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RESUMO

O uso de plantas medicinais € uma pratica bastante comum em
nosso pais, bem como em varias outras regides do planeta. Porém, muitas plantas
apresentam em sua constituicdo quimica compostos que podem representar sérios
riscos a salde humana. Assim, se faz necessaria a realizacdo de ensaios que visem a
caracterizacdo fitoquimica e dos efeitos bioldgicos que os produtos derivados de
espécies vegetais, tidas como medicinais, podem apresentar. No presente trabalho,
foram avaliadas dez espécies vegetais, nativas do cerrado brasileiro e utilizadas
popularmente no tratamento de Ulceras gastricas, quanto ao seu potencial
mutagénico. Foram empregados os testes de Ames (in vitro) e do micronucleo em
células do sangue periférico de camundongos (in vivo). De cada espécie vegetal
foram avaliados dois tipos de extratos brutos: um polar e um apolar. Nos ensaios in
vitro foi verificada mutagenicidade especialmente para o0s extratos polares
(metanolicos) das seguintes especies vegetais: A. castaneifolia, A. glandulosa, A.
triplinervia, M. pusa, Q. grandiflora, Q. multiflora e S. pseudoquina. Nesses
mesmos ensaios, 0s Unicos extratos apolares que apresentaram mutagenicidade
foram os obtidos de Q. grandiflora e Q. multiflora. Foram avaliados in vivo apenas
0s extratos polares, sendo que apresentaram mutagenicidade os extratos metanolicos
de A. castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia, Q. multiflora e S. pseudoquina.
De acordo com as caracterizagdes quimicas realizadas com as espécies vegetais

estudadas, ficou evidente a participacdo bastante efetiva dos compostos fenolicos



(flavonoides e taninos) na mutagenicidade observada. Também foi possivel verificar
0 papel que possiveis interacBes entre os diferentes compostos quimicos presentes
nos extratos podem ter em suas atividades biologicas. Tendo em vista as
informacGes obtidas, ficou clara a necessidade que os estudos biologicos e
fitoquimicos apresentam para se promover uma maior compreensdo dos riscos que

podem estar associados aos tratamentos medicinais baseados em plantas.



ABSTRACT

The use of medicinal plants is a common practice in our country as
well as in several other regions of the planet. However, many plants represent in its
chemical constitution compounds that represent serious risks to the human health.
Thus, it is necessary the accomplishment of assays that permit the characterization of
the phytochemical properties and of the biological effects that the vegetal products
obtained from medicinal plants can present. In this work we evaluate the mutagenic
potential of ten vegetable species native of the Brazilian savannah and used popularly
in the treatment of gastric ulcers. The Ames test (in vitro) and the Micronucleus test
(in vivo) were employed. We evaluate a polar extract and a non-polar extract to each
vegetal species. The in vitro assays show the mutagenicity of the methanol extracts
(polar) obtained from A. castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia, M. pusa, Q.
grandiflora, Q. multiflora e S. pseudoquina. The non-polar extracts from Q.
grandiflora e Q. multiflora were mutagenic too. In vivo, only the polar extracts were
studied and the methanol extracts from A. castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia,
Q. multiflora e S. pseudoquina were mutagenic. The phytochemical studies with the
evaluated plants permit to infer the participation of the flavonoids and tannins in the
mutagenic activities observed in vitro and in vivo. We also verified in this biological
activity possible interactions between the different substances present in the raw
extracts. In this way, we could to observe the importance of phytochemical and
biological studies to promote a better comprehension of the risks that can be associated

to the medicinal treatments based in the plants use.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Cerrado

O Brasil, com 8.511.965 Km? é o quinto maior territorio do planeta,
abrangendo uma area distribuida desde aproximadamente 5°N até quase 34°S, e
apresentando uma grande diversidade de clima, fisiografia, de solo, de vegetagéo e de
fauna. Representando cerca de 20% dessa area, o dominio do Cerrado, contabilizando-
se as areas periféricas que se encontram encravadas em outros dominios e areas de
transicdo, abrange cerca de 2 milhdes de Km? (COUTINHO, 2002). Esse dominio
(Figura 1) se distribui pelos estados da Bahia, Goiés, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Ronddnia, Sdo Paulo e Tocantins (GOMES et al.,

2004).

De acordo com Coutinho (2002) o clima predominante no Cerrado é o
tropical sazonal, de inverno seco, com temperaturas médias anuais em torno de 22-
23°C, mas com oscilagcbes sazonais onde as maximas podem chegar a 40°C e as
minimas a 0°C (fato mais raro, que ocorre ocasionalmente nas regides mais austrais do
dominio). A precipitacdo média anual varia entre 1200 e 1800 mm, com as chuvas se
concentrando entre 0s meses de outubro a marco, sendo essa a estacdo chuvosa. A
estacdo da seca, entre maio e setembro, tem niveis pluviométricos muito reduzidos,

podendo chegar a zero.

O relevo do dominio cerrado é, em geral, bastante plano ou com
poucas ondulacdes, com altitudes entre 300 e 600 metros acima do nivel do mar;

apenas 5% de sua area estdo acima de 900 metros de altitude (COUTINHO, 2002).



Introducdo 2

Roraima
Amapa J
(_,‘ AMazonas 7 Para

.._vr/ AT T i . Seaipe
Rondoma )
Afhin Cmoon i Bahia |
~ (U |

Alfiantic
Tt Ccean
Saffto

Maranhao

Sauih Americe

Rio Grande do S

[ cerrado
[l Pantanal

Figura 1. Area de abrangéncia do cerrado

O cerrado apresenta cerca de 2000 espécies arbustivas-arboreas e
cerca de 5000 espécies herbaceo-subarbustivas compondo sua flora (CASTRO et al.,
1999 apud BORGES e SHEPHERD, 2005), sendo considerado um Hotspot de
biodiversidade (MYERS et al., 2000), o que é definido como uma &rea que contém,
como endémicas, pelo menos 0,5% das 300 mil espécies vegetais conhecidas no
planeta. Mas ndo € apenas em termos de biodiversidade vegetal que o Cerrado tem sua

importancia. Existem cerca de 120 espécies de répteis, 160 espécies de mamiferos, 800
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espécies de aves e 150 espécies de anfibios que sdo nativos desta regido (Moffat,

2002).

De acordo com Coutinho (2002) o cerrado € composto por duas floras
distintas, sendo uma puramente arbustiva-arbdrea, predominante nas fisionomias
florestais (cerraddo), e outra herbaceo-subarbustiva, caracteristica das fisionomias
campestres (campo limpo). As fisionomias savanicas, ou seja, as formas intermediarias
(campo cerrado e campo sujo) caracterizam-se pela ocorréncia de uma flora mista,
compostas por elementos florestais e campestres. Essas diferentes caracteristicas na
composicao floristica do cerrado séo decorrentes da fertilidade do solo e do regime de

queimadas que é observado em uma determinada area (Figura 2).

Figura 2. Diferentes fisionomias do cerrado
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A vegetacdo arborea € caracterizada por apresentar troncos tortuosos,
suber espesso, macrofilia (folhas grandes) e esclerofilia (folhas rigidas, com textura
aspera). Seu sistema subterraneo é composto por raizes pivotantes que podem atingir
mais de 15 metros de profundidade, buscando atingir, no periodo de seca, as zonas
permanentemente Umidas do solo. A vegetacdo herbacea e subarbustiva € composta
também por espécies perenes que possuem 6rgaos subterrdneos de resisténcia a seca e
ao fogo (bulbos e xilopodios, por exemplo). Suas raizes sdo superficiais e seus ramos
aéreos sdo anuais, morrendo durante a estacdo seca, 0 que gera toneladas de palha por
hectare. Essa palha é o combustivel que favorece a ocorréncia e alastramento das

queimadas no cerrado (COUTINHO, 2002).

O fogo € um dos fatores mais determinantes das caracteristicas do
cerrado, tendo uma extraordinaria importancia e multiplos efeitos para esse bioma. Um
dos efeitos do fogo é a remineralizagdo da biomassa, acelerando a passagem dos
nutrientes, “presos” nas folhas secas e indisponiveis as plantas, para o solo, sob a
forma de cinzas. Porém, grande parte dos nutrientes é perdida na forma de fumaca, que
acaba sendo uma mistura de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre.
Mas esses nutrientes, felizmente, acabam retornando ao solo, seja por gravidade ou

carregados por gotas de chuva (COUTINHO, 2002).

Ainda segundo Coutinho (2002), o fogo € responsavel por alteracdes
drasticas nas fisionomias do cerrado, uma vez que sucessivas queimadas podem
transformar cerraddes, ricos em espécies arboreas, em campos Sujos ou até mesmo em
campos limpos, com quase auséncia dessas espécies, que sdo mais sensiveis as

queimadas que as espécies herbaceas. Além disso, as queimadas tém papel primordial
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no processo de germinacdo de algumas sementes. Muitas das espécies de cerrado tém
suas sementes impermeaveis a dgua, o que pode ser revertido pela elevacdo brusca na
temperatura, que acaba gerando fissuras na casca dessas sementes, possibilitando a

entrada de agua e, consequentemente, a germinacao.

Como podemos verificar, o cerrado ndo é apenas uma regido de solo
pobre e espécies vegetais de aspecto estranho que sofrem com a seca. Muito pelo
contrario, esse dominio tem se mostrado de grande importancia em termos de
biodiversidade e com aspectos ecoldgicos muito peculiares. Porém, esse dominio vem
sendo devastado rapidamente, sem que antes possamos ter o devido conhecimento de

suas caracteristicas ecoldgicas, botanicas ou fitoquimicas.

De acordo com uma reportagem publicada na Revista Nature no final
de 2005 (MARRIS, 2005), nos ultimos 35 anos mais de metade da extensdo original
do Cerrado foi substituida por plantacdes de soja e por pastos para a criagdo de gado
de corte. Um relatorio técnico do Conservacédo Internacional — Brasil (MACHADO et
al. 2004), demonstra que os desmatamentos anuais das areas de Cerrado chegam a 1,1
%, 0 que representa uma perda de 2,2 milhdes de hectares ao ano. Se esse ritmo for
mantido, ainda de acordo com esse relatério, que se baseou em dados obtidos por

satélite, o Bioma Cerrado tera sido eliminado por volta do ano 2030.

Essa intensa destruicdo do Cerrado € resultado do aumento na
frequéncia e na intensidade das atividades antrdpicas, como a exploracdo madeireira, a
pecuaria, o uso indiscriminado do fogo e da expansdo de culturas como a de cana-de-

acucar e de frutos citricos (PEREIRA-SILVA et al., 2004).
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O estado de Sdo Paulo € um exemplo de como a destruicdo do
Cerrado esta se dando de forma acelerada. Originalmente o Cerrado cobria
aproximadamente 14% desse estado. Em 1962 ainda estava presente em 13,7% da area
de S&o Paulo, mas, na ultima década, sua area ja havia sido diminuida a apenas 6,9%
area original, distribuida em 8.353 fragmentos (KRONKA et al., 1998 apud
PEREIRA-SILVA et al., 2004), sendo que apenas 10% desses fragmentos se

encontram protegidos na forma de unidades de conservacdo (CAVASSAN, 2002).

Além da existéncia de poucas unidades de conservacdo visando a
protecdo do cerrado, essas unidades se encontram, na sua maioria, em total abandono.
Em muitos casos, representam apenas areas de vegetacao protegidas por cercas, como
se isso fosse capaz de manté-las resguardadas. Além disso, espécies de gramineas
exéticas, trazidas especialmente da Africa para a formacdo de pastagens, vém
invadindo e substituindo as espécies nativas do riquissimo estrato herbaceo-arbustivo
do cerrado. Caso essa situacdo ndo se reverta, dentro de alguns anos, o cerrado,
incluindo as chamadas unidades de conservacao, sera transformado em grandes pastos
e terd perdido, permanentemente, toda sua riqueza de espécies de outrora

(COUTINHO, 2002).

1.2 O uso de plantas medicinais

O uso de plantas medicinais € uma das mais antigas préaticas realizadas
pelo homem, sendo, ainda hoje, muito difundida em todo o planeta. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Salde, cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de

tratamentos ou medicamentos sugeridos pela chamada medicina tradicional (CRAGG
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et al., 1995 apud BASSO et al., 2005). Entretanto, no mundo ocidental industrializado
criou-se uma resisténcia ao uso de medicamentos tradicionais, principalmente devido a

crenca na ineficacia desses elementos frente aos medicamentos alopaticos.

Na metade do século XX a farmacognosia (estudo das plantas que tém
papel para a salde humana) era uma ciéncia praticamente morta. Porém, durante a
parte final do século XX, o “herbalismo” voltou a tomar forca, provavelmente devido
ao reconhecimento das farmacopeias tradicionais como importante fonte de
tratamentos acessiveis e a idéia de que esses tratamentos seriam mais seguros e

eficientes do que os baseados em medicamentos alopaticos (ELVIN-LEWIS, 2001).

Esse reconhecimento se deve especialmente ao fato das pessoas
tomarem consciéncia de que grande parte dos medicamentos alopéaticos hoje
produzidos, e consumidos em larga escala, sdo de alguma forma baseados em produtos
naturais, sendo, a maioria, derivados de espécies vegetais. Das 877 novas moléculas
introduzidas no mercado farmacéutico entre 1981 e 2000 cerca de 50% eram produtos
naturais, analogos semi-sintéticos de produtos naturais ou compostos sintéticos
baseados em produtos naturais (NEWMAN et al., 2000). Hoje, aproximadamente 25%
dos medicamentos prescritos mundialmente e 11% dos 252 medicamentos
considerados essenciais pela Organizacdo Mundial da Salude sdo derivados

exclusivamente de plantas (RATES, 2001).

Todas essas informagfes comprovam a importancia que os estudos
farmacolodgicos, utilizando plantas para a identificacdo de substancias bioativas, tém

para a saude publica. Entretanto, esses estudos ndo podem ser realizados de maneira
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randémica, pois demandariam muito tempo e as chances de sucesso seriam remotas,
devido a infinidade de espécies vegetais e de compostos quimicos existentes na

natureza.

Uma abordagem de bioprospeccdo bastante interessante e que tém
encontrado muitos resultados é a que se baseia em estudos etnoboténicos. Essa
abordagem direciona as pesquisas farmacoldgicas para plantas que ja vém sendo
utilizadas popularmente em tratamentos medicinais (BASSO et al., 2005). E, com
certeza, uma grande fonte de informacdo sobre plantas com possiveis propriedades
bioldgicas estd nas medicinas tradicionais Chinesa e Indiana (Ayurveda), que sdo as

mais difundidas ao redor do mundo.

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) apresenta muitos recursos
naturais que vém sendo utilizados em tratamentos terapéuticos a mais de 5000 anos.
Esse sistema medicinal se baseia na mistura de diferentes plantas e até mesmo de
produtos de origem animal ou mineral, para que 0S compostos presentes nestes
elementos interajam entre si e obtenham o objetivo desejado, que é a cura da doenca
(ELVIN-LEWIS, 2001; YONG e LING, 2006). O componente principal da mistura,
geralmente adicionado em maior quantidade, € o responsavel pelo efeito terapéutico
desejado; o componente secundario potencializa ou colabora com o efeito terapéutico
deste. Ja os demais componentes da mistura tratam dos sintomas periféricos, reduzem
os efeitos tdxicos ou direcionam o componente majoritario ao 6rgdo alvo (YONG e
LING, 2006). Ainda segundo este s autores, a MTC considera a saude como o
equilibrio existente no organismo como um todo. Os medicamentos seriam 0s

elementos responsaveis pelo restabelecimento deste equilibrio.
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A Ayurveda, considerada a medicina tradicional indiana, também ¢,
como ja foi afirmado anteriormente, uma das mais conhecidas formas de tratamento
medicinal baseada em conhecimentos tradicionais. Sua origem remonta de um passado
distante, onde a filosofia e a medicina ndo se dissociavam (SMIT et al., 1995). Esse
sistema de tratamento medicinal também se baseia no uso de misturas de diferentes
plantas com atividades terapéuticas, com o objetivo de que 0S compostos presentes
nessas plantas interajam entre si e com o organismo para se atingir a cura (SMIT et al.,

1995; BALACHANDRAN e GOVINDARAJAN, 2005).

Menos difundida, mas ndo menos importante, é a medicina tradicional
dos povos indigenas americanos, que também pode ser uma relevante fonte de
informacGes sobre plantas com propriedades farmacoldgicas. De acordo com (ELVIN-
LEWIS, 2001), esse sistema medicinal € o mais diversificado e ainda é praticado em
comunidades onde a cultura tradicional se mantém intacta. Entretanto, ndo é apenas
em comunidades isoladas que se faz uso dessas plantas em tratamentos medicinais. De
acordo com (BORCHERS et al., 2000) existe um crescente interesse nas plantas
utilizadas pelos povos indigenas por parte dos norte-americanos, que buscam uma

forma de medicina complementar.

Como podemos ver, existe uma vasta fonte de informagdes, nas
culturas antigas, acerca de plantas com potencial farmacologico. E estudos cientificos

vém, a cada dia, comprovando a eficiéncia e a seguranga dessas plantas e formulagdes.

Estudos realizados por Hashimoto et al. (1994) demonstraram que

compostos extraidos de Asiasarum sieboldi apresentaram atividade antialérgica em
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diferentes sistemas-teste, comprovando a eficiéncia dessa planta, que é prescrita pela
MTC para tratamentos dessa doenca. Outra planta utilizada pela MTC que teve sua
atividade cientificamente comprovada foi a Lithospermum erythrorhizon, que é

indicada para o tratamento de infec¢Ges (LIU et al., 1996).

Algumas formulacdes utilizadas pela Ayurveda também tém sido
avaliadas quanto a sua eficiéncia. SMIT et al. (1995) demonstraram que algumas
plantas empregadas pela medicina tradicional indiana no tratamento de diferentes tipos
de cancer apresentam atividade citotoxica frente a uma linhagem de células tumorais.
Uma revisao bibliogréfica realizada por Balachandran e Govindarajan e publicada em
2005 descreve varias plantas utilizadas dentro da Ayurveda que apresentaram suas

atividades anti-cancer comprovadas.

Mas ndo poderiamos deixar de citar também estudos realizados com
plantas utilizadas pelos indios americanos. Varios estudos sdo relatados por
(BORCHERS et al., 2000) em uma revisdo que descreve a atividade anti-inflamatoria
de diferentes espécies utilizadas pelos povos indigenas norte-americanos. Atividades
antimicrobiana, anti-inflamatdria e anti-hiperglicémica foram encontradas em plantas

utilizadas por uma tribo indigena descendente dos Mayas (ANKLI et al., 2002).

Esses varios resultados descritos até aqui demonstram o valor que as
terapias tradicionais ainda tém nos dias atuais. Além disso, demonstram a relevancia
de basear estudos de bioprospecgdo em estudos etnoboténicos, o que pode aumentar
sensivelmente as possibilidades de se encontrar moléculas farmacologicamente ativas

e de grande interesse para a sociedade moderna.
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Mas ndo podemos nos esquecer dos riscos intrinsecos ao consumo
desordenado de produtos derivados de plantas tidas como medicinais. Muitas plantas
utilizadas por essas culturas antigas também tiveram atividades tdxicas descritas.
Plantas utilizadas na dieta ou em tratamentos tradicionais tém mostrado atividade
mutagénica (AMES, 1983; LIGHT et al., 2005) e, além disso, segundo Elgorashi et al.
(2004) um herbicida conhecido por suas atividades mutagénica, carcinogénica e
teratogénica foi isolado de plantas medicinais cultivadas. Existem também relatos de
casos de hepatite toxica derivada do consumo excessivo de céapsulas contendo
produtos obtidos de Croton cajucara e que eram vendidos indiscriminadamente em

academias de ginastica no Para para o controle de obesidade (MACIEL et al., 1998).

Além dos exemplos acima, existe uma infinidade de outros casos
descritos de toxicidade de produtos naturais. E esses riscos sdo ainda maiores quando o
uso de tratamentos alternativos se da de forma ndo controlada, sem a devida atencéo,
por parte do usuario, quanto a identificacdo correta da planta, a parte do vegetal a ser

utilizada e a forma de preparo e administracéo.

Outro fator de risco para o consumo de plantas tidas como medicinais
é que, apesar do aumento do interesse por parte do meio cientifico sobre esse assunto,
ainda existe a falta de estudos que comprovem a eficacia e a seguranca de tratamentos
com espécies vegetais utilizadas pela populacdo (DIAS e TAKAHASHI, 1994).
Segundo Ames (1983), muitas substancias obtidas de plantas tém sido descritas,
porém, os estudos toxicologicos destas tém sido realizados muito lentamente, deixando

obscuros seus efeitos a saude humana.
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1.3 Algumas especies medicinais do cerrado

1.3.1 Espécies do Género Alchornea

A Familia Euforbiaceae possui cerca de oito mil espécies vegetais
distribuidas especialmente em regiGes tropicais do planeta e divididas em
aproximadamente 300 géneros. O género Alchornea é um deles e totaliza perto de

cinqiienta espécies distribuidas nas regides tropicais da América, Africa e Asia.

Estas espécies apresentam um crescente interesse devido seus efeitos
bioldgicos, incluindo atividades antioxidante (FAROMBI et al., 2003), antifungica
(ABO e ASHIDI, 1999), anti-inflamatéria (OSADEBE e OKOYE, 2003),
antimicrobiana, citotoxica contra as linhagens de células tumorais humanas Hep-G2 e
A-431 (SETZER et al., 2000) e inibitéria da replicacdo de HIV-1 e HIV-2 (AYISI e
NYADEDZOR, 2003). Quimicamente, sdo encontrados em plantas do género
Alchornea, alcaloides, flavonoides e outros compostos fenolicos, além de terpendides

(LAMIKANRA et al., 1990; EBI, 2001).

De acordo com Chitty (2004) a espécie Alchornea castaneifolia Willd.
A. Juss. (Figura 3) se caracteriza morfologicamente como uma peguena arvore ou
arbusto, com até trés metros de altura, caule arredondado e folhas simples, alternadas e
subcoriaceas, com aproximadamente 8-16 cm de comprimento e 2-5 cm de largura.
Floresce de marco a agosto e frutifica entre julho e setembro, ocorrendo

frequentemente na beira de rios, em solos arenosos e argilosos.
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Figura 3. Alchornea castaneifolia Willd. A. Juss.

As plantas dessa espécie sdo popularmente conhecidas como sard ou
gurupia e utilizadas no tratamento de reumatismo, artrite, resfriados e dores
musculares (DUKE e VASQUEZ, 1994). Segundo Dunstan et al. (1997) extratos
obtidos dessa planta foram capazes de inibir a biossintese de prostaglandina catalizada
por COX-1 (Ciclooxigenase-1) in vitro e inibiram também edemas induzidos por
etilfenilpropiolato em orelhas de ratos. Porém, na literatura existem poucos estudos

acerca de outras propriedades bioldgicas de compostos obtidos dessa espécie.

Alchornea glandulosa Poepp. & Endl. (Figura 4) é uma arvore didica,
com altura entre 10 e 20 metros e tronco de 50 a 70 cm de didmetro. Apresenta folhas
simples com 8 -16 cm de comprimento e entre 6-12 de largura. Seu florescimento
ocorre geralmente duas vezes ao ano em maio-junho e em outubro-novembro. Seus

frutos amadurecem em meados de outubro e em dezembro-janeiro (LORENZI, 2002).
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Essa espécie é popularmente conhecida como tapia, boleiro ou canela-raposa e sua
distribuicdo abrange o Rio de Janeiro, além de ser encontrado desde Minas Gerais até

0 Rio Grande do Sul.

Figura 4. Alchornea glandulosa Poepp. & Endl.

De acordo com Conegero et al. (2003) foram encontrados nas folhas
dessa espécie fitoesteroides, terpendides, alcaldides e compostos fendlicos. De acordo
com esses mesmos autores 0 extrato metandlico dessas folhas apresentou efeito
antimicrobiano, além de efeitos citostatico e citocida frente a células tumorais
humanas. Em outro estudo verificou-se que uma fragdo acetato obtida do extrato
metanolico de folhas de A. glandulosa apresentou atividade anti-inflamatéria (LOPES

et al., 2005).
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Alchornea triplinervia Spreng. Miull. Arg. (Figura 5), também
conhecida como tapid, boleiro ou tamanqueiro, € uma arvore que pode apresentar de
15 a 30 metros de altura e um tronco de 40 a 100 cm de diametro (LORENZI, 2002).
Suas folhas s&o subcoridceas, com 3-6 cm de comprimento. Sua distribuigdo abrange
desde a Bahia até o Rio Grande do Sul e seu florescimento se da entre outubro e

novembro, com a frutificagdo entre dezembro e janeiro.

Figura 5. Alchornea triplinervia Spreng. Miill. Arg.

De acordo com Braca et al. (2002), foram encontrados flavondides e
taninos nas folhas dessa espécie, porém, ao contrario do que era esperado, ndo foram
verificados alcaloides. Ndo foram encontrados estudos que avaliaram possiveis

atividades bioldgicas para compostos obtidos dessa espécie.

1.3.2 Anacardium humile St. Hil.
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Dentre as diferentes espécies vegetais presentes no cerrado e na Mata
Atlantica, encontramos a familia Anacardiaceae, com 79 géneros e mais de 600
espécies. Possui distribuicdo predominante nas regides tropicais e subtropicais de todo

0 mundo, ocorrendo também nas regides temperadas (JOLY, 1975).

Um dos géneros dessa familia € o Anacardium ao qual pertence a
espécie A. humile (Figura 6), popularmente denominado cajuzinho-do-campo.
Segundo Correa (1974) se trata de um arbusto pequeno e lenhoso, com caule tortuoso,
subterraneo, as vezes comprido. Suas folhas sdo ovadolanceoladas, simples, réseas
enquanto novas, pilosas. Suas flores sdo brancas, roseas ou amarelado-brancacentas
com estrias roxas na base, dispostas em paniculas. Fornece fruto (castanha)
oleaginoso, comestivel e saboroso, com pericarpo idéntico ao do A. occidentale L.
(cajueiro) e do qual se extrai Oleo-resina, igualmente aplicado para combater as
moléstias cutaneas; o peddnculo carnoso (caju mirim) é também saboroso, acidulo e

refrigerante, considerado anti-sifilitico.

O povo distingue duas variedades de A. humile: branca e vermelha. As
folhas de A. humile s&o empregadas pela populagdo contra inflamagdes gerais e no
tratamento da diarréia. Contudo, ndo existem estudos para a avaliacdo de atividades

bioldgicas nem estudos fitoquimicos sobre essa espécie na literatura cientifica.
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Figura 6. Anacardium humile St. Hil.

Véarios metabolitos secundarios vém sendo encontrados em espécies
do género Anacardium: flavondides, acidos anacardicos (PARAMASHIVAPPA et al,
2001), compostos volateis como terpenos, aldeidos, hidrocarbonetos, ésteres, alcoois,
cetonas, lactonas e norisoprendides (BICALHO e REZENDE, 2001), taninos,
biflavondides C-glicosilados (MURTHY, 1982), derivados do &cido cinamico, acido
elagico e alquenil catecéis (SHIN et al, 1999). A espécie A. occidentale apresenta,
segundo a literatura, atividades anti-inflamatéria (OLAJIDE et al., 2004),
antimicrobiana (AKINPELU, 2001), hipoglicEmica (ALEXANDER-LINDO et al.,
2004), mutagénica e antimutagénica (MELO-CAVALCANTE et al., 2003), dentre

outras.
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1.3.3 Byrsonima basiloba A. Juss.

A espécie Byrsonima basiloba A. Juss pertence a Familia
Malpighiaceae e é conhecida popularmente como murici ou murici-do-campo (Figura
7). De acordo com Lorenzi (2002) esta € uma espécie arbdrea que pode atingir de 6 a
10 metros de altura, com tronco cilindrico de 30 a 60 cm de diametro. Suas folhas sdo
simples, coriaceas com 12-18 cm de comprimento e 3-7 cm de largura. E uma planta
tipica do Cerrado do Brasil Central. Seu florescimento ocorre durante todo ano, mas o
pico se da nos meses de verdo. Da mesma forma a frutificacdo também ocorre durante

todo ano, mas o periodo mais propicio ocorre em abril-junho.

Figura 7. Byrsonima sp

Estudos fitoquimicos com espécies do género Byrsonima revelaram a
ocorréncia de sulfonoglicolipidios, fitoesteroides, triterpenos, ésteres aromaticos,

aminoacidos, proantocianidinas e flavonoides (SANNOMIYA et al., 2005).
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O uso popular de B. basiloba se da, além de tratamento de Ulceras
gastricas, também no tratamento de diarréias. Porém, ndo existem na literatura relatos
cientificos de atividades efetivamente comprovadas para compostos derivados dessa
espécie vegetal. Por outro lado, vérias espécies desse género vém sendo estudadas
quanto aos seus efeitos biologicos. Segundo Sanomiya et al. (2005) produtos derivados
de B. crassa apresentaram atividade antiGlcera. Porém, Cardoso et al. (2006)
verificaram atividade mutagénica para essa espécie. Martinez-Vasquez et al. (1999),
demonstraram que compostos derivados de B. crassifolia apresentam atividade

antimicrobiana.

1.3.4 Mouriri pusa Gardner

A especie Mouriri pusa Gardner (Figura 8) é popularmente conhecida
COmo pucé-preto ou jabuticaba-do-cerrado e pertence & Familia Melastomataceae. E
uma pequena arvore, podendo medir de 2 a 7 metros de altura e apresenta frutos
comestiveis bastante apreciados pelas populacbes nativas das regibes de cerrado

(ANDREO et al., 2006).

Poucos estudos existem na literatura sobre a fitoquimica ou possiveis
atividades bioldgicas dessa planta. De acordo com Andreo et al. (2006), o extrato
apolar das folhas de M. pusa apresentou atividade antiulcerogénica. Estes mesmos
autores descreveram varios tipos de flavonoides na constituicdo quimica dessa espéecie

vegetal. Mouriri myrtilloides, pertencente ao mesmo género, segundo Calderon et al.
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(2000), apresentou atividade contra Plasmodium falciparum, bem como contra o virus

HIV e alguns tipos de células tumorais.

Figura 8. Mouriri pusa Gardner

1.3.5 Género Qualea

O género pertence a Familia VVochysiaceae, que é constituida de
arvores tropicais e apresenta duas sub-familias, seis géneros e aproximadamente 200
espécies. Dessas, trés espécies sdo predominantes no cerrado brasileiro: Q.

grandiflora, Q. multiflora e Q. parviflora.

Segundo Lorenzi (2002) os nomes populares de Qualea grandiflora
Mart. (Figura 9) sdo pau-terra, pau-terra-do-campo ou ariaud e esta espécie pode
chegar a 12 metros de altura, com caule de até 40 cm de diametro. Apresenta folhas

simples, opostas e rigidas com 10-14 cm de comprimento. Sua ocorréncia abrange
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desde o0 Amazonas até Sdo Paulo, sendo encontrada geralmente em terrenos altos, bem
drenados e secos. Seu florescimento ocorre nos meses de novembro-janeiro e a
maturacdo dos frutos ocorre geralmente nos meses de agosto-setembro, quando a

planta esta quase totalmente despida de sua folhagem.

Figura 9. Qualea grandiflora Mart.

As cascas, entrecascas e folhas de Q. grandiflora séo usadas como
adstringente e antidiarreico e para limpeza de Ulceras externas e também contra

inflamagOes (ALMEIDA et al., 1998)

De acordo com Hiruma-Lima et al. (2006) foram encontrados taninos,
terpendides, catequinas, fitoesterdides e saponinas no extrato hidroalcodlico dessa
espécie que também, segundo estes mesmos autores, apresentou atividade
antiulcerogénica. Além disso, esta espécie apresenta descrita também atividade

antimicrobiana (ALVES et al. 2000) e anticonvulsionante (GASPI et al., 2006).
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Q. parviflora Mart. (Figura 10) é uma arvore de 6-10 metros de altura,
com ramos tortuosos e caule com até 30 cm de diametro. Apresenta folhas simples,
com 7-8 cm de comprimento e 2-3 cm de largura. E encontrada na Bahia, Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, sendo popularmente conhecida como pau-
terra-de-flor-miudinha ou pau-terra-mirim. Sua floracdo se da entre novembro e
dezembro e o amadurecimento dos frutos se d& em setembro-outubro (LORENZI,

2002).

Figura 10. Qualea parviflora Mart.

Né&o foram encontrados na literatura estudos que descrevessem o perfil
fitoquimico dessa espécie vegetal, bem como nenhum relato de atividades bioldgicas a

ela creditadas.

Q. multiflora Mart. (Figura 11) também apresenta poucos estudos na
literatura, sendo que o Unico encontrado descreve uma atividade contra 0 molusco

Biomphalaria glabrata (SOUZA et al., 1984).
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Figura 11. Qualea multiflora Mart.

1.3.6 Strychnos pseudoquina St. Hil.

Strychnos pseudoquina St. Hil. (Figura 12) é popularmente conhecida
como quina, quineira ou quina-do-campo, dentre outros. Pertence a Familia
Loganiaceae, sendo uma arvore com 4-9 metros de altura e tronco tortuoso, com até 40
cm de didmetro, e casca bastante grossa, que geralmente se descama em placas. Suas

folhas s&o opostas e simples, com 5-12 cm de comprimento e 2-6 cm de largura.

Sua ocorréncia se da nos cerrados, campos cerrados e cerraddes do
Brasil Central e do Estado de S&o Paulo. Seu florescimento se d& nos meses de
dezembro até marco, com amadurecimento dos frutos em julho-setembro (LORENZI,

2002).
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Figura 12. Strychnos pseudoquina St. Hil.

Esse género é famoso por um dos alcal6ides produzidos por algumas
das espécies vegetais que a ele pertecem, a estriquinina, que € um poderoso veneno
que pode causar paralisia do sistema respiratorio e consequentemente a morte
(THONGPHASUK et al.,, 2004). Segundo Silva et al. (2005), S. pseudoquina
apresenta em sua constituicdo alcaldides e flavonoides, sendo que tanto o extrato
metanolico de suas folhas quanto uma fracdo de alcaldides apresentaram atividade
antiulcerogénica. Outro estudo demonstrou que, apesar do nome popular (quina) e da
recomendacdo tradicional para o tratamento de maléria, S. pseudoquina ndo apresenta
o0 alcaloide quinino e nem mesmo qualquer atividade sobre o agente causador dessa

doenca (ANDRADE-NETO et al., 2003).
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1.4 Principios de Mutagénese

O DNA (&cido desoxirribonucléico) é o material genético de todos os
seres vivos e de muitos virus, sendo a seqiiéncia de bases nitrogenadas a forma na qual
a informacdo genética € armazenada (LEWIN, 2001). Por apresentar essa funcéo
fundamental, o DNA é bastante protegido, sendo a Unica molécula bioldgica que
apresenta um mecanismo préprio para prevencdo e reparo de falhas em seu
metabolismo (LEHNINGER et al., 1995). Entretanto, ainda assim esta sujeito a
mutacgdes que, segundo Zaha (1996), sdo alteracGes subitas no conjunto génico de um
organismo que ndo sdo explicaveis pela recombinacdo da variabilidade genética
preexistente. Estas alteracGes, segundo Lewin (2001) podem ser decorrentes de
processos celulares normais (mutacGes espontaneas) ou devidas a exposicdo do

organismo a agentes quimicos ou fisicos (mutacdes induzidas).

As mutacOes despertam grandes interesses por estarem diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de diversas doencas degenerativas tais como cancer e
arteriosclerose (DE FLORA, 1998; SEO et al., 2000). Em nosso cotidiano estamos
constantemente em contato com agentes mutagénicos como a radiacao solar, poluentes

presentes no ar e na égua ou mesmo elementos presentes em nossa dieta.

Além disso, estima-se que milhdes de trabalhadores sdo expostos em
sua rotina de trabalho a compostos quimicos, dos quais muitos tém conhecida acao
mutagénica e/ou carcinogénica (ONG et al., 1986; HONGPING et al., 2006). Tem-se
documentado, por exemplo, 0s riscos aos quais estdo sujeitos os agricultores

excessivamente expostos a pesticidas, agentes quimicos que tém demonstrado
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citotoxicidade e genotoxicidade em células humanas (HOYOS et al., 1996; LIOI et al.,
1998; MARQUEZ et al., 2005) e toxicidade fetal elevada em camundongos (PENA et

al., 1999).

A conversdo de células normais em células neoplasicas normalmente
envolve varios passos. Uma das fases iniciais desse processo envolve a acdo de um
carcindgeno genotdxico (WEISBURGER, 2000). Entretanto, segundo Alberts et al.
(2002), uma unica mutacdo ndo é suficiente para converter uma célula sadia tipica
numa célula cancerosa. Eles afirmam que varias evidéncias indicam que a génese de
um cancer requer, como regra geral, que varios acidentes raros e independentes

ocorram juntos em uma célula.

A avaliagdo da genotoxicidade pode ser realizada nos diferentes
passos de interacdo do agente mutagénico com o DNA ou de seus efeitos. A
capacidade do composto se ligar ao material genético pode ser avaliada pela da
observacdo de aductos no DNA; a capacidade de quebrar o DNA pode ser estimada
por eluicdo alcalina ou pelo teste do Cometa e as mutagGes cromossomicas e/ou
gendbmicas podem ser quantificadas pelos testes do micronicleo ou aberragdes

cromossémicas (VAN GOETHEM et al., 1997).

Segundo Gebhart (1992), as metodologias citogenéticas classicas
usadas para avaliar a mutagenicidade de agentes quimicos e fisicos em mamiferos
também podem ser empregadas para avaliacdo e identificacdo de agentes
antimutagénicos. Gebhart (1992) e Kuroda et al. (1992) reportaram a importancia do

uso destes sistemas, principalmente para avaliar 0 mecanismo de acdo de agentes
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antimutagénicos e anticlastogénicos usando diferentes tratamentos com agentes

quimicos.

O interesse na identificacdo de produtos naturais ou sintéticos que
possam ter propriedades antimutagénicas ou anticarcinogénicas tem aumentado
gradativamente, pois o conhecimento de tais produtos pode ser Gtil como medida
preventiva para o ser humano no combate a varios males. O descobrimento de
produtos que reduzem a taxa de mutacdes fatalmente diminuiria a incidéncia de cancer
e outras doencas degenerativas, pois 0 homem poderia aumentar a exposi¢cdo a
determinados agentes antimutagénicos efetivos (HAYATSU et al, 1988),

especialmente atraves da dieta ( WATTEMBERG, 1983; RAMEL et al, 1986).

1.5 Sistemas-teste para Avaliacdo de Mutagenicidade/Antimutagenicidade

1.5.1 Teste de Ames (Salmonella/Microsome Assay)

O teste de Ames tem sido amplamente utilizado para identificar
mutagenos entre substdncias puras, misturas complexas e amostras ambientais.
Caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens indicadoras de Salmonella typhimurium
sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutacdo. Na presenca de
agentes mutagénicos, estas linhagens revertem seu carater de auxotrofia para a sintese
de histidina e passam a formar colénias em meio desprovido desse aminoacido. Desta
forma, através da contagem de col6nias por placa é possivel estabelecer a acdo
mutagénica de um composto em funcdo de sua concentracdo (ZEIGER, 2001). Um

consideravel niumero de mutagenos primeiramente identificados pelo teste de Ames se
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mostraram carcinogénicos em ensaios com animais (MARON e AMES, 1983). Isso
faz com que esse teste seja um dos principais ensaios empregados na determinagdo da
mutagenicidade de um grande numero de compostos quimicos (UMBUZEIRO e

VARGAS, 2003).

Existe uma variedade de linhagens bacterianas que podem ser
empregadas neste ensaio. Cada uma delas apresenta varias mutacdes especificas que
resultam, além da incapacidade de sintetizar histidina, em outras caracteristicas
particulares, que as tornam mais habeis para a identificacdo de diferentes classes de

agentes quimicos genotoxicos (MARON e AMES, 1983).

As mutacGes no operon histidina também sdo diferentes de acordo
com a linhagem. E essas diferencas permitem identificar o mecanismo de acdo de
diferentes agentes quimicos, isto €, determinadas linhagens identificam agentes
mutagénicos que causam substituicdo de pares de bases e outras linhagens identificam
agentes quimicos que causam mutacdes do tipo frameshift (MARON e AMES, 1983;

MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

Entretanto, as linhagens bacterianas ndo apresentam enzimas de
metabolizacdo, o que impossibilita sua capacidade para identificacdo de agentes
mutagénicos de acdo indireta. Para superar essa dificuldade, adiciona-se as culturas
durante os ensaios a chamada fracdo S9, que contém enzimas metabolizadoras de
xenobidticos, e é obtida a partir do figado de ratos (MARON e AMES, 1983;

MORTELSMANS e ZEIGER, 2000).
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Todas essas caracteristicas conferem ao Teste de Ames uma grande
capacidade de identificacdo e caracterizacdo de diferentes agentes mutagénicos, com

grande eficiéncia e sensibilidade.

TA98

Ctrol Pos}%o'

Figura 13. Placas com Salmonella typhimurium (Teste de Ames)

1.5.2 Teste do Micronucleo

Microndcleos tém sido estudados ha muitos anos e freqiientemente
usados para quantificar a exposicdo a agentes quimicos ou a radiacdo (TUCKER e
PRESTON, 1996; MAJER et al., 2001), sendo o primeiro procedimento de uma série
de ensaios sugeridos por diversas agéncias de pesquisa em todo 0 mundo para estudos

de genotoxicidade (KRISHNA e HAYASHI, 2000).

Os micronucleos foram primeiramente descritos por Howell em 1891
como inclusdes citoplasmaticas em celulas vermelhas do sangue de gatos anémicos.
Jolly observou essas mesmas estruturas em 1901 em seus estudos com eritrocitos de

embrides de ratos (SLESINSKI e GUZZIE, 1988). Segundo Heddle et al. (1983)
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diferentes mecanismos podem estar envolvidos na formacdo dos micronucleos,
incluindo quebras cromossdmicas (clastogénese) e rompimento das fibras do fuso
mitotico (aneuploidiogénese). Isso ocasiona a formacdo de um “pequeno nucleo”,
envolto por membrana (microndcleo), isolado do nucleo principal, mas corado

similarmente a este, devido ao seu conteldo de DNA (SLESINSKI e GUZZIE, 1988).

Embora os micronlcleos possam ser originados espontaneamente, a
sua inducdo € comumente usada para se detectar danos genotoxicos resultantes de
exposicdo a agentes mutagénicos (HEDDLE, et al., 1983; MAJER et al., 2001). O
teste do Micronicleo € uma alternativa a analise de aberragbes cromossémicas.
Entretanto, somente um pequeno grupo de todos 0s possiveis tipos de aberracdes

cromossOmicas aparecem como microntcleos (GRAWE et al. 1998).

Segundo Surrallés e Natarajan (1997), as principais vantagens da
anélise de células micronucleadas sdo a velocidade e a facilidade com que este tipo de
estudo pode ser efetuado, especialmente quando é aplicado em roedores em estudos in
vivo, além de permitir a inferéncia de processos de aneugénese e clastogénese, como ja

afirmado anteriormente.

Hayashi et al. (1990) descreveram uma técnica para a analise de
celulas micronucleadas do sangue periférico de camundongos com a utilizacdo de
laminas pré-coradas com o corante fluorescente acridine orange, que proporciona
coloracdo amarela ao DNA e vermelha ao RNA (Figura 14). Essas propriedades
permitem a identificacdo dos reticuldcitos, eritrocitos jovens ricos em RNA em nivel

de citoplasma, que se coram em vermelho pela presenca desse &cido nucléico. Os
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micronucleos, por seu conteido de DNA, se coram em amarelo e se tornam muito

evidentes nestas células.

Segundo Kishi et al. (1992), em estudos comparativos entre a técnica
convencional de coloracdo por giemsa de células da medula éssea de camundongos e a
técnica de coloracdo descrita por Hayashi et al. (1990) esta Gltima se mostrou tdo
sensivel quanto a primeira. Ainda segundo esse mesmo autor, esse método que utiliza
laminas pré-coradas com acridine orange € de realizacdo ainda mais facil e rapida, por
ndo ser necessario processamento do material bioldgico antes do preparo das laminas e
nem a fixacdo prévia a coloracdo. A facilidade para analise é também um ponto

destacado por Kishi et al. (1992).

As principais vantagens da utilizacdo do sangue periférico para a
analise de Micronucleos foram apontadas por MacGregor et al. (1980) apud CSGMT
(1992) como sendo o fato de que um mesmo animal pode fornecer vérias amostras de
material, sem a necessidade do sacrificio, a simplicidade da preparacdo das amostras e

a abundancia e uniformidade da populacéo.
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Figura 14. Reticuldcito micronucleado (coloracdo: Acridine Orange;

1000x)



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a mutagenicidade de compostos provenientes de 10 diferentes
espécies vegetais nativas do cerrado brasileiro: A. castaneifolia, A. glandulosa, A.
triplinervia, B. basiloba, M. pusa, Q. grandiflora, Q. multiflora, Q. parviflora e S.

pseudoquina.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar, para cada uma das espécies vegetais, a
mutagenicidade in vitro de um extrato polar e um extrato apolar,

empregando-se o teste de Ames;

. Avaliar, também empregando-se o0 teste de Ames, a
mutagenicidade de algumas fracdes enriquecidas e substancias puras,

obtidas das diferentes espécies vegetais;

) Avaliar a mutagenicidade in vivo dos extratos polares,
empregando-se o teste do Microndcleo em células do sangue periférico de

camundongos.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Espécies Vegetais Estudadas

Todas as espécies estudadas no presente trabalho estdo inseridas em
um projeto tematico de bioprospeccdo coordenado pelo professor Wagner Vilegas, do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara — SP, e entitulado: USO
SUSTENTAVEL DA BIODIVERSIDADE BRASILEIRA: PROSPECCAO
QUIMICO-FARMACOLOGICA EM PLANTAS SUPERIORES (Processo:

02/05503-6). Esse projeto faz parte do programa Biota-Fapesp.

A escolha das espécies a serem avaliadas dentro deste projeto temético
se baseou em estudos etnofarmacologicos conduzidos pela Prof® Dr? Clélia Akiko
Hiruma-Lima, do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu — SP. Esses estudos
buscaram conhecimentos tradicionais acerca do uso de plantas nativas do cerrado no

tratamento de Ulceras gastricas.

Porém, o projeto tematico supracitado ndo busca apenas a
identificagdo de compostos com potencial no tratamento de Ulceras gastricas. Varias
outras atividades bioldgicas vém sendo avaliadas por um grupo multidisciplinar,
composto por pesquisadores da Universidade de Campinas (UNICAMP), da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) e da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Esse grupo vem avaliando os compostos vegetais quanto as suas atividades
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antimicobacteriana, antioxidante e também quanto

ao seu potencial mutagénico.
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Sendo assim, no presente estudo, foram avaliados quanto a
mutagenicidade compostos obtidos de dez diferentes espécies vegetais nativas do

cerrado brasileiro.

Trés espécies pertenciam ao género Alchornea: A. castaneifolia, A.
glandulosa e A. triplinervia, sendo estas as especies predominantes desse grupo
taxondmico no estado de S&o Paulo. As folhas de A. triplinervia utilizadas nesse
trabalho foram coletadas no Jardim Boténico do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Botucatu por Tamara Regina Calvo (IQ-UNESP-Araraquara) e Luis Fernando Rolim
(IB-UNESP-Botucatu), com a identificacdo Botanica sendo realizada pelo Prof. Jorge

Tamashiro, do Instituto de Biociéncias da UNICAMP.

Os mesmos coletores recolheram o material vegetal de A. glandulosa
na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queir6s” (ESALQ-USP) em Piracicaba-
SP, com a identificacdo também sendo realizada por Jorge Tamashiro e a excicata foi

depositada no Herbario da Universidade de Campina (UNICAMP) sob 0 n°132828.

O material vegetal de A. castaneifolia foi coletado pela prof.2 Clelia A.
Hiruma Lima em Palmas (TO). A identificacdo foi realizada pela prof.2 Solange de
Fatima LOlis e a exsicata foi depositada no Herbario da Universidade do Tocantins

com o seguinte namero: TO 4321.

Outra espécie estudada nesse projeto foi Anacardium humile, cujo
material vegetal (folhas) foi coletado na cidade de Porto Nacional (TO) e a excicata se
encontra catalogada no Herbario da Universidade de Tocantins sob o n® HTO 1922. A

identificacdo do material vegetal foi realizada pelo botanico Eduardo Ribeiro, da
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UFTO, com o auxilio da profa. Clelia A. H. Lima, do Instituto de Biociéncias de

Botucatu — UNESP.

As folhas de Byrsonima basiloba foram coletadas por Luis Fernando
R. de Almeida (IBB-UNESP-Botucatu, SP) no municipio de Pratania-SP e
identificadas por Dr. José Clemente Campos do IB-Botucatu. A exsicata de numero

24163 encontra-se depositada no herbario da Unesp- Botucatu.

O material vegetal (folhas) de Mouriri pusa, que também foi
submetido a andlises de mutagenicidade, foi coletado em Porto Nacional, Tocantins. A
identificacdo boténica foi realizada pela Prof®. Solange de F. Lolis da Universidade

Federal do Tocantins. A exsicata foi depositada no Herbario HTINS sob o n° 4548.

Para a realizacdo dos ensaios de mutagenicidade com Strychnos
pseudoquina, o material vegetal (folhas) foi coletado em Porto Nacional (TO) e
identificado pelo Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos, da Universidade Estadual do
Tocantins. Uma exsicata estd catalogada no Herbario da Universidade Estadual do

Tocantins com o n° 3291.

3.2 Preparo dos Extratos Vegetais

Todas as extracbes dos compostos vegetais estudados quanto a
mutagenicidade foram realizadas no Instituto de Quimica da UNESP, campus
Araraquara-SP, sob coordenacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas. De cada espécie

vegetal foram obtidos dois extratos, um extrato polar e um extrato apolar, permitindo
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uma melhor caracterizacdo dos compostos presentes nessas espécies, bem como de
seus possiveis efeitos sobre o DNA. Para obtencdo dos extratos apolares foram
utilizados como solvente o cloroférmio (CHCI3) ou o diclorometano (DCM); para 0s

extratos polares foi utilizado o metanol (MeOH).

O esquema genérico a seguir (Figura 15) resume 0 processo

empregado para a obtencéo dos extratos das diferentes espécies vegetais estudadas.
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Material Vegetal
Coletado

- Secagem em estufa (60°C)
- Moagem em moinho de facas

Maceracao em
Diclorometano ou
Cloroformio
(7 Dias)

Evaporacdo - Pressdo negativa (40°C)

Extrato Apolar Torta
(Diclorometanico ou

Cloroférmico)

Maceracao em
Metanol
(7 Dias)

Evaporacéo - Pressdo negativa (40°C)

Figura 15. Esquema geneérico de obtencdo dos extratos vegetais
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3.3 Obtengéo das Fracdes Enriquecidas e Substancias Puras

Além dos extratos vegetais citados anteriormente, foram avaliadas
duas fraces enriquecidas, obtidas do extrato metanolico de M. pusa, e trés fracdes
enriguecidas e uma substancia pura obtida do extrato metandlico de S. pseudoquina.
Esses procedimentos foram também realizados no Instituto de Quimica da UNESP de

Araraquara, sob coordenagdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas.

3.3.1 Fragdes Enriquecidas de Flavonodides e Taninos de M. pusa

A obtencdo das fracdes enriquecidas de taninos e flavonoéides, a partir
do extrato metandlico de M. pusa, seguiu o procedimento representado pela Figura 16.
O extrato foi dissolvido numa quantidade V de metanol, sendo, em seguida,
adicionado uma quantidade de aproximadamente 8V de Acetato de Etila, ocorrendo
entdo precipitacdo. A porcdo preciptada e o sobrenadante sdo separados e secos. A
primeira porcdo é a chamada Fracdo Enriquecida de Taninos (FET). A massa seca do
sobrenadante foi entdo dissolvida em Hexano/Diclorometano 1:1 (v/v). Apés
centrifugacdo o sobrenadante foi submetido a uma coluna Sephadex LH-20 para

separacdo da Fracdo Enriquecida de Flavondides.



Extrato MeOH

Dissolucdo em
AcOEt/MeOH 8:1 v/v
centrifugacéo

SMeOH PMeOH
Sobrenadante Precipitado
secagem

Dissolucdo em
Hex/Dcm 1:1v/v e
centrifugacéo

PACOEt
Precipitado

SACOEt
Sobrenadante

Sephadex LH-20
Metanol

Fracdo Enriquecida

de Flavondides

secagem
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Fracéo
Enriquecida de

Taninos

Figura 16. Esquema da obtencdo das fracdes enriquecidas do extrato metandlico de M.

pusa
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3.3.2 Fragdes Enriquecidas de Flavondides e Alcaldides de S. pseudoquina

Uma porgéo do extrato metanolico de S. pseudoquina foi submetida a
uma coluna cromatogréfica Sephadex LH-20, com metanol como eluente. Cem fragdes
foram coletadas e checadas por Cromatografia em Camada Delgada, em placas de
silica-gel, com fase mdvel CHCIl;—-MeOH-n-PrOH-H,0 (5:6:1:4, viviviv), com
revelacdo utilizando os reagentes Draggendorff, iodoplatinato ou NP/PEG (Natural
Products/Polyethyleneglycol). Alcaldides foram detectados nas fragbes 3-29 (Fracéo
Enriquecida de Alcaldides — FEA), e flavonoides foram detectados nas fragdes 35-90
(Fracdo Enriquecida de Flavonoides — FEF). As fracdes 30-35 (Fracdo Intermediaria —
FI) continha uma mistura de alcaldides, flavondides e outros compostos nado
identificados. Uma parte da FEA foi entdo purificada, obtendo-se um alcaloide inédito,

denominado alcaldide 1.

3.4 Doses Utilizadas

Nos ensaios in vitro (Teste de Ames) foram testadas 5 concentracdes
dos diferentes extratos vegetais. As doses foram determinadas em estudos de triagem
empregando-se a linhagem TA98 ou TA100, testando-se doses decrescentes obtidas a
partir do limite de solubilidade (maior concentracdo possivel) de cada um dos
derivados vegetais. Todos o0s extratos vegetais avaliados através do teste de Ames

foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO). Também foram avaliadas diferentes
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concentracdes (pelo menos 4) de fracBes enriquecidas obtidas de algumas das espécies

vegetais ja apresentadas. Essas frages também foram diluidas em DMSO.

Nos testes de mutagenicidade in vivo foram empregadas trés doses de
cada extrato vegetal. As doses foram escolhidas com base no limite de solubilidade
dos extratos em agua destilada, correspondendo a 50, 75 e 100% dessa concentragéo.
Cada um dos extratos vegetais foi diluido em &gua destilada e administrados via
gavage aos animais, num volume maximo de 0,3 mL. Apenas 0s extratos metanolicos
foram avaliados devido a dificuldade de dissolucdo dos extratos apolares em agua

destilada ou qualquer outro solvente apropriado a estudos de mutagenicidade in vivo.

3.5 Animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss
albino) com aproximadamente 30 g de peso corporeo, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram mantidos em caixas individuais de polipropileno, com tampa-grade, durante o
periodo de tratamento, com &gua e alimento ad libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas

e temperatura de 23 + 2 °C.

O projeto de pesquisa para 0 desenvolvimento desse trabalho foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UNESP de Araraquara, sendo toda a metodologia de experimentacdo com animais

aprovada.
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Para os tratamentos os animais foram divididos em grupos de 10,
sendo 5 machos e 5 fémeas. Cada um deles recebeu as diferentes doses dos extratos

vegetais via gavage, num volume maximo de 0,1 ml para cada 10 g de peso corporeo.

3.6 Teste de Ames

3.6.1 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de
Salmonella typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade
de Berkeley, Califérnia, USA. A cepa TA98 apresenta mutacdo no gene hisD
(hisD3052) que codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como ponto
preferencial para a reversdo oito residuos repetitivos de GC e detecta compostos
mutagénicos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA. A mutacédo
hisG46 presente na cepa TA100 ocorre no gene que codifica a primeira enzima do
processo de biossintese da histidina, através da substituicdo do cddon selvagem GGG
(CCC) - prolina — por GAG (CTC) — leucina. Assim, essa cepa detecta agentes
mutagénicos que ocasionam substituicdes, principalmente neste par G-C. A cepa
TA102 contém a mutacdo ochre TAA no gene hisG e detecta eficientemente
mutagenos como formaldeido, glioxal, varios hidroperoxidos, bleomicina,
fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e agentes cross-link, como mitomicina-
C. A cepa TA97a também detecta mutagenos do tipo frameshift e apresenta mutacao

no gene his D 6610 e alvo para mutacdo os residuos GC (Maron e Ames, 1983).
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3.6.2 Manutencéo e estoque das cepas de S. typhimurium

As cepas de S. typhimurium foram mantidas em tubos para
congelamento (1,5mL) a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas as suas

caracteristicas genéticas. Para cada 0,9 ml de cultura foi adicionado 0,1 ml de DMSO

substancia crioprotetora.

3.6.3 Verificacdo das caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram
checadas rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A
dependéncia da histidina, presenca de mutacao rfa, presenca de delecdo uvrB, presenca
de plasmidios de resisténcia e taxa de reversdo espontanea foram verificados de acordo

com Maron e Ames (1983).

3.6.4 Preparo dos inoculos de S. typhimurium utilizados no ensaio

Com auxilio de alca de inoculacdo, pequena quantidade da cultura
estoque congelada era semeada em 30mL de caldo nutriente (Oxoid n. 2), incubada a
37 °C, por 12-16 horas, em banho-maria (37°C) com agitagdo (160 rpm), de modo a

obter uma densidade de 1-2 x 10° bactérias/ml.
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3.6.5 Meios de cultura

Os meios de cultura e solu¢Bes necessarios para 0s ensaios de mutacao
reversa foram preparados de acordo com as especificacbes de Maron e Ames (1983).
Nos ensaios de mutagenicidade foi usado dgar minimo glicosado (AMG), constituido
de agar glicose (20 g de glicose, 15 g de Bacto agar e 930 mL de agua destilada) e
Meio Vogel Bonner “E” 50x concentrado (10 g de sulfato de magnésio
heptahidratado, 100 g de acido citrico, 175 g de fosfato de sodio e aménio , 500g de
fosfato de potassio dibasico e 670 ml de agua destilada) na proporcdo de 980 ml para

20 ml respectivamente.

O éagar de superficie (“top-agar”) era composto de 0,5 g de cloreto de
sodio, 0,6 g de Bacto agar e 100 ml de agua destilada, acrescido de 10 ml de uma

solucéo de L-histidina 0,096 mg/ml ( Sigma) e D-biotina 0,123 mg/ml (Sigma).

Os meios de cultura foram preparados e esterilizados em autoclave a

121°C por 15 minutos.

3.6.6 Preparo da mistura de S9

Foi utilizada a fracdo microssomal S9 homogeneizada de figado de
rato (fracdo pds-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir de
figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas, arocloror 1254). O uso

da fracdo S9 permite inferir se uma substancia ou amostra € mutagénica em sua forma



Material e Métodos 46

original ou se necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica. Essa
fracdo foi obtida comercialmente da MOLTOX (Molecular Toxicology, Inc.USA).
Para o preparo da mistura S9, todas as solucdes (cloreto de magnésio 0,4M e cloreto
de potassio 0,4M, glicose-6-fosfato 1M, B-nicotinamida adenina dinucleotidifosfato
0,1M, tampéo fosfato 0,2M pH 7,4 e agua destilada) inclusive a fracdo S9 hidratada,
foram mantidas em banho de gelo durante todo o ensaio, preparadas sempre a fresco e

utilizadas por um periodo de no méximo 3 horas.

3.6.7 Controles

O controle negativo foi realizado com DMSO, o solvente dos extratos
vegetais. Os ensaios foram realizados incluindo-se também controles positivos para
confirmar as propriedades de reverséo e especificidade de cada cepa. Foram utilizados
como controle positivo em ensaios sem ativacdo metabdlica o 4-Nitrofenilenodiamina
(NPD) para as linhagens TA98 e Ta97a, Azida Sddica para a linhagem TA100 e
Daunomicina para a linhagem TA102. Nos ensaios com ativacdo metabolica foi

empregado o composto 2-antramina para todas as linhagens.

3.6.8 Ensaios de mutagenicidade

De acordo com a metodologia de pré-incubacdo, desenvolvida por
Maron e Ames (1983), diferentes concentraces dos extratos vegetais foram

misturadas a 0,5 ml de tampéo fosfato 0,2M pH 7,4, 0,1 ml de cultura de bactérias e
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incubadas de 20-30 minutos a 37°C. Nos ensaios com ativacdo metabdlica, foram
adicionados, em substituicdo ao tampao fosfato, 0,5 ml da mistura S9. Decorrido o
tempo de incubacdo, 2 ml de “top agar”, contendo tracos de L-histidina e D-biotina,
foram adicionados a mistura presente nos tubos. O conteudo de cada tubo, assim
composto, foi levemente homogeneizado em vortex e vertido sobre a superficie de
uma placa contendo agar minimo glicosado. Apds solidificacdo do “top-agar”, as
placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C. Ao término desse periodo, foi realizada a
contagem do numero de col6nias revertentes por placa. Os ensaios foram realizados

em triplicata.

3.7 Teste do Microntcleo

O protocolo adotado para a realizacdo de nossos trabalhos foi o
descrito por Hayashi et al. (1990), no qual se empregam laminas pré-coradas por

acridine orange.

3.7.1 Preparo das laminas com Acridine Orange

As laminas (bem limpas) foram agquecidas em uma placa aquecedora a
aproximadamente 70°C. Com as laminas quentes, colocou-se 10ul de solucdo de
acridine orange (1 mg/ml) sobre a lamina e fazendo-se o espalhamento utilizando a
extremidade de outra lamina bem limpa. As laminas foram secas ao ar e guardadas em

caixa apropriada, a temperatura ambiente, em local escuro, por pelo menos 24h.
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3.7.2 Obtencdo do sangue e preparo das células

Com o auxilio de uma agulha, a cauda dos animais foi perfurada,
coletando-se 5ul de sangue (uma gota) e depositando-o no centro da lamina
previamente preparada com acridine orange, cobrindo-a com laminula. As laminas
com o material biolégico foram mantidas a -20°C, no escuro, por no minimo 24 horas

antes da analise citoldgica, propiciando uma melhor acao do corante.

A andlise citoldgica das laminas contendo o sangue periférico dos
animais foi efetuada o mais rapido possivel, para evitar a deterioracdo do material.
Esta andlise foi realizada em microscépio de fluorescéncia, combinando luz azul (488
nm) e filtro amarelo. Foram contados 1000 reticuldcitos por animal e anotadas as

freqiiéncias de células micronucleadas.

3.7.3 Ensaio de Mutagenicidade

Para avaliacdo da mutagenicidade in vivo dos extratos obtidos de
plantas medicinais nativas do Bioma Cerrado, foram empregados camundongos Swiss
albinos (com cerca de 30g). Foram avaliadas trés doses de cada um dos extratos

vegetais, administradas aos animais via gavage.

Foi estabelecido um grupo controle positivo para cada uma das
espécies vegetais avaliadas quanto a mutagenicidade, no qual os animais foram

tratados via intraperitoneal com ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.). O grupo controle
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negativo recebeu, via gavage, 0,3 ml de agua destilada, uma vez que esse foi o

solvente empregado para a dissolucdo dos extratos estudados.

Foram coletadas amostras de sangue da cauda dos animais antes de
cada tratamento, obtendo-se assim a freqliéncia basal de micronucleos para cada
individuo (controle-interno). Trinta horas depois da administracdo dos compostos-teste
aos animais, foi feita uma nova coleta de sangue para verificagdo da mutagenicidade
aguda dos extratos vegetais através do teste do microndcleo em células do sangue

periférico.

3.8 Analise Estatistica dos Resultados

3.8.1 Teste de Ames

Os dados da mutagenicidade dos extratos vegetais foram analisados
utilizando o programa estatistico Salanal elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L.
Myers do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA, por intermédio
da Dr® Maria Ines Sato (CETESB). Esse programa permite avaliar o efeito dose-
resposta atraves do célculo da andlise de variancia (ANOVA — teste F) entre as médias
do namero de revertentes nas diferentes doses testadas e o controle negativo, seguido
de uma regressdo linear. O modelo do programa escolhido para a analise dos dados foi

0 modelo Bernstein (BERNSTEIN et al., 1982).
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A Anélise de Variancia (ANOVA) é um procedimento estatistico para
anélise de testes de hipotese, utilizado na comparacdo de medias de dois ou mais
tratamentos de uma amostra. Nessa analise, sdo levadas em consideracdo a
variabilidade dentro (quanto maior a variabilidade dentro de uma amostra, maior a
dificuldade para concluir que os tratamentos sdo diferentes) e a variabilidade entre
(quanto maior a variabilidade entre as amostras maior a evidéncia de que existem

diferencas entre os tratamentos).

O valor de F é obtido a partir da relacdo da variabilidade entre (S%)
com a variabilidade dentro (S%): F = S%/ S%p. Se o F obtido for menor que o F critico
(obtido de uma tabela de distribuicdo F) pode-se aceitar a hipdtese nula (Ho) como
verdadeira. A hipotese nula na ANOVA é assumida como a inexisténcia de diferencas

entre os tratamentos sob analise.

Além da andlise de varidncia, a partir dos resultados obtidos, foi
calculada a razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose analisada, que € a média do
namero de revertentes na placa teste dividido pela média do nimero de revertentes por
placa do controle negativo (reversdes espontaneas). As amostras foram consideradas
com resultado positivo quando a razdo de mutagenicidade (RM) foi maior ou igual a 2
em pelo menos uma das doses testadas e quando houve uma relacdo dose resposta
entre as concentracdes testadas e o numero de revertentes induzidos. Por sua vez, a
amostra foi considerada com resultado negativo para o teste de Ames, quando a
mesma ndo induziu aumento significativo no nimero de revertentes e seus RM foram

todos menores que 2.
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Quando houve uma diferenca estatisticamente significativa entre o
grupo tratado e o controle negativo, mas a razdo de mutagenicidade foi menor que 2,
as amostras foram consideradas como causadoras de indicios de mutagenicidade. 1sso
significa dizer que a amostra apresenta em sua constituicdo compostos capazes de
ocasionar danos ao DNA, mas nas condi¢Bes empregadas, sua mutagenicidade néao foi

efetiva.

3.8.2 Teste do Microntcleo

Apos a analise citologica das ldminas contendo amostras do sangue
periférico dos camundongos tratados com os extratos vegetais, foram calculadas as
frequéncias médias de células micronucleadas, bem como os desvios padrdo para cada
um dos grupos de tratamento. A partir destes resultados foi aplicado um teste de
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo o teste-t de Student, realizando-se
comparagOes entre os valores obtidos para 0s grupos tratados com 0s extratos vegetais
e aqueles obtidos para o grupo controle-solvente. Quando houve uma diferenca
estatisticamente significativa em nivel de 5% entre os grupos tratados com os extratos
e seus respectivos controles, o composto testado foi considerado mutagénico. Os testes

estatisticos foram realizados com o software estatistico INSTAT (GraphPad).

O teste-t é utilizado quando visa-se a comparacdo entre as medias
obtidas de duas amostras, com variancias iguais. Nesse teste a hipdtese nula (Ho)
considera que ndo existem diferencas estatisticas entre as amostras e a hipotese

alternativa é que as médias apresentam diferencas entre si.



4. RESULTADOS

4.1 Resultados in vitro — Extratos polares, apolares e fracGes enriquecidas

4.1.1 Género Alchornea

No presente estudo, foram realizados ensaios de mutagenicidade com
0s extratos metandlico (polar) e cloroférmico (apolar) das espécies A. castaneifolia, A.
glandulosa e A. triplinervia. No teste de Ames, os extratos cloroformicos das trés
espécies ndo apresentaram qualquer efeito mutagénico, com ou sem ativacdo
metabolica. Entretanto, foi observada citotoxicidade para a linhagem TAL00, ap6s
ativacdo metabdlica, na maior dose testada do extrato cloroférmico de A. castaneifolia
(Tabela 1; Figura 17). Os extratos metandlicos de A. castaneifolia e A. glandulosa
foram mutagénicos para a linhagem TA98 (-S9/+S9), sendo que 0 extrato de A.
glandulosa alterou significativamente a frequéncia de revertentes nas outras linhagens
(Tabela 2; Figura 20). No caso do extrato metanolico de A. triplinervia, houve
mutagenicidade (+S9) nas linhagens TA98 e TA97a. Esse extrato foi tambem

citotoxico nas duas maiores doses testadas na linhagem TA102 (Tabela 3; Figura 22).
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Figura 17. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, apos tratamento com extrato cloroférmico (CHCI) das folhas de A.

castaneifolia, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 18. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, ap0s tratamento com extrato metanolico (MeOH) das folhas de A.

castaneifolia, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 19. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apos tratamento com extrato cloroférmico (CHCI3) das folhas de A.

glandulosa, com e sem ativacdo metabolica (S9).
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Figura 20. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, ap0s tratamento com extrato metanolico (MeOH) das folhas de A.

glandulosa, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 21. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de S.
typhimurium, ap6s tratamento com extrato cloroférmico (CHCI53) das folhas de A. triplinervia,

com e sem ativacdo metabolica (S9).
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Figura 22. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de S.
typhimurium, apds tratamento com extrato metandlico (MeOH) das folhas de A. triplinervia,

com e sem ativacdo metabolica (S9).
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4.1.2 Anacardium humile

Foram analisados os extratos metanolico (polar) e diclorometénico
(apolar) desta espécie vegetal e, em nenhuma das condi¢bes empregadas, eles se
mostraram mutagénicos. Entretanto, nas linhagens TA100 e TA97a, sem ativacdo
metabolica, o extrato metandlico apresentou citotoxicidade nas maiores doses

avaliadas (Tabela 4; Figura 24).



TO'0 > d, "091|QUBIBINl OJe)IXT-HOAIA ‘0d1UgIaWwolo]dlQ 0¥enx3-¢|0°HD “(edeld/6M o'¢) eurdlwouneq, :(ede|d/6r Gz'T) eaIpos epizy, :(edejd/bri

G¢'T) eulwenuy-g, :(edeld/Bm 0'0T — eulwelpaus|iusyd-0-011u-¥) AdN, (0AINSOd 8]013u0D) + |00 "(0AREL3U 8jo1u0d) IR/ 00T :OSING

GVTECFEBIIC |, TerTF6'99LT 6BTTFEIIET  GOTTF6'L8YT TSITFOPEST Q' TZTFL'6TET ETCTF6'9TCT L E€'99 F£'8L6 +1001D
(e 6TIFETZE (80)6'YFETEZ (T'T)6'GFL'99T 021X010}D (6'0) G'6 F0'92T 021X0104D (1) 9'eF08T (0'T)EV'9FLOC 08'LT
(T €91 ¥5%60¢ (L'0)9'22F0LTz (T'T)T'OTFG'9ST  oaxopoud (0T ETTF0'82T (9'0)G'€FG2.  (0T)L'0FGST  (6'0) ¥S'€EFG'LT Se'eT
(1) L'ztFe'lze (80)LvTFL62c (@T)T9FLGLT (6'0)¥'TF086 (0T)L8FLVET  (8'0)v'9Fe86 (T'T)GTFL9T  (0'T) T9'EF0'0C 06'8
(@Tnv'9Fsere (6'0)0LTF0L52 (T'T)8YTFSG99T (6'0)S'€+G9T (OTV'TFover (80)S'2FL296 (0T)82F0'9T (0'T) TV'TF00C Sr'y
(0'T) €21 F0282 (6'0)G'GeFeeoe (T'T)L2TFL2'eST (T'T) 6V FG6IT (T'T)L'OTFL¥T (6'0) L'GTF02CIT (0T)O'TF0'9T  (6'0) 85V F0'6T e
6'CT T L'V.T L'9F €162 T'6 FEWYT 8'LFG'CIT 9'9T F£'€ET SYT FLT2T G'ZFEST v0'v T €€'02 0SNG
HOBW
(T'serFosie (BoevFetee (TT)CTTFETST (@T)vFoeer (TTTLFLerT (TT)0ovFeeor (€T)29FL'6T  (8'0) T9EFO'LT 0T'eT
(T v'orFL'see (L'0)09TFL2Te (T'T)96FL26T (T'T)8CF0Ter (TTe8FLesT (€T)08FLL1T  (@T)SeFL8T (T'T)w0vFeee 28'6
(1 oTrFezee (L'0)6'rsFe96T (TT)9VTFLTIT (60)5'8F00TT (T VLTFOTYT (0T ¥'2FL26  (€T)0TF00z (0'T)0TF002 65'9
(T'1)o'ozFe'sie (6'0)02TF025c (TDevFLest (OT)8LFGLIT (TTL2TF0owwT (6'0092F068 (€T 2eFe6T (T'T)0TF0E LT'€
(T gerFoere (6'0)G'scFeeoe (T'T)6'2cFeeor (60)2'sF00IT (0T)0'2F0'6eT  (60)0'sF028 (ST)gvFLee (0T)ITVFETC v9'T
6'CT T L'V.2 L'9F €162 T'6 FEVYT 8'L FG'CIT 9'9T F£'€ET G'EFEV6 g'zZFe'sT v0'v T €€'02 OSINa
90°*HO
6S + 6S - 6S + 6S - 6S + 6S - 6S + 6S - (eoejd/bw)
20TV.L eL6V.L 00TV.L 86V.L ojuswWelel |

SOJeJIX8 SOP Sasop SeLeA

"22110CEIBW OBdRAIR (6S-) WaS NO (6S+) WO ‘B[IUNY "y 8P 021]oURIBW 3 021ULIBLWOI0|IIP

e seisodxa wnunwiydfy 'S ep Z0TVL @ ®/6VL ‘00TVL ‘86Vv.L Suabeyur] seu (sessjugsed anus

N

lojen) apepiolusbeiniu ap oezel 8 oelped OIASSP ‘S81USLIBAR] 8P OJaWnu op eIpaw ejad essaidxs ealugbeinw spepIAny v v 13gVv.L

09



61

#P<0,0leRM<?2

o # mg / placa
T 15

o

S oo

§, 03,10
g || [@6,20
3 m 12,50
g m 18,70
3 W 25,00
& 0,5

o

TA98 TA98+S9  TA100 TA100+S9 TA97a TA97a+S9 TA102 TA102+S9
Linhagens

Figura 23. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apos tratamento com extrato diclorometanico (DCM) das folhas de A.

humile, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 24. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apds tratamento com extrato metanolico (MeOH) das folhas de A.

humile, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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4.1.3 Byrsonima basiloba

Os extratos metanolico e cloroférmico da espécie B. basiloba foram
avaliados através do teste de Ames e ndo apresentaram uma mutagenicidade bem
caracterizada (Tabela 5; Figuras 25 e 26). Os resultados obtidos para o extrato
cloroférmico desta espécie ndo demonstraram inducdo de mutacdes nas doses
empregadas. Ja o extrato metandlico apresentou um aumento significativo na
freqliéncia de revertentes na linhagem TA100 (-S9), mas a razdo de mutagenicidade
ndo foi maior do que 2, sendo verificados portanto apenas indicios de mutagenicidade.
Nessa mesma linhagem, o extrato metanolico passou a ser citotoxico apos a ativacao
metabolica, nas trés maiores doses testadas. O extrato metandlico dessa espécie
também foi citotoxico para a linhagem TA97a, mas apenas sem ativacdo metabolica;

alteracdes estatisticas significativas foram observadas nessa cepa.
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Figura 25. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, apos tratamento com extrato cloroférmico (CHCIy) das folhas de B.

basiloba, com e sem ativacdo metabodlica (S9).
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Figura 26. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, ap0s tratamento com extrato metanolico (MeOH) das folhas de B.

basiloba, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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4.1.4 Mouriri pusa

Para avaliacdo da mutagenicidade in vitro da espécie M. pusa foram
utilizadas cinco diferentes concentracdes dos extratos metandlico e diclorometénico
obtidos desta planta. O extrato diclorometanico ndo apresentou mutagenicidade em
nenhuma das doses avaliadas (Tabela 6; Figura 27). A mesma tabela mostra que o
extrato metanolico apresentou uma alta mutagenicidade, especialmente na linhagem
TA98, onde a razdo de mutagenicidade nas maiores doses ficou em torno de 7,0
(Figura 28). Nas linhagens TA100 e TA97a a mutagenicidade desse extrato também

foi bastante evidente, com indices de mutagenicidade variando entre 2,1 e 4,2.

Além dos extratos vegetais ja citados, foram avaliadas fracdes
enriquecidas de flavondides e taninos, obtidas desta espécie. A fracdo de flavonoides
se mostrou bastante mutagénica (Tabela 7; Figura 29), especialmente na linhagem
TA98 (-S9/+S9), onde a razdo de mutagenicidade variou entre 2,3 e 12,2. A fracdo de
taninos também foi mutagénica, porém as razdes de mutagenicidade foram menores

(Tabela 7, Figura 30)
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Figura 27. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, apos tratamento com extrato diclorometanico (DCM) das folhas de M.

pusa, com e sem ativacdo metabolica (S9).
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Figura 28. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, apés tratamento com extrato metanolico (MeOH) das folhas de M.

pusa, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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TABELA 7. Atividade mutagénica expressa pela média do nimero de revertentes,

desvio padréo e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens TA98

e TA100 de S. typhimurium expostas a varias doses das fracbes enriquecidas de

flavonodides (FEF) e de taninos (FET), obtidas de M. pusa, com (+S9) ou sem (-S9)

ativacdo metabdlica.

Tratamento TA98 TA100
(mg / placa) -S9 +89 -S9 +89
FEF
DMSO 14,0+14 18,5+3,5 97,0+ 14 81,5+10,6
15 24,0456 (1,7)" 98,5+3,5(53)" 102,5 + 6,4 (1,0) 161,5+21,9 (2,0)"
3,0 32,0+28(2,3)" 118,0+ 14,1 (6,4)” 103,0+ 1,4 (1,1) 181,0+9,9(2,2)"
6,1 755492 (54) " 1395+9,2 (7,5)" 1450+4,2 (1,5)" 2175+78(2,7)"
12,1 81,0+28(58)" 172,0+8,5(9,3)" 218,5+14.8 (2,3)" 207,5+2,1(25)"
18,2 77,0+1,4(55)" 2255+9,2 (12,2)" 198,0+5,7 (2,0)" 236,5+6,4(2,9)"
24,3 51,0 +7,1(3,6) " 201,5+ 6,4 (10,9)" Citotéxico 1790+ 11,3 (2,2)"
FET
DMSO 140+14 18,5+3,5 97,0+ 14 81,5+ 10,6
2,8 15,0 4,2 (1,1) 36,0 +5,6 (1,9)" 87,0 +2,8(0,9) 1005 +2,1 (1,2)
5,6 15,5+2,1 (1,1) 57,5+7,8(3,1) 1135+ 17,6 (1,2) 137,0+8,5(1,7)
11,2 175+2,1(1,2) 64,5+7,8(35) 100,5 + 3,5 (1,0) 130,0 + 8,5 (1,6)"
22,4 22,0+238(1,6)° 58,0 + 4,2 (3,1)" 120,0+14,1 (1,2) 142,0+155 (1,7)°
33,6 26,0+ 4,2 (1,8) 79,5+ 10,6 (4,3) 130,0 + 8,5 (1,3) 130,5+4,9 (1,6)
44,8 32,5+3,4(2,3) 74,5+ 6,4 (4,0)° 131,5+ 3,5 (1,3) 143,0+5,6 (1,7)"
Control + 978,3+48,9° 1098,3 +114,1° 1459 +112,1°¢ 1532,9+123,7°

DMSO: 100 pL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): * NPD (4-nitro-o-

phenilenediamina — 10,0 pg/placa); ® 2-Antramina (1,25 ng/placa); ¢ Azida Sédica (1,25

ng/placa); P < 0,01.
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Figura 29. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para diferentes linhagens de S.
typhimurium, apos tratamento com a Fracdo Enriquecida de Flavonodides, obtida do

extrato metanolico das folhas de M. pusa, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 30. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para diferentes linhagens de S.
typhimurium, apés tratamento com a Fracdo Enriquecida de Taninos, obtida do extrato

metanolico das folhas de M. pusa, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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4.1.5 Género Qualea

Foram avaliadas trés diferentes espécies do género Qualea: Q.
grandiflora, Q. multiflora e Q. parviflora. Das trés espécies foram avaliados, atraves

do teste de Ames, os extratos metandlico e cloroférmico.

O extrato metandlico de Q. grandiflora (Tabela 8; Figura 32)
aumentou a freqiéncia de revertentes (RM > 2) apenas na linhagem TA100, sem
ativacdo metabolica. Nas demais linhagens nenhuma alteracdo significativa foi
induzida por este extrato. O extrato apolar de Q. grandiflora (Tabela 8; Figura 31)
induziu mutacGes nas linhagens TA100 (sem S9), TA97a (-S9, +S9) e TA102 (com
S9). Além disso, esse extrato foi citotoxico nas duas maiores concentracfes avaliadas

para as linhagens TA97a (-S9) e TA102 (-S9).

Quanto ao extrato metandlico da espécie Q. multiflora (Tabela 9;
Figura 34), este se mostrou mutagénico na linhagem TA100, sem ativacdo metabdlica
e aumentou significativamente a freqiiéncia de revertentes na linhagem TA98. Neste
ultimo caso, entretanto, a razdo de mutagenicidade ndo chegou a 2, ndo podendo ser
caracterizada a atividade mutagénica. Ja o extrato cloroformico de Q. multiflora
(Tabela 9; Figura 33) foi mutagénico para a linhagem TA100, com e sem ativacdo
metabolica. Esse mesmo extrato também induziu um aumento significativo na
frequéncia de revertentes na linhagem TA97a (-S9), porém a razdo de mutagenicidade

foi menor que 2.
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O extrato metandlico de Q. parviflora ndo foi mutagénico em
nenhuma das condigdes avaliadas. Porem, nas linhagens TA100 e TA102, esse extrato
foi citotoxico (-S9) na maior dose utilizada (Tabela 10; Figura 36). O mesmo foi
observado para o extrato cloroférmico (Tabela 10, Figura 35). Porém, este extrato foi

citotoxico para a linhagem TA102, sem ativacdo metabdlica, na maior dose testada.
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Figura 31. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apdés tratamento com extrato cloroformico (CHCIs) das folhas de Q.

grandiflora, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 32. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, ap6s tratamento com extrato metandlico (MeOH) das folhas de Q.

grandiflora, com e sem ativagdo metabdlica (S9).
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Figura 33. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apos tratamento com extrato cloroférmico (CHCI;) das folhas de Q.

multiflora, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 34. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de
S. typhimurium, apds tratamento com extrato metandlico (MeOH) das folhas de Q.

multiflora, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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Figura 35. Valores de RM (razéo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, apdés tratamento com extrato cloroformico (CHCIs) das folhas de Q.

parviflora, com e sem ativacdo metabolica (S9).

1,5 4
##

Raz&o de Mutagenicidade
-
L
]
]
]
]
]

0,5

#P<0,0leRM<?2

Linhagens

*RM =2

mg / placa
0o

2,84
[@5,67
m11,35
17,02
W22,70

TA98 TA98+S9 TA100 TA100+S9 TA97a TA97a+S9 TA102 TA102+S9

Figura 36. Valores de RM (razdo de mutagenicidade) para as diferentes linhagens de

S. typhimurium, ap6s tratamento com extrato metandlico (MeOH) das folhas de Q.

parviflora, com e sem ativacdo metabdlica (S9).
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4.1.6 Strychnos pseudoquina

Os resultados obtidos com oc compostos obtidos de S. pseudoquina
podem ser observados no artigo, ja publicado e em anexo, no capitulo 2 do presente

trabalho.

4.1.7 Substancias Isoladas

Além dos extratos brutos e das fragdes enriquecidas, foram avaliadas
quanto & mutagenicidade in vitro alguns compostos isolados, obtidos de diferentes
plantas. Na Tabela 11 podem ser verificadas as plantas onde cada uma dessas

substéncias testadas ocorre.

Os resultados obtidos estdo reunidos na Tabela 12. Podemos verificar
que a amentoflavona e a quercetina aglicona foram mutagénicas para a linhagem TA98
(-S9/+S9). Os demais compostos ndo alteraram significativamente a frequéncia de

revertentes para essa linhagem.
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TABELA 11. Relacdo das substancias puras avaliadas quanto a mutagenicidade e sua

ocorréncia nas diferentes espécies vegetais estudadas

Substancia Espécie Vegetal onde é encontrada
a-Amirina B. basiloba
Friedelina B. basiloba
Catequina B. basiloba
Galato de Metila A. castaneifolia
A. glandulosa
A. triplinervia
B. basiloba
Amentoflavona A. castaneifolia
A. glandulosa
A. triplinervia
Quercetina A. castaneifolia
A. glandulosa
A. triplinervia
M. pusa
Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo B. basiloba
M. pusa
Quercetina-3-0O-B-D-galactopiranosideo A. castaneifolia
A. glandulosa
A. triplinervia

M. pusa
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TABELA 12. Atividade mutagénica expressa pela média do nimero de revertentes,
desvio padrdo e razdo de mutagenicidade (valor entre parénteses) na linhagem TA98

de S. typhimurium exposta a varias doses de compostos isolados das diferentes

espécies vegetais estudadas, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica.

Tratamento (mg/placa)

- S9 + 59
DMSO 370+5,6 275+0,71

a-Amirina

0,78 39,0+2,5(1,0) 27,0+ 4,2 (1,0)

1,05 41,0+£1,3(1,1) 28,5+3,5(1,0)

1,31 36,0+ 2,1 (1,0) 25,0+ 4,2 (0,9)
Friedelina

0,38 33,0+2,5(0,9) 27,071 (1,0)

0,57 36,5+ 1,1(1,0) 34,0+7,1 (1,2)

0,76 35,0+ 1,3(0,9) 31,0+1,4 (1,1)

0,95 410+11(1,1) 26,0 £ 4,2 (0,9)
Catequina

0,15 35,0+2,5(0,9) 26,0+ 4,2 (0,9)

0,48 49,0+ 1,3(1,3) 25,0+1,4 (0,9)

0,80 41,0+£1,1(1,1) 26,5+ 3,5 (1,0)

Galato de Metila

0,08 49,0+8,5(1,3) 25,0+£1,4(0,9)

0,24 46,5189 (1,2) 30,5+£0,7 (1,1)

0,40 54,0+£4,0(1,4) 340+£14 (1,2

Amentoflavona

0,28 62,0+ 3,4 (1,7)* 49,0+28 (1,8)*

0,56 98,5+ 125 (2,7)* 60,5+0,7 (2,2)*

0,84 133,0 + 10,4 (3,6)* 62,0+ 1,4 (2,2)*

1,12 70,0+ 1,7 (1,9)* 77,0+ 12,7 (2,8)*
Quercetina

0,02 1316 +121,3 (35,6)* 1173 + 60,8 (42,6)*

0,15 1292 + 49,7 (34,9)* 1215,5+178,9 (44,2)*

0,30 1592 + 42,7 (43,0)* 1367 + 72,1 (49,7)*

0,50 1958 + 52,9 (52,9)* 1242 + 76,4 (45,2)*

Quercetina-3-0-a-L-
arabinopiranosideo

0,05 42,0+35(1,1) 295+21(1,1)
0,11 43,0+31(1,2) 30,5+£2,1(1,2)
0,22 53,5+4,0(1,4) 29,5+6,4 (1,1)
0,44 56,0+3,5 (1,5 26,5+3,5 (1,0
Quercetina-3-O-B-D-
galactopiranosideo
0,06 44,0+4,0(1,2) 30,0+5,7(1,1)
0,07 48,0 £ 3,5 (1,3) 29,0+2,8(1,0)
0,10 46,0+ 6,4 (1,2) 30,0+2,8(1,1)
Ctrol+ 1023 +10 1552 + 70

DMSO: 100 pL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): * NPD (4-nitro-o-

phenilenediamina — 10,0 ug/placa). * P<0,01.
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4.2 Resultados in vivo — Extratos polares

Para avaliacdo da mutagenicidade dos extratos vegetais foi empregado
o teste do microndcleo em células do sangue periférico de camundongos submetidos a
tratamento agudo. Foram avaliados apenas o0s extratos polares (metanélicos) das
seguintes espécies: A. glandulosa, A. triplinervia, M. pusa, Q. grandiflora, Q.
multiflora e S. pseudoquina. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 13 e nas
Figuras de 37 a 42. Podemos verificar que os extratos metandlicos obtidos das espécies
A. castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia e Q. parviflora foram mutagénicos nas
maiores doses avaliadas, uma vez que houve uma diferenca estatistica significativa ao
nivel de 1% em relacdo ao grupo controle negativo. J& o extrato da espécie Q.
multiflora aumentou a freqiiéncia de células micronucleadas ao nivel de 5% de
significancia em relacdo ao controle negativo, demonstrando uma mutagenicidade

mais baixa.
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Figura 37. Freqiéncia média de reticuldcitos micronucleados (MNRET) e desvio

padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metandlico de A. castaneifolia, ciclofosfamida (CPA) ou &gua destilada.

**pP<0,01
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Figura 38. Frequéncia média de reticulocitos micronucleados (MNRET) e desvio

padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metandlico de A. glandulosa, ciclofosfamida (CPA) ou &gua destilada.

**P<0,01.
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Figura 39. Frequéncia média de reticulocitos micronucleados (MNRET) e desvio
padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metandlico de A. triplinervia, ciclofosfamida (CPA) ou &gua destilada.
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Figura 40. Freqiéncia media de reticuldcitos micronucleados (MNRET) e desvio
padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metanolico de M. pusa, ciclofosfamida (CPA) ou agua destilada. **P<0,01.
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Figura 41. Frequéncia média de reticulocitos micronucleados (MNRET) e desvio

padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metanodlico de Q. grandiflora, ciclofosfamida (CPA) ou &agua destilada.

**P<0,01
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Figura 42. Frequéncia média de reticuldcitos micronucleados (MNRET) e desvio

padrdo para 1000 células obtidas de camundongos tratados com diferentes doses do

extrato metanolico de Q. multiflora, ciclofosfamida (CPA) ou éagua destilada.

**P<0,01; *P<0,05.



5. DISCUSSAO

Os estudos cientificos envolvendo espécies vegetais tém se revelado, a
cada dia, de suma importancia, ndo apenas em niveis académicos, mas principalmente
em termos econdmicos e sociais. Cada vez mais as pessoas vém fazendo uso de
tratamentos medicinais alternativos e de plantas medicinais e as inddstrias
farmacéuticas e de cosméticos tém buscado em fontes naturais as matérias primas e

principios ativos para seus produtos.

Esse crescimento no interesse por tratamentos alternativos pela
populacdo pode ser derivado de um desapontamento em relagdo aos tratamentos
alopaticos convencionais, em funcdo dos efeitos colaterais promovidos. Porém, em
muitos casos, as pessoas parecem desconhecer que os tratamentos baseados em plantas
medicinais também podem trazer sérios riscos. Os diagnosticos geralmente sdo
imprecisos e varias doencgas graves podem ter seus sintomas ocultados por essa pratica

(ELVIN-LEWIS, 2001).

Outro fator que pode estar chamando a atencéo para 0 uso de produtos
naturais € o fato de que grande parte dos medicamentos utilizados nos dias de hoje tém
em sua constituicdo moléculas descobertas na natureza. Cerca de 30% do mercado
farmacéutico mundial é representado por drogas derivadas de produtos naturais

(BASSO et al., 2005).

Entretanto, o crescimento desordenado das areas urbanas e as

alteracdes climaticas ocasionadas pela poluicdo estdo pondo em risco essa fonte
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riquissima de moléculas biologicamente ativas. De acordo com a International Union
for Conservation of Nature and Natural Resourses (IUCN) e com o World Wide Found
for Nature (WWF) cerca de sessenta mil espécies de plantas superiores estardo
extintas, ou perto disso, até a metade desse século (ETKIN, 1998). E o0 que agrava
ainda mais a situacdo € que muitas dessas espécies vegetais poderdo ser perdidas antes

mesmo de terem suas propriedades quimicas e bioldgicas estudadas.

No Brasil essa situacdo de devastacdo da natureza € especialmente
concreta. A maioria dos biomas presentes em nosso territorio se encontra em estagios
avancados de destruicdo e muito pouco se tem feito no sentido de se reverter essa

condicéo.

O exemplo do Cerrado brasileiro deixa claro qudo elevado sdo os
niveis dessa degradacdo. Estudos demonstram que até 1995 cerca de 50% do Cerrado
ja haviam sido destruidos e substituidos por areas agricolas, especialmente para a
producdo de grdos (ALHO e SOUZA MARTINS, 1995 apud JEPSON, 2005). E a
destruicdo pode ser completa até 2030, caso os niveis de desmatamento continuem
como nos dias atuais. Essa informacdo faz parte de um relatério técnico do grupo
Conservacéo Internacional - Brasil (MACHADO et al., 2004) que afirma que cerca de

2,2 milhdes de hectares de areas de cerrado vém sendo destruidos todos 0s anos.

A situacdo de destruicdo descontrolada desse bioma sé podera ser
controlada a partir do momento em que 0s Orgdos ambientais responsaveis se
posicionarem de forma concreta criando novas unidades de conservacdo e melhorando

as condicdes de protecdo das ja existentes. Isso podera garantir ndo apenas um relativo
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equilibrio ambiental, mas também pode permitir a manutencdo da possibilidade de
pesquisas de bioprospeccdo, na busca por moléculas novas de interesse para a

sociedade.

Mas, aléem da conservacdo das espécies vegetais que apresentam
potencial farmacoldgico para estudos de bioprospeccdo, também se faz necessaria a
valorizacdo dos conhecimentos populares acerca dos usos medicinais das plantas. Os
seres humanos fazem uso de produtos naturais desde os tempos mais remotos e todo o
conhecimento acumulado nesse periodo sobre as propriedades benéficas e nocivas das

plantas pode ser muito relevante.

Segundo Basso et al. (2005) os estudos de bioprospeccdo podem
sequir trés linhas principais: a abordagem randémica, a abordagem ecoldgica ou a
abordagem etnobotanica. A abordagem randémica é muito dispendiosa e bastante
desestimulante, uma vez que a busca por novas moléculas com atividades biologicas
se da de forma aleatoria e a taxa de sucessos € muito baixa. A abordagem ecologica se
baseia na observacdo do comportamento dos animais selvagens em relacéo as espécies
vegetais de uma area. Por exemplo, se em uma area infestada por herbivoros nédo
houver a predacdo de uma determinada espécie vegetal, pode-se inferir que essa planta
apresenta compostos toxicos em sua constituicdo quimica. A terceira abordagem para a
biopropeccdo, a etnobotanica, se baseia na utilizacdo de espécies vegetais no
tratamento de doencas pelas populagbes cujas tradicOes ainda se mantenham. Essa

ultima abordagem com certeza tem se mostrado a mais promissora.
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E varias podem ser as fontes de informacdes para que essa abordagem
seja posta em pratica pelos estudiosos. As medicinas tradicionais chinesa e indiana,
bem como os conhecimentos das populac@es indigenas remanescentes das Ameéricas,
dentre outras, podem servir como base para a selecdo de espécies a serem estudadas,
na busca por novas moléculas. Véarios tém sido os estudos que estdo encontrando,
nessas fontes populares, indicacGes de plantas realmente com potencial farmacolégico,
geralmente com atividades relacionadas aquelas as quais séo indicadas nos tratamentos

tradicionais.

Estudos com a espécie Artemisia annua, que faz parte da farmacopéia
chinesa e tem indicacdo para o tratamento da malaria, demonstraram que seu principio
ativo, a artemisina, atua efetivamente controlando os sintomas dessa doenca (Mueller
et al., 2004). Uma revisao realizada por Li et al. (2004) fez um levantamento de uma
série de espécies vegetais dessa mesma farmacopéia que apresentaram um efetivo
efeito contra a diabete mellitus e suas complicacdes. Outros estudos demonstraram
também atividades anti-HIV (WANG et al., 2006) e antioxidante (WONG et al., 2006;
CAl et al., 2004), bem como uma efetiva colaboracdo no tratamento de pacientes com

cancer (WONG et al., 2001)

As plantas da farmacopéia indiana também vém sendo estudadas, e
muitos destes estudos tém demonstrado efeitos bioldgicos bastante positivos. Jainu e
Devi (2006) verificaram que um extrato obtido da espécie Solanun nigrum foi efetivo
contra Ulceras gastricas; a Ayurveda indica uma preparacdo que emprega essa especie
vegetal para o tratamento dessa doenca. A eficiéncia no controle da diabete mellitus

através de tratamentos medicinais com plantas da Ayurveda também foi comprovada
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para varias espécies (MUKHERJEE et al., 2006). Também foi verificada a presenca de
compostos com atividade anti-inflamatoria (SINGH et al.,, 2006) e antioxidante

(SCARTEZZINI et al., 2006) em plantas utilizadas na medicina tradicional indiana.

Mas ndo sdo apenas as medicinas tradicionais chinesa e indiana que
vém sendo avaliadas em estudos cientificos. Um estudo com espécies vegetais
empregada pelos indios Chacobo, nativos da regido amazbdnica da Bolivia,
demonstraram a presenca de compostos quimicos efetivos no tratamento da malaria

(Mufios et al., 2000).

Todas essas informagdes demonstram que as espécies vegetais sdo
realmente uma fonte riquissima de compostos quimicos com potencial farmacolégico,
e que os conhecimentos populares acerca de sua utilizagdo podem ser importantes no
momento da escolha de plantas a serem objeto de estudos. Entretanto, as plantas
medicinais podem representar sérios riscos em sua utilizacdo. Os efeitos adversos
decorrentes da utilizacdo de plantas medicinais ndo estdo bem documentados

(TAYLOR et al., 2003).

Segundo uma revisdo realizada por Elvin-Lewis (2001), varios
problemas podem estar associados ao consumo por longos periodos de remédios
baseados em plantas medicinais. Como exemplo, dentre véarias espécies e problemas
de salde, pode-se citar plantas utilizadas como laxativos (Senna alexandrina, Aloe
vera e Rhamnus frangula), que estdo relacionadas a dores abdominais e problemas
cardiacos, bem como plantas utilizadas como estimulantes (Areca catechu, Ephedra

sinica e Paullinia cupana), que estdo sendo relacionadas com disfungdes hepaticas,
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agitacdo, palpitacbes e insbnia. Varios casos de hepatotoxicidade também sdo

relatados.

Além dos problemas supracitados, os riscos do consumo de
medicamentos tradicionais também estdo associados ao fato de que a regulamentacéo
da prescricdo e producdo desses compostos varia muito de acordo com a regido do
planeta, mas em grande parte dos paises, ainda é ineficaz. No caso da medicina
tradicional chinesa, como as formulacgdes sdo preparadas individualmente e raramente
sdo rotuladas, se torna praticamente impossivel, no caso de efeitos adversos, a
identificagdo dos problemas. Na Europa os padrdes regulatorios variam de pais para
pais e assim ndo se pode assegurar a composi¢do exata, a eficiéncia ou a seguranca de

praticamente nenhum medicamento derivado de plantas (ELVIN-LEWIS, 2001).

Muitas plantas apresentam em sua constituicdo compostos quimicos
que podem ser citotdxicos ou genotoxicos, podendo até mesmo estar relacionados ao
desenvolvimento de tumores (AMES, 1983). Varias espécies utilizadas
tradicionalmente pela populagdo sul-africana tiveram sua genotoxicidade avaliada,

sendo que varias delas ocasionaram quebras cromossémicas (TAYLOR et al., 2003).

Assim, verifica-se que é imperativa a realizacdo de ensaios para a
avaliagdo da mutagenicidade (MARQUES et al., 2003), bem como de outros riscos
decorrentes do consumo de produtos naturais pela populacdo. No Brasil, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) determina, através da Resolucdo n° 90, de
2004, que todo medicamento fitoterapico deve ser avaliado quanto a sua toxicidade

aguda ou por doses repetidas, bem como quanto a genotoxicidade. Para a avaliacdo da
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genotoxicidade, caso os fitoterapicos sejam utilizados em tratamentos de longa
duracdo, a ANVISA determina que sejam empregados os testes de Ames e do
Micronucleo. Vérias outras agéncias internacionais citam o teste do microndcleo sendo
um dos primeiros de uma serie de ensaios a serem realizados para a analise do
potencial genotoxico de substancias (KRISHNA e HAYASHI, 2000). Da mesma
forma, o teste Ames é mundialmente reconhecido quanto a sua eficiéncia na detec¢édo

de mutacdes pontuais por diferentes agentes.

Sendo assim, no presente estudo foi avaliada, quanto a
mutagenicidade, uma série de compostos derivados de espécies vegetais utilizadas pela
medicina tradicional brasileira. Foram escolhidas dez plantas nativas do cerrado, com

base em estudos etnofarmacologicos, que as relacionaram com efeitos anti-ulcera.

Esse trabalho faz parte de um projeto tematico realizado dentro do
Programa Biota-Fapesp, que recebe o nome: “Uso sustentavel da biodiversidade
brasileira: prospecc¢do quimico-farmacoldgica em plantas superiores” e esta sob a
coordenacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas, do Departamento de Quimica Organica do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara. Esse projeto tematico relne
laboratérios de véarias areas do conhecimento que estdo realizando ensaios para
avaliacdo de diferentes atividades biologicas para compostos vegetais, dentre elas,

atividade anti-Ulcera, anti-inflamatoria, atividade anti-micobactéria, dentre outras.

Para facilitar a discussao dos resultados obtidos nos diferentes ensaios

de mutagenicidade, vamos fazer uma subdivisdo, de acordo com as espécies estudadas.
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5.1 Género Alchornea

Foram avaliados quanto a mutagenicidade os extratos metanolicos e
cloroférmicos de trés diferentes espécies do género Alchornea: A. castaneifolia, A.
glandulosa e A. triplinervia. As espécies vegetais desse género apresentam um uso
popular bastante pronunciado, especialmente na Africa e na América do Sul
(SCHWONTKOWSKI, 1993). Estudos fitoquimicos prévios em espécies do género
Alchornea demonstraram a presenca de flavondides, acidos fenodlicos, alcal6ides e

terpenos (CONEGERO et al., 2003).

Na analise fitoquimica dos extratos apolares, realizada, dentro do
projeto tematico, pelo laboratério do Prof. Dr. Wagner Vilegas, verificou-se uma
composicdo quimica muito semelhante entre as trés espécies. Foram identificados
nesses extratos os esterdides estigmasterol, campesterol e B-sitosterol. De acordo com
Kritchevsky e Chen (2005) esses sdo os fitoesterdides mais comuns na natureza. Em A.

triplinervia foi verificada também a presenca de um isoprendide.

Essa composicdo quimica pode explicar a auséncia de mutagenicidade
observada ap0s o tratamento com esse composto no Teste de Ames (Tabelas 1, 2 e 3).
Em nenhum dos casos houve alteragfes na freqiiéncia de revertentes em relacdo ao
controle negativo. Um estudo realizado por Wolfreys e Hepburn (2002), empregando
diferentes testes de mutagenicidade para avaliar a atividade de fitoesterdides
esterificados, demonstrou que esses compostos ndo ocasionaram danos genéticos in
vitro ou in vivo. A analise quimica desses fitoesterdides revelou a presenca de

estigmasterol, campesterol e -sitosterol.
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Além de ndo apresentarem atividade mutagénica, os fitoesterdides sdo
considerados seguros para 0 consumo em Vvarios outros aspectos (KRITCHEVSKY e
CHEN, 2005), apresentando também uma série de atividades bioldgicas importantes.
Eles tém sido relacionados, por exemplo, a prevencdo de diferentes tipos de cancer
(AWAD e FINK, 2000) e a reducdo dos niveis de colesterol no sangue

(KRITCHEVSKY e CHEN, 2005).

Conforme explicitado anteriormente, os extratos apolares de nenhuma
das espécies estudadas, incluindo os extratos cloroférmicos de Alchornea, ndo foram
avaliados quanto a mutagenicidade através do Teste do Micronucleo in vivo. Néo foi
possivel obter uma diluicdo homogénea desses extratos em nenhum dos solventes

compativeis com ensaios em animais.

Ao contrario dos resultados negativos observados para o extrato
cloroférmico das trés espécies de Alchornea avaliadas nesse estudo, seus extratos
metandlicos apresentaram mutagenicidade in vitro (Tabelas 1, 2 e 3). Entretanto,
apesar das semelhancas nos perfis quimicos das trés espécies, foram observadas
algumas diferencas nas respostas coletadas. As trés espécies foram mutagénicas para a
linhagem TA98, especialmente apds a ativacdo metabdlica. Porém, o extrato
metanolico de A. glandulosa demonstrou indicios de mutagenicidade em todas as
linhagens, com e sem S9, enquanto A. triplinervia foi mutagénica para a linhagem
TA97a (+S9) e ndo apresentou indicios de mutagenicidade nas demais linhagens. A.

castaneifolia apresentou mutagenicidade apenas para a linhagem TA98 (-S9 / +S9).



Discussdo 95

Esses resultados, que mostram um efeito mutagénico mais evidente
nas linhagens TA98 e TA97, nos permitem afirmar que existem nesses extratos
substancias capazes de causar mutacOes do tipo frameshift. A diferenca nas respostas
observadas, apesar da presenca dos mesmos compostos quimicos nos extratos, pode

estar relacionada a variag@es nas concentragcdes desses compostos.

A analise fitoquimica desses extratos revelou a presenca de &cido
galico, galato de metila, amentoflavona, quercetina, quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, quercetina-3-O-3-D-galactopiranosideo. Uma variacdo observada
foi que em A. glandulosa foi identificada a miricetina-3-O-o-L-raminopiranosideo,
além dos compostos supracitados, e em A. triplinervia verificou-se a quercetina-7-O-f3-
D-glucopiranosideo. Também foi constatada a presenca de alcaléides nos extratos, mas
estes ndo puderam ser identificados, uma vez que sua decomposicdo se deu de forma
muito acelerada. Essa composicdo quimica demonstra a presenca de varios compostos
fenolicos, que podem estar diretamente relacionados com a atividade mutagénica
observada. Muitos trabalhos demonstram que esses compostos sdo capazes de
ocasionar danos ao DNA (JURADO et al., 1991; GASPAR et al., 1993; LABIENIEC

etal., 2003)

Os ensaios de mutagenicidade realizados com algumas substancias
isoladas (Tabela 12) demonstraram que, dos compostos encontrados nas plantas desse
género, apenas a quercetina aglicona e a amentoflavona foram mutagénicas. Os
derivados glicosilados da quercetina ndo demonstraram atividade mutagénica, bem

como o galato de metila.
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Todos esses dados estdo de acordo com a literatura. A quercetina é
reconhecida como uma substancia capaz de ocasionar mutagdes frameshift e por
substituicdo de bases (MACGRAGOR, 1983). Segundo Gaspar et al. (1993) a
quercetina é o agente responsavel pela mutagenicidade do vinho tinto e essa
mutagenicidade é causada provavelmente pela formacdo de espécies reativas de
oxigénio num processo de auto-oxidacdo. Ainda com relacdo a mutagenicidade da
quercetina aglicona, Silva et al. (2002) afirmam que doses relativamente altas desse
composto causaram baixa mutagenicidade in vivo, o que foi detectado através do teste

do micronucleo e do cometa em células de camundongos.

Porém, os derivados glicosilados da quercetina ndo apresentaram a
mesma mutagenicidade. De acordo com uma reviséo realizada por Heim et al (2002) a
estrutura molecular do flavonodide (Figura 43) estad diretamente relacionada a sua
atividade biologica, seja ela uma atividade antioxidante ou uma atividade pro-
oxidante. Esses autores citam alguns fatores que afetam a reatividade de um

flavondide:

e 0 numero de hidroxilas na molécula;

e apresenca de uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 do anel C
da estrutura nuclear do flavondide, associada a uma funcéo éster no carbono

4;

e seraglicona;

e polimerizagao.
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Figura 43. Algumas das substancias identificadas nas diferentes espécies vegetais

estudadas. Na molécula de quercetina estd indicada a numeracdo do nucleo

fundamental dos flavonoides.
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Assim, guanto maior o numero de hidroxilas presentes na molécula de
um flavondide, maior sua reatividade. Uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 do
anel C, associada a um grupamento ester no carbono 4, também torna a molécula mais
reativa. Pelo contrario, a glicosilagdo, bem como a polimerizacdo de moléeculas de

flavondides, reduz sua capacidade antioxidante ou pré-oxidante.

Essas informag6es podem explicar a auséncia de mutagenicidade dos
derivados glicosilados da quercetina. Em Alchornea foram isolados vérios derivados
da quercetina com acucares ligados ao carbono 3 do anel C da molécula da quercetina
e, para aqueles avaliados quanto a mutagenicidade, ndo foi evidenciado um aumento
na freqiiéncia de revertentes. Conforme explicitado até o momento, essa glicosilacdo
reduz a reatividade dos flavonoides e pode explicar essa auséncia de atividade

mutagénica.

Ainda de acordo com Heim et al (2002), a presenca de um
grupamento OH no carbono 3 do anel C da estrutura do flavondide parece ser bastante
relevante para sua reatividade. Assim, como nos compostos obtidos de Alchonea o
acucar se encontra ligado ao carbono 3, temos a eliminacao de outro fator importante,

que poderia estar relacionado a mutagenicidade.

Além da quercetina e de seus derivados glicosilados, outros
compostos, conforme citado anteriormente, foram isolados das plantas desse género.
Dentre eles, o &cido galico, que, segundo Martinez et al. (2000) é capaz de ocasionar

danos oxidativos ao DNA. Porém essa atividade € perdida apos a adicao da fracédo S9.
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Mas ndo estd muito clara a relacdo direta da mutagenicidade
observada para 0s extratos metandlicos das diferentes espécies de Alchornea com a
mutagenicidade do &cido galico, uma vez que, de acordo com Chen e Chung (2000),

esse composto ndo demonstrou mutagenicidade através do teste de Ames.

Foi isolada também destas plantas a amentoflavona, que de acordo
com nossos resultados (Tabela 12), apresentou mutagenicidade para a linhagem TA98
(-S9 / +S9). Cardoso et al. (2006) afirmam que esse composto € o responsavel pela
mutagenicidade observada para o extrato metandlico de B. crassa in vitro e, além
disso, segundo Uddin et al. (2004), a amentoflavona apresenta a capacidade, quando

na presenca de ions Cobre, de degradar o DNA e de gerar radicais livres.

O galato de metila, também encontrado nas Alchornea, quando
avaliado no teste de Ames ndo apresentou mutagenicidade, de acordo com nossos
dados (Tabela 12). Esses resultados corroboram com os descritos por Martinez et al.

(2000), que demonstraram que esse composto ndo apresenta mutagenicidade in vitro.

Yoshino et al. (1999) afirmam que a miricetina aglicona é capaz de
ocasionar quebras no DNA. Porém, em A. glandulosa foi observada a presencga de
miricetina-3-O-a-L-raminopiranosideo, o0 que ndo nos permite relacionar esse

composto com a mutagenicidade observada para esse extrato.

Além da mutagenicidade in vitro, foi avaliado também o potencial
mutagénico dos extratos metanolicos das trés espécies de Alchornea in vivo, através do
teste do micronucleo em células do sangue periférico de camundongos. Neste ensaio

0s trés extratos alteraram a frequéncia de microndcleos em relacdo ao controle



Discussanl00

negativo (Figuras 37, 38 e 39) demonstrando a presenca de compostos causadores de
quebras cromossdmicas ou de perdas de cromossomos inteiros (aneugénese) em sua
composi¢do. Conforme afirmado anteriormente, a quercetina é capaz de ocasionar
mutagenicidade in vivo (SILVA et al., 2002), podendo ser relacionada com a atividade
observada neste estudo. Porém, nesse caso, outros compostos ou metabolitos derivados

do metabolismo animal, podem estar associados a essa atividade.

Tendo em vista essas informag6es, podemos afirmar que os extratos
metanolicos das espécies de Alchornea estudadas apresentam compostos capazes de
causar mutagenicidade in vitro, causando especialmente danos do tipo frameshift ao
DNA. Provavelmente os compostos responsaveis por essa mutagenicidade in vitro sdo
a quercetina e a amentoflavona, que estdo presentes nas trés espécies estudadas. As
diferencas interespecificas para os resultados observados sdo provavelmente devido a
variagcBes nas proporgdes desses compostos nos diferentes extratos e até mesmo
possiveis interacdes entre eles. Os resultados in vivo demonstram que 0s extratos

apresentam também compostos com atividades clatogénica e/ou aneugénese.

5.2 Anacardium humile

Ap0s a andlise estatistica dos resultados obtidos através dos ensaios in
vitro com os extratos diclorometanico e metandlico das folhas de A. humile, ndo foi
verificada atividade genotdxica para esses compostos (Tabela 4). Foi verificada
citotoxicidade nas linhagens TA100 (-S9) e TA97a (-S9) apenas para as maiores doses

empregadas do extrato metanolico.
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De acordo com os estudos fitoquimicos realizados sob coordenacdo do
Prof. Wagner Vilegas, foi verificado no extrato metandlico a presenca de flavonoides e
de grande quantidade de taninos. Essas duas classes de metabdlitos secundarios

vegetais sdo reconhecidas tanto por propriedades benéficas quanto prejudiciais.

Os taninos, componente majoritario desse extrato vegetal, apresentam,
de acordo com uma revisdéo de Haslam (1996), atividades antibacteriana,
hepatoprotetora, inibidora da replicacdo de HIV, além de atividades genotoxica
(LABIENIEC e GABRYELAK, 2003) e antigenotdxica (DAUER et al., 2003). Essas
atividades possivelmente sdo decorrentes de propriedades moleculares caracteristicas
dessas substancias: capacidade de complexacdo com macromoléculas; capacidade de

complexacdo com ions metélicos; atuacdo como seqestradores de radicais livres.

Nossos resultados demonstram que, mesmo a presenca de compostos
com potencial genotdxico na composicdo quimica do extrato vegetal, ndo representa a
concretizacdo de um efeito mutagénico. Provavelmente a interacdo entre esses
compostos presentes no extrato € fundamental para que esse potencial se expresse

concretamente ou nao.

5.3 Byrsonima basiloba

Neste trabalho foram avaliados in vitro os extratos cloroférmico e
metandlico de B. basiloba. Os resultados estdo reunidos na Tabela 5. Podemos
verificar, a partir desses resultados, que o extrato cloroférmico ndo apresentou

mutagenicidade em nenhuma das linhagens utilizadas. De acordo com o0s estudos
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fitoquimicos realizados pelo Instituto de Quimica, dentro do projeto tematico, foram

identificados nesse extrato fitoesterdides (especialmente campesterol) e a-amirina.

Os fitoesterdides, conforme ja discutido anteriormente, ndao
apresentam potencial para ocasionar danos ao DNA. O triterpenodide a-amirina nao
apresenta relatos de mutagenicidade descritos. Um estudo conduzido com uma mistura
de triterpendides (a-amirina e B-amirina), empregando o teste do micronucleo em
camundongos, ndo evidenciou atividades mutagénica (VILLASENOR et al., 2004).

Segundo Oliveira et al. (2005) essa mesma mistura apresenta efeitos hepatoprotetores.

N&o foram encontrados estudos que creditassem atividade genotoxica
aos triterpendides. Por outro lado, varios trabalhos revelam atividades biol6gicas
bastante promissoras para esses compostos como antimutagenicidade (RESENDE et

al., 2006) e atividade antitumoral (FUKUDA et al., 2006).

Os resultados obtidos a partir dos ensaios realizados com o extrato
metandlico de B. basiloba revelaram alteracdes significativas na freqiiéncia de
revertentes nas linhagens TA100 (-S9) e TA97a (-S9 / +S9). Porém, a razdo de
mutagenicidade ndo foi maior que 2 e, portanto, esse extrato também ndo pode ser

considerado mutagénico.

Essa alteragcdo na frequéncia de revertentes pode ser ocasionada pela
presenca de compostos quimicos que interagem de alguma forma com o DNA o que
pode, em tratamentos sucessivos, acabar ocasionando danos mais efetivos ao material

genético. Assim, os compostos com 0s chamados indicios de mutagenicidade podem
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representar um risco ao consumo humano, especialmente em situacdes em que o

contato com a substancia ocorre de forma repetida, como nos tratamentos medicinais.

Os estudos fitoquimicos desse extrato demonstraram a presenca de
(+)-catequina, quercetina-3-O-o-L-arabinopiranosideo, acido galico, galato de metila,
e proantocianidinas. Ndo foi verificada atividade mutagénica para a (+)-catequina
quando realizado o teste de Ames (Tabela 12), sendo isso valido também para a

quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo e o galato de metila.

Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que afirma,
conforme discutido anteriormente, que a quercetina glicosilada tem sua reatividade
reduzida significativamente (HEIM et al., 2002), enquanto o galato de metila ndo
apresenta potencial mutagénico (MARTINEZ et al., 2000). Além disso, segundo
Dauer et al. (2003), a catequina causou poucos danos ao material genético de
hepatdcitos e apenas em altas concentracdes. Martinez et al. (2000) também reforca
essa informagdo demonstrando, em linhagens especificas de E. coli, que a catequina

néo foi capaz de ocasionar danos oxidativos.

Esses mesmos autores afirmam que o &cido galico, também presente
nesse extrato vegetal, porém ndo avaliado nesse estudo, apresenta a capacidade de
ocasionar danos oxidativos, mas ap0s a ativacdo metabolica, essa propriedade é

perdida (MARTINEZ et al., 2000)

Foram isoladas do extrato metandlico de B. basiloba
proantocianidinas, que sao taninos condensados e, segundo Yamakoshi et al. (2002),

uma fracdo enriquecida desses compostos, obtido das sementes de uvas, néo
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apresentou efeitos mutagénicos nos testes de Ames, de aberragdo cromossomica in
vitro e do microndcleo em células de camundongos. Por outro lado, de acordo com
Dauer et al. (2003) uma fracdo de proantocianidinas obtida de Hamamelis virginiana
causou quebras no DNA de hepatdcitos, as quais foram detectadas através do teste do
cometa. Porém, segundo este mesmo trabalho, essa fracdo de taninos apresentou

também atividade antigenotdxica in vitro.

De acordo com Cardoso et al. (2006), o extrato metanolico obtido de
B. crassa ocasionou alteracdes significativas na freqiiéncia de revertentes, indicando
mutagenicidade no teste de Ames. Esses autores creditaram a amentoflavona, presente
nesse extrato, a mutagenicidade observada. Porém, no extrato metandlico de B.

basiloba, a amentoflavona nao foi identificada.

Tendo em vista essas informacdes, podemos inferir que, apesar de ndo
ocasionar uma mutagenicidade efetiva, o extrato metanolico de B. basiloba apresenta
em sua composicdo substancias que, num consumo prolongado, podem ocasionar
danos ao DNA. Isso denota uma necessidade de cuidados com relacdo ao consumo
exagerado de produtos derivados dessa espécie vegetal, especialmente em tratamentos
de longa duracéo. Isso é reforcado pelo fato de que nas linhagens TA100 (+S9) e
TA97a (-S9) foi observada citotoxicidade nas concentracdes mais elevadas, o que

também pode significar a presenca de compostos nocivos.
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5.4 Mouriri pusa

Da mesma forma que as demais espécies avaliadas nesse estudo,
foram realizados ensaios de mutagenicidade in vitro com os extratos diclorometénico e
metandlico de M. pusa. Para avaliagdo da mutagenicidade in vivo apenas o extrato

metandlico foi avaliado.

O extrato diclorometanico de M. pusa ndo apresentou mutagenicidade
em nenhuma das condi¢des empregadas nos ensaios (Tabela 6). A analise fitoquimica

desse extrato demonstrou a presenca de hidrocarbonetos e isoprendides.

Entretanto, o extrato metandlico dessa espéecie vegetal foi o mais
mutagénico de todos os compostos avaliados nesse trabalho (Tabela 6; Figura 28).
Verificamos razdes de mutagenicidade entre 2,1 e 7,4. Os indices de mutagenicidade
foram mais elevados nas linhagens TA98 e TA97a, com aumento na freqiiéncia de
revertentes apos a ativacdo metabdlica. Na linhagem TA100 a mutagenicidade foi
verificada especialmente nas maiores concentragfes. Esses resultados nos permitem
inferir a existéncia de compostos capazes de ocasionar mutacfes tanto do tipo
frameshift como por substituicdo de bases. Porém, os causadores de mutacdes
frameshift nos parecem mais potentes ou presentes em maiores concentragdes, uma
vez que as maiores razfes de mutagenicidade foram observadas nas linhagens TA98 e

TA97a.

A andlise fitoquimica desse extrato identificou a presenca de taninos
condensados e saponinas como compostos majoritarios desse extrato. Além desses

compostos foram encontrados: 4’, 5, 6-triidroxi-7-metoxiflavona, kaempferol,
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quercetina, miricetina, quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo, 6,8-
diidroxikaempferol-3-O-p-D-galactopiranosideo, kaempferol-3-O-B-D-
arabinopiranosideo,  kaempferol-3-O-B3-D-xilopiranosideo,  kaempferol-3-O-B3-D-
glicopiranosideo, quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo, quercetina-3-O-p-D-galactopiranosideo, quercetina-3-O-B-D-

rutinosideo (rutina).

Foram realizados também ensaios de mutagenicidade com uma fracéo
enriquecida de flavonoides obtida do extrato metandlico de M. pusa, onde se verificou
uma elevada mutagenicidade, com valores de RM entre 2 e 10,9 (Tabela 7; Figura 29).
Da mesma forma que para o extrato metandlico, a linhagem TA98 foi a mais sensivel

as alteracOes causadas, especialmente apés a adicéo da fragdo S9.

Os flavondides sdo reconhecidos por sua atividade antioxidante
(RICE-EVANS, 2001; HEIM et al., 2002; SOOBRATTEE et al., 2005) a qual vem
sendo relacionada a outros efeitos benéficos: atividades antibacteriana, anti-
inflamatoria,  antialérgica, antiviral, anticarcinogénica e  hepatoprotetora
(MIDDLETON et al.,, 2000). Conforme afirmado anteriormente, a atividade
antioxidante dos flavondides esta diretamente relacionada a sua estrutura quimica,
sendo um elemento bastante relevante a quantidade de hidroxilas presentes na

molécula, dentre outros fatores.

Porém, apesar desses compostos terem uma atividade antioxidante
bastante significativa, varios estudos vém creditando atividades pro-oxidantes e

mutagénicas aos flavonoides (RUEFF et al., 1992; SILVA et al., 2002; RIETJENS et
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al., 2005). E, da mesma forma que a atividade antioxidante, os danos ocasionados por
esses compostos sdo relacionados com a estrutura quimica e os elementos presentes na

molécula.

Dentre os flavondides presentes nesta espécie vegetal, trés sao
potencialmente mais prejudiciais, podendo ser seguramente relacionados aos efeitos

observados in vitro: a quercetina, a miricetina e o kaempferol.

A quercetina apresenta os requisitos moleculares descritos por Heim

et al. (2002) como sendo relacionados com a atividade pro-oxidante:

e cinco hidroxilas, sendo duas delas no anel B, o que, de acordo
com Hanasaki et al. (1994) apud Heim et al. (2002), potencializa a capacidade

da molécula em originar radicais livres;

e dupla ligacédo entre os carbonos 2 e 3 associada a um grupamento

éster no carbono 4 do anel C.

Vaérios autores confirmam o potencial pro-oxidante e genotdxico da
quercetina em diversos ensaios bioldgicos (SILVA et al., 1997; SILVA et al., 2002), o
que reforca a hipotese de que esse composto pode estar diretamente relacionado a

mutagenicidade do extrato vegetal avaliado.

A miricetina também apresenta estudos relatando sua genotoxicidade,
com efeitos mais pronunciados do que os observados para a quercetina (YOSHINO et
al., 1999). Esse composto também apresenta alto potencial para causar danos

oxidativos, uma vez que apresenta as mesmas caracteristicas moleculares da
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quercetina, com a adicdo de uma sexta hidroxila ao carbono 5’ do anel B, o que lhe

confere uma reatividade ainda maior.

O kaempferol, por si s6, parece ndo representar riscos de danos ao
DNA (SILVA et al., 1997) sendo que a mutagenicidade ja descrita para esse composto
é posterior a metabolizacdo (JURADO et al., 1991). De acordo com Silva et al. (1997)
0 kaempferol é metabolizado em ratos pelo citocromo P450 (CYP1ALl) e convertido

em quercetina.

Essa informacdo pode ajudar a explicar o sensivel aumento na
mutagenicidade observada para o extrato metanolico de M. pusa apos a ativacéo
metabolica e reforca a relevancia da quercetina na mutagenicidade observada para esse

composto.

Os demais flavondides encontrados nesse extrato provavelmente néo
influenciam a mutagenicidade encontrada em nosso estudo, uma vez que se tratam de
flavononoides glicosilados, o que, como ja afirmado anteriormente, reduz

significativamente a reatividade da molécula.

Além da fragdo enriquecida de flavondides, foi avaliada também uma
fracdo enriquecida de taninos, obtida a partir do extrato metanolico de M. pusa. Essa
fracdo apresentou uma mutagenicidade menos elevada que a observada para o extrato
bruto e para a fracdo de flavonodides (Tabela 7; Figura 30). Porém, na linhagem
TA100, foram observados apenas indicios de mutagenicidade e os valores de RM para

a linhagem TA98 foram menores, entre 2,3 e 4,4.
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Os taninos sao descritos na literatura como compostos com atividades
antimutagénica (DAUER et al., 2003), antioxidante (HASLAM, 1996), antitumoral
(Saleem et al., 2002), dentre outras. Entretanto, esses polifendis, da mesma forma que
os flavonoides, apresentam potencial pro-oxidante (LABIENIEC et al., 2003). De
acordo com esses autores, 0s taninos, na presenca de ions metalicos, deixam de ser
antioxidantes e se tornam pro-oxidantes, citotoxicos e genotoxicos. Um outro estudo
demonstrou a atividade genotoxica de taninos em células de mamiferos, causando
quebras de fita simples, detectadas através do teste do cometa (LABIENIEC e

GABRYELAK, 2003).

Essas informacGes podem reforcar a idéia de que os taninos também
tiveram um papel na mutagenicidade observada para o extrato de M. pusa. Porém, a
fracdo estudada pode apresentar em sua composic¢do resquicios de flavondides, os
quais podem ter participacdo nos danos genéticos detectados. Essa duvida € pertinente
uma vez que alguns estudos colocam 0s taninos como compostos ndo mutagénicos.

Essa é uma afirmacdo observada em uma revisdo realizada por Okuda (2005).

Uma outra informagéo interessante pode ser extraida de um trabalho
realizado por Imanishi et al. (1991). De acordo com esses autores, 0s taninos obtidos
do cha verde e do cha preto potencializaram os efeitos genotdxicos causados pela
Mitomicina C e por radiacdo UV, atuando como co-mutagénicos, especialmente apos
ativacdo metabolica. A presenca de residuos de flavonoides na fracdo enriquecida de
taninos estudada pode ter tido seus efeitos mutagénicos potencializados pelos taninos,

0 que pode ajudar a explicar a mutagenicidade observada.



Discussaol10

Além da avaliacdo in vitro dos efeitos do extrato metandlico de M.
pusa, foram realizados estudos in vivo. Nesse ensaio, apesar da alta mutagenicidade
observada in vitro, o extrato vegetal ndo causou quebras cromossdmicas. N&o foi
verificada qualquer alteracdo significativa em relagdo ao grupo controle negativo nos

animais tratados com as diferentes doses do extrato.

Possivelmente, 0os compostos responsaveis pelos danos genéticos in
vitro ndo foram capazes de ocasionar quebras no DNA devido ao tempo de exposi¢édo
(dose Unica) ou ao metabolismo dos animais, que é muito mais complexo do que o
proporcionado pela adicdo da fragdo S9 ao meio de cultura bacteriano. Além disso,
segundo Hollman e Katan (1997) a quercetina aglicona é absorvida em menor
proporcdo que a quercetina glicosilada. Como a quercetina glicosilada apresenta
menor potencial de causar danos isso pode também explicar a auséncia de

mutagenicidade in vivo.

Sendo assim, podemos concluir que o extrato metanolico de M. pusa
apresenta em constituicdo compostos capazes de ocasionar mutac¢des do tipo frameshift
e por substituicdo de bases, especialmente apds a metabolizacdo. Provavelmente os
agentes mais diretamente responsaveis pela alta mutagenicidade observada sdo a
miricetina, a quercetina e o kaempferol. Os taninos parecem de alguma forma
colaborar com essa mutagenicidade, agindo como mutagénicos ou potencializando os

efeitos dos flavonoides.
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5.5 Género Qualea

Foram avaliadas quanto a mutagenicidade in vitro trés diferentes
espécies do género Qualea dentro do presente estudo: Q. grandiflora, Q. multiflora e
Q. parviflora. Os resultados obtidos apds 0s ensaios com 0s extratos cloroférmico e

metanolico dessas plantas estdo reunidos nas Tabelas 8, 9 e 10.

O extrato cloroformico de Q. grandiflora se mostrou efetivamente
mutagénico nas linhagens TA100 (-S9), TA97a (-S9 / +S9) e TA102 (+S9). Esses
resultados indicam a presenca de compostos capazes de ocasionar danos geneticos por
substituicdo de bases e mutacdes do tipo frameshift. Além disso, esse extrato foi

citotoxico nas maiores concentracdes testadas para as linhagens TA97a e TA102 (-S9).

Da mesma forma, o extrato cloroformico de Q. multiflora também foi
mutagénico. Entretanto essa atividade s6 foi verificada efetivamente na linhagem
TA100 (-S9 / +S9). Na linhagem TA97a (-S9) foram verificados indicios de
mutagenicidade nas duas maiores concentracfes e ndo foram evidenciados efeitos

citotoxicos para esse composto.

Nos ensaios com Q. parviflora o extrato cloroférmico apresentou
indicios de mutagenicidade para a linhagem TA97a (-S9 / +S9) e foi citotdxico na

maior dose testada para a linhagem TA102 (-S9).

Os estudos fitoquimicos, realizados pelo grupo do Instituto de

Quimica ndo se encontram completos com relagdo a esse género, sendo que até o
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momento foram identificados no extrato cloroférmico de Q. multiflora acido quinico,

sitosterol e o lupeol.

Conforme ja discutido em secBes anteriores, os fitoesterdides nédo
apresentam potencial mutagénico, de acordo com a literatura e, provavelmente ndo
estdo relacionados com a mutagenicidade observada para os extratos aqui avaliados.
Entretanto, o acido quinico, de acordo com Sticha et al. (1981) apresentou atividade
genotoxica quando avaliado através do teste de Ames. Assim, a mutagenicidade
observada no presente estudo pode estar relacionada a presenca desta substancia na

composicdo quimica do extrato cloroférmico de Q. multiflora.

Porém, o fato dos estudos fitoquimicos dos extratos cloroférmicos de
Qualea estarem incompletos dificulta uma discussdo mais complexa sobre os

resultados encontrados.

Com relacdo ao extrato metandlico de Q. grandiflora, foi detectada
atividade mutagénica apenas para a linhagem TAL100 (-S9), sendo que o mesmo
ocorreu com a espécie Q. multiflora. Porém, para essa ultima foram verificados
indicios de mutagenicidade nas linhagens TA98, TA97a e TA102, sempre na auséncia
de metabolizacdo. O extrato metandlico de Q. parviflora ndo apresentou atividade
mutagénica em nenhuma das condi¢Ges empregadas, sendo, entretanto, citotoxico na

maior dose testada para as linhagens TA100 e TA102 (-S9).

De acordo com os estudos fitoquimicos realizados pelo Instituto de
Quimica, foram isolados dos extratos das trés espécies de Qualea taninos, terpendides

e saponinas. Os taninos, conforme ja discutido anteriormente, apresentam potencial
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mutagénico, sendo também antimutagénico, de acordo com as condi¢bes empregadas.
Ja os terpenos sdo frequentemente ndo genotdxicos. As saponinas sdo reconhecidas por
apresentarem uma série de atividades bioldgicas promissoras, como por exemplo
atividades antitumoral, antimicrobiana e antiinflamatdria (SPARG et al., 2004). De
acordo com Berhow et al. (2000) uma fracdo de saponinas obtidas de soja ndo
ocasionou mutagenicidade em células CHO, sendo, na verdade, antimutagénica in

vitro.

Nos ensaios in vivo empregando o teste do microndcleo apenas as
espécies Q. grandiflora e Q. multiflora tiveram seus extratos metandlicos avaliados,
devido aos resultados positivos obtidos no teste de Ames. O extrato metandlico de Q.
multiflora apresentou uma pequena alteracéo na frequiéncia de micronucleos induzidos,
enguanto que, para Q. grandiflora nenhuma alteracdo foi observada. Nos estudos in
vitro verificamos que o extrato de Q. multiflora, além da mutagenicidade na linhagem
TA100 (-S9), apresentou indicios de mutagenicidade em todas as outras linhagens. Q.
grandiflora ndo apresentou esses indicios, indicando diferencas na composicao
quimica, seja em termos qualitativos ou em termos quantitativos. Possivelmente, essas
diferencas também se refletiram na forma como esses produtos foram metabolizados
pelos animais, sendo que, para Q. grandiflora, os compostos mutagénicos perderam

sua atividade, enquanto que, para Q. multiflora, isso ndo ocorreu efetivamente.

A partir destes resultados verificamos que as espécies Q. grandiflora e
Q. multiflora apresentaram mutagenicidade in vitro ocasionada tanto por seus extratos
polares quanto pelos apolares. Dentre todas as espécies estudadas, apenas estas duas

apresentaram extratos cloroférmicos com atividade genotdxica. A presenca do acido
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quinico na composicdo desses extratos pode ter participado dessa atividade, porém, a
falta de mais informacdes fitoquimicas sobre essas espécies ndo nos permitem elucidar
melhor esse processo. Nos ensaios in vivo verificamos que apenas o extrato metanoélico

de Q. multiflora foi capaz de ocasionar quebras cromossémicas ou aneugénese.

5.6 Strychnos pseudoquina

No presente trabalho foram avaliados quanto a mutagenicidade os
extratos metandlico, diclorometanico e fragdes enriquecidas de alcaldides e de
flavondides de S. pseudoquina. A discussdo dos resultados obtidos pode ser

visualizada no artigo ja publicado e em anexo no Capitulo 2 deste trabalho:

SANTOS, F. V.; COLUS, I. M. S;; SILVA, M. A,; VILEGAS, W.; VARANDA, E. A.
Assessment of DNA damage by extracts and fractions of Strychnos pseudoquina, a
Brazilian medicinal plant with antiulcerogenic activity. Food and Chemical

Toxicology, n. 44, p. 1585-1589, 2006.

5.7 Uma viséao geral dos resultados

Por tudo que foi descrito e discutido até esse ponto, podemos verificar
que a compreensdo dos efeitos de um tratamento com extratos vegetais, ou mesmo
frages enriquecidas, € algo muito complexo. N&o se trata apenas de saber que efeitos
individuais cada composto ou classe de compostos apresenta. E necessario levar em
consideragdo que esses compostos interagem entre si e com o sistema biolégico no

qual sdo realizados os ensaios.
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Foi verificado que A. humile, mesmo sendo rico em taninos e
flavondides, ndo apresentou atividade mutagénica, enquanto M. pusa, também rico em
taninos e flavonoides, apresentou in vitro os maiores indices de mutagenicidade das
dez espécies vegetais aqui estudadas. Entretanto, em A. humile foi verificada uma
grande concentracdo de compostos derivados do acido galico, que apresenta certa
mutagenicidade descrita, mas apenas sem metabolizagdo (MARTINEZ et al., 2000),
enguanto em M. pusa sdo encontrados quercetina, miricetina e kaempferol aglicona,
todos eles flavondides com elevado potencial mutagénico (JURADO et al., 1991;

RIETJENS et al., 2005).

Porém, A. glandulosa também apresenta em sua constituicdo
quercetina aglicona e seus indices de mutagenicidade ndo foram tdo elevados quanto
0s observados para M. pusa. Isso pode ser decorrente da presenca, em elevada
quantidade, de taninos nesta Ultima. Segundo Imanishi et al. (1991) o tratamento
associado de taninos com Mitomicina C, potencializou o efeito deste composto,
demonstrando que os taninos atuaram como agentes co-mutagénicos. Isso levanta a
possibilidade de que pode ter havido uma interagdo entre os taninos e os flavondides
presentes no extrato de M. pusa, promovendo a elevada taxa de muta¢des observadas

para o extrato metanolico dessa planta.

Em termos de interacdo entre compostos, 0 caso mais extremo e
evidente, verificado neste trabalho, aconteceu nos estudos de mutagenicidade in vitro
com o extrato de S. pseudoquina (Capitulo 2 — Artigo publicado em anexo) Nesse
estudo verificou-se que o extrato metandlico, composto basicamente de alcaldides e

flavonoides, apresentou mutagenicidade no Teste de Ames. Entretanto, as trés fracdes
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enriquecidas obtidas desse extrato (fracdo enriquecida de flavonodides, fracdo
enriquecida de alcalodides e fragdo intermediaria), quando avaliadas individualmente,
ndo foram mutagénicas. Somente com a mistura das trés fracdes, nas proporcoes
semelhantes as observadas no extrato, é que se verificou uma alteracdo na freqiéncia
de revertentes. Esses resultados demonstraram que a interacdo entre 0s compostos é
uma peca chave na compreensdo dos efeitos ocasionados por misturas complexas,

como é o caso de extratos vegetais.

Essas informacdes nos permitem encerrar essa discusséo concluindo
que o uso de plantas medicinais pode ser eficiente em alguns casos, trazendo alivio
para 0s sintomas, ou até mesmo a cura de uma enfermidade. Porém, 0s riscos

intrinsecos a esse consumo também sdo bastante elevados.

Todas as plantas aqui apresentadas apresentam indicacfes populares
para o tratamento de uma série de doencas. Muitas delas estdo tendo suas atividades
bioldgicas comprovadas em estudos paralelos a este, dentro do projeto tematico.
Todavia, verificamos que, com excec¢édo de A. humile e Q. parviflora, todas as demais
espécies aqui estudadas causaram algum efeito danoso sobre o DNA. Isso reforga a
importancia de estudos toxicoldgicos mais profundos com essas plantas antes de sua

recomendacao (ou mesmo de seus derivados) para o uso popular.

Além disso, sdo necessarios também estudos de mutagenicidade de
longa duragdo, uma vez que os tratamentos medicinais humanos geralmente se
utilizam de doses repetidas, por periodos prolongados. Temos como exemplo o caso de

M. pusa, que in vitro foi extremamente danosa ao DNA e in vivo essa atividade néo foi
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confirmada. Possivelmente, num tratamento de longa duracdo com 0s compostos
presentes nessa planta, existe um risco de que as mutagdes pontuais se acumulem,

causando danos imprevisiveis e irreparaveis no individuo.



6. CONCLUSOES

que:

De acordo com os dados reunidos nesse trabalho podemos concluir

o 0s extratos metandlicos de A. castaneifolia, A. glandulosa,
A. triplinervia, M. pusa, Q. grandiflora, Q. multiflora e S. pseudoquina
foram mutagénicos in vitro, ocasionando mutac¢des pontuais no DNA de S.

typhimurium;

o os extratos cloroformicos de Q. grandiflora e Q. multiflora

foram mutagénicos in vitro;

) nos estudos in vivo apresentaram aumento na frequéncia de
microndcles os animais tratados com o0s extratos metandlicos de A.

castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia, Q. multiflora e S. pseudoquina;

) ndo apresentaram mutagenicidade in vitro os extratos

polares e apolares obtidos de A. humile, B. basiloba e Q. parviflora;

) 0s compostos fenolicos (flavondides e taninos) parecem ter
um papel bastante relevante na mutagenicidade dos compostos de origem

vegetal;

. a interacdo entre 0s compostos quimicos presentes nos
extratos e fracdes enriquecidas € fator proeminente que deve ser levado em

conta na discussao dos efeitos biologicos de produtos naturais.



Capitulo 2



1. ARTIGO PUBLICADO

Neste Capitulo serd apresentado um artigo ja publicado e que redne
os dados obtidos a partir dos estudos com a espécie Strychnos pseudoquina. Esse
artigo foi submetido para publicacdo no periédico Food and Chemical Toxicology em

janeiro de 2006, sendo aceito para publicacdo em marco desse mesmo ano.

Esse periodico, publicado pela editora Elsevier, teve, em 2005, um
indice de impacto de 2,047. Além disso, de acordo com os critérios da CAPES (2004),

é classificado como Qualis Internacional A na area de Farmacia.
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Abstract

Strychnos pseudoquina St. Hil. is a native plant of the Brazilian Savannah, used in popular medicine to treat a number of conditions.
Since it contains large quantities of alkaloids with proven antiulcer activity, we tested the genotoxic potential of crude extracts and
fractions containing alkaloids and flavonoids from the leaves of this plant, on Salmonella typhimurium and performed the micronucleus
test on peripheral blood cells of mice treated in vivo. The results showed that the methanol extract of the leaves of S. pseudoquina is
mutagenic to the TA98 (—S9) and TA100 (+S9, —S9) strains of Salmonella. The dichloromethane extract was not mutagenic to any
of the tested strains. Fractions enriched with alkaloids or flavonoids were not mutagenic. In vivo tests were done on the crude methanol
extract in albino Swiss mice, which were treated, by gavage, with three different doses of the extract. The highest dose tested (1800 mg/
kg b.w.) induced micronuclei after acute treatment, confirming the mutagenic potential of the methanol extract of the leaves of S. pseud-
oquina. In high doses, constituents of S. pseudoquina compounds act on DNA, causing breaks and giving rise to micronuclei in the blood

cells of treated animals.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Strychnos pseudoquina; Mutagenicity; Salmonella typhimurium; Micronucleus; Ames test

1. Introduction

The Strychnos genus (Family Loganiaceae) includes
about 200 plant species distributed in the tropical regions
of the globe (Philippe et al., 2004; Thongphasuk et al.,
2003). Many of these species are known for their medicinal
potential and feature powerful poisons among their
secondary metabolites. The most famous and powerful of
these poisons is strychnine, one of many indole alkaloids
produced by plants of this genus (Thongphasuk et al.,
2003; Philippe et al., 2004).

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3301 6951; fax: +55 16 3301 6940.
E-mail address: varandae@fcfar.unesp.br (E.A. Varanda).

0278-6915/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
d0i:10.1016/j.ct.2006.03.012

Strychnos pseudoquina St. Hil. is a native cinchona-like
tree of the Brazilian Savannah (Cerrado), popularly used
for the treatment of hepatic and stomach diseases (Correa,
1926), fevers and malaria (Andrade-Neto et al., 2003). Phy-
tochemical studies on plants of this species have demon-
strated the presence of alkaloids and flavonoids (Nicoletti
et al., 1984; Silva et al., 2005).

Many alkaloids are known to be genotoxic (Mori et al.,
1985; Wang and Peng, 1996; Mei et al., 2004; Ansah et al.,
2005). However, many of these alkaloids have also demon-
strated an outstanding pharmacological potential, exhibit-
ing antimicrobial, antiplasmodial and antitumoral
activities (Frederich et al., 1999; Kingston et al., 1978). In
the case of the flavonoids, despite many results indicating
their pharmacological activity and potential benefit to
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human health (Park et al., 2004; Toker et al., 2004), several
are also described as mutagens (Suzuki et al., 1991; Jurado
et al., 1991).

Owing to the popularity of S. pseudoquina as a folk med-
icine and the large quantity of alkaloids with proven anti-
ulcer activity (Silva et al., 2005) in its leaves, we decided to
evaluate the genotoxic potential of the crude extracts and
fractions containing alkaloids or flavonoids from the leaves
of this plant, in experiments on Salmonella typhimurium
and the micronucleus test in peripheral blood cells of Swiss
mice treated in vivo.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSO, CAS no. 67-68-5), methanol (CAS no.
67-56-1), dichloromethane (CAS no. 75-09-2), nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate sodium salt (CAS no. 11-84-16-3), p-glucose-6-
phosphate disodium salt (CAS no. 3671-99-6), magnesium chloride (CAS
no. 7786-30-3), L-histidine monohydrate (CAS no. 7048-02-4), p-biotin
(CAS no. 58-85-5), Sodium azide (CAS no. 26628-22-8), 2-anthramine
(CAS no. 613-13-8) and 4 nitro-o-phenylenediamine (CAS no. 99-56-9)
were purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis,USA). Oxoid
Nutrient Broth No. 2 (Oxoid, England) and Difco Bacto Agar (Difco,
USA) were used as bacterial media. p-Glucose (CAS no. 154-17-6),
magnesium sulfate (CAS no. 7487-88-9), citric acid monohydrate (CAS
no. 5949-29-1), potassium phosphate dibasic anhydrous (CAS no. 7758-
11-4), sodium ammonium phosphate (CAS no. 13011-54-6), sodium
phosphate monobasic (CAS no. 7558-80-7), sodium phosphate dibasic
(CAS no. 7558-79-4), sodium chloride (CAS no. 7647-14-5) were purchase
from Merck (Whitehouse Station, NJ).

2.2. Vegetable material

Leaves of S. pseudoquina were collected in the town of Porto Nacional
(TO, Brazil) and identified by Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos from
Tocantins State University (TSU-TO, Brazil). A voucher specimen was
kept at the TSU herbarium (Nr. 3291).

Leaves (300 g) were powdered and exhaustively extracted with CH,Cl,
and then MeOH. The solvents were evaporated in vacuo to give 13.9 g and
17.7 g of solid extract, respectively. A portion (5.0 g) of the CH,Cl, extract
was repeatedly fractionated by column chromatography to give lupeol, o-
amirin and B-amirin, identified by comparing their NMR spectra to
published data (Mahato and Kundu, 1994) and also by GC-FID analyses
with authenticated standards. A portion (5.0 g) of the MeOH extract of S.
pseudoquina was submitted to column chromatography on Sephadex LH-
20 (100 x 5 cm), with MeOH as eluent. One hundred fractions (5 mL) were
collected and checked by TLC on silica-gel plates, mobile phase CHCl3—
MeOH-n-PrOH-H,0 (5:6:1:4, v/v/v/v) developed with Draggendorff’s
reagent, iodoplatinate or NP/PEG (natural products/polyethyleneglycol)
reagents. Alkaloids were detected in fractions 3-29 (named ‘‘alkaloid
enriched fraction — AEF”’) and flavonoids were detected in fractions 35-90
(“flavonoid enriched fraction — FEF”). Fractions 30-35 (named ‘‘inter-
mediate fraction — IF) contained a mixture of alkaloids, flavonoids and
other unidentified compounds. A part of the AEF (69.8 mg) was further
purified to afford alkaloid 1 (20 mg). The FEF (40 mg) was purified,
yielding compounds 2 (9.0 mg) and 3(7.0 mg), respectively. Compounds 1,
2 and 3 were identified by their NMR spectra and by comparison with
previous data reported in the literature (Agrawal, 1989; Harborne, 1993).

2.3. Ames mutagenicity assay

The Salmonella mutagenicity assay was performed using the pre-
incubation method for 20-30 min (Maron and Ames, 1983) with S.

typhimurium strains TA100, TA98, TA97a and TA102, with and without
metabolic activation. The metabolic activation mixture (S9) was freshly
prepared before each test using an Aroclor-1254-induced rat-liver fraction
purchased (lyophilized) from Moltox Molecular Toxicology Inc. S.
typhimurium strains were kindly provided by Dr. B. Ames, University of
California, Berkeley, CA, USA.

Five different doses of the compounds extracted from the leaves of
Strychnos pseudoquina were evaluated in this assay. All of them were
diluted in dimethylsulfoxide The CH,Cl, extract was tested in doses of
2.35,4.70,9.40, 14.10 and 18.8 mg/plate and the MeOH extract in doses of’
3.33, 6.65, 13.3, 19.9 and 26.6 mg/plate. The AEF was evaluated in doses
of 4.64, 8.38, 10.0, 13.31, 15.59 mg/plate, the FEF in doses of 1.72, 3.44,
6.88, 10.30 and 13.73 mg/plate and the IF in doses of 3.04, 6.10, 9.12 and
3.04 mg/plate. Besides testing the separate enriched fractions, we assessed
the effects of possible interactions between them in TA100 strain. We
tested several mixtures, including one with the approximate proportions
observed in the plant (1 part flavonoids to 12 parts alkaloids). In this case
we mixed 1.17 mg of FEF to 14.3 mg of AEF. Another mixture assessed
was 1.37 mg of FEF, 11.1 mg of AEF and 3.0 mg of IF.

The concentrations used were based on the bacterial toxicity of each
preparation, estimated in a preliminary test. In all subsequent assays, the
upper limit of the dose range tested was either the highest non-toxic dose
or the lowest toxic dose determined in this preliminary assay. Toxicity was
apparent either as a reduction in the number of his+ revertants, or as an
alteration in the auxotrophic background (i.e. background lawn).

Each concentration of the tested mixtures was added to 500 pL
of buffer pH 7.4 and 100 puL of bacterial culture and then incubated at
37 °C for 20-30 min. After this time 2 mL of top agar was added and the
mixture was poured on to a plate containing minimal agar. The plates
were incubated at 37 °C for 48 h and the his+ revertant colonies were
manually counted. The influence of metabolic activation was tested
by adding 500 ml of S9 mixture. All experiments were performed in
triplicate.

The standard mutagens used as positive controls in experiments
without S9 mix were 4-nitro-o-phenylenediamine (5 pg/plate) for TA98
and TA97a, sodium azide (1.25 pg/plate) for TA100 and daunomycin
(3 pg/plate) for TA102. 2-Anthramine (0.125 pg/plate) was used in the
experiments with metabolic activation for all strains. DMSO served as the
negative (solvent) control (100 pL/plate).

The statistical analysis was performed with the Salanal computer
program, adopting the Bernstein et al. (1982) model. The mutagenic index
(MI) was also calculated for each dose that is the average number of
revertants per plate divided by the average number of revertants per plate
of the negative (solvent) control. A sample was considered positive when
MI > 2 for at least one of the tested doses and if the response was dose
dependent (Vargas et al., 1993; Varella et al., 2004).

2.4. Micronucleus test

The animals were divided into groups of ten (5 males and 5 females)
for each treatment. The animals were treated with 0.1 ml of each test
solution per 10 g body weight and received water and food ad libitum
between the treatment moment and the blood sampling. In view of the
results obtained with the CH,Cl, extract in Salmonella and also the low
solubility of the CH,Cl, extract in any of the solvents compatible with the
animal treatment, only the MeOH extract of S. pseudoquina was evaluated
by this test. This extract was assessed in three different doses: 1800, 1350
and 900 mg/kg b.w., via gavage. These doses were based in the solubility
limit of the extract in distilled water and no tested dose was toxic to the
animals. AEF and FEF were not evaluated in this assay because of the
small amount of material available for the study.

The micronucleus test on peripheral blood cells was performed as
described by Hayashi et al. (1990), who used slides pre-stained with
acridine orange (CAS: 494-38-2). Glass slides were heated to about 70 °C
on a hot-plate and a 10 uL drop of an aqueous solution of the dye (1 mg/
mL) was placed on each slide and spread evenly over the surface with the
end of a second well-cleaned slide. Once dry, the slides were kept in the
dark at room temperature for at least 24 h.
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Thirty hours after the treatment of the animals with the various
compounds, the blood was sampled by perforating the caudal vein of the
mouse with a needle and collecting 5 uL drops, each of which was placed
at the centre of a pre-stained slide and covered with a cover-slip
(24 x 40 mm). These slides were then kept in the dark, at —20 °C, for a
minimum of 24 h, before cytological examination of the blood cells.

The cell preparations were examined under a fluorescence microscope
(Nikon), with a blue (488 nm) excitation filter and yellow (515 nm) emis-
sion (barrier) filter, using an oil-immersion objective. Thousand reticulo-
cytes per treated animal were analysed and the proportion of
micronucleated cells counted.

A negative control group and a positive control group were estab-
lished, by treating the animals with, respectively, distilled water and
cyclophosphamide (40 mg/kg b.w.). Means and standard deviations were
calculated and the ANOVA performed. The Tukey—Kramer test was used
to compare the results obtained for treated groups with the negative
control group.

3. Results

The CH,Cl, extract was not mutagenic to any of the
assessed strains. In contrast, the MeOH extract of the
leaves of S. pseudoquina did show mutagenicity in strains
TA98 and TA100 of Salmonella, especially at the highest
doses tested (Table 1). After metabolic activation, TA98
did not display mutagenicity, but the extract was cytotoxic
to this strain at the highest assessed concentration. A sig-
nificant increase in the reversion frequency of the TA100
strain was observed, with and without addition of the S9
mixture. Strains TA97a and TA102 did not present sub-
stantial alterations in the frequency of revertant colonies.

The three fractions evaluated in this assay (AEF, FEF
and IF) were not significantly mutagenic for TA98 and
TA100 strains. The results obtained did not reveal increase
in the revertant frequency. However, the frequency of rev-
ertants in the assay that evaluated the effects of the mixture
of the fractions revealed signs of mutagenicity in TA100
strain. The mixture of the AEF and FEF (1:12) caused
an increase in the frequency of revertants (P <0.05,

Table 1

1587

MI < 2). The same was observed to the mixture of the three
fractions, but statistically, the differences was larger
(P<0.01, MI <2).

Table 2 shows that the methanol extract of S. pseudoqu-
ina was mutagenic in vivo, at the highest assessed concen-
tration. The micronucleus frequency per 1000 analyzed
cells being statistically altered at 1800 mg/kg b.w. from that
of the negative control group (P < 0.01). In addition, there
was no statistical difference between the results observed
for males and females, demonstrating that gender differ-
ences do not modify the activity of the plant extract in
the animals.

Table 2
Number of micronuclei per a thousand reticulocytes of blood of mice,
mean and standard deviation, thirty hours after the treatment with
different doses of the methanol extract of Strychnos pseudoquina, via
gavage

Animals Treatments (mg/kg b.w.)
CPA Water 900 1350 1800
1 18 2 2 1 2
2 18 1 1 2 3
3 22 1 2 - 3
4 20 3 0 2 1
5 19 1 1 2 4
6 22 2 2 3 3
7 - 1 1 1 2
8 17 3 2 2 3
9 18 1 1 2 4
10 20 0 2 3 3
Mean 19.33% 1.5 1.4 2 2.8¢
SD 1.80 0.97 0.70 0.71 0.92

CPA: positive control (50 mg/kg b.w.); water: negative control; animals
1-5: males; animals 6-10: females; SD: standard deviation.
# Statistically different of the negative control.

Mutagenic activity expressed as the mean and standard deviation of the number of revertants/plate in bacterial strains TA98, TA100, TA97a and TA102
exposed to the MeOH extract of S. pseudoquina, at various doses, with (+S9) or without (—S9) metabolic activation

Treatment (mg/plate) Number of revertants his+/plate in S. typhimurium

TA98 TA100 TA97a TA102

—-S9 +S9 —-S9 +S9 —-S9 +S9 -39 +S9
Control + 966 + 68.7% 1142 +76.2° 19754+ 78.5° 1620 +53.9° 1175+ 121.9* 1329+ 78.3% 2140 +158.2¢ 1372+ 50.2°
DMSO 343+25 2674+1.5 13434106 873+5.5 13374191  1473+£107 291.3+6.7 212.0 +10.1
3.33 453+49 233451  168.0+£104  102.7+£539 144.7+7.1 158.0+6.2  2653+17.6 ND
6.66 4734101 287435  1573+£78 129.0 £3.6° 140.7+7.6 153.3+£9.0 26854375 2357470
13.30 64.0+1.7" 3334£95 237.0+£156" 173.0+£4.6°  1157+8.1 1670 £3.0  286.7+9.6 239.7 +£12.2
19.95 73.0+4.4"  393+7.8  2583+255 188.7+3.5" 128.0+6.0 1643+7.0 304.0+12.1  2553+6.7
26.60 8131127 cyt. 328043507 25734407 98.0+624  1523+45  337.0+£140 3243455

DMSO: 100 pL/plate (negative control). Control +: Positive control.
cyt = Cytotoxic; ND: not determined.
" P<00l.
" P < 0.01 and revertants frequency twice larger than DMSO group.
# NPD (4-nitro-o-phenylenediamine — 10.0 pg/plate).
® 2-Anthramine (1.25 pg/plate).
¢ Sodium azide (1.25 pg/plate).
4 Daunomycin (3 pg/plate).



1588 F.V. Santos et al. | Food and Chemical Toxicology 44 (2006) 1585-1589

4. Discussion

Plants of the genus Strychnos are known for their effi-
cacy in popular medicine. Nevertheless, few studies have
been performed on their biological activity. S. pseudoquina
is a species used in Brazilian folk medicine to treat gastric
and liver diseases (Correa, 1926). This species does not pro-
duce the alkaloids cinchonine or quinine but its bark is also
used as a substitute for true quine in the treatment of
malaria.

The phytochemical work of Delle-Monache et al. (1969)
and Nicoletti et al. (1984) led to the isolation of the flavo-
noids isorhamnetine and strychnobiflavone, besides the
alkaloids bisnordihydrotoxiferine, diaboline and 11-
methoxydiaboline.

In previous work (Silva et al., 2005), we demonstrated
the activity of the methanol extract of the leaves of S.
pseudoquina, as well as of the AEF, in protecting the gastric
mucosa against injuries caused by the non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) piroxicam and necrotizing
agent (HCI/EtOH) in mice. AEF exhibited higher activity
than that of the whole MeOH extract and presented as
main constituent the 3-hydroxy-enolate of the known
indole alkaloid nordihydrofluorocurarine 1. The structure
of 1 roughly resembles that of omeprazole, a well-known
antiulcer agent, making this a promising candidate for
further tests in the search for novel antiulcerogenic
compounds.

Although much work has been done on the pharmaco-
logical properties and chemical composition of extracts
from species belonging to the genus Strychnos, only limited
data are available in the literature concerning the genotox-
icity of S. pseudoquina that might guarantee the safe use of
this medicinal plant.

Therefore, we used in vitro (Ames test) and in vivo
(micronucleus test) assays to evaluate the genotoxic prop-
erties of extracts and fractions prepared from the leaves
of S. pseudoquina. Both assays are considered to be effective
tests for this kind of evaluation (Mortelmans and Zeiger,
2000; Krishna and Hayashi, 2000).

Initially, crude CH,Cl, and MeOH leaf extracts were
evaluated in vitro by the Ames test at five different doses.
The CH,Cl, extract did not show mutagenicity in any of
the bacterial strains, with or without metabolic activation.
Therefore, we did not perform the in vivo assays on the
CH,Cl, extract. Besides, the CH,Cl, extract was not solu-
ble in any of the permissible vehicles for gavage administra-
tion to the animals.

The crude MeOH extract was not mutagenic to the
TA97a and TA102 strains, but induced a significant
increase in the frequency of reversions in the TA98 (frame-
shift mutations) and TA100 (base-substitution mutations)
strains, without metabolic activation, at doses higher than
13.30 mg/plate (Table 1). After metabolic activation with
S9, only TA100 strain showed a significant increase in
the frequency of revertants at doses higher than 6.66 mg/
plate. Therefore, these results reveal that the MeOH extract

from the leaves of S. pseudoquina contains compounds that
cause frameshift mutations by acting directly on the DNA,
as well as compounds that cause base-substitution muta-
tions acting directly and indirectly on the DNA. Data in
Table 1 indicate that, after metabolic activation, the com-
pounds that caused reversions in the TA98 strain lost their
activities, while compounds that caused reversions in the
TA100 strain became more potent. Consequently, it is
likely that the extract contains mutagens of at least two
distinct types that cause frameshift and base substitutions.

The in vivo micronucleus tests with the MeOH extract
were performed in albino Swiss mice treated with three dif-
ferent doses of the extract, administered by gavage. As
observed in Table 2, the highest tested dose (1800 mg/
kg b.w.) induced a significant increase in the frequency of
micronuclei after acute treatment, confirming the muta-
genic potential of the MeOH extract from leaves of S.
pseudoquina. Therefore, in high doses, the MeOH extract
acts on the DNA, causing breaks and/or loss of entire
chromosomes, and giving rise to micronuclei in the blood
cells of the treated animals.

In order to try to assess the possible compounds respon-
sible for the mutations observed in the Ames test and in the
micronucleus test, we fractionated the MeOH extract in
three fractions: one containing alkaloids (AEF), one with
flavonoids (FEF) and one containing a mixture of minor
flavonoids and alkaloids (IF). The main compound in
AEF was alkaloid 1, whereas FEF contained mainly flavo-
noids 2 and 3.

Several reports in the literature describe alkaloids as
being mutagens and carcinogens (Wang and Peng, 1996;
Fu et al., 2004; Mei et al., 2004). Nevertheless, there are
also some reports describing non-mutagenic (Proudlock
et al., 2004) and even anti-mutagenic alkaloids (Cernakova
et al., 2002; Huynh and Teel, 2005). Flavonoids have also
been found with either mutagenic or non-mutagenic prop-
erties, depending on their structure or concentration (Del-
aney et al., 2002).

According to the data obtained in this study, none of the
enriched fractions presented significant mutagenicity. Spot
tests with alkaloid 1, using the method described by Maron
and Ames (1983) with TA98 and TAI100 strains (+S9,
—S9), also revealed absence of mutagenicity.

Since none of the major classes of compounds contained
in the MeOH extract were mutagenic when evaluated indi-
vidually, we suggest that there is a possible synergistic
interaction among these compounds, causing the genotoxic
effects. To test this possibility, we carried out new assays
using mixtures of the two major classes of these com-
pounds (alkaloids and flavonoids). Several different
proportions of FEF:AEF were tested, including a 1:12 mix-
ture (1.17 mg of FEF: 14.3 mg of AEF), similar to that
occurring in the plant. Only the TA100 strain was evalu-
ated, since it had already revealed significant mutagenicity
in the crude extract with and without metabolic activation.
We observed a significant change in the frequency of rever-
sion (p <0.05), but the MI <2.
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Further experiments were performed using the TA100
strain, now including also the IF in mixtures of FEF:AE-
F:IF (1.37 mg of FEF + 11.1 mg of AEF + 3.0 mg of IF).
In this case, once again a significant increase was observed
in the number of revertants (p <0.01), but MI <2. This
indicates that a complex interaction occurs among the
different chemical classes of compounds present in S.
pseudoquina.

The aforementioned results indicate that, since AEF and
compound 1 present promising antiulcerogenic activity
without signs of toxicity (Silva et al., 2005) or mutagenicity,
AEF and compound 1 should be further explored as a
possible source of new antiulcerogenic phytotherapeutic
preparations. On other hand, the positive results in the
Ames test and micronucleus for the methanolic extract of
S. pseudoquina suggest that the indiscriminate use of home-
made preparations of this plant can be dangerous to health.
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