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RESUMO

FIGUEIREDO, F.R.G. Ensaios mutagénicos em decocto de Cochlospermum
regium (Mart. et. Schr.) Pilger (Bixaceae) em Poecilia reticulata e Linfécitos
humanos. 2012. 115f. Dissertacdo de Mestrado - Pontificia Universidade Catolica
de Goias, Goiania, 2012.

Cochlospermum regium € uma planta medicinal tipica do Cerrado, conhecida como
algodaozinho-do-cerrado, muito utilizada pela populagdo como analgésico,
antiinflamatorio, antiedematogénico e antibacteriano. Porém, muitos constituintes
quimicos de plantas medicinais podem ser toxicos e nocivos para a saude humana.
Portanto, faz-se necessario avaliar o potencial citotdéxico, genotdxico e mutagénico
do extrato aquoso desta espécie. Com este objetivo foram realizados testes in vivo
em Poecilia reticulata e in vitro com linfocitos humanos do sangue periférico. Para
ambos foi estimada a concentracéo letal (CLsg96n) do decocto de C. regium, além
disso, foram realizados o Teste do Micronucleo (MN) e o Ensaio Cometa (EC). Os
testes com P. reticulata foram realizados em aquarios padronizados com exposi¢cao
aguda por 96h. A CLsgeen foi estimada em O,259.L'1. Para os testes do MN e EC
foram utilizadas as concentragdes de 0,25g.L™", 0,19g.L™", 0,13g.L™ e 0,06g.L™ além
do controle negativo. Conforme as condi¢cdes experimentais o decocto de C. regium
apresentou diferenga (p=0,0046 e p=0,0007) entre a concentragao de 0,259.L'1 com
média de (5,5+1,5) micronucleos e (5,6+2,2) de alteragdes eritrociticas nucleares
com o controle negativo (2,8+1,3) e (2,7+1,6) respectivamente, portanto exibindo
acao citotoxica e mutagénica pelo teste do micronucleo. Foram observadas
correlagcdo e regressao linear simples positiva entre os danos observados em
eritrocitos de P. reticulata e as concentragdes do decocto avaliadas. Porém, nao foi
identificada atividade genotodxica pelo ensaio cometa (p=0,6289 e p=0,7677) em
nenhuma das concentragdes para os parametros comprimento de DNA na cauda do
cometa e quantidade de DNA na cauda do cometa, ndo apresentando também
correlagdo, nem regressdo linear simples entre os resultados obtidos e as
concentragdes avaliadas. Para os ensaios in vitro a CLsggen €m linfocitos humanos

foi estimada em 1,73g.L™". O teste do microntcleo foi realizado em culturas



completas por 72 horas e ensaio cometa por 3 horas nas concentragdes de 1,73g.L"
'1,299.L", 0,86g.L" e 0,43g.L™" do decocto, CN e CP com Metil Metano Sulfonato
na concentracdo de 80uM e 70 pM respectivamente. O decocto nestas
concentragbes nao apresentou diferenga (p=0,6235) com o controle negativo, ndo
exibindo atividade mutagénica em linfécitos humanos binucleados, entretanto,
apresentou correlagdo e regressdao linear simples significativas entre as
concentracbes do decocto e a quantidade de micronucleos observados. Para o
ensaio cometa, considerando os parametros comprimento da cauda do cometa
(p<0,0001) e quantidade de DNA na cauda do cometa (p=0,0037) foi observada
diferengca entre as médias obtidas em linfécitos humanos na concentragcdo de
1,739.L7"(3,9840,46 e 0,013+0,003) do decocto de C. regium com as médias do
controle negativo (0,69+0,13 e 0,003+0,0008), desta forma demonstrando potencial
agao genotdxica. Também foi constatado que houve forte correlagédo e regressao
linear simples entre as concentragdes avaliadas e os danos observados. Em suma,
o decocto de C. regium nas concentragdes avaliadas em P. reticulata e linfocitos
humanos apresentou atividades citotoxica, genétoxica e mutagénicas inclusive com
relagdo concentracdo-dependente. Neste contexto, devido aos danos causados no
DNA, o decoto desta espécie e seus produtos nas condi¢gdes costumeiras € contra-

indicado para uso geral pela populacéo.

Palavras-chave: Algodao-do-cerrado, plantas medicinais, Micronucleo, Ensaio

Cometa.

Email: flaviaeivam@hotmail.com




ABSTRACT

Mutagenic assays in decoct of Cochlospermum regium (Mart et. Schr.) Pilger
(Bixacea) in Poecilia reticulate and human lymphocyte. 2012. 115f. Dissertagao

de Mestrado - Pontificia Universidade Catodlica de Goias, Goiania, 2012.

Cochlospermum regium is a typical Cerrado medicinal plant, known as Cotton-do-
cerrado, much used by local people as an analgesic, antiinflammatory, and
antibacterial antiedematogenic. However, many chemical constituents of medicinal
plants can be toxic and harmful to human health. Therefore, it is necessary to
evaluate the potential cytotoxic, mutagenic and genotoxic potential of aqueous
extract of this species. With this goal in vivo tests were performed in Poecilia
reticulata and in vitro human peripheral blood lymphocytes. Was estimated for both
the lethal concentration (CL50/96h) of decoction of C.regium also performed a
Micronucleus Test (MN) and comet assay (EC). Tests with P. reticulata were
conducted in aquaria with standard acute exposure for 96 hours. The CL50/96h was
estimated at 0.25 gL -1. For testing the MN and EC concentrations used were 0.25
gL-1, 0.19 gL-1, 0.13 gL -1 and 0.06 gL-1 in addition to the negative control. As the
experimental conditions of the decoction C. 2.2) oft+ 1.5) and micronuclei (5.6
tregium showed difference (p = 0.0046 and p = 0.0007) between the concentration
of 0.25 gL-1 with an average of (6.5 1.6) respectively, thus showing cytotoxic and
mutagenic by micronucleus test.+ 1.3) and (2.7 zerythrocytic nuclear changes with
the negative control (2.8 Correlation was observed and linear regression between
the positive damage observed in erythrocytes of P. reticulata and the concentrations
of the decoction evaluated. However, no genotoxic activity was identified by the
comet assay (p = 0.6289 and p = 0.7677) concentrations in any of the parameters for
the length of DNA in the comet's tail and quantity of DNA in the comet's tail, also
showing no correlation, or simple linear regression between the results obtained and
the concentrations tested. For the tests in vitro CL50/96h in human lymphocytes was
estimated at 1.73 gL-1. The micronucleus test was performed in whole cultures for 72
hours and comet assay for 3 hours at concentrations of 1.73 gL-1, 1.29 gL-1, 0.86

and 0.43 gL-1 gL -1 of the decoction, CN and CP to methyl methane sulfonate at a



concentration of 80iM and 70 mM respectively. The decoction these concentrations
did not differ (p = 0.6235) with the negative control, showing no mutagenic activity in
binucleated human lymphocytes, however, correlated and significant linear
regression between the concentrations of the decoction and the number of
micronuclei observed. For the comet assay, considering the parameters of the comet
tail length (p <0.0001) and amount of DNA in the comet's tail (p = 0.0037) difference
was observed between the means obtained in human lymphocytes at concentrations
of 1, 0.013 0.003) decoction C.+= +73g.L-one (0.46 and 3.98 0.0008), thus
demonstrating the potential genotoxicity.+ 0.003 xregium with the average negative
control (0.13 and 0.69 It was found that there was strong correlation and linear
regression between the measured concentrations and the observed damage. In
short, the decoction of C. regium concentrations evaluated in P. reticulata and human
lymphocytes showed cytotoxic, genotoxic and mutagenic including concentration-
dependent. In this context, due to damage DNA, the decoct this species and its
products in the customary conditions is contraindicated for use by the general

population.

Keywords: Cotton-do-cerrado, medicinal plants, Micronucleus, Comet assay.
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1 INTRODUGAO

O Cerrado possui uma variedade consideravel de espécies vegetais
amplamente utilizadas pelas populacdes humanas. Para quase todas as arvores,
arbustos e ervas do Cerrado ha uma profusdo de preparagdes que podem ser
obtidos através de chas, extratos, decoctos, infusbes, etc. Desde a antiguidade,
essas plantas tem sido utilizadas pelo homem com fins medicinais para curar ou
aliviar os mais diversos males (SOUZA; FELFILI, 2006; DINIZ et al., 2001).

Segundo a ANVISA (2005), a planta que, em qualquer de suas partes possua
substancias que sao utilizadas com finalidade terapéutica ou que sejam precursoras
para a sintese quimico-farmacéutica, sdo consideradas plantas medicinais. A
espécie Cochlospermum regium (Mart. et. Schr.) Pilger (Bixaceae) € uma planta
medicinal tipica do Cerrado (SOUZA; LORENZI, 2008), conhecida popularmente
como algodaozinho-do-cerrado (PIO CORREA, 1975). Suas raizes sao utilizadas
para o0s mais diversos males, atuando principalmente como analgésico,
antidermatogénico, antiinflamatério, depurativo do sangue, purgativo e regulador
menstrual (CASTRO et al.,, 1994; GUARIN NETO, 1987; GUARIN NETO; MORAES,
2003), dentre outros.

Conforme Turolla e Nascimento (2006) existem poucos estudos, apesar da
crescente importancia dos fitoterapicos, que comprovem a eficacia e a seguranga
das plantas medicinais. Entre os constituintes quimicos das plantas, muitas
substancias podem ser nocivas para a saude humana, sendo algumas muito toxicas.
Este conhecimento contradiz a falsa idéia de que drogas naturais, preparadas por
produtos derivados de plantas, sdo seguras e isentas de efeitos adversos
(CALIXTO, 2000).

A investigacdo dos efeitos genotdxico, carcinogénico, embriotdxico e ou
teratogénico de plantas medicinais como relatam Sanches-Lamar e Flores (1999)
tem se tornado uma tendéncia geral no campo das investigagbes farmacoldgicas.
Avaliar a atividade terapéutica de fitofarmacos em estudos toxigenéticos sdo de
grande importancia, desde que o desenho experimental incorpore investigacao
sobre a indugado potencial de danos genéticos nas células expostas, que podem

ocasionar diversas enfermidades humanas, variando de malformagdes congénitas
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ao desenvolvimento de tumores (AMES, 1983).

Souza et al. (2005) observam que alteragdes no processo de divisdo celular e
a incidéncia de mutagdes cromossOmicas, como quebras cromatidicas, perda de
cromossomos inteiros ou formacdo de micronucleos, estdo associadas a
citotoxidade e genotoxidade de substancias em organismos-teste. O ensaio cometa
e o teste do micronucleo sao dois biomarcadores que podem ser utilizados para se
avaliar dano ao material genético (BOMFIM; CARVALHO, 2008).

O teste do micronucleo é capaz de detectar corpusculos extranucleares
formados durante a mitose, que resultam de fragmentos cromossdmicos acéntricos
ou de cromossomos inteiros que nao se incorporaram as células-filhas durante a
divisdo celular. Esse teste pode ser utilizado in vivo ou in vitro para detectar eventos
clastogénicos e aneugénicos (FERRARI, 1991; ALBERTINI et al., 2000; RIBEIRO et
al., 2003). Por outro lado, o ensaio cometa fornece um teste de avaliagdo
genotdxica, com a vantagem de ser altamente sensivel para varios tipos de dano no
DNA (WHITE; RASMUSSEN, 1998; HARTMANN et al., 2003; DA SILVA et al., 2003;
GONGCALVES et al., 2003). Ele pode ser aplicado a células de animais ou de
vegetais in vivo ou in vitro (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON et al., 1998; SILVA
et al., 2003).

Os organismos-teste sdo espécies de um dado grupo taxonémico,
representativos do ambiente, que sao utilizados em ensaios biolégicos. Em geral os
espécimes sado submetidos a diferentes concentragbes do agente toxico, por
determinado periodo de tempo (GHERARDI-GOLDSTEIN, 1990). Indicados como
organismos-teste, os peixes sdo os modelos animais mais representativos do meio
aquatico (BRIGANTE; ESPINDOLA, 2003). A espécie Poecilia reticulata, conhecida
como Guaru é um peixe com grande capacidade adaptativa, sendo muito utilizado
como referéncia para ensaios biologicos (SILVA et al., 2003).

Os linfocitos humanos do sangue periférico também sao utilizados em testes
citogenéticos em sistema in vitro. Os linfocitos sao as principais células responsaveis
pela resposta imunolégica adaptativa no ser humano (SALVADORI et al., 2003;
SIEBRA, 2007).

Neste sentido, o presente estudo utilizou o teste do micronucleo e o ensaio
cometa, para avaliar danos genéticos induzidos pelo extrato aquoso da planta
medicinal C. regium nos organismos-teste Poecilia reticulata e em linfocitos

humanos para avaliacdo de mutagenicidade in vivo e in vitro, respectivamente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a atividade genotoxica e citotoxica de diferentes concentragbes do
decocto de Cochlospermum regium utilizando ensaios mutagénicos em Poecilia

reticulata e linfocitos humanos.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a toxicidade aguda ou CLsggsn do decocto de C. regium em P.
reticulata e linfocitos humanos.

Investigar a agdo mutagénica pelo Teste do Micronucleo e a agao citotoxica por
meio das alteragdes eritrociticas nucleares no peixe biomonitor P. reticulata.

Estimar a atividade mutagénica de diferentes concentragdes de C. regium
utilizando o Teste do Micronucleo em Linfocitos do sangue periférico humano.

Avaliar a genotoxidade de C. regium utilizando o Ensaio Cometa em linfocitos

humanos e P. reticulata.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cerrado

O termo Cerrado € comumente utilizado para designar um conjunto de
ecossistemas que inclui savanas, matas, campos e matas de galeria, que ocorrem
no Brasil Central (EITEN, 1977). De acordo com Borlaug (2002), o Cerrado brasileiro
€ o segundo maior bioma do pais. Dados do IBAMA (2009) e ICMBio (2011) indicam
que o Cerrado ocupa uma area original de 2.036.448 Km? representando 23,9% de
todo o territorio nacional e integra 11 Estados incluindo Goias, Tocantins, Maranhao,
Piaui, Ceara, Bahia, Minas Gerais, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do

Sul e Parana. A distribuicao geografica do Cerrado brasileiro esta apresentada na

Figura 1.
Legenda
Areas de Cerrado e Transigbes 300 €00 900 Kiemeters
- 1 Cerrado Pantanal
‘ado Continuo Bacias:
‘ados Amazénicos-AP 1 Bacia do Rio Amazonas
‘ados Amazbnicos-PA 2 Bacia do Rio Tocantins
e ‘ados Amazdnicos-RR 3 Bacia do Atlantico — Trecho N/NE
1sigdo Cerrado Amazodnia 4 Bacia do Rio Séao Francisco
— 1sicéo Cerrado Caatinga 5 Bacia do Atlantico — Trecho Leste
. 1sicéo Cerrado Mata Atlantica 6 Bacia do Rio Parana
1sicdo Mata Atlantica Cerrado 7 Bacia do Rio Uruguai
a dos Cocais 8 Bacia do Atlantico — Trecho SE

Figura 1 — Distribuicdo geografica do bioma Cerrado brasileiro e suas areas de transicao e bacias
hidrograficas.
Fonte: ANEEL/IBGE (2000). Modificado.
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Coutinho (2002) descreveu para o Cerrado um clima tropical sazonal, de
inverno seco, temperatura média anual de 22-23°C, precipitagcdo média de 1200-
1800mm, concentradas nos meses de outubro a marco, caracterizando a estacao
chuvosa deste bioma.

Segundo Mendonga et al. (1998), a biodiversidade do Cerrado € elevada, pois
0 numero de espécies de plantas vasculares € superior aquele encontrado na
maioria das regides do mundo. Conforme Myers et al. (2000) e Crzebieluckas et al.
(2010) o Cerrado apresenta elevada riqueza bidtica, abriga concentragdes
excepcionais de plantas endémicas, apesar de ter perdido mais de 70% de sua
cobertura vegetal natural. Portanto, o Cerrado € considerado um dos 34 hotspots
mundiais de biodiversidade. Foglio et al. (2006) citam que o conceito de hotspot foi
criado em 1988 pelo ecdlogo inglés Norman Myers para resolver um dos maiores
dilemas dos conservacionistas, que era determinar quais as areas mais importantes
para preservar a biodiversidade na Terra, pois a biodiversidade ndo esta igualmente
distribuida no planeta.

Segundo Corréa (2000), em decorréncia da pouca atencdo destinada ao
impacto ocasionado ao meio ambiente, houve perda de parte da biodiversidade,
cujas potencialidades econdmica, cientifica e medicinal ndo s&o nem sequer
conhecidas. Para Machado et al. (2004), a grande diversidade de espécies de
animais e vegetais do cerrado esta associada com a grande diversidade de
ambientes. A variagdo dos ecossistemas ao longo do espago seria um fator
determinante para a ocorréncia de um variado numero de espécies. Os ambientes
do cerrado variam significativamente no sentido horizontal, sendo que areas
campestres, capdes de mata, florestas e areas brejosas podem existir em uma
mesma regido, 0 que provocaria um mosaico na vegetagdo. Segundo Klink e
Machado (2005), 44% da flora é endémica, e nesse sentido, o cerrado € a mais
diversificada savana tropical do mundo.

Segundo Pereira e Ribeiro (2007), o aspecto das plantas do cerrado
geralmente é bastante peculiar, pois suas arvores e arbustos possuem galhos
tortuosos, as folhas costumam ser endurecidas, as cascas dos troncos sao grossas,
as folhas muitas vezes possuem superficies brilhantes, algumas recobertas por
pélos e muitas espécies em plena estacdo seca produzem flores e brotos. Ainda
segundo os autores, varios elementos abidticos como as flutuagdes climaticas, a

drenagem e a fertilidade do solo, o relevo, a ocorréncia sazonal do fogo e os
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afloramentos rochosos contribuem para a caracterizacdo do cerrado. Os autores
relatam também que as areas de transicdo do cerrado com a Mata Atlantica, a
Caatinga, a Floresta Amazbnica e o Pantanal abrigam grande diversidade de
espécies que colaboram com a diversidade do Cerrado.

De acordo com Sano et al. (2007), 61% da cobertura vegetal natural do cerrado
corresponde a vegetagdo savanica, 32% formacao florestal e 7% formacao
campestre. Segundo Mendonga et al. (2008), o cerrado apresenta elevada riqueza
de espécies, com plantas herbaceas, arbustivas, arboreas e cipds, totalizando
11.627 espécies vasculares nativas.

Conforme Fonseca et al. (1997), a perda da diversidade ¢é atribuida aos fatores
como a exploracdo econdmica de recursos naturais, reducdo dos habitats, caca,
extragdo e poluicdo (Figura 2). Conforme os autores, o cerrado encontra-se
possivelmente com 2/3 de sua area antropizada. Myers et al., (2000), relatam que
cerca de 80% da éarea original do cerrado foi alterada de alguma forma, restando

apenas 20% de vegetagao em estagio primario.

. 1 Cobertura antropizada
1 Cobertura natural

Figura 2 — Distribuicao espacial de areas com cobertura vegetal natural e cobertura vegetal antropica
no Bioma Cerrado brasileiro.
Fonte: Sano et al. (2007). Modificado.
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A degradacdo do solo, dos ecossistemas nativos e a dispersédo de espécies
exoticas sao as maiores e mais amplas ameacas a biodiversidade do cerrado, todas
graves modificagdes decorrentes das atividades humanas na regido. Devido a
escala de alteragcdo e degradacgao ja ocorrida no cerrado, uma maior prioridade
deveria ser dada a execugdao de acbes que fortalecam as areas protegidas ja
existentes e que criem novas areas de protecao pois, somente 4,1% do bioma
encontram-se em unidade de conservacdo, sendo que apenas 2,2% de protecao
integral (Klink; Machado, 2005).

3.1.1 Plantas Medicinais

Segundo Gottlieb et al. (1998), a biodiversidade brasileira, em especial a
diversidade vegetal deveria ser considerada importante fonte de riqueza e
patrimdnio nacional. De acordo com Filho e Yunes (1998), cerca de 75% dos
compostos naturais foram isolados de acordo com as recomendagdes da medicina
popular. Segundo Maraschin e Verpoorter (1999), os metabdlitos secundarios
vegetais apresentam grande valor social e econémico. Plantas medicinais utilizadas
especialmente sob a forma de chas e extratos fazem parte da medicina
complementar aos cuidados com a saude, por grande parte da populacdo mundial
(SIEBRA 2007).

De acordo com Goodland e Ferri (1979), as plantas do cerrado sao ricas em
metabdlitos secundarios que podem estar relacionados a tentativa de adaptagao
dessas plantas a aridez do solo. Os autores relatam também que varios metabdlitos
presentes em algumas plantas do Cerrado possuem atividade biolégica
comprovada. Conforme Briskin (2000), a protegédo da planta contra microorganismos,
herbivoros e intempéries ambientais sao papéis exercidos pelos seus metabdlitos
secundarios, que também interferem em processos simbidticos e na atragdo de
polinizadores. Devido a presenca de metabdlitos secundarios em muitas plantas,
Mazza e Bittencourt (2000) e Feres et al. (2005) relataram que aparentemente esses
metabdlitos sdo de dificil separagdo durante a extracdo de DNA, e podem interferir

nos procedimentos de estudos do material genético.
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De acordo com Guarin Neto e Morais (2003), faz-se necessario valorizar os
recursos da enorme riqueza da flora do cerrado que estdo sob forte pressado de
extingcdo, como as espécies medicinais. Segundo Ming et al. (2003), o cerrado ainda
mantém apesar de todo o processo de desmatamento para atividades agropastoris,
areas onde é possivel verificar sua riquissima flora medicinal.

Conforme Foglio et al. (2006), o reino vegetal representa um vasto celeiro de
moléculas a serem descobertas e relata que grande parte das plantas nativas
brasileiras ainda ndo possuem estudos e respaldo cientifico quanto a eficacia e
seguranga ao seu uso medicinal. Para esses autores, pode-se considerar como
planta medicinal aquela planta administrada sob qualquer forma e por alguma via ao
homem, exercendo algum tipo de agao farmacoldgica.

Tresvenzol et al. (2006), descreveram que o conhecimento sobre plantas
medicinais representa muitas vezes o unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos. Gobbo-Neto e Lopes (2007), relataram que as
condigdes ambientais afetam a sintese dos metabolitos secundarios, pois
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente. De acordo com
Souza (2007), o bioma Cerrado ocupa 23% do territério nacional e possui grande
diversidade genética.

Segundo Silva e Proenga (2008), devido ao estagio avangado de antropizagao
e fragmentacdo do cerrado, torna-se urgente a realizagcdo de novas pesquisas
etnobotanicas, quanto ao uso popular de sua flora, que ainda foram pouco
investigadas. De acordo com dados obtidos na Instru¢do Normativa n°6/2008 do
Ministério do Meio Ambiente, de 23 de setembro de 2008, na Lista Oficial das
espécies da Flora Brasileira ameacadas de extingdo, cerca de 28% das espécies
estdo presentes no cerrado, sendo que deste total, 89% sédo endémicas (IBAMA,
2008).

As informacdes sobre as drogas nacionais, em especial as plantas medicinais
regionais sdo muito deficientes (Sdélon, 2009; Soélon et al., 2009). As plantas
medicinais por serem de facil acesso e baixo custo, tém se tornado uma alternativa
de utilizagcao pela populacéo frente ao aparecimento de algumas doengas e custo
elevado dos medicamentos (Fonseca; Pereira, 2004). Entretanto, os autores
salientaram que para sua propria defesa, as plantas sdo capazes de produzir

diferentes substancias téxicas e em grandes quantidades.
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Lapa et al. (2004), relatam que as plantas medicinais sdo agentes
xenobiontes, que apresentam produtos de biotransformacao potencialmente téxicos,
e que esses efeitos muitas vezes nao sao imediatos, mas que podem se instalar por
longos periodos de forma assintomatica, dificultando a correlagdo com sua ingestéo.
Um dos maiores desafios para a quimicafarmacoldgica, bioquimica e farmacologia,
consiste na elucidagdo dos compostos ativos presentes nas plantas e seus

mecanismos de ac¢ao (Gebhardt, 2000).

3.1.2 Cochlospermum regium (algodaozinho-do-cerrado)

Segundo Pio Correia (1975), a espécie Cochlospermum regium (Mart. &
Schr.) Pilger €& conhecida popularmente como algodaozinho-do-campo,
algodaozinho-do-cerrado, algodao-bravo, algodao-do-mato, algodéaozinho,
algodaozinho-cravo, algodoeiro-do-campo, butua-de-corvo, periquiteira-do-campo,
pacote, ruibarbo-do-campo e sumauma-do-igapo.

De acordo com Ritto (1996) e o Missouri Botanical Garden (2009), a espécie
C. regium pertence a familia Cochlospermaceae. Mas Souza e Lorenzi (2008)
relatam uma indefinicdo relacionada a filogenia do género Cochlospermum Kunth e,
portanto a espécie em questdo pertence a familia Bixaceae. Em territorio brasileiro
existem apenas duas espécies pertencentes ao género Cochlospermum Kunt, a C.
regium e a C. vitifolium, este género possui 11 espécies.

O Missouri Botanical Garden (2009), descreve a taxonomia e habitat da espécie

como:
Dominio Eucariota
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimm. ex Reveal
Classe Magnoliopsida Brongn.
Subclasse Dilleniidae Takht. ex Reveal & Takht.
Ordem Violales Lindl.
Familia Cochlospermaceae Planch.
Genero Cochlospermum Kunth

Nome botanico Cochlospermum regium
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A espécie C. regium apresenta varias sinominias cientificas de acordo com Solon
et al. (2009), sao elas:

C. insignis St. Hill

C. insigne A. St. Hill

Azeredia pernambucana Arruda

C. insigne var. mattogrossense Pilg.

C. insigne var. pohlianum Eichler

C. tribolum Standl.

Maximiliana regia Schrank

M. regia var. glaberrima Chadat & Hassl.
M. regia var. matogrossensis (Pilg.) S.F. Blake
Wittelsbachia insignis Mart. & Zucc.
Amoreuxia unipora Tiegh.

A. unipora Tiegh.

De acordo com Castro et al. (1994), dentre as riquezas da flora do cerrado,
existem inumeras plantas com comprovado histérico medicinal, dentre elas C.
regium. Ela é uma planta comum do cerrado brasileiro, encontrada em Cerrado
sensu stricto, cerraddo, campo limpo, campo sujo, campo cerrado, mata ciliar e mata
mesofilica (MENDONCA et al., 1998). C. regium ja foi encontrada no Paraguai e na
Bolivia, nas localidades de Amambay e Santa Cruz, apesar de ter sido considerada
endémica do cerrado brasileiro (LIMA et al., 1995; CHEN-CHEN et al., 2004;
SOUZA; LORENZI, 2008).

Esta espécie € um subarbusto com aproximadamente 2m de altura, seus
ramos variam de 0,8m a 1,8m de comprimento, o sistema subterréaneo € robusto e
lenhoso e Castro et al. (2004), descrevem que seu caule possui aparéncia
ferrugenta e suas inflorescéncias sdao pentdmeras amareladas (MENDONCA et al.,
1998). A polinizacdo das flores de C. regium sao realizadas por abelhas
(NORONHA; GOTTSBERGER, 1980).

Kirizawa (1981) e Ritto (1996) descreveram detalhadamente C. regium como
sendo uma espécie que apresenta raiz axial profunda, carnosa e bem desenvolvida,
podendo alcancar mais de 3m de comprimento por 20cm de didmetro e ocorrer a

presenca de xilopddio. Seu caule € nodoso de lenho leve, aparéncia ferruginea. As
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folhas sdo verde escuro, palminérvea, longo-peciolada com 3-5 lobos acuminados
ou agudos, sendo estes profundamente lobados, sua superficie € pubescente e a
margem foliar coridcea. Quanto aos verticilos florais, ela apresenta calice irregular,
formado por 5 sépalas castanho avermelhadas sendo 2 exteriores e lanceoladas e 3
interiores maiores e largas. Ja as pétalas possuem cor amarela, em numero de 5 na
forma obovada com linhas coccineas, possui até 6 cm de didmetro, disposta em
paniculas. Nos verticilos reprodutores, o androceu é polisttmone e o gineceu
apresenta trés carpelos de forma globosa com estilete longo e estigma captado. Seu
fruto & capsular ovodide loculicida, com 3-5 valvas coriaceas. Possui sementes
numerosas com comprimento de 6 a 7 mm, duras e impermeaveis a agua e
recobertas por pelos longos (Figura 3 e 4).

A importancia de C. regium nao se baseia apenas pelo seu uso popular, mas
também na comprovacao de efeito analgésico e antidermatogénico (CASTRO et al.,
1994). C. regium também é conhecido pela atividade antibacteriana em culturas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 1994). Os xilépodios e
as cascas de C. regium sao utilizados na medicina popular, no preparo de chas para
tratar inflamacgdes e depurativo do sangue (GUARIN NETO, 1987). As raizes sao
cortadas em rodelas ou fragmentadas, permanecendo em maceragéao e utilizadas na
elaboracao de garrafadas com vinho branco, administrada na forma de ingestdo de 3
a 5 calices diarios (PIO CORREA, 1975).

Segundo Maraschin e Verpoorter (1999), desde os tempos mais antigos as
plantas vem sendo usadas com propésitos terapéuticos. De acordo com Nunes et al.
(2003), C. regium esta entre as 10 espécies mais solicitadas e ou indicadas por
raizeiros em levantamentos realizados em 1992 e 2002, constatando que a mesma
faz parte do arsenal terapéutico da medicina popular tipica do Cerrado brasileiro.

Conforme Guarin Neto e Moraes (2003), o C. regium é usado como purgativo,
regulador menstrual. Os autores relatam que a espécie esta entre as espécies
medicinais com maior numero de citagdes, com 23 citacdes. Tresvenzol et al. (2006),
citam que C. regium esta presente na lista das principais plantas medicinais
comercializadas em Goiania (GO) e cidades vizinhas e seus xilopodios sao
popularmente indicados para infecgdes ginecoldgicas, gastrites e ulcera. Souza e
Felfili (2006) relatam também que popularmente o C. regium é usado para diversos

tipos de inflamacdes.
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Figura 3 — Raiz de Cochlospermum regium (Mart. & Schr.) Pilg.) em forma de xilépodios (A e B); seu

caule com aparéncia ferruginea (C); e suas folhas (D e E). Autorizagdo de imagem A em Anexo A.
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Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 4 — Flores (A, B, C) e frutos (D, E) de Cochlospermum regium (Mart. & Schr.) Pilg.)
Fonte: Acervo Pessoal.
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No entanto, com o objetivo de confirmar sua seguranca e eficacia, foram

realizados varios estudos em C. regium conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Estudos realizados com extrato de C. regium.

Teste Organismo Autor
SMART e Ring-X-loss Drosophila melanogaster (NUNES, 2000)
Micronucleo camundongos Mus (SANTOS, 2002)
musculus
Teste de Ames Salmonella typhimurium  (CARVALHO, 2002)
Avaliacao das atividades antinociceptiva, antiinflamatéria e (NETO, 2009)

antipirética em ratos
Analise fotoquimica e farmacognéstica de suas raizes (SOLON, 2009)
Enfase nos aspectos etnobotanicos, farmacoldgicos, SOLON et al., 2009)
toxicologicos e quimicos
Constituintes quimicos (ANTUNES, 2009)

Estudo agronémico, quimico e bioldgico (Inacio, 2010)

A partir dos extratos em acetato de etila utilizando os rizomas da espécie,
Siqueira et al. (1994), e Lima et al. (1995) relataram o isolamento de flavondides
dihidro-kaempferol-3-O-glicose e kempferol. Ja Ritto (1996), em uma abordagem
fitoquimica detectou a presenca de nucleos esteroidais e triterpénicos, flavonoides
dentre outras, tendo posteriormente isolado e identificado os componentes 1-hidroxi,
tetradecanona-3, naningenina e aromadendrina.

Segundo Santos e Blatt (1998) os flavondides sdo compostos fendlicos e
possuem sua estrutura baseada em 2-fenil-benzopirano (C6C3C6). Camillo (2008),
cita que os principais compostos isolados de C. regium sao flavonoides. Kirizawa
(1981) e Ritto (1996) relataram que sua raiz possui taninos e outros compostos
fendlicos, mucilagens saponinas, esterdides, triterpenos e flavondides.

Camilo et al. (2009) confirmaram que as raizes de C. regium por analises
fitoquimicas e farmacoldgica possuem o flavondide Kaempferol (F-52), que
apresenta propriedades  analgésica, antidermatogénica, anti-bacteriana,

antioxidante, mutagénica e citotoxica.
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Em sua investigagédo fitoquimica do extrato hidroalcodlico das raizes de C.
regium, Solon (2009) detectou cinco derivados fendlicos e dois triacilbenzenos
conhecidos como Cochlosperminas A e B. A autora ressaltou que o padrao
quimiotaxondmico do género pode ser caracterizado pela presenga de flavondides,
triacilbenzenos e derivados de acido galico. E devido a presenca de acidos fendlicos
confirmou sua atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e
Pseudbémonas aeruginosa.

Segundo Pereira et al. (2007), na regiao Centro-Oeste, a espécie C. regium foi
incluida na lista de espécies medicinais prioritarias para conservagao e manejo de
recursos genéticos. De acordo com Camillo (2008), no estado do Parana em 1995 o
IBAMA e o Governo do Estado langcaram a lista das plantas medicinais ameacgadas

de extingao e dentre elas a espécie C. regium foi citada na categoria “Em Perigo”.

3.2 Mutagénese

Com o intuito de estudar o processo de inducado de danos ao DNA pela acéo de
agentes mutagénicos, sejam eles quimicos, fisicos e/ou biolégicos, com
possibilidade de resultar em alteragdes nos genomas dos organismos foi proposta a
area de investigagdo chamada mutagénese. A genética toxicologica objetiva a
identificacdo da capacidade de indu¢do de mutacao por substancias, e o quanto elas
podem ser danosas ao homem. Portanto, os testes citogenéticos in vitro e in vivo
tem fornecido informacbes primarias fundamentais para o estabelecimento do
potencial mutagénico de agentes (RABELLO-GAY et al., 1991; SALVADORI et al.,
2003; ZEIGER, 2007).

De Robertis et al. (2003) e Bernardi (2011) relataram que as mutagées podem
ocorrer em quaisquer células do corpo, possibilitando sua divisdo em trés categorias,
podendo ser gendmicas, cromossOmicas ou génicas. As mutagdes génicas ocorrem
quando ha alteragdes que envolvem um ou alguns nucleotideos, enquanto que as
mutacdes cromossdmicas sao alteracbes que afetam o cariétipo, podendo ser
estruturais ou numéricas. As mutagdes, segundo a sua origem, podem ser
espontaneas quando ocorrem naturalmente, ou induzidas, decorrentes da exposigcao

a agentes conhecidos como mutagénicos (GRIFFITHS et al., 2001). Os efeitos
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causados por agentes quimicos, fisicos e biolégicos que podem alterar componentes
celulares podem ser classificados como teratogénicos, carcinogénicos e
mutagénicos (NUNES, 2000).

Modificagdes na estrutura do DNA induzidas por agentes quimicos ambientais
podem prejudicar processos vitais nas ceélulas, como a duplicagdo da molécula de
DNA e a transcricao génica, possibilitando a morte celular e o desenvolvimento de
tumores (COSTA; MENK, 2000). Os agentes mutagénicos podem acelerar e/ou
aumentar as taxas de mutag¢des (RIBEIRO; MARQUES, 2003). Rabello-Gay et al.
(1991) relatam que todo agente mutagénico pode ser um potencial carcinégeno, pois
erros nao reparados no DNA possivelmente tornam-se mutagdes. Adicionalmente,
os efeitos celulares causados por agentes exdgenos podem ser citotoxicos e
genotoxicos. Agentes citotoxicos podem causar diminuigdo ou atraso da divisao
celular causadas por modificacdes no aparelho mitético ou alteragdes na sintese de
macromoléculas essenciais a vida celular (MOREIRA et al., 2004). A ocorréncia de
problemas decorrentes de agentes genotoxicos dependem de uma cadeia de
eventos que envolvam quantidade e via de entrada do composto absorvido,
captacédo pelas células alvo, quando estes sdo de acédo direta, que cheguem ao
nucleo e interajam com o DNA e que ocorra fixagdo dessas lesdes genéticas
(RAMEL et al., 1986).

Os ensaios mutagénicos sdo capazes de identificar substancias com risco a
saude humana. Perturbagdes no material genético podem ter consequéncias
severas e irreversiveis a saude, pois as mutagdes génicas atuam em etapas do
processo de carcinogénese. Os efeitos no homem a exposicdo de agentes
genotoxicos incluem cancer, defeitos de nascimento e doengas cardiacas (HOUK,
1992; BORGES-OSORIO; ROBSON, 2001; VARANDA; VARANDA et al., 2006).

Os agentes mutagénicos podem iniciar a formacao de tumores, ao desregular
o ciclo celular, fazendo com que a célula se reproduza descontroladamente e
invadindo tecidos adjacentes, quando estes conseguem penetrar na célula e agredir
seu material genético (ALMEIDA NETO et al., 2005). Os autores citam ainda que as
mutacdes do DNA provocam muitas doengas, dentre elas, o cancer, e que essas
alteracdbes no DNA podem ser induzidas por varios fatores, entre elas, por
substancias contidas em vegetais. Portanto, é necessario para melhor preservar a
saude humana, conhecer os componentes fisicos, quimicos e biologicos, que

causam alteragdes génicas presentes em produtos de uso rotineiro.
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Muitos danos sofridos pelo DNA podem ser reparados, pois 0s processos de
reparo do DNA trabalham para garantir a estabilidade do material genético e
constitui a principal barreira para protegé-lo. O sistema de reparo pode diferenciar
um gene ativo de uma regido n&o codificadora, atuando primeiramente nos sitios
mais criticos. Existem varios mecanismos que se encarregam de corrigir 0S erros no
DNA e eles podem ser divididos em: prevencéo de erros, reversdo de danos, reparo
por excisdo de bases e reparo pos-replicacao (GRIFFITHS et al., 2001; RIBEIRO;
MARQUES, 2003; DIAS, 2011). Em suma, De Robertis et al. (2003), ressaltam que o
sistema de correcdo de erros no DNA sao baseados na préopria molécula de DNA,
onde suas informag¢des genéticas sdo complementares nas duas fitas, portanto,
quando ocorrer erro em uma fita a outra serve de molde para a correcgao.

Com a fixagado de erros no DNA, a célula normal pode se tornar uma célula
cancerigena através de erros sucessivos, ja que estes erros fixados sao irreversiveis
e cumulativos Os processos de reparagdo atuam no intuito de manter a integridade
do DNA, possibilitando a redugdo de novas mutagdes, onde os proto-oncogenes
atuam como aceleradores da proliferagao celular e os genes supressores de tumor
tentam frear esse processo, pois todos os organismos devem replicar seu material
genético com precisao (AGNEZ-LIMA et al., 2003; PINTO; FELZENSWALB, 2003).

3.2.1 Mutagénese de produtos fitoterapicos

Muitas plantas medicinais sao utilizadas devido ao seu conhecimento e uso
popular, pois apesar da crescente importdncia dos medicamentos fitoterapicos,
existem poucos estudos que comprovem sua seguranga e eficacia (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006). De acordo com Elgorashi et al. (2003) e Arora et al. (2005) é
importante estudar as plantas medicinais tradicionalmente utilizadas, em aspectos
como a pesquisa de drogas com potencial quimioterapéutico e também como
medida de seguranca para seu uso popular. Nota-se, que estudos cientificos sobre
as atividades e propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas sdo muito escassos.

A comercializagdo de plantas medicinais e seus derivados ocorrem de
diversas formas e podem ser adquiridas em varios lugares como farmacias de

manipulagédo, supermercados ou feiras livres. No Brasil, em vigor desde 24 de
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Fevereiro de 2000, a Resolugao n° 017/2000 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude regulamenta o registro de medicamentos fitoterapicos junto ao
Sistema de Vigilancia Sanitaria. No entanto, essa normatizacdo ndo € aplicada
satisfatoriamente (NETO, 2009).

Segundo Shaw et al. (1997), existe a possibilidade de que compostos
derivados dessas plantas possam conter substancias que exer¢gam efeitos colaterais
indesejaveis. De fato, as plantas sdo capazes de produzir diferentes substancias
toxicas, pois elas se fazem necessarias para sua propria defesa contra organismos
predadores (PEREIRA, 1999).

As plantas medicinais podem conter substancias toéxicas, portanto faz-se
necessario desmistificar a crenga que o produto natural ndo acarreta risco a saude,
podendo ser consumido a vontade. Como qualquer medicamento, os produtos
naturais também podem provocar sérios efeitos colaterais (COLAVITTI; FRANCO,
2002). Deve-se considerar do ponto de vista toxicoldgico, que os produtos naturais
nao tém apenas efeitos imediatos e correlacionados com sua ingestdo, mas que
esses efeitos como os carcinogénicos, hepatotdxicos e nefroticos se instalam a
longo prazo, e até de forma assintomatica (LAPA et al., 2007). Produtos naturais
podem apresentar potencial mutagénico e citotoxico, que precisam avaliados e
comprovados (FREITAS, 2007).

Ribeiro et al. (2003) constataram um aumento nas taxas de mutag&o devido a
utilizagcado constante de produtos como farmacos, agroquimicos, cosméticos dentre
outros. Santos et al. (2008) também relataram evidéncias dos efeitos deletérios de
extratos de plantas sobre os sistemas biolégicos, contrariando o mito popular que
extratos naturais exibem apenas propriedades benéficas. Nos extratos naturais, a
diversidade quimica é abundante e cada uma destas moléculas pode apresentar
atividades mutagénica, teratogénica e/ou carcinogénica nos sistemas testados.
Portanto é importante desenvolver e aperfeicoar os métodos que permitam a
deteccdo precoce de mutagdes induzidas por agentes genotdxicos, pois o risco
carcinogénico esta correlacionado com a intensidade de lesdes induzidas e nao
reparadas no DNA (LOHMANN, 1995).

Muitos tratamentos alternativos com plantas medicinais ocorrem de forma
descontrolada e inadequada, sem a devida atencdo a questdes basicas como,
identificacdo correta da planta, a parte do vegetal utilizada, a forma de preparo e

administragcdo, aumentando os riscos a saude. Por isso os estudos de genotoxidade
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com plantas tem aumentado, pois apesar de possuirem propriedades
farmacolégicas muitas delas podem causar alteragées no DNA (VARANDA, 2006).

Ames (1983), relatou que é comum encontrar substancias entre os extratos
vegetais com atividades citotéxica e ou genotdxica que podem ser associadas ao
desenvolvimento de tumores. Todavia faz-se necessarios estudos que investiguem
os efeitos genotdxicos, carcinogénicos, embriotdxicos, e ou teratogénicos dessas
plantas para seguranca do uso delas pela populacdo (SANCHES-LAMAR; FLORES,
1999).

Segundo Souza et al. (2006), pode-se avaliar através do monitoramento de
alteracdes fisioldégicas e celulares de organismos-teste, as propriedades
potencialmente toxicas de fitoquimicos. O teste de micronucleo € um dos testes
indicados para avaliar efeito mutagénico, pois alguns vegetais apresentam
substancias que acarretam a ocorréncia de mutacdes, sendo necessario estuda-las
(ALMEIDA NETO et al., 2005).

Santos et al. (2008), também ressaltam a importadncia de estudos que
abordam efeitos genotoxicos e toxicolégicos de compostos terapéuticos, pois
observam que se os componentes genotdxicos estejam presentes, eles podem
intercalar com a molécula de DNA, provocando danos genéticos no controle do ciclo
celular e até apoptose, acelerando processos neoplasicos.

A eficacia das matérias-primas vegetais é dada pela comprovacgao dos efeitos
bioldgicos preconizados através de ensaios farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos e
que estes estudos estdo gerando novos conhecimentos acerca de uso tradicional de
muitos vegetais, obrigando inclusive na revisdo de seu uso medicinal (SIMOES et
al., 2000).

3.3 Teste de toxicidade aguda

Para a toxicologia, dependendo da via de administracao, tempo e freqiéncia
de exposi¢ao, dose administrada ou absorvida e das condi¢gdes de exposicéo, toda
substancia pode ser considerada um agente toxico (OGA, 1996).

Em geral os testes de toxicidade consistem nos procedimentos de exposi¢cao

do organismo-teste a diferentes concentragées do agente tdéxico, com controle de
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temperatura, pH e alcalinidade, sendo que os efeitos estabelecidos como
mortalidade sao avaliados pela comparagdo com o grupo controle. A Clsp ou
Concentracdo Média Letal pode ser definida como a concentragdo estimada que
provoque mortalidade de 50% dos individuos expostos a um agente téxico por um
periodo variavel de 24 a 96 horas (RAND; PETROCELLI, 1985). Os autores também
relatam que diferentes espécies reagem de forma diferente frente a esses agentes,
pois sua toxicidade depende da suscetibilidade dos individuos tais como habitos
alimentares, aparato metabolico, fase de desenvolvimento, comportamento dentre
outros.

Ao final de 24 a 96 horas, com os dados de mortalidade obtida, determina-se
a concentragcdo que causa mortalidade de metade dos organismos expostos, ou
seja, a Clsgp (CETESB, 1999). Conforme Helfrick et al. (1996), estas concentragbes
s30 expressas em pug.L”" oumg.L™.

Fatores ambientais, caracteristicas quimicas do agente avaliado, além do tipo
de exposig¢ao e da suscetibilidade do individuo testado influenciam diretamente na
toxicidade de um composto. Segundo Herricks (2002) o efeito esperado varia em
fungcdo da concentracdo e do periodo de tempo em que essa concentragdo é
mantida sobre o sistema. Efeitos sub-letais, como alteracbes no crescimento,
desenvolvimento, comportamento e reproducado, também podem ser observados
como efeitos toxicos, além da mortalidade.

Manrique (2009) descreveu que os resultados do teste de toxicidade aguda
em organismos aquaticos podem ser classificadas de acordo com as classes

toxicoldgicas descritas por Zucker (Tabela 2).

Tabela 2 — Classes de toxicidade aguda para organismos aquaticos conforme Zucker.

Classe de toxicidade CLso (mg.L™)
Extremamente téxico <01
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente toxico >1,0a<10
Ligeiramente téxico >10a <100
Praticamente ndo-toxico > 100

Fonte: Manrique (2009).



39

3.4 Ensaios Mutagénicos

De acordo com a necessidade de se quantificar o risco de inducdo de danos
ao DNA e sua possivel transmissao hereditaria, foram desenvolvidos varios testes in
vivo e in vitro com a finalidade de se identificar e avaliar a capacidade mutagénica
das substancias quimicas (OGA, 1996).

Salvadori et al. (2003) ressaltam a importancia de estudos detalhados,
minuciosos e ordenado das técnicas que permitem identificar e avaliar potenciais
agentes mutagénicos. Varios testes de curta-duragdo que avaliam mutagdes
génicas, danos cromossdmicos ou lesdes no DNA estdo disponiveis para avaliar o
dano genético. Portanto, estes testes devem nortear o sistema de avaliagdo de
novos agentes quimicos (MARQUES; RIBEIRO, 2003).

Os ensaios bioldgicos que avaliam atividades genotoxicas tém sido
aperfeicoados nos ultimos anos a fim de garantir confiabilidade dos seus resultados
(TAKAHASHI, 2003). Os compostos mutagénicos podem causar efeitos genotdxicos
em individuos e ou populacbes expostas, uma vez que sao transferidos e
acumulados através das cadeias troficas. Os compostos mutagénicos encontram-se
amplamente distribuidos nos ecossistemas (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2006).

Os testes que avaliam genotoxidade, como o ensaio cometa, e
mutagenicidade como o teste do micronucleo in vivo ou in vitro, s&o imprescindiveis
na avaliagdo da seguranca do uso de substancias obtidas de plantas medicinais.
Segundo Aquino (2010) os testes possuem a capacidade de detectar compostos que
induzem danos genéticos, e ressalta sobre a importancia de aliar testes in vivo e in
vitro de uma mesma substancia a fim de verificar seus possiveis efeitos nesses
sistemas.

Aliar testes com capacidade de detecgao diferente € muito proveitoso, pois o
teste do micronucleo difere a priori do ensaio cometa no tipo de alteragao detectada
no DNA. O primeiro detecta lesbes irreparaveis, ja o segundo detecta lesdes
primarias, passiveis de correcao (VALENTIN; SEVERIN, 2003).
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3.4.1 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foi desenvolvido por Schmid e colaboradores segundo
Matter e Schmid (1971); Schmid et al. (1971); Nichols et al. (1972); Schmid (1973), e
modificados por Heddle e Colaboradores que também estabeleceram sua origem de
acordo com Heddle (1973); Salamone et al. (1980); Heddle e Salamone (1981);
Carrano e Heddle (1973); Heddle e Carrano (1977) sendo inicialmente desenvolvido
em eritrécitos de medula 6ssea de camundongo por Schmid (1976) (RIBEIRO,
2003).

Os micronucleos resultantes de danos genéticos induzidos por agentes
toxicos sdo observados em células em interfase (PINA, 2010). Possuindo cor e
textura semelhantes ao nucleo principal, os micronucleos sdo massas de cromatina
estruturas tipicamente arredondadas envolvidas por uma membrana nuclear
formada a partir de fragmentos ou cromossomos inteiros (FENECH, 2000).
Apresentam-se separados do nucleo principal da célula em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais durante a mitose ou meiose, quando os fragmentos
cromossOmicos que resultam de quebras podem nao ser incorporados no nucleo
principal das células filhas (SALVADORI et al.,, 2003). O micronucleo pode ser
formado por um cromossomo inteiro, devido a dano no aparelho mitético ou dano no
cromossomo afetado (RIBEIRO, 2003).

Por ser uma técnica simples, detectar tanto agentes clastogénicos que
quebram cromossomos quanto aneugénicos que induzem aneuploidia ou
segregagao cromossOmica anormal, € um dos testes de toxicidade genética in vivo
mais utilizados para a avaliagdo do risco associado a exposicdo aos agentes
quimicos (FENECH, 2000; RIBEIRO, 2003) (Figura 5).

As caracteristicas fundamentais para a deteccdo do micronucleo sao:
morfologia igual a dos nucleos principais; possuir 1/3 a 1/16 do didmetro do nucleo
principal; mesma coloragdo ou, eventualmente, maior intensidade que o nucleo
principal; ndo apresentar refringéncias; deve estar separado do nucleo principal e e
nao pode estar sobreposto a ele (SALVADORI et al., 2003).

Para a realizacao do teste do micronucleo in vivo segundo Ribeiro (2003), faz-
se necessario identificar o animal quanto a sua espécie, sexo, idade e peso, possuir

condicbes adequadas de manutencdo destes individuos, expor ou administrar a
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substancia teste, metodologia correta do sacrificio, e obtengdo do material de

analise, montagem e coloragéo das laminas e posterior analise (Figura 6).

A

Tratamento auimico

d. Célula filha normal

a. Intérfase b. Metafase c. Teléfase

e. Célula filha micronucleada

Tratamento auimico

d. Célula filha normal

—

a. Intérfase b. Metéfase c. Teléfase

e. Célula filha micronucleada

Figura 5 — Diagrama ilustrando a origem do micronucleo a partir de um cromossomo inteiro (A) ou
fragmento cromossomico acéntrico (B).

Fonte: Fenech (2000) adaptado e Ribeiro (2003).
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Quanto ao teste do micronucleo ex vivo, utilizando células humanas, em
especial os linfécitos T, Salvadori et al. (2003) relataram que € uma ferramenta
importante que evoluiu rapidamente. As constantes inovagdes em seu protocolo
possibilitam uma gama consideravel de aplicagdo do teste e consequentemente na
resolucao de futuros problemas. De forma simplificada, a metodologia do teste

consiste nas etapas descritas na Figura 7.

Figura 6 — Esquema simplificando etapas da realizagdo do teste do micronucleo em sistema in vivo.

Figura 7 — Esquema simplificando etapas da realizagdo do teste do micronucleo em sistema in vitro.
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Os micronucleos nao podem ser formados em células que nao se dividem.
Portanto, é necessario que as células estejam em estado proliferativo para a
realizacao deste teste (MAVOURIN et al., 1990; SILVA et al., 2003). Souza et al.
(2006) salientaram que esse teste tem sido utilizado como ferramenta fundamental
para a verificagdo de atividade mutagénica de muitos extratos vegetais. Albertini et
al. (2000) apontaram que as alteragdes presentes em linfocitos do sangue periférico
humano como os micronucleos, tem sido considerados como bons biomarcadores
de exposigdo genotdxica e de efeitos precoces de produtos carcinogénicos
(IARMARCOVAI et al., 2008).

3.4.2 Ensaio Cometa

Segundo Gontijo e Tice (2003), com o intuito de detectar quebras simples e
duplas e sitios alcalildbeis no DNA, o ensaio cometa “Single Cell Gel
Electrophoresis” foi modificado por Singh et al. (1988), e Olive et al. (1990), ao
protocolo desenvolvido por Ostling e Johanson (1984). Sendo utilizado para a
deteccao de danos no DNA e reparo de células individualizadas.

A organizagdo do DNA dentro do nucleo influencia seu comportamento em
células individualizadas. Apos seu enovelamento com proteinas histénicas, o DNA
forma algcas que sdo aderidas a uma rede protéica ou matriz nuclear, para ser
compactado (COOK; BRAZELL, 1976, 1978; RAZIN et al., 1995; ERIKSSON et al.,
2002). Se células embebidas em agarose tiverem suas membranas rompidas por
detergentes e suas proteinas nucleares extraidas com altas concentragdes de sais,
o DNA, maior e mais pesado que os demais componentes, ocupara o espago no gel,
permanecendo retido numa estrutura residual semelhante a um nucleo, designada
de nucleodide (COOK; BRAZELL, 1976). As proteinas da matriz nuclear estado dentre
as poucas proteinas que resistem a esta extracdo (OLIVE; BANATH, 1995). Desta
forma, o nucledide é uma série de algcas superenoveladas de DNA sem histonas,
aderidas a matriz nuclear residual, do tamanho do nucleo da célula. Caso existam
quebras na molécula de DNA, essa estrutura sofre mudancgas, visto que as alcas de
DNA se desenovelam formando um halo (COOK; BRAZELL, 1976, 1978;
VOGELSTEIN et al., 1980).
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O ensaio cometa é utilizado para detectar quebras simples e duplas e sitios
alcalilabeis no DNA e reparo de células individualizadas. Devido as suas
peculiaridades e vantagens quando comparados a outros testes para detecgédo de
substancias genotoxicas, o teste cometa vem sendo proposto para estudos de
toxicogenética. Ele é utilizado para detectar lesbes gendbmicas que apos serem
processadas podem resultar em mutacdo. Diferente das mutacbes, as lesdes
detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de correcdo. E de extrema relevancia
para a avaliagcdo de compostos genotdxicos, uma vez que, danos no DNA sao
frequentemente célula e tecido-especificos. O ensaio cometa permite a detecgao de
danos e seu reparo em uma unica célula, e possivelmente, em determinada
populagao celular (GONTIJO; TICE, 2003).

As vantagens do ensaio cometa incluem sua utilizagdo em qualquer
populacdo de células de eucarioto para analise, possibilidade de uso de pequenas
amostras de células, sensibilidade para detectar danos no DNA e coleta de dados
em células individuais. E caracterizado por combinar as abordagens tipicas dos
ensaios citogenéticos em células com a simplicidade das técnicas bioquimicas para
deteccdo de quebras de fitas simples e/ou sitios alcalilabeis (SPEIT; HARTMANN,
1999). Quando utilizado para quantificar as lesdes no DNA e detectar os efeitos de
seu reparo em células individualizadas, segundo Silva (2007), o ensaio cometa &
uma técnica eficiente e rapida.

Klaude et al. (1996) e Gontijo e Tice (2003) relatam que as caracteristicas do
cometa e o tipo de dano a ser visualizado pelo ensaio, podem ser influenciadas
pelas condi¢des de pH da solucdo de lise e do tampao de eletroforese. Com pH
alcalino (>10) o cometa apresenta caudas mais dispersas, porem mais curtas e
mais coradas, jd com pH pouco alcalino (10-11) sua cauda € mais longa e menos
corada enquanto que em condigdes neutras (7,5) apresentam caudas mais densas.
Portanto, a quantidade e qualidade de DNA na cauda de cada cometa pode ser
modulada pelo pH da solucao de eletroforese. Na Tabela 3 constam os protocolos
mais comuns € quais danos podem ser detectados.

O ensaio cometa pode ser utilizado em células de animais e vegetais, in vivo
e in vitro (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON et al., 1998 e SILVA et al., 2003). O
ensaio cometa pode distinguir entre cancerigenos de agdo genotdxica ou nao
genotodxica, in vivo, ou entre danos genotoxicos ou citotéxicos, in vitro (TICE et al.,
2000).
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E fundamental a presenca de controle positivo e negativo nos experimentos,
pois 0 ensaio cometa é essencialmente um teste comparativo. Tendo em vista que
nao existe célula sem dano no DNA, pois sdo geradas aproximadamente 1000
lesdes diarias no DNA/célula, geradas pelo proprio organismo. Portanto, para que o
minimo de DNA migre da cabecga para a cauda do cometa nos controles negativos é
modular as condi¢des técnicas que podem ser tempo de relaxamento e eletroforese
(GONTIJO; TICE, 2003).

Diferente dos outros testes que detectam danos no DNA, este ensaio requer
células viaveis, nao necessariamente que estejam em divisao (AHNSTROM, 1988;
MONTEITH; VANSTONE, 1995). Gontijo e Tice (2003), esquematizam a realizagéo
do teste do cometa, desde a obtencdo de células individualizadas até sua

visualizagdo em microscopia oOptica de fluorescéncia, conforme Figura 8.

Figura 8 — Esquema com as principais etapas do Teste do Cometa.
Fonte: Gontijo & Tice (2003), adaptado.

Aquino (2010) relatou que o cometa pode ser dividido em cabega e cauda.

Portanto, a interpretacdo do resultado deste € norteada por esses dois fatores.
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Células sem ou com pouco dano no DNA nao apresentariam cauda e as células que

apresentassem mais danos apresentariam caudas maiores e mais longas (Figura 9).

Direcdo da migracao

Comprimento Comprimento da cauda e %
da cabeca de DNA na cauda

Figura 9 — Divisdo de um cometa em cabeca e cauda.
Fonte: Gontijo & Tice (2003).

O CometScore (Versao 1.5) € um pacote de software utilizado para avaliar
cometas produzidos pelo processo de eletroforese em gel de células
individualizadas. O programa possui 17 opgdes de parametros para pontuagéo de
cada cometa, incluindo comprimento de cauda, area de cauda, porcentagem de
DNA na cauda entre outros. A Figura 10 apresenta uma visdo geral sobre o software
CometScore (AUTOCOMET.COM, 2010). Kuramavel et al. (2007) relataram que os
programas de analise de imagens de cometa s&o excelentes ferramentas que
permitem quantificar os danos sofridos pelo DNA sob diversos parametros.

O ensaio cometa rotineiramente é aplicado em linfécitos do sangue periférico
de mamiferos, sendo facilmente amostrados sem necessidade de dissociagao
celular, podendo ser também utilizado em eritrocitos periféricos de peixes, anfibios e
repteis (DEVENTER, 1996; NACCI et al., 1996).
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Figura 10 — Programa CometScore Verséo 1.5, utilizado pra avaliar células do teste Ensaio Cometa
(A); Células sem danos (B) e células com dano mostrando o DNA degradado (C).
Fonte: AutoComet.com 2010.

3.5 Organismos-teste

O monitoramento de fitoquimicos com propriedades potencialmente toxicas,
citotoxicas e genotdxicas, podem ser avaliadas por alteracbes fisioldgicas e
celulares do organismo-teste e pela ocorréncia de mutagdes cromossémicas,
formagado de micronucleos e/ou quebras induzidas nas moléculas de DNA (SOUZA
et al., 2006).

Com o intuito de se investigar e comprovar efeitos adversos como alteragdes
bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais, as analises de genotoxicidade sao

realizadas em bioindicadores de toxicidade como peixes, mamiferos e invertebrados.
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Os efeitos podem ser definidos como “qualquer resposta biolégica, ao nivel do
individuo, a um ambiente quimico, que traduz a exposicdo a esse ambiente”
(W.H.O., 1993; CAPELA, 2001). A avaliagao dos efeitos de agentes toxicos podem
ser realizados em laboratério em testes de toxicidade com organismos aquaticos
(GHERARDI-GOLDSTEIN, 1990).

A exposi¢cao de um organismo a compostos toxicos pode ser o fator indutor
que leva a formacdo de alteragdes na molécula de DNA, ocasionando varias
doencgas, dentre elas o cancer (MARONI et al., 2000). Segundo Kiss et al. (2003), o
uso de organismos bioindicadores parece ser estratégia adequada para avaliar os
efeitos combinados de substancias quimicas que interagem com os componentes
biolégicos de forma simultdnea e que os ensaios bioldgicos permitem avaliar os
potenciais impactos das substancias toxicas aos organismos, constituindo
ferramenta importante para estudos toxicolégicos e ecotoxicolégicos.

Para a realizagdo dos estudos toxicoldgicos e ecotoxicoldégicos podem ser
utilizados varios organismos-testes dentre eles o teste de mutagénicidade com
Salmonella typhymurium (Teste de Ames) utilizado para detectar substéncias
carcinogénicas genotéxicas (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003); teste de mutacéo
génica em células de mamifero utilizando hamster Chinés (LIMA; RIBEIRO, 2003);
teste de micronucleo em medula éssea de roedores in vivo (RIBEIRO, 2003); Teste
de mutagdo e recombinagdo somatica (SMART) em Drosophila melanogaster
(ANDRADE; LEHMANN, 2003); teste de micronucleo in vitro em células humanas
(SALVADORI et al., 2003) e ensaio cometa com o intuito de detectar danos e
reparos do DNA em células individualizadas em linfocitos humanos (CONTIJO;
TICE, 2003), dentre outros.

3.5.1 Poecilia reticulata (PETERS,1860)

O peixe Poecilia reticulata pertence a ordem dos Ciprinodontiformes. Trata-se
de um peixe teledsteo, eurialino, conhecido popularmente como guaru (Figura 11). A
espécie apresenta grande capacidade adaptativa, sendo utilizado como referéncia
para modelos bioldgicos (SILVA et al., 2003).
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Figura 11 — Espécimes de Poecilia reticulata (Peters,1860) fémea (A) e macho (B).
Fonte: Acervo pessoal.

O guaru é ovoviparo e apresenta dimorfismo sexual. Os machos sao menores
e possuem a nadadeira anal modificada em 6rgéo copulador e as fémeas atingem
cerca de 5,0 cm de comprimento. Ambos gostam de aguas paradas com vegetacgao
(ALLEN, 1991). Os machos atingem maturidade sexual aos dois meses enquanto as
fémeas aos trés meses (RIEHL; BAENSCH, 1991). Estdo presentes em diversos
habitats aquaticos e se alimentam de cata de presas, poda e cata de itens
arrastados pela corrente (KISS et al., 2003). Requerem temperaturas entre 23 e
24°C e 7,4pH, possui ampla faixa de tolerancia a salinidade da agua (SKELTON,
1993).

Segundo o IBAMA (1987), os guppies sdo organismos indicados pelo
protocolo da OECD de numero 203 (Guideline for Testing Chemicals — “Fish, Acute

Toxicity Test”) para a realizagao de testes de toxicidade e ecotoxicidade. Sdo peixes
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cosmopolitas que apresentam sensibilidade a diversas substancias toxicas e se
adaptam facilmente as condicdes de laboratorio.

Os peixes, dentre os organismos aquaticos sdo os animais mais utilizados em
bioensaios como bioindicadores de substancias toxicas. Na avaliacdo de alteracdes
provocadas nos peixes sdo analisados 0 sangue e 6rgaos desses animais expostos
aos contaminantes em doses sub-letais (HELFRICH et al., 1996; HERRICKS, 2002;
VANZLLA, 2003; GONCALVES, 2004).

O teste de micronucleo pisceo € realizado usando-se células sanguineas
como uma adaptacdo do teste realizado em células da medula 6ssea de ratos
(FERRARO et al., 2004). O uso de peixes para o teste de micronucleo € rapido,
simples e se mostra bastante util para testes de genotoxicidade (AL-SABTI,
METCALFE, 1995). De acordo com Ferraro et al. (2004), micronucleos em peixes
sao considerados bons bioindicadores para estudos de genotoxicidade in situ e ex
situ.

Utilizando peixes como biomonitor, o ensaio cometa e o teste do micronucleo
usam eritrécitos do sangue periférico (DA SILVA et al., 2002). Ao realizar o teste do
micronucleo em peixes, Hooftman e De Raat em 1982 observaram nos nucleos
eritrocitarios eventuais alteracées morfologicas diferentes de seu estado eliptico
normal (FERRARO, 2009). As alteracées morfoldgicas nucleares foram fotografadas,
descritas e classificadas em: Blebbed, Lobed, Vacuolated, Notched. De modo que
nucleos que apresentam uma pequena invaginagdo da membrana nuclear possuem
tamanhos que variam de pequenas protuberancias até estruturas completamente
circunscritas. As alteragdes que se parecem com 0s micronucleos, mas diferem
deles porque estdo ligadas ao nucleo principal sdo chamadas de Blebbed
(CARRASCO; TYLBURY; MYERS, 1990).

3.5.2 Linfocitos Humanos

Os linfocitos sao produzidos nos érgéaos linféides centrais que sdo a medula
Ossea e o timo (ABBAS et al., 1995). Sdo células sanguineas que fazem parte do
componente leucocitario. Sdo células arredondadas, com nucleo também

arredondado, ocupando quase toda a célula (Figura 12). Quando os linfocitos
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migram para o tecido conjuntivo podem ser pleomorficos. Sao divididos em trés tipos
funcionais: linfocitos B, linfécitos T e células nulas, sendo todos morfologicamente
semelhantes (GARTNER; HIATT, 1999).

Figura 12 — Fotomicrografia mostrando linfocitos humanos normais e binucleados devido a adigao de
Citocalasina B na cultura, com aumento de 100x.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

O sistema imunitario adaptativo que inclui os linfocitos, € muito eficaz na
defesa do organismo. Estas células apresentam caracteristicas de memoria,
especificidade e reconhecimento de células que nao pertecem ao sistema bioldgico
do qual pertencem (ROITT et al., 2003).

Os linfocitos sao células diferenciadas, que normalmente ndo sofrem divisées,
permanecendo no estagio de GO da interfase. Considerando que os linfécitos
humanos, quando coletados estdo na fase GO, s&o ideais para avaliagao de danos
nesse estagio, mas ressalta-se que como as células sdo mais sensiveis aos efeitos
genotodxicos durante as fases S, G2 e mitose, € também importante avaliar a agao
do agente-teste quando a maioria das células estao se dividindo (SALVADORI et al.,
2003).

Aplicando o método de cultivo celular os testes citogenéticos podem ser
desenvolvidos a partir da coleta de células do sangue periférico obtidas de animais
ou individuos expostos a agentes mutagénicos e carcinogénicos (ABBAS et al.,

1995; LOHMANN, 1995). Os riscos e o nivel de lesdo em tecidos com tendéncia ao
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desenvolvimento de cancer podem ser refletidos através do nivel de dano em
linfécitos, uma vez que os mecanismos de formacao de danos cromossdmicos
podem ser similares em diferentes tecidos (ALBERTINI et al., 2000).

A cultura de linfocitos € uma técnica simples e eficiente, pois ndo necessitam
de manutencgao e as células sao de facil obtengao, sendo, portanto, frequentemente
utilizados como sistemas testes na avaliacdo de danos genéticos (CHEQUER,
2008). Segundo Suzuki (2003), a utilizagdo de ensaios mutagénicos com células
sanguineas, em especial os linfocitos, apresenta vantagens como sua facil obtengao
por pungao venosa, além de circular por todas as partes do corpo.

Miller et al. (1993) relatam que o método que utiliza a Citocalasina B para
bloquear a polimerizagdo de actina, inibindo a citocinese, permitindo a cariocinese
normal, foi desenvolvido por Fenech e Morley (1985). Com a interferéncia da
Citocalasina B, as células normais de linfocitos T apresentam a forma binucleada.

As células binucleadas no teste do micronucleo com interferéncia da
Citocalasina B representam células que sofreram uma divisdo celular apds o
estimulo mutagénico, portanto sua analise permite uma contagem mais adequada e
com maior precisdo (LOHMANN, 1995).

Testes que avaliam genotoxidade como o ensaio cometa e mutagenicidade
como o teste do micronucleo in vivo ou in vitro, sdo imprescindiveis na avaliacdo da
seguranga na utilizagdo de substancias advindas de plantas medicinais, pois
segundo Aquino (2010), os diferentes testes possuem a capacidade de detectar
compostos que induzem danos genéticos indiretos através da biotransformag&o ou
até mesmo danos diretos através da metabolizacdo. O autor ainda ressalta a
importancia de aliar testes in vivo e in vitro com a mesma substancia a fim de
verificar seus possiveis efeitos nesses sistemas como a existéncia de co-fatores na
metabolizagdo, ou se essas substancias nao precisam ser metabolizadas para que

seu efeito ocorra.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e preparagao do material botanico

Os espécimes de Cochlospermum regium foram coletados no Parque Municipal
Serra das Areias, em Aparecida de Goiania — Goias, mediante autorizagdo (Anexo
B). O ponto geogréfico das coletas encontram-se nas coordenadas S 16.83479° O
49.30820° e S 16.83476° O 49.30835°. As amostras foram identificadas pelo
Professor Heleno Dias Ferreira e a exsicata encontra-se depositada no Herbario da
Universidade Federal de Goias sob o registro n°. 45.516, compondo a familia

Bixaceae (Figura 13), conforme Souza e Lorenzi (2008).

/“)\'II{ e

Figura 13 — Exsicata de Cochlospermum regium (Mart. et. Schr.) Pilger) (A); sua ficha de identificagdo
e (C) familia onde foi registrada.
Fonte: Acervo pessoal.
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Foram coletadas 11 raizes, totalizando 25,2kg. O maior exemplar apresentou
6 kg, 54 cm de comprimento e 38 cm de didametro. Apds a coleta, os rizomas foram
lavados com agua corrente e levados para o Nucleo de Pesquisas Replicon da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias, onde foram pesados, levemente
descascados e fatiados em pedagos de <1 cm. Os fragmentos foram secos em
estufa a 40°C por 72h. Em seguida, foram triturados, produzindo 3,3kg de produto,

que foi armazenado em ambiente seco e ao abrigo da luz (Figura 14).

iae &
wga.(%,
RECiven ottt

Figura 14 — Etapas do processamento de raizes de Cochlospermum regium (Mart. et. Schr.) Pilger)
coletadas no Cerrado Goiano em (A) total de raizes; (B) medicao; (C) pesagem; (D) limpeza; (E, F)
fragmentos; (G) trituradas e armazenada.

Fonte: Acervo pessoal.
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O extrato foi preparado pela técnica de decocgao, por 25 minutos em agua
aquecida a ebuligao (Figura 15), sendo que ao final de todo o processo, o decocto
foi filtrado usando-se uma bomba a vacuo. O filtrado foi utilizado para os testes logo

apods o seu preparo.

Figura 15 — Preparo do extrato de Cochlospermum regium (Mart. et. Schr.) Pilger).
Fonte: Acervo pessoal.

4.2 Testes em Poecilia reticulata

4.2.1 Teste de toxicidade aguda para determinagao da CLs/96n

O presente estudo foi realizado sob aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, Reg. ANIMAL 001/2011
(Anexo C) conforme normas da Resolu¢do n° 879 do CFMV e Lei n® 11794/08. A
espécie P. reticulata foi identificada pela Dr2. Nicelly Braudes Araujo do Centro de
Biologia Aquatica da PUC-GO. Os peixes utilizados foram previamente coletados no
lago do Instituto Tropico Subumido, da PUC-GO em Goiania situado entre as
coordenadas 16°44'11”S e 49°12'55"W. Foram selecionados peixes de idade
aproximada de 60 dias, tamanho e peso. O volume de agua para peixe seguiu 0
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recomendado pelo IBAMA, (1987), que consistiu em no maximo um grama de peixe
para cada litro de agua, aeragao constante, temperatura de 22,7+1°C, média de pH
6,6+0,08, temperatura ambiente de 23,6+1,3°C. Os peixes foram alimentados com
ragcao comercial uma vez ao dia.

Foram coletados 150 animais, sendo 75 fémeas e 75 machos, com média de
peso de 0,65+0,29g e média de comprimento de 1,9+0,16cm entre os machos e
peso de 0,255+0,07g e comprimento de 2,7310,34cm entre as fémeas. Para os
testes foram utilizados 10 peixes para cada concentragdo e o controle negativo. A
concentracéo inicial para a definicdo da CLsggen fOi de 509.L'1.

A CLsogen do decocto de C. regium para P. reticulata foi determinada com o
auxilio do software Trimmedp Spearman-Karber versao 1.5 (Hamilton et al., 1977),
em 0,25 g.L™". As concentracdes foram obtidas a partir da CLsoesn (0,25g.L7).

As concentracdes administradas para a realizacao dos testes de Micronucleo e
Ensaio Cometa foram de 0,06g.L™" (25%), 0,13g.L™" (50%) 0,19g.L™" (75%) e 0,25g.L™
(100%) da CLsp do extrato aquoso de C. regium, e o controle negativo em lotes de

10 animais. O experimento foi conduzido em triplicatas por 96 horas (Figura 16).

i 71111

Figura 16 — Preparacao dos extratos (A), para exposicao em aquarios padronizados (B); medicéo de
Poecilia reticulata fémea (C) e macho (D).
Fonte: Acervo pessoal.
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4.2.2 Teste do Micronucleo

A metodologia utilizada para a realizagdo do teste do micronucleo em peixes
seguiu a técnica descrita por Heddle (1973), com modificacbes. Apds exposicao de
96 horas conforme concentracbes definidas a partir da ClLsg, os peixes foram
eutanasiados para coleta das branquias de 6 individuos por tratamento avaliado,
sendo de 3 machos e 3 fémeas. As amostras biologicas foram colocadas em tubos
eppendorfs com 100 uL de soro fetal bovino e homogeneizada. As laminas foram
preparadas pelo método de esfregaco e colocadas para secar overnight. Apés, elas
foram fixadas em etanol absoluto e depois de secas foram coradas em solugao de
Giensa 8%.

As laminas em duplicata previamente codificadas foram analisadas em teste
cego, em microscopio optico, com aumento de 1000 vezes. Os critérios para a
selecao de células foram: células nucleadas (3000 por individuo, totalizando 18000
células por tratamento); nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais,
mesmo padrao de coloragcdo e limite citoplasmatico definido: membrana celular
intacta; célula claramente distinguivel das células adjacentes. As caracteristicas do
micronucleo avaliados consistem na morfologia idéntica a dos nucleos principais;
diametro entre 1/16 até, no maximo, 1/3 dos nucleos principais; mesma coloragao
dos nucleos; nao apresentar refringéncia; ndo estar ligado ou conectado a um dos
nucleos principais, pode estar encostado, mas n&o sobreposto a um dos nucleos
principais.

Os parametros considerados na analise foram: o numero de células
nucleadas analisadas; numero total de micronucleos nas células nucleadas; e as
alteragdes eritrociticas nucleares encontradas como nucleo em forma de rim e

nucleo lobado.

4.2.3 Ensaio Cometa

Para realizacdo do ensaio cometa o material foi coletado dos mesmos

individuos do teste de micronucleo, para evitar utilizar mais animais e repetir os
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tratamentos. O protocolo realizado seguiu a técnica descrita por Singh et al. (1988),
com modificacbes. Para realizar a técnica do ensaio cometa foram previamente
preparadas laminas de cobertura com agarose normal point (1,5%). A suspenséao de
eritrocitos foi homogeneizada com agarose low melting point e espalhadas na lamina
e cobertas com laminula, condicionadas em refrigeradores durante 10 minutos.
Apos, as laminulas foram retiradas cuidadosamente e as laminas foram submersas
em solugao de lise no refrigerador a 4°C por 24 horas.

Decorridas as 24 horas, as laminas foram depositadas organizadamente na
cuba horizontal de eletroforese que estava mergulhada em gelo e adicionado o
tampao de eletroforese em condi¢des alcalinas (pH13) até cobrir as laminas. O DNA
foi deixado para desnaturar no tampéao por 25 minutos; realizada a eletroforese a
1V.cm™ a 300mA por 25 minutos; terminada a eletroforese as |aminas foram
retiradas cuidadosamente e neutralizadas 3 vezes com TRIS a 0,4 M e pH 7,5 por 5
minutos. Depois de secas, as laminas foram fixadas em etanol. Todos os
procedimentos para o ensaio cometa foram realizados ao abrigo da luz.

Para a coloragao das laminas, foi utilizado brometo de etideo. Ao se gotejar o
brometo, uma laminula era depositada sobre o material e as laminas foram
analisadas imediatamente. As imagens foram capturadas utilizando-se video-
microscopia de epifluorescéncia Axioplan-Imaging® (Carl Zeiss, Alemanha) com
auxilio de uma objetiva de 10x utilizando-se o software /sis®. Foram analisados 50
nucledides por lamina em duplicata (100 por individuo e 600 por tratamento) e o
nivel de dano ao DNA foi calculado usando-se o software Cometscore® (verséo 1.5),
utilizando como parametros o tamanho da cauda do cometa e a quantidade de DNA

na cauda do cometa.

4.3 Testes em linfécitos humanos

4.3.1 Determinacgao da CLs/96n

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias, registro n°® 0007.0.168.000-11 e

dispensado da avaliagao conforme Resolu¢ao 196/96 (Anexo D).
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Para os ensaios realizados com linfocitos, o sangue periférico foi coletado de 4
individuos voluntarios e saudaveis de 20 a 40 anos, sendo 2 homens e 2 mulheres,
que nao faziam uso de medicamentos, nem de drogas licitas ou ilicitas. As culturas
foram realizadas imediatamente a coleta.

Para determinar a Clsgeen de linfocitos humanos foram realizadas culturas
contendo RPMI, soro fetal bovino, sangue total e administrada varias concentragoes
do extrato de C. regium e controle negativo, por periodos de 96 horas (Figura 17). A
concentragao inicial foi de 50g.L™". As Iaminas foram coradas com azul de tripan e a

contagem de células viaveis foram contadas pela leitura em Camara de Neubauer.

Figura 17 — Materiais utilizados para preparagéo das culturas completas de linfécitos humanos com o
decocto de Cochlospermum regium.
Fonte: Acervo pessoal.

A Clsg96n do decocto de C. regium definida para linfécitos humanos para um
periodo de 96 horas foi de 1,73g.L™.

4.3.2 Teste do Microntcleo

Para realizar o teste de micronucleo foram utilizadas quatro concentragdes da
CLsojeen, sendo 1,73g.L™" correspondente a 100%, 1,29g.L™" (75%), 0,86g.L™" (50%) e
0,43g.L™" (25%). Para controle positivo foi utilizado uma concentragdo de 80uM de

MMS (metil-metanosulfonato), por ser um conhecido agente alquilante de bases do
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DNA. O protocolo seguiu a adaptacao da técnica para obtencdo de micronucleo em
linfécitos binucleados de da Cruz et al. (1994).

As culturas foram preparadas com meio completo para linfécitos, com RPMI,
soro fetal bovino, L-glutamina e fitohemaglutinina, e armazenadas em estufa a 37°C /
5% CO; por 24 horas. ApOs as primeiras 24 horas de aclimatagéo da cultura, o
extrato de C. regium foi adicionado seguindo as concentra¢des determinadas e
também o MMS. Em 44 horas foi adicionado citocalasina B em concentragao de
5ug.mL™". Com 72 horas a cultura foi transferida para um tubo cénico e centrifugada
a 1000rpm por 10 minutos, desprezado-se o sobrenadante e acrescentado a solugao
de KCI a 0,075M. Apods, foram fixadas com solugdo de Carnoy até as amostras
ficarem limpas. As laminas foram preparadas pelo método de gotejamento. Depois
de secas foram coradas com solugdo de Giensa 4% e protegidas com laminulas
fixadas com balsamo do Canada. Foram preparadas quatro laminas por tratamento,
analisadas em teste cego, em microscopio éptico de luz, com aumento de 400
vezes.

Os critérios para a selecdao de células foram: células binucleadas (1000
células por lamina, 4000 por tratamento); nucleos intactos, com tamanhos
aproximadamente iguais, mesmo padrdo de coloragdo e dentro do limite
citoplasmatico: membrana celular intacta; célula claramente distinguivel das células

adjacentes.

4.3.3 Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa, foi coletado sangue periférico. Como controle negativo
foi usado somente a cultura completa. Para o controle positivo as células foram
expostas em cultura ao MMS na concentracdo de 70uM. As concentragdes de C.
regium foram 1,73g.L™" (100%), 1,29g.L™" (75%), 0,86g.L™" (50%) e 0,43g.L™" (25%)
da CLsp para linfocitos. O tempo de cultura para a realizagdo deste teste foi de 3
horas de exposi¢cdo. A metodologia utilizada foi a descrita por Singh et al. (1988),
com modificagdes.

Para realizar a técnica do ensaio cometa foram previamente preparadas

ldaminas de cobertura com agarose (1,5%). A suspensdo de linfécitos foi
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homogeneizada com agarose baixo ponto de fusdo e espalhadas na lamina e
cobertas com laminula, condicionadas em refrigerador durante 10 minutos; apés, as
laminulas foram retiradas cuidadosamente e as laminas foram submersas em
solugdo de lise no refrigerador a 4°C por 24 horas.

Apos as 24 horas, as laminas foram depositadas na cuba horizontal de
eletroforese, mergulhada em gelo, e adicionado o tampao de eletroforese até cobrir
as laminas. O DNA foi desnaturando em tampao alcalino (pH13) por 25 minutos; a
eletroforese transcorreu a 1V.cm™ a 300mA por 25 minutos; terminada a eletroforese
as laminas foram retiradas cuidadosamente e neutralizadas por 3 vezes de 5
minutos com TRIS a 0,4 M e ph 7,5. e depois de secas as laminas foram fixadas
com etanol por 5 minutos. Todos os procedimentos do ensaio cometa ocorreram ao
abrigo da luz.

Foram coradas com brometo de etideo e coberta com laminula e analisadas
imediatamente, sendo que as imagens foram capturadas utilizando video-
microscopia de epifluorescéncia Axioplan-Imaging® (Carl Zeiss, Alemanha) em
objetiva de 10x utilizando o software /sis®. Foram analisados 50 nucledides por
ldamina em duplicata (100 por tratamento); os parametros avaliados foram
comprimento da cauda do cometa e quantidade de DNA na cauda do cometa, e

calculado o nivel de dano ao DNA usando o software Cometscore® (verséo 1.5).

4.4 Analise Estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica os resultados foram expressos como
médias + desvio padrao, utilizando-se o software BioEstat 5.0. Para a determinagao
dos testes estatisticos adequados foi inicialmente realizado o teste de normalidade
Kolmogorv-Smirnov. Os resultados de micronucleo apresentaram distribuicdo normal
(valor de p > 0,05), portanto foi realizado o teste paramétrico de analise de variancia
(ANOVA) seguido do Teste de Tukey e posterior realizagado do teste de correlagéo
de Pearson e teste de regressao linear simples. Ja os resultados do ensaio cometa
nao apresentaram distribuicdo normal (valor de p < 0,01), portanto foi realizado o
teste ndo paramétrico de analise de variancia (Kruskall-Wallis) seguido do Teste de

Dunn e posterior realizacdo do teste de correlagdo de Spearman e teste de
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regressao linear simples. Em todas as anadlises foi considerado um nivel de
significancia de 95% (p < 0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Poecilia reticulata

511 CL50196h

Conforme normas do IBAMA (1987), nos experimentos realizados para a
determinacao da CLsggen deste estudo, foram considerados validos, pois a média de
mortalidade do grupo controle (0g.L™) nos testes nao ultrapassou 10%.

Os resultados obtidos sobre a determinacédo da CLsp do decocto de Cochlospermum
regium (Mart. & Schr.) Pilg.) — (Bixaceae) em Poecilia reticulata por periodo de 96
horas foi de 0,25g.L™" ou 250mg.L™, variando entre 0,23g.L™" (minimo) e 0,27g.L™

(maximo).

5.1.2 Teste do Micronucleo

Para a realizacdo do teste do micronucleo em P. reticulata com decocto de
C. regium foram analisadas 90.000 células (18000 células/tratamento, 3000

células/individuo) com total de 110 micronucleos encontrados (Figura 18).

=

A B C TR

Figura 18 — Eritrécitos de Poecilia reticulata mononuclear (A) e com presenga de micronucleo (B e C),
com aumento de 100x.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

A Tabela 4 apresenta os resultados referentes ao teste do micronucleo em eritrocitos

de P. reticulata, observados a cada 3.000 células avaliadas de 6 individuos



analisados em cada tratamento. E o Grafico 1

referentes a cada tratamento.
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ilustra a média de micronucleos

Tabela 4 — Resultados do teste do micronuicleo em eritrécitos de Poecilia reticulata de acordo com as
concentragdes administradas do decocto de Cochlospermum regium.

Concentragao xXtS Total de células Total de
gL’ (MN/3000) analisadas Micronucleos
0,25 55+1,5° 18000 33
0,19 42+12% 18000 25
0,13 3,7+£2% 18000 22
0,06 2,2+0,8" 18000 13
0 28+1,3” 18000 17

2 & ® resultados do teste de Tukey. * diferenga significativa (p<0,05) e ** diferenga muito significativa
(p<0,01) em relagéo ao tratamento de O,259.L'1. X simbolo da média e S simbolo do desvio padrao.
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'(2,240,8). Indicando que a concentracido de 0,25g.L™ de C. regium é mutagénica in
vivo no sistema de P. reticulata.

Nao foi observada diferenga entre as médias de micronucleos para os tratamentos
de 0,06g.L™" (2,8+1,3); 0,13g.L™" (3,7+2) e 0,19g.L" (4,2+1,2) em relagdo a média do
controle negativo (2,8+1,3).

Assim como nao houve diferenga entre a maior concentragéo de C. regium 0,25g.L
(5,5+1,5) com as médias apresentadas pelas concentragdes de 0,13g.L™" (3,7+2) e
0,19g.L" (4,2%1,2).

Como as médias das concentragdes de 0,13g.L'1 e 0,19g.L" oscilaram entre a e b
conforme resultados do teste de Tukey, estas concentragbes podem apresentar
mutagenicidade.

Houve forte correlagao positiva com p=0,023 e r=0,9279 entre as concentra¢des dos
tratamentos e média de micronucleos observados.

A regressao linear simples também foi positiva e apresentou p=0,0212 e R2=0,8146
entre as concentragdes dos tratamentos e média de micronucleos observados. O

Grafico 2 expressa os resultados referentes ao teste de regressao linear simples.
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Grafico 2 — Andlise de regressao linear simples entre as concentragbes do decocto de
Cochlospermum regium e as médias de micronucleos observados em eritrocitos de Poecilia reticulata.
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5.1.3 Alteracgoes eritrociticas nucleares (AENSs)

Na avaliacao das AENs foram encontrados nucleos reniformes (K) e nucleos lobados
(L). Dentre as 90000 ceélulas analisadas (18000 células/tratamento, 3000
células/individuo) para o teste do micronucleo em P. reticulata, ndo foram
encontradas células binucleadas nem células com nucleo segmentado.

Exemplos de eritrécitos com nucleo reniforme (K) e lobados (L) observados em P.
reticulata expostos as diferentes concentragcdes do decocto de C. regium estao

apresentados na Figura 19.

A
B

s I
S 5

Figura 19 — Eritrécitos de Poecilia reticulata apresentando AENs com nucleo em forma de rim (K)(A) e
lobadas (L)(B), com aumento de 100x.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

A Tabela 5 e Grafico 3 apresentam as médias das AENs com nucleos reniformes e
lobados de acordo com as concentragcdes de C. regium para o teste do micronucleo
em P. reticulata, observados a cada 3.000 células avaliadas de 6 individuos

analisados em cada tratamento.
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Tabela 5 — Resultados das Alteragdes Eritrociticas Nucleares em forma de Rim (K) e lobadas (L)
encontradas em eritrécitos de Poecilia reticulata de acordo com as concentragdes administradas do
decocto de Cochlospermum regium.

Concent:‘agéo XtS -I;ZtI?JII:; Total de  Total de ;Eﬁ; (:;
g.L (AENs/3000) _ .. AENs(K) AENSs (L) e L)
0,25 56+2.2° 18000 42 25 67
0,19 4.9 +2,6% 18000 39 20 59
0,13 33+1,7% 18000 27 13 40
0,06 2,5+1,4° 18000 20 10 30

0 2,7 +1,6° 18000 18 14 32

2 & P resultados do teste de Tukey. * diferenca significativa (p<0,05) e ** diferenga muito significativa
(p<0,01) em relagéo ao tratamento de 0,25 g.L'1. X simbolo da média e S simbolo do desvio padrao.

d
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Médiade AENs

Gréfico 3 — llustracdo das médias das AENs e resultados de Tukey com nucleos reniformes e lobados
de acordo com as concentragbes de Cochlospermum regium para o teste do micronucleo em Poecilia

reticulata. 2 e ° resultados do teste de Tukey.

A média das AENSs (eritrocitos com nucleos reniformes e lobados) observada em
eritrocitos de P. reticulata foi 2,1 vezes maior (p=0,0007) para a concentragdo de
0,25g.L" (5,6%2,2), quando comparada com a média do controle negativo (2,7+1,6) e
com a média do tratamento de 0,06g.L" (2,5 + 1,4). A concentracdo de 0,25g.L™
demonstrou efeito citotoxico.

Nao foi observada diferenca entre as médias das AENs para os tratamentos de
0,06g.L" (2,5+1,4); 0,13g.L" (3,3+1,7) e 0,19g.L™" (4,9 +2,6) em relacdo
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a média do controle negativo (2,7+1,6).

As médias das concentragdes de 0,139.L'1 e 0,199.L'1 também oscilaram entre a e b,
para os resultados do teste de Tukey, demonstrando que ambas podem apresentar
citotoxidade.

Houve forte correlagdo positiva p=0,0178 e r=0,9392 entre as concentracdes dos
tratamentos e média de eritrécitos com nucleos reniformes e lobados de P. reticulata.
O Grafico 4 indica regressao linear positiva com p=0,0161 e R?=0,8424 também entre

as concentragdes do decocto de C. regium e os danos observados.

y=13,104x+2,1699
R?=0,8424 _
7 p=0,0161

Média de AENs

0.00 0.06 0.13 0.19 0.25

Concentragdes de Cochlospermum regium (g.L™!)

Grafico 4 — Andlise de regressao linear simples entre as concentracbes do decocto de
Cochlospermum regium e as médias das AENs com nucleos reniformes (K) e lobados (L) observados
em eritrocitos de Poecilia reticulata.

5.1.4 Ensaio Cometa

Os parametros utilizados para o teste do cometa para o calculo do nivel de
dano no DNA foram o comprimento da cauda do cometa e do DNA na cauda do
cometa, com analise de 600 células individualizadas por tratamento.

A Figura 20 mostra imagens de células individualizadas de Poecilia reticulata

coradas com Brometo de Etideo e capturadas utilizando-se microscopio de
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epifluorescéncia e o software /sis®.

Figura 20 — Imagens de nucledides individualizados de Poecilia reticulata mostrando nucledides com
a presenca de cauda (A) e sem cauda (B) que foram avaliadas pelo software CometScore® vers&o
1.5.

Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

A Tabela 6 apresenta as meédias obtidas a partir de eritrécitos de P. reticulata para o
parametro comprimento da cauda do cometa conforme a concentragcdo do decocto

de C. regium.

Tabela 6 — Resultados das médias para o pardmetro comprimento da cauda do cometa com as
concentracgoes utilizadas em Poecilia reticulata.

Comprimento da cauda Total de células

= -1
Concentragao g.L do cm;\eitg(U.A.) analisadas
0,25 0,33+0,05 600
0,19 0,24 + 0,04 600
0,13 0,25+ 0,07 600
0,06 0,25+ 0,03 600
0 0,31 £ 0,05 600

Teste Kruskall-Wallis (p>0,05). (U.A.) Unidade Arbitraria. X simbolo da média e S simbolo do desvio
padrao.

Considerando o parametro de comprimento da cauda, nao foi observada diferenca

(p=0,6289) entre as meédias obtidas nos eritrécitos de P. reticulata expostos as
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diferentes concentracées do decocto de Cochlospermum regium com a média do
controle negativo.

Nao foi observado correlagdo significativa (p=0,9347) entre as concentragdes
avaliadas com os resultados obtidos. O teste de regressao linear também nao
apontou resultado significativo (p=0,8593).

A Tabela 7 apresenta as médias obtidas a partir de eritrécitos de P. reticulata para o
parametro quantidade de DNA na cauda do cometa conforme a concentragdo do

decocto de C. regium.

Tabela 7 — Resultados observados em nucledides de Poecilia reticulata para o parametro quantidade
de DNA na cauda do cometa conforme concentracdes do decocto de Cochlospermum regium
avaliadas.

Quantidade de DNA na Total de células

Concentragdo g.L™ cauda do cometa (U.A.) .
%S analisadas
0,25 0,024 + 0,003 600
0,19 0,019 + 0,001 600
0,13 0,021 £ 0,04 600
0,06 0,021 + 0,002 600
0 0,022 + 0,003 600

Teste Kruskall-Wallis (p>0,05). (U.A.) Unidade Arbitraria. X simbolo da média e S simbolo do desvio
padrao.

Na avaliagcdo para quantidade de DNA na cauda do cometa, também né&o foi
observado diferenga (p=0,7677) entre as médias dos tratamentos quando
comparadas com o grupo controle. Assim como nao houve correlagao (p=0,9347)
nem regressao linear (p=0,7867) significativas entre as concentra¢des do decocto de
C. regium administradas com as médias de danos observados em nucledides de P.
reticulata.

Conforme resultados apresentados para o teste do cometa em nucledides de
P. reticulata, as concentragdes do decocto de C. regium nao exibiram efeito

genotoxico.
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5.2 Linféocitos humanos

5.21 CL50/95h

A CLso96n do decocto de Cochlospermum regium (Mart. & Schr.) Pilg.) — (Bixaceae)

em linfécitos humanos foi estimada em 1,73g.L™.

5.2.2 Teste do Microntcleo

Para a realizacdo do teste do micronucleo em linfécitos T humanos
binucleados com decocto de C. regium foram analisadas 24.000 células
binucleadas do sangue periférico humano, sendo observados um total de 25
micronucleos. A Figura 21 ilustra os exemplos de linfécitos binucleados observados

neste estudo.

Figura 21 — Linfécitos T humanos binucleados (A) normal e com presenca de micronucleo (B e C),
com aumento de 100x.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

A Tabela 8 e Grafico 5 apresentam os resultados referentes ao teste de

micronucleos em linfécitos T humanos binucleados.
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Tabela 8 — Micronucleos encontrados de acordo com as concentracbes administradas de
Cochlospermum regium para o teste do micronucleo em linfécitos T humanos binucleados.

Concentragdo g L1 XtsS Total de células Total de
' (MN/1000) analisadas Microniicleos
1,73 1+0,8” 4000 4
1,29 0,75+ 1% 4000 3
0,86 0,75+ 0,5 4000 3
0,43 0,5+0,6° 4000 2
0 0,25+ 0,5 4000 1
CP 3+0,8° 4000 12

2 ¢ P resultados do teste de Tukey. *P < 0,05 e **P < 0,01 Diferenga significativa em relagcéo ao
Controle positivo (Teste de Tukey considerados significativos p < 0,05). X simbolo da média e S
simbolo do desvio padréao.
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Grafico 5 — Resultados de média de micronucleos observados em linfocitos T humanos binucleados e
~ . a_b
teste de Tukey conforme concentragdes avaliadas. © e ~ resultados do teste de Tukey.

A média de micronucleos observada em linfécitos T humanos binucleados expostos
as diferentes concentracbes do decocto de C. regium nao apresentou diferenca
(p=0,6235) quando comparada a média do controle negativo.

Contudo, houve forte correlacdo positiva (p=0,006 e r=0,9707) e regressao linear
significativa (p=0,005 e r=0,923) entre as concentra¢des dos tratamentos do decocto
de C. regium e média de micronucleos observados em linfécitos humanos

binucleados conforme indica o Grafico 6.
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Grafico 6 — Andlise de regressao linear simples entre as concentracbes do decocto de

Cochlospermum regium e as médias de micronucleos encontrados em linfécitos T humanos
binucleados.

5.2.3 Ensaio Cometa

A Figura 22 mostra imagens de nucledides individualizados analisados neste estudo.

Figura 22 — Imagens de células individualizadas de linfocitos T humanos mostrando nucledides com a
presenga de cauda (A) e sem cauda (B), avaliados pelo Software CometScore® versao 1.5.
Fonte: Nucleo de Pesquisas Replicon, 2011.

Considerando o parametro comprimento da cauda do cometa, foi observada
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diferenga (p<0,0001) entre as médias obtidas em Linfécitos humanos expostos as
diferentes concentracées do decocto de Cochlospermum regium com a média do
controle negativo. A Tabela 9 e Grafico 7 apresentam as médias obtidas a partir dos

nucleodides avaliados.

Tabela 9 — Relacéo entre as concentragdes utilizadas em linfécitos T humanos, demonstrando que
houve diferenca conforme resultados do Teste de Dunn entre as médias apresentadas para o
parametro comprimento da cauda do cometa.

Comprimento da Cauda do

Concentragao g.L'1 Cometa (U.A)) Total d_e células
XES analisadas

1,73 3,08 + 0,46° 100
1,29 1,83+ 0,27 100
0,86 1,66 + 0,20"° 100
0,43 1,62 + 0,21%° 100

0 0,69 + 0,13 100
CP 32,04 + 2,867 100

(U.A.) Unidade Arbitraria. ?, ® & ¢ resultados do teste Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn (p <
0,05). X simbolo da média e S simbolo do desvio padréo.
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Grafico 7 — Relagdo entre as concentragdes utilizadas em linfécitos T humanos, demonstrando que
houve diferenga conforme resultados do Teste de Dunn entre as médias apresentadas para o

parametro comprimento da cauda do cometa. e b.c resultados do teste de Dunn.

A média observada do comprimento da cauda do cometa da concentragao de
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1,73g.L™" (3,98+0,46) demonstrou diferengca quando comparada com a média do
controle negativo (0,69+0,13). A concentragdo de 1,73g.L™" apresentou genotoxidade
para o parametro comprimento da cauda do cometa.

As médias das demais concentracdes do decocto de C. regium oscilaram conforme
resultados do Teste de Dunn, entre a concentracdo de 1,739.L'1 e o controle
negativo, podendo apresentar genotoxicidade.

Foi observado que as concentragdes do decocto de C. regium apresentaram forte
correlagdo positiva (p=0,0001 e rs=1) e regressao linear positiva (p=0,0445 e
R2=0,7105) entre concentragao e resposta para o parametro comprimento da cauda

do cometa conforme grafico 8.

4.5 y=1,5753x+0,5981

4 R2=0,7105 0
35 p = 0,0445

3

Comprimento da cauda do
cometa (U.A.)
T TR e

©
o

0 0.43 0.86 1.29 1.73
Concentragdes do decocto de Cochlospermum regium (g.L?)

Grafico 8 — Anadlise de regressao linear simples entre as concentragbes do decocto de
Cochlospermum regium e as médias obtidas para o parametro comprimento da cauda do cometa em
nucleodides de linfocitos T humanos.

Na avaliacdo da quantidade de DNA na cauda do cometa, também foi observado
diferengas (p=0,0037) entre as médias dos tratamentos quando comparadas com os

grupos controle, conforme indicado na Tabela 10 e Grafico 9.
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Tabela 10 — Relagao entre as concentragdes utilizadas em linfécitos T humanos, demonstrando que
houve diferenga conforme resultado do Teste de Dunn entre as médias apresentadas para o
parametro quantidade de DNA na cauda do cometa.

Concentragdo g.L"

Quantidade de DNA na Cauda

do Cometa (U.A.)

Total de células

XES analisadas
1,73 0,013 + 0,003° 100
1,29 0,011 + 0,003 100
0,86 0,007 + 0,001 100
0,43 0,005 + 0,001 100
0 0,003 + 0,0008° 100
CP 0,117 + 00,0212 100

(U.A.) Unidade Arbitraria. 2, ® e ° resultados do teste Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Dunn (p <
0,05). X simbolo da média e S simbolo do desvio padréo.
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Foi observado que as concentragdes do decocto de C. regium apresentaram forte

correlagao positiva (p=0,0001 e rs=1) e regressao linear positiva (p=0,0008 e

R?=0,9767) entre concentracdo e resposta conforme grafico 10.

0.016

y = 0,006x + 0,0026
0.014 R?=0,9767
0.012 p = 0,0008

0.01
0.008
0.006
0.004
0.002

DNA na cauda do cometa (U.A.)

0 0.43 0.86 1.29 1.73

Concentragdes do decocto de Cochlospermum regium (g.L™)

Grafico 10 — Analise de regressdo linear simples entre as concentragdes do decocto de
Cochlospermum regium e as médias obtidas para o parametro quantidade de DNA na cauda do

cometa em nucledides de linfécitos T humanos.

Conforme os resultados obtidos pelo ensaio cometa (comprimento da cauda e

quantidade de DNA na cauda do cometa) em linfécitos T humanos por periodo de

exposicdo de trés horas a concentracdo de 1,73g.L™' do decocto de C. regium

demonstrou atividade genotoéxica.



6 DISCUSSAO

6.1 Utilizagao da CLso em Poecilia reticulata

Com o objetivo de contribuir para a compreensao dos limites toleraveis para a
saude humana e ambiental de diversos agentes quimicos, varios pesquisadores tém
utilizado espécimes de Poecilia reticulata em experimentos in situ e/ou ex situ’ como
bioindicadores em testes de toxicidade aguda ou CLsg para conhecer as condigdes
de uso seguro dessas substancias.

A CLsgesn estimada para P. reticulata de 0,25g.L™ ou 250mg.L™" do decocto de
Cochlospermum regium, pode ser considerada ligeiramente téxica conforme
classificagao descrita por Zucker para organismos aquaticos (Manrique, 2009), pois
usando a mesma classificacdo, considerou a CLsogen definida para P. reticulata do
agrotéxico Fipronil® de 0,08mg.L™" e 0,09mg.L”" como extremamente téxico.

Utilizando o extrato hidroalcodlico de C.regium, Toledo (1996) e Toledo et al.
(2000), em experimento agudo e sub-agudo observaram moderada toxicidade em
camundongos e ratos com administracao intraperitoneal, o que nao foi constatado
quando a via de administracédo foi oral, pois em ratos provocou baixa toxicidade,
esses resultados corroboram com a classificagao de ligeira toxicidade observada na
CLsy estimada em 0,25g.L" do decocto dessa espécie em individuos de P.
reticulata.

Favero et al. (2005), em seus estudos de toxicidade aguda dos agrotoxicos
paration metilico (FOLIDOL 600®) e glifosato (Glifosato Nortox®) foram considerados
toxicos para P. reticulata. O mesmo ocorreu com oxicloreto de cobre, um fungicida
amplamente utilizado em varias culturas, pois apresentou acumulo de cobre no
organismo dessa espécie (Boock; Machado Neto, 2005). Parma de Croux, Toleste
e Campana (2002) definiram a Clsgosn €em 46,4pg.L'1 de Piretréide
cipermetrina, um conhecido inseticida, para P. reticulata. Carnnavan (2009), definiu

CLso/24n para dicromato de potassio em 5Omg.L'1 para esta espécie.

" Termo citado por Chen and White (2004) ao revisar varios métodos de avaliagio de mutagenicidade em
sedimentos aquaticos. Em 2009 por Anderson et al. em estudos com solo contaminado com o teste do cometa, ¢
em 2011 por Oliveira Alves ef al. com o teste do micronucleo em Tradescantia pallida.
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Conforme observado, devido as suas diversas interagdes ecologicas e
caracteristicas a espécie P. reticulata é utilizada para os mais diversos estudos
comprovando eficacia e seguranga em sua utilizagao.

Contudo, Ribo (1997) e Cruz et al. (2006) ressaltaram sobre a dificuldade de
correlacionar resultados de toxicidade entre organismos de diferentes espécies, pois
a sensibilidade desses organismos expostos a teste, pode variar devido ao lote de
animais, idade, alimentacao e aclimatagdo, ainda mais extrapolar esses resultados
obtidos em organismos no laboratério para os seres humanos, portanto, os testes de
toxicidade nao permitem obter uma resposta absoluta sobre o dano que uma

determinada substancia representa para a saude humana.

6.2 Teste do Micronucleo

De acordo com resultados obtidos para o teste do micronucleo em eritrocitos
de P. reticulata utilizando o decocto de C. regium, a concentracdo de 0,25g.L"
apresentou diferengca (p=0,0046) com o controle negativo, indicando que nesta
concentragdo o decocto demonstrou agdo mutagénica. Conforme observagdes de
Ribeiro (2003) essa diferenga aqui constatada, pode ser caracterizada pela
manifestacéo de disturbios nos processos de divisdo e desenvolvimento celular nas
células analisadas.

Porém, nado foi possivel distinguir se os micronucleos observados neste
estudo foram originados pela agcdo de agentes clastogénicos - que quebram
Cromossomos, € Ou aneugénicos - que induzem aneuploidia ou segregagao
cromossOmica anormal.

As analises de correlagao (p=0,023 e r=0,9279) e regressao linear simples
(p=0,0212 e R?=0,8146) observadas demonstram que o decocto de C. regium
apresenta concentracdo-dependente, pois quanto maior a concentracao
administrada maior o dano observado. Isso indica que é possivel calcular a
quantidade de micronucleos conforme o aumento da concentracdo, ou seja, de
acordo com a formula (y = 11,9x + 2,2) a cada aumento de 1g.L™" na concentragao
de C. regium ha um aumento de cerca de 14,1 micronucleos em eritrocitos de P.

reticulata.
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O decocto na concentragdo de 0,25g.L"' também apresentou diferenca
(p=0,0007) quando comparada com o controle negativo na avaliagdo das alteragdes
eritrociticas nucleares (AENs) encontradas com nucleos reniformes e lobados,
portanto evidenciando acgao citotoxica. Inclusive a diferenga entre esses tratamentos
mostrou que a maior concentracdo de C. regium avaliada apresentou o dobro de
danos observados quando comparado com os danos do controle negativo.

Também foi contatado por meio das analises de correlagdo (p=0,0178 e
r=0,9392) e regressao linear simples (p=0,0161 e R?=0,8424) observadas que o
decocto de C. regium apresenta concentragdo-dependente, pois quanto maior a
concentragdo administrada maior o dano observado. Isso também indica que é
possivel calcular a quantidade de alteragdes eritrociticas nucleares de acordo com a
formula (y = 13,1x + 2,2) onde a cada aumento de 1g.L™" na concentracdo de C.
regium ha um aumento de cerca de 15,3 AENs em eritrécitos de P. reticulata.

Conforme o aumento das concentragdes de C. regium pbde se observar um
constante aumento na média de micronucleos e alteragdes morfoldgicas nucleares
em eritrocitos de P. reticulata, portanto esse aumento pode ser causado pelas
substancias quimicas presentes nos metabdlitos secundarios dessa espécie, pois
Souza-Filho (2011) constatou que varios estudos genotoxicos e mutagénicos
indicam que essas alteragdes ocorram devido aos eventos mutagénicos, citotoxicos
e genotoxicos causados por substancias quimicas, apesar do pouco conhecimento
sobre o processo de formacgao dessas alteragdes descritas em peixes.

A mutagenicidade observada neste estudo pode ter sido induzida pelos
compostos quimicos constituintes de C. regium, das quais alguns ja foram
identificados como carcinogénicos e mutagénicos, incluindo os flavondides, taninos
e os terpendides (Castro et al., 2004). Santos (2006) constatou em seu estudo, que,
de acordo com as caracterizagdes quimicas realizadas com dez espécies medicinais
do cerrado brasileiro utilizadas em especial para o tratamento de ulceras, ficou
evidente a participagdo efetiva dos compostos fendlicos (flavondides e taninos
também encontrados em C. regium) na indugéo de mutagéo. Nesse contexto, Sélon
(2009) reforca a necessidade de se associar estudos biolégicos, quimicos e
tecnoldégicos na busca de extratos secos enriquecido com substéncias ativas e com

menos ter de compostos indesejaveis.
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Contudo, a concentragdo de 0,06g.L”" do decocto, conforme condicdes
experimentais realizadas nao apresentou mutagenicidade e citotoxidade no sistema
in vivo, pois as medias observadas nesta concentragcao estiveram abaixo do controle
negativo.

As médias de micronucleos e alteragbes eritrociticas nucleares das
concentracdes de 0,19g.L™" e 0,13g.L™" do decocto de C. regium conforme resultados
do teste de Tukey oscilaram, entre um efeito mutagénico e citotoxico, pois se
aproximavam dos resultados obtidos na concentracédo de 0,259.L'1, tanto quanto se
aproximavam dos resultados obtidos pelo controle negativo. Portanto, estas
concentragbes podem causar efeito mutagénico e citotoxico.

Corroborando com resultados obtidos pelo teste do micronucleo deste estudo
que indica que C. regium apresenta dose-dependente, Santos (2002) e Andrade et
al. (2008), também observaram efeito mutagénico e citotoxico do extrato liofilizado
da espécie pelo teste do micronucleo em medula éssea de camundongos Mus
Musculus a partir da concentracdo de 38mg.Kg™' até 114mg.Kg™', esta ultima
apresentando média de 13,6 micronucleos contra média de 2 encontrados para o
controle negativo para cada 1000 células avaliadas, enquanto que em eritrécitos de
P. reticulata a concentracdo de 0,25g.L™" apresentou média respectivamente de 5,5
e 5,6 para micronucleos e AENs para cada 3000 células avaliadas contra média de
2,8 e 2,7 para os controles negativos, indicando que quanto maior a concentragao
do extrato, maior a média de micronucleos induzida. Esses resultados demonstram
que apesar de ambos os resultados serem mutagénicos e dependentes da
concentracdo, a média de danos observados em P. reticulata foi inferior aos
encontrados em camundongos, essa diferengca pode ter sido causada pela via de
administragao e concentragao do extrato de C. regium. Contudo essa diferenga entre
as médias encontradas se deva ao fato de Willians e Metcalfe (1995) observarem
que a freqiéncia de micronucleos é cerca de 3% menor em peixes do que em
roedores, e que em todos os ensaios com micronucleos deve-se levar em
consideragao sua ocorréncia espontanea. Porém, a mutagenicidade de C. regium
também foi detectada por Castro et al. (2004), pelo decréscimo da relagdo de
eritrocitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC), e pelo aumento
na frequéncia de micronucleos.

Apesar de Toledo (1996) e Toledo et al. (2000) constatarem em experimento

agudo e sub-agudo que o extrato hidroalcodlico de C. regium provocou baixa
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citotoxidade quando administrado via oral e moderada toxicidade quando
administrada via intraperitoneal em ratos e camundongos, Ceschini e Campos
(2006) relatam que em solugdes muito concentradas o extrato aquoso de C. regium
apresenta acao citotdxica, pois em seu estudo com células ovarianas de hanmster
chinés (CHO-K1), foi observado uma diminuicéo significativa da proliferacao celular
na concentragdo de 1,5mg.mL™, induzindo a apoptose em 50% das células viaveis.
Outro estudo que comprova a atividade citotéxica observada em eritrocitos de P.
reticulata do decocto de C. regium foram apresentados por Souza et al. (2011)
utilizando o bioensaio Allium cepa, que também apresentou acio citotdxica,
constatando que o decocto na concentragcado de 5Og.L'1 possivelmente interrompa o
ciclo celular em proéfase, porém, devido a falta de células em metafase e anafase
para a avaliagdo a mutagenicidade, n&o foi possivel avaliar seu efeito mutagénico
nas concentragdes de 1g.L™", 12,5g.L7", 25g.L™", 37,59.L™" e 50g.L™" avaliadas em seu
bioensaio. Apesar destes estudos mostrarem elevada citotoxidade da espécie,
diminuindo e até mesmo interrompendo o ciclo celular, em eritrocitos de P. reticulata
essa citotoxidade na concentragdo de 0,25g.L™" do decocto foi observada devido ao
aumento da média de alteragbes morfoldgicas nucleares em relacdo média do
controle negativo.

Apesar de diversos estudos comprovarem a atividade mutagénica de C.
regium, resultados também obtidos no presente estudo, demonstraram que o
decocto nas concentracdes avaliadas de 1,73g.L™", 1,299.L™", 0,86g.L" e 0,43g.L™,
ndo induziram danos mutagénicos em cultura de linfécitos humanos binucleados do
sangue periférico expostos por periodo de 48 horas para o teste do micronucleo.
Foram em concordancia com este resultado Nunes e Carvalho (2003), que ao
avaliarem a mutagenicidade pelo teste RXL em machos de D. melanogaster (capaz
de detectar a perda total do anel cromossoma X, a presenca de mosaicismo, perda
parcial do cromossomo Y e nao-disjuncdo), nas concentracdes 13g.L™", 19g.L™" e
25g.L™" avaliadas, o extrato de C. regium também n&o exibiu atividade clastogénica e
mutagénica.

Todavia, as analises de correlagao (p=0,006 e r=0,9707) e regressao linear
simples (p=0,005 e R?=0,923) apontam que apesar de nenhuma das concentrag¢des
de C. regium avaliadas em linfocitos humanos apresentarem mutagenicidade, elas
demonstram que os danos induzidos pelo decocto dessa espécie é concentracido-

dependente, e que provavelmente em concentracbes maiores o decocto poderia
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exibir mutagenicidade, pois conforme (y = 0,4051x + 0,3008) pode haver o aumento
de 0,71 microntcleo para cada 1g.L”" de aumento na concentragao.

Porém outros ensaios que também demonstram que C. regium nao apresenta
atividade mutagénica, foram realizados por Carvalho (2002) e Carvalho, Fiuza e
Chen (2004) que encubaram por 48 horas as cepas de Salmonella typhimurium
TA97a, TA98, TA100 e TA102 em diferentes concentragdes do extrato liofilizado das
raizes diluidas em agua, ndo observaram agdo mutagénica, pois o extrato n&o
provocou aumento consideravel no numero de células revertentes dentro dos
padrbes estabelecidos. Inclusive destaca que possivelmente o decocto tenha
apresentado ag¢do antimutagénica, atuando como desmutagénico, modulando a
atenuacdo da agdo mutagénica pelo teste de Ames. Com o intuito de avaliar um
possivel efeito antimutagénico Andrade et al. (2008), administrou o extrato aquoso
de C. regium nas concentraces de 114mg.Kg™”', 76mg.Kg™”, 38mg.Kg™ e 29mg.Kg™
simultaneamente a Ciclofosfamida e Mitomicina C em camundongos (Swiss) e
realizou o teste do micronucleo em eritrocitos do sangue periférico, observando que
nao houve reducdo na frequéncia de micronucleo em eritrocitos policromaticos,
portanto ndo exibindo efeito antimutagénico.

Foi observado que houve divergéncia entre os resultados do teste de
micronucleo em eritrécitos de P. reticulata que na concentragdao de 0,259.L'1 do
decocto foi mutagénico e citotoxico e em linfécitos humanos em nenhuma das
concentragdes avaliadas apresentou este efeito, provavelmente devido as diferencas
dos sistemas avaliados, pois os peixes segundo (Al-Sabti, 1991) s&o excelentes
bioindicadores para estudos mutagénicos, pois podem metabolizar, concentrar e
armazenar substancias. Entretanto, o resultado do teste do micronucleo observado
em sistema in vitro com linfécitos humanos pode ter sido influenciado pela nao
metabolizagcdo do decocto em meio de cultura, pois Takahashi (2003) relata que em
testes de aberragcdes cromossdmicas in vitro, as células em cultura nem sempre
conseguem realizar uma metabolizagdo adequada dos compostos quimicos. Apesar
do teste do micronucleo in vitro em linfocitos humanos ser um sistema de avaliagao
de mutagenicidade usado com o objetivo de identificar substancias capazes de
induzir danos no DNA e avaliar o risco de exposi¢gdo aos xenobiontes, e que a
analise de células binucleadas permite uma contagem precisa e correta dos danos
ocorridos, pois elas representam células que sofreram uma divisdo celular apds a

exposicao aos agentes mutagénicos, a média averiguada nas concentragbes do
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decocto de C. regium nao apresentaram diferenga entre a média espontanea
ocorrida no controle negativo (Muller; Streffer, 1991; Pacheco; Hackel, 2002).

Corroborando com a diferengca observada neste estudo entre os diferentes
sistemas testes avaliados STURBELLE et al. (2010), também constatou divergéncia
entre o teste do micronucleo em linfécitos humanos binucleados que nao
demonstrou efeito mutagénico de Aloe vera em diversas concentragdes, sugerindo
inclusive um efeito antimutagénico quando utilizada juntamente com o paracetamol,
entretanto apresentou agdo mutagénica e citotoxica em sistema teste vegetal com
Allium cepa na concentragdo de 400ml.L™".

Contudo, Silva (2008) avaliou o extrato aquoso de Solanum lycocarpum e o
extrato etandlico de Nectandra membranaceae pelo teste do micronucleo in vitro
modificado (acrescentou na cultura a fragdo humana S9 que “ativa o metabolismo”)
e nao constatou atividade mutagénica significativa com ou sem a presencga dessa
fragcdo e que linfécitos humanos e células do bago de camundongo expostas a
compostos mutagénicos, indicam alta sensibilidade de ambas as células para a
formagao de micronucleos. Porém é importante ressaltar que esses agentes podem
interagir diretamente com a molécula de DNA ou tornar-se mutagénicos ao sofrer
reagcdes metabdlicas e que a contagem dos micronucleos pode ser subestimada
devido a ndo observacgao de perda do material cromossémico por meio de processos
como a reincorporarao (RAMIREZ; SALDANHA, 2002; VARELLA et al., 2004;
STEIBLEN et al., 2005). Apesar da presenga dos componentes como flavondides e
taninos no extrato de C. regium serem identificados como carcinogénicos e
mutagénicos, nas condigdes estabelecidas neste estudo, o extrato n&o induziu
aumento de danos cromossémicos em linfécitos humanos.

Nao obstante a essas desvantagens, os linfécitos humanos tém sido
utilizados como sistemas testes na avaliagdo de danos genéticos devido a diversas
vantagens, como o fato de se tratar de células humanas, pois o peso da evidencia é
maior, serem de facil obtengdo e ndo necessitarem de manutencdo (SUZUKI, 2003;
CHEQUER, 2008). Além de evitarem o sacrificio de muitos animais também
utilizados em ensaios mutagénicos.

Neste contexto, Marsiglia et al., (2011) salientaram que esses resultados
servem de alerta para a necessidade de estudos adequados sobre a toxicidade e
genotoxicidade, antes da utilizacdo desenfreada de plantas ou de qualquer outro

produto natural e sugerem que os efeitos toxicos e citotoxicos dessas espécies,
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possam ser explicados pela agcao dos metabdlitos secundarios dessas plantas sobre
os sistemas avaliados. Portanto, os compostos quimicos alcaloides, flavonoides e
taninos presentes em C. regium provavelmente sejam os responsaveis pela
atividades mutagénica e até mesmo nao mutagénicas observadas em P. reticulata e

linfocitos humanos deste estudo.

6.3 Ensaio Cometa

Segundo os procedimentos realizados n&o foi possivel detectar efeitos
genotoxicos, utilizando a versdo alcalina do ensaio cometa que parece ser pelo
menos duas vezes mais sensivel na capacidade de detectar danos do que as outras
versdes do teste como relatam Rojas, Lopes e Valverde (1999), pois este estudo
indicou que nas concentragcbes avaliadas o decocto de C. regium nao apresentou
agao genotoxica sobre eritrcitos de P. reticulata pelo periodo de 96 horas de
exposicao. Nesse sentido, provavelmente o teste cometa ndo detectou danos
genotéxicos nas concentragcdes do decocto de C. regium em eritrocitos de P.
reticulata devido ao tempo prolongado de exposicao.

Essa ressalva se justifica, pois em média 24 horas apds a exposicao ao
mutageno, neste caso as concentragdes do decocto de C. regium, os danos podem
ter sido corrigidos, pois o reparo comecga imediatamente, apesar de alguns relatos
ressaltarem que os mecanismos de reparo do DNA de peixes serem mais lentos do
que em células de mamiferos. Desta forma como o ensaio cometa nido detecta
mutacgdes, e sim lesbes gendmicas que podem resultar em mutagdes, pois essas
lesdes podem ser corrigidas, o resultado observado neste estudo demonstra que o
sistema de reparo em eritrécitos de P. reticulata pode ter sido eficiente quando
submetidos as concentragcbes do decocto de C. regium aqui avaliados. Também é
importante ressaltar que este ensaio apesar de ser um teste simples e rapido, e
poder ser executado em qualquer eucarioto, ele também possui suas limitagdes
(ESPINA; WEISS, 1995; ALBERTINI et al., 2000; SILVA et al., 2003).

As analises de correlacéo (p=0,9347) e regressao linear simples (p=0,8593)
indicam que para os parametros avaliados pelo ensaio cometa em P. reticulata, o

decocto de C. regium nao apresentou concentragao-dependente.
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Entretanto, o decocto de C. regium apresentou acéo genotdxica em exposi¢cao
de 3 horas para realizagdo do ensaio cometa em linfécitos humanos, quando
comparado com os grupos controle. As médias observadas nos parametros
comprimento da cauda e quantidade de DNA na cauda do cometa avaliados,
demonstraram que a concentragdo de 1,73g.L™" do decocto apresentou diferencas
(p=0,0001 e p=0,0037) em relacdo as médias dos controles negativo, inferindo sua
atividade genotoxica.

As demais concentragdes do decocto 1,29g.L™", 0,86g.L" e 0,43g.L™
oscilaram conforme resultados do teste de Dunn e podem apresentar genotoxidade

Em linfécitos humanos, as analises de correlagdo (p=0,0001 e r=1) e
regressao linear simples (p=0,0445 e R?=0,7105) para o parametro comprimento na
cauda do cometa e correlagao (p=0,0001 e r=1) e regressao (p=0,0008 e R?*=0,9767)
para o parametro quantidade de DNA na cauda do cometa, salientam que o decocto
de C. regium apresenta concentragao-dependente, e conforme as férmulas
(y=1,5753x+0,5981 e y=0,006x+0,0026) a cada aumento de 1g.L™" na concentragao,
aumente concomitantemente 2,2 (U.A.) Unidade Arbitraria e 0,0086 (U.A.) Unidade
Arbitraria respectivamente para os parametros avaliados.

Apesar de nenhuma das concentragdes avaliadas do decocto de C. regium
em eritrocitos de P. reticulata apresentarem efeito genotdxico, este estudo também
demonstrou que em concentracdes superiores como a de 1,73g.L™" avaliada em
culturas de linfécitos humanos o decocto dessa espécie apresentou agao
genotodxica, para ambos os ensaios foi utilizada a verséo alcalina do ensaio cometa.
Essa divergéncia de resultados provavelmente se deva as diferengas individuais dos
sistemas in vivo e in vitro testadas. Fagundes et al. (2005) ressaltam que mesmo
que alguns extratos vegetais contenham metabdlitos secundarios genotdxicos, nao
se conhece profundamente os mecanismos envolvidos que explicam a
clastogenicidade e/ou interacdo desses compostos com o DNA.

Quanto a atividade genotdxica de C. regium observada no sistema in vitro,
Gontijo e Tice (2003) relatam que linfocitos humanos isolados n&o possuem
suprimento suficiente de nucleotideos para completar processos de reparo € podem
apresentar acumulo de sitios incompletos de reparo. Contudo, como o ensaio
cometa detecta lesdes passiveis de reparo, talvez os danos aqui detectados possam

ser reparados ou nao.
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Estudos que foram em concordancia com os aqui apresentados foram
realizados por Nunes (2000) onde o teste SMART/olho em células somaticas de
Drosophila melanogaster apresentou atividade genotoxica do extrato aquoso
liofilizado de C. regium nas concentracdes de 0,025g.mL™, 0,019g.mL™ e 0,013g.mL"
' em tratamento por 24 horas, o que ndo foi constatado pelo teste Ring-X-loss
utilizando as mesmas concentragdes em células germinativas.

E importante ressaltar que o confronto dos resultados aqui avaliados, é muito
dificil, pois ambos nem podem ser relacionados, pois as variaveis observadas sao
muitas, tais como, divergéncias entre a forma de preparo da espécie C. regium
avaliadas, diferencas entre as concentracdes estudadas, os ensaios experimentais
utilizados, periodos de exposicado e até mesmo diferengas entre os organismos-teste
avaliados. Além da diferenca de sensibilidade dos ensaios utilizados, pois Bucker,
Carvalho e Alves-Gomes (2006), observam que em seus experimentos o teste do
cometa se mostrou mais sensivel que o teste do micronucleo para detectar danos.
Apesar da deteccdo de danos mutagénicos e genotoxicos apresentados, até o
presente a forma e os mecanismos de agao de determinadas substancias sobre o
DNA e RNA sé&o desconhecidos (SOUZA-FILHO, 2011).

Atualmente tem se intensificado a frequéncia de estudos para desmistificar o
conceito de que o produto natural derivado das plantas medicinais, ndo possui
efeitos adversos a saude humana, portanto, poderiam ser usados
indiscriminadamente pela populagdo. Para avaliar o potencial de agressdo ao DNA
pelos produtos fitoterapicos em geral sao utilizados diferentes organismos-teste para
determinacdo da mutagenicidade. E evidente que ndo se pode assegurar que 0s
mesmos efeitos produzidos em uma espécie sejam proporcionais para outra. No
entanto, os resultados de diferentes estudos indicam que efeitos adversos podem
ocorrer e tém sido observados em todos os sistemas usados.

Face ao exposto acima, o decocto de C. regium apresentou atividade
mutagénica, citotdxica e genotdxica nos ensaios experimentais avaliados, inclusive

apresentando concentracdo-dependente, contra-indicando sua utilizacao.



7 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

A CLsogen estimada para Poecilia reticulata do decocto de Cochlospermum
regium foi de 0,25g.L™.

A concentragdo de 0,25g.L”" do decocto de C. regium demonstrou atividade
mutagénica em eritrocitos de P. reticulata pelo teste do micronucleo.

O decocto de C. regium na concentragdo de 0,25g.L™' também apresentou
acao citotdoxica em relagao as alteracdes eritrociticas nucleares observadas em P.
reticulata pelo do teste do micronucleo.

O ensaio cometa n&o identificou potencial genotoxico do decocto de C.
regium em P. reticulata nas concentragdes avaliadas.

Os resultados deste estudo permitiram inferir que o decocto de
Cochlospermum regium nas concentragées de 1,73g.L™"; 1,299.L"; 0,86g.L" e
0,43g.L™" avaliadas em linfocitos humanos binucleados ndo apresentou atividade
mutagénica.

O ensaio cometa indica que a concentracdo de 1,73g.L™" apresentou atividade
genotdéxica para os parametros avaliados em linfécitos humanos. E as demais
concentragdes testadas do decocto de C. regium apresentaram baixo potencial
genotdxico quando comparadas com 0s grupos controle.

Em quase todos os ensaios realizados in vivo e in vitro houve forte correlagéo
positiva e regressao linear simples positiva entre concentragao e resposta, indicando
que o decocto desta espécie apresenta relagdo concentracdo-dependente.

Na tentativa de aprofundar o conhecimento sobre plantas medicinais em
especial C. regium, sao necessarios novos estudos que elucidem melhor as

atividades mutagénica, citotoxica e genotoxica demonstradas neste estudo.
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