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1. INTRODUCAO

Diversas evidéncias indicam que as plantas medicinais representam a mais
antiga e difundida forma de medicacéo (Halberstein, 2005) e de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo mundial utiliza plantas
como fonte priméaria de diversos agentes medicinais (Cordell, 1995; Gurib-Fakim,
2005). Assim, € extremamente importante que testes que avaliam genotoxicidade de
preparacdes vegetais sejam realizados a fim de avaliar seu potencial mutagénico ou
modulacdo da genotoxicidade quando associados com outras substancias. Testes
de curto prazo tém sido utilizados a mais de 25 anos para identificar mutdgenos
quimicos e avaliar seu potencial carcinogénico. A utilizacdo destes testes se baseia
em estudos da década de 1970, que reportaram que a carcinogenicidade esta
correlacionada com mutagenicidade (Waters et al., 1999).

Sendo o Cerrado a segunda maior area vegetal do pais que abrange 120
milhdes de hectares, correspondendo a 23% da superficie do territorio, € de se
esperar que as especies que compdem esta vegetacdo exercam forte influéncia na
medicina popular (Guarim Neto e Morais, 2003). A planta Curatella americana L.
(Dilleniaceae), popularmente conhecida como ‘“lixeira”, “sambaiba” e “cajueiro-
bravo”, é utilizada na forma de infusdes pela populacéo para o tratamento de Ulceras
e inflamacao (Cronquist, 1981; Corréa, 1984). A andlise fitoquimica dessa espécie
tem revelado a presenca de flavonoides, terpenos, compostos fenélicos, saponinas e
esterbides (El-Azizi et al., 1980). Estudos anteriores tém descrito a atividade
terapéutica da planta com acdo antiinflamatoria, analgésica, antihipertensiva e
vasodilatadora (Alexandre-Moreira et al., 1999; Guerrero et al., 2002). Além disso,
outro estudo tem demonstrado que o extrato da planta altera a distribuicdo do
radiofarmaco tecnécio 99-m no organismo, bem como sua ligacdo aos elementos
sangilineos ou a outras moléculas, o que impede a precisdo no diagnostico de
doencas pelo radiofarmaco (Soares et al., 2002). Considerando a grande utilizacdo
da planta C. americana pela populacdo e seu potencial terapéutico, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade mutagénica e antimutagénica do
extrato da casca do tronco de Curatella americana utilizando o Teste do Micronucleo
em camundongos e Aberracdo Cromossomica em linfécitos humanos.

2. MATERIAL E METODO
2.1 — Teste do micronucleo em medula 6ssea

2.1.1 — Extrato de Curatella americana

A casca do tronco da planta foi coletada, seca, pulverizada e submetida entdo
a um processo maceracdo em etanol O solvente foi removido com o auxilio de um
rotaevaporador.




2.1.2 — Camundongos

Séo 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.

2.1.3 — Agentes Quimicos e Solucoes
Fosfato de sodio dibasico, fosfato de s6dio monobasico, corante Giemsa,
metanol e soro fetal bovino.

2.1.4 - Procedimento Experimental

Os animais foram divididos em dezesseis grupos de cinco animais cada. Os
grupos 1 e 2 (controles negativos) receberem uma dose Uunica ip do solvente
utilizado para diluicdo do extrato da planta (agua destilada + 0,1% Tween80). Os
grupos 3 e 4 (controles positivos) recebem uma dose Unica de mitomicina C (MMC)
ip. Os grupos 5a, 5b, 5c, 6a, 6b e 6¢ sdo tratados com uma dose Unica de uma das
trés concentracdes de extrato de Curatella americana ip. Os grupos 7a, 7b, 7c, 8a,
8b e 8c recebem uma dose Unica de extrato da planta ip concomitantemente com
uma dose unica de MMC. Os grupos 1, 3, 5a, 5b, 5¢c, 7a, 7b e 7c sdo sacrificados
apos 24 horas de tratamento, enquanto os grupos 2, 4, 6a, 6b, 6¢, 8a, 8b e 8c sao
sacrificados 48 horas ap0s o tratamento (figura 1). Os animais sao sacrificados por
deslocamento cervical e os fémures sao entédo retirados. As epifises do fémur sao
cortadas e a medula Ossea lavada com 1,0mL de soro fetal bovino. Apés
homogeneizacdo da medula no soro, esta € centrifugada a 300 x g durante 5
minutos. O sobrenadante € parcialmente descartado. O precipitado de células é
homogeneizado com pipeta Pasteur. Uma gota de suspensédo celular é transferida
para a lamina de vidro onde é feito o esfregaco celular. Apos secagem das laminas,
estas sao fixadas em metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solucdes de
Giemsa tamponada (pH 6,8) por 15 minutos. ApOs este periodo, as laminas sao
lavadas em 4gua corrente e deixadas secar em condigdes ambientais. As células
sdo visualizadas em objetiva de imersao (1000x), avaliando-se 2000 eritrocitos
policromaticos (EPC) em duas laminas para cada animal. Para avaliagdo da
citotoxicidade, sdo contados também eritrocitos normocromaticos (ENC), e a razao
EPC/ENC é determinada.

2.2 - Teste de Aberracdo Cromoss6mica em Linfécitos Humanos
2.2.1 — Extrato de Curatella americana

A casca do tronco da planta foi coletada, seca, pulverizada e submetida entdo
a um processo maceracao em etanol. O solvente foi removido com o auxilio de um
rotaevaporador.

2.2.2. Linfocitos do sanque periférico humano

Os linfocitos sdo obtidos de seis doadores voluntarios adultos saudaveis (trés
homens e trés mulheres), na faixa etaria de 20 a 30 anos, sem historico de doencas
recentes, ndo fumantes, sem exposicao recente a radiacdes ou a medicamentos.

2.2.3. Agentes Quimicos e Solucdes

Fitohemaglutinina A, soro bovino fetal, meio de Cultura RPMI (meio RPMI
1640, estreptomicina, penicilina), cloreto de potassio, etanol, acido acético, corante
Giemsa, fosfato de potassio monobasico, fosfato de sédio dibasico, colchicina.




2.2.4 - Procedimento Experimental

Com uma seringa estéril descartavel sdo colhidos cerca de 10mL de sangue
periférico que sdo entdo transferidos para um tubo estéril contendo heparina. O
plasma é entdo separado por sedimentacdo. Com uma pipeta Pasteur, retiram-se
cuidadosamente o plasma e os linfécitos do tubo e semeia-se nos frascos contendo
5mL de meio de cultura (80% de RPMI + 20% de soro fetal bovino + 3% de
fitohemaglutinina A. A mistura é incubada em estufa a 37°C. Apo6s 24h do inicio da
cultura, estas sao tratadas com o extrato de C. americana. Serdo utilizadas trés
concentracdes diferentes de extrato de C. americana. O tempo total de cultura é de
48h. Aproximadamente 90 minutos antes do término da incubacdo adiciona-se
colchicina 0,016% a cada frasco de cultura (0,4 pg/mL de cultura) para interromper a
divisdo celular em metafase. Terminado o tempo de incubacdo, o conteudo é
centrifugado a 300 x g por 5 minutos. O sobrenadante é desprezado e as células sao
suspensas em 5 mL de solugcdo hipoténica de KCI 0,075M, aquecida a 37°C. Os
tubos permanecem na estufa em 37°C até completar 5 minutos. Centrifuga-se
novamente a 300 x g por 5 minutos, despreza-se 0 sobrenadante, suspende-se as
células em 5mL de solucdo fixadora (1: etanol + 1: acido acético). A fixacédo é
repetida mais 2 vezes. Na ultima, as células sdo suspensas em cerca de 0,2mL de
fixador. As laminas limpas sdo conservadas em agua destilada a 4°C. Goteja-se a
suspensao de células sobre a lamina inclinada. A coloracdo do material € feita em
Giemsa diluido em tampéao fosfato por 5 minutos. Lavam-se as laminas em agua
corrente e deixa-se secar naturalmente. As aberracbfes cromossdémicas sao
analisadas em no minimo, 100 metafases por tratamento. Sao contadas quebras
cromatidicas e cromossOmicas, anéis, trirradiais, entre outras aberracdes visiveis.
Os indices mitoticos sao obtidos calculando o nimero total de células em diviséo
pelo total de células ativadas. Para isto, sdo contadas, no minimo, 1000 células por
tratamento. No caso dos linfocitos, o indice mitético baixo pode indicar
citotoxicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Teste do Micronucleo foi padronizado. As concentracdes que estdo sendo
trabalhadas sao 50, 100 e 200mg/Kg com base em estudos anteriores (Alexandre-
Moreira, 1999). Os resultados encontrados até o presente momento estdo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Efeito da administracéo do extrato de C. americana em medula 6ssea de
camundongos e controles.

Tratamentos Grupo Tempo Eritrécitos policromaticos micronucleados EPC/ENC
Dados Individuais® No. % X+ S X*s

Controle negativo 1 24h 04,07,04,03,06 24 1,20 4,8+1,64 1,17 £ 0,06
(H2Ogest.- + Tween80)

MMC (4 mg/Kg) 3 24h 39, 40,37,35,32 183 9,15 36,6+3,2 0,52 £ 0,06
100,0 mg/Kg 5b 24h 25,17,22,18,20 102 5,10 20,4+32° 1,08+0,13
100,0 mg/Kg 6b 48h 12,17,12,11,16 68 3,40 13,6 +2,70° 1,45+0,09
100,0 mg/Kg + MMC 7b 24h 23,26,27,24,17 117 585 234+391° 0,66+0,13

#Em 2000 eritrocitos policromaticos por animal.
® Estatisticamente diferente do controle negativo pelo teste t-student. *P < 0,05.
¢ Estatisticamente diferente do controle positivo pelo teste t-student. *P < 0,05.



Os resultados obtidos para 24h de tratamento do extrato com a concentracéo
de 100mg/kg mostraram que houve um aumento significativo da frequéncia de
EPCMN em relacdo ao controle negativo (p<0.05), indicando, dessa maneira, que 0
extrato de Curatella americana apresentou a atividade mutagénica. Os resultados
para 48h de tratamento com o extrato da planta mostraram um aumento significativo
da frequéncia de EPCMN em relacdo ao controle negativo (p<0.05), porém, houve
uma reduc¢ao da frequéncia quando comparada com o tratamento de 24h, indicando
ainda a acdo mutagénica da planta neste tempo de tratamento. Nao foi observada
alteracéo da razdao EPC/ENC quando comparada ao controle negativo (p>0,05) para
o tempo de 24 horas. Para o tempo de tratamento de 48 horas, esta razéo foi
significativa (p<0,05).

No estudo de antimutagenicidade, os resultados do tratamento dos animais
com a concentracdo de 100mg/Kg acrescida de MMC mostraram reducao
significativa da frequéncia de EPCMN quando comparados com o controle positivo
(p<0.05). Entretanto, ndo foi observada alteragcdo da razdo EPC/ENC quando
comparada ao controle positivo (p>0.05). Os demais tratamentos ainda estdo em
estagio de execucdo.

O Teste de Aberracdo Cromossémica em linfocitos foi padronizado e esta
sendo executado em nosso laboratério. Os primeiros resultados de indice mitético
buscando definir as concentracdes do extrato da planta a serem utilizadas estéao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. indice mitético (IM) de culturas de linfocitos apos tratamento com
diferentes concentracdes de extrato de C. americana

Tratamento IM (%)
Sem tratamento 2,1
DMSO (2 pl/mL cultura) 1,6
40 pg/mL cultura 2,3
10 pg/mL cultura 2,7
2,5 pg/mL cultura 2,2
0,625 ug/mL cultura 2,5

Os resultados iniciais obtidos sugerem a nao citotoxicidade do extrato de C.
americana em todas as concentracdes testadas quando comparadas ao controle
negativo. A analise citogenética dos tratamentos ainda est4 em fase de execucéo.
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