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RESUMO

A planta Arrabidaea chica, conhecida popularmente como cajuru, chica
ou cajiru é utilizada na medicina popular como analgésica antiinflamatoéria,
agente adstringente e para o combate de enfermidades da pele. Através do
extrato bruto e fracdes das partes aéreas da A. chica foram realizados estudos
fitoquimicos e a avaliagdo genotdxica e antigenotdxica através do teste cometa
in vitro e in vivo, atividade antioxidante através do teste hipoxantina/xantina
oxidase e teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongo. A analise
fitoquimica da planta indicou a presenca de saponinas, flavonoides, alcaléides
e compostos fendlicos. Na avaliacao genotdxica através do teste cometa in
vitro o extrato bruto e fracbes ndo causaram danos ao DNA, bem como no
teste cometa in vivo em amostras de tecidos sanglineo e hepatico de
camundongos. No teste cometa in vitro, foram verificados protecdo contra
danos ao DNA induzidos pelo peroxido de hidrogénio nos extratos bruto (EBV),
fracdo butandlica (FBV) e cloroféormica (FCV) da planta verde e extrato bruto
(EBO) e fracado butandlica (FBO) da planta oxidada, enquanto que no teste in
vivo, os tratamentos com os extratos bruto (EB) e fracao cloroférmica (FC) da
planta oxidada apresentaram atividade antigenotoxica. No teste
hipoxantina/xantina oxidase todos os extratos, bruto e fracées da planta verde
e oxidada apresentaram atividade antioxidante. No teste de micronucleos, os
tratamentos realizados com extrato bruto e fracées nao induziram dano
cromossémico nas condi¢cdes testadas. O conjunto destes resultados sugere
que a planta apresenta importante atividade antioxidante em testes in vitro
(teste cometa e hipoxantina/xantina oxidase) e testes in vivo (teste cometa) e
nao apresenta efeitos genotdxicos como observado no testes cometa in vitro e
nos testes in vivo (teste cometa e micronucleos). Com base neste trabalho é
importante realizar novos estudos para verificar as substancias presentes no
extrato bruto, fracdo butandlica e cloroférmica com atividade antigenotéxica e
também na atividade antioxidante relatada em todos os extratos de A. chica,

isolar os compostos com esta propriedade.
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ABSTRACT

Arrabidaea chica plant, popularly known as cajuru, chica or cajiru in
traditional medicine is used as analgesic, anti-inflamatory, astringent agent and
to combat skin diseases. The crude extract and fractions of the aerial parts of
the A. chica phytochemistry studies had been carried out and genotoxicity and
antigenotoxicity evaluation through the in vitro and in vivo comet assay,
antioxidant activity by hypoxanthine/xanthine oxidase assay and micronucleus
assay in mouse bone marrow. The phytochemical analysis of the plant indicated
the presence of saponins, flavonoids, alkaloids, and phenolic compounds. In the
genotoxicity evaluation through the in vitro comet assay, the crude extract and
fractions did not induce DNA damage, as well as in the in vivo comet assay in
samples of blood and hepatic tissue from mice. The in vitro comet assay has
been verified protection against DNA damage induced for hydrogen peroxide in
crude extract (EBV), butanolic fraction (FBV) and cloroformic fraction (FCV) in
the green plant, and crude extract (EBO) and butanolic fraction (FBO) of the
oxidated plant, while in vivo test, the treatments with crude extract (EB) and
cloroformic fraction (FC) of the oxidated plant presented antigenotoxicity
activity. In the hypoxanthine/xanthine oxidase test all the extracts, crude and
fractions of the green and oxidated plant showed antioxidant activity. In the
micronucleus test, the treatment carried out with crude extracts and fractions
did not induced chromossomic damage under the conditions tested. The set of
these results suggests that the plant presents important antioxidant activity in
the in vitro tests (comet assay and hypoxanthine/xanthine oxidase) and in vitro
tests (comet assay) and does not present genotoxicity effects as observed in
the in vitro comet assay and in vivo tests (comet assay and micronucleus test).
Based on this work, it's important to carry out studies to verify the substances
presents in crude extract, butanolic fraction and cloroformic fraction with
antigentotoxic activity and also in the antioxidant activity mentioned in all
extracts of A. chica, to isolate compounds with this property.
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| INTRODUCAO

E estimado que mais de 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais como primeiro recurso para a terapéutica medicinal, no tratamento
de doencgas, de acordo com o conhecimento adquirido ao longo dos séculos.
Entretanto as plantas medicinais podem conter xenobibticos, ou seja
compostos exdgenos que podem ser tdxicos e carcinogénicos. Portanto, o uso
popular ndo € suficiente para validar as plantas medicinais como eficazes e
seguras (SIMOES et al., 2000; MACIEL et al., 2002).

O comércio mundial de fitoterapicos movimenta cerca de U$ 22 bilhdes
de délares anuais. Este quadro tem sido denominado “a revolucao dos
medicamentos fitoterapicos”. No Brasil, acredita-se que 4 dos U$ 8 bilhdes de
faturamento da industria farmacéutica nacional em 1996 foram advindos de
medicamentos fitoterapicos (YUNES et al., 2001; RATES, 2001). Os estudos
realizados com estes compostos, tém experimentado um crescimento
acelerado, existindo uma taxa média de aumento de 10% ao ano, entretanto
somente 15 a 17% das plantas existentes no mundo, tém sido estudadas sob o
ponto de vista medicinal (SOEJARTO, 1996).

As plantas medicinais sdo popularmente utilizadas sob a forma de cha,
entretanto muito pouco desses vegetais e substancias isoladas a partir destes
foram objetos de estudos quanto a mutagenicidade e genotoxicidade (FRANKE
et al., 2003). Poucas informacbes estdo disponiveis a respeito do risco
potencial de certas plantas para a saude, ainda que muitas contenham
substancias quimicas conhecidas por serem mutagénicas e/ou carcinogénicas
(VARGAS et al., 1989; ROSA et al., 2007).

A legislacao brasileira e internacional exige que produtos industrializados
como pesticidas, agrotoxicos, farmacos e fitoterapicos entre outros, sejam

produzidos ou colocados no mercado para consumo somente apds a avaliagao
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rigorosa de suas caracteristicas. A Portaria n° 116 de 8 de agosto de 1996
normatizou o estudo de toxicidade e eficacia dos produtos fitoterapicos. Os
orgaos de regulamentacao exigem que o produto em estudo seja submetido a
uma extensa bateria de testes. Estes ensaios sao realizados para determinar
suas propriedades fisico-quimicas, atividade téxica e neurotoxicidade em
animais, e ainda seu potencial mutagénico, embrio-fetotéxico e carcinogénico.
A Resolucdo —RE No. 90, de 16 de marco de 2004 (emitida pela ANVISA)
contém o chamado “Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica
de fitoterapicos”, que enfatiza a importancia da avaliagcdo toxicoldgica para
registro ou renovagdo de registro de fitoterapicos (www.anvisa.gov.br). O
estudo da toxicidade de plantas medicinais, bem como a determinagdo do
potencial farmacolégico € de extrema importadncia para a pesquisa de novos

produtos naturais mais eficazes e seguros.

A flora brasileira constitui um dos maiores potenciais para a exploracao
de plantas medicinais (SIMOES et al., 2000) e devido a sua complexidade
estima-se a existéncia de mais de 55.000 espécies distintas e catalogadas de
plantas, de um total de 350.000, sendo que mais da metade se encontra em
florestas tropicais (SOEJARTO, 1996). A regido Amazébnica é o local com a
maior biodiversidade vegetal do Brasil, sendo que muitas plantas sao
desconhecidas pelos cientistas, entretanto ha muitos anos séo utilizadas pelos
indios na cura de doencas (SILVA et al., 2007).
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1.1 A planta Arrabidaea chica

1.1.1 Aspectos taxonémicos

Arrabidaea chica pertence a familia Bignoniaceae (sin: Bignonia chica
(Bonpl.)) que consiste em aproximadamente 120 géneros e 800 espécies de
plantas arbustivas, arbéreas e trepadeiras. As espécies deste taxon encontram-
se distribuidas nas regides tropicais de todo o mundo, com ocorréncia
freqliente em regides tropicais da América do Sul e Africa, sendo muito comum
na regiao Amazoénica do Brasil. Algumas destas espécies sao cultivadas como
ornamentais, devido a beleza de suas floracdes, os jacarandas (Jacaranda
brasiliana) e ipés amarelo e roxo (Tabebuia alba e T. avellanedae) sé&o
exemplos mais representativos da familia. Plantas desta familia sdo muito
utiizadas na construgdo civil, carpintaria e construcdo de instrumentos
musicais devido a natureza rigida da madeira. No Brasil ocorrem desde a
Amazébnia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo habitat unico, podem ser
encontradas nos Cerrados, Mata Atlantica e regiao Amazénica (TAKEMURA et
al., 1995; POSER et al., 2000; BITTENCOURT et al., 2003; PAULETTI et al.,
2003a; PAULETTI et al., 2003b).

1.1.2 Descricao botanica de A. chica

A. chica é descrita como uma trepadeira com ramos angulosos.
Apresenta folhas opostas, trifoliadas ou bifoliadas, terminando em gavinhas®
simples (Figura 1A). Os foliolos s@o coriaceos, oblongos ou ovado-lanceolados,
acuminados com 6 cm de comprimento e seu calice € campanulado-tubuloso.
Sendo a corola campanulada de cor roxa violacea ou purpurea. As flores
medem cerca de 3,5 a 4 cm de comprimento e sdo dispostas em paniculas® de
18 a 20 cm de comprimento (Figura 1B e 1C). Constitui-se de siliqua®
comprida e glabra® com 15 a 18 cm de comprimento a 1 a 1,5 cm de largura
(SCHNEIDER e LONDERO, 1965; REITZ, 1974).
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Figura 1. Partes aéreas de Arrabidaea chica. (A) Folhas, (B) Flores e
folhas e (C) Flores.

dGavinha: 6rgdo de fixagdo de certas plantas, que se enrola em estacas ou outras plantas;
®Paniculas:cacho de flores, de pediinculos ramificados, assumindo formato de cone; °Siliqua:
Fruto deiscente, formado por duas valvas alongadas que abrigam uma membrana mediana
com sementes nas bordas; ‘Glabra: sem pélos.
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1.1.3 Constituicao quimica de espécies do género Arrabidaea

Com base na literatura cientifica, verifica-se que existem poucos relatos
de estudos quimicos do género Arrabidaea, sendo A. chica a espécie mais
estudada. A partir desta espécie foram isolados fitoesteréis (TAKEMURA,
1993), taninos e principalmente flavondéides (TAKEMURA et al, 1995;
ALCERITO et al., 2002; PAULETTI et al., 2003a; PAULETTI et al., 2003b).

Chapman et al. (1927), identificaram a 3-desoxiantocianidina, o primeiro
composto de A. chica sendo denominada carajurina. Posteriormente, o0s
trabalhos de Harborne (1967) e Scogin (1980) verificaram que a ocorréncia
deste raro pigmento vegetal em Bignoniaceae era restrito a espécie A. chica
(ZORN et al., 2001).

Em estudo realizado por Zorn et al. (2001) a partir do extrato éter etilico
das folhas de A. chica foram isoladas e identificadas quatro antocianidinas
(Figura 2). Deste extrato os compostos foram isolados por cromatrografia em
coluna sendo o composto 1 (carajurina) de estrutura ja conhecida por Ponniah
e Seshadri (1953) e os compostos 2 a 4 de estrutura inédita que sao; 2
(carajurona), 3 (6,7,3’,4’-tetraidroxi-5metdxi-flavilium) e 4 (6,7,3-triidroxi-5-4'-
dimetoxi-flavilium) (Figura 2).Também em estudo de Devia et al. (2002) foram
isolados os compostos descritos acima com excecdo do composto 4, das
folhas de A.chica.
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1:R=CH,,R,=H

2:R,R, =H
3:R=H,R, =OH
4:R=CH,,R,=OH

Figura 2. Antocianidinas isoladas de A.chica (ZORN et al., 2001).

A carajuflavona (Figura 3) (6,7,3,4’-tetraidroxi-5-metéxiflavona),
pertencente a classe das flavonas foi obtida por cromatografia em coluna a
partir da fracao acetato de etila do extrato metandlico das folhas de A. chica.
(TAKEMURA et al., 1995).

Figura 3. Estrutura da carajuflavona (TAKEMURA et al., 1995).

Outro trabalho que relata a presenca desta classe de metabdlitos
secundarios foi realizado por Alcerito et al. (2002). Neste estudo foram isolados
do extrato cloroférmico das folhas (cera epicuticular) de Arrabidaea brachypoda
4 flavonas, sendo inédito o composto 3’-4’-diidroxi-5.6,7-trimetéxiflavona

(Figura 4 — composto 1) e ja conhecidos os compostos cirsimaritina(3),
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hispidulina (4) e cirsilol (2) (Figura 4) onde este ultimo composto foi encontrado

pela primeira vez na familia Bignoniaceae.

R, R, R, Rq
CH, CH, CH, OH
CH, CH, OH
H CH, CH, H
4 H CH, H H
Figura 4. Estruturas dos flavonéides de A. brachypoda (ALCERITO et al.,

2002).

W N a
x

A partir do caule de Arrabidaea samydoides na fragao cloroférmica
foram isolados por cromatografia em coluna os compostos, lupeol, sitosterol,
estigmasterol e crisina. Ainda com esta planta, foi isolado o composto 3f3,16a-
diidroxi-olean-12-eno, utilizando o mesmo método cromatografico da fracao
hexanica dos caules, e em outra fragao cloroférmica das folhas, foram obtidos
0s compostos, eritrodiol, uvaol e acido ursélico (PAULETTI et al., 2003a).

Em outro estudo realizado por Pauletti et al. (2003b) a partir do caule de
A. samydoides no extrato etanédlico foram isolados por cromatografia 3
xantonas de estrutura inédita, C-glucopiranosilxantona-2(2’-O-trans-cafeoil)-C-
B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetraidroxixaantona (Figura 5 -1); 2-(2’-O-trans-
cinamoil)-C-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetraidroxixantona (2) e o composto

2-(2’-O-trans-coumaroil) C-B-D-glucopiranosil - 1,3,6,7-tetraidroxixantona (3).
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Figura 5. Estruturas das xantonas de A. samydoides (PAULETTI et al.,
2003).

O desenvolvimento do estudo bioguiado que verificou atividade contra
Trypanosoma cruzi levou ao isolamento por cromatografia dos triterpenos,
acido oleandlico e acido ursolico isolados do extrato etandlico das folhas de
Arrabidaea triplinervia (LEITE et al., 2006).

1.1.4 Propriedades biologicas de espécies do género Arrabidaea

Espécies do género Arrabidaea sdo muito utilizadas na medicina popular
na assepsia de ferimentos e tratamento de disturbios intestinais (PAULETTI et
al., 2003b). A planta Arrabidaea chica (sin: Bignonia chica (Bonpl.)), (Figura 1)
popularmente chamado no Brasil de carajuru, chica, pariri ou cajiru, é
amplamente utilizada na medicina caseira, principalmente na regido
Amazébnica, apesar de ocorrer em quase todo o Brasil (REITZ, 1974;
TAKEMURA et al, 1995; ZORN et al, 2001). Suas folhas apresentam
atividades analgésica, antiinflamatoria e adstringente (SILVA et al., 2007),
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sendo utilizada em cdlicas intestinais, diarréia sanguinolenta, leucorréia,
anemia e leucemia. Também ¢€ utilizada topicamente para combater as
enfermidades da pele (TAKEMURA et al., 1995; ZORN et al., 2001).

As folhas de A. chica (Figura 1A) quando submetidas a fermentacao
fornecem um corante vermelho-escuro ou vermelho tijolo (vermelho carajuru),
insolivel na agua e soluvel no alcool e no éleo (REITZ, 1974). Uma das
substancias presentes neste corante avermelhado foi identificada como 3-
desoxiantocianidinas chamada de Carajurina (6,7-dihidroxi-5,4 -dimetoxi-
flavilium) (ZORN et al.,, 2001; PAULETTI et al., 2003a). No norte do Brasil, o
corante das folhas é utilizado em tatuagens pelos indios (PAULETTI et al.,
2003b). Alguns estudos como de Magalhdes (UNICAMP), avaliam a
possibilidade do desenvolvimento do batom de A. chica. O pigmento vermelho
produzido por esta planta é estavel, possuindo vantagens sobre corantes como
o urucum, pelo fato de resistir a degradacdo, sendo potencialmente
interessante para compor formulagdes de cosméticos em geral
(www.inova.unicamp.br). Outro estudo da planta A. chica realizado por Barata
et al. (UNICAMP) avalia a possibilidade do emprego de A. chica na forma de
extrato fitoterapico para o emprego como antifingico e antibacteriano

(www.inova.unicamp.br).

As antocianidinas, classe de compostos que estdo presentes em
A.chica, corresponde a um grande grupo de pigmentos como vermelho,
purpura e azul nas flores e frutas, sendo muito utilizado em corantes de
alimentos (AZEVEDO et al., 2007). Recentemente foi demostrado por Pool-
Zobel et al. (1999) que algumas antocianidinas tém potencial antioxidante in
vitro. Outros dois estudos por Wang et al. (1999) e Azevedo et al. (2007)
indicam que o0s compostos coloridos, as antocianidinas, podem ser
responsaveis pela protecao contra radicais peroxil.

No estudo de outras plantas do género Arrabidaea, observou-se
atividade contra Trypanosoma cruzi da planta Arrabidaea triplinervia. A partir do
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extrato etanélico das folhas dois triterpenos foram isolados, 0 acido oleandlico
e acido ursdlico, apresentando atividade contra a doenca de Chagas (LEITE et
al., 2006).

Em outro estudo realizado por Pauletti et al. (2003b) foi avaliada uma
possivel atividade antioxidante contra o composto 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPH). A partir do extrato etandlico do caule de A. samydoides foram isolados
por cromatografia 3 xantonas. Destas, apresentaram atividade antioxidante a
C-glucopiranosilxantona-2(2’-O-trans-cafeoil)-C-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7 tetra-
idroxixantona e o composto 2-(2’-O-trans-coumaroil)C-B-D-glucopiranosil-
1,3,6,7-tetraidroxixantona e moderada atividade antioxidante o composto 2-(2’-

O-trans-cinamoil)-C-B-D-glucopiranosil -1,3,6,7-tetraidroxixantona.

A planta Arrabidaea brachypoda é nativa do Cerrado brasileiro, sendo
conhecida popularmente cipé-una ou "tintureiro” e possui corante rosa presente
nas flores. Quatro flavonas do extrato cloroféormico das folhas de A. brachypoda
foram isoladas no estudo de Alcerito et al. (2002), e estas foram testadas
quanto a atividade antifUngica em Cladosporium sphaerospermum. Dentre as
flavonas isoladas, apresentaram atividade antifungica a 3’-4’-diidroxi-5.6,7-
trimetoxiflavona, a cirsimaritina e o cirsilol, enquanto o composto hispidulina

ndo obteve resposta.

Outra planta do género Arrabidaeca testada quanto as atividades
antimicrobiana e antifungica é a Arrabidaea bilabiata. No estudo de Gonzalez et
al. (2000) os extratos metandlico e isopropanol foram testados in vitro contra os
microrganismos Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp para a verificagdo da atividade
antimicrobiana e contra Candida albicans para a atividade antifungica. Os
resultados deste estudo mostraram que ambos extratos apresentam possivel
atividade antifungica, ndo apresentando o mesmo efeito na atividade

antimicrobiana.
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1.2 Estresse oxidativo e antioxidantes

1.2.1 Radicais livres

Os radiciais livres sao espécies quimicas naturais, pois sdo produzidos
continuamente nos organismos vivos (AUGUSTO, 2006), apresentando
funcbes biolégicas como, auxiliar o sistema imunolégico no combate a
infeccdes, participar da sinalizagdo celular e principalmente da apoptose e
necrose (SEIFRIED et al., 2007). Por outro lado, sdo considerados nocivos
pois participam direta ou indiretamente de uma série de doengas. De acordo
com a velocidade de produgdo e a capacidade de desintoxicacdo do
organismo, os radicais livres tanto podem colaborar na destruicdo de invasores
patogénicos durante a resposta imunologica celular, como participar de
doencas, principalmente, inflamagdo, doencas vasculares e doencas
neurodegenerativas (AUGUSTO, 2006).

O metabolismo do oxigénio também gera uma série de subprodutos
reativos e potencialmente toxicos, os radicais livres de oxigénio (AUGUSTO,
2006). Um radical livre € uma espécie quimica (dtomo ou molécula) que possui
um elétron desemparelhado no seu orbital de valéncia (n° impar de elétrons).
Isto confere ao radical uma alta reatividade quimica pela tendéncia de adquirir
o0 segundo elétron para estabilizar o seu orbital de valéncia (KARIHTALA e
SOINI, 2007). Os radicais livres mais importantes incluem os radicais hidroxil
HO®, anion superédxido O,", éxido nitrico NO®, alcoxila RO®, peroxila ROQO® e
peroxinitrito ONOQO". O peréxido de hidrogénio (H-O.) e o acido hipocloroso
(HOCI) nado séao radicais livres mas estao envolvidos na geragao de radicais
livres no organismo. O termo espécies reativas de oxigénio (ERO) tem sido
utilizado por incluir todas essas espécies que contém oxigénio (OSAWA, 1994;
GARCEZ et al., 2004; AUGUSTO, 2006).
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As ERO podem alterar a estrutura de proteinas, danificar processos
enzimaticos e membranas lipidicas (peroxidacao lipidica) e provocar danos ao
DNA (HWANG e KIM, 2007). Estudos sugerem que as ERO participam do
mecanismo fisiopatoldgico de varias doencas humanas, entre elas doenca de
Parkinson, esclerose multipla, distrofia muscular, catarata, retinopatias,
aterosclerose, infarto do miocardio, sindrome isquémica e reperfusdo, enfisema
pulmonar, cirrose hepatica, artrite reumatdide e varios tipos de cancer
(SEIFRIED et al, 2007). Também nos transplantes de 6érgdos e doencas
decorrentes da radiacdo, do fumo e da poluicdo e no processo de
envelhecimento as ERO desempenham um papel importante (OSAWA, 1994;
GARCEZ et al., 2004; AUGUSTO, 2006).

Numerosos mecanismos de defesas celulares existem para prevenir a
acao das ERO, protegendo os organismos vivos contra danos oxidativos. Estes
sistemas incluem superéxido dismutase e catalase que remove o O>"e 0 H.O»
do citoplasma, respectivamente; a glutationa peroxidase e glutationa, que reduz
H.O. para H>O; as vitaminas E e C, que funcionam para o término da reacao
da cadeia lipidica envolvendo radicais peroxil (GARCEZ et al, 2004;
AUGUSTO, 2006; HWANG e KIM, 2007).

1.2.1.1 Formacg&o das espécies reativas de oxigénio

As ERO sdo geradas principalmente pela mitocéndria na cadeia
respiratéria (BROZMANOVA et al., 2001). O oxigénio molecular participa, por
exemplo, da combustao total da glicose da qual resulta a producao de CO,,
H-O e energia quimica na forma de adenosina trifosfato (ATP) (BOVERIS,
1998). A reducdo do oxigénio molecular a dgua é feita por transferéncia de
elétrons na cadeia respiratéria, realizada em quatro etapas. Em cada etapa a
reducao da origem a um tipo de espécie respectivamente, o anion superoxido,
o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxil (Figura 6) (SEIFRIED et al., 2007).
Cerca de 2-5% do oxigénio consumido pela mitocéndria é transformado em
ERO (BOVERIS, 1998).
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Oz . O; %" Hzoz%’ OH.%’ Hzo

Oxigénio Radical Peréxido de Radical Agua

Superoxido hidrogénio hidroxil

Figura 6. Reducdes univalentes da molécula de oxigénio (DA SILVA,
2003).

A primeira etapa é a reducdo do elétron produzindo radical O.". Em
metabolismo aerébico 1-2% do consumo total de oxigénio resulta em producao
de superoxido. No entanto O™ é relativamente pouco reativo e toxico, mas ele
gera produtos secundarios, como H>O,. Esta reacdo ocorre espontaneamente,
ou é catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD). O H.O, sozinho nao
€ toxico, mas é altamente reativo quando e in vivo participa da Reacdo de
Fenton (Figura 7) (BROZMANOVA et al., 2001). O H,O» é um agente oxidante
fraco, porém pode tornar inativas enzimas por oxidacao dos grupos tiol (-SH)
essenciais (GARCEZ et al., 2004). Em contraste com o H»>O,, o radical HO® é
extremamente reativo podendo induzir danos diretos ao DNA, proteinas,
lipidios e carboidratos, sendo considerada a ERO que mais ocasiona danos
(MARNETT, 2000; BROZMANOVA et al., 2001; HWANG e KIM, 2007).

H;0, + Fe¥* = OH' +OH + Fe**

Figura 7. Reagéo de Fenton

Oxigénio singlet (O,') é um radical capaz de modificar o DNA
diretamente e pode ser gerado pelos fagdcitos, por inducdo luminosa, por
reacbes catalisadas por peroxidases e outras. O O’ difere do oxigénio (O2) no
estado molecular porque nao apresenta restricdo na transferéncia de elétrons,
sendo altamente reativo. O O,' causa dano as proteinas devido a oxidagdo de

grupos essenciais de aminoacidos, sendo também responsavel por dar inicio a
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peroxidacgao lipidica, produzindo radicais RO* e ROO® (GARCEZ et al., 2004;
KARIHTALA e SOINI, 2007).

Além das mitocéndrias, outras organelas geram ERO, como no reticulo
endoplasmatico liso durante o metabolismo de compostos endbgenos e a
biotransformacdo de xenobibdticos, nos peroxissomos que contém muitas
enzimas que geram H,O, tais como glicolato oxidase, urato oxidase e as
flavoproteinas (SEIFRIED et al., 2007). As ERO também podem ser geradas
através da auto-oxidacdo de pequenas moléculas (hidroquinonas,
catecolaminas), produzindo anion superéxido e na acao bactericida dos
neutrofilos e fagécitos, produzindo o radical superoxido, onde cerca de 70 a
90% do oxigénio consumido por estas células formam o anion superoéxido
(BOVERIS, 1998).

Muitos agentes exdgenos tdéxicos como radiagao ionizante (raios X e 9),
radiacdo nao ionizante, poluicdo ambiental e produtos toxicos sdo potenciais
geradores de ERO. Aproximadamente 60-70% dos danos celulares sao
produzidos por radiacdo ionizante formando radicais HO® (BROZMANOVA et
al., 2001).

O radical livre NO (6xido nitrico) é produzido nos macrofagos e contribui
para a morte de bactérias e células tumorais. Este pode se combinar com o
radical O2", formando o ONOQ', que se compara ao radical HO® em relagéo a
reatividade (BROZMANOVA et al., 2001; GARCEZ et al., 2004).
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1.2.2 Danos oxidativos ao DNA

A producéo excessiva de radicais livres ou a diminuicdo da atividade
antioxidante pode provocar um desequilibrio que é denominado estresse
oxidativo. Este distarbio pode provocar dano celular, oxidacdo de biomoléculas,
incluindo danos ao DNA e proteinas (OSAWA, 1994; HWANG e KIM, 2007).

As proteinas, incluindo enzimas de reparo de DNA e DNA polimerases
sdo os alvos mais frequentes das ERO. Estas espécies reativas podem
danificar proteinas direta ou indiretamente através da peroxidacao lipidica,
levando ao desequilibrio celular (KARIHTALA e SOINI, 2007).

Danos ao DNA produzidos pela oxidacdo sdo considerados muito mais
freqlientes. E estimado que aproximadamente 2 x 10* lesdes oxidativas ao
DNA ocorrem no genoma humano por dia. O reparo destas lesdes tem
importante papel na manutencao dos organismos. Muitas evidéncias sugerem
que o dano cumulativo ao DNA € causado pelas ERO contribuindo para
numerosas doencas. Os danos oxidativos podem contribuir para o declinio das
fungdes normais do organismo, aumentando o risco de doengas como cancer,
aterosclerose, sindromes auto-imunes entre outras (BROZMANOVA et al,
2001).

O pero6xido de hidrogénio é capaz de passar livremente por difusdao na
membrana celular (BARBOUTI et al., 2001). Os alvos da acdo do H»O, séo
proteinas quinases e fosfatases, proteinas contendo grupos sulfidril, lipidios,
DNA entre outros alvos. O DNA celular € especialmente sensivel a agdo do
H-O,, onde a inducao do dano é mediada por ions metélicos como ferro e cobre
através da reacdo de Fenton para formagdo do radical HO® (Figura 7)
(KARIHTALA e SOINI, 2007). Apo6s geracdo do radical HO®, que ¢é

extremamente reativo, ocorrem danos ao DNA que incluem modificagdes de
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bases nitrogenadas, quebras simples e duplas de cadeia e trocas entre
cromatides irmas (BARBOUTI et al., 2001).

1.2.3 Antioxidantes

Antioxidante é definido como qualquer agente que em baixas
concentragdes retarda ou inibe a velocidade de oxidagdo de uma substancia
oxidavel (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

Os danos induzidos pelo estresse oxidativo podem ser minimizados pelo
sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico e/ou sistema de defesa
antioxidante enzimatico, este representado pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) (BORELLA e VARELA, 2004; HWANG e KIM, 2007;
KARIHTALA e SOINI, 2007).

1.2.3.1 Antioxidantes enzimaticos

A SOD foi descoberta em 1969 por McCord e Fridovich. Ela é
responsavel pela dismutacido do radical superéxido a perdxido de hidrogénio,
gue € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a CAT ou
GPx ( LLESUY, 2002; BORELLA e VARELA, 2004; AUGUSTO, 2006). A SOD
€ capaz de aumentar em mil vezes a dismutagdo do anion radical superéxido
como mostra a figura 8 (AUGUSTO, 2006).

20," + 2H" S0 H.O, + O

Figura 8. Dismutacao do anion radical superoxido catalisada pela enzima
SOD (BORELLA e VARELA, 2004).
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Os mamiferos possuem trés tipos de SOD diferentes, todas capazes de
eliminar eficientemente o anion radical superéxido. A SOD 1 € encontrada no
citosol e espaco intermembranas da mitocdndria; a SOD 2, na matriz
mitocondrial e a SOD 3 no espaco extracelular (BORELLA e VARELA, 2004;
AUGUSTO, 2006; KARIHTALA e SOINI, 2007).

A enzima CAT é uma ferrihemoenzima cuja fungao principal é dismutar
peréxido de hidrogénio formando agua e oxigénio molecular, conforme a figura
9 (FRIDOVICH, 1998; ENGELHARDT, 1999).

2 H202—>CAT 2 Hzo + 02

Figura 9. Reacao da Catalase (FRIDOVICH, 1998)

Em animais, a CAT estd presente em quase todos os 0&rgaos,
principalmente o figado. A atividade da CAT em homogeinizados de tecidos €
originaria da ruptura dos peroxissomos durante a homogeinizacao
(KARIHTALA e SOINI, 2007). Por ndo possuirem peroxissomos, alguns érgaos
estdo mais expostos aos danos provocados pela producdo de ERO, como
coracéo, pulmoes e cérebro (LLESUY, 2002; BORELLA e VARELA, 2004).

As peroxidases sdo enzimas que utilizam uma variedade de redutores
celulares para inativar peroxidos. Além de agir sobre o peréxido de hidrogénio,
também neutralizam perdxidos organicos, como alquil-hidro-perdxidos
(ENGELHARDT, 1999; BORELLA e VARELA, 2004; AUGUSTO, 2006). A GPx
€ uma selenoenzima (utiliza selénio como co-fator), cuja acao é baseada na
oxidacdo da GSH ao dissulfeto correspondente (GSSG). A razdo entre
glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) é alta, necessitando reduzir
novamente GSSG a GSH, processo realizado pela enzima glutationa-redutase
(GR) como mostra a Figura 10 (ENGELHARDT, 1999; LLESUY, 2002;
BORELLA e VARELA, 2004; AUGUSTO, 2006; KARIHTALA e SOINI, 2007).
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H.O, + 2GSH —S 5 GSSG + 2H,0

GSSG + NADPH+H* ___S® | 2GSH +NADP*

Figura 10. Reagbes da glutationa reduzida e oxidada (BORELLA e
VARELA, 2004).

1.2.3.2 Antioxidantes nao-enzimaticos

Além das defesas antioxidantes enzimaticas, possuem grande
relevancia os antioxidantes nao-enzimaticos, como as vitaminas E e C
(HWANG e KIM, 2007) e os compostos polifendlicos (SPADA e DA SILVA,
2004).

Dentre as vitaminas, as que apresentam comprovado efeito antioxidante
estdo, a vitamina C ou acido ascérbico, o B-caroteno e a vitamina E
(AUGUSTO, 2006). Inumeros estudos tém indicado que a vitamina A pode agir
como antioxidante ou pré-oxidante. Sob pressées normais de oxigénio o [-
caroteno, precursor da vitamina A, age como antioxidante e em pressodes altas
passa a exercer efeito pro-oxidante. A vitamina C € um antioxidante doador de
elétrons e, portanto um agente redutor. A vitamina E designa todos os
tocoferois varredores de radicais peroxil, que sdo, provavelmente, os inibidores
mais importantes na reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica em animais
(SPADA e DA SILVA, 2004).

Os polifendis sdo compostos com um ou mais anéis aromaticos,
carregando grupos hidroxilas, sendo portanto, capazes de quelar metais e
varrer radicais livres pela formagao de radicais fenoxil. Outros polifen6is com as
proantocianidinas produzem pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas, com alto potencial antioxidante (SANTOS e MELLO, 2000). A

atividade farmacolégica dos taninos esta relacionada a complexacao com ions
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metalicos, sendo seqlestradores de radicais livres, além de complexar com
outras moléculas (HASLAM, 1996; SANTOS e MELLO, 2000; SPADA e DA
SILVA, 2004).

Os flavondides presentes nas plantas possuem atividade antioxidante,
devido a sua estrutura polifendlica, de propriedade quimica redutora, que
confere a capacidade sequestradora de radicais livres como 0 &anion
superoxido, o radical hidroxil ou peroxil (RICE-EVANS, 1995; RICE-EVANS et
al., 1996, 1997; RICE-EVANS, 2001). Também podem apresentar como
mecanismo antioxidante a habilidade de estabilizar as membranas
(HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

Muitos fendis inibem a peroxidacdo lipidica, atuando como
sequestradores do radical peroxil. Apresentam também atividade regeneradora
de outros antioxidantes, estabilizadora de oxigénio singlete e quelante de
metais (WEI et al., 2005).
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1.3 Testes para avaliacao do potencial genotdxico e antigenotéxico

A exposicao a agentes genotdxicos em nosso ambiente pode causar
uma variedade de efeitos sobre a salde humana. Estes efeitos podem se
expressar imediatamente ou de forma tardia, como cancer ou doencas

genéticas nas geragoes seguintes (LEMOS e TERRA, 2003).

Nos anos 50 e 60 a ecologia e a genética se uniram e desenvolveram os
primeiros testes rapidos e eficientes hoje empregados em genotoxicidade. A
maioria dos testes genéticos busca agentes que possam afetar o genoma.
Devido a universalidade do cédigo genético, se um agente pode causar danos
ao DNA tém potencial genotdxico em qualquer tipo de célula. Porém diferentes
organismos possuem metabolismo, mecanismos de reparacdo e de
detoxificagdo que variam tornando as respostas a agentes genotdxicos
diferentes (VILLELA et al., 2003).

A avaliagdo do potencial genotdxico (ou mutagénico) de um agente
quimico isolado é realizada utilizando estudos que abrangem organismos
procariéticos e eucariéticos, com testes in vitro e in vivo. Os primeiros estudos
devem ser, preferencialmente, estudos realizados in vitro, e conforme os
resultados obtidos, sdo entdo recomendados ensaios mais especificos in vitro e
in vivo (VILLELA et al., 2003).

Muitos pesquisadores baseiam-se em técnicas de avaliacdo da
genotoxicidade para investigar o potencial antigenotoxico de antioxidantes.
Alguns antioxidantes protegem o DNA contra danos induzidos pelo H2O,, como
no teste cometa ex vivo (SZETO et al., 2002). Este procedimento permite
verificar efeito antigenotéxico por mecanismos antioxidantes de protecao contra
danos oxidativos ao DNA (SZETO et al., 2002; PEREIRA et al., 2005).
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1.3.1 Teste cometa

O teste Cometa ou Single-Cell Gel Electrophoresis (SCGE) vem sendo
proposto para estudos de toxicogenética devido a suas peculiaridades e
vantagens quando comparado a outros testes para deteccao de substancias
genotoxicas. Diferente das mutacdes, as lesdes detectadas pelo teste sao
passiveis de correcdo. Assim sendo, o teste cometa pode ser utilizado para
estudos do reparo do DNA, trazendo informagdes importantes sobre a cinética
e o tipo de lesado reparada, embora ndo possibilite interferir na fidedignidade do
processo de reparo. O teste cometa € uma metodologia que permite a
deteccao de danos e seu reparo em uma Unica célula e conseqlientemente, em
determinada subpopulacao celular (HARTMANN et al., 2003; RIBEIRO et al.,
2003; RUNDELL et al., 2003; WIKLUND e AGURELL, 2003).

A técnica foi primeiramente introduzida por Singh et al. (1988) e vem
sendo largamente utilizada na industria em testes de genotoxicidade in vitro
(HARTMANN et al., 2003), para detectar agentes suspeitos de induzir danos ao
DNA. Existem algumas limitacées para o teste cometa in vitro como tempo de
exposicdo e o0 uso de ativacdo metabdlica (como S9 mix) entre outras
restricbes dos testes de genética toxicoldgica in vitro (TICE et al., 2000). O
sistema de ativagdo metabdlica no teste in vitro, ndo expressa as mesmas
condicées do teste in vivo, pois algumas enzimas especificas do citocromo
P450 nao estédo presentes (TWEATS et al., 2007).

Um aspecto importante no teste cometa é a possibilidade de realizagéo
do teste em 6rgaos, tecidos e populagdes celulares especificas tanto em
condicées in vitro quanto in vivo (WITTE et al., 2007). O resultado positivo in
vivo é indicativo de genotoxicidade da substancia teste no érgao ou tecido e
ganha significancia apés verificacao inicial do teste in vitro (SCHWAAB et al.,
2005).
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A grande vantagem do teste cometa in vivo, é a possibilidade de verificar
a atividade genotdéxica de substancias com a influéncia de fatores
farmacocinéticos como a absorcao, distribuicdo, metabolizacdo e excrecao.
Desta forma muitos testes que apresentam resultado positivo in vitro, nao
expressam o mesmo resultado in vivo, provavelmente devido a estes fatores
(SCHWAAB et al., 2005).

Para avaliacdo do efeito genotdxico diretamente no 6rgao ou tecido alvo
do agente em estudo, o teste cometa foi incorporado a bateria de testes de
genotoxicidade in vivo (HARTMANN et al.,, 2003; HARTMANN et al., 2004).
Sasaki et al. (2002) testaram 208 produtos quimicos em oito diferentes 6rgaos
de camundongos e demonstraram a eficacia do teste cometa na avaliacao da
genotoxicidade in vivo e na identificagdo dos tecidos alvo para tumores

daqueles produtos.

A versdo alcalina do teste cometa, utilizada neste trabalho, detecta
quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis e crosslinks. A metodologia
do teste consiste inicialmente na disposicdo de uma suspensdo de células
embebidas em gel de agarose sobre a superficie de uma lamina de
microscopia. Em seguida, as laminas sao transferidas para uma solugao com
alta concentracao de sais e detergentes a fim de lisar as células, removendo o
seu conteudo citoplasmatico e membrana nuclear. Posteriormente, as laminas
sdo imersas em um tampao de pH 13 (alcalino). O processo faz o
desenovelamento das cadeias de DNA, pelo rompimento das estruturas
secundaria e terciaria. Apdés esta etapa, as laminas sao submetidas a
eletroforese de modo a induzir a migracao dos fragmentos de DNA. As laminas
sdo coradas com nitrato de prata (TICE et al, 2000; DUEZ et al., 2003;
HARTMANN et al., 2003; VILLELA et al., 2003; WITTE et al., 2007).

Para interpretacao dos resultados, o “cometa” é dividido em duas partes:
“‘cabeca” e “cauda”. Assim, células sem ou com pouco dano no DNA nao

apresentariam cauda, enquanto células com mais danos apresentariam caudas
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maiores. O tamanho e intensidade, aspecto e outras caracteristicas dos
cometas sdo mensurados visualmente por microscopia ou por programas
especificos de anélise de imagem (TICE et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003).

Numa versao modificada do teste, as células ou tecidos de individuos
tratados com a substancia teste, antes de serem colocados em solugao de lise,
sao tratadas com agente genotdxico, por exemplo, o perdxido de hidrogénio
(SZETO et al., 2002). Este método, denonimado, teste cometa ex vivo, é
utilizado na determinacédo da antigenotoxicidade de substancias com potencial
antioxidante, que podem proteger as células dos efeitos genotdxicos induzidos
por lesdes oxidativas ao DNA.

O teste cometa pode vir a integrar as baterias de testes in vivo/ in vitro
usadas para fins de regulamentacao de produtos quimicos (TICE et al., 2000;
RIBEIRO et al., 2003; VILLELA et al., 2003; WITTE et al., 2007).

1.3.2 Teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos

O teste de micronucleo em medula 6ssea de camundongos faz parte dos
testes recomendados pelas agéncias internacionais e instituicdes
governamentais para avaliacdo e registro de novos produtos quimicos e
farmacéuticos (CHOY, 2001; RIBEIRO et al., 2003).

Micronucleos (MN) sao pequenos corpusculos similares em estrutura ao
nucleo e formados por material cromossémico. Este material cromossémico é
perdido durante a mitose, decorrente de quebras ou problemas de fuso. Apés
separacdo das cromatides no processo mitético dois ndcleos sao
reconstituidos, um em cada pélo. A membrana nuclear é refeita ao redor destes
dois conjuntos de cromossomos. Mas se um cromossomo inteiro ou um

fragmento cromossémico acéntrico ndo se integra ao novo nudcleo (por nao
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estar unido ao fuso), este constitui um pequeno nucleo, chamado de
micronucleo (DA SILVA et al., 2003; FENECH, 2005).

A freqliéncia de micronlcleos pode aumentar em conseqiiéncia de
danos genéticos causados por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos,
capazes de interferir no processo de ligacdo do cromossomo as fibras do fuso,
ou que possam induzir a perda de material genético (DA SILVA et al., 2003).

Os eritrocitos, células abundantes na medula éssea e sangue periférico
de mamiferos, sdo utilizados no teste por sua alta rotatividade, auséncia de
nucleo e possibilidade de diferenciar eritrécitos jovens pela presenca de RNA.
Os eritrécitos jovens, denominados eritrécitos policromaticos (EPC) contém
RNA ribossomal e diferenciam-se pela coloracdo com corante para acidos
nucléicos, como por exemplo o Giemsa. Os EPCs permanecem estaveis por 24
horas apds a expulsdo do nudcleo, nas células dos mamiferos, enquanto que os
eritrécitos maduros, que sado denominados de eritrécitos normocromaticos
(ENC), apresentam coloracdo homogénea por conter somente hemoglobina
(DA SILVA et al., 2003; VILELLA et al., 2003).
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1.4 Teste para avaliacao do potencial antioxidante

1.4.1 Teste hipoxantina/xantina oxidase

O teste fundamenta-se no processo de hidroxilacdo da hipoxantina, que é
transformada em xantina e depois em acido urico (devido a presenca da
enzima xantina oxidase). A hipoxantina/xantina oxidase produz também o ion
superoxido a partir do oxigénio e perdxido de hidrogénio a partir da agua. Na
presenca de Fe*® e EDTA, o fon superéxido reduz o Fe*® para formar Fe*2, que
forma, numa segunda etapa, o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxila, que
sdo muito reativos. A metodologia para determinar a concentracdo deste
radical hidroxila no teste é baseada na reacdo dos radicais hidroxilas com o
acido salicilico. Desta forma sdo formados dois compostos estaveis: 2,3 e 2,5
dihidroxi-acido-benzoéico (2,3-DHBA e 2,5-DHBA) (Figura 11), que podem ser
medidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (OWEN et al.,
1996; OWEN et al., 2000).

A presenca de antioxidantes pode influenciar na producdo dos dois
compostos estaveis 2,3-DHBA e 2,5 DHBA, pois pode ocorrer competicdo entre
o antioxidante e o &cido salicilico na reacdo com radicais livres (radicais
hidroxila). Sendo assim, formara menos radicais hidroxila que podem reagir
com &cido salicilico, portanto tera menos compostos formados (2,3 DHBA e 2,5
DHBA). Quanto menos esses compostos forem formados, maior a atividade
antioxidante do composto testado (MOURA et al., 2007).
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Figura 11. Esquema para geracao de espécies reativas de oxigénio no
sistema hipoxantina/xantina oxidase (OWEN et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial mutagénico, genotéxico/antigenotoxico e antioxidante
do extrato e fragdes das partes aéreas da planta Arrabidaea chica.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a presenca dos principais grupos de metabdlitos secundarios
(alcalbéides, antraquinonas, cardiotbnicos, cumarinas, flavondides, taninos,

saponinas) presentes em A. chica.

- Avaliar a atividade genotéxica do extrato bruto e fracées (cloroférmica,
butandlica e agua) de A.chica, através do teste cometa in vitro em sangue
periférico de ratos.

- Avaliar a atividade antigenotdxica do extrato bruto e fragdes de A.
chica, através do teste cometa in vitro em sangue periférico de ratos, utilizando

peréxido de hidrogénio como agente indutor de danos ao DNA.

- Avaliar a atividade genotdxica do extrato bruto e fracoes de A. chica,

através do teste cometa em camundongos.

- Avaliar a atividade antigenotéxica do extrato bruto e fracdes de A. chica
em camundongos, através do teste cometa ex vivo, utilizando peréxido de

hidrogénio como agente indutor de danos ao DNA.

- Avaliar a atividade mutagénica do extrato bruto e fracbes de A. chica,

através do teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongo.

- Avaliar o potencial antioxidante do extrato bruto e fragées através do

teste in vitro hipoxantina/xantina oxidase.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As partes aéreas de A. chica (Bignoniaceae) foram coletadas no verdao no
municipio de Taquari no Estado do Rio Grande do Sul. Uma amostra foi
identificada pelo botanico e realizada uma exsicata, sendo depositada no
Herbario da Ulbra. O material, imediatamente apds a coleta, foi selecionado, e
seco em ambiente arejado e ao abrigo de luz direta e triturado em moinhos de
facas. O material foi dividido em planta seca verde (as folhas apds secagem
permanecem verdes) e a outra parte, a planta oxidada (folhas com coloracéo
avermelhada). Apos separacgao foi realizada a extragdo e fracionamento dos
extratos. A planta verde somente foi utilizada para os testes cometa in vitro e
Hipoxantina/xantina oxidase, ndo sendo utilizada nos testes in vivo devido a
oxidacao do material. Sendo que a planta oxidada foi utilizada para os demais
testes incluindo os citados anteriormente (Figura 12).

3.2 Extracao e fracionamento

Para extracao dos constituintes quimicos (figura 12), as partes aéreas (100
gramas) da espécie em estudo, foram submetidas a decoccdo em agua
destilada (1000ml), obtendo-se o extrato bruto, onde parte deste extrato foi
submetido a secura no aparelho de rotavapor e denominado extrato bruto (EB).
A segquir, utilizando o restante da solucdo do EB, foi realizada a particao
utilizando solventes em polaridade crescente (cloroférmica, butandlica e agua).
Os extratos obtidos foram concentrados a secura em aparelho de rotavapor e
denominados, fragédo cloroférmica (FC), fracao butandlica (FB) e fracdo aquosa
(FA). Para administragdo nos animais os extratos secos foram diluidos

posteriormente em solucéo salina 0,9%.
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Teste cometa in vitro Teste cometa in vitro, in vivo e ex vivo
Teste hipoxantina/xantina oxidase Teste hipoxantina/xantina oxidase

Teste de Micronucleos

Figura 12. Esquema da extracao e fracionamento das partes aéreas de
A. chica.

3.3 Analise fitoquimica

Os estudos fitoquimicos foram realizados visando caracterizar os grupos
quimicos presentes na espécie vegetal trabalhada, de acordo com a
metodologia proposta por HARBORNE (1998).

Para esta andlise verificou-se a ocorréncia dos seguintes grupos quimicos
através dos respectivos ensaios: alcaldides (Mayer, Bertrand e Dragendorff);
antraquinonas (reacdo de Borntraeger); cardioténicos (Salkowsky, Keller-
Killiane, Baljet); cumarinas (teste de fluorescéncia em papel alcalinizado);
compostos fenodlicos (cloreto férrico); taninos (teste da gelatina); flavondides
(reacao de cianidina) e saponinas (teste da espuma).
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3.3.1 Determinacdao de flavonodides totais

Para a determinacdo de Flavondides determinou-se a perda por
dessecacao da A.chica, sendo que 2 g de planta moida foram colocadas em
pesa-filtro chato, previamente pesado e dessecado na estufa por 5 horas. A
amostra da planta foi colocada na estufa a 100°C e permaneceu por mais 5
horas, retirando a tampa do pesa-filtro e deixando-a dentro da estufa. Retirou-
se 0 pesa-filtro com a amostra deixando esfriar dentro do dessecador. Apds
resfriamento pesou-se o pesa-filtro com a amostra. A porcentagem de perda

por dessecacao foi calculada pela equacéo:

Onde: Pd: Perda por dessecacdo

Pa: peso da amostra

Pd=Pu=Ps x100 || py: peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da
Pa dessecagdo.

Ps: peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a

dessecacao.

Apés a determinacéo de perda por dessecacao, necessaria para calculo
de determinacdo de flavondides totais, foi realizado o teste, conforme
Farmacopéia Brasileira IV onde preparou-se a solugdo-mae, a solucdo amostra
e a solucdao branca. A absorbancia destas solucdes foi medida em
espectofotbmetro em 425nm apdés 30 minutos do seu preparo utilizando a
solugédo branca para ajuste do zero. O teor de flavonoides totais foi calculado

segundo a expressao:

Q = A x 62500 Em que: A: absorbancia média
- m: massa do vegetal (g)
500 x m x (100 — Pd) Pd: perda por dessecacio
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3.4 Procedimentos in vitro

Para o teste cometa in vitro, foram utilizadas 3 diferentes concentracées
de cada extrato. As concentra¢oes foram de: 5 mg/ml, 7,5 mg/ml e 10 mg/ml.
Sendo 10 mg/ml a concentracdo maxima para solubilizar os extratos. O
solvente dos extratos foi a solugdo de PBS (tampéo fosfato, pH 7,4), utilizada
também como controle negativo. Para o controle positivo utilizou-se peréxido

de hidrogénio (0,20 mM) por 5 minutos a 4°C.

Cada extrato nas trés concentragdes e os controles negativos foram
incubados por uma hora a 37°C com 200 microlitros de amostra de sangue de

roedor.

3.5 Procedimentos in vivo

3.5.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos CF-1 machos e fémeas com idade de 8
semanas e peso médio de 40 g, oriundos do Biotério da Universidade Luterana
do Brasil, ULBRA, Canoas, RS. Os animais foram mantidos a 22°C, com ciclo
claro 12h/escuro 12h, durante todo o periodo experimental, com alimentacéo e
agua a vontade.

3.5.2 Tratamento dos animais

Os animais foram tratados conforme o grupo por 3 dias. Para cada grupo de
tratamento foram utilizados 10 animais, sendo 5 machos e 5 fémeas. Os
grupos foram: Controle Negativo: solugéao salina (NaCl 0,9%); Extrato bruto de
A. chica na dose de 2000 mg/Kg/dia; Extrato bruto de A. chica na dose de 1000
mg/Kg/dia; Extrato bruto de A. chica na dose de 500 mg/Kg/dia; Fracao
butandlica de A. chica na dose de 1000 mg/Kg/dia; Fracao cloroférmica de A.
chica na dose de 1000 mg/Kg/dia; Fracao aquosa de A. chica na dose de 1000
mg/Kg/dia e Controle positivo (Teste de Microndcleos): Ciclofosfamida 20

mg/Kg/dia administrados no segundo e terceiro dia de tratamento por via
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intraperitoneal. As administragdes foram feitas pela via oral (gavagem) e
ajustadas ao peso de cada animal sendo de 0,1ml/10g de peso do

camundongo.

3.5.3 Amostras

Para o teste cometa em camundongos foram coletadas amostras de
sangue total da cauda dos animais 3h e 24h através de uma pequena incisao
na veia caudal. O sangue foi colocado em tubos tipo Eppendorf contendo
heparina (12 uL para cada 50 uL de sangue total). Apds o final do tratamento
no 4°ia, os animais foram sacrificados por decapitacdo onde amostras de
sangue e figado foram coletadas para o teste cometa.

Foram utilizadas amostras de medula 6ssea dos animais, a partir dos

fémures, para analise de micronucleos.

3.5.4 Teste cometa

Utilizou-se a versao alcalina (pH>13) do teste cometa in vitro, in vivo e
ex vivo como descrito em Tice et al. (2000). Apds incubacao, uma aliquota de 5
microlitros foi misturada com 95 microlitros de agarose “low melting” 0,75% e a
mistura foi colocada sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%.
Para avaliacdo da atividade antigenotéxica (teste cometa ex vivo), as laminas
foram tratadas com solucao de per6xido de hidrogénio 0,20 mM em PBS, por 5
minutos a 4°C, e ap6s lavadas trés vezes com NaCl 0,9%, procedimento
descrito por Pereira et al. (2005). Apbs essas etapas, todas as laminas foram
mergulhadas em uma solucao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM
Tris, pH 10 com adicao de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por
no minimo 1 hora até no maximo 72 horas a 4°C, para o rompimento das
membranas celulares. Posteriormente, as laminas foram incubadas em tampéo
alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos para permitir a
desnaturacao do DNA. E apds este periodo foi realizada a eletroforese com
aplicacao de corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos. As
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laminas foram neutralizadas com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5, coradas com
nitrato de prata, conforme descrito em Nadin et al. (2001) e analisadas ao

microscépio 6tico.

Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e freqiéncia de
danos (FD). O ID foi obtido pela avaliacao visual das classes de dano (de 0,
sem dano aparente a 4, com maximo dano), em cem células analisadas por
tratamento. Foram classificados como sendo de classe zero 0s nucleos
intactos, que apareceram redondos. Ja nas células lesadas, o DNA livre que
migrou do nucleo em direcdo ao anodo, durante a eletroforese, foi visualizado
como uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa e
foram classificadas em classes 1 (dano minimo) a 4 (dano maximo). Assim o ID
pode variar de 0 (todas as células da classe zero: 0 X 100) a 400 (todas as
células com classe quatro: 4 X 100). FD foi calculada baseada no numero de
células com dano versus aquelas sem dano (TICE et al.,, 2000; NADIN et al.,
2001; HARTMANN et al.,2003).

Os resultados para avaliagdo do potencial antigenotoxico foram
expressos conforme Kapiszewska et al. (2005) através dos percentuais de
inibicao do indice de dano (ID) de acordo com a expressao: (I1%): porcentagem
de inibicdo do ID = [ ID do H2O, — ID do extrato com H.O> ]/ [ ID do H.O, — ID
do controle negativo] x 100.

3.5.5 Teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongo

Utilizou-se o procedimento padréo, descrito em Mavournin et al. (1990) e
Miller et al. (1997). Apds o sacrificio dos animais, amostras da medula 6ssea
foram coletadas de ambos os fémures. O fémur foi retirado e limpo com auxilio
de tesoura e pinga de dissecacdo, e papel toalha absorvente aspero. A
extremidade final proximal do fémur foi cortada para expor o canal da medula.
Uma agulha histoldgica foi inserida firmemente na abertura do fémur, para
possibilitar que a medula fosse extraida e misturada a uma gota de soro fetal

bovino previamente colocado sobre uma das extremidades de uma lamina de
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microscopia codificada. Com auxilio de uma espatula curva, a amostra foi
homogeneizada no soro, obtendo-se uma suspensao de células. Foi realizado
o esfregaco da suspensao celular sobre a lamina com auxilio de uma outra
lamina inclinada num angulo de 45° Foram preparadas duas laminas por
animal. Apds a secagem da preparagdo por aproximadamente 30 min, as
laminas foram tratadas com metanol em temperatura ambiente por 10 min para
fixacdo do material biolégico. E apd6s secagem por 30 min, foi realizada a
coloragao utilizando corante de Giemsa (Merck) em tampéao fosfato 0,2 M, pH
5,8 (proporcao de 1:9). Ap6s 7 minutos nesta solucéo de coloracao, as laminas
foram enxaguadas em agua destilada, secas e guardadas em caixas de
laminas até a andlise. Para a contagem dos eritrécitos normocromaticos (ENC),
eritrécitos policromaticos (EPC) e micronacleos em EPCs utilizou-se
microscopio 6tico com objetiva de imersdo. Pelo menos 2000 EPC foram
analisados por animal. A relacdo EPC/ENC também foi determinada pela

avaliacao da freqtiéncia de EPC em 2000 eritrocitos de cada animal.

3.6 Avaliacao da atividade antioxidante pelo sistema

hipoxantina/xantina oxidase

O ensaio foi realizado através da incubacdo de hipoxantina, da enzima
xantina oxidase, na presenca de Fe*’, EDTA e de 4cido salicilico, em banho-
maria a 37°C durante 3 horas, na presenca dos extratos de A.chica em 5
concentragdes: 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml e 2 mg/ml. Apds
incubagado, 30 L de cada amostra foram utilizados para andlise via HPLC. Foi
aplicado um gradiente a base dos solventes agua/acido acético (96:4) e

metanol, com fluxo de 1 ml/min durante 22 minutos.

Foi utilizada a coluna de fase reversa pbondapack C18 (300x3, 9mm - 4um)
da empresa Waters e um equipamento de CLAE Alliance (Waters), constituido
pelo mddulo de separacédo 2695 (Waters) com autosampler e um detector UV-
VIS 2487 duais A (Waters). A deteccao do 2,3- DHBA e do 2,5- DHBA foi feita
em 325 nm. Em paralelo foi medido num comprimento de onda de 278 nm para
monitorar e analisar a quantidade de acido Urico, o que mostra se a enzima

estava ou nao funcionando.
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3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica para o teste cometa foi conduzida utilizando analise
de variancia (ANOVA) com o teste Post Hoc de Dunnett. Sdo considerados
genotoxicos os tratamentos que aumentam significativamente o ID ou FD em
relagdo ao tratamento com o controle negativo, com valores de P < 0,05 e
antigenotoxicos os tratamentos que diminuem significativamente os danos
induzidos pelo peréxido de hidrogénio, com valores de P < 0,05 e de forma

dose-dependente.

Para o teste de micronucleos, os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) com o teste Post Hoc de Dunnett. Sdo considerados
mutagénicos os tratamentos que aumentam a freqiiéncia de micronucleos em
relagdo ao tratamento com o controle negativo, com valores de P < 0,05, e de

forma dose-dependente.

Para o teste hipoxantina/xantina oxidase os resultados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) com o teste de Tukey. Os dados foram
expressos em média £ desvio padrao (DP), sendo considerados significativos

valores de P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise fitoquimica do extrato bruto de Arrabidaea chica

A analise fitoquimica das partes aéreas da planta seca verde e planta
seca oxidada (Tabela 1) sugere a presenca de saponinas, alcalbides,
flavonoides, compostos fendlicos, além de auséncia de cumarinas, taninos,

antraquinonas e compostos cardiotdnicos.

Tabela 1. Analise fitoquimica de A. chica das partes aéreas da planta

seca verde e oxidada.

Compostos Planta verde Planta oxidada
Cumarinas - -
Saponinas + +
Alcalbides + +

Flavonoides + +

Taninos - -
Compostos fenodlicos + +
Cardiotonicos - -
Antraquinonas = -

4.2 Determinacao de flavondides totais

Inicialmente, para analise do teor de flavonoides totais, determinou-se a
perda por dessecacdo das folhas secas oxidadas (1,25g) de A.chica em
9,215%. Posteriormente, a partir deste valor, e conforme a técnica descrita na
Farmacopéia IV edicdo, quantificou-se espectofotometricamente a

concentragao de flavondides totais em 1,82% de quercetina.
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4.3 Teste cometa in vitro

Para o teste cometa in vitro, ndo foi verificado dano ao DNA em células
sanglineas tratadas com o extrato bruto e as fracdes obtidas a partir das
partes aéreas secas verdes (V) de A.chica (Tabela 2). Porém, na planta
oxidada (O), o extrato bruto (EBO) (Tabela 3), na concentragdo de 10 mg/ml,
apresentou um aumento significativo no ID e FD (p<0,01). Resultados similares
foram obtidos com a fragdo aquosa oxidada (FAO) nas concentracboes de 5 e
7,5 mg/ml, apresentando aumento de ID e FD, quando comparada ao controle
negativo. Para as demais fragdes, butandlica oxidada (FBO) e cloroférmica

oxidada (FCO) (Tabela 3), nao foram verificados aumentos no ID e FD.

Tabela 2. Avaliagdo da atividade genotbxica dos extratos das partes
aéreas verdes (V) de A. chica através do teste cometa in vitro

EBV? FAV® FBV® Fcv®
Concentragao (mg/ml) Indice de dano
CN 3,2+0,5 4,242 1 16,5+7,0 31,018,3
5 5,0+4,4 8,515,2 12,245,0 20,0+4,2
7,5 8,0+2.0 5,215,7 19,7+7,5 25,7+8.8
10 6,515,2 10,5+3,0 16,0+4,7 31,2+3,8
Freqliéncia de dano
CN 1,240,5 3,2+1,5 5,5+1,0 11,7+7,6
5 1,7+1,5 4,0%1,1 4,7+1,2 6,2+1,9
7,5 2,5+0,6 4,2+4.6 7,212,2 9,5+5,1
10 2,2+1,5 4,7+0,5 7,04 1 12,0£3,2

®EBV (extrato bruto verde); °FAV (fracdo aquosa verde); °FBV (fracdo butandlica verde); °FCV
(fracéo cloroférmica verde);

Resultados expressos em - média £ desvio padrao.

indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).
Freqiiéncia de dano — calculada baseada no numero de células com dano versos aquelas sem
dano.

CN: controle negativo: solvente dos extratos (PBS).
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Tabela 3. Avaliagdo da atividade genotbxica dos extratos das partes

aéreas oxidadas (O) de A. chica através do teste cometa in vitro

EBO® FAO® FBO® FCO®
Concentragao (mg/ml) Indice de dano - ID
CN 6,0+7,3 6,0+7,3 24,7+13,6 21,5+3,3
5 6,512,6 29,0+14,8** 25,015,6 43,0+21,6
7,5 9,0+6,3 17,2£7,1** 25,2474 37,0+13,9
10 33,7+12,3** 3,515,7 14,345,0 30,0+9,3
Freqliéncia de dano — FD
CN 4,2+6,6 4,2+6,6 12,748,9 7,210,5
5 2,2+1,2 5,713,8* 14,5+3,5 18,046,2
7,5 5,7+3,8 4,5+1,7* 10,013,4 14,7+12,8
10 27,0£18,2** 1,2+1,5 6,3+1,1 9,75+4.,6

EBO (extrato bruto oxidado); "FAO (fracao aquosa oxidada); °FBO (fracdo butandlica oxidada);
9FCO (fragao cloroférmica oxidada);

Resultados expressos em - media + desvio padréo.

Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).
Freqiiéncia de dano — calculada baseada no numero de células com dano versos aquelas sem
dano.

CN: controle negativo: solvente dos extratos (PBS).

*p<0,05 ; **p<0,01

Para avaliar a atividade antigenotéxica in vitro, foi realizado o tratamento
com peréxido de hidrogénio 0,20 mM, apébs incubacdo dos extratos com
sangue total. Os resultados da avaliacdo antigenotoxica indicaram que o
extrato bruto obtido da planta verde (EBV) protegeu o DNA, na maior
concentracao testada (10 mg/ml), contra danos oxidativos induzidos pelo H>O..
Este efeito foi mais pronunciado nas fragdes butandlica (FBV) e cloroférmica
(FCV), com a diminuicdo do ID e FD, em comparacao ao controle positivo, nas
3 concentracdes (Tabela 4). Porém a fracdao aquosa (FAV) nao apresentou
atividade antigenotoxica. Resultados similares foram obtidos a partir da planta
oxidada (Tabela 5). O extrato bruto (EBO), bem como a fracdo butandlica
(FBO), mas nao a fracao cloroférmica (FCO), diminuiram ID e FD nas trés
concentracdes, indicando efeito protetor contra danos oxidativos ao DNA. A
fracdo aquosa (FAO) novamente nao apresentou efeito (Tabela 5).

A porcentagem de inibigdo do ID (%) foi superior a 50 % em todos os
extratos mencionados acima, sendo na planta verde (Tabela 4) de 82,2% para
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EBV, e chegando a 94,7% para FBV e 74,8% para FCV. Em relacéo a planta
oxidada (Tabela 5), EBO apresentou reducédo do ID de 99%, enquanto FBO
alcancou o valor de 78,2%, demonstrando com mais este parametro, que estes

extratos apresentam potencial antigenotdxico in vitro.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade antigenotoxica dos extratos das partes
aéreas verdes (V) de A. chica através do teste cometa in vitro

EBV? FAV® FBV® FCV®
Conc. (mg/ml) Indice de dano — ID

CN 3,240,5 4,242 1 16,5%7,0 31,0+8,3
CP 199,5+34,5 217,2429,2 |223,0+16,5 321,0+£32,5

5 197,5454,6 190£20,0 27,5+11,3**(94,7%)° | 104,0+18,4*(74,8%)°
7,5 147,7+£35,9 265,7+33,5 |27,3+14,6*%(94,8%)° | 131,0£21,8*(65,5%)°
10 38,249,9**(82,2%)° |235,7459,9 |45,5+11,7**(86%)° |110,0+51,7*(72,8%)°

Freqliéncia de dano - FD

CN 1,20+0,5 3,2+1.5 5,5+1,0 11,7+7,6
CP 67,5+10,6 77,7£4,5 72,7+2,9 90,5+6,8

5 75,0+15,8 77,5+15 14,045,9** 48,516,4*
7,5 57,2+10,3 85,7+9,1 14,3t7,5* 45,7+13,7*

10 18,517,8** 72,5+11,3 20,2+7,8** 44,5+19,4*

®EBV (extrato bruto V); °FAV (fragcdo aquosa V); °FBV (fracdo butandlica V); °FCV (fragdo

cloroférmica V);

Resultados expressos em - média * desvio padrao.
®1%: porcentagem de inibicdo do ID = [ ID do H,O, — ID do extrato com H,O, ]/ [ ID do H,0, —
ID do controle negativo] x 100.
Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).

Freqiiéncia de dano — calculada baseada no numero de células com dano versos aquelas sem

dano.

CN: controle negativo: solvente dos extratos (PBS).

CP: controle positivo: H,O, (0,20 mM).
*p<0,05 ; **p<0,01
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Tabela 5. Avaliacao da atividade antigenotoxica dos extratos das partes

aéreas oxidadas (O) de A. chica através do teste cometa in vitro

EBO® FAO® FBO® FCO®
Conc. (mg/ml) Indice de dano
CN 6,0%7,3 6,0+7,3 24,7+13,6 21,513,3
CP 331,7+40,3 345,7+32,1 296,0+70,2 242,0+21 1
5 9,0+6,3**(99%)° 291,2+43,8 | 95,0+54,6%(74,1%)° |291,7+76,9
7,5 33,7+12,3**(91,5%)° | 326,2+42,9 32,5+27,8**(97,1%)° | 319,5+64,2
10 89,2422,6%(75,5%)° | 320,2+33,9 84,0+27%(78,2%)° 243,7+56,8
Freqliéncia de dano

CN 4,246,6 4,2+6,6 12,748,9 7,2+0,5
CP 93,7+2,4 87,218,8 89,7+11,6 65,2+4,4

5 5,7+3,8** 71,7+13,8 35,0+13,8* 80,5+11,1
7,5 27,0£18,1** 83,2+10,6 14,5£17,1* 85,5+13,8
10 42,7+12,2* 82,5+7.9 41,3+14,6* 82,0+7.,6

°EBO (extrato bruto O); °FAO (fracdo aquosa O); °FBO (fragdo butandlica O); °FCO (fragdo

cloroférmica O);

Resultados expressos em - média * desvio padrao.
®1%: porcentagem de inibicdo do ID = [ ID do H,O, — ID do extrato com H,O, ]/ [ ID do H,0, —
ID do controle negativo] x 100.

indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).

FreqUéncia de dano — calculada baseada no nimero de células com dano versos aquelas sem

dano.

CN: controle negativo: solvente dos extratos (PBS).
CP: controle positivo: H,O, (0,20 mM)

*p<0,05 ; **p<0,01
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4.4 Teste cometa em camundongos tratados com os extratos de A.
chica

Para o teste cometa in vivo, somente foram utilizadas as partes aéreas
oxidadas de A. chica. Os animais (machos e fémeas) foram tratados por via
oral (gavagem) com o extrato bruto e fracbes da planta. Ap6és 3h e 24h da
primeira dose, foram coletados amostras de sangue para avaliagdo genotéxica.
Como mostra a tabela 6, o extrato bruto e fracdes de A. chica nao induziram

danos ao DNA em nenhum dos grupos experimentais.

Tabela 6. Avaliacao da atividade genotéxica em camundongos tratados
com dose Unica de extratos de A. chica.

INDICE DE DANOS SANGUE 3 HORAS SANGUE 24 HORAS

GRUPOS MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS
CONTROLE EB? 6,4 +6.5 9,0 £6,8 17,2+6,3 6,3+5,9
EB 500° 73+5,9 12,3+ 7,6 18,5+ 8,9 49+572
EB 1000° 46+ 3,9 57+4,9 15,3 +9,7 13,2+ 15,9
EB 2000° 6,5+ 4,9 8,7+9,7 19,2 + 14,1 10,8 + 13,3
CONTROLE FR? 11,1+8,5 2,0 £3,1 292+20,2 3,7+6,1
FB 1000° 6,9+9,1 6,9 + 4,4 23,8+9,9 6,5+10,8
FC 1000’ 4,7+53 74+6,5 22,0+154 82+6,3
FA 1000° 8,6+6,8 32+49 16,0 £ 9,5 32+49

FREQUENCIA DE DANOS

GRUPOS
CONTROLE EB? 6,1 6,3 5,6 + 3,4 9,9+4,0 4,4 +3,7
EB 500° 58+4,9 6,0 + 3,1 14,0 £+ 9,1 4,0+3,6
EB 1000° 4,0+3,8 3,0+25 8,2+4,4 59 +5,0
EB 2000° 55+35 52+33 140+148 54+5,0
CONTROLE FR? 10,0 + 8,1 24+3.2 10,5 + 6,1 2,4+32
FB 1000° 6,0+7,2 6,1 +5,2 13,3+ 6,9 3,7+5,9
FC 1000’ 29+1,9 6,2+4,9 8,0+5,5 6,9+4,6
FA 1000° 6,4 +5,3 31+49 6,7 +4,8 31+49

Controle EB : controle extrato bruto — solucdo salina 0,9% (solvente dos extratos).

4Controle FR: controle frages — solugéo salina 0,9% (solvente dos extratos).

°EB 500 (extrato bruto na dose de 500 mg/Kg);"EB 1000 (extrato bruto na dose de 1000
mg/Kg); YEB 2000 (extrato bruto na dose de 2000 mg/Kg); °FB 1000 (fragcdo butandlica na dose
de 1000 mg/Kg); 'FC 1000 (fragdo cloroférmica na dose de 1000 mg/Kg); °FA 1000 (fracao
aquosa na dose de 1000 mg/Kg) (Resultados — média + desvio padrao).

Amostras de sangue periférico 3 horas, 24 horas apds aplicagdo da dose em camundongos
machos e fémeas.

Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).
Freqiiéncia de dano — calculada baseada no numero de células com dano versos aquelas sem
dano.

*p<0,05 ; **p<0,01
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Mesmo na maior dose testada (3 x 2000 mg/Kg), o extrato bruto nao
induziu danos ao DNA em sangue e figado, pelo teste cometa (Tabela 7). Os
animais foram tratados por trés dias consecutivos e sacrificados no quarto dia
para coleta das amostras de tecidos. As fracdes (3 x 1000 mg/Kg) também nao
induziram danos (Tabela 7). Apenas foi observada uma reducao significativa da
frequéncia de danos (FD) no tecido hepatico, em comparagdo com o controle
negativo, pelo extrato bruto na dose de 500 mg/Kg/dia e 2000 mg/Kg/dia,
somente em camundongos machos (Tabela 7).

Tabela 7. Avaliacdo da atividade genotéxica em camundongos tratados

por 3 dias consecutivos com os extratos de A. chica.

iINDICE DE DANOS SANGUE FIGADO

GRUPOS MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS
CONTROLE EB? 8,9+10,2 7,7 +4,1 29,2+20,3 29,4 +20,9
EB 3x 500° 57+4,7 9,3+4,3 135+15,2  20,7+12,3
EB 3x 1000° 126+155  8,3+2,1 18,8 + 9,1 53,0 + 25,7
EB 3x 2000° 14,3+ 7,9 57+1,7 11,8+ 9,6 73,1 + 56,1
CONTROLE FR? 10,8 + 5,3 25+27 40,8+150  20,7+9.3
FB 3x 1000° 11,0+ 6,6 12,5+ 17,0 335+31,8 146+17,4
FC 3x 1000’ 75+75 8,2+6,7 52,7 + 30,1 15,2 + 10,0
FA 3x 1000° 9,4+572 33+29 18,8+17,0 258+214

FREQUENCIA DE DANOS

GRUPOS
CONTROLE EB? 6,4+7,3 6,3+4,5 13,8 £ 8,0 10,4 7,0
EB 3x 500° 3,7+3,3 8,7 +4,7 5,8 + 6,3 78+47
EB 3x 1000° 9,3+10,6 8,0+1,7 78+44 19,0+ 9,2
EB 3x 2000° 10,4 +5,5 55+1,2 4,5+ 3,3* 26,6 + 20,2
CONTROLE FR? 42+20 22+27 14,9+4,9 72+33
FB 3x 1000° 53+45 71+96 12,1+10,6  4,8+53
FC 3x 1000’ 3,3 +3,1 4,7 +4,0 18,4 + 11,1 57+35
FA 3x 1000° 51+25 2,0+2,1 6,4+55 8,5+6,0

4Controle EB :

consecutivos(solvente dos extratos).

controle extrato bruto — solugcdo salina 0,9% administrada por 3 dias

Controle FR: controle fragdes — solugdo salina 0,9% administrada por 3 dias consecutivos
(solvente dos extratos).

°EB 3x 500 (extrato bruto na dose de 500 mg/Kg/dia por 3 dias);"EB 3x 1000 (extrato bruto na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 9EB 3x 2000 (extrato bruto na dose de 2000 mg/Kg/dia
por 3 dias); °FB 3x 1000 (fracdo butandlica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 'FC 3x 1000
(fragao cloroférmica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); °FA 3x 1000 (fracdo aquosa na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias) (Resultados — média *+ desvio padréo).

Amostras de sangue e de figado no sacrificio (24 horas ap6s aplicagdo da ultima dose dos
extratos) em camundongos machos e fémeas.

Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).
FreqUéncia de dano — calculada baseada no nimero de células com dano versos aquelas sem
dano.

*p<0,05 ; **p<0,01
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Para a avaliacdo do potencial antigenotéxico (Tabela 8 e 9), amostras de
sangue e figado de camundongos foram tratadas com peréxido de hidrogénio

0,20 mM, conforme procedimento ex vivo.

Como mostra a tabela 8, as frac6es ndao apresentaram protecao ao DNA
contra danos provocados pelo perdoxido de hidrogénio apdés 3 horas da
administragdo de 1000 mg/Kg. Entretanto, com o tratamento de 2000 mg/Kg de
extrato bruto houve aumento do ID e FD em sangue periférico de fémeas. Os
demais extratos ndo apresentaram efeito significativo (Tabela 8). Porém, apés
trés dias consecutivos de tratamento com extrato bruto, houve reducao
significativa do ID e FD de forma dose-dependente, em sangue de
camundongos machos, sugerindo protecdo contra danos oxidativos induzidos
pelo H,O, (Tabela 9), também sendo observado neste extrato um alto
percentual de inibicdo de ID (I%), alcancando valor de 83, 7% na dose 3 X
2000 mg/kg. Resultados similares foram observados em amostras de sangue
de fémeas tratados com o extrato bruto (EB 3 x 2000), alcancando 1% de
66,6%. Além disso, houve reducdo de ID e FD em amostras de sangue de
machos tratados com a fragdo cloroformica (FC 3 x 1000), apresentando
inibicao 1% de 79,2%, porém esta fracao nao apresentou efeito nas fémeas. As
fracdes aquosa (FA) e butandlica (FB) nao reduziram ID e FD, em relagdo ao
controle positivo. No tecido hepatico, tanto o extrato bruto quanto as fragdes
nao apresentaram atividades antigenotédxicas (Tabela 9).
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Tabela 8. Avaliacdo da atividade antigenotéxica em sangue de

camundongos tratados com dose Unica de extratos de A. chica.

iNDICE DE DANOS

SANGUE 3 HORAS

GRUPOS MACHOS FEMEAS
CONTROLE EB® 67,4 + 38,9 102,1 + 30,8
EB 500° 145,3 + 58,0 106,0 + 16,5
EB 1000° 140,6 + 60,0 111,1 £19,5
EB 2000° 106,4 + 53,5 165,9 + 42,8**
CONTROLE FR? 89,1 + 34,1 78,0 + 43,9
FB 1000° 54,8 + 456 97,7+ 161,4
FC 1000' 92,9 + 66,6 103,0 + 33,3
FA 1000°¢ 91,5 + 58,8 -

FREQUENCIA DE DANOS

GRUPOS
CONTROLE EB® 232+17,4 42,0+ 11,3
EB 500° 38,1 +28,6 455+7,5
EB 1000° 46,2 + 19,8 43,1 + 18,0
EB 2000° 38,6 + 19,0 58,8 + 17,5*
CONTROLE FR? 41,0+ 11,8 37,7+ 16,6
FB 1000° 26,4+ 19,8 31,3 +49,1
FC 1000' 38,3+ 19,5 40,3 +9,4
FA 1000° 38,0 +22,2 -

Controle EB:controle extrato bruto—solugéo salina 0,9% (solvente dos extratos) + H,O, (0,20
mM).

4Controle FR: controle fracdes — solucéo salina 0,9% (solvente dos extratos) + H,O, (0,20
mM).

°EB 500 (extrato bruto na dose de 500 mg/Kg);’EB 1000 (extrato bruto na dose de 1000
mg/Kg); YEB 2000 (extrato bruto na dose de 2000 mg/Kg); °FB 1000 (fracdo butandlica na dose
de 1000 mg/Kg); 'FC 1000 (fragdo cloroférmica na dose de 1000 mg/Kg); °FA 1000 (fracdo
aquosa na dose de 1000 mg/Kg) (Resultados — média + desvio padrao).

Amostras de sangue periférico 3 horas, 24 horas ap6s aplicacdo da dose em camundongos
machos e fémeas.

Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X 4).
Freqliéncia de dano — calculada baseada no nimero de células com cauda versos aqguelas
sem cauda.

*Valor significante = p<0,05; **Valor significante= p<0,01
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Tabela 9. Avaliagdo da atividade antigenotdéxica em camundongos

tratados por 3 dias consecutivos com os extratos de A. chica.

ID SANGUE FIGADO

GRUPOS MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS
CONTROLE EB® 195,4 + 41,8 132,3 £ 53,3 3156 £29,6 253,8 +47,0
EB 3x 500° 103,6 £ 55,4**(49,2°/o)h 131,7 £ 49,7 308,2+23,3 253,7 65,9
EB 3x 1000° 43,4 + 21,5"*(81 ,5%)h 73,2 + 38,6 281,8£30,0 274,2+12,1
EB 3x 2000° 39,2+ 11,4**(83,7%)h 49,3 £ 23,6*“*(66,6°/o)h 300,0+11,4 229,1 +82,3
CONTROLE FR?* 73,3+62,0 112,3 £48,9 250,5+£52,9 290,0+19,4
FB 3x 1000° 71,2 +58,5 107,0 £ 60,6 240,1+415 285,0+28,6
FC 3x 1000’ 23,8 17,4*(79,2%)h 71,1 +£19,7 226,4 £+68,0 238,1+90,9
FA 3x 1000° 33,2+17,7 75,6 + 66,3 232,0+439 248,1 +68,9

FD

GRUPOS
CONTROLE EB® 70,4+ 15,0 67,1 +£12,2 93,0 £ 3,7 86,1 £ 16,7
EB 3x 500° 43,1 £ 15,6** 64,0 + 14,0 93,5+1,6 85,4 + 22,3
EB 3x 1000° 27,1 £ 19,5** 41,0+ 16,8 90,5 + 8,1 93,7+2,9
EB 3x 2000° 27,8+7,7* 28,1 +£9,6 955+2,4 82,5+ 19,1
CONTROLE FR?* 35,5+21,4 51,0+ 18,8 86,4 £ 11,3 93,2+t4,4
FB 3x 1000° 34,8 £ 23,7 47,8 £19,8 89,5+6,8 94,0+ 3,4
FC 3x 1000’ 15,7 £ 11,3* 454 +145 81,6 +23,9 80,8 + 29,8
FA 3x 1000° 22,0+10,0 41,8 £+ 29,5 85,1 +14,8 812+217
4Controle EB:controle extrato bruto—solucéo salina 0,9% (solvente dos extratos) + H,O, (0,20
mM).
Controle FR: controle fragbes — solucdo salina 0,9% (solvente dos extratos) + H,O, (0,20
mM).

EB 3x 500 (extrato bruto na dose de 500 mg/Kg/dia por 3 dias);"EB 3x 1000 (extrato bruto na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 9EB 3x 2000 (extrato bruto na dose de 2000 mg/Kg/dia
por 3 dias); °FB 3x 1000 (fracdo butandlica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 'FC 3x 1000
(fragdo cloroférmica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); °FA 3x 1000 (fracdo aquosa na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias) (Resultados — média + desvio padrio).

"1%: porcentagem de inibicdo do ID = [ ID do H,O, — ID do extrato com H,O, ] /[ ID do H,O, —
ID do controle negativo] x 100.

Amostras de sangue e de figado no sacrificio (24 horas apds aplicagdo da ultima dose dos
extratos) em camundongos machos e fémeas.

ID:Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X
4).

FD: Frequéncia de dano — calculada baseada no nimero de células com dano versos aquelas
sem dano.

*p<0,05 ; **p<0,01
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4.5 Teste de micronucleos

Apbs o tratamento por 3 dias com os extratos e fracdes das partes
aéreas oxidadas de A. chica, no quarto dia foi realizado o teste de
micronucleos em medula éssea de camundongos. Cabe ressaltar também que
o controle positivo utilizado para o teste foi 0 mutageno ciclofosfamida na dose
de 20 mg/Kg/dia, administrados no segundo e terceiro dia de tratamento por via

intraperitoneal.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa dos valores obtidos
pela razdo EPC/ENC entre os grupos tratados com o extrato bruto e fracdes
(Tabela 10), indicando que nao houve toxicidade para as células da medula
Ossea. A Tabela 10 mostra também que ndo houve aumento da freqtiéncia de
micronucleos nos grupos de machos tratados em relagédo ao controle negativo.
Entretanto em fémeas, somente houve aumento na freqiiéncia de micronucleos
na dose mais alta do EB (2000 mg/Kg/dia), em contrapartida, na média por
grupo para o EB n&o foram observadas diferencas significativas em relagéo ao
controle negativo para a freqiéncia de micronucleos. Apenas no controle
positivo, que recebeu ciclofosfamida, foi observado aumento na freqiiéncia de
micronucleos e diminuicdo na média da razdo EPC/ENC.
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Tabela 10. Analise de micronucleos de medula éssea de camundongos

tratados por 3 dias com os extratos de A.chica.

Grupo |Sexo | Média tDP Média tDP | Média da razao | Média da razao
EPCMNSs EPCMNs | EPC/ENC xDP | EPC/ ENC *DP
Por Sexo Por Grupo Por Sexo Por grupo

CN M [28+16 3,0+0,3 25+0,7 2,2+0,4

EB™ F |32+1,1 1,9+0,4

CPEB®| M [116+1,3® [134+25@ |0,3+0,2@" 0,3+0,1@"
F |152+33@" 0,2+0,1@"

EB M [20+1,7 2,8+1,1 25+0,6 1,9+0,8

500®) F [36+0,9 1,4+0,5

EB M [1,8+15 2,1+0,4 29+1,3 23+0,8

1000 F |24%21 1,7+1,2

EB M [22+21 49 +38 2,2+0,7 1,6 £0,8

2000®) F |7,6+£4,3@ 1,1 £0,4@

CN M [1,4+17 2,7+1,8 42 +1,7 2,9+1,9

FR™M F |40x1,6 1,6 £0,4

CPFR®| M [11,6+0,9%" [16,0+6,2® |0,3+0,2@" 0,4 +0,1@"
F [20,4+3,3@" 0,5+0,3@"

FB M [1,4+0,9 1,8+0,6 22+1,3 2,0+0,2

1000 F |22+0,8 1,9+1,0

FC M [1,2+16 2,8+23 42 +29 3,0+1,7

1000 F |44+09 1,9+0,7

FA M [2,8+28 4,4 +23 25+14 3,0+0,7

1000® F 16,0+33 3,6 +2,3@"

Resultados: Média £DP (desvio padrado).Foram testados através da andlise da variancia
(ANOVA) seguida pelo teste Dunnet.
M: Camundongos machos ; F: Camundongos fémeas

CN EB (Controle negativo extrato bruto) e

com NaCl 0,9%.
@cp EB (Controle positivo extrato bruto) e @ cpER (Controle positivo fragdes) — tratamento

com CP (ciclofosfamida) 2 X 20 mg/Kg.

JCN FR (Controle negativo fragdes) — tratamento

EB: extrato bruto nas doses de 500(3), 1000(4) e 2000(5) mg/Kg/dia; (G)FB 1000: fracao
butanodlica na dose de 1000 mg/Kg/dia; EC 1000: fracdo cloroférmica na dose de 1000

mg/Kg/dia e

®)

®FA 1000: fracdo aquosa na dose de 1000 mg/Kg/dia,

EPC/ENC : razao entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos.
(@ Significancia estatistica quando comparado ao controle negativo - *p<0,05 ; **p<0,01



58

4.6 Teste hipoxantina/xantina oxidase

Conforme Figura 13, os extratos da planta verde de A.chica
demonstraram  significativa diminuicdo na concentracdo dos acidos
dihidroxibenzoicos (DHBA), produtos da acdo do radical hidroxil sobre o acido
salicilico (OWEN, 1996). A redugdo de DHBA dos extratos testados foi de
forma dose-dependente nas concentracdes testadas de 0,1 a 2 mg/mL, onde
os extratos apresentaram indices de reducao (IC 50= indice de reducdo da
concentracdo de DHBA em 50%) de EBV (IC50 = 0,439 mg/mL); FBV (IC50 =
0,16 mg/mL); FCV (IC50 = 0,469 mg/mL) e FAV (IC50= 0,717 mg/mL). Os
valores em porcentagem da diminuicdo de DHBA até a concentracdo maxima
de 2 mg/ml foram de 85% para EBV; 85% para FBV ; 58% para FCV e 82%
para FAV.

120
100 -
o 80 —e—EBV
< > FBV
m 60
T ——FCV
a 40 —x—FAV
20
0 T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentracao mg/mL

Figura 13. Inibicdo da geracao de espécies reativas de oxigénio pela
A.chica planta verde (V) no teste hipoxantina/xantina oxidase. (EBV) Extrato
bruto verde; (FBV) fracao butandlica verde; (FCV) Fracao cloroférmica verde;

(FAV) fracdo aquosa verde.
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Os extratos da planta oxidada de A.chica (Figura 14) demonstraram
significativa diminuicdo na concentracao dos acidos dihidroxibenzédicos (DHBA)
de forma dose-dependente. Os valores da reducao do DHBA nos extratos de
A.chica planta oxidada, em porcentagem foram de 77% para EBO; 70% para
FBO; 50% para FCO e 91% para FAO. E a reducao dos extratos para doses
de 0,1 a 2 mg/mL a 50% do DHBA em EBO (IC50 = 0,503 mg/mL); FBO (IC50
= 0,16 mg/mL); FCO (IC50 = 0,838 mg/mL); FAO (IC50 = 0,156 mg/mL).

120

——EBO
——FBO
——FCO
—x—FAQO

% DHBA

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracao mg/ml

Figura 14. Inibicdo da geracao de espécies reativas de oxigénio pela
A.chica planta oxidada no teste hipoxantina/xantina oxidase. (EBO) Extrato
bruto oxidado; (FBO) Fracao butandlica oxidada; (FCO) Fracao cloroférmica

oxidada; (FAO) fragdo aquosa oxidada.
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5 DISCUSSAO

A familia Bignoniaceae é conhecida por conter uma grande variedade de
plantas com intensa ocorréncia no cerrado brasileiro. A espécie Arrabidaea
chica pertence a esta familia e no Brasil ocorre desde a Amazobnia até o Rio
Grande do Sul (TAKEMURA et al., 1995). Alguns representantes deste género
como a Arrabidaea samydoides, A. brachypoda e A. triplinervia demonstraram
efeito antioxidante (PAULETTI et al., 2003b), atividade antifungica (ALCERITO
et al., 2002) e atividade contra doenga de Chagas (LEITE et al, 2006),
respectivamente. Tendo em vista que A.chica é utilizada popularmente e nao
ha relatos de estudos avaliando as propriedades biolégicas, toxicidade e
seguranca do uso desta planta, este trabalho se propbs a avaliar a atividade
mutagénica genotdxica/antigenotdxica e antioxidante do extrato bruto e fragdes
das partes aéreas de A.chica.

Na analise fitoquimica de A. chica (Tabela 1) realizada com as partes
aéreas da planta seca verde e planta seca oxidada, foram detectados, em
ambas amostras, saponinas, alcal6ides, flavondides e compostos fendlicos. Por
outro lado, cumarinas, taninos, antraquinonas e cardiotbnicos nao foram
encontrados nesta planta. Com base nestes resultados, sugere-se uma
composicao quimica semelhante para a planta verde e oxidada.

A ocorréncia de saponinas em A. chica parece ser coerente, pois na
espécie Catalpa bignonioides, percentente a famila Bignoniaceae, foram
encontrados saponinas (MUNOZ-MINGARRO et al., 2003). Nesta familia ha
relatos de alcaldéides monoterpénicos encontrados no género Incarville, os
quais se destacam por sua atividade antinociceptiva (MING et al., 1992). Para o
género Arrabidaea a literatura relata a presenca de flavondides nas espécies
Arrabidaea chica (TAKEMURA et al., 1995; ZORN et al., 2001), A. brachypoda
(ALCERITO et al.,, 2002) e A. samydoides (PAULETTI et al., 2003a). Em
contrapartida, os taninos descritos no estudo de Takemura et al. (1995) néao
foram caracterizados pela analise fitoquimica. A auséncia de cumarinas,
cardiotbnicos e antraquinonas estao de acordo com a literatura, que nao relata
a ocorréncia de compostos desta classe para a familia Bignoniaceae.
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Os extratos de A. chica foram avaliados quanto a genotoxicidade pelo
teste cometa in vitro com a planta seca verde (V) (Tabela 2) e seca oxidada (O)
(Tabela 3). Somente o extrato bruto oxidado (EBO) na dose maxima de 10
mg/ml e fracdo aquosa oxidada (FAO) (5 e 7,5 mg/ml) apresentaram
genotoxicidade nas condicbes testadas, o que nao ocorreu na planta verde,

apesar de apresentarem uma constituicao quimica qualitativamente similar.

Porém, na avaliacdo genotdxica, utilizando o teste cometa in vivo em
camundongos tratados com o extrato bruto e fracbes oxidadas de A. chica,
nao foi observada inducédo de danos ao DNA em amostras de sangue e tecido
hepatico (Tabela 6 e 7), sugerindo que nas condi¢des testadas o extrato bruto,
fracao butandlica, cloroférmica e aquosa néo apresentaram genotoxicidade.

O resultado positivo em sistemas in vitro nem sempre é garantia de
positividade in vivo, pois no teste in vivo, deve-se levar em consideragéo alguns
fatores que sao exclusivos, tais como: absorcdo (motilidade gastrintestinal, pH,
tamanho das particulas e interagéo fisico-quimica), distribuicao e excrecao das
substancias (HARDMAN e LIMBIRD, 2003; TWEATS et al.,, 2007). Ainda, a
metabolizacdo pode explicar as diferencas obtidas entre os resultados dos
testes cometa in vitro e in vivo da planta oxidada (Tabelas 3, 6 e 7), pois no
teste in vivo componentes do extrato podem sofrer biotransformacéo, pelas
enzimas do citocromo P450, para compostos inativos. Outro fator que
diferencia estes testes € o tempo de exposicdo das células aos extratos e as
concentracoes utilizadas.

O conjunto dos resultados do teste cometa sugere que EBO e FAO
apresentam acado genotoxica direta, como observado no teste in vitro, que
avaliou acao direta dos extratos (Tabela 3), sem metabolizacdo. Entretanto
estes extratos nao apresentam atividade genotdxica no teste in vivo (Tabelas 6
e 7) que avaliou a acdo indireta, pois a metabolizagdo provavelmente inativou

0s componentes genotéxicos.

EBV, FBV, FCV, EBO e FBO protegeram o DNA contra danos gerados
pelo peréxido de hidrogénio no teste cometa in vitro (Tabelas 4 e 5). Cabe
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salientar que todos os extratos mencionados acima, mostraram percentuais de

inibigdo do ID (1%) acima de 50%, indicando um alto potencial antigenotoxico.

A atividade antigenotdxica foi avaliada no teste cometa in vivo, utilizando
0 mesmo agente oxidante, peréxido de hidrogénio, para induzir danos ao DNA,
conforme Pereira et al. (2005). No tratamento em dose Unica, dos extratos das
partes aéreas oxidadas de A. chica (Tabela 8), ndo foi observada protecao
contra danos oxidativos ao DNA em amostras de sangue e figado. Entretanto,
nos camundongos machos tratados por 3 dias (Tabela 9), o extrato bruto (EB),
nas 3 concentragdes testadas, foi antigenotdxico de forma dose-dependente,
alcancando percentual de inibicao de ID acima de 80%. Este efeito n&o foi tdo
pronunciado em camundongos fémeas, pois somente a dose maxima de EB foi
estatisticamente significante. Porém nas concentracdes menores do extrato,
apesar de nao apresentar significAncia estatistica, produziram reducédo do
indice e freqiéncia de danos. Em adicdo aos resultados de EB, a fracao
cloroférmica (FC) no tratamento por 3 dias consecutivos apresentou protecao
contra danos oxidativos em amostras de sangue dos camundongos machos.
Para a planta oxidada, os dados obtidos in vivo reforcam os dados
antigenotoxicos obtidos anteriormente in vitro. Porém a fracdo butandlica
oxidada (FBO) nao apresentou efeito antigenotéxico na avaliagdo in vivo,
sugerindo que a acgao protetora da fracdo butandlica € direta, ou seja, que as
substancias com atividade in vitro possivelmente foram metabolizadas
tornando-se inativas (TWEATS et al., 2007).

A protecao exercida pelos EBO e FCO ao DNA, verificada pela acao
antigenotoxica ex vivo, pode ter ocorrido devido ao sequiestro de radicais livres,
ativacdo de enzimas antioxidantes e/ou ligacdo com o ion ferro, dificultando a
reacao de Fenton (SZETO et al., 2002).

E possivel que o efeito antigenotéxico encontrado na fragéo cloroférmica
esteja relacionado a presenca de antocianidinas, anteriormente isoladas do
extrato éter etilico das folhas de A. chica (ZORN et al, 2001), pois foi
demostrado por Pool-Zobel et al. (1999) que algumas antocianidinas
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apresentam potencial antioxidante in vitro. Outros estudos indicaram que as
antocianidinas, podem ser responsaveis pela protecdo contra radicais peroxil
(WANG et al., 1999; AZEVEDO et al., 2007). A agao antigenotéxica do extrato
bruto e fragdo butandlica pode estar ligada a presenca de flavonoides, que
foram quantificados neste estudo em 1,8% de quercetina. Além disso, ja foi
relatada a presenca do flavondide denominado carajuflavona (6,7,3,4'-
tetraidroxi-5-metoéxiflavona), presente no extrato metandlico das folhas de A.
chica (TAKEMURA et al., 1995). Tendo em vista que os flavonoides possuem a
habilidade de sequestar radicais livres como o anion superoxido, o radical
hidroxil e peroxil (RICE-EVANS et al., 1996), pode-se sugerir que a presencga
desta classe no extrato bruto e fracdo butanodlica esteja relacionada com a
atividade antigenotdxica observada.

Uma vez verificado que o extrato bruto e fracdbes de A. chica,
apresentaram atividade antigenotoxica, possivelmente por mecanismo
antioxidante, o extrato bruto e fracbes da planta seca verde (Figura 13) e
oxidada (Figura 14) foram avaliados no teste in vitro da hipoxantina/xantina
oxidase, que quantifica a capacidade dos extratos sequiestrarem radicais
hidroxil. O extrato bruto e fragdes demonstraram reducdo significativa na
concentracdo dos acidos dihidroxibenzéicos (DHBA), produtos da acdo do
radical hidroxil sobre o acido salicilico (OWEN, 1996), indicando que os
extratos desta planta possuem atividade antioxidante sequiestradora de radicais
hidroxil. Os extratos apresentaram diminuicdo dos DHBAs em 91% para FAQO,
85% para EBV e FBV, 82% para FAV, 77% para EBO, 70% para FBO, 58%
para FCV e 50% para FCO. Com base nestes resultados, verifica-se que de um
modo geral, a planta verde apresentou maior atividade antioxidante quando
comparada a planta oxidada, sugerindo que compostos antioxidantes estao
presentes em maior quantidade ou sdo mais ativos na planta verde. Mesmo
sabendo que qualitativamente a planta verde e oxidada apresentaram a mesma
constituicdo quimica, a oxidagdo de compostos pode ter alterado a
concentracdo de substancias responsaveis pela atividade antioxidante da
planta verde. E interessante mencionar que a FA demonstrou atividade
antioxidante neste teste nas concentracées de 0,1 a 2 mg/ml, enquanto que



64

doses mais elevadas, de 5 a 10 mg/ml, no teste cometa in vitro demonstraram
efeito genotdéxico. Esses achados corroboram outros estudos que evidenciam
atividade pré-oxidante de alguns compostos antioxidantes, provocando efeitos
genotoxicos em algumas circunstancias e particularmente em altas
concentragcdes (SZETO et al., 2002).

O teste de micronucleos é recomendado pelas agéncias regulatérias em
todo mundo, sendo apropriado na deteccdo de clastogénese (quebra
cromossémica) e aneugénese (perda de cromossomos inteiros) (KRISHNA e
HAYASHI, 2000). Neste trabalho, o teste de microndcleus foi conduzido
conforme recomendagdes internacionais, descritas em Mavournin et al. (1990)
e Miller et al. (1997).

O extrato bruto e fragcbes de A. chica ndao aumentaram a freqtiéncia de
micronucleos de forma dose-dependente, sugerindo que o extrato bruto e
fracdes da planta ndo causaram danos cromossOmicos, como aneugénese e
clastogénese, em medula éssea de camundongos nas condi¢cdes testadas. No
controle positivo (grupo ciclofosfamida), foi observado uma diminuicdo na
média da razdo EPC/ENC, sugerindo que o tratamento foi téxico para a medula
O0ssea na dose testada de 2 X 20 mg/Kg (Tabela 10). O mesmo pode ser
observado para o grupo de fémeas que recebeu 3 X 2000 mg/kg do EBO.
Houve aumento significativo na freqiéncia de micronucleos para este grupo,
porém, como nao foi observada uma relagcdo dose-resposta, o resultado pode
ser considerado negativo.

Desta forma, o conjunto de resultados demonstra a importancia da
atividade antigenotéxica observada no extrato bruto e fragdes cloroférmica
(teste cometa in vitro e in vivo) e butandlica (somente teste cometa in vitro).O
extrato bruto e fracdo cloroféormica sdo os extratos mais promissores deste
estudo quanto ao potencial antigenotoxico, principalmente na atividade
verificada no teste cometa in vivo, devido a metabolizacdo dos compostos.
Alguns estudos verificaram presenca de flavondides em A. chica, (TAKEMURA

et al., 1995; ZORN et al., 2001), sendo assim, torna-se fundamental avaliar
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quais substancias nestes extratos apresentam atividade antigenotéxica. O
potencial antioxidante observado em todos os extratos de A. chica no teste
hipoxantina/xantina oxidase, torna fundamental a identificacdo dos compostos
responsaveis pela atividade antioxidante encontrada. E importante ressaltar
que os extratos desta planta ndo apresentaram atividade genotoxica no teste
cometa tanto in vitro e in vivo, bem como nao foram mutagénicos no teste de
micronucleos. Com base nestes dados é fundamental mais estudos com esta

planta de forma de garantir a eficacia e segurancga para o uso popular
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

6.1. A composi¢do quimica da planta verde e oxidada de A. chica séo
semelhantes apresentando saponinas, alcalbdides, flavondides e compostos

fendlicos.

6.2. No teste cometa in vitro, apresentaram genotoxicidade o extrato
bruto oxidado (EBO) na dose maxima (10 mg/ml) e fracdo aquosa oxidada
(FAO) nas concentragcdes de 5 e 7,5 mg/ml. E os extratos da planta verde nao

apresentaram genotoxicidade nas condi¢des testadas.

6.3. No teste cometa in vivo, os extratos bruto e fracdes de A. chica da
planta oxidada n&o apresentaram genotoxicidade nos dois tratamentos (dose

Unica e 3 dias).

6.4. Na avaliagcao antigenotoxica através do teste cometa in vitro, os
extratos bruto (EBV), fracdo butandlica (FBV) e fragdo cloroférmica (FCV) da
planta verde protegeram o DNA contra danos gerados pelo peréxido de
hidrogénio. Na planta oxidada apresentaram atividade antigenotdxica o extrato
bruto (EBO) e fracao butanélica (FBO).

6.5. O extrato bruto e fracbes da planta oxidada, no teste cometa ex
vivo, demonstraram que somente o tratamento de 3 dias apresentou atividade
protetora ao DNA. O extrato bruto (EB) em machos nas 3 concentracdes, o EB
em fémeas na dose maxima e a fracado cloroférmica (FC) apresentaram

atividade antigenotoxica nestas condicoes.
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6.6. No teste in vitro da hipoxantina/xantina oxidase todos os extratos
testados de A. chica da planta verde e oxidada apresentam atividade

antioxidante.

6.7. O extrato bruto e fragbes de A. chica nao apresentaram

mutagenicidade no teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongos.
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8. PERSPECTIVAS

Outros testes serdo realizados para complementar o estudo da planta A.

chica:

1. Avaliacdo de parametros oxidativos através do teste da atividade da
catalase e TBARS em amostras de sangue e figado de camundongos tratados

com o extrato bruto e fracoes de A.chica, (resultados parciais em anexo).

2. Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) em cértex cerebral
de camundongos realizando o0 mesmo tratamento de 3 dias com extrato bruto e

fracdes da planta.

3. Avaliagao comportamental através da esquiva inibitoria para analise

da memodria de curta e longa duracéo, (resultados parciais em anexo)

4. Teste cometa in vivo para avaliacdo da atividade genotdxica e

antigenotoxica em cértex cerebral (resultados parciais em anexo).
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9. ANEXOS

Os animais (machos e fémeas) foram tratados por 3 dias com o extrato
bruto e fracbes de A.chica. Para os testes de avaliacdo de parametros
oxidativos (Catalase e TBARS) foram coletadas amostras de sangue e figado
ao final do periodo experimental. Amostras de coértex cerebral foram utilizadas
para o teste cometa e atividade da SOD, ao final do tratamento, no 4°dia. E a
avaliagdo comportamental da esquiva inibitoria foi realizada no 3°dia e 4°dia de

experimento, apds administragéo da ultima dose dos extratos.

9.1 Catalase

A figura 15 mostra que houve aumento significativo da atividade da
catalase em amostras de sangue de fémeas tratadas com a fragdo aquosa
1000 mg/Kg/dia. Para os demais extratos nao foi observado efeito significativo

sobre a atividade da catalase.
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Figura 15. Avaliagdo da atividade da catalase em camundongos tratados
por 3 dias com os extratos de A. chica. (A) Sangue de camundongos machos
(B) Sangue de camundongos fémeas; CTRL EB e fragdes (controle NaCl
0,9%) EB (extrato bruto nas dose de 500 mg/Kg/dia; 1000 mg/Kg/dia e 2000
mg/Kg/dia); FB 1000 (fracdao butandlica 1000 mg/Kg/dia); FC 1000 (fracao
cloroférmica 1000 mg/Kg/dia); FA 1000(fracdo aquosa 1000 mg/Kg/dia)
*p<0,05; ** p<0,01.
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Foi observado efeito significativo sobre a atividade da catalase de
homogeinizado de figado de camundongos machos tratados com as fracdes
butandlica e aquosa, sendo que o0 mesmo nao foi observado em outros extratos
(Figura 16).
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Figura 16. Avaliagdo da atividade da catalase em camundongos tratados
por 3 dias com os extratos de A. chica. (A) Figado de camundongos machos
(B) Figado de Camundongos Fémeas; CTRL EB e fragées (controle NacCl
0,9%) EB (extrato bruto nas dose de 500 mg/Kg/dia; 1000 mg/Kg/dia e 2000
mg/Kg/dia); FB 1000 (fracdo butandlica 1000 mg/Kg/dia); FC 1000 (fracéo
cloroférmica 1000 mg/Kg/dia); FA 1000(fracdo aquosa 1000 mg/Kg/dia)
*p<0,05; ** p<0,01.
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9.2 Teste TBARS

Conforme figura 17, ndo foram observadas diferencgas significativas entre
0s grupos controle e os extratos em ambos os sexos na avaliacdo da

peroxidacéo lipidica em plasma de camundongos.
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Figura 17. Avaliacao da peroxidacao lipidica através do teste TBARS em
camundongos tratados por 3 dias com os extratos de A. chica. (A) Plasma de
camundongos machos (B) Plasma de camundongos fémeas; CTR (controle -
NaCl 0,9%) EB (extrato bruto nas dose de 500 mg/Kg/dia; 1000 mg/Kg/dia e
2000 mg/Kg/dia); FB 1000 (fracado butandlica 1000 mg/Kg/dia); FC 1000 (fracao
cloroférmica 1000 mg/Kg/dia); FA 1000(fracdo aquosa 1000 mg/Kg/dia)
*p<0,05; ** p<0,01.
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Porém em homogeinizado de figado de camundongos foi observado
aumento na peroxidacao lipidica em relagdo ao grupo controle em machos
tratados com o extrato bruto 2000 mg/Kg/dia (Figura 18). Entretanto ndo houve

diferencga significativa para os outros extratos (Figura 18).
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Figura 18. Avaliacao da peroxidacao lipidica através do teste TBARS em
camundongos tratados por 3 dias com os extratos de A. chica. (A) Figado de
camundongos machos (B) Figado de camundongos fémeas; CTR (controle -
NaCl 0,9%) EB (extrato bruto nas dose de 500 mg/Kg/dia; 1000 mg/Kg/dia e
2000 mg/Kg/dia); FB 1000 (fracado butandlica 1000 mg/Kg/dia); FC 1000 (fracao
cloroférmica 1000 mg/Kg/dia); FA 1000(fracdo aquosa 1000 mg/Kg/dia)
*p<0,05; ** p<0,01.
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9.3 Esquiva inibitéria

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas em
relagdo ao grupo controle, na avaliagdo comportamental da memaria de curta
(STM) e longa duracdo (LTM) para o extrato bruto e fragdes butandlica,
cloroférmica e aquosa de A. chica (Figura 19).
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Figura 19. Esquiva inibitéria de camundongos tratados com extrato bruto
e fracoes de A. chica. Coluna em branco (STM — memoéria de curta duracao,
apos 1 hora da administracdo da terceira dose dos extratos); Coluna em cinza
(LTM — meméria de longa duracdo — apds 24 horas da administracdo da
terceira dose dos extratos).Controle neg (controle - NaCl 0,9%); controle pos
(controle - NaCl 0,9%); EB (extrato bruto nas dose de 500 mg/Kg/dia; 1000
mg/Kg/dia e 2000 mg/Kg/dia); FB 1000 (fracao butandlica 1000 mg/Kg/dia); FC
1000 (fracdo cloroférmica 1000 mg/Kg/dia); FA 1000(fracdo aquosa 1000
mg/Kg/dia).
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9.4 Teste Cometa in vivo

Foi observado aumento da FD em cortex cerebral de camundongos
machos tratados com o extrato bruto nas 3 concentragbes e em fémeas
aumento do ID nas fracGes cloroférmica e aquosa (Tabela 11). Estes
resultados demonstram danos ao DNA induzidos pelo extrato bruto e fracoes
cloroférmica e aquosa. Os resultados parciais obtidos para a atividade
antigenotoxica, mostram que a FA protegeu o DNA contra danos induzidos pelo

peréxido de hidrogénio em amostras de cortex cerebral de fémeas.

Tabela 11. Teste cometa em cortex cerebral de camundongos tratados
com 3 doses dos extratos de A. chica

ID GENOTOXICIDADE ANTIGENOTOXICIDADE

GRUPOS MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS
CONTROLE EB* 23,25+ 21,24 58,7 + 39,72
EB 3x 500° 42,78 + 21,87 84,7 + 12,81
EB 3x 1000° 56,17 + 27,69 98 + 37,22
EB 3x 2000° 50,12 + 32,88 84,57 + 38,79
CONTROLE FR? 70,5 + 70,02 144,2 + 64,02
FB 3x 1000° 37,5+34,5 108,5 + 45,24
FC 3x 1000’ 11,9+ 6,77* 95+ 50,8
FA 3x 1000° 14,7 + 11,47** 65,7 + 28,43**

FD

GRUPOS
CONTROLE EB* 8,12 +8,6 28,7 +18,47
EB 3x 500° 21,33 +10,6* 42,4 +11,93
EB 3x 1000° 22,16 +9,04* 42,83 +16,03
EB 3x 2000° 21,12 +10,02* 37,43 +17,29
CONTROLE FR? 28,3 + 28,49 51,5 + 22,55
FB 3x 1000° 16,5+ 13,4 40,25 + 13,73
FC 3x 1000’ 7,2 +2,94* 36,33 + 14,39
FA 3x 1000° 7,7 + 4,42* 26,3 + 10,85**

Teste ainda nao realizado

4Controle EB:controle extrato bruto—solugéo salina 0,9% + H,O, (0,20 mM).
aControle FR: controle fracées — solucao salina 0,9% + H,0, (0,20 mM).

EB 3x 500 (extrato bruto na dose de 500 mg/Kg/dia por 3 dias);"EB 3x 1000 (extrato bruto na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 9EB 3x 2000 (extrato bruto na dose de 2000 mg/Kg/dia
por 3 dias); °FB 3x 1000 (fracdo butandlica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); 'FC 3x 1000
(fragao cloroférmica na dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias); °FA 3x 1000 (fracdo aquosa na
dose de 1000 mg/Kg/dia por 3 dias) (Resultados — média £ desvio padrao).

"1%: porcentagem de inibicdo do ID = [ ID do H,O, — ID do extrato com H,O, ] /[ ID do H,O, —
ID do controle negativo] x 100.

Amostras de cortex cerebral em camundongos machos e fémeas no sacrificio (24 horas apés
aplicagéo da ultima dose dos extratos).

ID:Indice de dano — de zero (sem dano, 100 células X 0) a 400 (com maximo de dano, 100 X
4).

FD: Freqiéncia de dano — calculada baseada no nimero de células com dano versos aquelas
sem dano.
*p<0,05 ; ** p<0,01.
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