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1) INTRODUCAO

Desde tempos remotos, o homem tem feito uso de plantas medicinais no
tratamento e na cura de enfermidades (Castro & Junior, 2004). O conhecimento
sobre plantas medicinais representa muitas vezes o unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e
até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas
em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (Maciel
et al., 2002).

A planta Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth e Hook. F., conhecida popularmente
como “sofre-do-rim-quem-quer” € amplamente utilizada pela populagado brasileira
como calmante, antirreumatica e para combater afecgdes renais e lombalgias. Esta
planta medicinal pertence a familia, Annonaceae, que também é encontrada no
Cerrado (Henriques, 2003) e apresenta distribuicdo predominantemente tropical,
incluindo aproximadamente 130 géneros e 2200 espécies. No Brasil ocorrem 33
géneros e cerca de 250 espécies (Souza & Lorenzi, 2005). As plantas dessa familia
sao formadas por arvores e arbustos tropicais e subtropicais e sdo conhecidas por
produzirem diversos derivados alcaloidicos isoquinolinicos. A triagem de espécies
vegetais dessa familia é de grande importancia uma vez que tem sido identificadas
substancias com diferentes atividades biolégicas, como por exemplo, citotdxica,
antiplasmoddica, antiprotozoarica, antiparasitaria, pesticida, antimicrobiana,
antifungica, antimalarica, imunossupressora, antioxidante e antitumoral (Sousa et al.,
2000; Frana et al., 2000; Garcia et al., 2000).

Foram isoladas substancias com atividade antimicrobiana, (Siqueira et al., 1997)
potencialmente antitumorais, (Siqueira et al., 1998; Siqueira et al., 2000) entre outras
(Pereira et al., 2003; Siqueira et al., 2003) em trés espécies da familia Annonaceae,
Duguetia furfuracea, Duguetia glabriuscula, Unonopsis lindmanii, pelo estudo
fitoquimico biomonitorado.

Jolad et al. (1982), isolaram a primeira acetogenina de Annonaceae, a partir do
extrato etandlico das raizes de Uvaria accuminata, uma substancia que apresentou
atividade citotdxica, antiparasitaria e antitumoral no sistema PS (leucemia linfocitica
em ratos) in vivo.

Chas e extratos vegetais podem produzir efeitos colaterais como qualquer droga,
além de apresentar agao benéfica, podem também ser prejudiciais. Muitas dessas
plantas podem inclusive apresentar atividade toxica e genotdxica. Entretanto, na
maioria dos experimentos que tém sido realizados, os extratos vegetais, podem
também reduzir a taxa de mutagdes (Erdtmann, 2003).



Portanto, é de grande importancia que as plantas medicinais sejam avaliadas sob
diversos aspectos, incluindo atividade genotdxica e/ou antigenotoxica. Muitos testes
de deteccao de atividades genotdxicas tém sido propostos para identificagdo de
possiveis carcindgenos (Vilar, 2004). Uma vez que, testes de mutagenicidade sao
referenciais para carcinogenicidade. Pois, o cancer € tipicamente uma doencga de
organismos multicelulares e os fatores que determinam mutagenicidade nestes
organismos quase sempre também produzem neoplasias (Erdtmann, 2003).

O presente trabalho pretende investigar os possiveis efeitos genotoxicos e
antigenotoxicos da planta medicinal D. furfuracea pelo teste do micronucleo em
medula éssea de roedores in vivo, que € um teste amplamente utilizado para
deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos), € de agentes
aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacdo cromossdémica anormal), bem
como pelo Induteste SOS, que é um ensaio que avalia quantitativamente uma das
fungcdes SOS que € a autoclivagem do repressor do profago A, mediada pela
copreatase RecA (Little, 1991).

2) MATERIAL DE METODOS
2.1) Materiais
1) A planta, Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth e Hook. F.

Serao utilizadas folhas da planta medicinal Duguetia furfuracea preparada por
método de infuséo.

2) Material utilizado para teste em Camundongos
A) Camundongos

Serao utilizados 80 camundongos Mus musculus (Swiss Webster) out bred,
do sexo masculino, pesando entre 30 e 40 g, com idade de 7 a 12 semanas,
procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Goias. Antes da
realizagcdo do experimento, os animais permanecerao por 7 dias no laboratorio, onde
serdo mantidos em gaiolas de polipropileno de dimensao de 40x30x16 cm com 5
animais cada, forradas com maravalha trocada diariamente, e alimentados com
ragdo comercial e agua filtrada, ambos oferecidos "ad libitum". Os animais serao
mantidos a temperatura ambiente de 25°C, umidade 50% £ 20% e um ciclo de luz
12h claro/12h escuro.

B) Agentes Quimicos e Solucgdes

Mitomicina.

Giemsa.

Metanol (CH4O).

Soro fetal bovino.

Fosfato de sodio dibasico (NaHPO412H,0).
Fosfato de sédio monobasico (NaH;PO4H,0).

3) Material utilizado para teste com Cepas Bacterianas



A) Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas no presente trabalho sdo as seguintes: WP2s
(M) (cepa lisogéncia) e RJF013 (cepa indicadora), derivadas de E. coli.

B) Meios de Cultura e Tampdes

Top-agar (Cloreto de Sédio; Agar (Difco) e Agua destilada)

Mitomicina

Meio LB (Triptona;Extrato de Levedura; Cloreto de Sédio e Agua destilada)
Meio LB (1/2) (malt/amp) (Triptona; Extratos de levedura; Cloreto de Sédio;
Agua destilada; Maltose (20%) e Ampicilina)

» Tampao M9 (Fosfato de sddio dibasico; Fosfato de potassio dibasico; Cloreto
de aménia; Cloreto de sédio; Agua destilada; Cloreto de célcio e Sulfato de
magnésio)

2.2) Metodologia
1) Teste do Micronucleo

Grupos de cinco animais serao tratados, via intraperitonial, com diferentes doses
e diferentes tempos (24 e 48 horas) da folha de Duguetia furfuracea. No grupo de
controle negativo, sera utilizada agua destilada esterilizada enquanto no grupo de
controle positivo recebera uma dose unica de mitomicina C (MMC). Para avaliagéo
da antimutagenicidade, serdo administradas as mesmas concentragdes do extrato
da planta concomitantemente com uma dose unica de MMC. Os animais serao
sacrificados por deslocamento cervical e os fémures sao entao retirados. As epifises
do fémur serdo cortadas e a medula 6ssea lavada com 1mL de soro fetal bovino.
Apds homogeneizagao da medula no soro, esta sera centrifugada a 300 x g durante
5 minutos. O sobrenadante sera parcialmente descartado. O precipitado de células
sera homogeneizado com pipeta Pasteur. Uma gota de suspensao celular sera
transferida para a lamina de vidro onde sera feito o esfregago celular. Apos
secagem das laminas, estas serao fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e
coradas em solugdes de Giemsa tamponada com pH 6,8 por um periodo de 15
minutos (Heddle, 1973). Apds este periodo, as laminas serdo lavadas em agua
corrente e deixadas secar em condigcdes ambientais.

2) Induteste

O procedimento experimental quantitativo para avaliagdo da atividade
exponencial de crescimento sera realizado da seguinte maneira: a cepa lisogénica
WP2s(A), em fase exponencial de crescimento, sera centrifugada a 5.000 rpm por 15
minutos e ressuspensa em igual volume com tampao sulfato de magnésio (M9).
Amostras de 1mL da cultura serdo incubadas com diferentes concentragdes do
extrato de Duguetia furfuracea, por 25 minutos a 37°C com agitagcdo e aeragao
constantes. Apds, serao diluidas em tampao M9 e 0,1mL de bactéria lisogénica sera
adicionada a 0,3mL da cultura RJF013 (bactéria indicadora), seguindo-se o
acréscimo de 2,5mL de top-agar. O conjunto sera vertido sobre placas LB 1/2) maltamp),
em duplicatas, as quais serdo incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.
Posteriormente serdo computados os centros infecciosos e os resultados expressos



pelo fator de indugcdo em funcédo da concentracédo de D. furfuracea. Serdo também
incluidos controles: positivo (mitomicina C) e negativo (H,O destilada).

Para melhor elucidar a inativagao celular em fungcdo da dose de D. furfuracea
sera feita uma curva de sobrevivéncia. Culturas de E. coli WP2s(\) em fase
exponencial de crescimento sera centrifugada, ressuspensa em tampao M9 e
incubada com diferentes concentrag¢des do extrato de D. furfuracea por 25 minutos a
37°C com agitacao e aeracao constantes. Diluida em tampao M9, sera semeada em
placas de LB. Apds 24 horas de incubagao na estufa a 37°C, procedera a contagem
de colbnias. Os resultados foram expressos pela fragcdo de sobrevivéncia (numero
de colbnias na placa teste sobre o numero de colbnias na placa controle negativo)
em funcao da dose de D. furfuracea.

3) RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se elucidar a atividade genotéxica e/ou antigenotdéxica do extrato de
Duguetia furfuracea, pois, ambos resultados sao de relevancia para a populagao,
visto que, se confirmada a atividade genotdxica da planta em estudo, contribuira
para o esclarecimento da populagdo quantos aos possiveis riscos na ingestdo desta
planta. No entanto, se for constatada sua atividade antigenotdxica, a utilizagao
benéfica sera comprovada.
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