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ACTIVITY OF Arrabidaea chica (HUMB. & BONPL.) VERLOT EXTRACTS OBTAINED BY BIOTECHNOLOGICAL
PROCESSES ON FIBROBLAST AND HUMAN TUMOR CELLS. Arrabidaea chica (H&B) Verlot is a plant popularly known
as Pariri and this species is a known source of anthocyanins, flavonoids and tannins. This report describes an approach involving

enzymatic treatment prior to extraction procedures to enhance A chica crude extract anticancer activity. Anticancer activity in human

cancer cell lines in vitro using a 48 h SRB cell viability assay was performed to determine growth inhibition and cytotoxic properties.

The final extraction yield without enzyme treatment was higher (24.28%) compared to the enzyme-treated material (19.03%), with
an enhanced aglycones anthocyanin ratio as determined by HPLC- DAD and LC-MS with direct infusion.

Keywords: Arrabidaea chica; xylanases; antiproliferative activity.

INTRODUCAO

A espécie Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot
(Bignoniaceae), encontrada principalmente na Regido Amazdnica, €
popularmente conhecida como crajiru, carajiru, pariri e chica. Quando
as folhas sdo submetidas a fermentagio com anileira (Indigofera spp)
fornecem um corante vermelho-escuro ou vermelho-tijolo, isdmero
do 4cido anisico, insolivel em dgua, sendo utilizado pelos indios para
pintura do corpo e utensilios.!> O uso popular de A. chica na medicina
foi descrito por Pio Correa para o tratamento de leucemia, diarreias
sanguinolentas, banho de assento e enfermidades da pele.>* Estudos
in vitro e in vivo demonstraram a capacidade cicatrizante do extrato
bruto de A. chica, com o aumento da producio de fibroblasto, acdo
tripanocida in vitro e atividade antimicrobiana.*

Nas folhas de A. chicafoirelatada a presenca de (1) 6,7,3”,4’-tetra-
-hidoxi-5-metoxiflavilio, (2) 6,7,3’-tri-hidroxi-5-metoxiflavilio e a
carajurina (3), 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (Figura 1) além
de fito-esterois, taninos, flavonoides identificados como 7,4’-di-
-hidroxi-5-metaxoxiflavona e 6,3’,4’-tetra-hidroxi-5-metoxiflavona
(carajuruflavona).’ Glicosilxantonas foram isoladas do caule de A.
samydoides e apresentaram propriedades antioxidantes.®

A Biotecnologia ¢ uma atividade baseada em conhecimentos
multidisciplinares, que utiliza agentes bioldgicos para viabilizar a
producido de medicamentos, como os antibidticos, bem como resolver
problemas com a biorremediago.’

O enriquecimento da extragdo de pigmentos vermelhos pela in-
cubacdo prévia do material vegetal na presenca de xilanases, oriunda
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Figura 1. Estrutura quimica das 3 deoxiantocianinas isoladas de A. chica

Verlot. (1) (6,7,3°,4’-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio), (2) (6,7,4’-tri-hidroxi-5-
-metoxiflavilio) e carajurina (3) 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio

de Bacillus sp, foi estudado por Kim e colaboradores. A incubacio
prévia com xilanases de Bacillus sp. aumentou o rendimento de ex-
tracdo dos pigmentos em 80% e reduziu o tempo de extragio, além
de apresentarem diversas atividades farmacoldgicas.® O interesse
pela descoberta de novos antioxidantes seguros de fontes naturais
tem aumentado, principalmente para prevenir o dano oxidativo as
células vivas. O uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido devido
a suspeita de atividade como promotores de carcinogénese.’

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do processo de
fermentagdo enzimadtica de folhas de A. chica Verlot sobre a atividade
farmacoldgica, empregando-se modelos de atividade anticancer in
vitro sobre células tumorais humanas, estimulo de crescimento de
fibroblastos e agdo antioxidante (DPPH).

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

Em 2005 foram introduzidos nove acessos da espécie Arrabidaea
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chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, oriundos de diferentes localidades do
Pais (Parana, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pard e Amazonas)
no campo experimental do CPQBA/Unicamp, localizado no munici-
pio de Paulinia, Estado de Sdo Paulo. As exsicatas das plantas foram
identificadas pela Dra. G. M. Figueira, estando depositadas no Herbério
do CPQBA/Unicamp. Foram coletadas folhas mensalmente para reali-
zagdo de estudos da sazonalidade da espécie. A planta foi seca durante
48 h em estufa, marca Fabbe®, a 40 °C, com ventila¢do forgada, e
posteriormente moida em moinho de facas com peneira de 40 mesh.

Preparo do extrato sem tratamento enzimatico

Aproximadamente 100 + 10 mg de folhas secas e moidas foram
extraidas com metanol/dcido citrico 0,3% (1:5, v/v) a temperatura
ambiente, sob agita¢do constante em agitador oscilatério, em trés
ciclos de 1 h e 30 min. O extrato foi concentrado utilizando vicuo,
protegido da luz. O extrato resultante foi submetido a tratamento por
extracdo em fase sdlida (EFS), para eliminacdo de clorofilas, para
posterior andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Padronizacio da extracio enzimatica

Para padronizag¢do do processo foi realizado um planejamento
experimental. As 17 amostras de A. chica secas e moidas foram sub-
metidas a tratamento enzimatico em diferentes condic¢des, variando-se
os tempos de incubagio em 30, 60,90, 120 e 150 min e a concentragio
enzimadtica de 10 a 13 U mL" preparada a partir de caldo bruto de
enzima xilanases com 180 U mL'. O pH das amostras foi mantido
em 8,8 e a temperatura de incuba¢@o em 60 °C.

Eliminacao de clorofilas dos extratos brutos por extraciao em
fase solida (EFS)

Os extratos produzidos com e sem tratamento enzimdtico foram
submetidos a limpeza, para eliminagdo das clorofilas, utilizando-
-se cartucho C-18 marca Strata Phenomenex®, com capacidade de
3 mL, e 100 mg de fase estaciondria acoplada em um Manifold,
marca J.T. Baker®, sob vicuo, condicionado com 6 mL de solugdo
acida de H,PO,, em pH 2,0, descartando-se essa fracdo. Em seguida,
dissolveu-se o extrato bruto em 2 mL de MeOH grau cromatogréfico
e adicionou-se ao cartucho C18 condicionado com dgua acidificada
com H,PO, e pH 2,0. Em seguida, eluiu-se o cartucho com aproxima-
damente 6 mL de MeOH. A fracao foi recolhida em baldo volumétrico
de 10 mL. Completou-se o volume até 10 mL, aferindo pelo menisco
do baldo volumétrico. A solucdo foi filtrada em filtro de 0,45 pum marca
Millepore® e armazenada em frasco &mbar para anélise por CLAE.

Condicoes cromatograficas

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com bomba Shimadzu®, LC 10 atm acoplada a
detector de arranjo de diodos UV-Shimadzu® M10AVP e coluna C18
Gemine-Phenomenex®, de 5 um 110 A° (250 x 4,6 mm x 5 um). As
condicdes cromatograficas e gradiente da fase mével foram de dois
solventes denominados A (H,O +H,PO,; pH 2,0 + 0,10) e B (meta-
nol). Do tempo 0 até 5 min utilizaram-se 55% de A e 45% de B. Na
faixa de 5,1 até 20 min diminuiu-se para 10% da mistura A e 90% de
metanol. De 20-30 min utilizou-se exclusivamente metanol. A partir
de 30 min retomou-se o primeiro gradiente. O volume de injecao foi
de 20 pL, vazdo de fluxo 1 mL min™', comprimento de onda 470 nm,
utilizou-se forno CTO-10ASVP a 35 °C e software Class VP-5°. Os
tempos de retengdo dos compostos foram (1) 6,7,3”,4’-tetra-hidroxi-5-
-metoxiflavilio) em 7,0-7,5 min; (2) 6,7,4’-tri-hidoxi-5-metoxiflavilio
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em 10,0-10,8 min e (3) carajurina 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio
em 17,0-17,9 min.

Avaliacdo da precisao da extracio enzimatica

A precisio foi determinada através do teste de repetitividade das
extracdes com tratamento enzimatico, utilizando mesmo método,
mesmo analista, mesmo equipamento e laboratério, analisando 6
amostras, conforme resolu¢dao da ANVISA.'® A precisdo interme-
didria foi realizada utilizando mesmo método, nimero de amostra,
equipamento, em dias e analistas diferentes.

Isolamento de 6,7-di-hidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio (carajurina)

A carajurina (3) presente no extrato bruto das folhas de A. chica
foi purificada por coluna de resina Sephadex LH20 (Aldrich®), 1 g de
extrato bruto/ g de Sephadex LH 20, eluente gradiente H,0:MeOH-
TFA de 0,3 a0,7%. As fragdes foram monitoradas por cromatografia
em camada delgada.

Preparaciao de amostras para analises por IES-EM (+) e
IES(+)-EM/EM

Os extratos brutos obtidos com e sem tratamento enzimatico (10
mg) foram dissolvidos em 1 mL de MeOH/H,0 com 7% de é4cido
férmico. Posteriormente, 10 uL de aliquota foram retirados e diluidos
em 990 uL. do mesmo solvente.

As amostras foram injetadas por inserc¢do direta no espectrometro
de massas com auxilio de uma bomba seringa (Havard Aparatus®) com
fluxo de 10 pL min™". O tempo total para aquisi¢éo de cada espectro
foi fixado em 1 min. Os espectros IES-EM bem como os de IES-EM/
EM foram obtidos no modo positivo através do equipamento QTof
Micromass® (Manchester, Reino Unido) de configuragido de ESI-
QqTof. As condi¢des de operacdo do equipamento foram: 2.5 kV de
voltagem do capilar, 100 °C de temperatura da fonte, temperatura de
dessolvatacdo de 100 °C e voltagem do cone de 20 V. Os espectros
de full scan foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 1000.

Atividade farmacolégica

A avaliacdo das atividades antiproliferativa, o estimulo de cres-
cimento e produgdo de fibroblastos in vitro e atividade antioxidante
foram realizadas em todos os extratos obtidos durante o estudo de
sazonalidade, permitindo assim estabelecer um perfil quimico com
relagdo aos efeitos farmacoldgicos observados.

Teste de atividade antiproliferativa em cultura de células
tumorais humanas

Para os ensaios de atividade antiproliferativa in vitro, foram uti-
lizadas 9 linhagens de células tumorais humanas: MCF-7 (mama),
NCI-ADR/RES (ovério com fenétipo de resisténcia a multiplas dro-
gas), UACC-62 (melanoma), NCI-H460 (pulmdo), PC-3 (préstata),
HT?29 (célon), OVCAR-03 (ovario), 786-0 (rim) e K562 (leucemia).
Estas linhagens foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(NCI/EUA), cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 5%
de soro fetal bovino inativado (SFB), em atmosfera de 5% de CO, a
37 °C e ambiente timido.

Uma mistura de penicilina e estreptomicina (1 uyg mL':1 UI mL™")
foi adicionada as culturas experimentais. Células tumorais humanas
(100 uL de suspensdo celular por compartimento, densidade de ino-
culacdo entre 3 x 10* e 6,5 x 10*cel mL') foram expostas a diferentes
concentragdes das amostras em DMSO/RPMI/SFB 5% (0,25; 2,5; 25



Vol. 36, No. 3

e 250 ug mL") e incubadas a 37 °C e 5% de CO,, em ambiente timi-
do, por 48 h. Apds esse periodo, as células foram fixadas com dcido
tricloroacético 50%. O conteudo proteico celular foi determinado
através da quantificagdo por espectrofotometria medida a 540 nm,
usando-se o teste de sulforrodamina B.!' A partir da curva de proli-
feracdo celular em fungdo da concentracdo de amostra, calculou-se
a concentragdo efetiva ITC (concentra¢do que produz inibicéo total
do crescimento) através de regressao ndo linear usando o software
Origin 7.5® (OriginLab Corporation).'?

Estimulo de crescimento de fibroblasto in vitro

A avaliac@o dos extratos brutos de A. chica (com e sem fermen-
tacdo) foi realizada em fibroblastos de camundongos, linhagem 3T3,
seguindo-se o protocolo descrito por Jorge et al..*

Atividade sequestrante de radicais livres DPPH

Os extratos brutos de A. chica (com e sem fermentagdo) foram
avaliados quanto a sua capacidade de sequestrar radicais livres DPPH,
utilizando-se a técnica de microplaca.*

RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando a padroniza¢do da matéria-prima e explorag@o susten-
tavel da espécie Arrabidaea chica Verlot, foi realizado estudo no
CPQBA-UNICAMP (Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas da Universidade Estadual de Campinas) identificando mar-
cadores microssatélites para caracterizacio genética de exemplares
disponiveis no banco de germosplasma. Os espectros de IES(+)-EM
gerados para as amostras dos diferentes acessos de A. chica, culti-
vados sob as mesmas condicdes, demonstraram que 0s acessos 3 e
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5, oriundos do Parand, apresentaram carajiruna abaixo do limite de
deteccdo do equipamento, comparados aos outros acessos (Figura
2aeb). A partir desse estudo foi selecionado o acesso 6, oriundo de
Manaus (exsicata 1865), para dar continuidade com o estudo, pois foi
0 acesso que apresentou maior teor das agliconas carajiruna e caraju-
rona.*"* O estudo da varia¢@o sazonal da espécie foi realizado com e
sem tratamento enzimatico, coletando-se as folhas mensalmente de
janeiro de 2007 a janeiro de 2008.'*

A partir dos dados gerados pelo planejamento experimental foi
estabelecido que as amostras fermentadas previamente ao processo
de extracdo seriam produzidas utilizando 1,0 g de folhas de A. chica.
Adicionaram-se 10,0 mL de tampdo Tris (pH 8,0), 10 U mL" de
xilanase, submetidas a agitacdo oscilatéria de 80 rpm, a temperatura
de 45 °C por 2 h. O material vegetal fermentado foi posteriormente
extraido a temperatura ambiente, sob agitacio oscilatdria, em solucdo
de metanol/4cido citrico 0,3%, obtendo-se 33,2% de rendimento.

Os extratos obtidos com e sem tratamento enzimdtico foram
avaliados por CLAE DAD e analisados por IES (+)-EM, monitorando-
-se 0s componentes com razdo m/z 285, 299 e 301 correspondentes
as agliconas e os antocianosideos majoritdrios com razio m/z 463 e
477 (Figura 2).

A influéncia do processo de fermentagio na atividade bioldgica de
A. chica foi avaliada por comparagdo com o extrato sem tratamento.
Os resultados demonstraram que a antocianidina 6,7-di-hidroxi-5,4’-
-dimetoxiflavilio teve variag¢do significativa na sua concentragio
relativa (de 11,6 = 0,2% para 16,00 = 0,05%) apds 60 min de trata-
mento prévio das folhas de A. chica com a mistura de xilanases. As
outras duas antocianidinas (6,7,3,4 -tetra-hidoxi-5-metoxiflavilio e
6,7,4"-tri-hidroxi-5-metoxiflavilio) ndo sofreram alteracdes signifi-
cativas apds processo de fermentacao das folhas."> Contatou-se que o
processo de hidrolise enzimético favoreceu o aumento do rendimento
global da carajiruna (Figura 3).
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Figura 2. Espectros de IES(+)-EM obtidos para as amostras denominadas: A) acesso 3, B) acesso 5, C) acesso 6, D) acesso 9, E) acesso 6 sem tratamento

enzimdtico e F) acesso 6 com tratamento enzimdtico
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Figura 3. Intensidades relativas das antocianinas de m/z 285, 299, 301, 463 e 477 detectadas por IES(+)-EM para as amostras sazonais extraidas: a) sem
tratamento prévio com xilanases e b) com tratamento prévio com xilanases, por 2 h a 40 °C

Através dos perfis avaliados por IES (+)-EM, observou-se que
nos extratos obtidos sem tratamento enzimatico, as intensidades dos
fons referentes as agliconas e aos glicosideos apresentaram variacio
sazonal ao longo do ano.

Apesar dos rendimentos médios das duas extragdes terem sido
andlogos (36 + 3% para sem tratamento e 33 + 2% com tratamento
enzimadtico), o perfil quimico observado apontou que houve um enri-
quecimento no conteido de antocianidinas nos extratos obtidos apds
o processo de fermentagdo das folhas (Figura 2e e f).

Através do ensaio de inducdo de crescimento celular verificou-se
que os extratos brutos obtidos das folhas de A. chica sem tratamento
prévio com xilanases estimularam o crescimento de fibroblastos da
linhagem 3T3, nas concentragdes de 0,25; 2,5 e 25 ug mL™!, sendo que
a melhor atividade foi observada para os meses de janeiro a junho.
Por outro lado, os extratos obtidos apds o tratamento enzimdtico
diminuiram a viabilidade celular, com excecao dos meses de janeiro
e fevereiro que apresentaram crescimento moderado de fibroblastos.
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Todos os extratos diminuiram a concentragio efetiva ITC celular em
250 ug mL! (Figura 4).

A comparagao desses resultados com o perfil quimico (Figura 2)
sugeriu que a indugio de crescimento de fibroblastos e, consequen-
temente, a agdo cicatrizante dos extratos pode estar relacionada a
presenca das antocianinas, uma vez que os extratos ricos em antocia-
nidinas (agliconas) ndo estimularam o crescimento celular (Figura 3).

O composto com fon m/z 463 apresentou maior concentracio
nos meses de janeiro, fevereiro e maio de 2007 para as amostras sem
tratamento enzimatico, apresentando maior crescimento dos fibro-
blastos, sugerindo que esse componente deve estar envolvido com
essa atividade. Ja a andlise dos extratos obtidos apds o tratamento
enzimdtico das folhas demonstrou uma reducio significativa na
concentracdo desse composto e, consequentemente, um menor cres-
cimento de fibroblastos. O estudo do perfil quimico por IES(+)-EM
sugeriu ainda que outros compostos glicosilados podem estar envol-
vidos no mecanismo de estimulo, visto que os extratos produzidos
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Figura 4. Efeito estimulante do extrato de A. chica em fibroblastos humanos. A) Extratos que ndo foram submetidos ao tratamento com xilanases de B. pumilus

previamente a extragdo. B) Extratos submetidos ao tratamento enzimdtico
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Tabela 1. ITC (ug mL"): Inibigéo total de crescimento (Total Growth Inhibition) — concentracdo de extrato de A. chica necessdria para que ndo ocorra cresci-

mento celular

U M A 7 4 P (0] H K

Doxo 0,31 1,70 >25 >25 >25 1,07 >25 >25 >25
jan/07 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 0,85 >250 >250
jan/07 I1 >250 39,9 153,4 190,1 66,8 >250 1,6 194,7 >250
fev/07 1 >250 >250 250 >250 >250 >250 250 250 >250
fev/07 11 27,1 46,5 48,3 72,4 130,0 35,3 >250 >250 >250
mar/07 I 78,7 >250 >250 169,8 >250 >250 >250 >250 >250
mar/07 I1 36,8 41,9 37,7 157,7 >250 34,2 >250 >250 >250
abr/07 1 16,8 >250 >250 130,1 >250 >250 >250 >250 >250
abr/07 11 50,9 80,5 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
mai/07 1 >250 >250 79,87 >250 >250 43,92 >250 >250 27,6
mai/07 II 8,7 35,8 81,1 >250 >250 71,5 50,2 90,9 11,1
jun/07 I >250 >250 >250 >250 >250 187,2 >250 >250 2,59
jun/07 11 7.4 37,5 66,7 >250 >250 108,5 45,5 95,9 25,6
jul/07 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
jul/o7 11 62,7 73,3 0,88 137,2 >250 >250 47,6 110,8 >250
ago/07 1 65,4 >250 63,8 250 >250 >250 >250 >250 >250
ago/07 11 125,3 45,5 2,6 >250 >250 >250 81,5 104,5 >250
set/07 1 81,3 250 35,2 79,9 >250 >250 >250 >250 >250
set/0711 124,5 >250 >250 40,2 >250 >250 >250 >250 >250
out/07 I >250 43,7 73,9 >250 63,8 >250 >250 >250 >250
out/07 11 38,9 250 >250 >250 102,7 >250 177,8 >250 >250
nov/07 1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 65,4 >250 >250
nov/07 I1 13,6 250 >250 >250 98,3 >250 1,9 >250 >250
dez/07 1 40,3 171,0 >250 >250 78,4 374 25,8 250 >250
dez/07 11 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
jan/08 1 >250 31,1 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
jan/08 11 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250

I = EB nio tratado com xilanases; II = EB tratado com xilanases; U = UACC-62, M = MCF-7, A = NCI-ADR/RES, 7 = 786-0, 4 = NCI-H460, P =PC-3, O =

OVCAR-3, H=HT-29, K = K562.

a partir das folhas coletadas nos meses de maio, junho e julho de
2007 apresentaram perfil quimico semelhante quanto a presenca do
composto m/z 477, porém ndo estimularam de maneira semelhante
o crescimento dos fibroblastos 3T3 (Figura 4).

Estudos farmacoldgicos destacam o alto poder antioxidante das
antocianinas em doencas metabdlicas,'® dentre as quais podemos
destacar atividade anti-inflamatdria e anticancer.'” Neste contexto, a
influéncia da variacéo na proporg¢do relativa das antocianidinas nos
extratos de A. chica, preparados com e sem tratamento enzimadtico
prévio, a partir de folhas coletadas durante os 13 meses, frente a
atividade antiproliferativa in vitro foi avaliada em um painel de 9
linhagens de células tumorais humanas [MCF-7 (mama), NCI-ADR/
RES (ovario com fenétipo de resisténcia a multiplas drogas), UACC-
62 (melanoma), NCI-H460 (pulmio), PC-3 (préstata), HT29 (c6lon),
OVCAR-03 (ovdrio), 786-0 (rim) e K562 (leucemia)] enquanto a ativi-
dade antioxidante potencial foi observada através do ensaio de DPPH.

A atividade antiproliferativa foi expressa através de valores de
inibicdo total de crescimento ITC (TGI - Total Growth Inhibition), que
representa a concentragao de amostra necessdria para que nao ocorra
crescimento celular (efeito citostatico maximo).'® Os resultados obti-
dos para os diversos extratos de A. chica estdo resumidos na Tabela 1.

Fouche er al.”® descreveram pardmetros para avalia¢do do poten-
cial antiproliferativo com base nos valores médios de ITC. Assim,
para ser ativo um extrato precisa apresentar média de ITC < 50 g
mL!. Por este pardmetro, todos os extratos avaliados foram inati-
vos. Porém, foi interessante observar que os extratos resultantes de
amostras submetidas a hidrolise enzimadtica das folhas, previamente

ao processo de extragdo, apresentaram atividade antiproliferativa in
vitro (amostras coletadas nos meses de janeiro, fevereiro, marco, abril,
maio, junho, julho e agosto). Os extratos obtidos nos meses de maio
e de junho de 2007 apresentaram efeito citostdtico para a linhagem
UACC-62 (melanoma) com valores de ITC iguais a 8,7 ¢ 7,4 ug mL"!,
respectivamente, comparado ao valor acima de 250 ug mL"' para as
mesmas amostras sem o tratamento enzimatico.

Em relacdo a atividade antioxidante, o ensaio de DPPH permitiu
avaliar a capacidade de sequestrar radicais livres. Neste trabalho
observamos uma moderada atividade antioxidante para os extratos
brutos de A. chica sem tratamento prévio (T2I) com um aumento
da atividade para os extratos das folhas tratadas previamente com
xilanases de B. pumilus (T31I) (Tabela 2), indicando que tal atividade
foi favorecida pela presen¢a de antocianidinas. Apds o processo de
fermentacdo da planta ocorreu a liberagdo das agliconas, aumentando
a atividade antioxidante, resultado corroborado pelos estudos de Cai
et al.,”® que relataram que a glicosila¢do dos flavonoides diminui
sua capacidade antioxidante quando comparada com suas agliconas
correspondentes (Tabela 2).

CONCLUSAO

Através do monitoramento por IES(+)-EM estabeleceu-se o perfil
de antocianosideos e suas respectivas agliconas, de plantas de A. chica
provenientes de diferentes origens geograficas (acessos), permitindo
a selecdio de uma variedade com caracteristicas especificas para pro-
ducdo de extratos com atividade farmacoldgica.
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Tabela 2. Efeito antioxidante dos extratos de folhas de A. chica, coletadas ao
longo do ano, ndo tratadas com xilanases (T2I) e tratadas com xilanases de
B. pumilus (T3II) em ensaio com DPPH

Amostra EC,,(ug mL") T, (min) AE"
Trolox 5,40+0,58 0,1 1,9£0,2

jan/07 T31 75,96 + 2,13 0,1 0,132 + 0,004
fev/07 T2I 234,29 +77,76 0,1 0,06 +0,02
fev/07 T3I 75,43 + 4,42 0,1 0,133 + 0,008
mar/07 T2I 97,90 £ 7,41 0,1 0,103 £ 0,007
mar/07 T31 42,44 + 0,58 0,1 0,236 + 0,003
abr/07 T21 142,08 £ 8,76 0,1 0,071 £ 0,004
abr/07 T3I 83,25 + 12,57 5 0,0025 £ 0,0003
mai/07 T2I 121,92 £13,70 0,1 0,084 + 0,009
mai/07 T3I 45,00 £ 0,75 0,1 0,222 + 0,004
jun/07 T21 138,01 £4,22 0,1 0,073 +0,002
jun/07 T3I 43,27 + 3,48 0,1 0,23 +0,02
jul/07 T21 41,4783 + 1,46 5 0,0048 £ 0,0002
jul/07 T3I 52,70 + 10,64 0,1 0,21+ 0,05
ago/07 T2I 67,55 +3,52 0,1 0,149 + 0,008
ago/07 T3I 204,42 + 11,96 0,1 0,049 + 0,003
set/07 T2I 94,36 + 8,60 0,1 0,11+0,01
set/07T3I 357,54 £ 11,85 5 0,000561 + 0,00002
jan/07 T21 133,43 +7,48 0,1 0,075 £ 0,004
out/07 T21 44,47+291 0,1 0,23+0,02
out/07 T3I 60,05 + 8,69 0,1 0,17 + 0,03
nov/07 T21 61,09 £ 1,39 5 0,00328 + 0,00007
nov/07 T3I 30,79 +1,14 0,1 0,33+0,01
dez/07 T21 28,86 + 1,86 0,1 0,35+0,02
dez/07 T31 63,18 +2,71 0,1 0,158 + 0,007
jan/08 T2I 29,26 + 3,89 0,1 0,35+0,05
jan/08 T3I 83,40 +7,54 0,1 0,12+ 0,01

EC,,: concentracdo necessaria para reduzir em 50% a concentragao inicial
de DPPH, T,,: tempo necessario para atingir a EC,, AE: Eficiéncia Antir-
radicalar (AE = 1/(ECy*Tys)).

Os resultados sugerem que pardmetros como processamento pos-
-colheita e método de extragdo influenciam a composi¢io quimica
e, consequentemente, a atividade farmacoldgica observada para o
produto final.

Estudos de biologia molecular utilizando marcadores microssa-
télites permitiram estabelecer algumas das caracteristicas genotipicas
importantes para padronizacido dos insumos para produzir extratos
com os efeitos farmacolGgicos descritos neste estudo.'

Este estudo contribuiu com dados relevantes para a padroniza-
¢do da matéria-prima vegetal, contribuindo para a compreensdo dos
pardmetros necessdrios ao produto para atender as necessidades de
eficdcia, seguranca e reprodutibilidade imprescindiveis ao desenvol-
vimento de medicamentos fitoterdpicos.
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