,64 mg
EAG.100 g'). Esses resultados apontam que S. oleraceus, independentemente do acesso
utilizado, ¢ uma hortaliga ndo convencional com teores de fendis totais superiores ao de

hortalicas comumente consumidas pela populacao brasileira.
3.1.2 Capacidade antioxidante total

Os acessos LAV, POA, ZR2 ¢ DAG demonstraram tanto maiores resultados (Tabela
4) quanto semelhanca entre si na capacidade antioxidante total, sendo 19,52 mg EAA g';
22,41 mg EAA g'; 19,93 mg EAA g' ¢ 22,07 mg EAA g respectivamente. Nos resultados
de fenodis totais os acessos LAV, POA e ZR2 também apresentaram semelhangas,
demonstrando poder haver relagcdo entre a qualidade dos fendis totais extraidos nesses acessos
com os resultados da capacidade antioxidante total.

Os resultados dos acessos ITU, ZR1, HAG e UPR também foram semelhantes entre si.
Esta semelhanca também pode ser comparada aos resultados de fendis totais e flavondides,
uma vez que o primeiro doseamento agrupou os acessos ITU e UPR e o segundo doseamento
demonstrou semelhanga entre os acessos ZR1 e HAG, podendo estes também ter tido
influéncia nos resultados da capacidade antioxidante total destes acessos, devido ao tipo de

composto fendlico presente.
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Em trabalho realizado com Dasyphyllum tomentosum, espécie da familia Asteraceae,
esta tem demonstrado elevada atividade antioxidante (65,89 %) mensurada por este mesmo
método, utilizando extratos hidroetanodlicos (PAULA; CANTELI; VERDAM et al. 2014). Diversos
trabalhos ja foram desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante total de plantas
(HUANG; Ou; PRIOR. 2005; MAGALHAES; SEGUNDO; REIS et al. 2008; PRIOR; WU; SCHAICH.
2005). Contudo, ainda ndo ha relatos na literatura sobre a capacidade antioxidante total de S.

oleraceus mensurado por meio do ensaio do fosfomolibdénio.

Tabela 4 - Atividade antioxidante de folhas de 8 acessos de Sonchus oleraceus.

CAT DPPH ABTS Redutor
mg EAA g'1 ICso (mg mL™) ICs (mg mL'l) (nm)
Al Ttumirim 10,13+0,3b 0,03+0,0007a  0,03+0,0002a  1,12+0,03a
A2 Ttumirim ZR, 15,58+2,28b 0,04+0,0005b  0,03+0,0008a  1,25+0,02a
A3 Horta— DAG UFLA 10,88+0,4b 0,04+0,0003b 0,03+0,002a 1,18+0,02a
A4 Lavras MG 19,52+3,64a 0,04+0,001b 0,03+£0,0001a  1,21£0,05a
A5 Pouso Alegre MG 22,41+3,85a 0,03£0,0009a  0,03+0,0005a  1,26+0,04a
A6 Ttumirim ZR, 19,93+2,2a 0,04+0,0011b 0,03+0,001a 1,16+0,03a
A7 UNICENTRO PR 12,12+0,17b 0,05+0,0017¢ 0,04+0,001a 1,08+0,06a
A8 DAG - UFLA 22,07+1,0a 0,08+0,0009d  0,06+0,003b  0,88+0,01b
Padrao 0,008+0,0001  0,006+0,0002  2,70+0,02

Itumirim ZR; = Zona Rural 1; Itumirim ZR, = Zona Rural 2; DAG UFLA = Departamento de
Agricultura da UFLA; UNICENTRO PR = Universidade Estadual do Centro Oeste, Guarapuava, PR.
Padrdes utilizados: CAT = 4cido ascérbico; DPPH = BHT; ABTS = Trolox; Poder redutor = Acido
Ascorbico e Poder quelante = EDTA. Letras mintsculas na coluna seguidos das mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

3.1.3 DPPH e ABTS

Os resultados do ensaio DPPH expressos em ICs, variaram de 0.03 mg mL™" a 0.08 mg
mL" (Tabela 4). No ensaio de ABTS (Tabela 4) observou-se semelhanga entre os acessos
ITU, ZR1, HAG, LAV, POA e ZR2, sendo o ICsy dessas amostras de 0.03 mg mL". O acesso
UPR e o acesso DAG apresentaram ICsp 0.04 + 0.001 mg mL"! e 0.06 + 0.003 mg mL!

respectivamente.
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As semelhancas encontradas nos resultados de DPPH e ABTS tiveram pouca
correspondéncia com os de fenodis totais e flavondides, entretanto Mcdowell; Thompson;
Stark et al. (2011) alega que espécies do género Sonchus exibem elevados teores de polifenois
e atividade antioxidante mensurada pelo ensaio de DPPH, contudo esse potencial requer que
os antioxidantes de baixo peso molecular (LMWA) sejam absorvidos e ativos nas células
humanas. Os antioxidantes representados pelo esqueleto C6-C3 possuem, geralmente, baixo
peso molecular, sendo que os mais importantes sao os acidos hidroxicindmicos, como por
exemplo, o acido chicorico. Mesmo que os resultados deste ensaio demonstram pouca relagdo
estatistica entre DPPH, ABTS e a quantificacdo de fendis totais, Ou; Schmierer; Rades et al.
(2013) relataram a presenca de acido chicérico nas folhas de S. oleraceus, indicando a
provavel efetitividade antioxidante de S. oleraceus no organismo humano. Estes autores ainda
relatam que o ensaio de Atividade Antioxidante Celular (AAC) ¢ capaz de investigar o
potencial antioxidante efetivo dos extratos nas células. Esses autores obtiveram em extratos de
S. oleraceus os valores de 1Csy de 0,012 £ 0,003 mg mL"! e 0,010 + 0,005 mg mL! para
folhas liofilizadas e frescas, respectivamente. O estudo revelou que folhas liofilizadas
exibiram perda de polifenois comparado com as folhas frescas, porém isso nao afetou o
potencial dos LMWA dos extratos foliares de serem abosrvidos por células HepG2.

Dados indicam que os compostos fenolicos extraidos das folhas de S. oleraceus e
quantificados pelo ensaio Folin-Ciocalteu podem diferir dos compostos com capacidade de
eliminacdo de DPPH (MCDOWELL; THOMPSON; STARK et al. 2011). Liu; Ardo; Bunning et al.
(2007) em estudo com alface cultivada sob diferentes condigdes ambientais revelaram que
plantas cultivadas com temperaturas mais altas e luz mais forte exibiram maior atividade
antioxidante em comparagdo com plantas cultivadas a baixa temperatura e luz, embora o
conteudo fendlico total, determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu, ndo tenha sido
significativamente diferente.

Esses dados corroboram com os resultados do presente trabalho demonstrando que a
relacdo entre o teor de fenois totais e os resultados antioxidantes dependem de fatores nao
puramente quantitativos, mas principalmente qualitativos. O tipo de composto fenolico e o

baixo peso molecular destes influenciam decisivamente seu potencial antioxidante.
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3.1.4 Poder redutor e quelante

De acordo com a Tabela 4 nao houve diferengas estatisticas na agdo de poder redutor
dos extratos dos acessos de 1 a 7, que variou de 1,08 nm a 1,26 nm na concentragdo de 2,5 mg
mL". Nessa mesma faixa de concentragdo observa-se que DAG apresentou absorbancia
inferior aos demais (Figura 5). Todos os acessos exibiram uma atividade redutora dependente
da concentragao comparado ao padrao de acido ascorbico (1,89 nm).

Comparando Sonchus oleraceus com espécies alimenticias convencionais, observou-se
que ela apresentou resultados de poder redutor superiores ao de manga (0,12 nm), mamao
(0,21 nm) e goiaba (0,41 nm), frutas oriundas do Ceasa MG (OLIVEIRA; AQUINO; RIBEIRO et

al. 2011).

Figura 5 - Poder redutor dos acessos 1 a 8 de S. oleraceus.
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Os 8 acessos de S. oleraceus ndo apresentaram atividade quelante na concentracao de
50%, nao sendo possivel o calculo da ICsy. Por isso, os resultados foram expressos em
porcentagem de quelacdo, os quais tiveram uma faixa de atividade entre 24% a 45%. Portanto,
os resultados indicam que os extratos etandlicos 70% dos 8 acessos de S. oleraceus pouco
interferem na formagdo do complexo cloreto de ferro (II) e ferrozina, sugerindo que os
extratos expressaram fraca atividade quelante e captura do ion ferroso antes da acdo da

ferrozina.
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3.2 Analise dos resultados sob Escalonamento Multidimensional

acessos, utilizou-se do

Quanto a similaridade na caracterizagdo geral dos
escalonamento multidimensional, onde foi possivel analisar a relagdo existente entre diversas
variaveis e tratamentos em um mesmo biplot. Prestou-se esta avaliagdo, pois todas essas
variaveis estdo presentes em um individuo, sendo possivel conjecturar compor um perfil da
acao antioxidante dos acessos e avaliar a similaridade entre eles. Sendo assim, certificou-se
que as varidveis consideradas importantes e padrdes na discriminacdo das espécies frente aos
demais testes, foram os fendis totais, flavonoides e poder redutor (Figura 6 A), confirmadas

pela minimizacdo da funcdo STRESS em relacdo ao numero de iteragdes necessarias, na

Figura 6B.

Figura 6 - Biplot com eixos preditivos considerando as variaveis fenois totais, flavonoides,

poder redutor e DPPH
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Legenda: (A) — Biplot com eixos preditivos considerando as variaveis fenois totais, flavonoides e
poder redutor; (C) variaveis fendis totais, flavondides, poder redutor e DPPH. (B e D)

Minimizagdo da funcdo STRESS na Figura A e C, respectivamente.
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Observando o biplot padrao (Figura 6A), representado pelas variaveis fenois totais,
flavonoides e poder redutor, nota-se que houve similaridade nos resultados entre os acessos
POA e ZR2 ¢ entre os acessos UPR e DAG. Os acessos ITU, ZR1, HAG ¢ LAV
demonstraram dissimilaridade entre si e entre os demais.

Com a insercdo das variaveis DPPH (Figura 6C) e ABTS (Figura 7A) os acessos
mantiveram um posicionamento estavel no grafico de forma semelhante ao biplot padrao
(Figura 6A). A cada inser¢do de alguma varidvel esta se torna responsavel pela similaridade
entre os acessos POA e ZR2 e entre os acessos UPR e DAG, juntamente com os flavondides.
Estes resultados corroboram para o fato de que a composigao fenolica (fenois e flavonoides)

contribui para a atividade antioxidante destes acessos.

Figura 7 - Biplot com eixos preditivos considerando as variaveis Fenois, Flavonoides, Poder

Redutor e ABTS.
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Legenda: (A) Biplot com eixos preditivos considerando as variaveis fendis, flavonoides, poder redutor
e ABTS. (B) Minimizacao da fun¢do STRESS em relagdo ao niimero de iteragdes necessarias
para a confirmagdo da sele¢do das varidveis ilustradas na Figura A.

A similaridade entre os acessos ocorreu mesmo sendo eles oriundos de regides
diferentes (A5 Pouso Alegre MG e A6 Itumirim ZR; e entre os acessos A7 UNICENTRO PR
e A8 DAG - UFLA), podendo-se inferir que a adubagdo e o tipo de solo ndo foram fatores

que acarretaram tais diferengas, pois os acessos foram cultivados em um mesmo local,
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recebendo o mesmo tratamento. Esses acessos (POA, ZR2, UPR e DAG) demonstraram ter,
possivelmente, um fator genético responsavel pela expressao desses antioxidantes. A
dissimilaridade ocorrida entre os acessos ITU, ZR1, HAG e LAV (Itumirim, Itumirim ZR;,
Horta — DAG UFLA e Lavras MG, respectivamente), também pode ser explicada pelos
mesmos fatores acima citados, pois esses acessos demonstraram que mesmo provenientes de
locais proximos, nao foram agrupados como similares quanto aos teores de fenodis totais e
flavonoides.

O teor de compostos fenolicos pode variar ndo somente devido ao local de origem da
planta, mas folhas localizadas em diferentes alturas na planta, também demonstram possuir
teores distintos desses compostos. Ou; Schmierer; Rades et al. (2013) demonstraram que as
folhas das regides inferiores apresentam menores valores de compostos fendlicos que as
folhas de outras regides da planta.

No ensaio de Capacidade Antioxidante Total (CAT) a insercdo desta varidvel
influenciou a distribui¢do das coordenadas no espaco dimensional (Figura 8) exibindo
similaridade entre os acessos ITU, HAG e UPR; entre POA e ZR2 ¢ entre LAV ¢ DAG. As
varidveis demonstraram independéncia entre si no biplot, corroborando com a confiabilidade

dos resultados; variaveis dependentes tendenciam os resultados.

Figura 8 - Biplot com eixos preditivos considerando as varidveis fendis, flavonoides, poder

redutor e CAT.
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Legenda: (A) Biplot com eixos preditivos considerando as varidveis Fenois, Flavonoides, Poder
Redutor e CAT. (B) Minimizagao da fungdo STRESS ilustradas na Figura A.
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Conforme Prieto; Pineda e Aguilar (1999) a avaliagdo pelo método fosfomolibdénio,
mede a capacidade antioxidante total e detém a vantagem de avaliar componentes lipofilicos e
hidrofilicos. Ademais, esse método permite avaliar uma mistura complexa de compostos,
como extratos e fragdes obtidos de plantas (MERINO; OLIVEIRA; PAULA et al. 2015). Este
método ¢ quantitativo, uma vez que a atividade antioxidante ¢ expressa como o nimero de
equivalentes de 4cido ascorbico.

Semelhante aos outros biplots o acesso ZR1 se manteve estdvel no posicionamento
espacial, apresentando dissimilaridade com os demais acessos em todos os ensaios realizados
e independente da insercdo de qualquer variavel. Em geral, este acesso apresentou um perfil
de acdo antioxidante diferente dos demais, sugerindo estudos mais aprofundados com o

intuito de verificar as causas dessa dissimilaridade.

3.3 Polimorfismo demonstrado pelo ISSR-PCR

Dos 55 iniciadores testados, 18 apresentaram qualidade na amplificacdo dos
fragmentos de DNA e 2 tiveram suas temperaturas de anelamento otimizadas. As sequéncias e
as temperaturas de anelamento estdo descritas na Tabela 5. O ntmero total de bandas
amplificadas foi de 248, numa média de 14,59 bandas por primer, contendo de 100 a 800 pb.
Destes, 84 apresentaram-se polimorficos, em média 4,94 fragmentos, variando de 2 (UBC
878) a 8 (UBC 848) fragmentos polimorficos, com percentual de 18% a 100% de

polimorfismo (Tabela 5).

Tabela 5 - Identificagdo, temperatura de anelamento e polimorfismo de Sonchus oleraceus
com 17 iniciadores ISSR. (continua)

N° de fragmentos

Iniciadores  Sequéncia (5' -3") T (°C) amplificadas polimorficas Total P %

UBC 1 (AC)S-TT 50 16 4 25
UBC 3 (AC)8-TG 50 16 6 38
UBC 810 (GA)S-T 50 16 7 44
UBC 812 (GA)8-A 50 10 3 30
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Tabela 5 — Identificacdo, temperatura de anelamento e polimorfismo de Sonchus oleraceus

com 17 iniciadores ISSR. (Conclusao)

UBC 827 (AC)8-G 50 20 5 25
UBC 830 (TC)8-G 50 19 5 26
UBC 834 (AG)8-YT 50 22 4 18
UBC 845 (CT)8-RG 50 16 6 38
UBC 848 (CA)8-RG 48 20 8 40
UBC 849 (GT)8-YA 48 13 5 38
UBC 858 (TG)8-RT 50 15 4 27
UBC 860 (TG)8-RA 50 21 6 29
UBC 864 (ATG)6 50 6 6 100
UBC 868 (GGA)6 50 9 5 56
UBC 878  (GGAT)3-GGA 50 2 2 100
UBC 881 (GGGGT)3 50 14 5 36
UBC 884 HBH(AG)7 50 13 3 23
Média 49.76 14.59 494 41
Total 248 84

Os iniciadores UBC 864 e¢ UBC 878 foram os que proporcionaram maior
polimorfismo. O tamanho dos fragmentos amplificados foi em média de 100 a 600 pb para
UBC 848; de 200 a 600 pb para UBC 849; de 200 a 700 pb para UCB 860 e de 100 a 800 pb
para UBC 864.

3.4 Diversidade genética e conteudo de DNA

Considerando a dissimilaridade genética de acordo com o método do “vizinho mais
proximo”, verificou-se a formacao de seis grupos distintos, com similaridade média de 0,5
(Figura 9). O grupo I ¢é representado pelos acessos ZR2 e UPR; o grupo II pelo acesso POA,
o III pelos acessos HAG e LAV, o IV pelo acesso DAG, o V pelo acesso ITU e o grupo VI
pelo acesso ZR1.

Em relacdo ao agrupamento pelo método Hierarquico do “vizinho mais proéximo”,
baseado na distdncia Euclidiana (Figura 9), pode-se observar maior similaridade entre os
acessos ZR2 e UPR (77,14%), cujas sementes tiveram origem na zona rural de [tumirim MG e
no UNICENTRO no estado do Parana, respectivamente, sendo isolados no dendrograma em

um unico grupo. A menor similaridade encontrada foi nos acessos ZR1 (23%), seguido do
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Figura 9 - Dendrograma de dissimilaridade genética entre 8 acessos de Sonchus oleraceus, com base na matriz de dissimilaridade com
dados quantitativos.
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acesso ITU (35%) e do acesso DAG (38%), em que as sementes foram originadas da zona
rural de Itumirim ZR, do centro de Itumirim e do DAG, respectivamente.

Houve uma tendéncia de acessos oriundos de Estados diferentes agruparem préximos,
como Itumirim (ZR2) e UNICENTRO PR (UPR); bem como apresentarem como dissimilares
acessos provenientes de localidades de uma mesma regido, como por exemplo, Itumirim
(ZR1), Itumirim (ITU) e DAG - UFLA. O acesso ZR1 com menor percentual de similaridade
também mostrou-se dissimilar no seu teor de fenois totais e flavonoides, bem como nos
potenciais antioxidantes. A partir dessa analise € possivel inferir que a dissimilaridade
genética, possivelmente, ¢ um dos fatores que influenciou o contetido de compostos fenolicos
e a dissimilaridade do acesso ZR1.

Com relacao ao conteudo de DNA (Tabela 6) nao se observou diferencgas significativas
pelo teste F entre os acessos estudados, embora a amplitude tenha variado de 1,59 no acesso

ZR1 a 1,97 no acesso POA.

Tabela 6 - Conteudo de DNA de 8 acessos de S. oleraceus.

Acessos Conteudo de DNA
A2 Itumirim ZR, 1,59a
A6 Itumirim ZR, 1,68a
A8 DAG - UFLA 1,71a
Al Itumirim 1,72a
A4 Lavras MG 1,75a
A3 Horta — DAG UFLA 1,77a
A7 UNICENTRO PR 1,90a
AS Pouso Alegre MG 1,97a

Itumirim ZR; = Zona Rural 1; Itumirim ZR, = Zona Rural 2; DAG UFLA =
Departamento de Agricultura da UFLA; UNICENTRO PR = Universidade
Estadual do Centro Oeste, Guarapuava, PR. Letras minusculas na coluna
seguidos das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott.

Segundo Schifino-Wittmann (2001) a determinacao da quantidade de DNA nuclear
pode substituir a contagem de cromossomos, em particular, quando se trabalha com um

nimero muito grande de individuos. Conhecer o niimero de cromossomos, além de
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importante para a caracterizagdo do germoplasma ¢ imprescindivel para os trabalhos de
melhoramento genético, quando sdo programados cruzamentos.

Em geral, individuos com genomas pequenos sdao encontrados sob uma ampla
variedade de condic¢des, enquanto aqueles com genomas maiores sao encontrados apenas sob
condi¢cdes moderadas, fora de zonas ambientais extremas (KNIGHT; MOLINARI; PETROV.
2005). A variedade de tamanhos de genoma em uma Unica espécie estd relacionada a
capacidade adaptativa dessa espécie (L1; HU; LUO et al. 2013).

Bennet e Leitch (1995) citam alguns dados isolados que indicam que alteragdes na
quantidade de DNA podem ser influenciadas por fatores ambientais, mas salientam a
necessidade de repetigdes e amplas discussdes sobre o assunto, o que poderia desafiar o
conceito da constancia do valor C.

Esses dados corroboram com os resultados de diversidade genética de S. oleraceus,
uma vez que esta ¢ uma espécie encontrada em diversos paises do mundo e em temperaturas e

condi¢des ambientais diversas.

52



4 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram dissimilaridade nos teores de compostos fenolicos totais
entre os 8 acessos de S. oleraceus. Os acessos possuem atividade antioxidante, nem sempre
associada ao teor de compostos fendlicos.

Por meio dos primers ISSR constatou-se a diversidade genética entre os acessos de S.
oleraceus oriundos de diferentes locais; sendo os acessos ZR2 (Itumirim) e¢ UPR
(UNICENTRO PR) os mais similares ¢ o acesso ZR1 (Itumirim) o mais dissimilar. Os
resultados também demonstraram que os fatores genéticos influenciaram os teores de

compostos fenolicos e atividades antioxidantes.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DA EMBRIOTOXICIDADE E CAPACIDADE
MELANOGENICA DOS EXTRATOS DE Sonchus oleraceus EM ZEBRAFISH

RESUMO

Sonhcus oleraceus L., espécie da familia Asteraceae ¢ popularmente conhecida no Brasil
como serralha. Trata-se de uma hortalica ndo convencional, também utilizada como planta
medicinal no tratamento de discromias cutaneas, como o vitiligo. A medicina tradicional tem
avangado devido a disseminagdo de informacdes sobre as plantas medicinais. Devido a isso,
se torna imprescindivel ampliar o conhecimento sobre a toxicidade e a eficacia das mesmas, a
fim de aumentar a seguranca no uso dos extratos de plantas. Objetivou-se avaliar a
embriotoxicidade e a capacidade melanogénica dos extratos de folhas e raizes de S. oleraceus
em zebrafish. Foram preparados extratos aquosos, hidroetanolico 70% e metanolico 50% por
meio de um sistema de refluxo simples, a partir de plantas de crescimento espontdneo em
areas de cultivo organico e convencional de hortalicas. Os extratos foram submetidos a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD). Para os ensaios biologicos, vinte
embrides de Danio rerio (zebrafish) fertilizados foram selecionados para testar a
embriotoxicidade dos extratos de S. oleraceus a partir de diluigcdes seriadas de 10 a 0,0012 mg
mL". Os embrides foram expostos aos extratos enquanto o controle foi exposto apenas ao
meio E3 até 120 hpf. Para medir a capacidade melanogénica dos extratos, foram feitos dois
tipos de ensaios utilizando a solucdo de 1-fenil-2-tiourea que inibe a melanogénese dos
embrides e larvas de zebrafish. Os resultados da embriotoxicidade foram analisados usando
programa estatistico Graph Pad Prisma 8.0.1 para a criagdo de curvas de concentragao-
resposta. O indice teratogénico foi calculado usando a razdo de CL50/EC50 e a capacidade de
pigmentacio dos extratos em zebrafish foi expressa em densidade (pixel pm?). Nos resultados
da cromatografia, foi caracterizado acido clorogénico nas folhas e raizes de S. oleraceus. Nas
folhas também foi quantificado 4cido chicorico, contendo 1,52 a 4,11 mg g'1 de folha, sendo
identificado como o composto majoritario da planta. Os resultados dos ensaios de
embriotoxicidade demonstraram que a toxicidade de S. oleraceus em embrides de zebrafish
depende da concentragdo de extrato utilizado. A LCsy mais elevada foi encontrada no extrato
aquoso de raiz 0,08 mg mL" e a menor no extrato metandlico de raiz 2,90 mg mL™". Doses
acima de 5 mg mL" em qualquer dos extratos, foram letais em 24h de incubagio e doses
abaixo de 0,0025 mg mL" ndo foram embriotoxicas. O efeito teratogénico dos extratos nos
embrides ocorreu a partir da concentracio de 0,005 mg mL" até 2,5 mg mL™, produzindo
atraso na eclosdo dos embrides, retardo no desenvolvimento embrionario, edema de
pericardio, edema de saco vitelino e lordose. Nos ensaios de capacidade melanogénica, os
extratos de folhas e raizes, na concentracdo de 0,625 mg mL", foram capazes de estimular a
pigmentacao nas larvas de zebrafish e seus resultados variaram de 0,00055 a 0,00084 pixels
um®. Conclui-se que os extratos de S. oleraceus causaram toxicidade nos embrides de
zebrafish, em uma faixa de concentracdo especifica, todavia também possuem capacidade de
pigmentagao nas larvas destes mesmos animais.

Palavras-chave: Serralha. Melanogénese. Danio rerio. Toxicidade. CLAE-DAD.
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ABSTRACT

Sonhcus oleraceus L., a species of the Asteraceae family is popularly known in Brazil as
serralha. It is an unconventional vegetable, also used as a medicinal plant in the treatment of
skin disorders such as vitiligo. Traditional medicine has advanced due to the dissemination of
information about medicinal plants. Because of this, it is essential to increase knowledge
about toxicity and effectiveness, in order to increase safety in the use of plant extracts. The
objective of this study was to evaluate embryotoxicity and melanogenic capacity of extracts of
leaves and roots of S. oleraceus in zebrafish. Aqueous extracts, 70% hydroethanolic and 50%
methanolic were prepared by means of a simple reflux system, from spontaneous growth
plants in areas of organic and conventional vegetable cultivation. The extracts were subjected
to high performance liquid chromatography (HPLC-DAD). For biological assays, twenty
fertilized Danio rerio (zebrafish) embryos were selected to test the embryotoxicity of S.
oleraceus extracts from serial dilutions of 10 to 0.0012 mg mL™". The embryos were exposed
to the extracts while the control was exposed only to E3 medium up to 120 hpf. To measure
the melanogenic capacity of the extracts, two types of assays were performed using the 1-
phenyl-2-thiourea solution that inhibits the melanogenesis of zebrafish embryos and larvae.
Embryotoxicity results were analyzed using the Graph Pad Prisma 8.0.1 statistical program to
create concentration-response curves. The teratogenic index was calculated using the LCsg /
ECs ratio and the pigment capacity of the zebrafish extracts was expressed in density (pixel
umz). In the chromatography results, chlorogenic acid was characterized in the leaves and
roots of S. oleraceus. Chicoric acid was also quantified in the leaves, containing 1.52 to 4.11
mg g of leaf, being identified as the major compound of the plant. The results of the
embryotoxicity tests demonstrated that the toxicity of S. oleraceus in zebrafish embryos
depends on the concentration of extract used. The highest LCsy was found in the aqueous root
extract 0.08 mg mL" and the lowest in the methanol extract of root 2.90 mg mL™. Doses
above 5 mg mL™ in any of the extracts were lethal within 24 hours of incubation and doses
below 0.0025 mg mL™" were not embryotoxic. The teratogenic effect of the extracts on the
embryos occurred from the concentration of 0.005 mg mL™ to 2.5 mg mL™, producing delay
in the embryo's hatching, delayed embryonic development, pericardial edema, yolk sac edema
and lordosis. In the tests of melanogenic capacity, the extracts of leaves and roots, in the
concentration of 0.625 mg mL™, were able to stimulate the pigmentation in the zebrafish
larvae and their results ranged from 0.00055 to 0.00084 pm? pixels. It is concluded that the
extracts of S. oleraceus caused toxicity in the zebrafish embryos, in a specific concentration
range, however they also have pigmentation capacity in the larvae of these same animals.

Keywords: Serralha. Melanogenesis. Danio rerio. Toxicity. CLAE-DAD.
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1 INTRODUCAO

Virias plantas medicinais tém sido utilizadas durante décadas pela populacao com o
proposito de obter efeitos benéficos a satide. Sonchus oleraceus L. ¢ uma planta medicinal e
também uma hortalica ndo convencional, origindria da Europa, conhecida no Brasil como
serralha. Pertencente a familia Asteraceae ¢ uma hortalica que possui inimeros beneficios
para a saude humana. Na medicina popular o uso de suas folhas, na forma de infusdes, tem
sido utilizado em pessoas acometidas discromias cutaneas, como o vitiligo.

O vitiligo, conhecido por provocar manchas brancas na pele, ¢ uma doenca de causas
ndo muito claras. De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia, cerca de 1% da
populagdo mundial possui o vitiligo. Esta doenca causa muito mais do que manchas
esbranquicadas na pele, ela também gera impacto negativo no psicologico dos pacientes.

As plantas medicinais possuem valores inestimaveis como fonte de agentes
terapéuticos. A fitoterapia e a medicina tradicional tém passado por um reavivamento e
avango em um ritmo mais acelerado devido a aceitacdo do publico como uma terapia, todavia
algumas plantas causam interagcdes medicamentosas adversas e efeitos toxicos. Por este
motivo, existe uma grande preocupacdo com a avaliagdo toxicologica de plantas medicinais.

A espécie Danio rerio, também conhecido como zebrafish ou Paulistinha, tem sido
cada dia mais utilizado em ensaios bioldgicos, principalmente em estudos que avaliam a
toxicidade de um substrato, por ser uma espécie que possui 70% dos seus 26.000 genes
homologos aos dos seres humanos e 84% de homologia dos genes envolvidos em doencas
humanas (ESCALEIRA. 2017).

Além dessas caracteristicas, o zebrafish também detém outras vantagens para seu uso,
como alta taxa reprodutiva, rapido desenvolvimento e transparéncia, tanto natural quanto
induzida, que facilita a visualizagdo e andlise de diversas partes e 6rgdos do animal. Estas e
outras vantagens fazem deste peixe um importante modelo vertebrado para pesquisas
bioldgicas, como por exemplo, em ensaios de toxicidade e capacidade melanogénica.

A avaliacdo da embriotoxicidade dos extratos Sonchus oleraceus ¢ importante uma
vez que varias plantas medicinais t€ém ganhado espaco e popularidade no mercado global de
satde e na mesa dos consumidores, alegando ter efeitos terap€uticos, porém sem informagdes

sobre a sua toxicidade.
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Por esses motivos, objetivou-se com este estudo avaliar a embriotoxicidade e a
capacidade melanogénica de extratos de folhas e raizes de Sonchus oleraceus, oriundos de

areas de cultivo organico e convencional, em zebrafish.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado, folhas e raizes de Sonchus oleraceus, sdo provenientes de
plantas adultas e de crescimento espontaneo em canteiros de duas regides distintas da Colecao
de Germoplasma de hortalicas ndo convencionais do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). A primeira, localizada em uma area de cultivo
organico de hortaligas e a segunda localizada em uma érea de cultivo de hortalicas, onde foi
pulverizado o herbicida Roundup®, que contém glifosato em sua constituicdo. Esta segunda
area ¢ denominada neste trabalho como “cultivo convencional”. Ambas as areas recebiam sol
pleno e S. oleraceus crescia espontaneamente, como uma planta invasora, quando foi
coletada. Este material foi obtido no periodo de maio a agosto de 2019. Latitude 21°14°S,
longitude 45°00°W e altitude média de 918 metros, no municipio de Lavras (MG).

2.2 Obtencio e extracido de Sonchus oleraceus

Foram coletados, entre as 7h e 9h da manha, folhas de toda a parte aérea e raizes de S.
oleraceus. As folhas e raizes foram lavadas em 4gua destilada e os extratos foram preparados
a 10% (p/v) empregando-se um sistema de refluxo a partir dos materiais vegetais frescos.
Estes materiais foram cortados em fragmentos de 1 cm’® e destilados em solucdo de 4gua
destilada, etanol 70% e metanol 50% por 20 minutos. Posteriormente, os extratos foram
filtrados a vacuo e concentrados em evaporador rotatério a 40°C, sob pressdo reduzida, até
residuo. Os rendimentos extrativos foram determinados e expressos em porcentagem (g.100g"
! de folhas frescas). Os extratos foram armazenados em freezer a -20 °C até as analises. Ao

total foram produzidos 12 extratos conforme Tabela 7.
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Tabela 7 - Extratos de S. oleraceus utilizados na condugdo dos ensaios em zebrafish.

Organico Convencional
u t}i)l?gt;da Solvente Solvente

Extrato 1 H,O Extrato 7 H,O

é: Extrato 2 Etanol 70% Extrato 8 Etanol 70%

= Extrato 3 Metanol 50% Extrato 9 Metanol 50%
Extrato 4 H,O Extrato 10 H,O

E Extrato5  Etanol 70% Extrato 11 Etanol 70%
Extrato 6 Metanol 50% Extrato 12 Metanol 50%

Fonte: Da autora (2020).

2.3 Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Os perfis cromatograficos e as analises quantitativas por CLAE-DAD foram realizados
em um sistema de cromatografia liquida Agilent 1200 (Agilent Technologies®, Waldbronn,
Alemanha) equipado com uma bomba quaternaria (G1311A) com sistema desgaseificador
(G13222A), amostrador automatico ALS (G1322A) e conjunto aquecedor TCC (G1316A).
Utilizou-se um detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel (G1315D) para obter
cromatogramas a 210 nm em raizes e 320 nm em folhas e os espectros no UV de 190 a 400
nm também foram registrados on-line. O equipamento foi controlado pelo software OpenLAB
versao A07.04, build 04.07.28. As separagdes foram realizadas em uma coluna analitica de
fase reversa C18 (Eclipse XDB-C18, Agilent Technologies®, EUA) com um empacotamento
a base de silica (5 um x 150 mm X 4,6 mm L.D.) e pré-coluna (5 pm x 12,5 mm X 4,6 mm

I.D.). As condi¢des operacionais de analises estdo descritas abaixo conforme a andlise.

2.3.1 Preparo das amostras

Para obtencao das solugdes amostras, 10 mg de cada extrato (raizes e folhas) foram
pesados para microtubos e adicionado 1 mL de MeOH grau CLAE. A suspensao foi mantida
em banho de ultrassom por 15 min para auxiliar na solubilizacdo da amostra. Posteriormente,

as amostras foram centrifugadas a 8.400 g por 10 min. Empregaram-se os sobrenadantes para
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andlise por CLAE. Foram injetadas aliquotas de 10 pL dos sobrenadantes, de modo

automatico, no sistema cromatografico.

2.3.2 Analises qualitativas de perfis cromatograficos

Inicialmente, para extratos de folhas e raizes foi utilizado um perfil cromatografico
exploratorio empregando-se um gradiente linear de H>O (A) e CH3CN (B): 0 min 95% A, 5%
B; 60 min 5% A, 95% B, seguido de 10 min de eluicao isocratica. O fluxo da coluna foi de
1,0 mL/min e temperatura de forno a 40 °C. Nesta e em todas as condi¢des posteriormente
avaliadas foi adicionado acido fosférico a 0,1% aos eluentes, o volume de injecdo das
amostras foi de 10 puL e a detecgdo, salvo na condigdo estabelecida para os extratos de folha,
registradas no UVzio.

Considerando dados de estudos fitoquimicos relatados para a espécie (ALREKABI;
HAMAD. 2018; OU; SCHMIERER; RADES et al. 2013; Xu; LIANG. 2005) os perfis
cromatograficos exploratorios foram comparados com tempos de retengao, espectros no UV e
co-inje¢dao com as substancias de referéncia acidos chicorico, clorogénico, galico e cafeico e
os flavonoides rutina e quercetina (Sigma-Aldrich®, pureza declarada acima de 95%), a fim
de caracterizar a presenca dessas substancias nos extratos. As solu¢des de referéncia
individuais foram preparadas na concentragio de 1 mg mL" em metanol grau CLAE. Uma
solucao contendo um pool de aliquotas de 100 puL de cada solucdo de referéncia foi preparada
diretamente em vial e injetadas no cromatografo.

Para os extratos de raizes de Sonchus oleraceus a condigao exploratoria foi ajustada
visando obter apenas menor tempo de andlise. A condi¢ao estabelecida para os extratos de

raizes de Sonchus oleraceus esta descrita na Tabela 8.

Tabela 8 - Gradiente de eluicdo empregado para registro dos perfis cromatograficos por
CLAE-DAD de amostras de raizes.

Tempo A (%) C (%)
0 95 5
27 59 41
32 45 55
37 95 5
42 95 5

Legenda: A = agua. C = acetonitrila. Ambos os cluentes foram acidificados com
0,1% de acido fosforico.
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Para os extratos de folhas de Sonchus oleraceus, as anélises dos perfis cromatograficos
e co-inje¢do com as substancias de referéncia indicaram para o pico majoritario das amostras
a presenga de acido chicdrico. Assim, visando melhorar a resolucao dos picos de interesse e
diminuir o tempo de andlise foram avaliadas diversas modificagdes na condigdo
cromatografica relacionadas a parametros de resolucdo, incluindo modificador organico
(CH3CN e MEOH), vazdo, temperatura, inclinacdo do gradiente, elui¢do alternada com
MEOH e CH3CN e comprimento de onda de detecgdo. Com isto, a condi¢ao estabelecida para

a quantificacao de acido chicorico nos extratos de folhas de Sonchus oleraceus foi a descrita

na Tabela 9.

Tabela 9 - Gradiente de eluicdo empregado para registro dos perfis cromatograficos por
CLAE-DAD de amostras de folhas.

Tempo (min) A (%) B (%) C (%)

0 95 5 0
17 70 30 0
17,1 82 0 18
25 76 0 24
30 5 50 45
32 5 95 0
34 5 95 0
39 95 5 0
45 95 5 0

Legenda: A = agua. B = MeOH. C = acetonitrila. Todos os eluentes foram acidificados
com 0,1% de acido fosforico. Fluxo: 1 mL/min. Temperatura do forno: 25 °C. Detecg¢ao:

2.3.3 Quantificacdo do acido chicorico nos extratos de folhas de Sonchus oleraceus

A quantificagdo de acido chicorico nos extratos de folhas de Sonchus oleraceus foi
realizada empregando-se o método por CLAE-DAD desenvolvido (Tabela 9). A
confiabilidade da condigdo estabelecida foi examinada por testes de adequagao do sistema,
seletividade, estimativa das faixas de trabalho e linearidade.

Os ensaios de adequabilidade de sistema para o pico referente ao 4cido chicorico

compreenderam a avaliacdo da pureza de 3 pontos (P), resolu¢dao (Rs), nimeros de pratos
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teoricos (N), fator de cauda (T), fator de retencdo (k), fator de cauda (T) e repetibilidade da
resposta dos picos [DPR do tempo de retencdo do acido chicorico (n = 5)]. Os dados foram
obtidos pelo programa EZChrom® (Agilent) versdo OpenLab, de acordo com as equagdes
recomendadas pela United States Pharmacopoeia (USP), sendo os resultados expressos como
valor médio de 6 determinagdes. Os resultados foram comparados com os limites
recomendados pelo Fda (2000). Para se estabelecer o tempo morto (t0) da corrida
cromatografica, injetou-se no sistema, nas mesmas condicoes de analise, 10 pL de solugdo de
nitrato de sodio 0,01% (p/v) preparada na fase movel.

A seletividade do pico referente ao acido chicorico foi avaliada pela homogeneidade
dos espectros registrados no comprimento de onda de 230 nm nas regides ascendente, apical e
descendente dos picos, sendo considerado puro sua exata sobreposi¢ao.

As estimativas das faixas de trabalho foram estabelecidas na drea média referente ao
pico do 4cido chicorico nas seis amostras de extratos de folhas de Sonchus oleraceus.

A linearidade foi determinada pelo método do padrdo externo, utilizando-se cinco
concentracoes distintas (RIBANI; BOTTOLI; COLLINS et al. 2004). Para isto, foram preparadas
duas réplicas da solucdo de referéncia de acido chicorico. Pesaram-se, precisamente 1 mg de
acido chicoérico, em papel manteiga, o qual foi transferido para baldes volumétricos de 1 mL.
Dissolveu-se em MeOH grau CLAE e completou-se o volume com o mesmo solvente,
obtendo-se as solugdes na concentragio final de 1,0 mg mL™". As curvas analiticas foram
determinadas em relacdo a massa injetada de cada substiancia de referéncia, em dois dias
consecutivos. Cada ponto das curvas analiticas foi obtido pela injecdo, em triplicata, de uma

faixa de 2 a 10 pL da solugdo de referéncia, conforme indicado na Tabela 10.

Tabela 10 - Correspondéncia entre os volumes e as massas injetadas para construcdo das
curvas analiticas de acido chicorico.

Volume (nL) Massa (ng)
Soluc¢ao de referéncia 1,0 mg/mL
10 8,0
8 6,4
6 4,8
4 3,2
2 1,6

Fonte: Da autora (2020).
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressdo linear pelo método dos (R»)
minimos quadrados e os coeficientes de determinagdo correspondentes foram calculados. As
curvas obtidas nos dois dias consecutivos foram comparadas estatisticamente por analise de
variancia (p < 0,05). Os dados quantitativos de 4cido chicorico foram expressos em mg g de

folha fresca, calculados a partir da equagdo média das curvas analiticas.

2.4 Manejo das matrizes zebrafish e instalagoes

O experimento foi realizado na Ala de Peixes do Biotério Central da Universidade
Federal de Lavras, MG. Os ensaios com os embrides foram realizados nos meses de agosto a
dezembro de 2019. Todos os ensaios envolvendo o uso de peixes foram realizados de acordo
com os principios éticos na experimentacao animal incluidos nas normas da Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFLA, tendo sido aprovados pela mesma e estando o projeto
protocolado sob n° PVDAG230-2019.

As matrizes de Danio rerio (Zebrafish), de aproximadamente sete a oito meses de
idade, foram mantidas em uma rack (Hydrus-Alesco) especifica para a espécie, em aquarios
de policarbonato, com tamanho de 11,5cm x 34,5cm x 15,5cm, com capacidade para 15
peixes. A qualidade da agua e temperatura de 28°C foram controlados de forma automatizada
pela raque e os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, a primeira alimentagdo com ragao
comercial (Nutrifish-Floculada), a segunda com o microcrustaceo Artemia salina e mantidos

em ciclo de luz 14:10 (claro/escuro) (DAMMSKI; MULLER; GAYA et al. 2011).

2.5 Obtenc¢ao dos embrioes

Para a reprodugdo, os adultos de D. rerio foram separados de acordo com o sexo
(aproximadamente 100 machos e 50 fémeas) no dia anterior a cada reprodu¢do, em pequenas
criadeiras, com sistema de oxigenacdo constante e temperatura controlada a 28°C, com
manutengdo do fotoperiodo de 14 horas luz/ 10 horas escuro. Foram selecionadas as fémeas
com ventres abaulados e machos com coloragdo amarelada forte nas nadadeiras peitorais. No
dia seguinte pela manha, os machos foram acondicionados na criadeira das fémeas (2
machos/1 fémea) uma hora antes do término do periodo escuro (LAMMER; CARR; WENDLER et

al. 2009; LAMMER; KAMP; HISGEN et al. 2009). Estas mudancas estimulam o comportamento
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de acasalamento e a liberacdo dos gametas no ciclo de luz seguinte. Nas criadeiras foi
utilizado um fundo gradeado para que os ovos passem para o fundo do aquario, se mantendo
separado dos peixes, a fim de evitar o canibalismo.

Ap0s a reprodugdo, os embrides foram coletados e mantidos em meio E3, em placas
de Petri. Os embrides com desenvolvimento normal (Figura 10) foram selecionados para os
ensaios (Figura 11). O meio E3 permite a padronizacdo do desenvolvimento embrionario do
zebrafish; este meio E3 ¢ composto por 5 mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl2, 0,33
mM MgSO04, e 0,1% de azul de metileno (D1 PRINZIO; BOTTA; BARRIGA et al. 2010).

Figura 10 - Embrides com desenvolvimento normal.

Fonte: Da autora (2019).

Figura 11 - Procedimento do teste de toxicidade aguda do embrido de zebrafish.
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Fonte: Ocde (2013).
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Todos os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho, tanto a reproducao
quanto os testes toxicologicos, seguem especificagdes da Organizacdo para a Cooperagdo e

Desenvolvimento Econdmico (OCDE. 2013).

2.6 Preparacio dos extratos para os ensaios

Os extratos brutos de cada amostra de Sonchus oleraceus foram pesados em balanga
de precisao e feito dilui¢des seriadas em meio E3 em tubos Falcon e homogeneizados com
auxilio de banho de ultrassom. Em seguida as amostras diluidas foram centrifugadas e
retirado o sobrenadante. As diluigdes seriadas foram feitas nas concentragdes de 10; 5; 2,5;
1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,020; 0,010; 0,005;0,0025 e 0,0012 mg mL™". Estas

concentracdes foram utilizadas para todos os ensaios realizados.

2.7 Teste de embriotoxicidade aguda em embrides

A exposicdo de embrides e larvas de zebrafsh aos extratos foi realizada de acordo
com o método descrito pela Ocde (2013) (teste n° 236) e Sy Mohamad; Mohd Said; Abdul
Munaim et al. (2019). Foram selecionados 40 ovos fertilizados para cada tratamento;
colocados em placa de Petri e tratados com 10 mL dos extratos diluidos. O controle negativo
foi tratado com 10 mL do meio E3. Os embrides foram mantidos nas placas de Petri em estufa
a 28°C por 24 horas. Apds este periodo, foram selecionados 20 embrides saudaveis (n=20) de
cada tratamento e foram alocados em placas de 96 pocgos, contendo 1 embrido por pogo em
200 pL de extrato e no controle negativo contendo 200 pL do meio E3. As placas de 96 pogos
foram mantidas a 28°C durante todo o desenvolvimento embrionéario e inicio do periodo larval
(120 horas) e cobertas com Parafilm® para evitar o possivel efeito de evaporacdo. Uma
réplica ¢ considerada valida quando a mortalidade e malforma¢do de embrides do controle
negativo ¢ igual ou inferior a 10% no final da exposi¢ao de 96 horas (SY MOHAMAD; MOHD
SAID; ABDUL MUNAIM et al. 2019).

Os embrides foram analisados individualmente a cada 24 horas até completar 120
horas pos fertilizagcdo (hpf). Os parametros de desenvolvimento avaliados em embrides e
larvas durante a exposi¢do de 120 horas foram: coagulagdo dos ovos, eclosdo das lavras,

mortalidade de embrides e larvas, auséncia de desenvolvimento de somitos, desenvolvimento
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dos olhos, movimentos espontaneos, presenca de circulacdo na aorta dorsal, edema durante a
formag¢do do coragdo, auséncia de deslocamento da cauda, falta de batimentos cardiacos,
retardo de crescimento e deformidade morfoldgica (lordose) (Tabela 11). As larvas e
embrides foram examinados diariamente com o auxilio de um microscopio Optico Olympus
CX22LED para verificar as alteragdes do corpo em cada concentracdo, para determinagdo da
embriotoxicidade. Ao todo 14 concentragdes diferentes de cada extrato de S. oleraceus foram
testadas quanto aos efeitos embriotoxicos e teratogé€nicos no desenvolvimento de embrides e

larvas de zebrafsh.

Tabela 11 - Caracteristicas morfologicas avaliadas como medidas para o potencial
embriotoxico e teratogénico de S. oleraceus ao longo de 120 horas.

Estagio
de vida Embriotoxicidade Teratogénese 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 120 hpf
Ovo Coagulacdo do N N N N N
ovo
Somitos \ \ \ \ \
Movimentos
espontaneos v v v v v
Olhos \ \ \ \ v
Deslocamento
da cauda v v v v v
Circulacao V V \ V \
Batlplentos X \ \ \ \
cardiacos
Retardo de
crescimento v v v v v
Eclosdo Larva viva
(Larva) Lordose X X \ \ \
Edema X \ \ \ \

hpf: horas pos fertilizagdo. V: observacdo do desenvolvimento normal. X: ndo observagdo/ndo
desenvolvimento. Fonte: Alafiatayo; Lai; Syahida et al. (2019) adaptado.

2.8 Avaliacoes do Indice Teratogénico (IT)

O método descrito por Selderslaghs; Van Rompay; De Coen et al. (2009) foi

utilizado para a avaliacdo dos dados do indice teratogénico. Nos tempos de 24, 48, 72, 96 ¢
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120 hpf, a mortalidade/embriotoxicidade e as alteragdes morfoldgicas dos embrides foram
avaliadas usando um microscopio optico Olympus CX22LED.

A cada individuo no experimento foram atribuidas pontuagdes para malformagao e
mortalidade a cada 24 horas, o que levou a determinacdo da porcentagem efetiva de cada
concentracdo em 120 hpf. A porcentagem de toxicidade do extrato foi determinada como a
propor¢ao de embrides e/ou larvas mortas sobre o numero total de embrides iniciais (20 ovos
fertilizados). Além disso, a porcentagem de malformacao para 24, 48, 72, 96 ¢ 120 hpf foi
determinada como a propor¢cao de embrides malformados e/ou larvas sobre o numero de

embrides que estavam vivos.

2.9 Analise de concentracio-resposta

A andlise de concentracdo-resposta foi calculada de acordo com procedimentos
descritos por Alafiatayo; Lai; Syahida et al. (2019). Utilizou-se o programa Graph Pad Prisma
8.0.1 para a criagdo de curvas de concentragdo-resposta para os dados de teratogénese,
letalidade. Os dados foram apresentados em forma de curvas sigmoidais. A curva de
concentragdo-resposta foi utilizada na determinagdo dos valores de LCs (letalidade) e ECsy

(efeito teratogénico). As diferencgas foram consideradas significativas em p <0,05.

2.10 Ensaio da capacidade melanogénica dos extratos de S. oleraceus em Danio rerio

A exposicao de embrides e larvas de zebrafish a 1-fenil-2-tiourea (PTU; Sigma -
Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) e extratos foi realizada de acordo com o método descrito
por Voelz; Gratacap e Wheeler (2015). Apos coleta dos embrides, estes foram mantidos em
placas de Petri contendo meio E3 a 28°C por 24 horas. Apos este periodo, foram selecionados
50 embrides saudaveis (n=50) para cada concentragdo de cada extrato e para os grupos
controle positivo e negativo. A solucdo estoque de feniltiourea (PTU) foi preparada a 0,3%
em meio E3. Posteriormente, a solu¢do de PTU de trabalho foi preparada a 2% em meio E3,
sendo adicionada 11 mL em cada placa contendo embrides com 24 hpf e trocada 24h depois.
Em 72 hpf a solugdo de PTU foi retirada e adicionados os extratos nas concentracdes de

0,625; 0,039 e 0,0025 mg mL". Neste experimento foram realizados dois tipos de ensaios:
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a) No primeiro ensaio, a solugdo contendo os extratos foi preparada em PTU 2%. O

grupo controle positivo foi tratado somente com PTU 2% e o controle negativo

tratado somente com meio E3 (Tabela 12). Apds despigmentacdo (72 hpf), as

larvas foram mantidas na solucao extrato + PTU até 144 hpf.

b) No segundo ensaio, apos despigmentacao (72 hpf), as larvas foram lavadas 3x em

meio E3 e os extratos foram preparados também em meio E3. As larvas foram

mantidas na solugdo de extrato até 144 hpf. O controle positivo foi tratado com

PTU 2% e em 72 hpf foi retirado e adicionado meio E3. O controle negativo

tratado somente com meio E3 (Tabela 12).

Em ambos os ensaios as larvas foram fixadas em formalina 10% (v/v), as 144 hpf.

Tabela 12 - Esquema da metodologia de exposi¢cao de embrides e larvas de zebrafish a
feniltiourea (PTU) e extratos.

24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 120 hpf 144 hpf
. Adicao de Fixacao
) Adig¢do de  Renovagdo . )
Ensaio 1 extrato com Avaliagdo  Avaliacdo das
PTU 2% do PTU 2%
PTU 2% larvas
Lavagem das )
Fixa¢do
Adicdo de Renovagdo larvas. Adicdo
Ensaio 2 Avaliagdo  Avaliacdo das
PTU2% do PTU 2% de extratos |
arvas

sem PTU 2%

Fonte: Da autora (2020).

O conteudo de melanina dos embrides tratados foi estimado usando o software de

analise IMAGEJ 1.52a. Dez embrides representativos de cada grupo de dosagem, incluindo o

controle positivo e negativo, foram fotografados aleatoriamente. A area da cabeca (dorso) foi

delineada e a densidade foi calculada para determinar o teor de pigmentacao. A densidade € o

produto da area delineada e seu valor médio de cinza. De acordo com Grisola e Fuentes

(2017), maior valor de densidade significa maior pigmentacdo. Para os resultados da

pigmentacao de zebrafish, observou-se o nivel de significancia do teste de F e foram

realizados os testes das médias por meio do Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade,

onde se utilizou o programa SISVAR ® (FERREIRA. 2011).
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3 RESULTADOS

3.1 Analise qualitativa dos perfis cromatograficos

Andlises de perfis cromatograficos obtido por CLAE para extratos vegetais em
condi¢des padronizadas, denominado “impressdo digital”, revela sua constituicdo qualitativa e
permite caracterizar o perfil quimico do material analisado. A obteng¢ao dos perfis por CLAE-
DAD teve o objetivo de permitir comparagdes qualitativas entre o perfil metabolico dos
diferentes extratos vegetais e dos materiais vegetais oriundos de cultivo organico e
convencional.

Independente do solvente utlizado na preparagdo dos extratos e da origem do cultivo
em area organica ou convencional, os perfis por CLAE-DAD dos 6 extratos de raizes foram
similares. Da mesma forma, as andlises dos perfis cromatograficos obtidos dos extratos de
folhas indicou composi¢do quimica qualitativa similar para os 6 extratos.

A co-inje¢do com substancias de referéncia (acidos chicoérico, clorogénico, galico e
cafeico e os flavonodides rutina e quercetina) relatadas na literatura (ALREKABI; HAMAD. 2018;
CHEN; TENG; CA0. 2019; LEE; SCAGEL. 2013; L1; DONG; HUANG et al. 2017; MOHAMMED.
2020; Ou; SCHMIERER; RADES et al. 2013; YIN; S;; WANG. 2008) sobre o perfil metabdlico
conhecido de Sonchus oleraceus e/ou andlise dos espectros no UV permitiu verificar a
presenca de acido clorogénico nos extratos de raizes e folhas (TR = 9,25 e 15,81 min,
respectivamente) e do acido chicorico, como pico majoritario em todos os cromatogramas dos
extratos de folhas (TR = 24,91 min). As Figuras 12 e 13 apresentam um overlay de um
cromatograma representativo do extrato de folha e um de raiz com os de uma amostra
auténtica de acidos clorogénico e chicorico, respectivamente, ¢ a sobreposicao de seus
espectros no UV obtidos on-line pelo detector DAD. A ocorréncia dos acidos clorogénico e
chicdrico ja havia sido relatada para a espécie nas folhas e raizes de S. oleraceus (CHEN;
TENG; CA0. 2019; LEE; SCAGEL. 2013; OU; SCHMIERER; RADES et al. 2013).

Devido a degradagdao ocorrida na amostra auténtica de &cido clorogénico que
apresentou pureza de apenas 65% quando analisada por CLAE-DAD (Figura 12), esta

substancia ndo foi quantificada nos extratos de S. oleraceus.
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Figura 12 - Perfis cromatograficos representativos por CLAE-DAD a 320 nm em folhas e 210
nm em raizes de preparacdes de Sonchus oleraceus e de amostra auténtica de
acido clorogénico.
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Figura 13 - Perfis cromatograficos representativos por CLAE-DAD a 320 nm em folhas de
preparagdes de Sonchus oleraceus e de amostra auténtica de acido chicérico.
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Legenda: 1 — amostra de folha coeluida com acido chicédrico; 2 - amostra de folha; 3 — substancia de
referéncia de acido chicérico.

3.2 Quantificacao de acido chicorico

A condigdo estabelecida para as analises por CLAE-DAD para os extratos de folhas de
Sonchus oleraceus teve a sua confiabilidade examinada por testes de adequabilidade do
sistema, compreendendo a avaliagdo da pureza de 3 pontos (P), resolucdo (Rs), nimeros de
pratos teoricos (N), fator de cauda (T), fator de retencdo (k), fator de cauda (T) e
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repetibilidade, avaliada pelo DPR do tempo de reten¢do do pico referente ao acido chicoérico
(n = 5). Os resultados foram expressos como valor médio de cinco determinagdes e estdo
apresentados na Tabela 13, juntamente com os limites recomendados pelo Fda (2000).

Todos os valores determinados estdo de acordo com as recomendagoes, exceto a
resolu¢do (Rs = 1,30). Todavia, considerando tratar-se de matriz biologica, esses valores
podem ser aceitos, pois testes de adequabilidade do sistema apresentam limites menos
rigorosos para matrizes bioldgicas e analise de tragos (DONG; PAUL; GERSHANOV. 2001).
Alguns autores consideram Rs de 1,5 adequada para andlises quantitativas (AOAC. 2019;
DONG; PAUL; GERSHANOV. 2001) A resolugdo do pico do 4cido chicoérico ainda esta abaixo do
valor de Rs = 1,50, mas isso ndo ¢ impeditivo para a andlise quantitativa, pois o sistema

apresentou execelente repetibilidade e o pico elevada pureza (98%).

Tabela 13 - Parametros de adequagdo do sistema determinados para as analises de marcador
quimico em folhas de Sonchus oleraceus.

Parametros de adequabilidade do Valores recomendados pelo

Média (n=6)

sistema FDA
Pureza de 3 pontos (P) 0,98 -
Resolucao (Rs) (USP) 1,30 >2
?{I}lét}l)e)ro de Pratos Tedricos (N) 106533 ~1.000
Fator de Retengao (K) 2,90 >2
Assimetria (T) 1,05 >2
DPR do Tempo de Retencao (%) 0 DPR < 1%, paran>5

Condig¢ao cromatografica: vide Parte Experimental, item 2.3.2.

A seletividade do método assume que as determinagdes quantitativas de marcadores
quimicos ndo estardo sujeitas a interferéncias de outros componentes da amostra. A
seletividade foi avaliada pela homogeneidade espectral do pico referente ao acido chicdrico
nas amostras nas regides ascendente, apical e descendente do pico. O valor de similaridade
espectral calculado pelo software EZChrom®, versio Open LAB foi de 99,9% indicando que
o método estabelecido ¢ seletivo devido ao elevado percentual de pureza do pico.

A linearidade do método foi determinada a partir da constru¢do de duas curvas
analiticas obtidas em dois dias consecutivos. As curvas analiticas foram determinadas em

relacdo a massa injetada de acido chicorico, conforme apresentado na Tabela 14. Os dados da
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analise de regressao linear, dos dois dias de andlises, e a curva analitica obtida pela média das

duas curvas, para o dcido chicorico estdo apresentados na Tabela 15 e Figura 14.

Tabela 14 - Massa injetada, areas médias (n=3) e desvio padrdo relativo das curvas analiticas
de 4&cido chicdrico em 2 dias de andlise.

Volume Massa Dia 1 Dia 2
‘"{ﬁtf)d 0 ‘"J(‘:ga)da Areamédia DPR (%) Areamédia DPR (%)
Solugdo de referéncia (0,8 mg mL™)

10,0 8,0 39123758 1,54 43594086 0,27
8,0 6,4 31313594 1,62 35143288 0,04
6,0 4,8 23485163 1,12 25945113 1,48
4,0 3,2 15893312 1,21 17431610 1,09
2,0 1,6 7852910 2,50 8808140 2,31

Fonte: Da autora (2020).

Tabela 15 - Resultados da regressao linear para curvas analiticas de acido chicdrico em 2 dias
consecutivos de andlise.

Acido chicorico

Parametros estatisticos

Dia 1 Dia 2
Faixa linear 10-2
Coeficiente de determinacao 0,9999 0,9998
Inclinagao 59504 68142
Erro padrao da inclinacao 308771 345608
Valor P - inclinagdo das 2 curvas 0,9857
Intercepto 21534412 23894885
Erro padrao do intercepto 12151608 13601319
Valor P - intercepto das 2 curvas 0,7718

Fonte: Da autora (2020).

Figura 14 - Média das curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD para o acido chicorico, em
dois dias consecutivos.
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Fonte: Da autora (2020).
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As curvas obtidas nos dois dias consecutivos ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas (p > 0,05) indicando relacdo linear entre a massa injetada de acido chicorico
(ug) e a area do pico correspondente, comprovando a linearidade do método pelo coeficiente
de determinacdo (R*) médio de 0,9999.

A concentragdo de 4cido chicérico variou de acordo com as amostras,
independentemente de serem organicos ou convencionais, conforme Tabela 16. O maior teor
de acido chicérico foi encontrado no extrato E7 (H,O, convencional) com 4,11 mg g de
planta. Enquanto que o menor teor foi encontrado no extrato E2 (etanol 70%, organico) com

1,52 mg g’ de planta.

Tabela 16 - Concentragao de acido chicérico nos extratos de folhas de Sonchus oleraceus.

Concentracao de acido

chicérico (mg g™)

| § El 1,91
5 E2 1,52
20
2 o E3 3,95
=
° . E7 4,11
(D] <
> £ ES8 2,90
S 5
© E9 3,66

Fonte: Da autora (2020).

3.3 Avaliacao da embriotoxicidade dos extratos de S. oleraceus em zebrafish

Durante as 120 h de teste, ndo foi observada letalidade significativa para o controle
negativo, uma vez que os embrides e larvas apresentaram desenvolvimento normal, onde a
taxa de eclosdo e as taxas de sobrevida foram superiores a 90%, conforme recomendado pelo
protocolo 236 da OCDE. As concentra¢des de 0,0025 ¢ 0,0012 mg mL" para todos os
extratos de folha e a concentragio de 0,0012 mg mL™" para os extratos de raiz obtiveram

resultados semelhantes aos do grupo controle negativo.
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Foi observado mais de 90% de letalidade em 24h e 48h de exposi¢do aos extratos, nas

concentracoes de 2,5; 5 ¢ 10 mg mL™" nos extratos de 1 a 8. A letalidade maxima foi de 100%

¢ a minima de 0% durante as 120 h de analise, para todos os extratos analisados (Figura 15).

Figura 15 - Letalidade dos extratos de S. oleraceus em zebrafish.
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Fonte: Da autora (2019).

Letalidade (%)

Letalidade (%)

100+

100+

Convencional
Folhas
’." o E7
& E8
+ E9
Log (mg mL")
(c)
Raiz
T
-+ E10
& EN
+» E12

Log (mg mL")
(d)

Em se tratando dos extratos de folhas, os organicos foram mais letais (Tabela 17,

Figura 15), com destaque para o extrato 3 que apresentou LCso de 0,11 mg mL"'. Em

contrapartida, os extratos convencionais apresentaram menor letalidade, tendo o E9 um LCsg

de 2,66 mg mL! demonstrando, assim, o maior LCs, encontrado nas amostras foliares (Tabela

11). Nota-se também, que nos extratos foliares o menor e o maior LCsy foram encontrados em

amostras de metanol 50%.
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Tabela 17 - Letalidade, teratogénese e indice teratogénico dos extratos de S. oleraceus em
zebrafish, analisados as 120 hpf.

Organico Convencional
LCso ECsg IT LCsp ECsg IT
< El 1,07 0,40 2,68 E7 1,47 0,62 2,37
% E2 0,76 0,60 1,27 ES8 1,77 0,91 1,95
= E3 0,11 0,07 1,57 E9 2,66 1,40 1,90
~ FE4 0,08 0,08 1,00 E10 1,86 0,96 1,94
E ES 1,19 1,10 1,08 E11 2,27 0,45 5,04
E6 2,90 0,81 3,58 E12 1,46 1,27 1,15

LC50 = Concentracdo minima capaz de causar 50% de letalidade. EC50 = Concentragdo minima
capaz de causar 50% de efeito teratogénico. A LCsy ¢ a ECsy sdo expressas em mg mL™". IT = indice
teratogénico = LC50/EC50.

Analisando os extratos de raizes, nota-se que a maior ¢ menor letalidade foi
encontrada nos extratos organicos (Figura 15), sendo a maior letalidade no E4 (H,O) com
LCsp 0,08 mg mL"! e a menor letalidade no E6 (metanol 50%) com LCsy 2,90 mg mL™.

Portanto verificou-se que, de forma geral, os extratos organicos foram mais letais que
os extratos convencionais (Figura 15), tanto em folhas quanto em raizes, nota-se que apenas o
extrato E12 (raiz, metanol, convencional) foi mais letal que o seu correspondente E6 (raiz,
metanol, organico). Doses acima de 5 mg mL™" foram letais em 24h de incubacio e doses

abaixo de 0,0025 mg mL™" nio foram consideradas embriotoxicas, por apresentaram menos de

10% de letalidade.

3.4 Teratogenicidade dos extratos de S. oleraceus em zebrafish

3.4.1 Efeitos das concentracoes dos extratos de S. oleraceus na taxa de eclosio de

embrioes

Os embrides de zebrafish expostos aos extratos de S. oleraceus apresentaram taxa de
70% de eclosdo tardia, até 96 hpf, em todas as concentracdes dos extratos foliares El
(organico - H,0) e E7, E8, E9 (convencional - H,O, etanol 70% e metanol 50%
respectivamente) conforme Figura 16. Essa mesma taxa de eclosao foi encontrado, em todas
as concentracdes dos extratos de raiz E4 (H,O — orgénico) e E10 e E11 (H,O e etanol 70% -

convencional).
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Figura 16 - Caracteristicas morfoldgicas avaliadas como medida da embriotoxicidade e
teratogenicidade dos extratos de S. oleraceus em diferentes pontos do tempo.

24 hpf

22 : w25

Legenda: Embrides e larvas com desenvolvimento normal: 1, 6, 13, 15, 19. Atraso no
desenvolvimento: 2 € 5. Auséncia de deslocamento da cauda: 4. Desenvolvimento normal, ainda sem
eclosdo: 9. Edema de pericardio e saco vitelino: 7, 10, 11, 16 e 20. Lordose: 14, 18 e 20. Malformacao:
3,8,12,17 e 21. Controle negativo: 22, 23, 24 ¢ 25. Fonte: Da autora (2019).
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A taxa de eclosdo dos demais extratos foliares e de raizes, tanto orgdnico quanto
convencional, variou em fun¢do da concentragdo, tendo inicio as 72 hpf. O grupo controle

teve 100% das eclosdes em 48 hpf e nenhum extrato foi semelhante a este.

3.4.2 Efeitos das concentracdées no retardo do desenvolvimento embrionario e

malformacoes em zebrafish

Os embrides de zebrafish apresentaram retardo no desenvolvimento inicial de
aproximadamente 10 horas (Figura 16), no periodo de 24 e 48 hpf, nos extratos de S.
oleraceus dependente da concentragdo. Todos os embrides, enquanto nessa condi¢do, nao
desenvolveram os somitos permanecendo em estagio de géstrula e aparente epibolia. Nao foi
observado nenhum outro tipo de alteragdo na formacdo dos somitos, nem na falta de
movimentos espontaneos, além do atraso no desenvolvimento inicial do embrido. Apos as 72
hpf houve embrides que continuaram seu desenvolvimento normal, enquanto outros
morreram, porém todos dependentes das concentracdes aplicadas. O extrato foliar organico
El (H,O) e radicular convencional E10 (H,O) e E11 (etanol 70%) provocaram atraso no
crescimento dos embrides em maior nimero de concentragdes, conforme Tabela 18. Em
concentragdes abaixo de 0,005 mg mL' ndo foi observado nenhum efeito no

desenvolvimento.

Tabela 18 - Concentragdes responsaveis pelo retardo no crescimento dos embrides de
zebrafish.
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0  Ell  EI2

10

5

2.5

1.25
0.625
0.313
0.156
0.078
0.039
0.020
0.010
0,005
0,0025
0,0012
\ = presenca de atraso no crescimento dos embrides.

\/
\/

Concentragdo (mg mEl)
e 22222 2 2 2
o 22 2
2 2
2 2
o 22 2
2 2 2
o222
o2 2
o2 2 2
PRy
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O atraso no deslocamento da cauda (Figura 16) foi observado somente em casos de
retardo do desenvolvimento incial do embrido, nas situagdes em que os embrides se
desenvolviam normalmente ndo houve atraso nesse descolamento. Em todos os extratos
avaliados foi dectado a ocorréncia de malformagdes nos embrides ¢ larvas de zebrafish,
dependentes das concentragdes (Figura 16).

Considerando os demais efeitos, os 12 extratos analisados ndo implicaram em
alteracdes nos batimentos cardiacos, na circulagao dorsal e no desenvolvimento dos olhos do

zebrafish.

3.4.3 Efeito das concentracdes no aparecimento de edemas e lordose no estagio

embriolarval de zebrafish

O surgimento de edemas de saco vitelino (Figura 16) nas larvas foi dependente das

concentragdes e tempo. Estes edemas foram observados a partir das 48 hpf e a partir da

concentracao:
e 25mgmL’
o no extrato radicular organico E6 (metanol 50%)
o extrato foliar convencional E9 (metanol 50%)
o extrato radicular convencional 10, 11 e 12 (H,O, etanol 70% e
metanol 50% respectivamente.
e 125mgmL’

o no extrato organico de folha E1 (H20) e de raiz E5 (etanol 70%)
o no extrato convencional de folha E7 (H20) e E8 (etanol 70%).
e 0,625 mg mL"' no extrato foliar organico E2 (etanol 70%).
e a partir 0,312 mg mL™" nos extratos organicos de folha E3 (metanol 50%) e de
raiz E4 (H,0).
E possivel perceber que a maior parte dos extratos convencionais causaram edemas de
saco vitelino em concentragdes mais altas que os organicos.
O aparecimento de edemas de pericardio (Figura 16) nas larvas de zebrafish também
foi dependente da concentragdo e iniciaram-se apos 48 hpf. A taxa de edema de pericardio nos
embrides expostos aos extratos de folhas orgénicas variou de 2,8% a 4,6% e nos extratos de

folhas convencionais de 5% a 7,8%, demonstrando maior numero de edemas nas folhas
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convencionais. Nas raizes a taxa de edemas de pericardio variou de 1,4% a 5,7% em ambos os
tratamentos, tanto no organico quanto no convencional.

O aparecimento de lordose (Figura 16) foi observado a partir de 72 hpf. Os extratos
convencionais E9 e E10 (folha metanol 50% e raiz H,O respectivamente) ndo causaram
lordose nos embrides em nenhuma das concentragdes. Nos demais extratos analisados foram

observados de 5% a 10% de lordose nas larvas, até as 120 hpf.

3.5 Indice teratogénico dos extratos de S. oleraceus em Zebrafish

Os valores de indice teratogénico dos extratos de S. oleraceus podem ser observados
na Tabela 17. Analisando apenas os extratos foliares, nota-se que o extrato E1 (H,O —
organico) apresentou maior indice teratogénico (2,68), enquanto que o extrato E2 (etanol 70%
- organico) apresentou o menor indice de 1,27. Nesta comparagdo entre folhas x folhas, foi
possivel notar que tanto a maior, quanto a menor teratogenicidade encontram-se nos extratos
foliares organicos, dependendo entdo, do solvente de extracao utilizado.

Quando analisados as raizes, o extrato E11 (etanol 70% - convencional) apresentou o
maior indice teratogénico, enquanto que o menor indice foi encontrado no extrato E4 (H20 -
organico) com 1,00 (Tabela 17). Na comparagdo raiz x raiz, ao contrario do ocorrido nas
folhas, o maior indice teratogénico esteve nos extratos convencionais. Nota-se também, que
em ambos os tratamentos (folha x raiz; convencional x organico) os solventes dgua e etanol
70% extrairam compostos que causaram tanto a maior, quanto a menor teratogenicidade.

Analisando de maneira global todos os 12 extratos avaliados, observou-se que o E11
(raiz - etanol 70%) do tratamento convencional foi o que apresentou maior indice
teratogénico, com um valor de 5,04 e o extrato E5 (raiz — etanol 70%) do tratamento organico

o menor indice, com um valor de 1,08 (Tabela 17).

3.6 Capacidade melanogénica dos extratos de Sonchus oleraceus em Zebrafish

No ensaio 1 o controle positivo ndo promoveu a pigmentagdo nas larvas de zebrafish
(Figura 17), enquanto que o controle negativo apresentou densidade de 0,0004 pixel pm?. As
amostras referentes aos 12 extratos testados também ndo estimularam pigmentagcdo nos

embrides e larvas (Figura 17).
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Figura 17 - Larvas de D. rerio submetidos aos extratos de S. oleraceus no ensaio 1.

Controle positivo

Legenda: Extratos orgénicos de folha = E1 H,O, E2 etanol 70%, E3 metanol 50% e de raiz = E4 H,0,
ES5 etanol 70% e E6 metanol 50%. Extratos convencionais de folha = E7 H,0O, E8 etanol 70% ¢ E9
metanol 50% e de raiz = E10 H,O, E11 etanol 70% e E12 metanol 50%. Fonte: Da autora (2019).
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Em todas as amostras testadas no ensaio 1 ndo ocorreram mortes ou teratogénese.
Esses resultados apontam para a efetividade da 1-fenil-2-tiourea na despigmentagdo dos
embrides e larvas de zebrafish sem provocar alteracdes morfologicas visiveis, também
demonstra que os extratos nao foram capazes de estimular a melanogénese quando na
presenca do PTU.

No ensaio 2, no controle negativo houve pigmentacio das larvas com uma densidade
de 0,0004 pixel pm” e o controle positivo apresentou densidade de 0,0003 pixel um? (Tabela
19, Figura 18) as 144 hpf.

Tabela 19 - Densidade (pixel um?) referente 4 melanogénese de zebrafish em 144 hpf,
promovido pelos extratos de S. oleraceus em diferentes concentragdes, no

ensaio 2.

Concentracoes analisadas
0,0025 0,039 0,625 Controle
mg mL™"! mg mL™" mg mL™"! Positivo
2 ~§ El 0.00015aB  0.00022bB  0.00076 aA  0.0003 B
c E Té E2 0.00026 aA 0.00022 bA  0.00033cA  0.0003 A
= = E3 0.00026 aB  0.00025bB  0.00056 bA  0.0003 B
(§” 2 = E4 0.00046 aA  0.00036 bA  0.00028 cA  0.0003 A
-E ; ES 0.00021 aB 0.00044 aB  0.00084 aA  0.0003 B
a 'a Eé6 0.00020 aB  0.00025bB  0.00057 bA  0.0003 B
2 = E7 0.00031aA  0.00027 bA  0.00030cA  0.0003 A
Té % g E8 0.00027aB  0.00022bB  0.00058 bA  0.0003 B
‘§ =2 E9 0.00034 aA  0.00028 bA  0.00034cA  0.0003 A
2 g = E10 0.00015aA  0.00016 bA  0.00016 cA  0.0003 A
S 'E ; E11  0.00027aB  0.00019bB  0.00055bA  0.0003 B
k! E12  0.00018 aA  0.00027 bA  0.00019cA  0.0003 A

Letras mintsculas na coluna ¢ maitsculas na linha, seguidos das mesmas letras ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott.

Analisando a capacidade dos 12 extratos de estimular a melanogénse em zebrafish, as
144 hpf, por meio da concentracio de 0,0025 mg mL" observou-se que os resultados nio
apresentaram diferencas estatisticas, sendo os valores considerados semelhantes entre si
(Tabela 19). Na concentracao de 0,039 mg mL" o extrato E5, organico de raiz em etanol

70%, apresentou resultado superior aos demais extratos na pigmentagdo das larvas. Na
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concentragdo de 0,625 mg mL™ os extratos orgénicos El (folha, H,0) e E5 (Raiz, etanol)
também obtiveram resultados acima dos demais, ndo apresentando diferencas entre si (Tabela
19).

Sendo assim, quando analisado na Tabela 19 o efeito de cada concentragdo, ou seja, o
efeito de uma tnica concentrag@o entre os 12 extratos, notou-se que houveram extratos com
resultados superiores a outros. No entanto, quando analisados os efeitos da primeira e segunda
concentragdo, ou seja, o efeito da concentracdo de 0,0025 e 0,039 mg mL" dentro de um
mesmo extrato, notou-se que elas ndo diferenciaram estatisticamente entre si. A concentragao
de 0,625 mg mL" foi diferente estatisticamente das demais e foi a que estimulou maior
pigmentacao nas larvas de zebrafish.

Quando analisados os extratos do ensaio 2 em comparacdo ao controle positivo, ¢
possivel notar a formacdao de dois grupos: aqueles que foram capazes de estimular a
melanogénese e aqueles que foram semelhantes, estatisticamente, ao controle positivo (Tabela
19, Figura 18).

Os extratos que apresentaram capacidade de pigmentagdo estdo na concentragao de
0,625 mg mL™ e referem-se aos os extratos organicos de folha E1 (H,0) 0,00076 pixel pm?* e
E3 (metanol) 0,00056 pixel umz, organico de raiz E5 (etanol) 0,00084 pixel umz e E6
(metanol) 0,00057 pixel pm”. Ainda neste mesmo grupo encontram-se os extratos etanolicos
convencionais de folha E8 (0,00058 pixel pm?) e de raiz E11 (0,00055 pixel pm?) (Figura 18,
Tabela 19).

Dentre esses extratos, dois ter¢os (E1, E3, E5 e E6) sdo organicos e apenas um terco
dos extratos sdo convencionais (E8 e E11). O extrato aquoso de folhas organicas E1 (0,00076
pixel pm?) apresentou maior poder de estimular a melanogénse em larvas, dentre as folhas
organicas e convencionais. Dentre as raizes, o extrato etanolico 70% e organico ES (0,00084
pixel pm?®) estimulou maior aumento na melanogénese, que os demais extratos de raizes

(Figura 18).
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Figura 18 - Larvas de D. rerio submetidas a extratos de S. oleraceus no ensaio 2.

Controle positivo

Legenda: Extratos organicos de folha = E1 H,O e E3 metanol 50% e de raiz = ES etanol 70% ¢ E6
metanol 50%. Extratos convencionais de folha = E8 etanol 70% e de raiz = E11 etanol 70%. Fonte: Da
autora (2019).
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4 DISCUSSAO

As analises realizadas por CLAE-DAD indicam a presenca de acido clorogénico nas
raizes e folhas de S. oleraceus. A literatura cita a presenga deste acido nesta espécie como em
trabalhos de Ou; Schmierer; Rades et al. (2013), Chen; Teng e Cao (2019) e Mohammed
(2020). Este acido além de ser um excelente antioxidante, também atua como antiinflamatorio
(CHEN; TENG; CA0. 2019) contribuindo no tratamento da diabetes mellitus tipo 2, doengas
cardiovasculares, dislipidemias e no tratamento de cancer (GARAMBONE; ROSA. 2008).

Nas analises por CLAE-DAD também foi possivel verificar a presenca de acido
chicdrico e determinar o teor deste nas amostras. As seis amostras de folhas analisadas
apresentaram diferentes teores de acido chicorico, conforme segue em ordem crescente de
resultados, E2 (etanol 70%) 1,52 mg g'; E1 (H,0) 1,91 mg g'; E8 (etanol 70%) 2,90 mg g™';
E9 (metanol 50%) 3,66 mg g"'; E3 (metanol 50%) 3,95 mg g ¢ E7 (H,0) 4,11 mg g'. A
diferenga nos teores nas folhas de S. oleraceus pode estar relacionada com algum estresse
sofrido pela planta, acarretando no aumento destes teores. Em trabalho realizado por Lee e
Scagel (2013) observou-se que a aplicagdo de elicitores de estresse como calor, luz, ultrassom
e hormoénio resultaram em maior estresse das plantas e consequentemente aumentou a
producao de acido chicorico.

Nos ensaios de letalidade foi constatado que os extratos de S. oleraceus apresentaram
LCsp dependente da concentracdo do extrato. As menores LCsy encontradas para esses
extratos foram de 0,08 mg mL' em raizes e 0,11 mg mL"' em folhas demonstrando a
embriotoxicidade dessa hortalica ndo convencional em diferentes partes da planta. Esses
resultados ndo apontam para a espécie como uma planta toxica, eles demonstram que S.
oleraceus & embriotoxica em concentragdes a partir de 0,08 mg mL™”. Por exemplo, os
resultados demonstram que concentracdes de 0,002 mg mL™ e inferiores ndo apresentaram
embriotoxicidade tanto em extratos foliares quanto radiculares e ainda essa concentragdo
apresenta efeito na melanogénese em zebrafish.

Outras plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional apresentaram LCs
semelhante ou superiores a de S. oleraceus, como Punica granatum L. (Romd) com
196,037+9,2 ug mL™'; Curcuma longa (agafrio) com 55,89 ug mL™ e Carthamus tinctorius L.

(Cartamo) com 0,345 mg mL" (JAYASINGHE; JAYAWARDENA. 2019). Séo plantas que
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possuem estudos comprovando sua eficacia terapéutica, entretanto também sdo embriotoxicas
dependentes da concentragdo.

A letalidade dos extratos de S. oleraceus nos embrides e larvas de zebrafish pode
ocorrer devido a diversos componentes, entre eles os taninos. Em estudos realizados por
Lima; Silva; Rosa et al. (2009) ¢ relatada a presenga de taninos em S. oleraceus. Esse
composto quimico ¢ considerado toxico e indesejavel nutricionalmente porque precipita
proteinas, inibe enzimas digestivas e afeta a utilizacdo de vitaminas e minerais (MONTEIRO;
ALBUQUERQUE; ARAUIJO et al. 2005).

Os compostos fendlicos sdo outro fator presente em S. oleraceus que possivelmente
possa ter causado a letalidade em embrides de zebrafish. O consumo total estimado de
antioxidantes em seres humanos adultos varia de 26 mg a 1g por dia. Os antioxidantes, apesar
de benéficos para a saude humana, podem causar efeitos pro-oxidantes. A atividade pro-
oxidante ¢ diretamente proporcional ao numero total de grupos hidroxilas. Multiplos grupos
hidroxila, especialmente presentes no anel B, aumentam significativamente a produgdo de
radicais hidroxil no sistema de Fenton. Esse efeito pro-oxidante ¢ responsavel pelos efeitos
citotoxicos e pro-apoptoticos presentes em plantas medicinais. Isso sugere que a mesma
propriedade estrutural que aumenta a capacidade antioxidante pode também aumentar o
estresse oxidativo ¢ os danos funcionais e estruturais das moléculas celulares (BEHLING;
SENDAO; FRANCESCATO et al. 2008) indicando que o consumo excessivo de chas medicinais,
sucos ¢ plantas abundantes em compostos antioxidantes, como S. oleraceus, podem trazer
prejuizos a saude humana, tanto quanto trazem beneficios.

De forma geral os extratos convencionais apresentaram menor letalidade que os
organicos, supde-se que essa diferenca possa ter sido causada pela a¢do do glifosato presente
no Roundup. Ele inibe a producdo de fenilalanina, que ¢ um substrato para a via dos
fenilpropanoides que produzem numerosos produtos secundarios de plantas, tais como os
compostos fenolicos, que como ja citados anteriormente sdo antioxidantes, mas que apesar
disso podem causar efeitos pro-oxidantes. Tendo esses compostos fenodlicos em menor
quantidade, devido a inibicdo causada pelo glifosato, sugere-se uma menor letalidade dos
extratos convencionais. Nao ¢ possivel determinar que esta seja a causa quimica da menor
letalidade dos extratos convencionais, pois ¢ sabido que o teor de compostos fendlicos nem
sempre estd diretamente relacionado com o maior ou menor efeito bioldgico causado

(MCDOWELL; THOMPSON; STARK et al. 2011), contudo ¢ um efeito que deve ser ponderado.
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Por isso, andlises mais detalhadas de toxicidade devem ser realizadas em plantas medicinais
para garantir a seguranca e pleno efeito terap€utico no uso pela populagao.

Os resultados de teratogénese em zebrafish apontaram que os extratos analisados
apresentaram de 1,4% a 7,8% de edemas de pericardio. Um valor baixo que pode ser
comparado com o controle negativo que apresentou 0,36% de edemas de pericardio em
embrides e larvas, pois segundo recomendacdes da Ocde (2013) sdo validos valores com
menos de 10% de efeito em embrides e larvas. O acido clorogénico presente nas amostras ¢
um composto que age na prote¢ao de doencas cardiovasculares, além de estudos também
relatarem sua a¢do na diminui¢do da hipertensdo (ALVES; CASAL; OLIVEIRA. 2009).

Além dos edemas de pericardio, todos os extratos de S. oleraceus também foram
teratogénicos em outros aspectos, dependentes da concentracdo. Isso indica que nao ¢
recomendado o uso dessa planta em gestantes, principalmente nos primeiros meses de
gestacdo. Entre os muitos componentes existentes que podem ter causado esse efeito, alguns
sdo descartados pela literatura. Alrekabi e Hamad (2018) em seus estudos identificaram nas
folhas de S. oleraceus a quercetina e a apigenina. Em estudos realizados por Alafiatayo; Lai;
Syahida et al. (2019) com extratos de Curcuma longa, nenhuma toxicidade ou efeito
teratogénico foi observado para solucdes de referéncia de quercetina e rutina aplicados em
embrides de zebrafish. Também foi observado um efeito protetor contra anormalidades
morfoldgicas nos casos de apigenina.

Nos ensaios de melanogénese seis extratos foram capazes de estimular a pigmentagao
nas larvas de zebrafish, sdo eles os extratos El (folha, H,O), E3 (folha, metanol 50%), ES
(raiz, etanol 70%), E6 (raiz, metanol 50%), E8 (folha, etanol 70%) e E11(raiz, etanol 70%).
Sonchus oleraceus ¢ uma espécie conhecida e utilizada em diversos tipos de tratamentos
naturais pela medicina popular, e um deles ¢ tratamento do vitiligo. Resende; Aquino;
Nascimento et al. (2015) em ensaio realizado durante 60 dias com pacientes com vitiligo,
concluiram que uma preparagdo fitoterdpica de Sonchus oleraceus e outras duas plantas foi
eficaz no tratamento deste distirbio, obtendo reducdo significativa das manchas. Lima; Silva;
Rosa et al. (2009) também relatam que nos ultimos vinte anos S. oleraceus tem sido utilizada
no tratamento do vitiligo, principalmente no leste do estado de Minas Gerais. Em patente com
o uso do acido chicérico realizada por Guitard; Rhlid; Moodycliffe et al. (2015), também ¢

relatado o uso desta substancia no tratamento de disturbios da melanina, como o vitiligo.
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Vasconcelos; Santos; Barros et al. (2015) relataram que plantas, como Sonchus
oleraceus, Ammi majus (erva do bispo), Ammi visnaga (khella, erva-palito), Brosimum
gaudichaudii (mama-cadela), Citrus bergamia (bergamota) e Dorstenia brasiliensis (carapia,
caiapid, liga-liga) possuem substancias fotossensibilizantes derivadas dos psoralenos
pertencentes a classe de compostos das furanocumarinas que absorvem eficazmente energia
na radiacdo ultravioleta, e, por isso, sdo altamente reativas sob incidéncia de luz, apresentando
assim efeito de repigmentacao da pele em casos de vitiligo. Zhong; An; Li et al. (2019) em
trabalho realizado com o modelo zebrafish no tratamento do vitiligo, atestam que a prevengao
do estresse oxidativo ¢ benéfico para pacientes com vitiligo. Sonchus oleraceus ¢ uma espécie
dotada de capacidade antioxidante, benéfico no tratamento de vitiligo (ABD EL-AZIM; SELIM.
2017).

Dentre os seis extratos que estimularam a pigmentacao em zebrafish somente dois sao
convencionais (E8 e E11). Ou seja, dois tercos desses extratos sdo organicos, demonstrando
uma diferen¢a na capacidade de pigmentacdo entre extratos organicos € convencionais.

Trabalhos por todo o mudo tem apontado o glifosato, presente no Roundup, como uma
substancia capaz de inibir especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-
sintase (EPSPs) que catalisa a condensacdo do acido chiquimico e do fosfato piruvato,
impedindo a sintese de trés aminodcidos essenciais — triptofano, fenilalanina e tirosina
(YAMADA; CASTRO. 2007). A fenilalanina presente em S. oleraceus ¢ um dos substratos da
principal enzima envolvida na melanogénese, a tirosinase. Demonstrando a possibilidade de
uma relagdo entre a inibigao da producao da fenilalanina causada pelo glifosato no Roudup e a

menor capacidade de pigmentacdo dos extratos convencionais.
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5 CONCLUSAO

Os extratos de S. oleraceus apresentaram embriotoxicidade em ambos os tratamentos,
organico e convencional. O extrato que exibiu maior letalidade foi o extrato E4, aquoso de
raiz e organico, com 0,08 mg mL™.

Os extratos apresentaram teratogénese a partir da concentragdo de 0,005 mg mL™ para
os critérios de eclosdo dos ovos, retardo no desenvolvimento do embrido, edema de
pericardio, edema de saco vitelino e lordose. Os extratos ndo provocaram alteragdes nos
batimentos cardiacos, circulacao dorsal e desenvolvimento dos olhos.

Na avaliacao da capacidade melanogénica dos extratos de S. oleraceus, observou-se
que os extratos do ensaio 2, na concentragio de 0,625 mg mL™" promoveram a pigmentagdo
das larvas de zebrafish, sendo eles os extratos organicos E1 (H,O), E3 (metanol 50%), ES

(etanol 70%), E6 (metanol 50%) e convencionais E8 (etanol 70%) e E11 (etanol 70%).
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