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RESUMO

O género Ardisia pertencente a familia Primulaceae, apresenta compostos fitoquimicos
biologicamente ativos como peptideos, saponinas, isocumarinas quininas e alquilfendis,
sendo considerado boa fonte de compostos promotores de salde e potentes
fitofarmacéuticos, porém pouco se conhece sobre a toxicidade desta planta. Assim, o
estudo objetivou verificar a atividade antioxidante e genotoxica dos extratos etanolicos
do fruto maduro e verde da A. elliptica. Os extratos diluidos nas concentracdes de 2000,
1000, 500, 250 e 50 pg/ml foram submetidos a protecdo do plasmideo pBSK Il e ao
Ensaios Cometa. Os resultados revelaram que nenhuma das concentracdes dos extratos
apresentaram aumento significativo de danos ao DNA quando comparado ao controle
PBS. Quanto a atividade antioxidante, as concentracdes de 1000, 500 e 250 pg/mL do
extrato do fruto maduro apresentaram capacidade protetora ao DNA. Em contrapartida, o
extrato do fruto verde, apenas na concentracdo de 1000 pg/mL revelou boa protecdo
génica. Conclui-se que 0s extratos apresentaram baixo potencial genot6xico, portanto,
promissores em relacdo a sua protecdo em comparacdo com um antioxidante sintético.
Entretanto, considerando a falta de pesquisas sobre o potencial genotdxico in vivo desta
planta, sdo necessarios estudos para completar a avaliacdo de seguranca e potenciais
farmacoldgicos.

Palavras chaves: Primulaceae; Ardisia elliptica; atividade antioxidante, genotoxicidade.

ABSTRACT

The genus Ardisia belonging to the family Primulaceae presents biologically active
phytochemical compounds such as peptides, saponins, isocumarins quinine and
alkylphenols, being considered good source of health promoting compounds and potent
phytopharmaceuticals, but little is known about the toxicity of this plant. Thus, the study
aimed to verify the antioxidant and genotoxic activity of the ethanolic extracts of the
mature and green fruit of A. elliptica. The extracts diluted at concentrations of 2000, 1000,
500, 250 and 50 pg / ml were subjected to Plasmid Protection pBSK II and Comet Assays.
The results revealed that none of the extract concentrations showed a significant increase
of DNA damage when compared to the PBS control. As for the antioxidant activity, the
concentrations of 1000, 500 and 250 pg / mL of the mature fruit extract presented a
protective capacity to the DNA. In contrast, the green fruit extract, only at the
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concentration of 1000 pg / mL, revealed good gene protection. It is concluded that the
extracts presented low genotoxic potential, therefore, promising in relation to their
protection compared to a synthetic antioxidant. However, considering the lack of research
on the in vivo genotoxic potential of this plant, studies are needed to complete the safety
assessment and pharmacological potentials

Key words: Primulaceae; Ardisia elliptica; activity antioxidant, genotoxicity.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica é milenar e seu uso
vem crescendo nos ultimos tempos. O Brasil € considerado um dos paises com maior
diversidade vegetal e muitas dessas espécies sdo usadas para fins medicinais.! Mesmo
com o desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas medicinais continuam a ser
utilizadas como forma alternativa de tratamento em diversas partes do mundo decorrente
do alto custo dos medicamentos industrializados, do dificil acesso da populacdo a
assisténcia médica, bem como a tendéncia ao uso de produtos de origem natural.?3

Os principios ativos das plantas tem sido empregado na medicina caseira através
do uso direto da planta na forma de infusdes, chas, tinturas e pos.* Porém, algumas dessas
plantas que apresentam propriedades medicinais podem conter substancias toxicas, o que
torna errado o conceito de que plantas sao medicamentos naturais. Considerando tais
implicagdes, torna-se necessario o conhecimento cientifico das caracteristicas de
determinadas plantas, bem como o seu potencial mutagénico, uma vez que as plantas vém
sendo usadas pela populacao, considerando ser natural e ndao toxico, porém sem nenhum
conhecimento dos seus efeitos em longo prazo, podendo, dependendo da dose e tempo de
uso resultar em efeitos toxicos e irreversiveis a células do organismo.’

Dentre as espécies vegetais que vém sendo utilizadas na prevencédo ou tratamento
de doencas pode-se citar a familia Primulaceae conhecida por apresentar diversas
propriedades farmacoldgicas, como atividade anti-inflamatoria, antiviral, antitumoral e
citotoxica.® O género Ardisia pertencente a esta familia, abrange uma diversidade de
espécies, cultivadas em diferentes partes do mundo. A Ardisia elliptica objeto deste
estudo, ¢ originaria de paises como india, Sri Lanka, China, Taiwan, Asia e encontrada
em algumas regides do Brasil. E uma planta que se desenvolve preferencialmente em
locais Umidos e quentes, podendo ser encontrada em bosques, pantanos, florestas e
manguezais.” O fruto é comestivel e possui sabor ligeiramente amargo e os brotos de
folhas podem ser consumidos como vegetais crus ou cozidos.2 Na medicina tradicional

dos paises populares as folhas ou raizes séo usadas por possuirem atividade antipirética,
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por aliviar dores, e no tratamento de diarreia, intoxicacdo hepatica, doengas pulmonares
e doencas veneéreas. Pelas comunidades tribais além de tratamento medicinal sdo usadas
para pinturas corporais.’

Neste contexto, 0 estudo objetiva avaliar os possiveis efeitos genotdxicos e
antioxidante dos frutos de Ardisia elliptica podendo ampliar sua utilizagdo, bem como,

conhecer seu potencial na protecdo contra danos ao DNA celular.

2 METODOLOGIA
2.1 PREPARO DA AMOSTRA

A espécie Ardisia elliptica foi identificada pelo Prof.° Oscar Benigno
(Universidade do Vale do Itajai) e pelo Prof. André Gasper (Fundacdo Universidade de
Blumenau — FURB). A exsicata foi depositada no herbario Dr.° Roberto Miguel Klein
(FURB) sob 0 nimero 48795. Os frutos verdes e maduros foram secos em estufa a 40 °C,
moidos em multiprocessador (granulometria 2,0 mm) e submetidos ao processo de

maceracao a frio, durante quatro dias, utilizando como solvente extrator o etanol 98 %.

2.2 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE

Para avaliacdo do efeito genotoxico do extrato etandlico do fruto maduro e verde
da A. elliptica foi utilizado o ensaio cometa em condi¢bes alcalinas (pH > 13),%°
considerada uma técnica simples e sensivel para a analise de danos no DNA em todos 0s
tipos de células.!! Deste modo, para o ensaio de genotoxicidade foi coletado sangue total
em EDTA, colocado em contato com os extratos em diferentes concentracées diluidas em
solucdo tampdo fosfato (PBS) (2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500ug/mL, 250ug/mL e
50pg/mL). Por se tratar de um teste comparativo é necessario a presenca simultanea de
um controle negativo e outro positivo para os experimentos,’?> como pardmetro de
comparacdo foram utilizados o PBS (controle negativo) e o metil-metanosulfonato —
MMS (controle positivo). O MMS [80uM] foi utilizado como substancia genotoxica
padrdo, pois, o controle positivo deve induzir danos de todos os niveis no DNA, causando
cometas de classe 1 a 4 em todas as amostras. *Assim, considerando tal principio, o
composto MMS e utilizado como controle positivo, por ser capaz de causar fragmentagéo
cromossémica macica, quebra de dupla-hélice do DNA, induzir mutagdes pontuais de
substituicdo de bases e recombinagéo genética. 14 15

Para a contagem dos cometas foram preparadas duas laminas e 50 células em cada,

a fim de somar 100 ceélulas por concentracdo. As ldaminas foram lidas em duplicata, em

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 2, n. 6, p.5761-5778 nov./dec. 2019. ISSN 2595-6825




Jerazilian Journal of health Deview

microscopio Optico no aumento de 400x. Cada celula, considerada cometa, foi
classificada segundo protocolo de DiPaolo,'® onde atribuindo-se classe 0 & célula intacta,
isto &, sem danos ao DNA; classe 1 a célula com dano minimo; classe 2 a dano moderado;
classe 3 a dano intenso e classe 4 & dano méximo, onde todo o DNA encontra-se
degradado. Células apoptéticas ndo foram consideradas na contagem.

Considerou-se para analise estatistica os escores gerados por cada lamina, um
indice de dano que corresponde ao total de produtos da multiplicacdo de cometas versus

a sua classe, que foi calculado a partir da seguinte formula:

Escore = (n° de células classe 0 x 0) + (n° de células classe 1 x 1) + (n° de células

classe 2 x 2) + (n° de células classe 3 x 3) + (n° de células classe 4 x 4)
Também foi calculada a Porcentagem de Classes de Dano (PCD) e Frequéncia
de Danos. A PCD foi computada como a porcentagem de ocorréncia de cada classe no

total de cometas contabilizados:

PCD = (n° de determinada classe.100) / n° total de cometas)

A Frequéncia de Danos foi calculada como a porcentagem de todos os cometas

de classe 1 a 4, em relacdo ao total de cometas contados.

Frequéncia de Danos = [(n°total — n?classe 0).100] / n° total

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para os testes de protecdo génica frente a exposicao ao radical AAPH [2,2'-azobis
(2-amidinopropano) dihidrocloreto] foram utilizados os extratos etandlicos do fruto verde
e maduro da A. elliptica nas concentragdes de 2000 ug/ml, 1000 ug/mL, 500 ug/mL, 250
ug/mL, e 50 ug/mL. O plasmideo utilizado como modelo foi o pBSK Il (400ng/reacéo).
Como controles foram utilizados o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) um composto antioxidante lipossoliivel com estrutura semelhante ao o-
tocoferol (forma ativa da Vitamina E), 17 18 o0 tampéo fosfato (PBS) e o0 agente estressor
AAPH [(40 mM]. Apos o periodo de incubacédo as reacdes com DNA plasmidial foram
interrompidas pela adigéo de tampao de corrida (EDTA 0,25 M, glicerol 50 % e azul de
bromofenol 0,01 % - pH 8,0). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1 %) contendo brometo de etideo (0,3 pg mLY) por 1 h a 90 V em tampao TBE
(Tris 44,5 mM, acido bérico 44,5 mM, EDTA 1 mM - pH 8,0).*°
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O AAPH por ser soltvel em agua e sua taxa de geragdo de radicais livres ser
facilmente controlada e medida, tem sido amplamente utilizado como um iniciador de
radicais livres para estudos bioldgicos. A presenca desses compostos oxidantes é capaz
de provocar rupturas do DNA e modificar a estrutura do plasmideo pBSK 11 da forma de
superenovelado para uma estrutura circular ou linear, dependendo das quebras ocorridas
em fita simples ou dupla do DNA.1" Assim, este ensaio permite a avaliacio da atividade
antioxidante do composto em estudo e possivel efeito protetor desses extratos frente a
possiveis danos causados em DNA de plasmideo PBSK Il pela exposi¢do ao radical
AAPH.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados com médias e desvios padrdo e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), unicaudal, sendo que as diferencas significativas entre as
amostras foram determinadas pelo teste de Tukey-Kramer. A analise estatistica foi
realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism versao 5.0, considerando diferencas

significativas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS
3.1 AVALIACAO DO EFEITO GENOTOXICO

Frequentemente, os organismos vivos sdao expostos a substancias mutagénicas, as
quais podem causar danos celulares e afetar processos vitais, como a duplicacdo e a
transcrigdo génica, causando alteracdes cromossdmicas, e podendo desencadear
processos carcinogénicos e morte celular, por esses danos ocasionados ao material
genético, essas substincias sio conhecidas como genotdxicas.?’ Investigacdes dos tipos
de danos que sao causados ao DNA e dos processos de reparo que ocorrem, tém fornecido
informagdes valiosas sobre os processos de envelhecimento, genética humana e cancer e
ainda, fornece informagdes sobre a possivel toxicidade de compostos.!'°

Os dados deste estudo (Figura 1) revelaram que em nenhuma das diferentes
concentragdes (2000 pg mL, 1000 pug mL, 500 pg mL, 250 pg mL, 50 pg mL) do extrato
etanodlico do fruto maduro da 4. elliptica resultaram em aumento significativo de danos
ao DNA de leucécitos humanos em relacdo ao grupo controle negativo (PBS)
independentemente do tempo de exposicao.
O controle negativo (PBS) e demais concentracBes dos extratos do fruto maduro
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,001) quando comparado com o controle
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positivo (MMS), sugerindo que 0s extratos apresentaram agéo protetora contra o dano do
DNA.

Figura 1. Escores de dano do extrato etandlico do fruto maduro da 4. elfipticalexpostos a diferentes tempos &

concentragies.
A B
1 hora 6 horas
150+ - 200+
z S
=1 [=]
=] 150 LS
= 100+ 2
g g
k- § 100
| 504 =
g g 50+
L4}
: &
w
PSS MME 20 750 500 1000 000 PBS MMS 50 250 500 1000 2000
A, eliiptica (pgimlL) A elliptica | jpgimL)
c 12 horas D 24 horas
2504 250 = o
< <
= ey =
= 200 S 200+
g ]
£ 150 150+
g g
1004 = J
3 g 100
g &
g 80 E 504
& &
o - T v v 0 ; : : : :
FBS MMS S50 250 500 1000 2000 PBE MMS 50 250 500 4000 2000

A. elliptica {jpg/mL) A, efliptica (pgimL)

=== Sipnificincia apos analizes de vardncia (ANOVA) sezuida de teste de Tukey (p <0,03).

Embora ndo tenha apresentado diferencas estatisticas nos distintos tempos de
exposicdo e concentracdes, observa-se que todas as concentra¢fes do tempo de 24 horas
apresentaram indices de dano superiores ao PBS, porém nos tempos de 6 e 12 horas, 0s
maiores indices de dano observados corresponderam as concentra¢es de 1000 ug/mL e
2000 ug/mL quando comparados ao controle negativo.

Os resultados do extrato etandlico do fruto verde da Ardisia elliptica (Figura 2)
apresentaram-se semelhantes ao extrato do fruto maduro. As células expostas ao extrato
etandlico do fruto verde em diferentes concentragdes (2000 ug/mL, 1000 ug/mL, 500
ug/mL, 250 ug/mL, 50 ug/mL) e tempos de exposi¢do (1 h, 6 h, 12 h, 24 h) ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas, quando comparados ao controle
negativo (PBS). Quando comparadas com controle positivo (MMS) foram observadas
diferencas estatisticas significativas (p<0,001), entre o controle negativo (PBS) e todas as

concentracgdes e tempos diferentes do extrato do fruto verde
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Figura 2. Ezcores de dano do exirato etandlico do fruto verde da A, elliptica expostos a diferentes tempos

& concentragdes.
A 1 hora B 6 horas
- 200+
15D LI R {
2 =z
F3 =]
; & 150 e
1004 ]
: :
- 'E 1”'
% 50- 2
: =
o
Iri L
= T T T T T - T T T T T
FBS MMs 50 250 500 4000 ZODO FES MWS 50 250 500 400D 2000
. ellipti i
A. elliptica (pgimL) A eliiptica (g}
c 12 horas D 24 horas
250+
250 «
g - E 200
= 200+ o
1 ]
g 1501 g 1501
] |
; 100 5 1004
S
E 504
E 50 8
w w |
"PBS MMS 50 250 500 1000 2000 FBS MMS 50 250 500 1000 2000
A, elliptica (pg/mL) A. eltiptica (pg/mL)

%% Significancia apds andlizes de varidncia (ANOWVA) seguida de teste de Tukey (p <0,03).

Assim, pode-se sugerir que 0 dano presente nestas amostras, bem como no PBS,
estdo relacionados a fatores externos e ndo ao composto testado. Diferente do extrato
maduro, somente as concentra¢es de 1000 ug/mL e 2000 ug/mL no tempo de 24 horas
do extrato verde da A. elliptica apresentaram indices de dano superiores quando
comparadas com as outras concentracfes e ao PBS. Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentadas
as porcentagens de classes de dano do extrato etanélico do fruto maduro e verde da A.

elliptica nas diferentes concentragdes e tempos de exposicao.
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Figura 3. Porcentagem de classe de danos representada pelo mimero de eventos (%) do extrato etanclico
do fruto maduro da :"._ra"mq'r glifntica em diferentes concentrages e tempos de exposicdo.
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Os resultados demonstram que no extrato etandlico do fruto maduro ocorreu
predominio da classe 0, independentemente de concentracdo e tempo de exposi¢do, ndo
havendo, portanto, na grande maioria, presenca de cauda nos nucledides. Entretanto,
observou-se que na concentracdo de 2000 ug/mL de todos os tempos houve pequeno
nimero de cometas da classe 1 em relacdo as demais nas concentracdes, assemelhando-
se ao PBS, e se diferenciando do MMS, o que reforga a baixa toxicidade deste extrato.

No extrato do fruto verde (Figura 4), observa-se que nao houve diferencga
significativa (p> 0,05) na classe de cometas, prevalecendo também a classe O,
independente do tempo de exposicdo e concentracdo. Percebe-se ainda semelhanca aos
resultados encontrados no extrato do fruto maduro, onde a concentragéo de 2000 ug mL
em todos os tempos de exposicao, apresentaram pequena proporcao de cometas da classe
1, quando comparado as demais concentracdes, mantendo-se semelhantes ao controle
negativo (PBS), e estatisticamente distintos do MMS (p<0,001).
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Figura 4. Porcentagem de classe de danos representada pelo mimero de eventos (%) do extrato etandlico
do fruto verde da Ardisia ellipfica em diferentes concentragGes e tempos de exposigdo.
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Ao analisar 0os nimeros de eventos em cada concentracao e diferentes tempos de
exposicdo, no extrato etanodlico do fruto maduro e fruto verde da A. elliptica, verificou-
se o predominio de células da classe 0, sugerindo que este extrato tem baixa toxicidade
ao DNA de leucdcitos humanos nas concentragdes superiores.

A anélise de frequéncia de dano é um parametro importante de avaliacdo, pois
permite conhecer o percentual de cometas danificados em relacdo ao total de cometas. As
Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados quanto a avaliagdo deste parametro.

Apesar do aumento da frequéncia de danos nas diferentes concentragdes e tempos
de exposi¢do do fruto maduro, ndo se constatou diferencas significativas (p>0,05) nos
tempos de 6 h, 12 h e 24 h quando comparado com o controle negativo (PBS). Porém, no
tempo de exposicdo de 1 hora as concentragdes de 500 ug/mL, 250 ug mL e 50 ug/mL
foram estatisticamente diferentes (p<0,1) do controle negativo, o que confirma a baixa
toxicidade deste composto, por apresentar percentuais de dano inferior ao controle

negativo.
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Tabela 1. Frequéncia de danos do fruto maduro da Ardisia elliptica em diferentes concentragdes e tempos

de exposicao.

Exposicdo Percentual dano (%)

(h) PBS MMS 50ug 250ug 500ug 1000ug  2000ug
1 112 80°¢ 2P 2b 1° gab 142
6 42 80° 42 g2 72 82 102
12 9? 83° 102 142 182 218 232
24 142 91° 162 162 172 192 212

Letras diferentes na linha indicam diferencas estatisticas entre as concentracfes estudadas.

A concentracdo de 2000 ug/mL apresentou diferencas estatisticas (p<0,01) em
relacdo as concentracdes (500 ug/mL, 250 ug/mL e 50 ug/mL) quando comparadas com
o controle negativo. Evidencia-se que a medida que o tempo de exposi¢cdo aumenta
também h& um aumento das frequéncias de danos em todas as concentra¢cdes quando
comparadas com o controle negativo (PBS). Todas as concentracdes e tempos de
exposicdo foram significativamente diferentes (p<0,001) quando comparados ao controle
positivo (MMS).

Tabela 2. Frequéncia de danos do fruto verde da Ardisia elliptica em diferentes concentracdes e tempos
de exposicéo.

Exposigdo Percentual dano (%)

(h) PBS MMS 50ug 250ug 500ug 1000ug  2000ug
1 102 80° 62 102 122 152 162

6 122 80° 142 162 152 152 202

12 142 83° 1324 17acd 21 acd 19%¢ 202¢

24 112 91° 112 152 172 172 182

Letras diferentes na linha indicam diferencas estatisticas entre as concentracfes estudadas.

Diferente dos resultados encontrados no extrato fruto maduro da A. elliptica, o
extrato do fruto verde apresentou diferengas estatisticas (p<0,01) entre as concentragdes
de 1000 ug/mL e 2000 pg/mL quando comparadas com a concentracdo de 50 pg/mL.

Porém, independentemente do tempo, todas as concentracbes apresentaram
diferencga estatisticas quando comparado com o controle positivo (MMS) (p<0,0001).

Observa-se resultados semelhantes quando comparado com o fruto maduro, pois
independente do tempo h& um aumento no percentual de dano, conforme aumento da
concentracdo do extrato (dose dependente), 0 que pode estar relacionado a compostos que
em concentragdes mais altas tem certa toxicidade, ainda que considerada muito baixa em

todas as concentragdes.

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 2, n. 6, p.5761-5778 nov./dec. 2019. ISSN 2595-6825



JRvazilian Journal of health Deview

3.2 AVALIAC}AO ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para verificar se 0 extrato possui atividade antioxidante foi induzida a quebra das
fitas do DNA com o agente estressor gerador de radicais AAPH, composto soltvel em
agua, e utilizado em estudos de EROs, devido a sua capacidade oxidante. A conversdo da
forma superenovelada do plasmideo para as formas circular ou linear tem sido utilizada
como um indice de danos no DNA. A formacéo da forma circular do DNA € indicativo
de quebras de cadeia simples e a formacao de um forma linear do DNA é indicativo de
quebras de cadeia dupla.?

De acordo com a Figura 5 e 6, a banda inferior de cada linha representa a presenca
do DNA superenovelado e a banda superior representa 0 DNA plasmidial em formato

circular, indicando quebra da fita de DNA plasmidial.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose de pBSK II (4ng/ml) apos tratamento com extrato etandlico do
fruto maduro da A. elfiptica.

3; 2 kS 4 2 § I g

Circular
Superenovelado

Banda 1 - PBS; Banda 2 — AAPH (50 mM) ; Banda 3 - AAP (50 mM) + Trolox (60 mM); Fruto
maduro: Banda 4- 2000 uyg/mL; Banda 5 — 1000 ug/mL; Banda 6 — 500 pg/mL; Banda 7 - 230
ug/mL; Banda 8 — 50 pgmL.

As concentracgdes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL do extrato etandlico do
fruto maduro da A. elliptica apresentaram capacidade protetora ao DNA, semelhante ao
controle Trolox® (controle positivo). As concentracdes de 2000 pg/mL e 50 pg/mL
apresentaram diminuicdo da capacidade protetora ao DNA, com mais expressdo de DNA
plasmidial em formato circular (quebra de uma fita do DNA), do que superenovelado
quando comparado com o controle positivo (AAPH). A concentragdo superior parece
apresentar toxicidade, podendo ter contribuido para a resposta menor de protecdo, por
outro lado, comparando com as demais concentragdes, a concentracdo de 50 ug/mL, por
possuir menor concentracdo de composto, apresentou menor capacidade protetora frente
ao estressor. N&o foram observadas as formas lineares do plasmideo.

O extrato etandlico do fruto verde da A. elliptica (Figura 6) apresentou resultados
diferentes quanto a prote¢do do DNA plasmidial quando comparado ao extrato do fruto
maduro, apenas a concentracdo de 1000 pg/mL revelou protecdo génica comparando com
o trolox (banda 3), pois resultou em forte inibicdo da conversdo do DNA superenovelado
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para a forma circular ou linear. J& as concentraces de 500 pg/mL, 250 pg/mL e 50 pg

mL apresentaram menor protecéo frente ao estressor.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose de pBSK II (4ng/ml) apds tratamento com extrato
etanolico do fruto verde da 4. elliptica.

1 2 3 4 X S L 8

Circular

Superenovelado

Banda 1 - PBS; Banda 2 — AAPH (50 mM); Banda 3 — AAP (50 mM) + Trolox (60 mM);
Fruto verde: Banda 4- 2000 ug ml; Banda 5 - 1000 ug mL; Banda 6 — 500 ug mL; Banda 7
—250 pgmL; Banda 8 - 50 pgmL.

A concentracdo de 2000 pg/mL parece ser toxica ao DNA, pois este se apresenta
na forma circular tendendo a forma linear, o que pode confirmar toxicidade nesta
concentracdo. De acordo com o gel de eletroforese em cada faixa, a banda inferior é
devido a presenca do DNA supercoidal e a banda superior ao DNA circular. N&o foi
observada a banda linear (quebra da dupla fita de DNA) em nenhum dos experimentos

(maduro e verde).

4 DISCUSSAO

O ensaio cometa ou eletroforese em gel de célula Gnica (SCGE) é uma técnica
eficiente e amplamente utilizada para quantificar e analisar lesdes no DNA, detectando
efeitos do reparo em células individualizadas de mamiferos.?? Varias pesquisas
demonstram que este modelo possui capacidade de prever agentes mutagénicos e
carcinogénicos que afetam as células vivas, confirmando papel positivo na detectacédo de
genotoxicidade para avaliacdo de risco.?® 2425 Estudos realizados por Matsumoto et al.,
e Ventura et al.,>” mostraram sensibilidade do ensaio cometa na deteccdo de danos em
células simples, o que confirma a eficiéncia deste teste em avaliagdes de genotoxicidade
e antigenotoxicidade de varios agentes.

No presente estudo, 0 ensaio cometa revelou que 0s danos ao DNA causados pelas
diferentes concentracdes dos extratos etandlicos do fruto maduro e verde ndo variaram
entre si. O efeito genotoxico do extrato do fruto maduro no sangue periférico nas
concentragdes 500 ug/mL, 250 ug/mL e 50 ug/mL nos tempos de 6, 12 e 24 horas foram
menores que o causado pelo controle negativo (PBS). Por outro lado, no fruto verde
apenas nas concentragdes de 250 ug/mL e 50ug/mL observou-se efeito genotoxico menor
que o controle, nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Independente do extrato, os resultados
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sugerem importante efeito antigenotoxico desta planta em respostas a diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo. Resultados similares foram encontrados por
Mendonca et al.,?® que encontraram efeito genotdxico menor da planta em estudo quando
comparado com o controle negativo, que muitas vezes foi superior aos extratos estudados.
A efetividade da aplicacdo da técnica do ensaio cometa para verificacdo de
genotoxicidade pode ser confirmada em inimeros estudos, como Sulczewski et al.,?® que
encontraram toxicidade nas concentracgdes 300 e 500 pg/mL do extrato aquoso de
Adiantum lorentzii (Pteridaceae) em linfocitos humanos; Papke et al.,*® investigaram as
atividades genotdxicas e antigenotoxicas do extrato etanodlico dos frutos de Morinda
citrifolia, in vivo, utilizando o teste cometa em sangue periférico, e constataram efeito
protetor contra danos oxidativos através do teste cometa ex vivo; Maistro et al.,*
demonstraram por meio de ensaio cometa que o0 extrato etandlico da Casearia sylvestris
nas concentragdes de 2000 pg/mL, 1000 pg/mL e 500 pg/mL nédo apresentaram potencial
genotdxico. Por fim, corroborando com a autenticidade do método, Santin et al.,* ao
avaliarem a genotoxicidade do extrato etandlico das folhas de Piper aduncum em células
de medula 6ssea de ratos constataram baixa toxicidade do extrato.

Considerando que nos ultimos anos, as plantas tém atraido grande interesse
cientifico por se tratar de uma alterrnativa na medicina complementar e na producédo de
farmacos e fitoterapicos,®® as espécies vegetais tém sido amplamente investigadas pelo
seu potencial antioxidante.3* Assim, pode-se inferir que os estudos toxicoldgicos in vitro
além de diminuir custos, obtém respostas rapidas, permite reduzir erros, limita o0 niamero
de variaveis experimentais e otimiza os ensaios pré-clinicos.>® *¢ Deste modo, este teste
apresenta metodologia positiva sobre os testes bioquimicos e cito-genéticos, podendo
utilizar pequeno nimero de células que no necessariamente estejam em diviso.%’

Os polifenois tém sido bem estudados como excelentes antioxidantes e bons
neutralizadores de radicais livres. Estes compostos poderiam interagir diretamente com
os radicais do DNA e repara-lo pelo mecanismo de transferéncia de elétrons.® Conforme
pesquisas, é possivel confirmar a atividade antioxidante do género Ardisia em relacdo a
processos inflamatdrios;**2 em lipoproteinas de baixa densidade;*® na propriedade
anticoagulante;** em adenocarcinoma de mama humano;*® e na inibicdo atividade
bacteriana. ¢4’

Assim, os resultados revelaram que esta planta apresenta baixo efeito genotoxico
e, nas concentracdes entre 1000 ug/mL e 500 ug/mL podem atuar como agente
antioxidante, reduzindo os danos ao DNA. A oxidacdo causada por alguns agentes
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estressores presentes no ambiente sdo capazes de provocar diversas patologias, entre elas
0 cancer, visto que a maior causa de danos nas celulas € a reducéo de elétrons que, em
excesso, causam efeitos deletérios ao DNA. A descoberta dos efeitos maléficos das
espécies reativas de oxigénio (EROS) impulsionou a descoberta de substancias capazes
de minimizar esses efeitos em células vivas.*® Portanto, é indiscutivel a busca de novos
compostos que possam atuar como agentes antioxidantes neste processo celular continuo.

Com isso, 0 ensaio cometa realizado com os extratos etandlicos do fruto verde e
maduro da A. ellipitca demonstraram baixo potencial genotoxico, devido aos baixos
indices de Dano (ID) e de Frequéncia de Dano (FD), quando comparado ao seu controle
positivo; bem como seu potencial antioxidante, o que permite estender sua aplicacdo em
outras pesquisas que possam confirmar e ampliar a utilizacdo desta planta como um
alimento ou fitoterapico na prevencdo e/ou tratamento de doencas crénicas ndo

transmissiveis.

5 CONSIDERACOES FINAIS

E indiscutivel a importancia da avaliacio da toxicidade dos compostos presentes
nas plantas, visando reduzir os possiveis efeitos toxicos, principalmente quando utilizadas
por periodos prolongados. Os extratos etanélicos dos frutos verde e maduro da A. elliptica
apresentaram baixo potencial genotdxico e resultados promissores em relacdo a sua
protecdo quando comparados a um antioxidante sintético. Levando em consideracdo a
falta de pesquisas sobre o potencial genotoxico in vivo desta planta, torna-se indispensavel
mais estudos para complementar a avaliacdo de seguranca, a fim de conhecer melhor seus

potenciais farmacoldgicos antes de ser considerada uma planta de aplicagdo terapéutica.
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