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RESUMO

O Brasil € um pais dotado de Biodiversidade incomparavel da qual
advém inumeras plantas medicinais que sdo frequentemente utilizadas de
acordo com conhecimento empirico da populacdo em geral. Considerando a
importancia de investigar os efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos de espécies
vegetais utilizadas com fins terapéuticos, foi objetivo do presente trabalho
avaliar a atividade mutagénica dos extratos metandlicos e hexanicos de
Pouteria ramiflora e Pouteria torta, pois seus dados farmacolégicos descritos
na literatura sdo bastante restritos, destacando-se as atividades antimicrobiana,
citotoxica e imunomoduladora. Como ferramenta foram escolhidos os testes de
Ames e do Micronucleo, pois ambos sao preconizados pela ANVISA em testes
de toxicidade de fitoterapicos. No Teste de Ames foram utilizadas as linhagens
TA100, TA98, TA97a e TA102 de Salmonella typhimurium em presenca e
auséncia de metabolizagdo e no ensaio do micronucleo foi utilizado o sangue
periférico de camundongos Swiss tratados in vivo. Os resultados constataram
gue os extratos de ambas as espécies provocaram desvios da normalidade, ou
seja, o Teste de Ames detectou aumento no numero de revertentes por placa e
o Teste do micronucleo mostrou aumento significativo no numero de células
micronucleadas. Esses resultados demonstraram claramente que as duas
espécies de Pouteria estudadas apresentaram potencial mutagénico e,

portanto, o uso popular dessas plantas deve ser feito com cautela.

Palavras-chave: Pouteria, Teste de Ames, Teste do Micronucleo,

mutagenicidade, S. typhimurium.
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1. INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

O Homem utiliza plantas para tratar enfermidades desde a mais
remota antiguidade. Dados de literatura sobre a utilizagdo de espécies vegetais
para cura de doencgas e outros males sao encontrados desde 50.000 anos
atras. Intuitivamente o homem primitivo buscou descobrir solu¢gdes para suas
necessidades basicas. Através de suas experiéncias e observacdes sofreu um
processo evolutivo, descobrindo nas plantas o tratamento de doencas. Além
das plantas benéficas, foram também descobertas as nocivas capazes de

matar e produzir alucinagdes (Devienne et al., 2004).

A forma como cada pessoa utiliza as plantas disponiveis no
ambiente varia de acordo com seu conhecimento, habilidade e praticas
baseadas em teorias, crengcas e experiéncias comprovadas ou nao. Esse
conjunto de paradigmas constitui 0 que se conhece por medicina tradicional

(OMS, SD).

Segundo a OMS, planta medicinal é aquela que possui, em um ou
varios de seus oOrgaos, substancias que possam ser utilizadas para fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos. Essas
substancias sdo chamadas de principios ativos. Estes principios ativos sao
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas que, apesar de nao ser
essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta, possui funcdes
ecologicas importantes para a sobrevivéncia da espécie e para a sua

continuidade dentro do ecossistema.



As plantas medicinais sado utilizadas atualmente na pratica da
fitoterapia e suas propriedades sao estudadas nos laboratérios, a fim de
garantir a seguranga do uso e o isolamento de novas substancias com
propriedades medicinais, persistindo na busca de plantas eficazes, com baixo
risco de uso, reprodutibilidade e qualidade que possam tratar e/ou curar
doengas ainda sem boas perspectivas de tratamento e cura, como cancer e
AIDS. Além disso, substancias naturais podem servir de modelo para

moléculas sintéticas.

Assim, quando se encontra uma substancia ativa, capaz de tratar
alguma enfermidade deve-se testa-la para que se certifique a existéncia de
propriedades terapéuticas e avaliar quais 0s riscos que 0 uso dessa substancia
pode acarretar. Um dos riscos mais importantes que se deve pesquisar € o de
mutagenicidade, que € definida como a capacidade de gerar alteracdo
permanente no material genético de um organismo, ou seja, o agente quimico

induz mutagdes cujo acumulo possui potencial carcinogénico (Dearfield, 2002).

Ha muitos anos plantas medicinais tradicionais tém sido usadas
contra diversas doencgas e provaram ser eficientes na cura dos individuos que a
consomem (Verschaevea e Van Staden, 2008). E importante lembrar que a
maioria dessas plantas nunca foi submetida a exaustivos testes de toxicidade,
0s quais sao requeridos para compostos farmacéuticos modernos. Baseado no
uso tradicional por longos periodos de tempo essas plantas assumiram a
caracteristica de serem seguras. Porém, pesquisas tém mostrado que varias

espécies possuem atividades mutagénica (Cardoso et al., 2006; Déciga-



Campos et al., 2007; Mohd-Fuat et al., 2007) ou tdxica in vitro e propriedades

carcinogénicas (De Sa Ferreira e Vargas, 1999).

Assim, deve-se testar qual o potencial benéfico e qual o potencial
maléfico de uma planta medicinal, ou seja, pesar o risco-beneficio e estruturar
estratégias para aproveitar o maximo possivel as qualidades de cada planta
sem correr riscos. Por isso, € muito importante que estudos dessa natureza
sejam iniciados e mantidos e, além do mais, de acordo com o IBAMA, o Brasil
tem a maior biodiversidade do planeta com cerca de 60 mil espécies de plantas
superiores conhecidas, o que poderia fazer do pais uma poténcia no ramo de
fitoterapicos e, no entanto, essa riqueza é praticamente desconhecida
quimicamente. Ha que se investir em pesquisas que contemplem essa
necessidade e programas de preservagao e uso sustentavel da biodiversidade

brasileira, impedindo o esgotamento dessa enorme fonte de riquezas e saude.

1.2. O Género Pouteria

A familia Sapotaceae compreende cerca de 53 géneros e 1250
espécies distribuidas em todo o planeta, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, sendo que 12 deles, com cerca de 103 espécies, sdo encontrados
no Brasil (Swenson & Anderberg, 2005; Joly, 1998). Sao plantas nativas do
cerrado (clima tropical) facilmente encontradas na regido centro-sul do pais e
na Amazodnia. A Figura 1 e a Figura 2 mostram a distribuicdo do género

Pouteria no planeta e no estado de Sao Paulo, respectivamente.
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Figura 1.Distribuicao mundial do género Pouteria (Peiler, 2004). Destacada em

vermelho a presenca do género.

Figura 2. Espécies de Pouteria inventariadas pelo projeto Biota/Fapesp.
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Muitas espécies deste género tem sido utilizadas na medicina
popular para tratar febre, inflamagdes, erupgoes de pele, ulceras, diabetes (Ma
et al., 2004; Montenegro et al., 2006), diarréia (Perfeito et al., 2005), vémitos,

nauseas, dores nas costas e para estimular lactacédo (Manosroi et al., 2006).

Os dados farmacoldgicos do género descritos na literatura ainda séo
bastante restritos, entretanto, destacam-se as atividades antimicrobiana,
citotoxica e imunomoduladora. Existem alguns trabalhos sobre a quimica deste
género, os quais destacam a presengca de compostos como terpendides e
polifendis. Inumeros terpendides destacam-se como anticarcinogénico,
antiinflamatério e anti-HIV. Muitos polifendis sao relatados como antioxidante,

antimutagénico, anticarcinogénico e antiproliferativo (Alves, 2007).

P. ramiflora (Sapotaceae) é conhecida popularmente como leiteiro-
preto, ablu, ablu-carriola, massaranduba, massaranduba-vermelha, ibacoixa,
gunjara, mandapuca e pitomba-de-leite (Figura 3) e P. torta € conhecida
popularmente como abiu-piloso, curiola, guapeva, aga-ferro, abiu do cerrado,

guapeba, cabo-de-machado, péssego-do-mato e abiurana (Figura 4).
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Figura 3. Arvore, folhas, frutos, sementes, cascas e madeira tratada de P. ramiflora

(Lorenzi, 1998).

Figura 4. Detalhe da arvore, folhas, frutos, semente, cascas e madeira tratada de P.

torta (Lorenzi, 1998).

P. torta € uma das espécies mais estudadas. Dos extratos hexéanico

e diclorometéanico das flores e frutos foram isoladas a e B-amirina (sendo que
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esta também foi isolada das folhas), lupeol, taraxasterol, pesudotaraxasterol,
cicloartenol, lanosterol, lanosta-7,24-dien e palmitato de eritrodiol. Acidos
graxos, triglicerideos e hidrocarbonetos de cadeia normal e ramificada também
foram isolados desses extratos (Silveira et al., 2009). Desta mesma espécie
foram isolados os acidos betulinico e ursdlico do extrato metandlico. Estes
acidos e a e B-amirina foram também isoladas de P. tomentosa (Silveira et al.,

2009).

Perfeito et al. (2005) demonstraram por meio do modelo Artemia
Salina que o extrato aquoso, a fracdo cloroférmica do extrato metandlico e o
extrato etandlico de P. tforta séo citotoxicos nas concentragdes de 0,28mg/ml e
0,27mg/ml, respectivamente e isolaram o acetato de lupeol, um triterpeno
presente nesta espécie. Outro composto interessante isolado das sementes de
P. torta € a pouterina, uma proteina com atividade parecida com a da proteina
lecitina (Boleti et al., 2008). A pouterina apresentou capacidade de induzir

aglutinagao de eritrocitos de humanos, coelhos e ratos (Boleti et al., 2007).

P. ramiflora foi testada quanto as suas propriedades antinociceptivas
e antiinflamatoérias. Fontes Jr. et al. (2009) testaram o extrato etandlico em
ratos e camundongos fazendo uso dos métodos da constricdo abdominal,
hotplate test e testes antiinflamatoérios de adenosina desaminase, niveis de NO
e cultura de células de defesa. Tal estudo concluiu que o extrato etandlico de
P. ramiflora possui propriedades analgésicas e antiinflamatorias, fato que
embasa seu uso popular mesmo sendo desconhecidos os mecanismos através

dos quais esse efeito farmacolégico ocorre.
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Napolitano et al. (2005) estudaram a atividade imunoldgica dos
extratos etandlico e hexanico de P. ramiflora. Os resultados mostraram que os
extratos nao inibem a produgdo de NO em macréfagos ativados e nao

apresentaram citotoxicidade no teste MTT de viabilidade celular.

Dada a presenga de tantas substancias ativas neste género, a
possibilidade da producdo de medicamentos para tratamento de varias
doencas a partir delas e seu uso pela populacéao, verifica-se a necessidade e a
grande importancia do estudo da atividade dessas plantas no material genético.
Para tal finalidade foram adotadas as metodologias do teste de Ames e do
teste do micronucleo, pois estes protocolos sdo recomendados tanto pela
ANVISA (RE n° 90 de 2004) quanto por varias agéncias regulatérias
internacionais para a condug¢ao de ensaios de genotoxicidade, como uma parte

dos estudos de seguranga de medicamentos fitoterapicos.

1.3. Teste de Ames

O teste de Ames avalia a atividade mutagénica de amostras ou
misturas complexas utilizando linhagens histidina dependentes de S.
typhimurium na presencga e auséncia de S9. Na presenca do mutageno, as
bactérias sofrem reversao da mutagdo His- e voltam a comportar-se como
linhagem selvagem (histidina independente), sendo identificadas por essa

habilidade.

Utilizando o teste de Ames, Konan et al. (2007) investigaram a
biosseguranga do extrato hidroalcodlico das folhas de Anacardium occidentale

L. (cajueiro), planta nativa do Brasil. O extrato, cuja analise fitoquimica revelou
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a presenca majoritaria de taninos e flavondides, apresentou indicios de
mutagenicidade na linhagem TA98, em auséncia de S9, e na linhagem TA102,

em experimento realizado com S9.

Com esta mesma metodologia, Cardoso et al. (2006) avaliaram o
efeito mutagénico  de compostos isolados (quercetina-3-0O-B-D-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo, amentoflavo- na,
galato de metila e (+)-catequina) e do extrato metandlico das folhas de
Byrsonima crassa Niedenzu (IK), planta nativa do cerrado brasileiro, utilizada
no tratamento de picadas de cobras, febres, infeccoes cutdneas e disfuncdes
gastricas (Amarquaye et al., 1994). Obtiveram mutagenicidade positiva para o

extrato metandlico e esse efeito foi atribuido principalmente a amentoflavona.

Utilizando o Teste de Ames Cherdshewasart et al. (2009) avaliaram
o potencial mutagénico de Pueraria mirifica e Pueraria lobata, duas plantas
medicinais nativas da Tailandia e Japao, respectivamente popularmente
utilizadas para tratar os sintomas da menopausa. Obtiveram resultado

negativo, sugerindo que o uso dessas plantas € seguro.

Vinod et al. (2011) avaliaram, pela metodologia de Ames, o potencial
mutagénico e antimutagénico do extrato do dleo e do dleo das sementes de
Azadirachta indica, planta medicinal nativa da india popularmente usada para
tratar inflamacgdes de diversas doencas, malaria, afecgdes de pele, ulceras ou
ainda usada como agente antifungico ou antibacteriano. Foram utilizadas as
linhagens TA98, TA100 e TA102 de S. tiphymurium. Os testes com o dleo e
com seu extrato ndo apresentaram aumento significativo no numero de

revertentes por placa, ou seja, ambos foram considerados n&do mutagénicos na
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presenca e na auséncia de S9. A maior dose do 6leo (100mg/placa) provocou
turbidez na placa e a maior concentragao do extrato do 6leo (1000ug/placa) foi

toxica.

1.4. Teste do micronucleo

Nos ultimos tempos a metodologia do micronucleo se tornou muito
importante para testes de mutagecidade devido a sua capacidade de
evidenciar eventos aneugénicos e clastogénicos, simplicidade de analise,
acuracia, multipotencialidade e larga aplicabilidade com diferentes tipos de

células (Decordier, 2011).

Micronucleos podem ser encontrados em células como pequenos
corpos extranucleares, resultantes de quebra cromossémica e/ou
cromossomos inteiros que ndo migraram para os polos durante a diviséo
(Decordier, 2011). Na telofase, quando a carioteca (envoltorio nuclear) é
reconstituida nas ceélulas-filhas, esses cromossomos perdidos ou fragmentos
nao sao incorporados ao nucleo, sendo encapsulados em separado, formando
assim um pequeno nucleo denominado micronucleo (Kirsch-Volders et al.,

2002, 2011; Mateuca et al., 2006; Fenech et al., 2011).

A formacgao de micronucleos pode ser espontanea ou induzida por
mutagenos. A formacado espontdnea se da pela perda ocasional de um
cromossomo inteiro ou pela expulsao de sequencias repetitivas de DNA, como
um mecanismo de defesa celular ou contribuicdo para diferenciacéo celular
(Decordier, 2011). A formagdo de micronucleo induzida por mutageno pode

ocorrer por dois mecanismos distintos:
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= Aneugenia — ocorre quando o mutageno provoca a perda de um
cromossomo inteiro, gerando uma aneuploidia (célula 2n-1 + micronucleo) ou
quando o mutageno provoca erro na mitose de maneira que a célula duplica
seu material genético, mas, nao divide e sofre a perda de um cromossomo,

gerando uma célula 4n-1 + micronucleo (Decordier, 2011).

= Clastogenia: ocorre quando o mutageno inibe o reparo de DNA
lesado, provoca quebra no DNA dupla fita ou induz a formacgao de pontes entre
cromossomos. Todos esses tres mecanismos de clastogenia ddo origem a uma

célula 2n-x + micronucleo (Decordier, 2011).

Utilizando-se dessa metodologia, Silva et al. (2009) avaliaram o
potencial citotéxico de extratos de Cordia ecalyculata e Echinodorus
grandiflorus, ambas plantas nativas utilizadas como diurético, anti-inflamatério,
supressor de apetite e coadjuvante de perda de peso. Com a analise estatistica
ANOVA, observou-se um aumento significativo (P < 0,05), porém, de pequena
magnitude na frequéncia de eritrécitos micronucleados no sangue periférico
dos animais tratados com extratos das plantas em cheque, quando
comparados ao controle negativo. Constatou-se ainda que a frequéncia de
eritrocitos micronucleados nédo apresentou diferenca significativa (P > 0,05)
quando comparada dentre as doses de extrato administradas, ou seja, os
extratos ndo interferiram na liberacdo medular de eritrocitos micronucleados
(descendentes de células que tiveram defeitos nos mecanismos de divisao ou

quebra cromossomal) com um comportamento dose-independente.

Com a metodologia do teste do Micronucleo com medula 6ssea de

camundongos, Lynch et al. (2011) avaliaram o potencial mutagénico da
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aloesina, uma cromona que foi recentemente identificada como um dos
componentes ativos responsaveis pelo efeito anti-diabético do Aloe spp., mais
conhecido como babosa. Quando comparados com o controle negativo, os
grupos-teste (doses de 1,25, 2,5 e 50 g kg' de peso corporal) nio
apresentaram aumento significativo (P > 0,05) na frequencia de células
micronucleadas. Com base neste e nos demais testes realizados (Ames e
ensaios com células de mamiferos) o autor concluiu que a aloesina nao possui

atividade genotoxica.

Dada as atividades citotdxica e antiviral do extrato metandlico de
Verbascum thapsus, espécie de planta muito abundante na Argentina, Escobar
et al. (2011) realizaram um estudo com objetivo de determinar genotoxicidade
deste extrato usando o teste do micronucleo em células de medula 6ssea. As
doses testadas foram de 100, 300 e 500 mg kg' de peso corporal. Os
resultados mostraram que n&o houve diferenga significativa na frequencia de
células micronucleadas quando se comparou os grupos tratados com o extrato
e 0 grupo controle negativo. A medula 6ssea n&o apresentou sinais de
citotoxicidade nos grupos que receberam o extrato de V. thapsus. Assim, os
resultados permitiram concluir que o extrato metandlico de V. thapsus nao

contém compostos genotoxicos e citotdxicos.

Espécies do género Pterocaulon sao popularmente utilizadas em
tratamentos etnoveterinarios devido as suas atividades: antibiotica, antiviral e
citotoxica. Pereira et al. (2011) testaram se o extrato hexanico de Pterocaulon
polystachyum exerce alguma atividade sobre o DNA utilizando o teste do

micronucleo com medula 6ssea. Os resultados mostraram que, comparando-se
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com o grupo controle negativo, o extrato provocou reducao significativa (P <
0,01) na frequencia de eritrocitos micronucleados no grupo tratado com a dose
de 400mg kg™. A frequencia de eritrocitos policromaticos micronucleados em
fémeas foi menor que em machos em todos os grupos de estudo, exceto no
grupo tratado com a dose de 400mg kg™ e no grupo controle positivo. Assim, o
autor pode inferir que o extrato ndo produz mutagdes cromossdémicas, porém,
foi relativamente téxico na maior concentracdo, pois em outros testes
realizados (cometa e testes com células hepaticas e renais) evidenciou-se

genotoxicidade.

2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

o Avaliar a mutagenicidade de extratos metandlicos e hexanicos de
P. ramiflora e P. torta através de ensaios de mutacdo génica reversa com S.
typhimurium (teste de Ames) utilizando as linhagens TA100, TA102, TA97a e

TA98 na presenca e na auséncia de S9.

o Avaliar a mutagenicidade de extratos metandlicos de P. ramiflora
e P. torta através do ensaio de micronucleo com células do sangue periférico

de camundongos Swiss albinos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

As folhas de P. torta e de P. ramiflora foram coletadas em dezembro

de 2007, no municipio de Sao Carlos-SP. A coleta e identificacdo botanica das
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espécies foram realizadas pelo Prof. Dr. Jorge Yoshio Tamashiro do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Unicamp e as exsicatas
foram depositadas no Herbario da Unicamp, sob numero UEC1447 e

UEC1448, respectivamente.

Os extratos foram preparados no Instituto de Quimica da UNESP,

Campus Araraquara-SP, sob coordenacgao do Prof. Dr. Wagner Vilegas.

3.2. Teste de Ames

3.2.1 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S.
typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de
Berkeley, California, USA. A cepa TA98 apresenta mutagdo no gene hisD
(hisD3052) que codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como
ponto preferencial para a reversao oito residuos repetitivos de GC e detecta
compostos mutagénicos que causam deslocamento do quadro de leitura do
DNA. A mutagcao 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 (CAT) —
leucina. Assim, essa cepa detecta agentes mutagénicos que ocasionam
substituicdes, principalmente neste par G-C. A cepa TA102 contém a mutacao
ochre TAA no gene hisG e detecta eficientemente mutdgenos como
formaldeido, glioxal, varios hidroperoxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X,

luz UV, estreptonigrina e agentes cross-link, como mitomicina-C. A cepa TA97a
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também detecta mutagenos do tipo frameshift e apresenta mutagdo no gene

his D 6610 e alvo para mutagao os residuos GC (Maron e Ames, 1983).
3.2.2 Manutencao e estoque das cepas de S. typhimurium

As cepas de S. typhimurium foram estocadas em tubos para
congelamento (1,5mL) a -70°C para que se mantivessem inalteradas todas as
suas caracteristicas genéticas. Para cada 0,9mL de cultura é adicionado 0,1mL

de DMSQO, substancia crioprotetora.

3.2.3 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, presenga de delegao uvrB,
presenca de plasmidios com genes de resisténcia a ampicilina e taxa de

reversao espontanea foram verificados de acordo com Maron e Ames (1983).
3.2.4 Preparo dos in6culos de S. typhimurium

Com auxilio de alca de inoculagcdo, pequena quantidade da cultura
estoque congelada foi semeada em 30mL de caldo nutriente (Oxoid® n° 2),
incubada a 37°C, por 14 horas em banho-maria sob agitacdo (160 rpm), de

modo a obter uma densidade de 1 — 2 x10° bactérias mL™.
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3.2.5 Meios de cultura

Os meios de cultura e solugbes necessarios para os ensaios de
mutacéao reversa foram preparados de acordo com as especificagcdes de Maron

& Ames (1983).

O crescimento das linhagens de S. typhimurium foi realizado em
caldo nutriente Oxoid® n°® 2 e o agar nutriente elaborado a partir do caldo
nutriente, com ou sem ampicilina dependendo do ensaio, solidificado com 1,5%

de agar (Difco®).

Nos ensaios de mutagenicidade foi usado 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 sédio e aménio |,
5009 de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de agua destilada) na proporcao
de 980 mL para 20 mL respectivamente. Para os testes realizados com S.
typhimurium TA97a o agar minimo foi preparado com apenas 0,4% de glicose

devido a sensibilidade dessa linhagem ao acucar.

O agar de superficie (“top-agar”) € composto de 0,5 g de cloreto de
sédio, 0,6 g de Bacto® agar e 100 mL de agua destilada, acrescido de 10 mL
de uma solugdo 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 quando nao especificado.

3.2.6 Controles
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O controle negativo foi feito com DMSO, o solvente dos extratos
vegetais. Os ensaios foram realizados incluindo-se também controles positivos
para confirmar as propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa.
Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem S9 o NPD para as
linhagens TA98 e TA97a, azida sddica para a linhagem TA100 e mitomicina-C
para a linhagem TA102 e para os ensaios com S9 foram usados o 2-antramino

(TA98, TA100 e TA97a) e o 2-aminofluoreno (TA102).

3.2.7 Preparo da mistura S9

Foi utilizada a fragado microssomal S9 homogeneizada de figado de
rato (fragdo poés-mitocondrial), suplementada com um cofator, preparada a
partir de figado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas
(aroclor 1254). A fragdo S9 revela se a substancia ou amostra € mutagénica
em sua forma original ou necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar
mutagénica. Essa fracao foi obtida da MOLTOX® (Molecular Toxicology, Inc.
USA). Para o preparo da mistura S9, todas as solug¢des (cloreto de magnésio
0,4M e cloreto de potassio 0,4M, glicose-6-fosfato 1M, B-nicotinamida adenina
dinucleotideofosfato 0,1M, tampao fosfato 0,2M pH 7,4 e agua destilada)
inclusive a fracdo S9 hidratada, foram mantidas em banho de gelo durante todo
0 ensaio e preparadas sempre a fresco e utilizadas por um periodo de no

maximo 3 horas.

3.2.8 Realizacao dos ensaios

Foi empregada a metodologia de pré-incubagao, desenvolvida por

Maron e Ames (1983). Em tubos de ensaios foram colocados 0,1mL de cultura
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de bactérias (1-2 x10° bactérias mL™"), a concentragdo adequada do extrato e
0,5mL de tampéo fosfato pH 7,4 ou 0,5 mL de S9 mix (4%) nos ensaios com
ativacdo metabdlica. Os tubos assim compostos foram incubados a 37°C
durante 20 minutos. Apos esse tempo, foram adicionados 2mL de top-agar
acrescidos de uma solucdo de histidina/biotina 0,05mM na proporgao de
10/100mL. Em seguida, os tubos foram agitados e vertidos em placas de Petri
contendo AMG. Essas placas foram incubadas por 48 horas a 37°C.
Transcorrido esse tempo, foi efetuada a contagem das coldnias revertentes.
Todas as concentragdes testadas, controles positivos e negativos foram

realizados em triplicata.

3.2.9 Forma de analise dos resultados

Os dados da mutagenicidade dos extratos vegetais foram analisados
utilizando o programa estatistico Salanal elaborado e gentiimente cedido pelo
Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA, por
intermédio da Dra. Maria Inés Sato (CETESB). Esse programa permite avaliar
o efeito dose-resposta através do calculo da analise de varidncia (ANOVA —
teste F) entre as médias do numero de revertentes e o controle negativo. O
modelo do programa escolhido para a analise dos dados foi o modelo Bernstein

(Bernstein et al., 1982).

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a RM para cada dose
analisada, que &€ a média do numero de revertentes na placa teste
(espontaneos mais induzidos) dividida pela média do numero de revertentes
por placa do controle negativo. A amostra foi considerada positiva quando a

RM foi maior ou igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando
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houve uma relagcdo dose resposta entre as concentragdes testadas e o numero
de revertentes induzidos. Por sua vez, a amostra foi considerada negativa para
o teste de Ames, quando a mesma nao induziu aumento significativo no
numero de revertentes e seus RM foram todos menores que 2. Quando apenas

um dos parametros for atendido, considerou-se indicios de mutagenicidade.
3.3. Teste do microntcleo

O protocolo adotado para a realizacdo dos ensaios foi o descrito por
Hayashi et al. (1990), no qual se empregam laminas pré-coradas com laranja

de acridina.
3.3.1 Preparo das laminas

As l|laminas adequadamente limpas foram aquecidas a
aproximadamente 70°C. Sobre as laminas quentes, colocou-se 10uL de
solugéo de laranja de acridina (1 mg ml") fazendo-se o espalhamento com a
extremidade de outra lamina. As laminas foram secas ao ar e guardadas em
caixa apropriada, a temperatura ambiente, em local escuro, por pelo menos 24

horas.
3.3.2 Animais e doses utilizadas

Para avaliagdo da mutagenicidade in vivo dos extratos, foram
empregados camundongos Swiss albinos (machos e fémeas) jovens com
aproximadamente 30g, cuja aprovacdo do Comité de Etica encontra-se em
anexo sob o protocolo CEP/FCF/CAr 08/2010. Foram avaliadas trés doses:

15,0; 11,2 e 7,5 mg kg™ de peso corporal (p. c.) do extrato metandlico de P.
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torta e 7,1; 5,3 e 3,6 mg kg' p.c. do extrato metandlico de P. ramiflora
dissolvidos em agua e administradas via gavagem. Essas doses foram
determinadas a partir do limite de solubilidade dos extratos em agua e do
volume maximo de solugédo a ser administrado por animal que correspondeu a
0,3 mL. Com isso a maior dose foi determinada e a partir desta as demais que
corresponderam a 75 e 50%. 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 negativo recebeu via gavagem 0,3 ml do solvente

empregado, agua.

Foram coletadas amostras de sangue da cauda dos animais antes de
cada tratamento (T0), obtendo-se assim a frequéncia basal de micronucleos
para cada individuo. Trinta horas depois da administragcdo dos compostos-teste
aos animais, foi feita uma nova coleta de sangue para verificacdo da
mutagenicidade aguda dos extratos vegetais através do teste do micronucleo

em células do sangue periférico.

O extrato hexanico ndo foi avaliado no teste do micronucleo devido a

pouca quantidade de extrato disponivel e devido a baixa solubilidade em agua.

3.3.3 Obtenc¢ao do sangue

Com o auxilio de uma agulha, perfurou-se a cauda do animal,
coletou-se 5uL de sangue (uma gota) que foi depositada no centro da lamina
previamente preparada com laranja de acridina e posteriormente coberta com

laminula. As laminas com o material biolégico foram mantidas a —20°C e no
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escuro por no minimo 24 horas antes da analise citologica, propiciando uma

melhor acao do corante.

A andlise citolégica das laminas contendo o sangue periférico dos
animais foi efetuada o mais rapido possivel, evitando a deterioracdo do
material. Esta analise foi realizada em microscopio de fluorescéncia,
combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo. Foram contados 2000

reticulécitos por animal e anotadas as frequéncias de células micronucleadas.

3.3.4 Analise dos Resultados Obtidos

Apds a analise citoldgica das Iaminas contendo amostras do sangue
periférico dos camundongos tratados com os extratos vegetais, foram
calculadas as frequéncias médias de células micronucleadas, bem como os
desvios-padrao para cada um dos grupos de tratamento. A analise estatistica
foi realizada apos a obtencao de todos os resultados. A analise de variancia foi

feita através do programa “Instat” utilizando o teste de Turkey-Kramer.

4. RESULTADOS

4.1. Teste de Ames

4.1.1. P. ramiflora

Com o extrato metandlico, sem S9, os resultados para as linhagens
TA100 e TA102 foram considerados negativos. O extrato ndo induziu aumento
significativo do numero de revertentes por placa e suas RMs foram todas
menores que 2. Com a TA98 o extrato apresentou indicios de mutagenicidade,

pois, aumentou significativamente o niumero de revertentes por placa e as RMs
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foram proximas a 2 e para a linhagem TA97a a mutagenicidade foi
significativamente aumentada e as RM maiores que 2. Com S9, os resultados
para as linhagens TA100, TA102, TA98 e TA97a foram negativos porque nao
aumentaram significativamente o numero de revertentes por placa e suas RMs

foram menores que 2 (Tabela 1).

Para o extrato hexanico, sem S9, os resultados para TA100, TA98,
TA102 e TA97a foram considerados negativos pois ndo foram observados
aumentos significativos no numero de revertentes por placa e suas RMs
ficaram abaixo de 2 (Tabela 1). Nessa mesma condigdo, o extrato hexéanico
mostrou-se toxico para a linhagem TA102 sendo, portanto, necessaria uma
diluigdo das concentragbes empregadas. A Tabela 2 mostra os resultados
obtidos frente as novas doses. Verifica-se que ndo houve aumento significativo
da frequéncia de revertentes e que mesmo com a diminuicdo das
concentragbes ainda foi observada toxicidade nas maiores concentragdes

utilizadas.

Com S9, para este mesmo extrato, os resultados para TA100, TA98,

TA97a e TA102 também foram considerados negativos (Tabela 1).

4.1.2. P. torta

Para o extrato metandlico, os ensaios sem S9 mostraram
mutagenicidade para as linhagens TA97a e TA98. Os valores de RM
aumentaram de forma diretamente proporcional a concentracdo de extrato.

Para TA100 o extrato apresentou indicios de mutagenicidade e foram negativos
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para a TA102. Os resultados para TA100, TA98, TA97a e TA102 com S9 foram

todos negativos (Tabela 3).

Ja com o extrato hexanico, com a linhagem TA102 sem S9,
constatou-se apenas indicios de mutagenicidade, e negativos para TA100 e
TA97a. A linhagem TA98 apresentou mutagenicidade positiva tanto em
presenga como em auséncia de S9. Em presenca de S9, a linhagem TA97a e
TA102 nado apresentaram atividade mutagénica e a TA100 indicios de

mutagenicidade (Tabela 3).

Para facilitar a visualizagdo de todos os resultados supracitados,
tanto os de P. ramiflora quanto os de P. torta, foi montada a Tabela 4 que

mostra apenas qualitativamente se foi constatada ou ndo mutagenicidade.
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4.2. Teste do micronucleo

De acordo com a analise citologica realizada, pode-se construir a
Tabela 5, que dispde o numero de eritrocitos micronucleados por animal antes
do tratamento (t = Oh), construida para fins de controle, e a Tabela 6 que
dispée o numero de eritrocitos micronucleados encontrados por animal 30
horas apdés o tratamento com os extratos de P. torta e P. ramiflora e seus

controles.

O teste do micronucleo evidenciou, apds a analise estatistica
ANOVA - Teste de Turkey-Kramer, que houve aumento significativo (P <
0,001) na frequéncia de eritrocitos micronucleados em todas as doses
administradas do extrato de P. forta, quando comparados ao controle negativo.
Constatou-se ainda que, comparando-se os grupos de tratamento de P. torta
entre si, a frequéncia de eritrécitos micronucleados sé apresentou diferenca
significativa (P < 0,01) quando comparou-se a maior e a menor dose de extrato
administradas, ou seja, os extratos interferem na liberacdo medular de

eritrocitos micronucleados com um comportamento dose-independente.

Para o extrato de P. ramiflora observou-se aumento significativo (P <
0,001) na frequéncia de eritrécitos micronucleados apenas quando comparou-
se as doses 7,1 e 53mg Kg”' p.c. com o controle negativo, sendo que na
comparagdo entre a dose de 3,6mg kg’ p.c. e o controle negativo ndo houve
aumento significativo (P > 0,05). E, comparando-se o aumento da frequéncia
dentre as doses administradas de P. ramiflora, somente a comparacao entre as

doses 7,1 e 5,3mg kg p.c. apresentou aumento significativo (P < 0,01),
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sugerindo comportamento dose-independente, da mesma maneira observada

nos ensaios de P. forta.

E ainda, o perfil da frequéncia de eritrocitos micronucleados
encontrados no sangue periférico dos animais antes do tratamento (t = Oh) foi
considerado normal e o controle positivo (Ciclofosfamida) induziu um aumento
significativo (P < 0,001) nessa frequéncia quando comparado ao controle

negativo, como era esperado.

Tabela 5. Numero de eritrécitos micronucleados por animal antes do

tratamento.
Animais
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA SD
1 1 O 0 2 1 2 2 4 1 1,4 1,22
3 1 1 2 1 3 5 1 1 2 2,0 1,36
1 1 0 1 2 1 3 1 2 2 1,4 0,88
2 2 1 3 0 1 1 1 2 4 1,7 1,20
1 2 1 1 1 O 2 3 1 1 1,3 0,60
3 4 2 1 3 2 1 1 1 2 2,0 1,05
2 0 4 3 3 2 4 1 0 0 1,9 1,66
1 O 0 2 1 1 2 2 3 1 1,3 0,97

Foram analisados 2000 reticulécitos por animal.

Tabela 6. Numero de eritrécitos micronucleados por animal 30h apés tratamento com




os extratos.
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TRATAMENTO animais
(mg/KgP.C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA SD
9 9 9 9 08 .8*
C+ 101 o o 105 97 o o 100 96 102 988" 374
C- 3 12 4 2 31 2 0 3 21 427
1 11 11 g
15 2.8 5 13 9 , 5 8 15 12 1117 219
P. torta 11,2 7 9 ] 10 ND 9 8 10 7 8 878" 141
75 6 48 9 12 5 (1) 7 6 5 720" 268
7.1 7 87 9 6 87 6 7 9 407 401
P. 53 5 6 6 4 7 5 6 7 5 3 5407 159
ramiflora
3.6 2 01 3 1 4 2 2 NDND 188 135

C+ (Controle positivo): Ciclofosfamida 50mg/Kg P.C.; C- (Controle negativo): agua

destilada; ND: Nao Determinado; SD: Desvio Padrao; *P < 0,001 (significativo); "P >

0,05 (nao significativo); *P < 0,01 (significativo).

5. DISCUSSAO

Hoje em dia observa-se um grande interesse, nao s6 da comunidade

cientifica, mas também da populagdo, em utilizar cada vez mais produtos de

origem natural. Isso pode ser devido ao fato de que a maioria das pessoas

acredita que produtos de origem natural s&do saudaveis, seguros e incapazes

de trazer maleficios, mesmo porque todos sabem que a maioria dos

medicamentos industrializados €, todo ou em parte, de origem natural (Silva et

al. 2010).

Esses conhecimentos populares devem ser preservados e sao de

alta relevancia no momento da escolha de novos alvos para estudos cientificos,

pois mostram o potencial farmacoldgico que as plantas medicinais apresentam.
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Muitas destas plantas ja foram alvos de estudos farmacoldgicos que

confirmaram a presenca de compostos capazes de tratar muitas doengas.

Um bom exemplo disso é o estudo desenvolvido por Mueller et al.
(2004) que, a luz de conhecimentos populares e até mesmo indigenas,
testaram a atividade de Artemisia annua contra a malaria e confirmou este fato,
ou seja, foi confirmada a presenga de um composto quimico, a artemisina,
capaz de atuar efetivamente no controle dos sintomas da malaria. Contra esta
mesma enfermidade, Montenegro et al. (2006) confirmaram a atividade do
extrato etandlico e fracdo hidroetandlica de Pouteria venosa contra o
Plasmodium berghei, sendo que o extrato mostrou-se capaz de reduzir a

infeccdo em ratos.

Abe et al. (2002) confirmaram a atividade de Pouteria sapota contra
a doenca de Chagas. Através de testes in vitro observaram a capacidade
tripanocida contra a forma epimastigota do extrato metandlico de P. sapota na

dose de 2mg ml”, confirmando mais uma vez a sabedoria popular.

Estudos recentes sobre o género Pouteria mostram que é composto
basicamente por triterpenos de cadeia longa ou em forma de ésteres de
acetato, hidrocarbonetos de cadeia longa, alcoois, ésteres e flavondides,
compostos estes responsaveis pelas atividades bioldgicas: anti-oxidante, anti-
inflamatoria, atividade  anti-nociceptiva, anti-bacteriana,  anti-fungica,
antagonismo ao receptor B de estrégeno e indugcdo de aglutinagdo de

eritrécitos de ratos, coelhos e humanos (Silveira et al., 2009).

Por outro lado, alguns estudos reforcam que além dos compostos de

acao benéfica, muitos outros compostos presentes em plantas podem ser
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téxicos, genotdxicos e carcinogénicos quando utilizados em longo prazo, fato

que a populagao desacredita (Silva et al. 2010 e Santos, 2006).

Segundo Elvin-Lewis (2001), varios problemas podem estar
associados ao consumo de plantas medicinais por longos periodos, podendo-
se citar plantas utilizadas como laxativos (Senna alexandrina, Aloe vera e
Rhamnus frangula), que estao relacionadas a dores abdominais e problemas
cardiacos, plantas utilizadas como estimulantes (Areca catechu, Ephedra
sinica e Paullinia cupana), que estado relacionadas com disfungdes hepaticas,
agitacdo, palpitagdes e insénia. E ainda, de acordo com Ames (1983), muitas
plantas apresentam em sua constituicdo compostos quimicos que podem ser
citotoxicos ou genotoxicos, podendo até mesmo estar relacionados ao

desenvolvimento de tumores.

Alves et al. (2008) avaliaram os efeitos genotoxico da planta
medicinal Physalis angulata, cujos diferentes extratos e infusbes sao
comumente utilizados na medicina popular para o tratamento da malaria, asma,
hepatite, dermatites e reumatismo. Linfécitos tratados com P. angulata nas
concentragdes de 3,0 e 6,0 uyg mL", em meio de cultura apresentaram um
aumento estatisticamente significativo na frequéncia de micronucleos (P<0,05),
demonstrando o efeito mutagénico de P. angulata em linfécitos humanos in

vitro.

Kocaman et al. (2011) utilizaram a metodologia do micronucleo com
linfécitos humanos para avaliar a genotoxicidade do 4-tujanol, um alcool
monoterpeno biciclico presente no éleo essencial de muitas plantas medicinais

e aromaticas como Laurus nobilis, Sideritis erythrantha e Achillea millefolium. O
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4-tujanol é muito utilizado como fragrancia em xampus, sabonetes e
detergentes, como edulcorante em alguns alimentos e bebidas. Os resultados
mostraram que houve aumento significativo (P<0,01) na frequencia de linfécitos

micronucleados 48 horas apés o tratamento na auséncia da fragao S9.

O presente trabalho evidenciou que, em detrimento das tantas
atividades benéficas ja confirmadas, P. ramiflora e P. torta possuem compostos
genotoxicos, pois os resultados do teste de Ames sugerem a presenca de
compostos indutores de mutagdes do tipo frameshift, mecanismo de reversao
observado nas linhagens TA97a e TA98. E ndo se pode descartar a
possibilidade da presenca de outros compostos lesivos que atuem induzindo
mutagdes do tipo substituicdo de base nitrogenada e cross-link que sé&o os
mecanismos de reversdo observados nas linhagens TA100 e TA102,
respectivamente, pois, observaram-se indicios de mutagenicidade nos ensaios

realizados com essas linhagens.

Somando-se a este resultado in vitro, o teste do micronucleo (in vivo)
também sugere a presenca de compostos mutagénicos em ambas as espécies,
pois os extratos provocaram aumento na frequencia de células micronucleadas.
Isso demonstra que nos extratos podem estar presentes substancias que
podem levar células em mitose a aneugenia ou clastogenia, ou seja, os
extratos podem gerar eventos que podem ocasionar alteragdes genéticas
permanentes nas células. Estes eventos podem representar os passos iniciais

de uma neoplasia.

No entanto, ndo existem estudos detalhados que caracterizem as

propriedades toxicolégicas de substancias isoladas dos extratos avaliados, logo
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ndo se pode dizer quais substancias sao responsaveis pelos efeitos
mutagénicos observados, pois ndo existem ainda evidencias cientificas que

comprovem tal fato.

Assim, para elucidar essa incerteza estudos de toxicidade e
genotoxicidade de plantas medicinais, bem como de substéncias delas
isoladas, sao extremamente importantes, pois sdo fontes de medicamentos
fitoterapicos muito comuns hoje em dia, e de acordo com a Resolugéo n° 90 de
2004 da ANVISA todo medicamento fitoterapico deve ser avaliado quanto a sua
toxicidade aguda ou por doses repetidas, bem como quanto a genotoxicidade.
Para a avaliagdo da genotoxicidade, caso os fitoterapicos sejam utilizados em
tratamentos de longa duragdo, a ANVISA determina que sejam empregados os

testes de Ames e do micronucleo.

Pode-se entdo afirmar que as plantas medicinais alvo desses
estudos ndo devem ser de uso corriqueiro da populacéo, e que outros ensaios
devem ser realizados utilizando outros sistemas teste e, aliado a isso, o estudo
fitoquimico das espécies, visando elucidar quais sdao as substancias
causadoras da atividade mutagénica observada e possivelmente isola-las do
extrato complexo, buscando purificar as substancias responsaveis por tantos
efeitos benéficos ja comprovados e assim possibilitar a produgcao de novos

medicamentos a partir dessas plantas medicinais.

6. CONCLUSOES

De acordo com os dados reunidos no presente trabalho, pode-se

concluir que:



41

= Os extratos metandlicos e hexanicos de P. torta e P. ramiflora
foram mutagénicos in vitro, pois induziram mutagdes pontuais no DNA de S.

tiphymurium;

» Os extratos metandlicos de P. torta e P. ramiflora foram
mutagénicos in vivo, pois aumentaram a frequencia de células micronucleadas

no sangue periférico de camundongos Swiss albinos;

= O uso dessas plantas medicinais deve ser feito com muita

cautela;

= Seria muito interessante testar a atividade desses extratos, bem

como de substancias dele isoladas, contra células tumorais.
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8. ANEX(hro que o Protocolo para uso de Animais em Pesquisa
intitulade "Ensaios de micronlcleo para avaliagdo da atividade
mutagénica de Pouteria torfa e Pouteria ramiflora’, apresentado pela
acad&mica de Iniciacdo Cientifica Juliana Ferreira de Sousa, do curso
de graduacdo em Farmécia-Bioquimica, sob orientagao da Professora
Doutara Eliana Aparecida Varanda, do Departamento de Ciéncias
Biologicas desta Faculdade, foi submetido a analise do Comité de
Ftica em Pesquisa da Faculdade de Cigncias Farmacéuticas do
Campus de Araraquara da UNESP em 08 de abril de 2010 recebendo
o protocolo CER/FCHCAr. 06/2010.

Araraguara, D8 de abril de 2010
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