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Resumo

A Parahancornia fasciculata é uma arvore frutifera de grande porte, nativa da regiao Amazénica, onde é conhecida
popularmente como “Amapazeiro”. E amplamente utilizada na medicina popular auxiliando no tratamento de diversas
patologias: maldria, problemas pulmonares, entre outras enfermidades. Assim, considerando o uso costumeiro desta
planta, o presente estudo avaliou a acdo citogenética protetora da Parahancornia fasciculata em eritrécitos policromaticos
de camundongos Swiss. Os animais receberam diferentes concentragdes da Parahancornia fasciculata (250, 500, 1000
e 2000 mg/kg p.c) incluindo grupos controle positivo (Doxorrubicina, DXR, 16 mg/kg p.c), negativo (agua) e veiculo
(Dimetilsulféxido, DMSO). As dosagens foram administradas nos animais via gavage, assim como o controle negativo
e veiculo; ja o controle positivo foi administrado intraperitonealmente. Os animais permaneceram no tratamento didrio
com as respectivas doses durante 15 dias para avaliagdo genotoxica. Foram coletadas amostras de sangue periférico
caudal nas horas: 24h, 48h, 7 e 15 dias. Para a avaliagao antigenotoxica, no 14° dia os camundongos foram tratados
com injecoes intraperitoneal de DXR. Obteve-se coleta de amostras sanguineas periférico caudais nas horas: 24 e
48h. Posteriormente foi feito contagem de 2 mil eritrocitos policromaticos por animal de cada grupo, para avaliagao
da frequéncia de Microndcleos. Os resultados demonstraram que o extrato metandlico da Parahancornia fasciculata
nado foi genotoxico, pois nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando comparados ao controle
negativo. Os animais tratados com as diferentes concentragoes do extrato da Parahancornia fasciculata associados
a DXR, obteveram uma reducgdo de Eritrécitos Policromdticos Micronucleados significativa quando comparado ao
controle positivo. Portanto, o extrato metandlico da Parahancornia fasciculata demonstrou agdo protetora frente aos
danos no DNA induzidos pela DXR e ndo demonstrou efeito genotdxico.

Palavras-chave: Antigenotoxicidade. Genotoxicidade. Microndcleo.

INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por 15 a 20% da pesquisas objetivando avaliar o potencial

biodiversidade total do mundo, com cerca de
60.000 plantas existentes na flora brasileira,
dessas apenas 4.800 espécies foram estudadas
quanto aos seus compostos bioativos. Neste
contexto, é notério o imperativo de desenvolver
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terapéutico de plantas medicinais'.

Dentre as plantas pouco estudadas esta
a Parahancornia fasciculata, é uma arvore
de grande porte, frutifera, nativa da regiao
Amazonica, possui tronco ereto e elevado,
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sendo a copa formada por muitos galhos
opostos e independentes entre si?. As folhas
sdo lanceoladas, opostas, com 12 a 15 nervuras
secundarias maiores®. Os frutos sao globosos,
com cerca de 8 cm de didmetro, a semente
apresenta coloracao marrom-escura e amarelo-
claro, podendo conter borda marrom com o
centro amarelo. Morfologicamente, lisa, ovoide-
achatada, hilo do tipo central e ovalado®.

A espécie é conhecida popularmente como
“Amapazeiro”, “Mapa” ou “Amapa”, suas cascas
produzem um exsudato medicinal em forma de
latex que é popularmente chamado de “Leite
do Amapa” e é utilizado na medicina popular
na cura de Malaria, problemas pulmonares,
gastrite, fraqueza e cicatrizacao®. As atividades
biolégicas embora tenham sido observadas
empiricamente, podem  ser  explicadas
cientificamente em funcdao da composicao
quimica da Parahancornia fasciculata®.

No extrato diclorometanico da casca e
do latex foram isolados e identificados os
triterpenos  pentaciclicos lupeol, [B-amirina
e a-amirina e seus derivados acetilados®.
Utilizando a mesma metodologia, das raizes
foram isolados o0s esteroides [-sitosterol,
stigmasterol e B-sitosterona. Em outro estudo,
usando extrato metandlico, identificou-se uma
grande quantidade de mistura de carboidratos,
metilmioinositol e derivados de feniletanoides
tendo como principal constituinte o cornosideo®.

Estudos sobre a avaliacio da acdo
citogenética protetora da espécie Parahancornia
fasciculata ndao sao relatados na literatura
cientifica, o que tornou necessaria a realizacao
desta pesquisa em funcao do cumprimento de
etapas para registro de um provavel fitoterapico
a base desta planta junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA)’.

Uma vez que testes citogenéticos sao uma
condicdo para a seguranca e Vviabilizacao
de registro e comercializacao de qualquer
medicamento, esta pesquisa propds avaliar
as atividades genotoxica e antigenotéxica do
extrato metandlico das folhas de Parahancornia
fasciculata em eritrécitos policromaticos de
camundongos Swiss.

Mundo da Saade 2020,44:412-420,e0032020

MATERIAL E METODOS

Agente quimico indutor de danos
cromossomos no DNA in vivo

A ampola DXR contendo 50 mg a 98%
de pureza foi adquirida da Sare Drogarias
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil. Este composto
dissolvido em d4gua destilada foi utilizado
como indutor de micronicleos em células
sanguineas periféricas de camundongos
(controle positivo). A dose de DXR (16 mg/
kg de peso corpéreo, p.c.) foi selecionada
com base em sua eficicia na inducao de
danos cromossémicos®.

Avaliacao da Frequéncia dos Eritrocitos
Policromaticos

O ensaio do microndcleo de sangue
periférico foi realizado conforme o protocolo
descrito por MacGregor et al.*'°. Uma soma
de 2000 eritrécitos policromaticos (EPCs)
foi analisada por animal para determinacao
da frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCsMN). Um total de 400
eritrécitos por animal foram pontuados para
calcular o indice de Divisao Nuclear [IDN,
EPC/EPC+ENC (Eritrocitos normocromaticos)
para determinar a citotoxicidade do
tratamento'’. As laminas foram analisadas
cegamente usando microscépio 6ptico com
objetiva de imersao de 100x.

Para avaliacdo protetora, o percentual
de reducao na frequéncia de EPCsMN foi
calculado, usando a férmula:

Frequéncia de EPCsMN em A — frequéncia de EPCsMN em B

% redugdo = x100
Frequéncia de EPCsMN em A — frequéncia de EPCsMN em C

Onde A corresponde ao grupo tratado
com DXR (controle positivo), B corresponde
ao grupo tratado com Parahancornia
fasciculata e DXR e o C corresponde ao
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grupo tratado com agua (controle negativo).

Obtencao do extrato metanélico
das cascas do caule da Parahancornia
fasciculata (Apocynaceae)

As cascas do caule de Parahancornia
fasciculata foram coletadas no municipio de
Macapa-AP, no KM 09, com localizacao GPS:
Lat.00° 04" 06.2” S Long.: 51°08" 01.5"” W. A
partir do espécime coletado preparou-se uma
exsicata, a qual era composta com galhos da
espécie citada. Estes galhos, apds limpeza,
secaram por compressao, e na sequencia
foram encaminhados e depositados com N*
019140 no Herbario Amapaense do Instituto
de Pesquisas Cientificas e Tecnolégicas do
Amapa.

As cascas do caule de Parahancornia
fasciculata coletadas secaram em estufa
de ar circulante a 45°C até a sua completa
desidratacao.

Apos a secagem, as cascas foram
trituradas num moinho de facas, e o
material triturado foi macerado com éalcool
metilico (liquido extrator), numa proporcao
de 1:5 (1 kg de material vegetal/5 L de
metanol). A mistura foi homogeneizada
durante 10 dias, com objetivo de quebrar
as zonas de concentracdo dentro do frasco,
proporcionando melhor contato do solvente
com o material vegetal.

Apo6s a maceracdo, a solucdao extrativa
foi filtrada a vacuo. Em seguida, colocou-
se o liquido em um evaporador rotatério
(Q344b2, Quimis) a 78 rpm e 60°C com a
finalidade de remover todo o solvente através
de sua evaporacdo, resultando no extrato
metandlico das cascas de Parahancornia
fasciculata.

Animais utilizados no experimento

Para realizacdo do experimento adquiriu-
se camundongos Swiss machos pesando
aproximadamente 25 gramas. Os animais
foramprovenientesdo Centro Multidisciplinar
para Investigacdes Biolégicas na Area da
Ciéncia de Animais de Laboratério- CEMIB
da Universidade de Campinas- UNICAMP.
Os camundongos permaneceram em gaiolas
coletivas em uma sala experimental em
quarentena, sob condicdes controladas de
temperatura (23 £ 2 oC), umidade (50 %
10%), 12 horas de ciclo claro-escuro, com
acesso ad libitum a racdo e agua. O projeto
foi submetido ao comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Amapa (CEUA/
UNIFAP) de acordo com o que preconiza a
Lei Arouca 11.794/2008 que regulamenta
o0 uso de animais em pesquisa, aprovado e
protocolado com o ndmero 14/2017.

Delineamento experimental

Os camundongos Swiss ficaram divididos
em diferentes grupos experimentais de seis
animais cada. As doses de Parahancornia
fasciculata foram selecionadas com base nas
diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)S. A fim de investigar a
sua potencial genotoxidade, a Parahancornia
fasciculata foi administrada por gavage em
um volume de 0,5 ml por 25g de peso em
doses de 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg
de p.c por dia para cada animal durante
15 dias. Amostras de sangue periférico
eram coletadas as 24 e 48 horas e 7 e 15
dias apo6s o inicio do tratamento. Para
avaliacdo protetora, os animais tratados com
diferentes concentracbes de Parahancornia

Mundo da Saude 2020,44:412-420,e0032020

< 2



REVISTA

O MUNDO DA
SAUDE

fasciculata receberam DXR (16mg/kg de
p.c); intraperitoneal; (0,3 ml por 25 g p.c)
no 14¢ dia. As amostras de sangue periférico
foram coletadas apd6s 24 e 48 horas do
tratamento com DXR. As diferentes doses de
Parahancornia fasciculata foram preparadas a
partir de uma solucao estoque de 400 g. O
grupo veiculo foi tratado por gavage (0,5ml
por 25g de p.c.) com a mesma quantidade
de DMSO usada para preparar 2000 mg de
Parahancornia fasciculata por kg/p.c.

Analise estatistica

Os dados passaram por testes de
normalidadeehomogeneidadedasvariancias,
para verificar a natureza paramétrica dos
dados. Apos essas analises estatisticas eles
se submeteram a analise de variancia para
experimentos inteiramente aleatorizados
(ANOVA), com calculos da estatistica F e
de seu respectivo “p-value”. Nos casos que
p < 0,05, as médias de tratamentos foram
comparadas pelo método de Tukey, com
o calculo da diferenca minima significativa
p=0,05, usando o programa Graph Pad
Prism®.

RESULTADOS

Nao se observou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa na inducao de
microndcleos entre os grupos tratados com
diferentes doses de Parahancornia fasciculata

e o controle negativo (P> 0,05; Tabela 1).
Estes achados indicaram a auséncia de efeito
genotoxico das diferentes concentracoes
da Parahancornia fasciculata em diferentes
tempos de amostragem utilizados no
presente estudo.

Com a realizacao de uma unica dosagem
via intraperitoneal de DXR associado
a administracdo por gavage de cada
concentracdo do extrato de Parahancornia
fasciculata p6de ser observada uma reducao
entre 43,76% a 50,68% para o tratamento
de 24 horas e em 48 horas foi de 51,50%
a 63,62% (Tabela 2), quando comparada ao
grupo de animais tratados apenas com DXR.
Vale ressaltar que nao houve um aumento
na reducao de genotoxidade nos periodos
de 24h e 48h em relacao ao aumento das
dosagens de extrato, indicando assim
uma falta de relacdo dose-resposta. Nos
testes de acao protetora, onde foi utilizada
doxorrubicina observou-se que a frequéncia
de Eritrécito Policromaticos Micronucleados
(EPCMNSs) foi menor em animais tratados
com DMSO + DXR do que nos tratados
apenas com DXR, porém essas diferencas
nao foram estatisticamente significativas.

Para a avaliacdo citotoxica os resultados
de indice de divisao nuclear (IDN), no
tratamento de 24h, 48h, 7 e 15 dias (tabela
3) e 24 e 48h (tabela 4) associados com
DXR, nao foram observadas diferencas entre
os grupos tratados com as concentracoes
do extrato metandlico de Parahancornia
fasciculata e seus respectivos controles,
demonstrando auséncia de citoxicidade.
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Tabela 1 - Frequéncia de FEritrocito Policromaticos
Micronucleados (EPCMNs) em sangue periférico
de camundongos Swiss machos, tratados com as
diferentes concentracbes de Parahancornia fasciculata
e seus respectivos controles apés 24, 48 h, e 7 e 15
dias ap6s tratamento.

Tabela 2 - Frequéncia de FEritrécito Policromaticos
Micronucleados (EPCMN) em sangue periférico
de camundongos Swiss machos tratados com as
diferentes concentragbes Parahancornia fasciculata
e seus respectivos controles apds 24, 48 horas dos
tratamentos.

EPCMNSs/1000 EPCS?

Tratamento i i
(mgkgip.c)  24h 48h 7 dias 15 dias
Controle  1,08£079 1,17£071 117£071 108£0,79
DMSO 092£090 091:090 125045 1,25+045
Do 167077 133049 133049 1504052

B 7 2258075 183£071 133:049 133+049

P. fasciculata
1000 mg 200+0,85 1,67+049 167£049 1,67x0,65

Poto g " 2758106 1674049 167£049 133+065

DRX 24,8 +0,86*

Dois mil EPCs foram analisados por animal, para o total de 12000 células por grupo;
Valores de média + desvio padréo;

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparado com o controle (P < 0,05);
DXR, Doxorrubicina;

DMSO, Dimetilfulféxido.

EPCsMN/1000 EPCs*®

REDUCAO 100%

Tratamento
(mg.kg'p.c.)
24h 48h 24h 48h

Controle 1,1 +0,80 1,8+ 0,72 - -

DMSO +DXR 22,8 +0,70° 24,2+1,03° - -

DXR 232+1,19° 245+0,90° - -
P. fasciculata 13,5 + 125 +
250mg +DXR 1 2409 1,245 43,76% 51,50%
P. fasciculata 13,1 + 121 +
500mg +DXR 0,90 1,165 45,70% 53,22%
P. fasciculata
13,0 + 11,7 +
1000mg + ! : 46,15% 54,94%
DXR 1,04¢4 1,834
P. fasciculata + +
2000mg + 12(51“’ - g'ggw = 50,68% 63,52%

DXR

Valores de média + desvio padréo;

®Dois mil EPCs quando analizado por animal, para o total de 12000 células por grupo;
“Diferenca estatisticamente significativa frente ao grupo Controle (p value);

‘Diferenca estisticamente significativa frente ao grupo DXR.

Tabela 3 - Frequéncia de Indice de Divisao Celular - IDN em sangue periférico de camundongos Swiss machos
tratados com as diferentes concentracdes Parahancornia fasciculata e seus respectivos controles apos 24, 48 h, 7

e 15 dias dos tratamentos.

CONGENTRAGAO  ,; 1os  4Bhoras™ 7 dias™ 15 dias*®
mg/kg p.c

Controle 0.11+£0.05 0.09+0.01 0.09+0.01 0.11+£0.02
DMSO 0.07+0.01 0.08+0.01 0.08+0.01 0.08%0.02
DRX 0,09 £0.02
P.fasciculata250mg  0.07 £ 0.01 0.07 +£+0.01 0.08 £0.01 0.08 £0.02

P.fasciculata500mg  0.09 £ 0.01 0.08 +0.02 0.08 £0.02 0.08 + 0.01

P. fasciculata 1000

g 0.10£0.01 0.09+0.01 0.10+0.02 0.10 +0.01
parscloulata2000 - 010£0.01 008002  008:002  0.09+0.01
Controle Positivo (DXRY);

Veiculo (DMSO) Dimetilsulféxido.

2400 eritrdcitos foram analisados por animal, para um total de 2400 células por tratamento (EPC/EPC + ENC);

“Valores de média + desvio padréo.
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Tabela 4 - Frequéncia de Indice de Divisdo Celular
- IDN em sangue periférico de camundongos Swiss
machos tratados com as diferentes concentracoes
Parahancornia fasciculata associado a DXR e seus
respectivos controles apés 24, 48 h dos tratamentos.

CONCENTRAGAO

e BE 24 horas®® 48 horas®®
Controle Negativo 0.11 £ 0.05 0.09 + 0.01
DXR 0,08 + 0.02 0,08 +0.02
DMSO + DXR 0.09 £ 0.02 0.09 +0.01
P. fasciculata 250 mg

+DXR 0.07 £ 0.01 0.08 +0.01
P. fasciculata 500 mg

+DXR 0.07 £ 0.02 0.07 £0.01
P. fasciculata 1000 mg

+DXR 0.11 £ 0.01 0.10 £ 0.02
P. fasciculata 2000 mg

+DXR 0.09 £ 0.02 0.10£0.01

Controle Positivo (DXR);

Veiculo (DMSO) Dimetilsulféxido;

2400 eritrécitos foram analisados por animal, para um total de 2400 células por
tratamento (EPC/EPC + ENC) ;

“Valores de média + desvio padréo.

DISCUSSAD

Os testes pré-clinicos sao de fundamental
importancia na triagem de estudos de plantas
medicinais'?. Dentre os ensaios toxicolégicos
estdo os citogenéticos como o teste de
micronucleo. A metodologia por inducdo do
micronucleo em eritrécitos do sangue periférico
tem sido utilizada para a avaliacdo das atividades
genotdxicas e antigenotoxicas por ser eficaz
para a identificacio de agentes capazes de
induzir ou prevenir danos cromossémicos'.

O teste do microndcleo tem como
caracteristica avaliar efeitos de determinadas
substancias, as quais sdo observados em EPCs,
que por sua vez apresentam um tempo de vida
curto indicando dessa forma danos induzidos
recentemente'.

A presenca de micronlcleo caracteriza
como resultado gerado danos induzidos nos
cromossomos, sendo estes capazes de quebrar

cromossomos ou afetar a formacdo da placa
metafasica e ainda comprometer os fusos
mitéticos responsaveis na distribuicao desigual
de cromossomos durante o processo de divisao
celular™.

Os resultados também mostram que o
extrato da Parahancornia fasciculata provoca
uma redugao significativa na frequéncia de
EPCMNSs induzidos por DXR, embora os
mecanismos subjacentes aos efeitos protetores
(antigenotoxicos) da Parahancornia fasciculata
ndo sejam completamente entendidos, sendo
as propriedades dos compostos desta planta
provavelmente responsaveis pelos efeitos
observados no presente estudo. A atividade
genotoxica do agente quimioterdpico DXR
foi atribuida a sua capacidade de produzir
radicais livres'®, que causam diferentes danos
celulares, incluindo a clivagem do DNA. A
Estrutura quimica da DXR favorece a geracao
de radicais livres e o composto pode ligar-
se ao ferro e formar complexos com DNA,
induzindo quebra da dupla fita'”. Alguns
estudos tém demonstrado que o dano oxidativo
estd provavelmente relacionado a formacao
de radicais livres, acompanhado de reducao
da capacidade de antioxidantes'®. Eis alguns
mecanismos considerados: (1) intercalacao
em DNA, levando a inibicdo sintese de
macromoléculas; (2) geracdo de radicais livres,
levando a danos no DNA ou peroxidacao
lipidica; (3) ligacao do DNA e alquilacao; (4)
reticulacio de DNA; (5) interferéncia com
DNA desenrolamento ou separacdo de cadeia
de DNA e atividade da helicase; (6) efeitos
diretos da membrana; (7) iniciacdo de dano
ao DNA via inibicao da toposoimerase Il; e (8)
inducdo de apoptose em resposta a inibicao da
toposoimerase [1'92°,

Compreende-se entdo que a formacdo de
radicais livres, que o anel da antraciclinas da
DXR sofre, é uma diminuicao de um elétron, que
podem reagir com macromoléculas teciduais?'.
Desta forma, a DXR é utilizada como indutor de
micronucleos, frequentemente usada em testes
de mutagenicidade como controle positivo
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sendo este o composto utilizado no referido
estudo?.

Os resultados mostram que o extrato
metandlico da  Parahancornia  fasciculata
provocou uma reducdo significativa na
freqliéncia de EPCMNs induzidos por DXR.
Embora muitos mecanismos subjacentes aos
efeitos antigenotoxicos de Parahancornia
fasciculata ainda ndao sao completamente
entendidos, as propriedades antioxidantes dos
compostos desta planta sao provavelmente
responsaveis pelos efeitos observados no
presente estudo.

As concentracoes administradas do extrato
de Parahancornia fasciculata nao apresentaram
aumentos proporcionais nareducao daatividade
genotoxica no periodo de 24h e 48h inferindo
desta forma auséncia em relacdo a dose-
resposta, levando a uma biodisponibilidade
inconstante  do composto na célula. Por
outro lado, a avaliacdo dos efeitos da dose é
complicada pelo fato de que muitos compostos
quimioprotetores atuam simultaneamente em
diferentes niveis de protecao?’. Nesta base,
sugere-se que a falta de dose reposta observada
pode ser atribuida a ativacdo de diferentes
mecanismos dependendo dos niveis de dose
do extrato da Parahancornia fasciculata.

E importante considerar que a proporcao de
absorcao de drogas diminui com aumento da
superficie corporal e a relacdo entre a superficie
corporal e o peso ndo é linear. Assim sendo,
a conversao deve ser feita usando calculos

CONCLUSAD

Com efeito, o presente estudo demonstrou
que os extratos da Parahancornia fasciculata,
ndo apresentaram efeitos genotoxicos, mas
demonstraram  eficacia na reducdo dos
danos nos cromossomos induzidos por
DXR no ensaio de microntcleos em sangue
periférico de camundongos Swiss. Embora o
mecanismo exato subjacente ao efeito protetor

Mundo da Saude 2020,44:412-420,e0032020

alométricos para determinar a dose esperada
para os seres humanos?*.

Os resultados do IDN obtidos neste estudo
demonstraram que nao houve uma reducao na
porcentagem de EPCs em relacdo ao total de
eritrocitos em todos os grupos de tratamento,
quando comparados aos animais do controle
negativo, evidenciando auséncia de potencial
citotoxico dos diferentes tratamentos nas
condicoes experimentais utilizadas.

Compostos com indice elevado de
citotoxicidade sao capazes de inibir totalmente
células em divisao. O efeito citotoxico em ensaio
¢é avaliado necessariamente na capacidade das
células ao se dividirem?’, de modo que, sua
citotoxicidade tem como proporcao direta
quanto a concentracao da amostra e ao tempo
de exposicao?®.

De acordo com estudo de Silva et al.?,
foi realizado bioensaio para verificar a
toxicidade preliminar do extrato da espécie
Parahancornia fasciculata com Artemia salina,
neste estudo demonstrou-se que através
do ensaio toxicologico pré-clinico agudo
na concentracao de até 2000 mg/kg nao
apresentou efeito téxico. Assim sendo, o
presente estudo corrobora com o descrito
por Silva et al. (2016) por ter sido realizado
com concentracoes menores de (250, 500,
1000 e 2000 mg/kg p.c) do extrato da
espécie de Parahancornia fasciculata para
a investigacao dos ensaios toxicolégicos
complementares.

(antigenotoxidade) do Parahancornia fasciculata
ndo é completamente entendido, sua atividade
antioxidante pode explicar seu efeito sobre a
genotoxidade da DXR. Portanto, a capacidade
do extrato da Parahancornia fasciculata de
reduzir a frequéncia de EPCMNs induzidos
por DXR é uma indicacao de sua promissora
e potencial quimioprotencao. Mais estudos
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devem ser realizados para melhor caracterizar constituintes nos niveis plasmaticos para
o mecanismo de acao da Parahancornia uma implementacao racional de estratégicas
fasciculata bem como quantificar seus diferentes  quimiopreventivas.
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