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Avaliacdo da toxicidade aguda, potencial genotdxico, mutagénico e

antimutagénico do extrato dos frutos da Elaeocarpus serratus

RESUMO

O uso de plantas medicinais tem sido incentivado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
porém, o conhecimento popular ndo é suficiente para validar a seguranga de consumo de uma
planta. Os estudos de toxicidade e genotoxicidade sdo necessarios para avaliar 0s possiveis
efeitos adversos, garantindo a seguranca para 0 uso da planta medicinal. A Elaeocarpus
serratus (azeitona do Ceildo), é uma espécie comum oriunda da india, e seus frutos possuem
grande quantidade de minerais, fibras e compostos bioativos com diversas aplicabilidades.
Apesar das propriedades do fruto, ndo existem registros no Brasil de estudos que validem seu
uso seguro. O objetivo da pesquisa foi avaliar a toxicidade aguda, potencial genotoxico,
mutagénico e antimutagénico do extrato dos frutos de Elaeocarpus serratus. Para o teste de
toxicidade aguda, dez ratas Wistar (n=5) foram tratadas via oral com dose Unica de 2000 mg/kg
de peso do extrato aquoso, sendo observadas e avaliadas de acordo com o screening hipocréatico
durante 14 dias. No 15° dia os animais foram submetidos a eutanasia e realizada coleta dos
Orgdos vitais para analise macroscépica. Para 0s ensaios de genotoxicidade, onde 60 ratos de
ambos 0s sexos (n= 10; cinco de cada sexo) foram tratados com as doses de 125, 250, 500 e
1000 mg/kg do extrato. O potencial genotoxico foi avaliado de acordo com o teste de
micronucleo e o ensaio de cometa. Para 0s ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade foi
aplicado o teste de deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) nas asas de
Drosophila melanogaster, utilizando os cruzamentos padréo (ST) e alta bioativacdo (HB) e 0
extrato foi avaliado nas doses de 1,25, 2,5 e 5 mg/mL. As mesmas doses foram associadas a
doxorrubicina (0,125 mg/mL) para o ensaio de antimutagenicidade. Analise estatistica feita
através dos testes ANOVA, Tukey com p<0,05 e Frei e Wrigler para o ensaio SMART. O
extrato dos frutos da Elaeocarpus serratus nao € toxico na dose de 2000 mg/kg e ndo apresenta

efeitos genotdxicos e mostra potencial antimutagénico quando associado a doxorrubicina.

Palavras-chave: Micronucleo, ensaio cometa, Drosophila melanogaster, azeitona do Ceilao.



Evaluation of acute toxicity, genotoxic, mutagenic and antimutagenic

potential of Elaeocarpus serratus fruit extract

ABSTRACT

The use of medicinal plants has been encouraged by the World Health Organization (WHO),
but popular knowledge is not sufficient to validate the safety of consumption of a plant. Toxicity
and genotoxicity studies are necessary to evaluate possible adverse effects, ensuring safety for
the use of the medicinal plant. Elaeocarpus serratus (Ceylon olive), is a common species from
India, and its fruits have large quantities of minerals, fibers and bioactive compounds with
various applications. Despite the properties of the fruit, there are no records in Brazil of studies
validating its safe use. The aim of the research was to evaluate the acute toxicity, genotoxic,
mutagenic and antimutagenic potential of the extract of Elaeocarpus serratus fruits. For the
acute toxicity test, ten Wistar rats (n=5) were treated orally with a single dose of 2000mg/kg
weight of the aqueous extract, being observed and evaluated according to hypocratic screening
for 14 days. On the 15th day the animals were submitted to euthanasia and vital organs were
collected for macroscopic analysis. For the genotoxicity tests 60 rats of both sexes (n=10; five
of each sex) were treated with doses of 125, 250, 500 and 1000mg/kg of the extract. The
genotoxic potential was evaluated according to the micronucleus test and the comet assay. For
the mutagenicity and antimutagenicity assays, the somatic mutation and recombination
detection test (SMART) was applied on Drosophila melanogaster wings, using standard
crossings (ST) and high bioactivation (HB) and the extract was evaluated at doses of 1.25, 2.5
and 5mg/mL. The same doses were associated with doxorubicin (0.125mg/mL) for the
antimutagenicity test. Statistical analysis was performed using ANOVA, Tukey with p<0.05
and Frei and Wrigler for the SMART test. Elaeocarpus serratus fruit extract is non-toxic at
2000mg/kg dose and does not present genotoxic effects and shows antimutagenic potential

when associated with doxorubicin.

Keywords: Micronucleus, comet assay, Drosophila melanogaster, Ceylon olive.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos até os dias atuais, 0 emprego de plantas medicinais
representa por vezes o Unico recurso terapéutico de diversos grupos étnicos e comunidades, ja
que sumariza conhecimentos, praticas e habilidades no diagnostico, tratamento e prevencéo de
doencas, preservando a singularidade cultural de cada povo (MACIEL et al., 2002; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2000).

O uso de plantas medicinais ainda prevalece principalmente nos paises em
desenvolvimento, o que impulsiona a investigacdo de suas caracteristicas e propriedades
terapéuticas para a confec¢do e aprimoramento de fitoterapicos, que podem ser apresentados
em forma de xaropes e extratos (SILVEIRA, BANDEIRA, ARRAIS, 2008).

Extratos provenientes de plantas medicinais vém sendo utilizados como medicamentos
fitoterapicos em substituicdo aos medicamentos alopaticos, devido a sua gama de
aplicabilidades terapéuticas e facil acesso pela populacdo. Desta forma, tornando-se relevante
o0 estudo da composicdo destas, seus efeitos farmacoldgicos e possiveis efeitos toxicos (AL-
OKBI, 2014; KLEIN, 2009).

A Elaeocarpus serratus, conhecida como azeitona do Ceil&o, é uma arvore de médio
porte, folhas simples e frutos considerados drupas, amplamente distribuida desde a Africa
Oriental até o Brasil (PEIRIS, 2007). Na medicina popular, a decoc¢édo da casca é utilizada na
cura de hemorragias, as folhas séo usadas no tratamento de reumatismo (PULLAIAH, 2006).
Os frutos sdo usados popularmente para o tratamento de diarreias e disenteria e 0 suco dos
frutos séo oferecidos a pacientes hospitalizados para aumento de apetite, ao permitir a secrecdo
das papilas gustativas (GEETHA, JAYASHREE, RAJESWARI, 2015). Os frutos possuem
compostos bioativos com propriedades antioxidantes e o extrato etandlico dos frutos
demonstrou atividade antimicrobiana e antidiabética (MACHAMMA, 2015).

Apesar das propriedades que os frutos de Elaeocarpus serratus apresentam, no Brasil
carecem estudos a respeito do fruto, tanto de toxicologia clinica quanto de genética
toxicoldgica, que possam validar o uso seguro deste. O objetivo da pesquisa foi avaliar a
toxicidade aguda, potencial genotdxico, mutagénico e antimutagénico do extrato aquoso dos

frutos de Elaeocarpus serratus.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Plantas Medicinais

Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2016), planta medicinal
é qualquer espécie de origem vegetal, seja esta cultivada ou ndo, que é utilizada para fins
terapéuticos, de onde podem surgir drogas vegetais, mais conhecidas como fitoterapicos
(BRASIL, 2016).

Os fitoterapicos podem ser definidos como sendo medicamentos que sdo obtidos
exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais, a partir do conhecimento da eficécia e riscos
de sua utilizacéo, qualidade e reprodutibilidade destes que sdo confirmados por meio de estudos
etnofarmacoldgicos, ensaios clinicos ou estudos tecnocientificos (CARNEIRO et al., 2014).

Para a confeccdo dos fitoterapicos, existem fatores a serem estudados e considerados na
selecdo da planta, que séo: escolha da planta, escolha embasada nas informacdes provenientes
da populacdo e o uso desta, além de estudos farmacoldgicos e de toxicidade a partir da planta

em pd, em tinturas, em 6leos ou extratos (BRASIL, 2013).
2.2. Género Elaeocarpus

O género Elaeocarpus pertence a familia Elaeocarpaceae, que abrange 10 géneros e
400 espécies de arvores tropicais, onde o género Elaeocarpus deriva da palavra grega “elaia”
que significa oliva e “karpos” que significa fruto (PEIRIS, 2007; MEIJER, 1995). A
identificacdo das espécies de Elaeocarpus foi realizada por vérios pesquisadores por
Ramamoorthy (1976), Saldanha (1984), Murti (1993) e Meijer (1995) (ZMARZTY, 2001).

Em algumas espécies do género Elaeocarpus, identificou-se a presenca de alcaloides,
flavonoides, taninos e é&cidos graxos, além de apresentarem potencial antiasmatico,
antidepressivo, anti-inflamatorio (Elaeocarpus sphaericus), ansiolitico (Elaeocarpus ganitrus),
antidiabético (Elaeocarpus ganitrus e Elaeocarpus grandiflorus), anti-hipertensivo
(Elaeocarpus ganitrus Roxb.), antimicrobiana e antirreumatica (Elaeocarpus serratus)
(DADICH et al., 2013).

2.2.1. Espécie Elaeocarpus serratus



A Elaeocarpus serratus L. foi descrita pela primeira vez em 1753 por Linnaeus, e que
de acordo com a Ultima revisdo a respeito do género, uma nova variedade de Elaeocarpus

serratus foi identificada, a Elaeocarpus serratus L. var. weibelii Zmarzty (ZMARZTY, 2001).
2.2.2. Caracteristicas Taxonémicas e Botanicas

Em relacdo as suas caracteristicas taxonémicas, a Elaeocarpus serratus pode ser

definida da seguinte forma:

Tabela 1 — Nomenclatura Botanica da E. serratus

Reino Plantae

Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Dillenidae
Ordem Malvales

Familia Elaeocarpaceae
Subfamilia Elaeocarpaoideae
Tribo Elaeocarpaeae
Subtribo Elaeocarpainae
Género Elaeocarpus
Espécie Elaeocarpus serratus L.

(Adaptado de PEIRIS, 2007)

A Elaeocarpus serratus L. caracteriza-se como uma arvore de médio a grande porte,
chegando a medir 10 a 20 metros de altura, com um tronco com 30 centimetros de didmetro
(Figura 1). As folhas medem de 5 a 10 centimetros de comprimento, com um formato
largamente eliptico ou obliquo, de coloracdo verde-oliva que pode se tornar vermelha antes da
senescéncia. As flores sdo brancas e pequenas, agrupadas em axilares (Figura 2) (PEIRIS, 2007;
ZMARZTY, 2001). Os frutos sdo comestiveis, de formato elipsoide ou ovoide, medindo entre
2,1 a 3,9 centimetros, com base cuneada a redonda, apresentando casca de cor esverdeada em
drupas oblongas, mesocarpo (polpa) seco com 0,5 a 5 milimetros de espessura de cor verde-
claro verde-escuro, apresentando logo apds 0 mesocarpo uma semente seca (Figura 3) (Figura
4) (ZMARZTY, 2001).



Figura 1 — Vista geral da Elaeocarpus serratus.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2019)

Figura 2 — Ramos de Elaeocarpus serratus com folhas, flores e frutos e flores desabrochadas.

(Fonte: PEIRIS, 2007)



Figura 3 — Frutos da E. serratus.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2019)

Figura 4 — Semente de E. serratus.

(Fonte: Arquivo pessoal, 2019)



2.2.3. Nome popular e distribui¢do geografica

O fruto da Elaeocarpus serratus é popularmente conhecido no Sri Lanka como “veralu”,
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na India como “rudraksh”, “chiribilva”, “jalpai”, “ulangkarei”, “perinkara”, “avil”, “valiya-
~ 9

kara” e “jolopari”, e no Brasil ¢ conhecida como “Azeitona do Ceilao” (BARUAH et al., 2019;
DE, PARIKH, 1985).

E encontrada por quase todo territorio de florestas da india. No Sri Lanka, pode ser
encontrada em florestas de baixa altitude nas zonas intermediarias umidas, e é cultivada de
forma ornamental ou como planta medicinal na Austrélia, China, Gana, Indonésia, Malésia,
Bangladesh, Taiwan, Tailandia e Brasil (PEIRIS, 2007; MOHANAN, SABU, 2002). Apesar de
ser conhecida no Brasil, ainda ndo ha estudos que descrevam com clareza a introducédo e

distribuicdo da espécie no territorio nacional (DE LIMA et al., 2019).
2.2.4. Usos da espécie

Os frutos da E. serratus, quando maduros sdo macios, de sabor adocicado a levemente
azedo. No comércio popular, os frutos sdo vendidos como petiscos, e algumas empresas estao

fabricando conservas de E. serratus em substitui¢do a tradicional azeitona (PEIRIS, 2007).

De acordo com Ghani (1998) e Peiris (2007), na medicina popular a E. serratus é
manipulada como diurético e estimulante cardiovascular. A decoc¢do da casca é dada para a
cura de hemorragias, biliosidade e ulceras, suas folhas sdo usadas no tratamento do reumatismo
e como antidoto para envenenamentos (DADICH et al. 2013 apud PULLAIAH, 2006). Os
frutos geralmente sdo empregados no tratamento da disenteria e diarreia, sendo ofertado a
pacientes para estimular a secrecdo das papilas gustativas, consequentemente aumentando o
apetite destes (GEETHA, JAYASHREE, RAJESWARI, 2015).

2.2.5. Composigéo nutricional

Peiris (2007) demonstrou, com base em estudos anteriores, a composi¢ao nutricional da
polpa dos frutos da E. serratus, que apresentou quantidades consideraveis de proteinas, ferro e

vitamina C.



Tabela 2 — Composic¢éo nutricional da polpa de E. serratus

Constituinte Quantidade (a cada
] 100g)

Agua (9) 63

Energia (kcal) 140
Proteinas (g) 1,4
Carboidratos (g) 19-35

Célcio (mg) 11

Fésforo (mg) 21

Ferro (mg) 2,1
Vitamina C (mg) 252

(Fonte: PEIRIS, 2007)

Estudos mais recentes, a exemplo de Lima e colaboradores (2019), apresentou na polpa
do fruto de E. serratus um baixo pH (2,84), alto valor de atividade de &gua (0,98 aw), baixo teor
de lipideos (1,10 g a cada 100 g) quando comparada com outros frutos similares, e alto teor de
fibras (17,50 g a cada 100 g),indicando que o fruto € uma 6tima fonte de fibras, suprindo cerca

de 70% das necessidades de fibras de um adulto saudavel.
2.2.6. Composicdo Quimica

Estudos com as folhas da E. serratus evidenciaram a presenca de esteroides, alcaloides,
taninos, flavonoides, saponinas e carboidratos (BISWAS et al., 2012; SHARKER, SHAHID,
2010). Pela técnica de cromatografia gasosa com espectrometro de massa (GC-MS), os
seguintes compostos foram identificados nas folhas da E. serratus: ésteres lipidicos, alcoois,
hidrocarbonos, aldeidos, alcenos, acidos graxos e amido (GEETHA, JAYASHREE,
RAJESWARI, 2013).

Os principais achados a respeito da composi¢ao quimica da polpa do fruto da E. serratus
relatam a presencga de hidrocarbonos alifaticos saturados, alcoois saturados, taninos, alcaloides,
saponinas, flavonoides, carotenoides, acido ascorbico (vitamina C), triterpenos (o-amirina, f3-
amirina, acetato f-mirina), quercetina e campferol, caracterizando-a como uma importante
fonte de compostos antioxidantes (LIMA et al., 2019; GEETHA, JAYASHREE, RAJESWARI,
2016; GEETHA, JAYASHREE, RAJESWARI, 2015).

2.3. Compostos Antioxidantes



Para manter a homeostase 0 organismo necessita realizar processos oxidativos para que
as células sobrevivam, gerando espécies reativas de oxigénio, que podem ser radicais livres
oxigenados ou nitrogenados. Os radicais livres estdo presentes em processos regulatorios do
metabolismo aerdbico, mas, quando em excesso afetam as principais biomoléculas da célula ao
oxidar lipidios de membrana, proteinas celulares, carboidratos, enzimas e até o proprio DNA
(PISOSCHI et al., 2016).

Dentre os mecanismos celulares contra os radicais livres destacam-se os antioxidantes
naturais, que podem ser exdgenos ou enddgenos. Os exdgenos provem da dieta, que consistem
em: carotenoides, tocoferdis, flavonoides, acido ascorbico (vitamina C) e taninos (PISOSCHI
etal., 2016).

A funcdo antioxidante dos flavonoides se da pela combinacdo de suas propriedades
quelantes e sequestradoras de radicais livres, interferindo na geracéo e na formacéo do radical
livre em si (TRUERA, SANCHEZ, 2001). O campferol, pertencente a classe de flavonoides,
diminui a producao de radicais livres no organismo, mas por possuir baixa biodisponibilidade,
necessita ligar-se a quercetina para aumentar sua eficacia (IMRAN et al., 2019). A guercetina,
também pertencente a classe dos flavonoides, influi na inibicdo da peroxidacdo lipidica ao
induzir apoptose em pré-adipdcitos ao diminuir o potencial de membrana das mitocondrias
(HUANG et al., 2017; PARK, KIM, 2011).

Os carotenoides, precursores da vitamina A, sdo antioxidantes lipofilicos que
neutralizam o solvente causador dos danos oxidativos ao estado ndo-excitado, permitindo a
maior eliminacdo de radicais livres (HE et al., 2017). A vitamina C é um antioxidante
hidrossolUvel que podem reativar a vitamina E (tocoferol) de sua forma oxidada, permitindo
inibir indiretamente a peroxidacéo lipidica (LYKKESFELDT, MICHELS, FREI, 2014).

Lima et al. (2019) avaliaram os compostos bioativos presentes na polpa da E. serratus
por espectrofotometria. Quanto ao teor de flavonoides, foi encontrado o valor de 120,49mg de
QE/100g. Quanto aos taninos, o valor encontrado foi expressivo (16142,40mg de CE/100g), o
teor de carotenoides encontrado foi 4,97mg/100g e de vitamina C o valor identificado foi de
5,93mg/100g. Os valores encontrados de quercetina e campferol foram, respectivamente,
12,9mg/g e 13,49/g.



2.4. Estudos Pré-clinicos
2.4.1. Estudos de Toxicidade

Estudos de toxicidade sdo feitos no intuito de avaliar as doses seguras do uso de
determinada planta medicinal, visando garantir o consumo criterioso nas suas diversas formas
de apresentacgédo (WHO, 2000).

A regulamentacéo a respeito dos fitoterapicos no Brasil vem sendo discutida desde
1995, com a publicacdo da Portaria n° 6 da ANVISA que estabelecia prazos para as industrias
farmacéuticas apresentarem dados de eficacia e seguranca dos medicamentos fitoterapicos.
Apos a portaria de 1995, a RDC n° 48 publicada em 16 de marco de 2004 dispde acerca do
registro dos medicamentos fitoterapicos, e finalmente em 2013 a ANVISA publicou o guia para
a realizacdo de teste pré-clinicos para o desenvolvimento de medicamentos (BRASIL, 2018;
2013).

Atualmente, todos os protocolos de andlise toxicologica seguem as diretrizes da
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2008), sendo aplicados no
Brasil em conjunto com o Guia para a Conducdo de Estudos N&o Clinicos de Toxicologia e
Seguranca Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos (BRASIL,
2013), que detalha os protocolos mais utilizados na literatura, que sdo os de toxicidade aguda,

subaguda e os estudos de genotoxicidade.
2.4.1.1. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda € um teste da area de toxicologia clinica que foi introduzido na
década de 1920 por Trevan, com o propdsito de avaliar substancias destinadas ao consumo
humano, como a insulina. Com o passar dos anos, esse teste foi sendo cada vez mais utilizado
na comparacao e classificacdo da toxicidade de substancias, sendo adotado como pré-requisito
por agéncias regulatorias tais como a Food and Drug Administration (FDA) e a OECD
(VALADARES, 2006).

A toxicidade aguda é atualmente regulamentada pela diretriz 425 da OECD, a qual
averigua a toxicidade de determinada substancia atraves da administracdo Gnica ou de multiplas
doses durante um periodo que ndo ultrapasse 24h, acompanhado de observagdes diarias durante

14 dias ap6s a administracdo, no intuito de definir a dose letal oral mediana (DL50), a qual é
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expressa em miligramas por quilograma (mg/kg) de peso corporal e que representa
estatisticamente a Unica dose derivada de uma substancia que pode levar a ébito 50% dos

animais que receberam a substancia por via oral (OECD, 2008).

A dose limite adotada é 2000mg/kg ou 5000mg/kg, sendo administrada em grupos de 5
animais com idade entre 8 a 12 semanas, geralmente ratas fémeas nuliparas e nao-prenhas, ja

que estas sao relativamente mais sensiveis do que os machos (OECD, 2008).

Antes da administracdo os animais deverao estar em jejum, em seguida pesados e assim
a substancia podera ser administrada de acordo com o peso de cada animal, por meio de
gavagem com um tubo estomacal ou uma canula de intubacéo adequada. Apds a administracéo,
0s animais deverdo ser observados nos primeiros trinta minutos, com especial atencao as quatro
horas seguintes, e depois durante uma vez ao dia, no minimo, até o fim dos 14 dias de estudo,
atentando-se a alteracGes na pelagem, pele, membranas mucosas, olhos, além dos sistemas
circulatorio, respiratorio, sistema nervoso central e autbnomo, atividade somatomotora e
comportamental, observando sinais como tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia, letargia,
sonoléncia e coma (OECD, 2008).

Os parametros e alteracbes descritos anteriormente fazem parte de uma avaliacdo
observacional quantitativa e semiqualitativa de cunho farmacolégico e toxicoldgico de
determinada substancia, desenvolvida por Malone e Robichaud (1962), denominada screening
hipocratico, que permite detectar a presenca ou auséncia de sintomas sistémicos em animais
tratados durante o teste de toxicidade aguda (MALONE, ROBICHAUD, 1962).

Os animais que vierem a obito durante o periodo de estudo devido a exposicdo a
substancia alvo, assim como 0s animais sobreviventes deverdo ser submetidos a uma criteriosa
biopsia, e caso seja confirmada alguma alteracdo macroscopica no (s) 6rgéo (s), uma analise
histopatologica devera ser realizada e reportada como uma informagdo relevante ao estudo
(OECD, 2008).

2.4.2. Estudos genotoxicos

De acordo com Vogel (1989) e Fonseca e Pereira (2004), os estudos genotoxicos

derivam da area de Genética Toxicoldgica e objetivam a deteccdo da acdo de determinadas
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substancias “genotoxicas” para os acidos nucleicos, em especial o DNA (FONSECA,

PEREIRA, 2004; VOGEL, 1989).

O termo genotdxico foi introduzido em 1973 por Hermann Druckley, que significa
efeitos toxicos, letais e hereditarios no material genético das celulas, sejam elas somaticas ou
germinativas (KNAAPEN et al., 2006).

Qualquer alteracdo no DNA ou RNA que afete o gene de forma quantitativa ou
qualitativa é considerada uma mutacdo, que pode acarretar desordens genéticas, fertilidade
reduzida e malformacdes fetais, caso o efeito genotoxico tenha atingido as células germinativas.
Se as células somaticas sdo afetadas, a formacdo de tumores benignos ou malignos, morte
celular e envelhecimento precoce sdo consequéncias mais presentes em tal condicdo
(DUSMAN et al., 2012; FONSECA, PEREIRA, 2004).

Como as mutacdes sdo comumente associados ao desenvolvimento de cénceres e
defeitos de nascenca, conhecer o potencial genotéxico de um agente, seja ele industrializado ou
natural, torna-se essencial para as agéncias reguladoras estabelecerem limites de risco para o
homem (RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

2.4.2.1. Modelos para estudos genotdxicos

A realizacdo de estudos genotéxicos em humanos quase sempre resultam no
aparecimento de tumores quando em longa exposicao, por isso sdo realizados estudos in vivo
ou in vitro, como em cultura de células, bactérias, roedores e Drosophila melanogaster (SALES
etal., 2018; BRASIL, 2013; FONSECA, PEREIRA, 2004).

2.4.2.2. Teste do Microntcleo

O teste do micronicleo é um ensaio citogenético descrito pela primeira vez em 1975
por Schimidt W., que investiga células do sangue periférico ou da medula 6ssea de roedores no
intuito de detectar agentes clastogénicos (capazes de realizar a quebra de cromossomos) ou
agentes aneugénicos (que induzem a segregagdo cromossdmica anormal), indicando danos
genotoxicos (OECD, 2016a; FLORES, YAMAGUCHI, 2008; RIBEIRO, SALVADORI,
MARQUES, 2003).
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Como matéria-prima para o teste, a medula dssea de qualquer mamifero pode ser
utilizada, porém as mais indicadas pelos 6rgdos regulatérios sdo o sangue periférico de
camundongos, como proposto por Hayashi et al. (1990), e a medula Ossea de ratos e
camundongos (OECD, 1997).

No individuo adulto, os eritrécitos originam-se principalmente na medula 6ssea
(PALMA-CONTAR et al., 2000). Durante o processo de maturacéo dos eritrocitos oriundos da
medula 6ssea o nucleo é expelido, gerando o eritrécito policromatico que ainda é considerado
imaturo, que detém de uma colorag&o violeta devido & mistura de corantes &cidos e basicos, e
ndo é levado para a corrente sanguinea. Apos 24h, o eritrocito estd maduro e denomina-se
eritrocito normocromatico, que detém de uma coloracdo alaranjada devido a interacdo com
corantes acidos, onde estd pronto para circular na corrente sanguinea do individuo (Figura 5)
(DE SOUZA, 2015; PALMA-CONTAR et al., 2000).

10 - 24 horas .
PCEs 24h (1 dia)

10 - 12 horas : 1 I |
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‘ : T “ 2 MACROFAGO ‘
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ERITROBLASTO o

: ERITROCITO
ERITROCITO NORMOCROMATICO
MEDULA OSSEA | POHICROMATICO NCE SANGUE
PCE
Figura 5 - Formacdo de eritrécitos policromaticos (PCEs) e eritrocitos

normocromaticos (NCEs) (Fonte: DE SOUZA, 2015).

O termo micronucleo foi introduzido por Bollet e colaboradores na década de 1970, o
gual designa corpos cromaticos com diametro menor que 1/3 do didmetro do nucleo celular
(DECODIER, KIRSCH-VOLDERS, 2006). No processo de maturacdo celular,
especificamente na telofase, o eritrocito policroméatico tem seu nucleo extrudado e os
micronucleos que foram formados podem permanecer no citoplasma anucleado, sendo

compostos por uma porcdo de cromatina contendo fragmentos de cromossomos ou
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cromossomos inteiros. (Figura 6). Os micronucleos distinguem-se pela presenca ou auséncia de
cinetécoro ou DNA centromérico, e a frequéncia de eritrocitos micronucleados imaturos é o
principal indicio de dano (Figura 7) (OECD, 2016a; FLORES, YAMAGUCHI, 2008).

TRATAMENTO QUBRCO ‘
\ @ CELULA FILMA NORMAL
— =) —
a NTERF ASE b METAFASE . TELOF ASE ‘
« CELULA FILMA MICRONUCLE ADA

Figura 6 — Formagdo de uma célula micronucleada. (Fonte: RIBEIRO, SALVADORI,
MARQUES, 2003).
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Figura 7 — Eritrécito micronucleado (a), eritrocito policromatico sem nucleo (b) e
eritrocito  normocromaticos sem microndcleo (c). (Fonte: RIBEIRO, SALVADORI,
MARQUES, 2003).

O teste pode ser caracterizado da seguinte forma: (1) a observacdo dos danos nos
eritrocitos policromaticos anucleados (PCEs) causado pelo agente quimico; (2) devido ao curto
periodo de vida do eritrocito policromatico, qualquer micronudcleo presente € resultante de

danos cromossdmicos recentes; (3) os micronucleos sdo de facil identificacdo e com
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distribuicdo definida; (4) a presenca de micronucleos depende do tempo de amostragem
(RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

Os animais, sejam ratos ou camundongos, devem ser divididos entre grupo controle e
grupo tratado, de acordo com o sexo, com 0 minimo de 5 animais por grupo, recebendo tanto a
substancia teste quanto a substancia controle pela via similar ao consumo humano. A coleta do
material deve ser feita com no minimo doze horas e no méximo 30 horas ap6s o tratamento,
onde a coleta da medula 6ssea presente no fémur deve ser realizada logo ap0s a eutanasia. Apds
centrifugacdo do material e descarte do sobrenadante, realiza-se a confeccdo e coloracdo do
material (OECD, 2016a; BRASIL, 2013; FLORES, YAMAGUCHI, 2008).

Na analise dos resultados leva-se em consideracdo a proporcdo do total de eritrocitos
em cada amostra, sendo de no minimo 500 eritrdcitos para medula 6ssea e 2000 eritrocitos por
sangue periférico. Para quantificar a incidéncia de eritrocitos micronucleados, pelo menos 4000
células devem analisadas. Quando analisadas por microscopia, a proporcao de eritrocitos
imaturos ndo pode ultrapassar em 20% a quantidade de eritrocitos totais, onde resultados
positivos indicam dano genotoxico cromossémico estrutural e/ou numérico (OECD, 2016a;
RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

2.4.2.3. Ensaio cometa SCGE

O ensaio cometa SCGE in vivo (single cell gel electrophoresis) € um teste de baixo
custo, versatil e confiavel da area de genética toxicoldgica desenvolvido por Singh et al. (1988),
que tem por objetivo identificar substancias que possam causar danos ao DNA em células
expostas a uma determinada substancia (M@LLER, 2018; OECD, 2016b).

E utilizado para detectar lesbes gendmicas que sio provocadas por agentes genotoxicos,
além de fornecer informac6es acerca do mecanismo de reparo do DNA, cinética e os tipos de
lesdo que podem reparadas. Pode ser realizado tanto in vivo a partir de qualquer 6rgéo ou tecido,
quanto in vitro por cultura de células (RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

No meio intracelular o DNA permanece enovelado dentro da matriz celular por
proteinas histonicas. Quando as células sdo fixadas em Iaminas com gel de agarose, sofrem
acao da solucéo de lise celular, causando o extravasamento do DNA do meio intracelular, que

permanece retido em um espaco residual semelhante ao nucleo celular, denominado nucleoide,
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e sob meio alcalino (pH >13) séo submetidas a corrida de eletroforese, recebendo estimulos
elétricos que permitem com que fragmentos do DNA lesionado se dirijam para fora do ndcleo
celular, dando um aspecto de cometa (Figura 8) (MEZZALIRA, FUNCHAL, DANI, 2014;
RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003; COOK, BRAZEL, 1976).

Figura 8 — Esquematizacdo das células submetidas ao ensaio cometa.

Incubacio alcalina; corrida de
eletroforese B el

Célula fixada em gel de agarose DNA extravasado e condensado DNA puxado para o lado, dando o
aspecto de "cometa"

(Adaptado de MEZZALIRA, FUNCHAL, DANI, 2014)

Apbs a corrida de eletroforese, os fragmentos de DNA que se desprenderam geram uma
imagem que remete a um cometa, onde os danos séo quantificados de acordo com o tipo numa
escala de 0 a 4, onde 0 indica auséncia de danos, enquanto 4 apresenta cauda maior e nicleo de
dificil identificacdo. Os danos sdo observados por microscopia de fluorescéncia (Figura 9)
(OECD, 2016b; MEZZALIRA, FUNCHAL, DANI, 2014).

Figura 9 — Escala de dano no ensaio cometa: 0 - sem danos; 1- baixo nivel de dano; 2 - médio

nivel de dano; 3 — alto nivel de dano; 4 — dano total.
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(Fonte: ROCHA, 2016)

Para a analise dos resultados do ensaio, sdo analisadas 100 células por amostra, sendo
pelo metodo de multiplicagdo do comprimento da cauda de DNA pelo percentual total de DNA
fragmentado presente na cauda, ou pela frequéncia de danos de acordo com a escala de 0 a 4,
formalizando um escore de danos (SHUKLA, 2018).
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2.4.3. Mutagénese

Mutagénese € o processo indutério de mudancas hereditarias permanentes que afetam o
material genético de um organismo, que ndo é causado por segrega¢do ou recombinacdo
genética, mas sim induzida por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos. Esses agentes podem

também podem ser chamados de mutagenos (OLADOSU et al., 2016).

As mutacbes sdo comumente causadas pelos mutagenos, mas também podem ser
decorrentes de erros espontdneos na replicacéo,
(SLOCZYNSKA et al., 2014).

reparo e recombinacdo do DNA

Em geral, os agentes fisicos atuam a partir de radiacdo (raio X, radiagdo gama, entre
outros) e ionizacgdo, que afetam diretamente o material genético do organismo, causando um
efeito mutagénico mais potente e danoso. Ja os agentes quimicos, comparados com os fisicos,
apresentam um efeito mutagénico menos nocivo, pois interagem com o DNA apenas na forma
ativa, enquanto sua forma inativa é conhecida como promutageno. Dentre o0s j& estudados estdo
o0s agentes alquilantes, ja que estes interagem com o0s grupos fosfato, purinas e pirimidinas
presentes no material genético, causando mutacGes cumulativas e por vezes irreversiveis
(OLADOSU et al., 2016).

Alguns dos agentes alquilantes sdo utilizados como farmacos antineoplasicos, e por
possuirem uma constituicdo heterogénea, interagem de formas diferentes com o DNA, como
mostra a tabela a seguir (ALMEIDA, et al., 2005).

Tabela 3 — Farmacos antineoplasicos e seus respectivos mecanismos de acao

Farmaco Antineoplasico

Mecanismo de Acéo

Anélogos das bases nitrogenadas

Inibig&o da sintese de nucleotideos

Mostardas  nitrogenadas,  nitrossureias,

complexos tipo cisplatina, bleomicina

Dano direto nas duplas-hélices do DNA

Berenil, Pentamidina e anélogos

Interagem na fenda menor do DNA

Proflavina, Acridina, Amsacrina

Alteram as propriedades de pareamento das

bases

Doxorrubicina

Inibe a topoisomerase 11

(Fonte: adaptado de ALMEIDA et al., 2005).
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Dada a relevancia do conhecimento do potencial mutagénico dos agentes quimicos, ha
um farmaco antineoplésico que é comumente empregado nos estudos de mutagenicidade, que
¢ a doxorrubicina (SLOCZYNSKA et al., 2014).

2.4.4. Doxorrubicina

A doxorrubicina, ou hidroxildaunorrubicina, € um antibiético pertencente a familia das
antraciclinas, extraida primeiramente na década de 1970 a partir do Streptomyces peucetius var.
caesius e atualmente utilizada como um farmaco antineoplasico no tratamento de diversos tipos
de cénceres, como o de mama, pulmdo, mieloma multiplo, sarcoma de Kaposi, canceres
pediatricos, entre outros (THORN et al., 2011).

Mesmo que detenha de um espectro de acgdo e eficacia antitumoral maior do que outros
farmacos do género, somente no cenario cientifico moderno foi reconhecido seu potencial
toxico, e quando em uso agudo pode acarretar na deplecdo dos neutréfilos e plaquetas oriundos
da medula dssea, taquicardia, arritmia, nduseas, vomitos e hipotensdo. Quando em uso crénico,
ha o risco de desenvolvimento de cardiotoxicidade, cardiopatias que acarretam a falha cardiaca
congestiva, presenca de atrofia glomerular e aumento da permeabilidade glomerular
(RIVANKAR, 2014; SPETH, VAN HOESEL, HAANEN, 2012).

A Figura 10 ilustra o mecanismo de acdo téxica da doxorrubicina, que pode ser
elucidado de duas maneiras: a primeira ocorre ap6s a administracdo, onde a doxorrubicina
atravessa a barreira fosfolipidica e no citoplasma € oxidada em doxorrubicina semiquinona
(metabdlito instavel), onde é novamente convertida em doxorrubicina, liberando assim espécies
reativas de oxigénio (EROs) que danificam o DNA ao causar estresse oxidativo, ativando
mecanismos apoptoticos e resultando em morte celular. Na segunda, a doxorrubicina penetra
na célula tumoral até o nucleo, onde afeta de forma prejudicial a topoisomerase Il (TP2), a qual
¢ uma enzima que realiza mudancas topologicas no DNA (recombinacdo, transcrigéo,
replicacéo, segregacdo e condensacgdo de cromossomos), ao converter a TP2 em uma potente
toxina celular, impedindo a sintese de acidos nucleicos por intercalacdo, a qual impede a
duplicacdo e separacdo das cadeias de DNA, causando a quebra das fitas de DNA e
consequentemente, a morte celular (THORN et al., 2011; WU et al, 2011; LEHMANN, et al.,
2003).



Figura 10 — Mecanismo de acéo toxica da doxorrubicina.
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Devido a sua atividade toxica e cardiotoxica, a doxorrubicina, assim como outros

farmacos da familia das antraciclinas, tem sido utilizada em estudos com plantas medicinais

para se avaliar o efeito antimutagenico destas, ja que possuem diversos compostos que podem

apresentar efeitos protetores ante a acdo da doxorrubicina, principalmente pela presenca de
antioxidantes (MOURA et al., 2013).

2.4.5. Antimutagénese

A antimutagénese € 0 processo que reverte os efeitos causados por um agente

mutagénico natural ou sintético, seja pela capacidade de inativa-lo ou de prevenir a interacéo

deste com o DNA, diminuindo a frequéncia e reparando as mutagdes induzidas

(BHATTACHARYA, 2011).



19

Os antimutagénicos podem ser classificados em: desmutagénicos, que séo substancias
que inativam o mutdgeno de forma integral ou parcial através de quebras enzimaticas ou
interacbes quimicas antes do contato do mutageno com o material genético, e 0s
bioantimutagénicos, que alteram o processo de mutacao apds o dano causado pelos mutagenos,
atuando nos mecanismos de reparo e replicagdo do DNA atingido, resultando na diminuigéo da
frequéncia de mutagdes, sendo o mais eficaz entre os antimutagénicos (BHATTACHARYA,
2011).

Os antimutagénicos podem interagir com o mutageno através da inativagdo quimica ou
enzimatica, prevencdo da formacdo de EROs, remocdo direta do mutageno ou pela agédo
antioxidante, sendo estes mais presentes em plantas medicinais que contem compostos
antioxidantes naturais como as vitaminas, flavonoides, compostos fendlicos, carotenoides,
cumarinas, entre outros (SLOCZYNSKA et al., 2014).

Por possuirem tais compostos, as plantas medicinais sdo utilizadas amplamente em
estudos de mutagenicidade e antimutagenicidade, sendo 0 ensaio SMART um dos principais
protocolos utilizados nas pesquisas (SLOCZYNSKA et al., 2014).

2.4.6. Teste SMART (Somatic Mutation and Recombination Test)

O Somatic Mutation and Recombination Test (teste SMART) é um ensaio da area de
Genética Toxicoldgica que tem por objetivo detectar atividade mutagénica, recombinatoria e
deletéria de compostos quimicos, sintéticos e naturais por meio da Drosophila melanogaster
(Figura 11) (GRAF et al., 1984).

Figura 11 — Drosophila melanogaster com aumento de 40x.

(Fonte: VALADARES, 2000)
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O emprego do ensaio com plantas medicinais vem sendo realizado desde 2005, em
diversas formas de apresentacgdo (infusdo, 6leos essenciais, por exemplo), dado que as mesmas
podem apresentar propriedades mutagénicas e/ou antimutagénicas em sua composi¢do quimica
que necessitam ser testadas para assegurar 0 consumo pela populacdo, além da Drosophila
melanogaster possuir genes ortélogos aos mamiferos em 60%, que tornam os resultados mais
fidedignos, aplicaveis e faceis de correlacionar ao consumo humano (STAATS, et al., 2018;
STAMENKOVIC-RADAK, ANDJELKOVIC, 2016).

O teste detecta a perda de heterozigose, que representa a alteracao fenotipica dos pelos
das asas. Para a realizacdo do teste, apds o cruzamento, a larva resultante se desenvolve apds
diferentes divisdes mitoticas nas células somaticas, sendo uma destas células os discos

imaginais, que d&o origem aos pelos das asas (AMORIM, 2016).

Quando uma alteracdo genética ocorre nos ciclos mitoticos das células somaticas, sdo
formados clones de células mutantes, caracterizando-se como marcadores, que Sao
identificados fenotipicamente como uma mancha mutante na asa do individuo adulto, sendo
responsaveis pelas mudancas na forma dos pelos, que sdo: “mwh ” (multiple wing hairs), o qual
possui pelos maltiplos localizado no cromossomo 3 (3-3-0), manifestando trés ou mais pelos
por célula da asa, e “flr3” (flare) que tem como manifestacdo fenotipica o pelo em forma de
chama no cromossomo (3-38.8) (Figura 12) (SALVADORI, MARQUES, RIBEIRO, 2003).

Figura 12 — Pelo selvagem e pelos mutantes (mwh e flr3).
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(Fonte: GARANHANI, 2018; GRAF et al., 1984)
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Para a realizagdo do ensaio, sdo feitos dois cruzamentos com trés linhagens diferentes
de D. melanogaster que portam os marcadores dos pelos das asas descritos anteriormente:
cruzamento padrdo ST (do inglés standard cross), onde machos homozigotos mwh/mwh
cruzam-se com fémeas virgens flr3/In (3LR)TM3, ri p° sep 1(3) 89 Aa bx3* e Bd®, e cruzamento
de alta bioativacdo HB (do inglés high bioactivation cross), onde machos homozigotos
mwh/mwh cruzam-se com fémeas virgens da linhagem ORR/ORR flr3 In (3LR)TM3, ri pP sep
1(3) 89 Aa bx** e Bd®, sendo que os cromossomos 1 e 2 desta sdo oriundos da linhagem ORR,
a qual é resistente ao DDT (diclorodifeniltricloroetano, um pesticida) e que possui genes com
elevados niveis de enzimas de metabolizacdo que interagem com o citocromo P450 (RIBEIRO,
SALVADORI, MARQUES, 2003).

Para a avalicdo do potencial mutagénico do composto teste as larvas de cada
cruzamento, que ap6s 72h estdo em seu estagio de desenvolvimento (Figura 13), sdo alocadas
em béqueres de vidro com meio de cultura, sendo este constituido por puré de batata em flocos
industrializado hidratado com agua destilada juntamente com as diferentes concentracGes do
composto estudado. Ao se avaliar a antimutagenicidade de determinada substancia, é acrescida
no meio de cultura, além da substancia teste, um farmaco indutor de danos mutagénicos, que
em geral € o cloridrato de doxorrubicina (RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

Figura 13 — Ciclo de vida da Drosophila melanogaster.
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(Fonte:https://depts.washington.edu/cberglab/wordpress/outreach/an-
introduction-to-fruit-flies/; Acesso em 30/12/2019)
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Apos o crescimento das larvas em moscas adultas, estas sdo alocadas em béqueres de
vidro contendo etanol 70%, onde as asas de todas as moscas séo coletadas e fixadas em laminas
para microscopia com solucgéo de Faure, constituida de goma arabica, glicerol e agua, que fixam
cinco pares de asas de moscas fémeas e cinco pares de asas de moscas machos e sdo analisadas
por microscopia de luz com aumento de 400 vezes para a deteccdo de manchas mutantes
(RIBEIRO, SALVADORI, MARQUES, 2003).

O numero total de manchas mutantes fornece dados quantitativos da atividade
genotdxica do composto estudado, podendo ser classificadas em dois tipos: mancha simples
pequena (maximo de duas manchas) ou grande (mais de duas manchas), apresentando o
fenotipo mwh ou flr3, que indicam mutacBes pontuais ou alteracdes cromossémicas e; manchas
gémeas, que expressam numa Unica mancha mutante os fendtipos mwh ou flr3 e indicam
eventos de recombinacdo genética causadas pela substancia teste (Figura 14). Todas essas
manchas, tanto simples quanto gémeas, sao identificadas de acordo com o setor da asa da D.
melanogaster com, 0s quais sdo 0s principais dados para analise estatistica, a qual é calculada
de acordo com o método de Frei e Wrigler (1988) (Figura 15, Figura 16) (RIBEIRO,
SALVADORI, MARQUES, 2003).

Caso a substancia apresente potencial mutagénico, havera a alteracdo no pelo da asa
como expressao fenotipica. Ja se a substancia apresentar atividade antimutagénica, havera a

reducdo de mutagoes e presenca de pelos selvagens (AMORIM, 2016).
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Figura 14 — Esquemas geneticos de formagao de manchas mutantes com os marcadores mwh e
flr® no teste SMART, onde (a) representa a divisdo normal sem mutagdes; (b) mancha gémea
devido a recombinacdo proximal ao marcador flr3; (c) evento de delecdo que resulta numa
mancha simples; (d) recombinacéo distal que somente manifesta manchas mwh; (e) eventos de

mutacéo de ponto.
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Figura 15— Asas de D. melanogaster com aumento de 400x, apresentando uma mancha simples

“mwh” (A) e uma mancha gémea com pelos “flr3” (seta branca) e pelos “mwh” (seta preta) (B).
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(Fonte: VALADARES, 2000).

Figura 16 — Superficie da asa de D. melanogaster, dividida nos setores de A a E.

(Fonte: GRAF et al., 1984)
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3 OBJETIVOS
GERAL

- Avaliar a toxicidade aguda, o perfil genotdxico, mutagénico e antimutagénico do extrato dos

frutos da Elaeocarpus serratus.
ESPECIFICOS
- Determinar a DL50 do extrato aquoso dos frutos da E. serratus.

- Investigar o potencial genotoxico do extrato de Elaeocarpus serratus em células de ratos

Wistar in vivo pelo teste do microndcleo e ensaio cometa.
- Averiguar o potencial mutagénico do extrato de Elaeocarpus serratus pelo ensaio SMART.

- Avaliar o potencial antimutagénico do extrato de Elaeocarpus serratus associado a

doxorrubicina por meio do ensaio SMART.
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A Elaeocarpus serratus (azeitona do Ceildo) é uma espécie
comum oriunda da india e seus frutos na medicina popular sdo empregados no tratamento de
disenterias e diarreias, além de estimular o apetite de pacientes hospitalizados. Apesar das
propriedades do fruto, ndo existem registros no Brasil de estudos que validem o uso seguro por

humanos.

Objetivo do estudo: Avaliar a toxicidade aguda, potencial genotdxico, mutagénico e
antimutagénico do extrato de Elaeocarpus serratus por meio do teste do micronucleo, ensaio

cometa e ensaio SMART.

Materiais e métodos: O extrato aquoso da polpa de Elaeocarpus serratus (EAES) foi utilizado
para 0s ensaios de toxicidade aguda em ratas na dose Unica de 2000 mg/kg para determinacéo
da DL50 e observadas durante 14 dias. Para os ensaios de genotoxicidade, ratos de ambos os
sexos foram tratados nas doses de 125, 250, 500 e 1000 mg/kg durante 28 dias, sendo avaliados
de acordo com o teste do micronucleo e ensaio cometa. Para o ensaio SMART, foram utilizados
dois cruzamentos com trés linhagens de D. melanogaster. As larvas foram tratadas com trés
doses do extrato para avaliar a mutagenicidade, e as mesmas doses foram associadas a

doxorrubicina (0,125 mg/mL) para o ensaio de antimutagenicidade.

Resultados: O extrato demonstrou baixa toxicidade, além de ndo ter apresentado
genotoxicidade. Devido a sua rica constituicdo fitoquimica, o extrato mostrou ter uma

promissora atividade antimutagénica.

Conclusédo: A DL50 do EAES é maior do que 2000 mg/kg, além de ndo possuir potencial
genotoxico em células sanguineas periféricas tampouco atividade clastogénica e aneugénica
nas células oriundas da medula 6ssea de ratos. Ndao é um agente mutagénico e apresenta

atividade antimutagénica, atestada pelo ensaio SMART.

Palavras-chave: Micronucleo, ensaio cometa, Drosophila melanogaster, planta medicinal,

azeitona do Ceilao.
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1. Introducéo

Desde os tempos mais remotos o emprego de plantas medicinais representa por vezes o
Unico recurso terapéutico de diversos grupos étnicos e comunidades, jA que sumariza
conhecimentos, préaticas e habilidades no diagnostico, tratamento e prevencdo de doencas,
preservando a singularidade cultural de cada povo (Maciel et al., 2002; World Health
Organizaton, 2000). O uso de plantas medicinais ainda prevalece principalmente nos paises em
desenvolvimento, o que impulsiona a investigacdo de suas caracteristicas e propriedades
terapéuticas para o desenvolvimento e aprimoramento de fitoterapicos (Silveira et al., 2008).

O género Elaeocarpus pertence a familia Elaeocarpaceae, que abrange 10 géneros e
400 espécies de arvores tropicais, onde o género Elaeocarpus deriva da palavra grega “elaia”
que significa oliva e “karpos” que significa fruto (Meijer, 1995). Dentre as diversas espécies,
destaca-se a Elaeocarpus serratus. Oriunda da india, conhecida como Azeitona do Ceildo, é
uma arvore de médio porte, folhas simples e frutos considerados drupas, amplamente
distribuida desde a Africa Oriental até o Brasil (Peiris, 2007).

De sabor adocicado e levemente azedo, o fruto € popularmente consumido em forma de
petiscos no Sri Lanka e empresas estdo fabricando conservas como alternativa a tradicional
azeitona (Peiris, 2007). Na medicina popular, a espécie é utilizada como diurético e estimulante
cardiovascular. A decoccdo da casca € utilizada no tratamento de hemorragias e Ulceras, as
folhas no tratamento do reumatismo e como antidoto para envenenamentos, enquanto 0 suco
dos frutos é empregado no tratamento de disenterias e diarreias, além de estimular o apetite de

pacientes hospitalizados (Dadich et al., 2013).

Ensaios clinicos com os frutos da E. serratus relatam o potente efeito antidiabético em
associagao com a estrepzotocina em modelos in vivo e in vitro (Gheetaetal., 2015, 2016), além
da espécie possuir propriedades citoprotetoras (Biswas et al., 2012), antimicrobianas (Sharker,
Shahid, 2010) e anti-inflamatorias (Geetha et al., 2018). Tais caracteristicas se devem
principalmente a constituicdo fitoquimica, que apresenta principalmente hidrocarbonos
alifaticos saturados, alcoois saturados, taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides (quercetina e
campferol), carotenoides, acido ascorbico (vitamina C), triterpenos (a-amirina, p-amirina),
caracterizando-a como uma importante fonte de compostos antioxidantes (De Limaetal., 2019;

Geetha et al., 2015, 2013). Apesar das propriedades que os frutos da Elaeocarpus serratus
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apresentam, no Brasil os estudos de toxicidade que validem o uso seguro do fruto sdo escassos.
Desta forma, o objetivo da pesquisa foi avaliar a toxicidade aguda, o potencial genotdxico,
mutagénico e antimutagénico do extrato aquoso dos frutos de E. serratus por meio do teste de
toxicidade aguda, teste do micronucleo e ensaio cometa em roedores e através do ensaio

SMART com Drosophila melanogaster.
2. Materiais e Métodos
2.1 Preparacdo do extrato

Os frutos da E. serratus foram coletados em Dourados — MS, Brasil
(22°09°16.3°S54°48°17.8”W) no estagio maduro (com largura média entre 12,31+1,05 mm)
(Kumar et al., 2014) foram selecionados de modo a obter um lote uniforme em relagédo ao
tamanho e auséncia de lesdes. O material foi lavado e higienizado com uma solucéao de 0,66%
de dicloro-isocianurato de sddio di-hidratado (teor de cloro ativo 3%). Os frutos foram
descascados, despolpados e separados sem sementes. As amostras foram armazenadas a -5°C
até o preparo do extrato.

O fruto da E. serratus foi seco em circulacdo de ar a 40°C. Ap6s secagem, o material foi
moido num processador semi-industrial até obter uma textura em pd, sendo armazenada em

ambiente seco a 25°C.

O extrato aquoso dos frutos de E. serratus (EAES) foi preparado com a mistura do
material seco, em p6, com agua destilada onde apds homogeneizacéo foi deixado em agitacéo
ao abrigo da luz por trés dias a 25°C. Apds os trés dias, o filtrado obtido foi congelado a -80°C
e liofilizado. O extrato liofilizado foi utilizado nos experimentos.

2.2 Animais e tratamentos

Setenta ratos Wistar (Rattus novergicus) de ambos os sexos (30 machos e 40 fémeas),
com idade entre 45 a 60 dias foram utilizados na pesquisa. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da UFGD e mantidos em gaiolas proprias para roedores (49x34x16cm), com
5 animais por gaiola, sob condi¢Ges de temperatura (22+2°C) e umidade (40-60%) e com acesso
ad libitum a agua e ragdo. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com
0s preceitos éticos de uso de animais em pesquisas e aprovado pela Comissdo de Etica para Uso
de Animais da UFGD (protocolo n. 24/2018.2).
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Para a toxicidade aguda foram estabelecidos dois grupos de fémeas (n=5 cada), sendo o
primeiro tratado com dose Unica de veiculo (agua ultrapura Milli-Q® e Tween-80®) via oral
por gavagem e o segundo tratado com dose Unica de 2000mg/kg do EAES associado com agua
ultrapura Milli-Q® e Tween80® via oral por gavagem. Foram estabelecidos seis grupos de 5
machos e 5 fémeas, sendo estes: 1) grupo Naive, tratado durante 28 dias com agua destilada
filtrada por via oral; 2) grupos tratados durante 28 dias com o EAES por via oral (125, 250, 500
e 1000mg/kg associados com agua ultrapura Milli-Q® e Tween-80®); 3) grupo controle
positivo, tratado com 20mg/kg de peso corporal de ciclofosfamida monohidratada, por via

intraperitoneal 24 horas antes da eutanasia.
2.3 Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda foi avaliada seguindo o protocolo da OECD (2008). Apos a
administracdo, os animais foram observados especialmente durante as primeiras 24 horas, nos
periodos de 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas, e depois uma vez ao dia durante 14 dias

consecutivos.

No periodo do estudo, foram observados sinais toxicos de carater geral de acordo com
o0 screening hipocratico (Malone & Robichaud, 1962), sendo avaliados 0s seguintes parametros:
variacdo de peso corporal, sinais clinicos (piloerecdo, contorcdes, tremores, convulsdes,
cianose, ataxia, diarreia) e mudancgas comportamentais. Os dados fisiol6gicos foram observados
e registrados diariamente (peso corporal, consumo de agua e racdo). A mortalidade foi

observada para que a dose letal para 50% dos animais (DL50) pudesse ser estimada.

Os animais foram submetidos a eutanasia no 15° dia com sobredose de isoflurano, até
auséncia de reflexo corneal. Apos a confirmagdo da morte pela anélise dos sinais vitais e reflexo
corneal, os 6rgdos vitais (coracdo, pulmao, figado, rim direito, baco, ovério direito e Utero)
foram coletados e analisados macroscopicamente. Notando-se qualquer tipo de alteracdo no

aspecto geral, cor e textura dos érgados, procedeu-se a analise histopatolégica.
2.4 Teste do Micronucleo

O teste do micronucleo foi realizado seguindo as diretrizes da Organisation for

Economic Cooperation and Development (OECD, 2016a). As analises dos eritrocitos
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policromaticos foram realizadas a partir de células obtidas da medula dssea dos animais tratados
por 28 dias consecutivos.

Logo apés a eutandsia, o fémur direito de cada animal foi removido e separado dos
musculos adjacentes. As duas extremidades do fémur foram cortadas e a medula 6ssea foi
lavada com 1mL de soro fetal bovino e, imediatamente alocada em um microtubo para
centrifugacdo. Apds 5 minutos de centrifugacdo a 1000rpm, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi utilizado para confeccionar as ldaminas. As laminas foram fixadas em metanol por 10

minutos e coradas com Giemsa por 15 minutos.

Para cada amostra, foram analisados 2000 eritrécitos, no intuito de identificar eritrocitos

policromaticos micronucleados (indicador de dano genotdxico).

Também foi realizada a razdo de eritrécitos policromaticos (PCEs)/normocromaticos
(NCEs), o qual é um ensaio citotdxico que avalia se a substancia teste provoca efeitos toxicos
nos eritrocitos oriundos da medula 6ssea. Para avaliar a citotoxicidade do EAES, 1000 NCEs
foram contados juntamente com a frequéncia de PCEs no mesmo campo microscépico, e 0
indicio de dano citotoxico é quando a razdo for proxima a 0, enquanto o valor da razdo for

préximo a 1 ndo ha indicio de dano citotdxico (Schimd, 1975).
2.5 Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado a partir da analise do sangue periférico e seguiu as
diretrizes da OECD (OECD, 2016b).

Antes da eutanasia, cada animal foi anestesiado com associacdo de quetamina e xilazina
e foi realizado um pequeno corte na ponta da cauda para a coleta de sangue, sendo alocado em
laminas com agarose. Em seguida, as laminas permaneceram em lise por 2 horas, para remog¢éo
da membrana celular e extravasamento do DNA. As laminas com o DNA extravasado foram
colocadas numa cuba de eletroforese, embebidas em solugéo alcalina, e submetidas a corrida
eletroforética durante 20 minutos, com temperatura de -4°C e voltagem de 25V e 300mA. Apo6s
a corrida, as laminas foram alocadas em uma solugéo de neutralizacdo em 3 ciclos de 5 minutos
cada. Logo, foram fixadas com alcool absoluto por 10 minutos e refrigeradas ao abrigo da luz.

Para a analise, as laminas foram coradas com brometo de etideo (0.002 mg/mL) e analisadas
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com um microscopio de fluorescéncia com filtro de excitacdo (420-490 nm) e filtro de barreira
(520 nm).

Foi realizada a leitura de 100 células por animal. O tamanho do cometa formado foi
classificado num escore de 0 a 3, onde 0 indica a auséncia de fragmentos de DNA; 1 indica
cauda menor que o nucleiode; 2 indica cauda com o diametro igual ou até duas vezes maior
que o nucleiode; 3 indica cauda com o didmetro trés vezes maior do que o nucleiode. Para
avaliacdo do dano genotoxico, considerou-se o tipo e a dimensdo do cometa formado em cada

amostra.
2.6 Somatic Mutation and Recombination Test (Ensaio SMART)

Todo o procedimento experimental foi realizado no Laboratério de Citogenética e

Mutagénese da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul — Unidade de Mundo Novo.

Foram utilizadas trés linhagens de Drosophila melanogaster: (1) a linhagem de mwh
(multiple wing hairs), homozigota, com a constituicdo genética mwh/mwh, caracterizada pela
presenca de pelos multiplos e com asas de borda simples (2) a linhagem flare3 (flr3),
caracterizada por pelos em formato de chama e apresentar o alelo flr® em hemozigose, com a
constituicdo genética flr3 /In TM3 Bd® e asas de borda recortada; (3) a linhagem Oregon flare3
(ORR flIr3), que possui os cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon R (resistentes a DDT) e
genes que permitem um alto nivel de bioativacdo com as enzimas do citocromo P450, com a
constituicdo genética ORR;flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e and a BdS, caracterizada
por asas de borda recortada (Graf, Schaik, 1992; Graf et al., 1984).

Dois cruzamentos foram realizados, sendo estes: cruzamento padrdo (ST — standard)
entre machos mwh e fémeas flr3 virgens, e o cruzamento de alta bioativagdo (HB — high
bioactivation) entre machos mwh e fémeas ORR flr3 virgens. Os ovos de cada cruzamento foram
coletados apos 8 horas em frascos de cultura contendo uma base de agar-agar (0,04 g/mL),
fermento bioldgico e suplementado com agucar. As larvas que eclodiram num periodo de 72h
foram lavadas com &gua corrente e coletadas com uma peneira. Os grupos de larvas de cada
cruzamento foram transferidos para frascos de vidro identificados, tendo como base um meio
alternativo constituido por 1,5g de flocos de puré de batata industrializado (Yoki®), seguindo
0s seguintes protocolos (mutagenicidade e antimutagenicidade, respectivamente): 1) trés

concentracdes do EAES (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL associados com &gua destilada e Tween-80®);
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2) trés concentracbes dos EAES (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL associados com agua destilada e
Tween-80®) em associacdo com o cloridrato de doxorrubicina (0.125 mg/mL). O controle
negativo de ambos os protocolos recebeu veiculo (3% etanol, 1% de Tween-80® e agua
destilada).

As moscas adultas apresentaram genotipo mwh+/flr3+ (trans-heterozigoto marcado —
MH) e mwh + / + TM3, Bd® (heterozigoto balanceado — BH), foram coletadas e fixadas em
alcool 70%. As asas foram fixadas em laminas de vidro com solucdo de Fauvre (30g de goma
Arébica, 50g de hidrato de cloral, 20mL de glicerol e 50mL de &gua) e analisadas por
microscopia de luz, com aumento de 400x, para identificacdo dos tipos de mutacdes. Todas as
asas apresentaram o marcador heterozigoto mwh/flr3, sendo possivel observar trés tipos de
manchas: simples pequena (uma a duas manchas), simples grande (duas ou mais manchas) e

manchas gémeas (ambos os subclones mwh e flr3).
2.7 Andlise Estatistica

Os resultados da toxicidade aguda, teste do microndcleo e ensaio cometa foram
expressos por média + desvio padrdo para cada grupo de tratamento. A avaliacdo estatistica
para o teste do micronucleo e o ensaio cometa foi realizado pela analise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey, considerando o valor de p <0,05 para que fossem consideradas
diferencgas significativas entre os grupos tratados e controle. Para a confeccdo dos gréficos foi
utilizado o software GraphPad Prism 8®.

Para a andlise estatistica do ensaio SMART, foi utilizado o método de Frei e Wriigler
(1988), onde os achados foram distinguidos pelo tipo e tamanho de manchas mutantes e
analisados por teste qui-quadrado bi-caudal para as proporc¢des, com nivel de significancia de
a=fp 0.05, onde o diagndstico estatistico foi positivo (+), negativo (-) ou inconclusivo (i). Para
a substancia ser considerada mutagénica o nimero total de manchas mwh nas concentragdes
estudadas deve ser igual ao dobro do controle negativo. J& para ser considerada antimutagénica,
considera-se uma substancia com efeito protetor, aquela concentragdo que reduzir o niumero

total de manchas acima de 30% quando comparada com o controle positivo.
3. Resultados

3.1 Toxicidade Aguda
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ApoGs a exposicdo a dose de 2000mg/kg do EAES, ndo houve mortalidade entre os
animais estudados. As fémeas tratadas com o EAES ndo apresentaram sinais clinicos de
toxicidade, tampouco alteragdes comportamentais pelo screening hipocratico durante todo o
periodo do estudo. A média de peso variou entre 187.50g+11.47 para 0 grupo controle e
186.60g+15.95 para o tratado. N&o houve alteragdes significativas no ganho de peso e consumo

de agua e ragdo entre os grupos (Tabela 1).

Ao analisar os 6rgdos vitais, ndo foram observadas alteracbes macroscépicas, nao
havendo a necessidade de encaminhamento para andlise histopatolédgica, e ndo houve diferencas

no peso dos érgdos entre os grupos (Tabela 2).
3.2 Teste de Micronucleo

A média de peso dos animais variou entre 150,409+11,93 para as fémeas e
256,50+25,94 para os machos. Todos os grupos de ambos 0s sexos tratados com o EAES
apresentaram frequéncia menor de microndcleos quando comparado com o controle positivo,

mas sem diferencas estatisticas significativas entre si (Figura 1).

A tabela 3 apresenta a razao de eritrocitos policromaticos e eritrdcitos normocromaticos
(PCE/NCE), onde somente foram observadas diferencas estatisticas no grupo controle positivo
de ambos os sexos (0,19+0.04 — fémeas; 0,20+0.02 — machos), mostrando que este grupo nédo
apresentou efeito citoprotetor, diferente das doses do EAES, as quais apresentaram valores

proximos a 1.
3.3 Ensaio Cometa

Em relacéo aos resultados do ensaio cometa, somente no grupo controle positivo houve
diferencas estatisticas significativas no numero de células danificadas e no escore final de danos
(Figura 2). O nimero de células danificadas e o escore de danos no grupo Naive e nos tratados
com o EAES foi menor em comparagdo com o controle positivo, mas sem diferencas estatisticas
entre si (Tabela 4).

3.4 Ensaio SMART

A tabela 5 apresenta os resultados do protocolo de mutagenicidade dos descendentes

dos cruzamentos ST e HB que apresentaram o fenotipo mwh/flr3, tratados com trés doses
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distintas do EAES. O controle negativo apresentou uma frequéncia no total de manchas
mutantes de 0,30 nos descendentes do cruzamento ST e 0.50 nos descendentes do cruzamento
HB, enquanto a frequéncia de manchas entre as doses do EAES variou entre 0,10 a 0,35 no
cruzamento ST e entre 0,20 a 0,80 no cruzamento HB, ndo demonstrando diferencas estatisticas

guando comparados com o controle negativo.

J& na tabela 6, sdo apresentados os resultados do protocolo de antimutagenicidade dos
descendentes dos cruzamentos ST e HB que apresentaram o fen6tipo mwh/flr3, associados com
a doxorrubicina. O controle negativo apresentou uma frequéncia de formacdo de manchas
mutantes de 0,30 e 0,50, referente aos dois cruzamentos, respectivamente. Com o controle
positivo, a frequéncia de manchas mutantes foi de 2,60 no cruzamento ST e 6,75 no cruzamento
HB.

Comparando os descendentes tratados com as concentra¢des do EAES no cruzamento
ST, a frequéncia de manchas mutantes variou entre 1,55 a 4,35. Ja no cruzamento HB, a
frequéncia de manchas mutantes entre os descendentes tratados com o EAES variou entre 2,55
a 3,65. Com excecdo da dose de 1,25 mg/mL do EAES no cruzamento ST, todas as doses do
EAES conseguiram reduzir os efeitos da doxorrubicina, variando entre 67,30% e 94,20% no
cruzamento ST, e entre 45,90% a 62,20% no cruzamento HB.

4. Discussao

O presente trabalho é o primeiro que avalia a toxicidade aguda, potencial genotdxico,

mutagénico e antimutagénico dos frutos de E. serratus no Brasil.

Os estudos de toxicidade clinica sdo realizados para avaliar doses seguras para 0 uso de
determinada espécie vegetal, sendo um desses testes o de toxicidade aguda, atualmente
regulamentado pela diretriz 425 da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD), o qual determina a dose letal mediana através de exposi¢édo Unica ou multipla a
substancia teste na sua maior dosagem in vivo, em geral com roedores (OECD, 2008).

O EAES provou possuir baixa toxicidade, evidenciado pela auséncia de mortalidade
nos animais avaliados e de altera¢cdes comportamentais e fisiologicas durante todo o periodo do
estudo, os quais corroboram com os dados de Gheeta, Jayashree, Rajeswari (2016), que em um

estudo com o extrato etandlico dos frutos da E. serratus avaliou a toxicidade aguda nas doses
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de 1000 a 5000mg/kg, onde ndo foi observada mortalidade ou quaisquer efeitos toxicos em
todas as doses avaliadas.

A érea de genética toxicoldgica auxilia na identificacdo de agentes quimicos ou naturais
que detém a capacidade de causar alteracbes no DNA nas células somaticas ou germinativas,
que podem ser perpetuadas aos descendentes por malformacdes e até mesmo na formacéo de
tumores (Dlisman et al., 2012; Fonseca, Pereira, 2004). Para identificar tais agentes e classifica-
los como genotdxicos ou ndo, existem uma gama de ensaios in vitro e in vivo, tais como ensaios
com Drosophila melanogaster, ensaio cometa e teste do micronicleo que sdo comumente
utilizados na pratica clinica e que proporcionam informacdes relevantes e fidedignas (Sales et
al., 2018).

O teste do microndcleo possibilita a deteccdo de agentes clastogénicos (capazes de
realizar a quebra de cromossomos) e aneugénicos (que induzem a segregagdo cromossémica
anormal) (Flores, Yamaguchi, 2008). Neste estudo o EAES ndo provocou o0 aparecimento de
micronucleos nos eritrocitos policromaticos oriundos da medula 6ssea em quaisquer das doses
adotadas, quando comparado com o Naive. Ao analisar a razdo de eritrocitos policromaticos e
normocromaticos é possivel determinar o potencial citotoxico da substancia teste por meio de
uma escala de 0 a 1, onde quando mais préximo a 0 mais citotdxica a substancia, enquanto que
guanto mais préximo a 1 mais a substancia caracteriza-se como citoprotetora (Suzuki et al.,
1989). Os achados do estudo indicam que o EAES possui um potencial efeito citoprotetor, ao
apresentar uma razéo proxima a 1 e sem diferencas estatisticas significativas comparado com o

grupo Naive, ndo afetando a producdo de novos eritrocitos.

O ensaio cometa permite detectar lesGes diretas ao material genético que sdo causadas
por agentes genotoxicos, sejam eles sintéticos ou oriundos de plantas medicinais (Ribeiro et al.,
2003). Os animais tratados com o EAES também ndo demonstraram danos ao DNA pelo ensaio
cometa comparados ao Naive, onde a diferenca foi observada apenas no grupo controle positivo
que foi tratado com a ciclofosfamida, confirmando concomitantemente com os achados do teste

do micronucleo que a administracdo do EAES ndo causou efeitos genotoxicos.

A presenca de compostos bioativos tais como flavonoides (quercetina e campferol),
taninos, carotenoides e vitamina C na polpa da E. serratus caracteriza o fruto como uma rica

fonte de compostos antioxidantes (De Lima et al., 2019), os quais previnem a formagéo de



47

espécies reativas de oxigénio, protegendo o organismo da acao toxica de agentes alquilantes
como a ciclofosfamida e a doxorrubicina, que sdo considerados altamente genotoxicos e
mutagénicos devido a interferéncia destes na replicacdo e transcricio do DNA, que
interrompem a funcdo do acido nucleico, induzindo a apoptose devido a geracao de espécies

reativas de oxigénio (Thorn, et al., 2011).

Além dos frutos, as demais partes da E. serratus detém de outros compostos fenolicos
como a miricetina, alcaloides, saponinas e taninos presentes nas folhas da espécie, e em outras
espécies do género Elaeocarpus, como nas folhas da Elaeocarpus sphaericus hé a presenca de
guercetina e taninos, a qual reforca a capacidade antioxidante e protetora contra danos causados

ao material genético (Liyanaarachchi et al., 2018; Dadich, et al., 2013).

O ensaio SMART é capaz de detectar atividade mutagénica, deletéria e recombinatoria
de compostos naturais, quimicos e sintéticos ao utilizar a Drosophila melanogaster como
organismo-teste para identificar perda de heterozigose (Graf et al., 1984). Devido a D.
melanogaster apresentar 60% de seus genes ortdlogos aos mamiferos, € um teste confiavel e
rapido, além de ser o principal em associar danos genotoxicos a substancias ap0s sua
biotransformacao (Staats et al., 2018; Lombardot et al., 2015).

No ensaio de mutagenicidade realizado no estudo, a dose de 1,25mg/mL tratada com o
EAES do cruzamento ST apresentou a menor quantidade de manchas mutantes quando
comparadas ao controle negativo. Quando comparado com o cruzamento HB, caracterizado
pela alta bioativacdo das enzimas do citocromo P450, a dose de 2,5mg/mL do EAES foi a que
apresentou menor taxa de formacdo de manchas mutantes. Na analise estatistica de ambos os
cruzamentos, ndo houve diferencas entre os grupos, podendo-se afirmar que o EAES ndo é

considerado um agente mutagénico por ndo promover eventos de recombinacao genetica.

Os antimutagénicos podem interagir com o agente mutagénico através da inativacao
quimica ou enzimatica, prevencao da formacéo de espécies reativas de oxigénio, remocéo direta
do mutégeno ou pela acdo antioxidante, sendo estes mais presentes em plantas medicinais que
contem compostos antioxidantes naturais (Sloczynska et al., 2014). No ensaio de
antimutagenicidade, no cruzamento ST, com exce¢do da dose de 1,25 mg/mL, as demais doses
reduziram a agdo da doxorrubicina numa porcentagem variante entre 67,30% e 94,20%,

consequentemente apresentando um menor nimero de mutagdes. No cruzamento HB, todas as
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doses do EAES foram capazes de reduzir os eventos de recombinacdo genética da
doxorrubicina, podendo-se afirmar que o EAES possui atividade antimutagénica contra a

doxorrubicina nas células somaticas da D. melanogaster.

Tais informac6es sdo de carater inédito e que permitem a realizacdo de novos estudos
com o fruto da E. serratus para investigar outros possiveis efeitos terapéuticos e

farmacoldgicos.
5. Concluséo

O EAES apresenta baixa toxicidade e a DL50 € maior do que 2000mg/kg. Neste estudo
ndo apresentou potencial genotoxico em células sanguineas periféricas tampouco atividade
clastogénica e aneugénica nas células oriundas da medula 6ssea de ratos. O extrato ndo é um

agente mutagénico e apresenta atividade antimutagénica, atestada pelo ensaio SMART.
6. Apoio Financeiro

Essa pesquisa recebeu apoio financeiro da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) vinculada ao Ministério da Educacdo do Brasil, por meio de bolsa

concedida para a autora principal.
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Figura 1 - E'enlos do tralamenm com o exlrato aquoso dos frutos da E. serratus (EAES) e ciclofosfamida (controle positivo) na

de leados da medula 6ssea de ratos Wistar. Naive (agua ultra pura Milli-Q® + Tween-80
®) via oral, controle posmvo (20mgl/kg de ciclofosfamida monohidratada) via i.p., EAES (125-250-500-1000mg/kg) via oral. * Diferencas
estatisticas significativas (p<0.05; ANOVA/Tukey)
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Figura 2 - Efeitos do tratamento com o extrato aquoso dos frutos da E. serratus (EAES) e ciclofosfamida (controle positivo) no escore final
de danos a0 DNA em ratos Wistar. Naive (agua ultra pura Milli.Q® + Tween-80 ®) via oral, controle positivo (20mglkg de ciclofosfamida
via i.p., EAES (125.250.500. via oral. * Di (p<0.05; ANOVA/Tukey)




Tabelas

Tabela 1 - Ganho de peso e consumo de agua e ragdo de ratas tratadas oralmente durante 14 dias em toxicidade aguda com extrato aquoso do
fruto de E. serratus

Toxicidade aguda

Controle 2000 mg/kg
Fémea
Peso inicial (g) 178.00 + 18.55 178.00 + 18.55
Peso final (g) 187.50 + 11.47 186.60 + 15.95
Ganho de peso corporal (%) 21.94 +4.33 18.32 £ 1.47
Consumo de racao (g/dia) 64.31 +12.85 71.69 £ 19.32
Consumo de agua (mL/dia) 151.82 + 47.92 172.00 + 65.12

Valores expressos em média + desvio padrdo. n-=10 animais. *p<0,05 (ANOVA) comparado ao grupo controle

Fonte: (Elaborado pela autora, 2020).



Tabela 2 — Peso dos 6rgéos (g/100g de peso corporal) de ratas tratadas oralmente durante 14 dias em toxicidade aguda com extrato aquoso do

fruto de E. serratus

Toxicidade aguda

Fémea
Figado
Rim
Baco
Coracao
Pulméo
Ovaério

Utero

Controle

3.80+0.32
0.40 £ 0.02

0.24+£0.01
0.30 +0.02

0.59 +0.07

0.03+0.00
0.20 +0.08

2000 mg/kg

3.35+0.32
0.37 £0.02

0.22 +0.03
0.30 +0.02

0.57 +0.08

0.02 +0.00
0.28 +0.13

Valores expressos em média + desvio padrdo. n-=10 animais. *p<0,05 (ANOVA) comparado ao grupo controle

Fonte: (Elaborado pela autora, 2020).



Tabela 3 — Frequéncia média + desvio padrdo do nimero de eritrocitos policroméaticos micronucleados (n°) e a razdo entre

eritrécitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos — PCE/NCE

Grupos Experimentais

Micronucleos/ Frequéncia

PCE/NCE £ DP

Média + DP

Fémeas Machos Fémeas Machos

Naive 2.80+0.86 4.00+0.63 0.59+0.06 0.57+0.06
Controle Positivo 18.60+1.32* 21.00+3.56* 0.19+0.04* 0.20+0.02*
EAES 125 mg/kg 3.60+0.68 4.25+0.48 0.62+0.03 0.55+0.06
EAES 250 mg/kg 3.60+0.81 3.60+0.68 0.59+0.05 0.57+0.10
EAES 500 mg/kg 3.80+0.86 4.25+1.93 0.55+0.05 0.55+0.16
EAES 1000 mg/kg 4.00+0.55 4.60+0.68 0.54+0.03 0.58+0.08

Naive — (agua destilada filtrada + Tween80® via oral); Controle positivo - (Ciclofosfamida — 20mg/kg de peso., i.p..); Extrato Aquoso dos frutos da E.

serratus 125 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg —via oral. *Diferencas estatisticas significativas (p < 0,05); ANOVA/Tukey.
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Tabela 4- Frequéncia de dano pelo ensaio cometa em ratos tratados via oral com o EAES

Grupos Células Danificadas Classes de dano Score
Fémeas 0 ! 2 3
Naive 4.60+0.682 95.40+0.63 4.00+0.45 0.60+0.40 0.00+0.00 5.20+1.02
Controle Positivo 66.80 +1.56" 33.20+1.68 34.00+2.02 28.00+1.51 4.80+1.24 104.40 £3.942
EAES 125 mg/kg 7.20+0.80 @ 92.80+0.91 6.00+0.77 1.00£0.55 0.20+0.20 8.60+1.50
EAES 250 mg/kg 8.20+1.072 91.80+1.07 5.60+0.87 1.60+0.68 1.00£0.63 11.80+2.22
EAES 500 mg/kg 6.80+1.162 93.20+1.16 3.40+1.08 1.2040.97 2.20+0.91 12.40+2.97
EAES 1000 mg/kg 8.20+1.592 91.80+1.59 4.60+1.43 1.60+0.98 2.00+0.95 13.80+3.73
Machos
Naive 6.20+0.58% 93.80+0.58 5.60+0.40 0.60+0.40 0.00+0.00 6.80+0.91
Controle positivo 69.40 +1.21° 30.60+1.21 34.00+1.14 32.60+1.63 2.80+0.97 107.60 +1.60?
EAES 125 mg/kg 9.20+1.24 2 90.80+1.24 6.60+0.51 1.8040.73 0.80+0.58 12.60+2.71
EAES 250 mg/kg 8.80+0.582 91.20+0.58 6.20+0.73 1.60£0.75 1.00£0.45 12.40+1.80
EAES 500 mg/kg 9.40+1.362 90.60+1.36 6.80+0.37 1.80+0.91 0.80+0.37 12.80+2.71
EAES 1000 mg/kg 9.80+0.862 90.20+0.86 6.00+0.45 3.00+1.14 0.80+0.37 14.40+2.04

Valores expressos em média+ DP, n° 10 animais/grupo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (p < 0.05; ANOVA/Tukey).

a —Diferente significativamente do Naive e grupos tratados. Classe 0 — sem danos; classe 1 — cauda do cometa menor do que o didmetro do nucleiode; classe 2 — cauda do
cometa maior ou duas vezes maior do que o didmetro do nucleiode; classe 3 — cauda do cometa maior do que o dobro do didmetro do nucleiode.

Escore: tipo de dano x nimero de células com dano. Fonte: (Elaborado pela autora, 2020).
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Tabela 5. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de Drosophila melanogaster do
cruzamento padrédo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com o extrato aquoso do fruto de E. serratus

Manchas por individuo (n° de manchas) diag.

Genétipos e ﬁf e e éStaﬁSticoaMG — Totalhde
e manchas
Tratamento (MM) 0 (1ocls)e (2céls) mwhe
m=2 m=5 m=5 m=2
mwh flr¥/ ST
Controle Negativo 20 0.25(05)  0.05(01)  0.00(00)  0.30 (06) 6
EAES [1,25] 20 010(02)- 0.00(00)i 0.00(00)i 0.10(02)- 2
EAES [2,5] 20 0.15(03)i 0.05(01)i 0.00(00)i 0.20 (04) 2
EAES [5,0] 20 0.15(03)i 0.20(04)i 0.00(00)i 0.35(07)i 7
mwh flr¥/ HB
Controle Negativo 20 0.30 (06)  0.20 (04)  0.00 (00)  0.50 (10) 10
EAES [1,25] 20 040(08)i 0.5(03)i 0.05(01)i 0.60(12)i 5
EAES [2,5] 20 0.20(04)i 0.00(00)- 0.00(00)i 0.20 (08) - 4
EAES [5,0] 20 010(02)- 0.70(14)+ 0.0(00)i 0.80 (16) i 15

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo
para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. ° Incluindo manchas simples flr3raras; ¢ Considerando os clones
mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

MSP = Manchas Simples Pequena; MSG = Manchas Simples Grande; MG = Manchas Gémeas; TM = Total de Manchas

Fonte: (Elaborada pela autora, 2020).
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Tabela 6. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de Drosophila melanogaster do cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados
com o extrato aquoso dos frutos de E. serratus associado a Doxorrubicina

Manchas por individuo (n° de manchas) diag. estatistico®

Genotipos e Tratamento N.° de MSP MSG MG ™ I\-I/_Igtnaclhdaes Indugio 1
(mg/mL) Individuos  (1-2céls)P (>2céls)° < Reducio |
mwh
m=2 m=5 m=5 m=2
mwh/flr3/ ST
Controle Negativo 20 0.25 (05) 0.05 (01) 0.00 (00) 0.30 (06) 6
Controle Positivo DXR 20 0.50 (10) i 1.45 (29) + 0.65 (13) + 2.60 (52) + 48
EAES [1,25] + DXR 20 0.90 (18) i 1.55(31) - 0.60 (12) i 3.05 (61) - 54  17.30% |
EAES [2,5] + DXR 20 1.70 (34) + 1.65 (33) - 1.00 (20) i 4.35 (87) + 69 67.30% |
EAES [5,0] + DXR 20 0.30 (06) i 0.75 (15) + 0.50 (10) i 1.55 (31) + 24 94.20% |
mwh/flr3// HB
Controle Negativo 20 0.30 (06) 0.20 (04) 0.00 (00) 0.50 (10) 10
Controle Positivo DXR 20 2.40 (48) + 2.55(51) + 1.80 (36) + 6.75 (135) + 124
EAES [1,25] + DXR 20 0.60 (12) + 1.35 (27) + 0.60 (12) + 2.55(51) + 43 62.20% |
EAES [2,5] + DXR 20 1.10 (22) + 1.20 (24) + 0.90 (18) + 3.20 (64) + 54 52.50% |
EAES [5,0] + DXR 20 1.20 (24) + 1.85 (37) i 0.60 (12) + 3.65 (73) + 54 45.90% |

aDiagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicacio para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. P
Incluindo manchas simples flr3raras; ¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;
MSP = Manchas Simples Pequena; MSG = Manchas Simples Grande; MG = Manchas Gémeas; TM = Total de Mancha.

Fonte: (Elaborado pela autora, 2020).
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6 CONCLUSOES

= A DL50 do EAES é maior do que 2000mg/kg

» O EAES néo é tdxico quando em exposi¢do aguda

= Os frutos de E. serratus ndo possuem potencial genotoxico
= Os frutos de E. serratus ndo sdo considerados mutagénicos

= Os frutos de E. serratus detém de promissor potencial antimutagénico
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PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

MINISTERIO DA EDUCACAO
FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 4 de abril de 2019.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “"Estudo da toxicidade aguda,
subaguda, genotodxica, antigenotoxica e hepatoprotetora do extrato de
Elaeocarpus serratus in vitro e in vivo”, registrada sob o protocolo de n©
24/2018, sob a responsabilidade de Silvia Aparecida Oesterreich e Mi Ye
Marcaida Olimpio — que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em
reuniao de 14/09/2018. No dia 04/04/2019, houve alteracao na espécie animal e
prorrogacao do mesmo, tornando o parecer com data do dia 07/12/2018 nao

valido. Passando a ter o nimero de protocolo 24/2018-02

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 10/12/2018 a 08/08/2019
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus

NO de animais 130Wistar

Peso/idade 56 dias

Sexo 90 Machos 40 Fémeas

Origem Biotério Central UFGD

Melissa Negrao Sepulvida
Coordenadora CEUA
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