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RESUMO

Fernandes LM. Avaliacdo da atividade genotdxica de extratos e do alcaloide indol-
monoterpénico obtidos das raizes de Galianthe thalictroides (Rubiaceae). Campo
Grande-MS, 2011. [Dissertacdo — Faculdade de Medicina Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

Na familia Rubiaceae sdo encontradas espécies com importancia alimenticia, econémica
e farmacoldgica. Varias espécies desta familia sdo utilizadas pela Medicina Tradicional
para tratar diversos males. Galianthe thalictroides, pertence ao subgénero Galianthe
que é exclusivo da América do Sul. No Brasil foram descritas 38 espécies, das quais 28
sdo endémicas, encontradas em regides de cerrado e campos rupestres. Raizes de G.
thalictroides tém sido utilizadas pela medicina popular para tratar e prevenir o cancer e
como ndo ha dados na literatura sobre os efeitos citotoxicos e genotoxicos, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar estas atividades, utilizando ensaios in vitro
(Citotoxicidade - MTT e Cometa) e in vivo (SMART). As atividades genotoxicas dos
extratos aquosos, preparados a temperatura de 100°C (CGQ) e 4°C (CGF); das fragGes
etanolica (BETER) e cloroférmica (BGTRC-6) e o alcaloide indol-monoterpénico
(RC6-2) obtido a partir da fracdo cloroformica (BGTRC-6) foram avaliados por meio do
Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica — SMART. Os Ensaios de
citotocixidade (MTT) e do Cometa foram realizados somente com o alcaloide indol-
monoterpénico (RC6-2). Os resultados obtidos no teste SMART indicam que 0s
extratos aquosos (CGQ) e (CGF), em diferentes concentragdes, ndo induziram aumentos
estatisticamente significativos nas frequéncias de manchas mutantes, quando
comparados com o controle negativo, ndo apresentando atividade genotoxica. Devido a
este resultado somente o extrato aquoso (CGQ), foi associado a Doxorrubicina (DXR),
para avaliacdo de antigenotoxicidade. Os resultados indicaram que este extrato nao
reduziu os eventos mutacionais ocasionados pela DXR, ndo apresentando atividade
antigenotoxica. Entretanto, a fracdo etandlica (BETER), uma vez metabolizada
apresentou potencial genotdxico, dose resposta. A fracdo cloroférmica (BGTRC-6), nas
concentracdes de 0,4 e 0,8mg/mL, ocasionou eventos mutagénicos, expressos pelo
aumento de manchas simples pequenas, estatisticamente significativo quando
comparado ao controle negativo, e foi citotoxica na concentragdo 1,6mg/mL. O
alcaloide indol-monoterpénico (RC6-2), apresentou eventos mutacionais significativos,
com prevaléncia de manchas simples pequena, porém nao foi citotoxico nas
concentracdes avaliadas no SMART. Entretanto, no Ensaio de Citotoxicidade (MTT) o
alcaloide (RC6-2) apresentou elevada citotoxicidade nas concentracdes de (10, 50 e
100pg/mL), porém, no Ensaio do Cometa, ndo ocasionou quebras de fitas de DNA, nao
apresentando atividade genotoxica. Os resultados obtidos com o teste SMART,
somados aos encontrados no Ensaio do Cometa, sugerem que o alcaloide indol-
monoterpénico (RC6-2), seja um inibidor do fuso mitético, ocasionando aneugénese,
uma vez que, apresentou potente atividade citotdxica frente a linhagem de células
tumorais de hepatoma humano (HepG2) e ndo causou recombinacdo mitética e sim
atividade mutagénica em células somaticas de Drosophila melanogaster.

Palavras-chaves: Medicina Tradicional, Cancer, SMART, Ensaio do Cometa, Ensaio
de Citotoxicidade (MTT).



ABSTRACT

Fernandes LM. Evaluation of genotoxico activity of extracts and indole-
monoterpene alkaloid obtained from the roots Galianthe thalictroides (Rubiaceae).
[Dissertation — Faculty of medicine, Universidade Federal of Mato Grosso do Sul].
Campo Grande, 2011.

In family Rubiaceae species are found with food, economic importance and
pharmacological, several species of this family, are considered by traditional medicine
as therapeutic to treat various diseases. Galianthe thalictroides belongs to the subgenus
Galianthe that is unique in South America, in Brazil, were described 38 species of
which 28 are endemic, found in regions of Savannah and grassland. G. thalictroides
roots have been used in traditional medicine to treat and prevent cancer and how there is
no data in the literature about the effects of cytotoxic and genotoxic, the present study
aims to evaluate these activities, using in vitro assays (MTT and Comet) and in vivo
(SMART). The genotoxic activity of aqueous extracts prepared in the temperature
100°C (CGQ) and 4°C (CGF); fraction ethanolic (BETER); fraction chloroform
(BGTRC-6) and indole-monoterpene alkaloid (RC6-2) have been assessed by testing for
the detection of Somatic Mutation and Recombination — SMART. The MTT assay and
Comet were performed only with indole-monoterpene alkaloid (RC6-2). The results
obtained in the SMART assay indicate that the aqueous extracts (CGQ) and (CGF), in
different concentrations, not produced statistically significant increases in frequency
spots mutants, when compared with the negative control, not showing genotoxic
activity. Because of this result the aqueous extract (CGQ) was associated with
doxorubicin (DXR) for evaluation of antigenotoxic. The results indicated that this
extract did not reduce the events mutacionais caused DXR, not showing activity
antigenotoxic. However, the fraction ethanolic (BETER), once presented genotoxic
potential metabolised, dose response. The fraction chloroform (BGTRC-6) in the
concentrations of 0.4 and 0.8mg/mL caused mutagenic events, expressed by simple
stains increase small, statistically significant when compared to the negative control,
and cytotoxic concentration was 1.6mg/mL. The indole-monoterpene alkaloid (RC6-1)
obtained from the fraction chloroform (BGTRC-6), presented significant events
mutacionais, but did not exhibit cytotoxic concentrations evaluated in SMART.
However, in testing of MTT the alkaloid (RC6-2) presented in the concentrations of
cytotoxicity (10, 50 and 100pg/mL), however, no assay Comet caused DNA tape
breaks, not showing genotoxic activity. The results obtained with the SMART assay,
added to those found in the Comet assay, suggest that the alkaloid (RC6-2), is a spindle
inhibitor, causing aneugenic, potent cytotoxic activity presented against tumor cells
lineage of human hepatoma (HepG2) and has not caused mitotic recombination and
mutagenic activity in somatic cells of Drosophila melanogaster.

Keywords: Traditional Medicine, Cancer, SMART, Comet assay, MTT assay.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizacdo, e ao longo dos séculos, quando o homem era
acometido por doencas, fraturas, queimaduras ou de outros problemas de salde,
aprendeu manusear, adaptar e modificar as plantas e seus extratos para seu proprio
beneficio (RATES, 2001), surgindo assim a medicina natural. Esta, também chamada de
Medicina Tradicional, é encontrada em diferentes civiliza¢des, tais como Egipcia,
Chinesa, Japonesa, Coreana e Grego-Arabe (ANSARI e INAMDAR, 2010).

A prética da medicina natural foi transmitida de geragdo em geracdo e mesmo no
século XXI as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas, cultivadas em quintais
residenciais ou coletadas em seu habitat natural, comercializadas em feiras livres e
mercados populares. Os efeitos atribuidos aos constituintes de uma planta no organismo
vivo sdo detectados com base nos conhecimentos populares originado do uso repetitivo
e tradicional (RATES, 2001).

Sabe-se que o0s vegetais possuem agentes fitoquimicos com diversas acgdes
terapéuticas, tais como efeitos: antiinflamatério, antioxidante, antimutagénico e
anticarcinogénico (NAKAMURA et al., 1997, RIBEIRO et al., 2003).

Apesar de muitas acdes benéficas das plantas, alguns de seus constituintes
podem ser toxicos e pode causar intoxicacOes, problemas hepaticos, gastricos e
alteracdes no DNA (tais como delecéo e recombinacdo) (AMES, 1983; RATES, 2001;
MARQUES et al. 2003). Para garantir a seguranca no uso de plantas, deve ser comprovado
que sua utilizacdo ndo traz riscos a salde humana por meio de estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos, sendo entdo necessaria a avaliacdo de uma possivel atividade citotoxica,
genotoxica e/ou mutagénica deste agente.

Galianthe thalictroides (Rubiaceae), conhecida popularmente como Baicuru, tém
sido utilizada pela medicina popular sul-mato-grossense para tratar e prevenir o0 cancer.
No Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LP1) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS) foi realizado o estudo fitoquimico desta planta, no qual

resultou o isolamento de alguns metabdlitos secundarios (FIGUEIREDO, 2010).

Como ndo ha dados na literatura especializada sobre os efeitos citotdxicos e
genotoxicos para extratos e metabdlitos secundarios isolados desta planta, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar esses efeitos e encontrar nos resultados dos testes
laboratoriais evidéncias que comprovem ou refutem sua eficacia conforme preconizado

pelo uso popular.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Plantas medicinais

A utilizagdo de plantas como recurso terapéutico é uma pratica generalizada na
medicina popular e tem aumentado acentuadamente nas Ultimas décadas. Porém muitas
plantas apresentam em sua constituicdo quimica alguns compostos que podem
representar sérios riscos a saude humana (RATES, 2001), pois plantas consideradas
medicinais podem conter substancias toxicas, citotoxicas e mutagénicas.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 80% da populacdo
mundial faz uso de tratamentos ou medicamentos sugeridos pela chamada Medicina
Tradicional (BASSO et al., 2005). Entretanto, nos paises industrializados criou-se uma
resisténcia ao uso de medicamentos tradicionais, principalmente devido a crenca na
ineficicia desses elementos frente aos medicamentos alopaticos. O estudo de plantas
para cura de doengas humanas voltou a tomar forca no final do século passado,
provavelmente devido a dois fatores: 1) o reconhecimento das farmacopéias tradicionais
como importante fonte de tratamentos acessiveis; 2) a ideia de que esses tratamentos
seriam mais seguros e eficientes do que os baseados em medicamentos alopaticos
(ELVIN-LEWIS, 2001).

Esse reconhecimento deve-se especialmente ao fato das pessoas tomarem
consciéncia de que grande parte dos medicamentos alopéaticos produzidos e consumidos
é de alguma forma baseado em produtos naturais, sendo, a maioria, derivados de
espécies vegetais (RATES, 2001).

Muitas das drogas derivadas de plantas foram originalmente descobertas, por
meio do estudo de plantas utilizadas na Medicina Tradicional, Chinesa e Indiana
(Ayurveda), que sdo as mais difundidas ao redor do mundo.

A Medicina Tradicional Chinesa utiliza diversos recursos naturais em
tratamentos terapéuticos ha mais de 5000 anos. Essa terapia medicinal baseia-se na
mistura de diferentes plantas e até mesmo de produtos de origem animal e/ou mineral,
para que 0s compostos presentes nestes elementos interajam entre si para tornarem-se
eficiente na cura de doencas (ELVIN-LEWIS, 2001; YONG e LING, 2006).

As ervas sdo geralmente usadas em combinacdo, na crenca de que estas
associagdes aumentem o0s seus beneficios e, simultaneamente, reduzam os efeitos
colaterais. O componente principal dessa combinacdo, geralmente adicionado em maior

quantidade, € o responsavel pelo efeito terapéutico desejado; ja os demais componentes
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tratam dos sintomas periféricos, reduzem os efeitos tdxicos ou direcionam o
componente majoritario ao 6rgdo alvo (YONG e LING, 2006).

A Medicina Indiana (Ayurveda) é uma das mais conhecidas formas de
tratamento medicinal baseada em conhecimentos tradicionais (SMIT et al., 1995). De
acordo com Smit et al. (1995) algumas plantas empregadas pela Medicina Tradicional
indiana no tratamento de diferentes tipos de cancer apresentam atividade citotdxica
frente as linhagens de células tumorais.

A Medicina Popular Brasileira apresenta influéncias de varias culturas
(indigena, africana e europeia), utilizando as plantas para tratar de diversas doencas.
Em geral o conhecimento popular é desenvolvido por grupamentos culturais que ainda
convivem intimamente com a natureza, observando-a de perto no seu dia-a-dia e,
explorando suas potencialidades, mantendo vivo e crescente esse patrimonio pela
experimentacdo sistematica e constante (ELISABETSKY, 1997).

Usar chas e extratos de plantas para tratar doencas é uma pratica popular, no
Mato Grosso do Sul e esta sofre influéncia da cultura indigena. Entretanto, sdo poucos
os relatos encontrados na literatura, sobre as plantas da familia Rubiaceae. A deteccéo e
avaliacdo da citotoxicidade e efeitos genotoxicos de compostos das plantas sdo de
fundamental importancia para minimizar os possiveis riscos a saude do consumidor.
Plantas da familia Rubiaceae sdo usadas na Medicina Tradicional para o tratamento de
varias doencas. Mas a eficacia e a seguranca do uso de suas prepara¢des ndo foram

comprovadas cientificamente até o momento.

2.2 Familia Rubiaceae

O Brasil possui cinco biomas principais, 0s quais apresentam um grande nimero
de plantas nativas. O Cerrado (Figura 1) é a segunda maior formacdo. Estendia-se
originalmente por uma area de 2 milhdes de Km2, abrangendo dez estados do Brasil
Central. Hoje, restam apenas 23% desse total. Tipico de regides tropicais apresenta duas
estacGes bem marcadas: inverno seco e verdo chuvoso. Em termos de riqueza de
espécies no Cerrado, a flora deve ser superada apenas pelas florestas Amazénica e
Atlantica (MENDONCA et al.,1998).

Neste bioma sdo encontradas cerca de 170 familias de plantas (BOLZANI et al.
2001), entre elas a Rubiaceae, que inclui inimeras espécies utilizadas pela medicina

popular no tratamento de diversas enfermidades, tais como: hepatite, apendicite,
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infeccdo das vias urinérias e para combater o desenvolvimento de cancer de figado,

pulmdo e estdmago (XU et al., 1997).

Figura 1: Cerrado brasileiro original

Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/cerrado/
Acessado em 04/08/2010

Esta familia possui espécies de grande importancia econdmica, as quais sdo
exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais
(Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), e também na industria farmacéutica,
como por exemplo Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, empregada no
tratamento da malaria. Além disso, varias espécies sdo referidas popularmente como
medicinais e/ou toxicas, dentre as quais se destacam: Coutarea hexandra (Jacq.) K.
Schum. e diversas espécies dos géneros Borreria, Cinchona, Richardia, como
medicinais; Palicourea e Psychotria, popularmente conhecidas como ‘“mata-ratos”,
consideradas venenosas (COELHO et al., 2006).

A familia Rubiaceae destaca-se pela presenca de metabolitos secundarios, tais
como alcaloides quinolinicos (quinina e cinchonina), isoquinolinicos (emetina),
inddlicos (iombina) e bases de purina como a cafeina (STRUWE, 2002; SCHRIPSEMA
et al., 2003).

Estudos fitoquimicos realizados com as espécies brasileiras de Rubiaceae,
Guettarda platypoda e Guettarda angélica constataram a presenca de saponinas
derivadas do acido quinovico, alcaloides indélicos e quinolinicos, acidos clorogénicos,
iridoides e secoiridoides (SOUZA et al.,1986; CAPASSO et al., 1998); enquanto que de
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Machaonia brasiliensis e Chomelia obtusa foram isolados o iridoide secologanosideo,
flavonoides, &cidos clorogénicos, acidos ursolico e oleandico, e saponinas derivadas dos
acidos quindvico e cincholico (SANTOS et al., 2004; BARROS et al., 2008); das raizes
de Guettarda pohliana Mull. Arg. foram isolados saponinas triterpénicas e de
Chimarrhis turbinata alcaloides inddlicos monoterpénicos (OLIVEIRA et al., 2008).

Em estudos farmacoldgicos prévios, utilizando extratos obtidos de Oldenlandia
diffusa (Rubiaceae), foram demonstradas atividades antitumoral, imunomodulatéria
(YOSHIDA et al., 1997; SHAN et al., 2001) e antimutagénica (WONG et al., 1992a, b,
19933, b, 1996).

Os dados da literatura indicam o potencial biolgico de plantas pertencentes a
familia Rubiaceae. Em relacdo a espécie G. thalictroides existe apenas um estudo sobre
seu potencial citotoxico e composicdo fitoquimica (realizado na UFMS)
(FIGUEIREIDO, 2010), tornando assim necessarios mais estudos com esta planta para
comprovar seu potencial citotoxico em outro sistema teste e também a sua atividade

genotoxica.

2.3 Galianthe thalictroides

Classificacao Botanica
Reino: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Subfamilia: Rubioideae
Género: Galianthe
Espécie: Galianthe thalictroides

Nome popular: Baicuru
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O género americano Galianthe é constituido por 49 espécies as quais estdo
dividas em dois subgéneros: Galianthe e Ebelia. O subgénero Galianthe é exclusivo da
América do Sul, encontrado no Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil, foram descritas
38 espécies das quais 28 sdo endémicas, podendo ser encontradas em regifes de
cerrado, campos rupestres e campos baixos (CABRAL, 2001).

G. thalictroides é uma planta de distribuicdo restrita no planeta, havendo no
Missouri Botanic Garden (http://mobot.org) e no Global Biodiversity Information
Facility (www.gbif.net) referéncia a apenas trés coletas, sendo uma na Argentina e duas
no Paraguai. Ndo foram encontrados na literatura registros de coletas de G. thalictroides
no Brasil. Por apresentar distribuicdo restrita, esta planta ainda ndo possui estudos
quanto a sua constituicdo quimica e nem quanto as possiveis propriedades bioldgicas.
Porém, vem sendo comercializada por ‘“raizeiros” e indicada para o tratamento de
cancer. Suas raizes sdo usadas, popularmente, no preparo de extratos aquosos em forma
de chas, “garrafadas” e adicionadas a erva do tereré (bebida tradicional da regido).
Também ¢é utilizada por pessoas ndo diagnosticadas com cancer que fazem uso da planta
com a intencdo de prevenirem-se da doenca (FIGUEIREDO, 2010).

De plantas pertencentes ao género Galianthe foram isolados sitosterol,
estigmasterol, campesterol, &cido ursodlico, iriddides glicosilados (asperulosideo e
deacetilasperulosideo) (CARVALHO E FOGLIO, 2006; TUNDIS et al., 2008).

Das partes aéreas de Galianthe brasiliensis foram obtidos o &cido ursolico
(Figura 2), asperulosideo e deacetilasperulosideo (Figura 3). O extrato bruto das partes
aéreas desta planta apresentou atividade antiproliferativa em culturas de células
tumorais humanas de melanoma (UACC62), mama (MCF7), pulmdo (NCI460),
leucemia (K562), ovario (OVCAR), prostata (PCO3), colon (HT29), rim (786-0) e
mama resistente (NCIADR), esta Ultima expressa o fenotipo de resisténcia a multiplos
farmacos (CARVALHO E FOGLIO, 2006).
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CHs

Figura 2: Estrutura quimica do &cido ursolico.

Fonte: http://www.abg.org.br
Acessado em 12/03/2011

A atividade antiproliferativa observada para o extrato bruto das partes aéreas de
G. brasiliensis pode ser atribuida, em termos, as substancias acido ursolico (HSU et al.,
2004) e asperulosideo (NAKAMURA et al., 1997), que possuem comprovada atividade

antitumoral.

LT

Asperulesideo, R= CDCHS E-6-0-p-coumarcilescandosideo, R= Ry

Deacetilasperulosideo, R= H Z-8-0-p-coumarcilescandosideo. R= Rs

Figura 3: Substancias isoladas de G. brasiliensis.
Fonte: Figueiredo, 2010

A atividade citotoxica do extrato metandlico de Galianthe ramosa foi avaliada
frente as linhagens de células tumorais K-562 (leucemia mieloide crénica) e S-180
(sarcoma-180). O extrato ndo apresentou acdo citotoxica, uma vez que, nhas
concentracdes testadas, foi relatada uma alta porcentagem de proliferacdo das linhagens
celulares utilizadas (SILVA et al., 2007). O estudo quimico do referido extrato, resultou
no isolamento de dois alcaloides B-carbolinicos ligados a uma unidade tetrahidrofurano
(Figura 4) (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2008).


http://www.abq.org.br/
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Figura 4: Estruturas moleculares isolados de G. ramosa.
Fonte: Figueiredo, 2010
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Diversos metabdlitos secundarios isolados de vegetais tem propriedades
citotoxica, apoptética e genotdxica, sendo utilizados como antitumoral. As plantas e
seus produtos representam uma das principais fontes de compostos com potencial
quimiopreventivo e sem divida, os metabolitos secundarios sdo 0s responsaveis por esta
atividade (KINGHORN et al., 2004). Estudos epidemioldgicos e analises experimentais
tém sido feitos com o objetivo de validar cientificamente a atividade dos constituintes
naturais capazes de modular os processos de mutagénese ou carcinogénese (SANCHEZ-
LAMAR et al., 1999). Em relacdo a espécie G. thalictroides foi realizado na UFMS um
estudo fitoquimico, do qual foram caracterizados metabdlitos secundarios, tais como
taninos hidrolisaveis e alcaloides, sendo um inédito na literatura (Figura 5)
(FIGUEIREDO, 2010).

Para o tratamento do cancer sdo empregados os alcaloides da vinca, como por
exemplo, a vincristina e a vimblastina (Figura 6) que sdo antimitdticos, pois impedem a
polimerizacdo da tubulina, impedindo a formacdo do fuso mitético durante a divisao
celular ocasionado aneugénese (Figura 7). O alcaloide indol-monoterpénico 1-
(hidroximetil)-3-(1-hidroxi-1-metiletil)-2-(5-metoxi-9H- B -carbolin-1-il)-ciclopentanol
— RC6-2 obtido por Figueiredo, 2010, possui uma parte de sua estrutura quimica

semelhante aos alcaloides da vinca.

Frente a estes dados verifica-se a necessidade de dar prosseguimento ao estudo
dessa planta e do respectivo alcaloide, pois ha possibilidade de sua aplicacdo como um

quimioterapico no tratamento do cancer.
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Figura 5: Estrutura quimica do alcaloide isolado de G. thalictroides.
Fonte: Figueiredo, 2010

Vimblastina, R=CH;
Vincristina, R=CHO

Figura 6: Estrutura quimica da Vincristina e Vimblastina.
Fonte: Figueiredo, 2010

Agente
Aneugénico

N

Alteracdes do Fuso
Mitético

Figura 7: Mecanismo de formacdo de Micronucleo (Aneugénese).
Fonte: larmarcovai et al., 2007 (Adaptado)
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2.4 Metabodlitos Secundarios

Os organismos Vvivos possuem rotas metabdlicas denominadas de metabolismo
primario e secundario. O metabolismo primario € o responsavel pela sintese de
substancias essenciais a vida da planta. No entanto, muitas organelas e enzimas
sintetizam compostos organicos que ndo estdo diretamente ligados ao crescimento e/ou
desenvolvimento do organismo. Porém conferem vantagens relacionadas,
principalmente, a fecundidade e sobrevivéncia. Estas vias metabdlicas recebem o nome
de metabolismo secundario e, diferentemente do primario, ndo estdo distribuidos
igualmente em todos 0s grupos taxondmicos, sendo algumas delas exclusivas de poucos
organismos (CROTEAU et al., 2000).

Sabe-se que metabdlitos secundarios sdo compostos extremamente Uteis para
defesa e protecéo, principalmente para plantas, que sé@o organismos fixos, susceptiveis
as mudancas e aspectos do ambiente. Algumas das fungdes relatadas sdo protecoes
contra herbivoria, infec¢cbes microbianas, atragdo de polinizadores, agentes alelopaticos
e protecdo contra raios ultravioletas (VERPOORTE, 1998; CROTEAU et al., 2000).

Considerando que muitos destes compostos sdo bioativos, a pesquisa com
metabolitos secundarios é extremamente relevante para a industria farmacéutica, uma
vez que muitos medicamentos tém como origem moléculas organicas provenientes do
metabolismo secundario, principalmente de plantas (SANTOS, 2000; CROTEAU et al.,
2000). Uma grande diversidade de metabdlitos secundarios ja foi isolada de plantas da
familia Rubiaceae, encontradas no Brasil, tais como iridoides, alcaloides indolicos,
antraquinonas, flavonoides, derivados fendlicos, triterpenos, diterpenos e outros tipos de
alcaloides (BOLZANI et al, 2001).

2.4.1 Alcaloides e Taninos

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, encontrados predominantemente em
angiospermas, principalmente nas familias Apocynaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae,
Rubiaceae, Solanaceae e Berberidaceae. Um alcaloide pode ser definido como uma
substancia organica ciclica contendo um nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo
e cuja distribuicdo é limitada entre os organismos vivos, englobando a maioria dos
compostos considerados como alcaloides (PELLETIER, 1983 apud BHAT et al., 2007).

A familia Rubiaceae destaca-se por apresentar varios representantes produtores
de alcaloides, muitos deles s&o bioativos. Até o ano de 2001 foram estudados 57

géneros e 181 espécies dessa familia, o que resultou no isolamento de cerca de 680
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alcaloides. A familia Rubiaceae produz alcaloides pertencentes a mais de dez classes
diferentes, onde se destacam: os isoquinolinicos, com 44 substancias elucidadas; os
quinolinicos com 70 alcaloides; e os inddlicos, com 391 compostos isolados
(CORDELL et al., 2001).

Os alcaloides apresentam uma ampla bioatividade, tais como: efeitos
antiespasmaodicos, antitumorais, antialérgicos, estimulantes do Sistema Nervoso Central,
analgésicos, controle da pressdo sanguinea, entre outros (GUDI et al., 1990).

Os alcaloides inddlicos compreendem um grupo de ampla ocorréncia em
produtos naturais com diversos padrdes de estruturas quimicas. Um exemplo é a
vimblastina, antimitdtico, que ocasiona aneugénese. Muitos alcaloides apresentam
efeitos farmacologicos em mamiferos e outros organismos e, com isso, constituem
importantes agentes terapéuticos e/ou medicinais. Alguns exemplos mais comuns séo
cafeina, cocaina, nicotina, estricnina e morfina (GUDI et al., 1990.; MORIKAWA et
al., 2004).

Na familia Rubiaceae encontram-se também 0s taninos que sdo compostos
polifenolicos, distribuidos em plantas, alimentos e bebidas, ocorrendo aproximadamente
em 30% das plantas; sdo soltveis em &gua e solventes organicos polares, sendo capazes
de precipitar proteinas (ZUCKER, 1983).

Taninos apresentam propriedade adstringente e sdo de dificil digestdo. Estas
caracteristicas sdo a base de algumas propriedades biolégicas dos taninos, tais como o
controle de insetos, fungos e bactérias (AERTS et al.,1999). Plantas ricas em taninos
sdo usadas na industria alimenticia como antioxidante de sucos de frutas, como
clarificante de vinhos e no curtimento de couro.

Os taninos também sdo empregados na Medicina Tradicional no tratamento de
diversas doencas, tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas, queimaduras, problemas renais, processos inflamatorios e o cancer. Estes
compostos possuem atividade antioxidante e tem capacidade de se complexar com
macromoléculas de natureza proteica (enzimas digestivas, proteinas fungicas e proteinas
virais) (SANTOS-MELO, 1999; DE BRUYNE, 1999).
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2.5 Cancer

Os extratos de plantas estdo entre as fontes mais atraentes de novos
medicamentos e, em particular, tém produzido resultados promissores no tratamento de
diversas doengas, dentre elas o cancer. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA),
0 cancer é o termo empregado para designar um conjunto de mais de 100 doencas que
possuem em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
drgéos.

As alteracBes genéticas que promovem o desenvolvimento do cancer ocorrem
em genes reguladores do crescimento, que estdo presentes em células normais: 1) os
proto-oncogenes que promovem o crescimento; 2) 0s genes supressores de tumor que
inibem o crescimento celular. As alteragdes ocorridas nesses dois genes podem provocar
0 desenvolvimento de células com crescimento descontrolado. Algumas células podem
ser capazes de invadir outros tecidos (metastase) (INCA, 2008).

O céncer é um problema de salde publica para paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, sendo que nos paises em desenvolvimento sdo diagnosticados 55%
dos 10 milhGes de novos casos por ano. Esta doenca é responsavel por mais de 7,6
milhdes de mortes por ano, 0 que representa 13% de todas as causas de 6bitos do
mundo. Os principais tipos de cancer relacionados com mortalidade s&o os de pulmao
(1,3 milhdes mortes/ano), estbmago (aproximadamente 1,0 milhdo mortes/ano), figado
(662 mil mortes/ano), coélon (655 mil mortes/ano) e mama (502 mortes/ano).
Estimativas sugerem que a mortalidade por cancer continue aumentando, chegando a
9,0 milhdes de mortes em 2015 e 11,4 milhdes em 2030 (INCA, 2010).

O céancer pode ser prevenido, por meio da quimioprevencdo, pela utilizacdo de
compostos naturais ou sintéticos, para suprimir, atrasar ou reverter o desenvolvimento
invasivo do cancer (PATEL et al., 2007). Além disso pode ser tratado também por
radioterapia ou quimioterapia.

A quimioterapia consiste no meétodo da utilizacdo de compostos quimicos,
chamados quimioterapicos (INCA, 2010). Diversas substancias sintéticas ou derivadas
de plantas com atividades citotoxicas e/ou genotoxicas, tais como taxol e a vincristina,
sdo empregadas na quimioterapia. A busca por novas entidades quimicas que
apresentem propriedades anticancerigenas tem aumentado nas Gltimas décadas, isto se
deve a busca por tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de

novas estratégias que impecam o avanco do cancer. Pesquisas atuais buscam moléculas
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que atuem com mecanismos especificos para cada tipo de enfermidade, como inibicdo
das topoisomerases, da polimerizagdo da tubulina, e das quebra e recombinagdes do
DNA (ALTMANN e GERTSCH, 2007).

Avaliar o papel citotoxico, genotdxico e/ou antigenotdxico de extratos de plantas
e dos principais componentes fitoquimicos é de suma importancia, visto que substancias
antimutagénicas presentes em algumas plantas podem auxiliar na prevencao de cancer e
de outras doencas (PATEL et al., 2007). Assim, os estudos com plantas tém crescido
juntamente com 0 aumento do uso terapéutico e com 0 interesse em comprovar a
eficécia destas nas mais diversas finalidades farmacoldgicas (ROMERO-JIMENEZ et
al., 2005).

2.5.1 Genotoxicidade e Antigenotoxicidade

Genotoxicidade é a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteracbes no material genético de organismos a elas expostos. Essas alteracfes sdo
responsaveis pelo surgimento de canceres e doencas hereditarias (SILVA, 2003). A
grande maioria dos carcindgenos inicia sua atividade tumoral através de interacbes com
0 DNA, o que resulta lesdes genéticas permanentes, chamadas de mutacdes génicas e/ou

mutac6es cromossdmicas, que altera o ciclo celular (REIS et al., 2002).

A genotoxicidade esta relacionada ao potencial que agentes fisicos ou quimicos
possuem de induzir mutacdes em ceélulas somaticas ou células germinativas (SILVA et
al., 2000). Os agentes que mudam a sequéncia do DNA sdo toxicos ao gene. Portanto,
estes chamados de genotoxicos, sdo capazes de induzir instabilidade cromossémica,
representadas por aberragdes cromossdmicas principalmente delegdes, translocacgdes,
recombinacfes ou ganho ou perda de cromossomos inteiros. Estes eventos contribuem

para o desenvolvimento de processos celulares malignos (MARQUES et al., 2003).

A deteccdo de substancias naturais que atuem como antineoplasicos ou que
possam modular os efeitos genotoxicos de agentes quimicos e fisicos € de grande
importancia, podendo auxiliar no entendimento dos mecanismos celulares de
mutagénese, assim como fornecendo informacBes para a prevencdo das alteracdes

génicas que podem resultar no aparecimento de doencas.

Antigenotoxicidade € o processo no qual ocorre inibicdo das taxas de mutacGes
nos seres Vvivos, e consequentemente a incidéncia de cancer. Para a prevencdo de

doencas como o cancer, existe a alternativa da quimioprotecdo que é baseada na
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modulacdo do mecanismo de defesa, através da ingestdo de alimentos e medicamentos
que possuem mecanismos potenciais de prevencdo ao cancer e sdo efetivos em modelos
de estudos pre-clinicos. (De FLORA et al., 2001).

Os agentes antigenotdxicos sdo compostos que reduzem a ocorréncia de
mutacgdes espontaneas e/ou induzidas. Estes sdo classificados em dois tipos: os agentes
desmutagenos e 0s bioantimutagénicos. Os desmutagenos sdo 0s agentes que reduzem o
efeito genotdxico do agente xenobidtico, interagindo diretamente com o mutageno ou
bloqueando seus efeitos, inibindo sua ativacdo metabdlica, ou aumentando sua
detoxificacdo. J& 0s bioantimutagénicos sdo o0s agentes que agem depois da ocorréncia
do dano, promovendo reparo do DNA, aumentando a fidelidade de replicagdo do DNA
e inibindo os erros inclinados a replicacdo de células com DNA danificado (MERSCH-
SUNDERMANN, et al. 2004).

2.6 Ensaios bioldgicos

A maioria dos testes de deteccdo de danos geneticos busca agentes que possam
afetar o genoma de um organismo. Devido a universalidade do codigo genético, se um
agente puder causar danos ao DNA tera potencial genotdxico em qualquer tipo de célula
(animal, vegetal ou microrganismo). Entretanto diferentes organismos possuem
metabolismo, mecanismos de reparacdo e de detoxificagdo que variam
consideravelmente, tornando diferente a resposta destes organismos a agentes
quimiopreventivos. Por isso a eficacia dos agentes quimiopreventivos deve ser avaliada

por varios sistemas, em experimentos in vivo e in vitro (De FLORA e RAMEL, 1998).

2.6.1 Teste para deteccdo de Mutacao e Recombinacdo Somatica (SMART)

O Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (Somatic
Mutation and Recombination Test — SMART) baseia-se em mutaces encontradas nos
tricomas que revestem as asas de Drosophila melanogaster (Figura 8). A vantagem de
utilizar a D. melanogaster deve-se ao fato de ser um organismo eucarioto com ciclo de
vida curto, aproximadamente de 10-12 dias a 25°C (Figura 9). Durante a metamorfose,
grupos de células que originardo as asas (discos imaginais) sofrem sucessivas mitoses
até se diferenciar completamente. As moscas utilizadas sdo portadoras de dois genes
marcadores para a forma dos pelos das asas: pelos multiplos, do inglés multiple wing

hair (mwh, 3-0.3) e pelos cujo formato lembra uma chama de vela, do inglés flare (flr®,
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3-38.8), baseado na inducdo de alteracBes genéticas as quais originam a perda de
heterozigose em células larvais, que sdo heterozigotas para estes dois genes recessivos
(GRAF et al., 1984).

Durante as sucessivas mitoses das células que originardo as asas, podem
ocorrer alteracBes genéticas, levando ao aparecimento de manchas mutantes. Estas
regibes sdo detectadas ao se analisar a diferente forma dos pelos ou tricomas que
expressam fenotipicamente os genes mwh ou flr® (Figura 10). Na anélise das lesdes
induzidas, pode-se contabilizar o nimero total de manchas e/ou o tipo de mancha
encontrada, sendo que o primeiro aspecto fornece dados quantitativos, enquanto o
segundo elucida o tipo de leséo ocorrida (GRAF et al., 1984).

Os dois tipos de manchas possiveis sdo: manchas simples (somente mwh ou
fIr’), que apontam para mutacdes pontuais e alterages cromossdmicas, assim como
recombinacdo mitética; e manchas gémeas (células mwh e flr® adjacentes), que sdo fruto
exclusivo de recombinagdes, podendo fornecer indicagdes preliminares sobre a acao
recombinogénica do composto (GRAF et al., 1984). Logo, este ensaio permite detectar
agentes causadores de mutacfes pontuais, alteragdes cromossémicas, recombinacoes,

delecdes, rearranjos, aneuploidias, entre outros.
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Figura 8: Drosophila melanogaster
Fonte: http://www.cienciaascores.blogspot.com
Acessado em 09/09/2010
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Figura 9: Ciclo de vida da D. melanogaster.
Fonte: Pierce, 2011


http://www.cienciaascores.blogspot.com/

REVISAO DA LITERATURA 32

Figura 10: Fotomicrografias evidenciando os tipos de manchas mutantes encontradas.
A — mancha simples com pelos multiplos (mwh). B — mancha simples com pelos flare
(fIr®). C — Mancha gémea, com pelos multiplos (seta maior) e pelos flare (seta menor)
adjacentes.

O sequenciamento do genoma da D. melanogaster, revelou uma alta
conservacdo evolutiva quando comparado ao genoma humano, ndo apenas em nivel de
sequéncia de DNA, mas principalmente em relacdo as funcdes génicas, demonstrando
alta homologia genética. Sdo também relevantes os dados obtidos a partir de analises do
proteoma, uma vez que 60% dos 289 genes relacionados a doencas humanas apresentam
homablogos em Drosophila, dos quais 75% portam sequéncias protéicas similares nestes
dois organismos (TINCKOO e RUSSELL, 2002). Portanto existe uma alta conservagao
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entre rotas bioquimicas e fun¢des regulatorias entre as duas espécies (ST. JOHN e XU,
1997).

Tais descobertas, somadas aos 100 anos de contribuicdo deste organismo a
pesquisa genética, colocam a D. melanogaster como um modelo promissor ndo apenas
para o estudo de doengas humanas, mas também a avaliacdo de substancias que possam
ser efetivamente utilizadas no seu combate (LEHMANN et al., 2004; BIER, 2005,
SEPEL e LORETO, 2010).

A D. melanogaster também é utilizada em pesquisa toxicolégica (KAR et al.,
2001; NAZIR et al., 2003; MUKHOPAHYAY et al.,, 2003) e em experimentos de
genotoxicidade (GRAF et al., 1984, 1998). Além disso, o Centro Europeu para a
Validacdo de Métodos Alternativos recomendou o uso de D. melanogaster em
pesquisas e testes (FESTING et al., 1998; BENFORD et al., 2000).

Muitos compostos quimicos ja foram avaliados por meio do teste SMART de
asa de D. melanogaster e dentre os compostos testados, encontram-se drogas
antineoplasicas, agentes intercalantes, compostos indutores de pontes de DNA-DNA e
DNA - proteina, inibidores de topoisomerases e inibidores da sintese de DNA. Diversos
pesquisadores estudaram o efeito genotdxico e/ou antigenotdxico de varios extratos de
plantas, utilizando o SMART (IDAOMAR et al., 2002; LAOHAVECHVANICH et al.,
2000; ROMERO-JIMENEZ et al., 2005).

2.6.2 Ensaio do Cometa

Este ensaio é utilizado para preparar células em agarose e depois lisa-las,
Posteriormente sdo expostas a microeletroforese, com objetivo de promover migragédo
para 0 anodo, devido a sua carga negativa. Assim alcas de DNA danificadas migrariam,
permitindo sua identificacdo (MARQUES et al., 2003).

O Ensaio do Cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética pelas
suas vantagens, dentre elas: (1) apresenta sensibilidade em apontar baixo nivel de danos no
DNA; (2) requerimento de baixo nimero de células por amostras; (3) flexibilidade; (4)
baixo custo; (5) facil aplicacdo; (6) habilidade de conduzir estudos utilizando pequena
quantidade de substancia; e (7) tempo relativamente curto para a realizagdo de experimentos
(TICE et al., 2000).

Este ensaio ndo é utilizado para detectar mutagbes, mas sim lesdes genémicas
que, apos serem processadas, podem resultar em mutac@es. Distintas das mutacdes, as

lesbes detectadas pelo Ensaio do Cometa sdo passiveis de corregdo. O teste pode ser
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também utilizado para estudos de reparo do DNA, fornecendo informagdes importantes
sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada (SPEIT et al., 1996; SPEIT e HARTMANN,
1999; TICE et al., 2000).

Este ensaio é simples e pode ser executado em qualquer eucarioto, mas possui
limitagBes. Nao é um teste de mutagénese, pois 0 dano pode ser reparado. Por ser muito
sensivel deve-se ter cautela, além de um rigoroso controle para andlise das conclusdes,
por fim o tempo decorrido entre a exposi¢cdo ao mutagénico e a preparacdo das laminas,

até a lise, deve ser curto, em média 24 horas, pois o reparo se inicia imediatamente.

2.7 Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

O Ensaio de Citotoxicidade (MTT) (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) é um método amplamente utilizado para a anélise de viabilidade
celular e proliferacéo de células vivas.

O principio deste teste consiste na absor¢do do sal MTT pelas células vivas,
sendo reduzido no interior da mitocondria pela enzima succinato desidrogenase a um
produto chamado formazan. Portanto, a reacdo ocorre apenas em celulas vivas, e o sinal
gerado é dependente do nivel de atividade celular. Esse método é utilizado para
mensurar citotoxicidade, proliferacdo ou ativacdo celular, de forma rapida e precisa
(MOSSMANN, 1983).

2.8 Cultura de Células

As pesquisas com culturas de células apresentam vantagens em relacdo as
pesquisas realizadas em modelos animais e com seres humanos. No entanto, possui
algumas desvantagens, tais como: a manutencgédo das culturas em condicfes de assepsia,
a perda progressiva do grau de diferenciacdo das células e a incapacidade de reproduzir
as condicdes do organismo, 0 que torna as respostas obtidas ndo totalmente
representativas da situagéo in vivo (O’BRIEN et al., 2000).

A maioria das linhagens celulares corresponde a células que inicialmente foram
extraidas de tumores. Devido a sua capacidade proliferativa, permanece em constante
divisdo, 0 que permite a sua manutengdo num sistema in vitro. Varios tipos celulares
sdo extraidos para realizacdo de experimentos in vitro dentre elas as células HepG2
(hepatoma humano) (Figura 11) (KNASMULER et al., 1998).

Células HepG2 foram isoladas em 1979 a partir de uma hepatoblastoma primario

de um menino de 11 anos. Essa linhagem celular apresenta morfologia semelhante ao
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epitélio e ao parénquima hepético, além de manter a capacidade de sintetizar e secretar a
maioria das proteinas plasmatica caracteristicas das células normais do figado
(KNASMULER et al., 1998).

Figura 11: Fotomicrografia de células de hepatoma humano (HepG2).

O figado € o principal 6rgdo responsavel pela detoxificacdo de xenobi6ticos, o
que consiste na conversdao do xenobidtico em metabdlitos mais hidrossollveis e
facilmente excretados. Este tipo celular conserva as atividades das enzimas de fase I,
tais como as do citocromo P450 (CYP1Al, CYP1A2, CYP2B e CYP2EL), envolvidas
no metabolismo de agentes carcinogénicos. Possui também enzimas de fase I,
incluindo a glutationa-S-transferase, sulfotransferases, N-acetiltransferases e
glucuranosiltransferases (UHL et al., 1999).

A atividade das enzimas responsaveis pela metabolizacdo dos xenobioticos nas
células HepG2 é similar ou apenas um pouco mais baixa do que a atividade das mesmas
em hepatocitos humanos. Devido a competéncia metabdlica, a linhagem celular HepG2
tem sido utilizada como modelo experimental em muitos estudos, especialmente em
ensaios de toxicidade. Esta linhagem celular permite a deteccdo de efeitos genotdxicos
no interior das células onde os metabdlitos reativos formados interagem com o DNA
(UHL et al., 1999).
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3. OBJETIVO GERAL

Diante da importancia da descoberta de novas substancias com atividades
bioldgicas, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos: citotoxico, genotéxico e
antigenotdxico de extratos brutos e do alcaloide indol-monoterpénico (RC6-2) obtidos
de G. thalictroides.

3.1. Objetivos Especificos

v Avaliar a atividade genotdxica (mutagénica e recombinogénica) dos extratos
aquosos (CGQ e CGF), etandlico (BETER), cloroférmico (BGTRC-6) e do
alcaloide indol-monoterpénico RC6-2, por meio do SMART.

v" Verificar, por meio do ensaio SMART, a atividade antigenotdxica do extrato
aquoso (CGQ).

v Determinar a atividade citotoxica do alcaloide indol-monoterpénico RC6-2,
nas células HepG2, por meio do Ensaio de Citotoxicidade (MTT), e escolher
as concentragdes a serem utilizadas no Ensaio do Cometa.

v Avaliar a atividade genotdxica, nas células HepG2 tratadas com o alcaloide

indol-monoterpénico RC6-2, por meio do Ensaio do Cometa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparagdes dos Extratos e do Alcaloide Indol-monoterpénico

As raizes de G. thalictroides foram coletadas pelo pesquisador Airton J. S.
Garcez (AGRAER-MS) no municipio de Bonito-MS. A identificacdo da espécie foi
realizada pelo Prof. Dr. Arnildo Pott, sendo a exsicata 29003 (Figura 12) depositada no
herbario da UFMS, localizado no Departamento de Biologia.

Figura 12: Exsicata de Galianthe thalictroides.

O extrato aquoso foi preparado de duas formas, utilizando-se 40mg de po de raiz
de G. thalicthroides, dissolvido em 200ml de agua, seguindo as indicagdes do uso
popular: 1) Quente (CGQ), utilizando-se agua a 100°C, permanecendo em infusdo até
esfriar; 1) Frio (CGF), o qual foi mantido em geladeira a 4°C por um periodo de sete
dias. Estes extratos foram filtrados em papel de filtro e diluidos, imediatamente antes do
uso, em agua destilada estéril, obtendo-se as concentragdes de 20mg/mL, 10mg/mL,
5mg/mL e 2,5mg/mL.

Do extrato etandlico BETER, a fracdo BGTRC-6 e o alcaloide indol-
monoterpénico 1-(hidroximetil)-3-(1-hidroxi-1-metiletil)-2-(5-metoxi-9H- B -carbolin-
1-il)-ciclopentanol — RC6-2, foram obtidos de acordo com metodologia descrita por
Figueiredo, 2010. Estes foram, primeiramente, diluidos em 1% de tween-80, 3% etanol

e agua destilada estéril, obtendo-se as concentra¢fes utilizadas no Ensaio SMART:
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BETER (0,5; 1,0 e 2mg/mL); BGTRC-6 (0,2; 0,4; 0,8 e 1,6mg/mL) RC6-2 (0,2; 0,4; 0,8
e 1,6mg/mL).

Nos Ensaios de Citotocixidade (MTT) e do Cometa foi testado apenas o
alcaloide indol-monoterpénico (RC6-2) que foi primeiramente diluido em
dimetilsulfoxido (DMSO), e em seguida em meio D-MEM (Gibco) sem soro bovino
fetal onde a concentracdo final de DMSO nédo ultrapassou 1%. As concentragdes
testadas foram no Ensaio de Citotoxicidade (MTT) (1, 5, 10, 50 e 100ug/mL) e Ensaio
do Cometa (1, 5 e 10pg/mL).

Como controle positivo em todos os testes foi utilizado Doxorubicina (DXR)
(Biorrub® - Biosintética Ltda., Sdo Paulo, Brasil - CAS n. 23214-92-8) obtido do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia - MG, (Brasil).

Galianthe thalictroides (Raiz)

BGTRH BGTRC BGTRA
(Fasehexdnica) (Fase CHCL3) (Fase ACOEL)

I

RCBA-154 RCE-5
{Ciclo peptideo) (alcaloide)

Figura 13: Esquema utilizado para estudo das raizes de G. thalictroides, destacadas as
substancias testadas (FIGUEIREDO, 2010).
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4.2 SMART

4.2.1 Ensaio de Toxicidade das Drosophilas

Foi realizado o Ensaio de Toxicidade das Drosophilas para estabelecer as
concentracdes a serem utilizadas, no SMART, dos extratos aquosos (CGQ e CGF), do
extrato etandlico BETER, da fragdo cloroférmica BGTRC-6 e do alcaloide (RC6-2).
Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia estabelecida por Rezende et al.
(2011).

Como controle positivo foi testado as concentracdes (0,125; 0,25 e 0,5mM ) da
Vincristina, porém todas foram tdxicas para D. melanogaster. Optou-se pela
Doxorrubicina, na concentragdo 0,125mg/mL (0,2mM), ja estabelecida como controle
positivo no SMART.

4.2.2 Estoque de Drosophilas e Cruzamentos

O SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais utilizando-se
trés linhagens portadoras dos marcadores recessivos, encontrados no cromossomo 3 de
células do disco imaginal de asas de D. melanogaster, o marcador multiple wing hairs
(mwh, 3-0.3) e o flare (flr’, 3-38.8): [1] linhagem multiple wing hairs (mwh) com
constituicdo genética y; mwh jv; [2] linhagem flare-3 (fIr®), com constituicdo genética
flr3 / In(BLR)TM3 ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e BdS; [3] linhagem ORR; flare-3 (ORR;
flare-3), com constituicdo genética ORR; flr3 / In(3LR)TMS3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e
BdS. Esta ultima linhagem, possui os cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem
Oregon R (R), resistente ao DDT), contendo genes responsaveis por alto nivel de
enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo P(CYP)6 A2 (GRAF E VAN SCHAIK,
1992).

Com estas linhagens foram realizados dois diferentes cruzamentos: 1)
cruzamento padrdo (ST — standard cross) entre machos mwh e fémeas virgens flr®
(GRAF et al., 1984); 2) cruzamento de alta bioativacdo (HB — high bioactivation cross)
entre machos mwh e fémeas virgens ORR; flr* (GRAF e VAN SCHAIK, 1992). Ovos
dos dois cruzamentos foram coletados por oito horas em frasco contendo base de agar-
agar (4% w/v) coberta com uma camada de fermento bioldgico suplementado com
acucar. Larvas de terceiro estagio de desenvolvimento 72 + 4h foram lavadas com agua
corrente e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de larvas

foram transferidos para frascos de vidros contendo 1,59 de meio alternativo (puré
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instantaneo de batata Yoki®) e tratado com trés concentragdes dos extratos (CGQ e
CGF), (BETER), (BGTRC-6) e do alcaloide (RC6-2). Como controle positivo foi
utilizado o DXR (0,125mg/mL) e como CN — solvente (agua Milli-Q, 1% de Tween-80
e 3% etanol).

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de gendtipos: mwh + / + fIr3 ou
mwh + / + TM3, Bds, foram coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram
montadas entre laminas e laminulas com solugdo de Faure (30g de goma arabica, 50g de
hidrato de cloral, 20mL de glicerol e 50mL de H,0) e analisadas quanto a ocorréncia de
diferentes tipos de manchas mutantes, em microscépio de campo claro com

magnificacdo de 400x.

4.3 Linhagem Celular

A linhagem celular utilizada foi HepG2, cedida pelo Prof. Dr. Sigfried
Knasmnuller do Instituto de Pesquisa do Cancer da Universidade de Viena Austria. Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Genética Toxicologica da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). As células foram descongeladas e cultivadas
em frascos de cultura de 25cm? contendo meio D-MEM suplementado com 10% de
SBF, mantidas em estufa de CO,5%a 37°C.

4.4 Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

Este teste € baseado no protocolo descrito pela primeira vez por Mossmann
(1983). Para tanto, foi utilizada uma placa com 24 pocos onde semeou 4 x 10* células
em cada poco, exceto na coluna 2, onde depositou-se 0,5mL de meio de cultura. As
células permaneceram em cultura por 24 horas para estabilizacao.

Apos este periodo, o meio de cultura da placa foi descartado e adicionado na
coluna 1 controle negativo (1% DMSO e meio de cultura D-MEM suplementado com
10% SBF), na coluna 2 branco com 0,5mL de meio de cultura D-MEM suplementado
com 10% SBF. Na coluna 3, controle positivo, recebeu uma solucdo de DXR
(10pg/mL). Os pocos das colunas 4, 5 e 6 receberam trés diferentes concentracdes do
alcaloide (RC6-2) (Tabela 1).

Apo0s 24 horas de tratamento, o sobrenadante foi descartado e adicionado 0,5mL
de MTT em cada poco. As células foram incubadas em estufa de CO, 5% a 37° C por 4
horas. Posteriormente foi retirado o MTT por completo dos pocos, e adicionado 0,5mL

de DMSO/poco para diluir os cristais formados pelo MTT no interior das mitocondrias.
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Para a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 540nm, os grupos tratados foram
transferidos para uma placa de 96 pocos
Para melhor visualizagdo dos dados, as absorbancias foram transformadas em

porcentagem de sobrevivéncia celular pela formula:

. A testado — A branco
% Sobrevivéncia = A controle — A branco x 100

A = Absorbancia

Tabela 1. Esquema da placa usada para o teste de Citotoxicidade (MTT)

A CN B DXR Al A2 A3
B CN B DXR Al A2 A3
C CN B DXR Al A2 A3
D CN B DXR Al A2 A3

C — Controle negativo

B — Controle sem celulas

DXR — Doxorrubicina

Al a A3 - Concentrac0es testadas do alcaloide (RC6-2)

4.5 Ensaio do Cometa

Em frascos de 25cm? foram semeadas 1x10° células HepG2 com 5mL de meio
de cultura D-MEM suplementado com 10% de SBF.

Apos 24 horas, o0 meio de cultura foi descartado e adicionado novo meio de
cultura com os tratamentos, permanecendo em cultura por 3 horas. Depois desse periodo
foi realizada a coleta, pelo seguinte protocolo: Descartou-se 0 meio de cultura; lavou-se
as celulas duas vezes com 2,5mL de solucdo tampdo salina fosfato (PBS) em
temperatura ambiente e desprezou-se 0 excesso com pipeta Pasteur; adicionou-se
200pL de tripsina 0,01%; inativou-se com 0,5mL de meio de cultura; centrifugou-se em
1250rpm por 5 minutos e desprezou-se 0 sobrenadante deixando cerca de 0,5mL de
meio de cultura; em microtubo colocou-se 20uL de suspensdo celular com 120uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (37°C); homogenizou-se e depositou-se em uma lamina

pré-gelatinizada com agarose e cobrir com uma laminula limpa; aguardou-se 20 minutos
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com a lamina na geladeira; removeu-se a laminula e encaminhou a lamina para uma
solucéo de lise gelada, composta por 1mL de Triton X-100, 10mL de DMSO e 89mL de
solucdo estoque (2,5M NaCl; 100mM EDTA; 10mM Tris; 8,0g NaOH para corrigir o
pH 10; 890mL de agua destilada), por uma hora e meia; realizar eletroforese a 25V
300mA em fase escura (solucdo de eletroforese: 300mM e 1mM EDTA, pH 13,
preparada a partir da solucéo estoque: NaOH 10N e EDTA 200mM- pH 10); procedeu-
se a desnaturagé@o por 30 minutos e corrida da eletroforese por 20 minutos; neutralizou-
se as laminas por 15 minutos; secou-se a temperatura ambiente e fixou-se em etanol
absoluto por 10 minutos; corou-se a lamina com brometo de etidio 0,002mg/mL e
analisou-se 100 células por tratamento em microscéopio de fluorescéncia classificando os

cometas em classe 0, 1, 2 e 3 (Figura 14).

Figura 14: Criterio de classificacdo para analise do Ensaio do Cometa. Coloracao:
Brometo de Etideo. Microscopia de fluorescéncia, objetiva 40X.

4.6 Analises Estatisticas

Os niveis de significancia dos resultados obtidos atraves do SMART, Ensaio de
Citotoxicidade (MTT) e Ensaio do Cometa, foram determinados utilizando o Teste
ANOVA-Dunett, comparando-se 0s tratamentos dos extratos aquosos, etanolico,
cloroférmico e do alcaloide, com o controle negativo. Foi considerado estatisticamente

significativo *p < 0,05 e **p < 0,01.

O Ensaio de toxicidade em Drosophila melanogaster foi determinado através do
teste de X%, as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando *p <
0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SMART

A tabela 2 (Apéndice) apresenta os resultados obtidos com o Ensaio de
Toxicidade das Drosophilas e verificou-se que a fragdo BETER na concentragéo de
4mg/mL e a fragio BGTRC-6, na concentracdo de 1,6mg/mL foram toxicas, pois
ocasionaram uma reducéo significativa (p < 0,05) da sobrevivéncia de moscas adultas.

A tabela 3 (Apéndice) apresenta as frequéncias de manchas mutantes obtidas nos
descendentes do cruzamento ST, tratados cronicamente com os extratos CGQ e CGF,
assim como os controles, negativo e positivo. A forma de preparo do extrato (quente ou
frio), nas diferentes concentracdes ndo induziu aumentos estatisticamente significativos
(p > 0,05) nas frequéncias de manchas por individuos, quando comparado com o
controle negativo (Figura 15). Estes resultados indicam que nas concentragdes
avaliadas, 0s extratos ndo sdo genotdxicos.

Analisando-se os dados obtidos com os tratamentos realizados com o0s
descendentes HB (Figura 15 e tabela 4 - Apéndice), verifica-se que as frequéncias de
manchas mutantes obtidas nos grupos tratados, ndo diferem estatisticamente das
encontradas no controle negativo. Estes resultados indicam que as formas de preparo
dos extratos (CGQ e CGF), bem como as concentragdes utilizadas, ndo ocasionaram
eventos genotdxicos, pois 0 nimero de mutacfes expressas nos grupos tratados, ndo

difere significativamente das obtidas no controle negativo.
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Figura 15: Grafico das frequéncias de manchas mutantes por individuos do cruzamento
padrdo (ST) e de alta biativagdo (HB) apos tratamento com CGF e CGQ. Diferenca
significativa em relacdo ao Controle Negativo (CN) * p<0,05.

Como o modo de preparo dos extratos ndo interferiu nos resultados de
genotoxicidade, optou-se por avaliar a possivel acdo antigenotoxica, somente com o
extrato preparado a 100°C (CGQ). Os resultados dos descendentes dos cruzamentos ST
e HB estdo expressos na tabela 5 (Apéndice) e verifica-se que o0s descendentes ST
tratados simultaneamente com CGQ e DXR apresentam frequéncias de manchas
simples pequena, simples grandes e gémeas, que ndo diferem significativamente das
obtidas no controle positivo (DXR) (Figura 16). Resultado similar foi obtido com os
descendentes HB e, portanto, os dados indicam que o CGQ ndo apresenta atividade
antigenotdxica, pois nao protegeu 0 DNA dos eventos de mutacdo e recombinagdo
ocasionados pela DXR em células sométicas de D. melanogaster. Ndo sdo descritas na
literatura as atividades antigenotdxica para extratos aquosos obtidos de plantas da
familia Rubiaceae, entretanto sdo descritas diversas agdes biolégicas, como, por
exemplo, atividades contra a malédria de extratos de Cinchona pubescens Vahl
(COELHO et al., 2006).
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Figura 16: Grafico das frequéncias de manchas mutantes por individuo resultantes dos
cruzamentos ST (padrdo) e de alta bioativacdo (HB) apds tratamento com CGQ
associado a DXR.

A tabela 6 (Apéndice) e a figura 17 apresentaram as frequéncias de mutacdes por
individuo, observadas nos descendentes ST e HB tratados com a fracdo BETER.
Verifica-se que os descendentes ST apresentam frequéncias de manchas mutantes que
variam de 0,22 a 0,37, similares as observadas no controle negativo 0,47. Apesar dos
grupos tratados apresentarem frequéncias de mutacdo menores do que as observadas no
controle negativo, estes resultados ndo sdo significativos. Entretanto, nos descendentes
HB verifica-se que as frequéncias de mutacdo variam de 0,92 a 1,05, que séo valores

estatisticamente diferentes dos observados no controle negativo 0,62.
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Figura 17: Grafico das frequéncias de manchas mutantes por individuos dos
cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) apés tratamento com BETER.
Diferenca significativa em relacdo ao Controle Negativo (CN) * p<0,05.

Estes resultados indicam que a fracdo etandlica (BETER), uma vez
metabolizada, apresenta potencial genotoxico, dose resposta. A diferenca de resposta
observada para os descendentes das linhagens ST e HB deve-se aos altos niveis de
citocromo P-450, enzimas de metabolizacdo de xenobioticos, presentes na linhagem
HB, o que torna estes individuos mais sensiveis na deteccdo de promutagenos e
procarcinogénicos (GRAF e SINGER, 1992; GRAF e VAN SCHAIK, 1992).

A acdo genotoxica do extrato etandlico deve-se provavelmente aos constituintes
encontrados no extrato, de acordo com Figueiredo (2010), este extrato apresenta taninos
condensados e alcaloide indol-monoterpénico. Os taninos exibem diversas atividades
biologicas, tais como bactericida, antiviral, agente modulador e antitumoral (DE
BRUYNE et al.1999; OKUDA, 2005). Entretanto, os taninos podem apresentar efeitos
toxicos e genotdxicos, causando quebras de fita simples, e duplas no DNA, além de
gerar sitios alcali labeis e oxidacdo de purinas e pirimidinas (MBA et al., 1999).

Diversas plantas utilizadas pela medicina popular podem apresentar

propriedades farmacologicas e, simultaneamente, causar alteraces no DNA, tais como
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as mutacbes (MARQUES et al., 2003). A literatura especializada relata que mutacdes
génicas atuam em etapas iniciais da carcinogénese.

Ensaios que detectam componentes genotoxicos permitem identificar
substancias com potencial risco a salde humana. Entretanto, metabdlitos secundarios
obtidos de plantas com atividade genotdxica, tais como os alcaloides campoptecina,
vincristina e vimblastina e o diterpeno taxol, podem ser utilizados como quimioterapico,
no tratamento de varios tipos de cancer (RASKIN et al., 2002).

A tabela 7 (Apéndice) apresenta as frequéncias de mutagGes obtidas nos
descendentes mwh/fIr® resultante do cruzamento HB, tratados com a fragdo (BGTRC-6).
Verifica-se que as concentracbes de 0,4 e 0,8mg/mL aumentaram a frequéncia de
manchas simples pequenas, estatisticamente diferente das observadas no controle
negativo. Entretanto, a concentracdo de 1,6mg/mL foi citotoxica. Estes dados estdo de
acordo com os resultados obtidos por Figueiredo (2010), onde a fracdo (BGTRC-6)
apresentou citotoxicidade elevada frente a duas linhagens de células tumorais de
melanoma murino (B16-F10) e mama humana (MCF-7), com IC50 menor do que o
observado para cisplatina; A fracio BGTRC-6 também foi ativa contra a linhagem
celular de carcinoma de laringe (HEp-2).

Com o objetivo de calcular a frequéncia de recombinacgéo ocasionada pela fracéo
BGTRC-6, nas concentracdes de 0,4 e 0,8mg/mL, foram analisados os descendentes
mwh/TM3, os quais detectam somente eventos de mutacdo. Verificou-se que esta fracao
também ocasiona eventos mutagénicos, expressos pelo aumento de manchas simples
pequenas, diferente das observadas no controle negativo (Figura 18). Calculando-se a
frequéncia de recombinacdo, observa-se que 0s eventos recombinogénicos
correspondem a 46% e 50% das mutacbes observadas. Portanto, esta fracdo tem
metabolitos que ocasionam eventos mutagénicos e recombinogénicos. Eventos
recombinogénicos estdo diretamente ligados com metabolitos que atuam como agentes
intercalantes ou inibidores de topoisomerase (GUTERRES, 2008).



RESULTADOS E DISCUSSAO 48

Frequéncias de manchas por individuos

Tratamentos

Figura 18: Grafico das frequéncias de manchas mutantes do cruzamento de alta
bioativacdo (HB) dos descendentes heterozigotos balanceados (BH — mwh/TM3) e dos
descendentes trans-heterozigotos marcados (MH — mwh/flr’) apés tratamento com
BGTRC-6. Diferenca significativa em relacdo ao Controle Negativo (CN) * p<0,05.

A tabela 8 (Apéndice) e a figura 19 apresentam os resultados obtidos com o
alcaloide indol-monoterpénico (RC6-2). A analise dos descendentes mwh/flr® mostrou
que as diferentes concentracdes induziram aumentos estatisticamente significativos nas
frequéncias de manchas mutantes, variando de 0,80 a 1,72 quando comparadas com as
observadas no controle negativo 0,65. Verifica-se que a resposta foi dose dependente, e
que hd uma prevaléncia de manchas simples pequenas. De acordo com Graf et al.
(1984) manchas simples pequenas sdo originadas por mutacfes cromossdmicas
(aneuploidia) e/ou grandes delecGes, independente do tempo em que elas foram
induzidas, ja que essas células apresentam uma baixa taxa de divisdo celular.

Observa-se que os descendentes mwh/TM3 apresentam frequéncias de mutacao
semelhante as encontradas nos descendentes mwh/flr®, variando de 0,65 a 2,10,
enquanto que a frequéncia no controle negativo foi de 0,4. O célculo de recombinacao
indica que este alcaloide ndo exerce atividade recombinogénica. Portanto as mutacoes
observadas devem-se, exclusivamente a atividade mutagénica. As frequéncias de
manchas mutantes encontradas com o RC6-2 nos descendentes mwh/fr* e mwh/TM3 séo

similares as obtidas por Tiburi et al. (2002) para a vincristina.
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Figura 19: Grafico das frequéncias de manchas mutantes por individuos do cruzamento
de alta bioativacdo (HB), dos descendentes heterozigotos balanceados (BH - mwh/TM3)
e dos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH - mwh/fIr®), apés tratamento com
RC6-2. Diferenca significativa em relacdo ao Controle Negativo (CN) * p<0,05.

O alcaloide RC6-2 foi obtido a partir da fracio BGTRC-6. No entanto,
comparando-se 0s dados obtidos com o ensaio SMART, verifica-se que a fracdo
BGTRC-6 foi citotdxica na concentracdo de 1,6mg/mL, fato que ndo aconteceu com o
alcaloide. Esta diferenca de citotoxicidade deve ser atribuida a outros metabdlitos
presentes na fragdo BGTRC-6. A diferenca de citotoxicidade entre BGRTC-6 e RC6-2
também foi observada frente a linhagem celular B16-F10 (FIGUEIREDO, 2010).

Observou-se que a fracdo BGTRC-6 induziu 50% de eventos de recombinacéo,
fato que ndo foi verificado com o RC6-2. Quando diferentes alcaloides indol-
monoterpénico, vincristina e vimblastina, foram avaliados por meio do SMART,
observou-se atividade genotoxica e ndo recombinogénica (TIBURI et al., 2002).

Alcaloides como vincristina e vimblastina sdo antimitéticos e esta propriedade
foi confirmada em ensaios in vitro em culturas de fibroblastos de pulmdo de hamster
(sub-clone V79-MZ) e de medula 6ssea e de eritrocitos de hamster (GUDI et al., 1990;
ANTOCCIA et al., 1991).
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De acordo com Rang et al. (2009) a acdo mais provavel estd relacionada com
a inibicdo da formagdo de microtubulos no fuso mitético, pela ligacdo da
vincristina especificamente a tubulina e blogueio da capacidade desta proteina de se
polimerizar em microtubulos, resultando em parada da divisdo celular na metéfase.
Na auséncia de um fuso mit6tico, os cromossomos podem se dispersar por todo o
citoplasma (mitose expandida), ou podem se aglomerar em grupos inusitados, como
bolas ou estrelas.

A incapacidade de segregacdo correta dos cromossomos durante a mitose
presumivelmente leva a morte celular. Tanto as células normais quanto as malignas
expostas a vincristina sofrem alteracdes caracteristicas do processo de apoptose.
Acredita-se que os efeitos antitumorais da vincristina dependem principalmente da
interferéncia com a funcdo normal dos microttbulos e o blogueio da progressao do ciclo
celular na fase G2 — M. Alem desse efeito, o farmaco possui outras implicacOes
bioguimicas tais como inibicdo da sintese de proteinas e acidos nucléicos, e alteragédo
do metabolismo lipidico (SUI e FAN, 2005).

De acordo com Deene e Hussain (1991), alcaloides do género Nauclea
(Rubiaceae), os quais sdo formados principalmente por indol e seus derivados
glicosilados, podem ser o0s responsaveis por varias atividades bioldgicas, incluindo
atividade antimalaria. Os alcaloides indol-monoterpénicos tem potencial no tratamento
de malaria, doencas infecciosas e cancer (FREDERICH et al., 2003; PHILIPPE et al.,
2006, 2007).

5.2 Ensaio de Citotoxicidade (MTT) e Ensaio do Cometa

A tabela 9 (Apéndice) apresenta os resultados de citotoxicidade do alcaloide
RC6-2 em células HepG2. Os resultados obtidos indicam que as concentracbes (1 e
5ug/mL) apresentaram absorbancias medias equivalente a obtida no controle negativo
(CN), ou seja, ndo foram citotoxicas para as células. Entretanto, as concentracdes (10,
50 e 100ug/mL) apresentaram absorbancias médias inferiores a do CN, apresentando
atividade citotéxica (Figura 20). Os resultados encontrados no Ensaio de
Citotoxicidade (MTT) com células HepG2 estdo de acordo como os obtidos com o
Ensaio de Citotoxicidade (Sulforrodamina B), pois o RC6-2 apresentou potente
atividade citotoxica frente as linhagens de células tumorais (OVCAR, B16-F10, MCF-7,
786-0 e UACC62), (FIGUEIREDO, 2010).
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Compostos citotoxicos sdo conhecidos como agentes toxicos que, além de seu
efeito citostético, tem graves efeitos adversos, como por exemplo, a genotoxicidade
(DHAWAN etal., 2003). Efeitos genotdxicos podem ser analisados por meio de varios
sistemas testes, dentre eles, o Ensaio do Cometa. Este teste tem se mostrado bastante
sensivel para detectar danos primarios no DNA de células individualizadas, passiveis de
reparo pela expressdo dos genes envolvidos neste mecanismo (TICE et al., 2000).
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Figura 20: Grafico da absorbancia média observada no Ensaio de Citotoxicidade
(MTT) apds tratamento de 24 horas com o alcaloide (RC6-2). Diferenca significativa
em relacdo ao Controle Negativo (CN), * p<0,05; ** p<0,01.

Para o Ensaio do Cometa foram usadas as concentragdes ndo citotoxicas (1 e
5ug/mL) e citotoxica (10pg/mL) do alcaloide RC6-2 (tabela 10 — Apéndice).
Verificou-se que as concentracdes testadas ndo foram genotdxicas, pois nado
ocasionaram quebras de fitas de DNA, ndo apresentando diferenca significativa quando
comparadas ao grupo controle (Figura 21).

Ha poucos relatos na literatura sobre atividade genotoxica de extratos aquosos e
de metabdlitos secundarios obtidos de plantas da familia Rubiaceae, especialmente as
do género Galianthe. Uncaria é o género mais estudado, com destaque para a planta
Uncaria tomentosa. Extratos aquosos desta planta ndo apresentaram atividade citotoxica
em células de ovario de hamster chinés (SANTA MARIA et al., 1997). A fracdo

acetato de etila obtida de Uncaria tomentosa (Rubiaceae) induziu apoptose em (HL-60)
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linhagem de células leucémicas humanas (CHENG et al., 2007). Extratos etandlicos
obtidos das folhas de Pavetta crassipes (Rubiaceae) exibiram atividade antiprotozoal,
antimicrobiana e antitumoral. A fracdo alcaloidica obtida desta planta apresentou
atividade antiproliferativa em todas as linhagens de carcinomas estudados (U373, PC3,
MXT e A549) e com as linhagens de células normais (NHDF e MRC-5) (BALDEA et
al., 2010).
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Figura 21: Grafico do escore de danos observado em HepG2, apos tratamento de 3
horas com o alcaloide RC6-2. Diferenca significativa em relacdo ao Controle Negativo
(CN), ** p<0,01.

Muitos alcaloides sdo reconhecidos por sua genotoxicidade. Porém muitos deles
ja demonstraram um potencial farmacoldgico elevado, apresentando atividade
antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral (FREDERICH et al., 1999; ANSAH et al.,
2005).

Os resultados obtidos com o teste SMART, somados aos encontrados no Ensaio
Cometa, sugerem que o alcaloide (RC6-2) seja um inibidor do fuso mitético,
ocasionando aneugénese, uma vez que, apresentou potente atividade citotoxica frente a
linhagem de células tumorais de hepatoma humano (HepG2) e ndo causou
recombinacdo mitdtica e sim atividade mutagénica em células somaticas de Drosophila

melanogaster.
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6. CONCLUSOES

Por meio do teste SMART, investigou-se a possivel atividade genotdxica de
extratos aquosos (CGQ e CGF) de raizes de G. thalictroides, os resultados obtidos
indicam que estes extratos ndo apresentam atividade genotoxica.

O extrato aquoso CGQ também ndo apresentou atividade antigenotoxica.

A fracdo etandlica (BETER), uma vez metabolizada, apresenta potencial
genotdxica.

A fracdo cloroférmica (BGTRC-6) foi toxica na maior concentracdo testada,
enquanto as demais concentragdes ocasionaram eventos mutagénicos, expressos pelo
aumento de manchas simples pequenas.

O alcaloide indol-monoterpénico (RC6-2), apresentou eventos mutacionais
significativos, mas ndo recombinogénicos.

No Ensaio de Citotoxicidade (MTT) indicou que o alcaloide indol-
monoterpénico (RC6-2) apresentou citotoxicidade elevada nas maiores concentragoes.

No Ensaio do Cometa o alcaloide indol- monoterpénico (RC6-2) ndo apresentou

atividade genotoxica.
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APENDICES

Tabela 2. Teste de toxicidade em Drosophila melanogaster.

% Sobrevivéncia

Tratamentos

ST HB
CN 80 75
CGQ 2,5mg/mL 90 70
CGQ 5,0mg/mL 65 70
CGQ 10,0mg/mL 80 70
CGQ 20,0mg/mL 75 75
BETER 0,5mg/mL 75
BETER 1mg/mL 60
BETER 2mg/mL 65
BETER 4mg/mL 35%
BGTRC-6 0,2mg/mL 80
BGTRC-6 0,4mg/mL 75
BGTRC-6 0,8mg/mL 60
BGTRC-6 1,6mg/mL 10*
RC6-2 0,2mg/mL 80
RC6-2 0,4mg/mL 85
RC6-2 0,8mg/mL 75
RC6-2 1,6mg/mL 60

Teste x2. Diferenca significativa em relagdo ao Controle Negativo (CN); *p<0,05; Cruzamento padréo (ST); Cruzamento de alta ativacio metabélica (HB).
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Tabela 3. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do
cruzamento padrdo (ST) apds tratamento com (CGF) e (CGQ).

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=2 mwh®
Fr N° D Fr N©° Fr N©° Fr N©° D (n)
ST
mwh/flr
CN 40 0,45 (18) 0,02 (01) 0,47 (19) 19
DXR(0,125) 40 0,9 (36) + 1,67 (67) 2 (80) 4,57 (183) + 176
CGF (2,5) 40 0,37 (15) - 0,37 (15) - 15
CGF (5,0) 40 0,3 (12) - 0,3 (12) - 12
CGF (10,0) 40 0,4 (16) - 0,02 (01) 0,42 (17) - 17
CGF (20,0) 40 0,47 (19) - 0,47 (19) - 19
CGQ (2,5) 40 0,32 (13) - 0,02 (01) 0,35 (14) - 14
CGQ (5,0) 40 0,3 (12) - 0,05 (02) 0,35 (14) - 14
CGQ(10,0) 40 0,45 (18) - 0 (00) 0,45 (18) - 18
CGQ(20,0) 40 0,45 (18) - 0,05 (02) 0,5 (20) - 20

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.

- m, fator de multiplicagéo para a avaliacéo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia o.= f 0,05.
? Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ®TM — Total de mancha
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Tabela 4. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do
cruzamento alta bioativacdo (HB) apds tratamento com (CGF) e (CGQ).

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=2 mwh®
Fr N° D Fr N° D Fr N° Fr N° D (n)
HB
mwh/flr®
CN 40 0,55 (22) 0,07 (03) 0,62 (25) 25
DXR (0,125) 40 0,90 (36) + 2,70 (108) + 1,65 (66) 5,25 (210) + 204
CGF (2,5) 40 0,40 (16) 0,05 (02) 0,45 (18) - 18
CGF (5,0) 40 0,35 (14) 0,05 (02) - 0,40 (16) - 16
CGF (10) 40 0,32 (13) 0,10 (04) - 0,05 (02) 0,47 (19) - 19
CGF (20) 40 0,40 (16) 0.05 (02) - 0,05 (02) 0,50 (20) - 20
CGQ (2,5) 40 0,37 (15) 0,02 (01) - 0,40 (16) - 16
CGQ (5,0 40 0,30 (12) 0,05 (02) - 0,02 (01) 0,37 (15) - 15
CGQ (10) 40 0,27 (11) 0,05 (02) - 0,05 (02) 0,37 (15) - 15
CGQ (20) 40 0,22 (09) 0,02 (01) - 0,02 (01) 0,27 (11) - 11

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.

- m, fator de multiplicagdo para a avaliagéo de resultados significantemente negativos. Nivel de significincia a = 8 0,05.

? Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ® MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr* e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.
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Tabela 5. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster
dos cruzamentos padréo (ST) e de alta ativagdo metabolica (HB) apds tratamento com (CGQ) associado a DXR.

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=2 mwh®
Fr N° D Fr N° D Fr N° D Fr N° D (n)
ST
mwh/flr
CN 40 0,32 (13) 0,05 (02) 0,02 (01) 0,40 (16) 16
DXR (0, 125) 40 4,30 (172) + 3,32 (133) + 2,87 (115) + 10,5 (420) + 406
CGQ (5) + DXR 40 3,45 (138) - 2,80 (112) - 2,35 (94) - 8,60 (344) - 332
CGQ (10) + DXR 40 3,92 (157) - 2,82 (113) - 2,45 (98) - 9,20 (368) - 351
CGQ (20) + DXR 40 3,70 (148) - 3,80 (152) - 3,50 (140) - 11,0 (440) - 425
HB
mwh/flr®
CN 40 0,45 (18) 0,05 (02) 0,02 (01) 0,52 (21) 21
DXR (0, 125) 40 4,90 (196) + 4,00 (160) + 3,55 (142) + 12,45 (498) + 479
CGQ (5) + DXR 40 5,20 (208) - 2,65 (106) - 4,55 (182) - 12,40 (496) - 476
CGQ (10) + DXR 40 5,92 (237) - 2,95 (118) - 4,22 (169) - 13,10 (524) - 502
CGQ (20) + DXR 40 5,12 (205) - 3,22 (129) - 4,40 (176) - 12,75 (510) - 491

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.

- m, fator de multiplicagdo para a avaliacéo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia o= f 0,05.

? Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ° MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.
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Tabela 6. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (mwh/flr’) de D. melanogaster dos

cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) ap6s tratamento com a fragdo BETER.

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=2 mwh®
Fr N° D Fr N° D Fr N° Fr N° D (n)
ST
mwh/flr®
CN 40 0,45 (18) 0,02 (01) 0,00 (00) 0,47 (19) 19
DXR (0,125) 40 0,90 (36) + 1,67 (67) + 2,00 (80) 2,95 (183) + 176
Beter (0,5) 40 0,15 (06) - 0,05 (02) - 0,02 (01) 0,22 (09) - 09
Beter (1,0) 40 0,30 (12) - 0,05 (02) - 0,02 (01) 0,37 (15) - 15
Beter (2,0) 40 0,22 (09) - 0,02 (01) - 0,05 (02) 0,30 (12) - 12
HB
mwh/flr®
CN 40 0,55 (22) 0,07 (03) 0,00 (00) 0,62 (25) 25
DXR (0,125) 40 0,90 (36) + 2,70 (108) + 1,65 (66) 5,25 (210) + 204
Beter (0,5) 40 0,77 (31) i 0,10 (04) 0,05 (02) 0,92 (37) i 37
Beter (1,0) 40 0,87 (35) i 0,07 (03) 0,02 (01) 0,97 (39) i 39
Beter (2,0) 40 0,97 (39) + 0,02 (01) 0,05 (02) 1,05 (42) + 42

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
- m, fator de multiplicagio para a avalia¢do de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia o = 3 0,05.

# Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ° MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ° MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.
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Tabela 7. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos
balanceados (BH) de D. melanogaster do cruzamento de alta bioativacdo (HB) ap0s tratamento com a fragdo BGTRC-6.

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=>5 m=2 mwh°
Fr N° D Fr N° D Fr N° Fr N° D (n)
HB
mwh/flr®
CN 40 0,62 (25) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,62 (25) 25
DXR (0, 125) 40 3,90 (156) 1,95 (78) 3,40 (136) 9,25 (370) 364
BGTRC-6 (0,2) 40 0,75 (30) i 0,00 (00) 0,00 (00) 0,75 (30) 30
BGTRC-6 (0,4) 40 1,22 (49) + 0,07 (03) i 0,00 (00) 1,30 (52) + 52
BGTRC-6 (0,8) 40 1,32 (53) + 0,12 (05) + 0,07 (03) 1,52 (61) + 61
BGTRC-6 (1,6) 00 Téxico
mwh/TM3
CN 40 0,35 (14) 0,05 (02) 0,40 (16) 16
DXR (0, 125) 40 0,80 (32) 0,10 (04) i 0,90 (36) 36
BGTRC-6 (0,2) 40 0,25 (10) - 0,25 (10) - 10
BGTRC-6 (0,4) 40 0,70 (28) + 0,70 (28) + 28
BGTRC-6 (0,8) 40 0,77 (31) + 0,77 (31) + 31

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.

- m, fator de multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia o.= f 0,05.

? Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ¢ MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ° MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.
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Tabela 8. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos balanceados (BH) e de descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) de D. melanogaster do cruzamento de alta bioativacdo (HB) apds tratamento com o alcaloide RC6-2.

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP (1-2 céls)® MSG(>2 céls)® MG ™ Manchas
(mg/mL) (N) m=2 m=5 m=2 mwh®
Fr N° D Fr N° D Fr N° D Fr N©° D (n)
HB
mwh/flr®
CN 40 0,65 (25) 0,65 (25) 25
DXR (0, 125) 40 3,90 (156) 1,95 (78) 3,40 (136) 9,25 (370) 364
RC6-2 (0,2) 40 0,80 (32) 0,80 (32) i 32
RC6-2 (0,4) 40 1,20 (48) + 1,20 (48) + 48
RC6-2 (0,8) 40 1,52 (61) + 0,12 (05) + 1,52 (66) + 66
RC6-2 (1,6) 40 1,72 (69) + 0,05 (02) i 1,72 (71) + 71
mwh/TM3
CN 40 0,35 (14) 0,05 (02) i 0,40 (14) 16
DXR (0, 125) 40 0,80 (32) + 0,10 (04) i 0,90 (36) + 36
RC6-2 (0,2) 40 0,65 (26) i 0,65 (26) i 26
RC6-2 (0,4) 40 0,97 (39) + 0,97 (39) + 39
RC6-2 (0,8) 40 1,55 (62) + 1,55 (66) + 62
RC6-2 (1,6) 40 2,10 (84) + 2,10 (84) + 84

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.

- m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia a = 3 0,05.

? Incluindo manchas simples flr® raras; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes,
quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; ® MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.
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Tabela 9. Valores médios + desvio padrao da absorbancia obtida no Ensaio de Citotoxicidade (MTT) em células de hepatoma humano (HepG2).

Absorbancia

Sobrevivéncia celular %o

Tratamentos Meédia + Desvio padréo
Controle Negativo 1,034 + 0,069 100
Doxorrubicina 0,701 =+ 0,048* 65
1ug/mL 1,025 + 0,117 99
5ug/mL 0,949 + 0,048 91
10pg/mL 0,843 + 0,066* 79
50ug/mL 0,131 + 0,034** 5
100ug/mL 0,010 + 0,007** 0

Doxorrubicina = 10pug/mL e Controle Negativo = DMSO < 1%, ANOVA seguido de Teste- Dunett.
< 0,01

Diferenca significativa em relacdo ao Controle Negativo, * p < 0,05; ** p
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Tabela 10. Numero médio de células com cometas, classes e escore de danos observados em células de hepatoma humano (HepG2) tratados com

0 alcaloide (RC6-2).

Tratamentos Média de células com dano Classes do Cometa Escore
0 1 2
Controle Negativo 1+1 99 +1 1+1 00 00
Doxorrubicina 35+ 10** 65 + 10 20+ 2 9+6 55 + 23**
1pg/mL 3+2 97 +2 1+1 1+0 4%3
S5ug/mL 6+1 94 +1 5+£2 1+£2 8+0,6
10pg/mL 12+1 88 +1 7+1 4+1 19+2

Doxorrubicina = 2ug/mL e Controle Negativo = DMSO < 1%. ANOVA seguido de Teste- Dunett. Diferenca significativa em relagdo ao Controle Negativo, ** p<0,01.
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