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RESUMO

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent € um membro da familia Cannabaceae e
popularmente conhecido como “espordo de galo”. Levantamentos
etnoboténicos de plantas nativas do cerrado evidenciam que o cha das folhas
de C. iguanaea é usado popularmente para dores no corpo, asma, célicas, ma-
digestao, infec¢des urindrias, disfuncbes renais, como estimulante ou como
diurético. O presente trabalho teve como objetivo detectar os possiveis efeitos
citotoxicos, genotoxicos e antigenotéxicos do extrato aquoso das folhas de C.
iguanaea, pelo teste de indugao do profago A (Induteste SOS) e pelo teste do
micronucleo em medula 6ssea de camundongos (Teste do micronucleo). O
Induteste SOS foi realizado conforme o procedimento descrito por Moreau
(1976), utilizando as cepas lisogénica WP2s(A) e indicadora RJF013, ambas
derivadas de Escherichia coli. Culturas de WP2s(A) foram tratadas com
diferentes doses de extrato (0.5, 1, 2.5, e 5 mg) (avaliacdo de genotoxicidade)
ou co-tratadas com uma dose unica de MMC (0,5 ug) e diferentes doses de
extrato (avaliagcdo de antigenotoxicidade). Em seguida, esta foi adicionada a
cepa (RJF013) e ambas foram semeadas em placas em meio LBg. Para a
avaliagao de citotoxicidade, culturas de WP2s(A) tratadas com diferentes doses
do extrato foram diluidas em tamp&o M9 e semeadas em placas LB. O teste do
micronucleo foi realizado de acordo com a metodologia de Schmid (1975). Para
a avaliagdo da atividade genotdxica, os animais foram tratados com o extrato
de Celtis iguanaea (concentracbes de 100, 300 e 500 mg/Kg). Para a
investigacdo da atividade antigenotoxica, foram utilizadas as mesmas
concentracbes de extrato concomitantemente a 4 mg/kg de MMC. Com
excecdo do controle negativo (apenas 24h), todas as outras doses tiveram as
frequéncias de eritrécidos policromaticos micronucleados (EPCMN) avaliadas
em 24 e 48 horas ap0s o tratamento. A citotoxicidade foi avaliada pela razéo
entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos (EPC/ENC). Em ambos os
testes os resultados obtidos mostraram atividade anticitotoxica e auséncia de
acao genotoxica e citotoxica do extrato das folhas de Celtis iguanaea. Também
foi evidenciada uma atividade antigenotdxica parcial em bactérias e uma

atividade antigenotéxica em camundongos.
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ABSTRACT

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent is a member of the Cannabaceae family and
popularly known as espordo de galo. Ethnobotanical surveys of cerrado native
plants show that the tea leaves of C. iguanaea is used in traditional medicine for
body aches, asthma, cramps, poor digestion, urinary infections, kidney
disfunctions, as a stimulant or as a diuretic.The purpose of the present work
was to evaluate the possible cytotoxic, genotoxic and antigenotoxic effects of
the leaves aqueous extract of C. iguanaea by the prophage A induction test
(SOS Inductest) and the micronucleous test in mice bone marrow. The SOS
Inductest was performed according to Moreau (1976), using lysogenic WP2s(A)
and indicator RJF013 strains derived from Escherichia coli. WP2s(A) cultures
were treated with different doses of the extract (0.5, 1, 2.5, and 5 mg)
(evaluation of genotoxicity) or co-treated with a single dose of MMC (0,5 ug)
and different doses of extract (assessment of antigenotoxicity). Then, the
treated culture was added to the indicator strain (RJF013) and both were
poured on plates in LB(12) medium. For the evaluation of cytotoxicity, cultures of
WP2s(A) treated with different doses of extract were diluted in M9 buffer and
plated on LB. The micronucleus test was carried out according to Schmid
(1975). To assess the genotoxic activity, animals were treated with Celtis
iguanaea extract (100, 300 and 500 mg/kg concentrations). To evaluate the
antigenotoxic activity, the same doses of extract were treated simultaneously
with 4mg/Kg of MMC. The frequencies of micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE) were evaluated at 24h and 48h exposure period except
the negative control (24h). The cytotoxicity was assessed by the polychromatic
and normochromatic erythrocytes ratio (PCE/NCE). In both tests the obtained
results demonstrated anticytotoxic activity and absence of genotoxicity and
cytotoxicity of the Celtis iguanaea leaves extract. The extract also showed

partial antigenotoxic activity in bacteria and antigenotoxic activity in mice.
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1 - INTRODUCAO GERAL

1.1 - Plantas Medicinais e Fitoterapia:
Plantas medicinais — Retrospectiva e Importancia.

O uso de produtos de origem vegetal no tratamento, cura e prevencao
de doencas € uma das mais remotas formas de pratica medicinal, e
provavelmente quase tdo antiga quanto a propria espécie humana (Halberstein,
2005). Fosseis datam o uso de plantas como medicamentos pelo homem em
aproximadamente 60.000 anos atras (Fabricant e Farnsworth, 2001).

A primeira documentagcdo escrita do uso de plantas como remédios
advém da China, pais com a mais longa e ininterrupta tradicdo no uso de
plantas medicinais. A obra chinesa datada de 2800 a.C., Pen T sao (a grande
fitoterapia) do imperador Shen Nung, possui relato de 360 espécies incluindo
Ephedra sinica, uma planta utilizada na medicina alopata e fonte de efedrina
(Eldin, 2001; Alonso, 1998).

Outro indicio remoto sobre a pratica da Fitoterapia é o papiro de Ebers,
extraordinario documento egipcio que data de 1500 a.C. e descreve centenas
de plantas medicinais. Na Grécia, Teofrasto (372-285 a.C.) discipulo de
Aristoteles (384-322 a.C.), catalogou cerca de 500 espécies vegetais e
Hipdcrates (460-361 a.C.), considerado o pai da medicina, utilizava drogas de
origem vegetal em seus pacientes, deixando uma obra (Corpus Hippocratium)
que é considerada a mais clara e completa da Antiguidade, no que se refere a
utilizacao de plantas medicinais (Wagner e Wisenauer, 2006; Almassy Junior et
al. 2005; Alonso, 1998). Na idade média, os mosteiros divulgavam o
conhecimento das plantas medicinais do mundo antigo com grandes colecdes
e referéncias sobre fitoterapia. Entre elas, o livro De viribus herbarum,
descrevia as propriedades de mais de 80 plantas medicinais (Eldin, 2001). No
entanto, a inquisicdo levou a morte inUmeras pessoas que detinham o
conhecimento sobre as plantas medicinais, considerados como bruxos e
condenados a fogueira (Alonso, 1998).

O conhecimento humano dos fitomedicamentos foi enriquecido de forma
empirica, através de observacbes e tentativas e transmitido através dos
tempos. Ao longo das geracdes este processo propiciou a identificacdo de

espécies vegetais bem como das partes dos vegetais que se adequavam ao



uso medicinal, favorecendo a prevencdao, o tratamento e a cura de distarbios e
disfuncdes do organismo (Farnsworth, 1985).

Atualmente, de acordo com estimativas da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), mais de 80% da populacdo mundial utilizam plantas como fonte
primaria de diversos agentes medicinais. Além disso, dos 252 farmacos
considerados como basicos e essenciais pela OMS, 11% sao exclusivamente
de origem vegetal. Sabe-se ainda que um namero significativo de farmacos
sintéticos foi obtido a partir de precursores naturais (Raskin et al., 2002; Rates,
2001).

Calcula-se que os produtos naturais e as preparacoes fitoterapicas
sejam responsaveis por 25% do receituario médico nos paises desenvolvidos e
cerca de 80% nos paises em desenvolvimento. Neste sentido os produtos
farmacéuticos movimentam US$320 bilh6es de dolares ao ano, dos quais
US$20 bilhdes sdo originarios de substancias ativas derivadas de plantas
(Almeida, 2003; Mitscher, 1987).

Dentre os grupos de compostos de origem natural descobertos hd mais
tempo e ja consagrados, estao os alcaldides da papoula, constituintes do épio,
os glicosideos cardiotonicos, e grande variedade de antibiéticos (sendo os de
origem vegetal, em sua maioria, compostos aromaticos, produzidos através de
uma das vias biossintéticas do acetato) (Cowan, 1999; Di Stasi, 1996).
Algumas substancias quimicas estao sendo testadas quanto a atividade anti-
HIV, como a hipericina e os derivados acilados da castanospermina. Os
derivados da artemisina, uma lactona sesquiterpénica com grupo
endoperoxido, tém sido utilizados no combate da malaria (Hamburger e
Hostettmann, 1991). Considerando-se que a comercializacdo anual do taxol foi
de um bilh&o de ddlares a partir de 1999 e a venda da vimblastina e vincristina,
agentes antineoplasicos isolados de Catharanthus roseus G., atingem valores
anuais de venda de US$ 160 milhdes, fica claro que os produtos naturais véem
cada vez mais desempenhando importante papel econémico e terapéutico na
medicina moderna (Varanda, 2006).

Segundo Maciel et al.,(2002), uma das raz6es desta ampla utilizacdo é o
fato das plantas medicinais representarem muitas vezes 0 UnNiCO recurso

terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos.



O Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do mundo, com um
total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies, das quais apenas 55.000
estdo catalogadas (Simdes et al., 2001).

Nosso conhecimento do uso das plantas medicinais € o resultado de
uma miscigenacao cultural envolvendo africanos, europeus e indigenas com
introducdo de espécies exdticas pelos colonizadores e escravos (Engelke,
2003). Esta tradicdo do uso de plantas tem sido mantida e ampliada pela
medicina popular, visto que o mercado brasileiro de fitoterdpicos cresce a uma
taxa de 15% ao ano (Abifisa). As herancas culturais aliadas a enorme
biodiversidade fazem do Brasil o pais com maior potencial fitoterapico do
planeta, contudo, esse potencial ainda € minimamente aproveitado.

Uma importante acdo para mudar esse panorama foi o DECRETO
5.813, de 22 de junho de 2006 que determinou a criacdo da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Em linhas gerais seu objetivo consiste
em garantir acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo uso sustentavel da biodiversidade, desenvolvimento da cadeia

produtiva e da industria nacional.

Fitoterapia — Aplicagdes e Riscos

Fitoterapia é a utlizagdo de plantas medicinais em suas diferentes
formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda
que de origem vegetal. Por muito tempo, atribuia-se apenas aos principios
ativos isoladamente a responsabilidade por eventual acéo terapéutica. Hoje se
sabe que em alguns casos um conjunto de substancias age sinergicamente em
um fitocomplexo (Williamson, 2000). Em um fitocomplexo, os compostos que
nao sao o0s responsaveis-chave pela acdo farmacolégica podem maximizar o
efeito terapéutico melhorando a estabilidade, solubilidade, biodisponibilidade e
tempo de meia vida dos principios ativos ou ainda reduzir a frequéncia e
intensidade dos eventuais efeitos colaterais quando comparados ao composto
isolado (Mills e Bone, 2000). A presenca do fitocomplexo na droga vegetal
também pode justificar a multiplicidade de indicacbes que apresentam muitas
plantas medicinais (Cavallazzi et al., 2003).

Entretanto, mesmo sendo o reino vegetal um enorme laboratério de

sintese de recursos terapéuticos, os remeédios derivados de plantas podem



também conter constituintes perigosos ou que exercam diversos efeitos
colaterais indesejaveis (Mitscher et al., 1987). O mito disseminado pela cultura
popular de que “o que € natural ndo faz mal” torna esses riscos ainda mais
significativos. Estas possiveis adversidades dos fitomedicamentos, incluindo
interacbes com outras drogas e substancias, sdo muitas vezes devidas a
mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas ao longo do processo
evolutivo, um metabolismo secundario sintetizante de compostos toéxicos e
genotdxicos contra bactérias, fungos, insetos e animais predadores (Teixeira et
al.,2003; Simdes et al., 1986).

A etnobotanica relativa as plantas medicinais € a ciéncia que visa
identificar as espécies utilizadas por uma determinada populagdo. Esta ciéncia
permite avaliar o uso de plantas por comunidades humanas de forma
quantitativa e qualitativa, de maneira que a coleta de dados seja precisa e
completa (Martin, 1995). E necessario, portanto, uma abordagem etnobotanica
e etnofarmacolégica como estratégia para a investigacdo de plantas
medicinais, que consiste em combinar informagbes adquiridas junto a
comunidades que facam uso da flora local com estudos especializados (Bais et
al., 2006). Tais estudos devem avaliar os fitoterapicos em critérios como
eficacia, qualidade e seguranca (Diamond et al., 2000).

No que concerne a genotoxicidade, toxicidade e carcinogenicidade séo
inomeras as referéncias na literatura demonstrativas dessa dualidade das
plantas, de um lado o potencial terapéutico e do outro os potenciais efeitos
nocivos: Por exemplo, a vincristina e a vinblastina extraidos de Catharantus
roseus sdo efetivos contra tumores no figado, rins, cérebro, mama e prostata
(Chechinel, 2001). Por outro lado vérias substancias isoladas de vegetais
considerados medicinais possuem atividade citotoxica e/ou genotoxica,
apresentando certa correlacdo com a incidéncia de tumores (Junior et al.,2005;
Ames,1983).

Dentre outros compostos derivados de plantas que ja foram identificados
como mutagénicos e carcinogénicos podem ser citados safrois, hidrazinas,
furocumarinas, quinonas, alcal6ides de pirrolozidina e teobrominas (Khan et al.,
2005; Santos, 2002; Pereira, 1992; Czeczot et al.,1990; Garcia, 1987). Em
contraposicao a esses efeitos, substancias como beta-carotenos (vitamina A),

acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), polifendis, compostos



sulfidricos, calcio, fibras, flavondides, pigmentos de antraquinona, dentre outras
foram identificadas com atividade antimutagénica quando em presenca de um
agente indutor (Hiramatsu et al.,2004; Lapa et al 2004; Chen et al.,2003 ;
Santos, 2002; Takahashi et al.,2001; Ames, 1983).

Em vista desta dualidade entre riscos e beneficios dos fitomedicamentos
€ preocupante que o uso de plantas e produtos naturais tenha amparo legal
para sua livre comercializacdo, resultando no seu uso indiscriminado e
deixando o usuério a mercé dos riscos da auto-medicacao (Konan et al., 2007).
Felizmente, a atencdo da comunidade cientifica tem se voltado para a
verificacdo das propriedades farmacoldgicas e/ou terapéuticas dos produtos
naturais, bem como para a investigagdo de suas possiveis atividades
toxicolégicas (Rebecca et al.,2002).

Apesar do nosso pais apresentar reconhecida biodiversidade e de nossa
heranca cultural quanto a utilizacdo da flora nacional, apenas uma fracao
diminuta de nossas plantas nativas foram devidamente estudadas (Almeida et
al., 1998). Desse modo, para que a populagcdo possa exercer um uso seguro
dos medicamentos fito-derivados se faz necesséaria uma avaliacdo do seu

potencial genotdxico e citotoxico (Cavalcanti et al., 2006).

1.2 - Cerrado

O Cerrado é a segunda maior provincia fitogeografica brasileira,
superado apenas pela Floresta Amazbnica. Ocupa uma area de
aproximadamente 2 milhdes de km? ou 23% do territério brasileiro (Fig.1),
espalhados por 13 estados ( Ratter et al.,1997; 2006; Ribeiro e Walter, 1998;
Adamoli et al., 1986).
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Figura 1 - Abrangéncia geografica das areas continuas e isoladas do
Cerrado no Brasil, antes do processo de ocupacédo antrépica. (WWF, 1995)

O Cerrado caracteriza-se por apresentar uma vegetacdo peculiar com
fisionomias que variam em uma ordem crescente de biomassa. Esta graduacgao
varia desde um progressivo aumento na densidade arbérea (campo limpo,
campo sujo e campo cerrado), passando pelo cerrado strictu sensu (com
arvores baixas e esparsas) até o cerraddo (com arvores altas e maior
densidade). Ao longo dos rios ha fisionomias florestais, conhecidas como
florestas de galeria ou matas ciliares (Coutinho, 1978). De maneira geral,
quanto menor a disponibilidade de agua e nutrientes, e mais frequentes os
incéndios, mais aberta sera a vegetacdo do cerrado (menor sera a biomassa)
(Bitencourt e Mendonga, 2004). O cerrado € uma regido de clima estacional
(sazonalidade bem definida), com uma precipitacdo média anual de 1500 mm e
temperaturas geralmente amenas (entre 22°C e 27°C em média) ao longo do
ano (Klink e Machado, 2005; Eiten, 1972).

Geralmente, a presenca do cerrado coincide com solos distréficos em

89% da regido total, sendo que as condicoes de baixa fertilidade s&o



agravadas com altos teores de saturacéo por aluminio. Estes solos apresentam
também alto grau de intemperizacao, processos de lixiviacdo bastante atuantes
e baixa capacidade de troca de cétions, o que aumenta a necessidade
generalizada de fosforo para as plantas, sendo este o nutriente mais deficiente
(Lopes, 1985). No entanto os solos do cerrado demonstram boas propriedades
fisicas, como baixa densidade, alta permeabilidade, baixa resisténcia a
penetracdo e boa aeracao (Lopes, 1983).

Conhecido também como “berco das aguas” por ser responsavel pelo
abastecimento das trés maiores bacias hidrograficas da América latina, o
cerrado possui uma malha de nascentes, corregos e rios de fundamental
importancia para os ecossistemas brasileiros (Oliveira Junior e Shimabukuro,
2005).

Apesar de toda sua importéancia, infelizmente, o Cerrado ndo recebeu o
status de “Patriménio Nacional’ concedido para a Mata Atlantica, Amazonia,
Pantanal e Sistemas Costeiros na Constituicdo Brasileira de 1988. Este
comportamento negligente por parte do governo e entidades ambientais aliado
a crescente atividade agropecuaria resultou em uma extensa conversdo e
fragmentacao dos espacos naturais (Fig.2). De acordo com Prevedelo (2006),
cerca de 80% da area original ja foi alterada de alguma forma, restando apenas
20% de area natural. A acdo antrépica na regido agrava-se pela diferenca com
os esforgcos protecionistas governamentais nos demais ecossistemas, que
possuem cerca de 12% de sua area protegida na forma de unidades de
conservagcao, enquanto o cerrado possui menos de 2% de sua extensdo
protegida por lei (Kaplan et al.,1994). Segundo estimativas o bioma Cerrado
devera ser totalmente destruido até o ano de 2030, caso as tendéncias de
ocupacao continuem (Machado, 2004). Além disso, o fato dos cerrados
ocorrerem em solos de recarga de aquiferos € mais um motivo para a
preservacao deste ambiente, assim como para promover a sua recuperacao
(Bitencourt e Mendonga, 2004).
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Figura 2 - Representacdo da estimativa de cobertura vegetal nativa do
Cerrado elaborada por Mantovani e Pereira (1998). Cada quadricula da figura
significa uma cena do satélite LandSat, onde estédo representadas as variacoes

na porcentagem de cobertura.

Sendo a formacdo savanica mais rica do mundo, calcula-se que o
Cerrado brasileiro seja responsavel por cerca de 5% da biodiversidade mundial
(Pires, 1999). Tal rigueza se da especialmente quando sdo consideradas as
espécies lenhosas (WWF e Procer, 1995). Com toda sua excepcional riqueza
biolégica, o Cerrado, € considerado um dos hotspots mundiais, isto é, um dos
biomas mais ricos e ameacados do Planeta (MMA, 2002; Myers et al., 2000).
Toda esta devastacdo se torna mais alarmante devido aos altos indices de
espécies endémicas no cerrado, em especial as vegetais, cujo endemismo
representa 1,5% de toda a flora mundial. Segundo a compilacdo de
informacdes feita por Machado (2008), o Cerrado possui um nivel endémico de
plantas superiores no valor de 44% e de 70 % em relacdo as plantas
herbaceas. Contudo, esta valiosissima reserva de moléculas organicas de
potencial medicinal e terapéutico ainda € infimamente explorada.

Gottlieb e Borin (1994) relataram que possivelmente ha mais espécies

vegetais (diversidade especifica) em areas amostrais de Floresta Amazénica



que nas de Cerrado de mesmo tamanho, salientando, porém, que a
diversidade taxonémica € certamente muito maior no ultimo. Esta diversidade é
relativa aos tdxons mais elevados (género, familia e ordem), mostrando a
importancia do Cerrado para pesquisas com plantas medicinais. Isto porque,
quanto maior for a diversidade taxonémica em niveis superiores, maior € 0
distanciamento filogenético entre as espécies e maior é a diferenca e
diversidade quimica entre elas. Por isso, a gama e o potencial de compostos
bioativos produzidos pelas espécies do Cerrado seriam maiores que as da
Floresta Amazoénica. Isto se evidencia quando Kaplan et al. (1994) afirmaram
que, utilizando-se 0 mesmo método de extracdo fitoquimica, ha diferencas
muito contrastantes, visto que as espécies de Floresta Amazonica apresentam
pequeno numero de compostos em grandes quantidades e as de Cerrado,
grande numero de compostos estreitamente relacionados, mas em quantidades
menores. Por essas caracteristicas, o bioma Cerrado deveria ser considerado
area prioritaria de pesquisas com plantas medicinais e conservacdo de

recursos naturais (Guarim Neto e De Morais, 2003).

1.3 - Celtis iguanaea (Jaqc.) Sargent

Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent € uma angiosperma membro da ordem
Rosales também conhecida como “espordo de galo” (Souza et al., 2005). O
nome desta espécie se origina do fato de que seus frutos sdo comidos por
iguanas (Berg e Dahlberg, 2001). A taxonomia de Celtis tem sido controversa a
muito tempo, sendo este género inicialmente incluido na familia Ulmaceae,
subfamilia Celtidaceae (Sattarian, 2006). Contudo, recentes estudos
filogenéticos moleculares situaram o género Celtis como integrante da familia
Cannabaceae (APG, 2003).

Celtis € um género largamente difundido, sendo encontrado em todas as
areas tropicais, e em muitas regides temperadas do mundo. Apresenta
distribuicio natural na Africa, na regido do Mediterraneo, Asia, Américas
(Norte, Central e Sul) e no norte da Australia (Sattarian, 2006) (Fig.3). Celtis
iguanaea por sua vez encontra-se dispersa por toda a América, desde o sul
dos Estados Unidos até a Argentina, em varios tipos de vegetacao (de iumida a

mais ou menos seca). A espécie é bastante variavel, principalmente em relacao
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as caracteristicas da lamina foliar (margem, tamanho e indumento). As
diferentes formas encontradas ao longo de sua distribuicdo faz com que Celtis
iguanaea tenha vasta sinonimia botanica, Celtis aculeata Sw.; Celtis goudotii
Planch.; Celtis glycycarpa Mart. ex Miq.; Celtis spinosa Spreng.; Celtis hilariana
Planch.; Celtis triflora (Klotzsch) Mig.; Celtis williamsii Rusby; Mertensia
laevigata Kunth in H.B.K.; Celtis diffusa Planch.; dentre muitas outras (Berg e
Dahlberg, 2001).

Celtis iguanaea (Fig.4) € uma planta arbustiva ou arbérea de pequeno
porte, de até 10 m de altura, com espinhos majoritariamente solitarios, por
vezes emparelhados e geralmente recurvos. Apresenta tronco tortuoso, forte e
flexivel, ramos acastanhados e compridos, e lenticelas numerosas e
conspicuas. Possui folhas ovado-oblongas ou subovadas, de dimensdes
variando entre (2-15) x (1-8,5) cm. As inflorescéncias sdo ramificadas e
amarelo-esverdeadas, bissexuais ou estaminadas, sendo de 1 a 3 flores por
inflorescéncia; com ovario ovoide a obovodide e estigmas ramificados. Seus
frutos possuem forma ovéide ou globosa, com 1,2-1,7 cm de comprimento
quando secos, apresentando coloracdo de amarelo palido a laranja quando
maduros. (Pilati e Souza, 2006; Souza et al., 2005; Berg e Dahlberg, 2001).

A etnobotéanica e a etnofarmacologia tém enorme importancia no estudo
de plantas medicinais, por evitar a ineficiéncia do mecanismo de tentativa e
erro, combinando informac¢des empiricas adquiridas junto as comunidades
locais com ensaios que comprovem e justifiguem seu uso (Elisabetsky e
Souza, 2004). A concordancia de uso popular corrigida (CUPc) é uma medida
que aponta os usos mais difundidos e aceitos para uma espécie, pois,
provavelmente, sao utilizados e reconhecidos por muitas pessoas. De modo
geral, quanto maior o consenso do uso popular de determinada espécie para
um fim medicinal, mais se evidencia a seguranca quanto a sua validade
(Vendruscolo & Mentz 2006).

Segundo o levantamento sobre o uso de recursos medicinais no
municipio de Ouro Verde - GO realizado por Silva e Proenca (2008), Celtis
iguanaea foi uma das duas espécies medicinais nativas do bioma Cerrado a
apresentar uma CUPc com valores acima de 50%, sendo obtido o valor de
54%. De acordo com as autoras, as espécies com CUPc maior que 50%

apresentam um apreciavel consenso de uso popular, o que pode indicar
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potencial medicinal e funcionar como uma pré-triagem para estudos
etnofarmacoldgicos.

O cha ou infusdo das folhas de Celtis iguanaea (esporédo-de-galo) é
usado na medicina popular para dores no corpo, asma, célicas, ma-digestéo,
infeccdes urinarias, disfuncdes renais, como estimulante ou como diurético
(Carneiro, 2009; Silva e Proenca, 2008; Piliackas et. al., 2001). No entanto,
ainda que exista um consideravel consenso popular em relagdo as
propriedades medicinais do “esporao de galo”, muito pouco se sabe sobre os
efeitos biolégicos de seus constituintes, pois a planta até o momento apresenta
uma literatura bastante escassa, principalmente em se tratando de suas
potenciais propriedades toxicolégicas. Desse modo, devido a conhecida
utilizacdo de Celtis iguanaea pela populacdo se tornam necessarios ensaios
gue avaliem seus efeitos farmacoldgicos, assim como suas possiveis

atividades genotoxica, antigenotoxica e citotoxica.

Figura 3 — Distribuicdo Natural do género Celtis no mundo (Sattarian,

2006).



Figura 4 - Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent (Esporéo de galo).; A - Arvore; B -
Ramo; C - Espinho; D - Folhas; E - Flores; F — Fruto (Flora Digital RS -

Endereco Eletronico).

1.4 - Genética toxicoldgica

Mutacédo, Genotoxidade e Carcinogénese

A correta duplicacdo do genoma, seguida da segregacdo dos
cromossomos livres de danos para as células filhas € crucial para a saude e
longevidade de todos os organismos. A fidelidade destes processos €

assegurada por varias respostas celulares aos danos genéticos, como
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paralisacdo do ciclo celular, inducdo de mecanismos de reparo e apoptose
(Levitt et al., 2007). Ainda assim, o DNA de um organismo ndao é uma molécula
estética, freqlentemente suas bases estdo expostas a agentes naturais ou
artificiais que provocam modificagdes na sua estrutura ou composicado quimica
(Zaha, 2000).

Esta vulnerabilidade do material genético as agressdes impostas pelo
ambiente criou uma nova area de pesquisa, a Genética Toxicoldgica, setor da
genética que estuda os processos que alteram a base genética da vida, quer
seja em sua estrutura fisico-quimica, o DNA (4cido desoxirribonucléico),
processo este classificado de mutagénese; quer seja na alteracdo do
determinismo genético ao nivel celular ou organico, identificados
respectivamente como carcinogénese e teratogénese (Erdtmann, 2003). Trata-
se de uma area interdisciplinar onde especialistas em genética, bioquimica,
biologia molecular, imunologia, farmacologia e toxicologia trabalham juntos
para estudar as lesdes induzidas ao genoma por agentes fisicos, quimicos e
biol6gicos (Brown,1999 ; Ribeiro e Marques, 2003).

Assim, a funcdo primaria dos testes de toxicologia genética € investigar,
usando células ou organismos, o potencial de genotoxinas induzirem mutacdes
e lesbes ao DNA em células sométicas ou germinativas (Da Silva et al., 2003).
Tais estudos representam um papel importante no desenvolvimento de novos
farmacos (Kiskinis et al., 2002; Hartmann et al., 2001; Gollapudi e Krishna,
2000), devendo ser realizados nos estagios iniciais desse desenvolvimento a
fim de prognosticar uma potencial atividade nociva (Snyder e Green, 2001;
Gollapudi e Krishna, 2000).

Genotoxicidade é um termo amplo que se refere as alteracdes na
estrutura geral e/ou na disposicdo dos cromossomos, ou nas sequéncias de
pares de bases do DNA (mutagenicidade) por exposicdo a agentes toxicos (Al-
Sabti e Metcalfe, 1995). Desta forma, as medidas de genotoxicidade incluem,
principalmente, danos no DNA, mutacbes e aberragdes cromossdmicas
(Combes, 1992).

Por sua vez, o termo mutacdo refere-se a qualquer mudanca subita e
herdavel no gendtipo de um organismo (Simmons e Snustad, 2001). Em geral
estas mudancas levam a expressao de proteinas estruturais ou enzimas com

funcdes alteradas, podendo ser detrimentais e até deletérias para o individuo.
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Entretanto, podem também contribuir para a construcdo de novas informacdes
genéticas e sao consideradas a principal fonte de variabilidade. As mutacdes
ocorrem naturalmente (espontaneas), ou em resposta de exposicao a agentes
mutagénicos (induzidas) (Sarasin, 2003; Rouse e Jackson, 2002).

Conforme Takahashi (2003), existem trés niveis de mutacdes: as
mutacBes génicas, as aberracdes cromossdémicas estruturais e as aberracées
cromossdmicas numericas.

Uma gama enorme de agentes mutagénicos ja foram descritos, dentre
eles estdo os agentes fisicos como as radiagcdes ionizantes, biolégicos como as
infeccdes por virus e 0s quimicos, como 0s conservantes alimentares (Wogan,
2004).

E importante salientar que o mesmo agente mutagénico pode produzir
comportamento mutagénico distinto em organismos também distintos
(Gatehouse, 1990). Isso ocorre devido a uma série de fatores, como ativacao
metabodlica (pré-mutdgenos), processo de detoxificacdo de compostos
quimicos, variedade de sistemas de reparo e efeito do mutageno na fisiologia
celular (Klaassen e Watkins,1999; Farah,1997). Os agentes mutagénicos
podem induzir mudancgas gendmicas por interagir diretamente ou indiretamente
com o DNA ou por interagir com proteinas envolvidas na manutencdo da
integridade do genoma (Houtgraaff et al., 2006; Kirsch-Volders et al., 2003).
Alguns mutagenos por sua vez podem exercer mais de um mecanismo de
acdo, como por exemplo a radiacdo ionizante. Ela age diretamente no DNA
acarretando quebras de fita simples e duplas, e indiretamente através da
interacdo de fétons com moléculas de agua levando a hidrélise e producéo de
radicais livres com subseqiente ataque ao DNA e proteinas (Dowd e Tilson,
1999; Nias, 1998).

A toxicidade genética ndo € uma medida direta de carcinogenicidade,
mas é frequentemente usada como um indicador para o cancer, uma vez que
os testes de mutagenicidade medem um evento inicial ou intermediario da
tumorigénese (Fearon e Vogelstein, 1990). Esta relacdo entre mutacdes e
neoplasias € bem documentada, sendo que compostos quimicos
reconhecidamente cancerigenos sdo, em sua maioria, positivos quando

testados em ensaios que medem mutagenicidade, enquanto que drogas
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reconhecidamente ndo cancerigenas em geral ndo sdao mutagénicas (Ames e
Gold, 2000; 1989; Lijinsky, 1989; Maron e Ames, 1983).

Segundo De Flora (1996; 1998), ha também evidéncias do papel das
mutacOes na patogenia de doencgas crbnico-degenerativas, principais causas
de mortalidade na populagcdo humana. Quando tais mutacdes ocorrem nas
células germinativas, elas podem originar alteracdes genéticas transmissiveis,
levando a desordens genéticas, fertilidade reduzida, sindromes fetais,
malformacdes e até abortos (Rabello-Gay, 1991).

O termo cancer é utilizado genericamente para representar um conjunto
de manifestacdes clinicas patoldgicas, caracterizadas pela perda do controle
do crescimento celular e o ganho de capacidade de invadir tecidos adjacentes
ou de espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo (Pinto e
Felzenszwalb, 2003).

Segundo relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer
(IARC) / OMS (World Cancer Report, 2008), o impacto global do cancer
duplicou nos ultimos 30 anos. No ano de 2008, ocorreram mais de 12 milhdes
de casos novos de cancer e mais de 7 milhdes de o&bitos. O continuo
crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, tém afetado de
forma significativa o impacto do cancer no mundo. No Brasil, as estimativas,
para 0 ano de 2010, serdo validas também para o ano de 2011, e apontam
para taxas alarmantes de novos casos de cancer (INCA, 2009) (Fig.5).
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Figura 5 - Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia por
100.000 homens e mulheres estimadas para o ano 2010, segundo a Unidade

da Federacao - todas as Neoplasias (INCA, 2009).
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O desenvolvimento de canceres é relacionado a mutacdes em diversos
tipos de genes, dentre eles podemos citar: (1) mutacbes que promovem o0
crescimento celular pela ativacado de oncogenes; (2) mutagdes que diminuem a
supressdo do crescimento celular pela inativacdo dos genes supressores
tumorais; (3) mutacdes que resultam na deficiéncia ou inativacdo dos genes do
sistema de reparo do DNA, acumulando danos no DNA e levando a
instabilidade genética da célula, (4) alteracdes nos genes controladores do
ciclo celular (checkpoints) e genes relacionados a apoptose (Breivik, 2005;
Pierce, 2004). As principais lesdes encontradas nesses genes sdo mutacdes
dos tipos substituicdo de bases e deslocamento do quadro de leitura
(frameshift) do DNA, numa grande variedade de tipos de cancer (Greenblatt et
al., 1994).

O desenvolvimento de neoplasias esta também relacionado a eventos
epigenéticos, que sao alteracdes reversiveis e herdaveis no genoma funcional
(expresséo génica) sem mudancas na sequéncia de nucleotideos do DNA. Tais
eventos desempenham papel importante na formacdo de tumores, visto que
alteragbes no epigenoma ocorrem em diversos estagios da carcinogénese,
incluindo o silenciamento de genes supressores de tumor (Ting et al., 2006;
Kopelovich et al.,, 2003). Atualmente, sdo conhecidos trés mecanismos
principais de alteracdes epigenéticas: metilacdo do DNA, modificacbes de
histonas e acdo de RNAs néo codificadores (Davis e Brackmann, 2003; Chen e
Pikaard, 1997). As mudancas epigenéticas sédo fortemente influenciadas pelo
ambiente, de modo que qualquer alteracdo ambiental (ataque de patdégenos,
tipo de alimentacdo e héabitos) pode resultar em alteragBes relevantes no
epigenoma (Ting et al., 2006). Além disso, a epigenética esta intimamente
relacionada com o aumento na variabilidade fenotipica dos individuos, tendo
assim significativa importancia para a evolucao.

O processo de carcinogénese é altamente complexo e envolve multiplas
etapas. InUmeros xenobidticos, assim como outros fatores ambientais, podem
interferir positiva ou negativamente em cada um dos passos que levam ao
desenvolvimento final da neoplasia. Além disso, os diferentes fatores
ambientais podem interagir, aumentando ou diminuindo o efeito de cada um

deles quando considerado isoladamente. A luz do conhecimento atual, o
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desenvolvimento do céancer pode ser visto esguematicamente como um

processo sequencial de multiplas etapas, tal como ilustrado na figura 6.

Frincipais etapas da carcinogénse induzida por agentes quimicos genotoxicos. O processo de carcinogénese coma
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Figura 6 - Principais etapas da carcinogénese induzida por agentes

quimicos genotoxicos (Gomes-Carneiro, 1997).

A carcinogénese pode ser vista como consistindo de trés sequéncias
distintas: a iniciacdo, a promocdo e a progressao. A conversdao neoplasica
(iniciagdo) ocorre quando um evento genético (mutacbes, rearranjos
cromossomicos, insercdes ou delecbes de genes e amplificacdo de genes)
resulta em ativagdo de oncogenes e/ou em falta de expresséo — ou inativacao
de produtos — de genes supressores de tumores (Gomes-Carneiro, 1997).

Na promocao as células geneticamente alteradas sofrem o efeito dos

agentes cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula iniciada é
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transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra
essa transformacéo, € necessario um longo e continuado contato com o agente
cancerigeno promotor. A suspensdo do contato muitas vezes interrompe 0
processo nesse estagio (Almeida, 2005).

O terceiro e ultimo estagio (progressao) caracteriza-se pela multiplicacao
descontrolada, sendo um processo irreversivel. O cancer jA esta instalado,
evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca
(Almeida, 2005).

As células cancerosas sao, geralmente, menos especializadas nas suas
funcbes que as suas correspondentes normais. Conforme as células
cancerosas vao substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo
suas fungdes; por exemplo, a invasdo neoplasica dos pulmdes gera alteracées
respiratérias; com isto ha a disfuncdo organica que pode levar a faléncia do
Orgao ou, em casos mais graves, leva a morte do paciente (Almeida, 2005).

Atualmente, existem quatro principais tipos de tratamento para o cancer:
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e a terapia biolégica. Recentemente,
também tem sido utilizada a terapia de fotorradiagdo com derivados
hematoporfirinicos e a imunoterapia, sendo que o objetivo de cada um destes
tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia combinada,
nos quais sdo associadas varias estratégias de tratamento (Almeida et al.,
2005).

No entanto, a maneira mais eficaz, barata e segura de se evitar o
processo de carcinogénese ainda é a medida profilatica, abrangendo desde
mudancas em habitos pessoais como alcoolismo e tabagismo até a dieta,
sendo esta um fator de suma importancia na prevengao do cancer. Segundo
Antunes e Araujo (2000), a ingestédo de alimentos € uma das principais vias de
exposicao do homem a diferentes compostos, visto que uma mistura complexa
de agentes quimicos é encontrada na dieta. Algumas das substancias
presentes nos alimentos podem ter efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos,
isto €, podem induzir mutacdes no DNA favorecendo o desenvolvimento de
tumores, enquanto outras podem atenuar ou anular estes efeitos. Acredita-se
que cerca de um terco de todos o0s canceres humanos possam estar

relacionados com o hébito alimentar (Renner, 1990; Ames, 1983).
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Neste contexto, a comprovacao cientifica da origem mutacional de varios
tipos de cancer oriundos do efeito genotoxico de substancias quimicas, fisicas
e bioldgicas levaram a necessidade de se desenvolver testes que permitiam
avaliar o potencial nocivo de tais substancias (Natarajan, 2002; Ames, 1989).
Atualmente, dispdem-se de dezenas de ensaios para a deteccdo da
genotoxicidade, tais testes empregam diferentes modelos como fagos,
bactérias, algas, fungos, leveduras, insetos, células de mamiferos e roedores in
vivo (Melo, 2009). Deste modo, os testes de genética toxicologica baseiam-se
na capacidade de se avaliar a mutagenicidade de um agente, de acordo com o
aumento da frequéncia de mutacfes induzidas em relacdo a frequéncia de
mutacdes em nivel basal (Westman, 2006).

Historicamente, varios manuais de testes de toxicidade genética tém
sido elaborados em muitos paises, definindo a bateria de testes
recomendados, procedimentos detalhados, bases cientificas, justificativas para
a selecdo do teste e orientacbes para a interpretacdo dos resultados (Choy,
2001). Tais manuais sao determinados normalmente pelas diretrizes
regulatérias internacionais: International Conference on Harmonization (ICH), e
Organization for Economic Cooperation and Development ( OECD), no Brasil
ficando sobre a responsabilidade regulatéria da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). A bateria padrdo em testes de genética toxicologica
recomendada pela International Conference on Harmonization (ICH, 1997)
consiste dos seguintes ensaios: (1) um teste de mutacdo génica em bactéria;
(2) um teste in vitro com avaliacdo citogenética de danos cromossémicos com
células de mamiferos ou um ensaio linfoma tk+/- de camundongo in vitro e; (3)
um teste in vivo para danos cromossémicos utilizando células hematopoiéticas
em roedores (ICH, 1997).

No Brasil, varios estudos séo realizados para comprovar a acgao
farmacoldgica de plantas, porém, ainda sdo poucos os esfor¢cos no sentido da
avaliacdo da genotoxicidade, sendo grande a preocupacao no que diz respeito
a seguranca no uso de extratos vegetais. Com a intencdo de garantir a
qualidade e seguranca da fitomedicina, a ANVISA atualmente estabelece que
os fitofarmacos devem ser submetidos a ensaios toxicolégicos pré-clinicos e

clinicos. Assim, ensaios com as diversas plantas utilizadas pela populacdo séao
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de grande importancia, estabelecendo medidas de controle no seu uso

indiscriminado (Fonseca e Pereira, 2004).

Reparo, Antigenotoxidade e Quimioprevencao

Apesar das mutacdes genéticas serem de extrema importancia para a
evolucdo de uma espécie, a sobrevivéncia do individuo depende da
estabilidade do seu genoma. Tal estabilidade € constantemente abalada por
alteracbes quimicas diversas resultantes de (trés causas principais:
espontaneas, por produtos do metabolismo celular e ambientais (Ferreira e
Rocha, 2004).

O genoma de uma célula de mamifero tipica acumula muitos milhares
de lesdes durante um periodo de 24 horas. Entretanto, gracas ao reparo de
DNA, menos de uma em mil torna-se uma mutacdo. O DNA é uma molécula
relativamente estavel, mas na auséncia dos sistemas de protecdo, o efeito
cumulativo de muitas reacdes nado frequentes, mas lesivas, tornaria a vida
impossivel. (Lehninger, 2006).

A complexa rede de sistemas de reparo do DNA envolve varios
mecanismos enzimaticos, que revertem as lesdes produzidas pelos variados
tipos de agentes genotoxicos e por alteragcdes normais que ocorram na propria
célula, como erros na replicacdo do DNA, onde bases sao alteradas ou
perdidas, quebras em ligacOes fosfodiéster da cadeia e ligacdes covalentes
cruzadas nas fitas. Esses mecanismos de reparo podem atuar por uma série
de métodos, como por exemplo: fotorreativacdo enzimatica, restauracao de
bases alquiladas, excisdo de bases ou nucleotideos, enzimas de correcdo de
erros, recombinacédo poés-replicacdo e SOS (Griffiths et al., 2002; Schrank et al.,
2001).

Também fazem parte do sistema de reparo uma série de respostas
celulares aos danos causados, como a ativagdo de vias que inclui a
senescéncia celular (parada do ciclo celular), ativacdo transcricional e pos-
transcricional de uma série de genes e, em algumas circunstancias, a ativacao
do processo de apoptose (morte celular programada) (Ferreira e Rocha, 2004;
Goode, et al., 2002; Khanna e Jackson, 2001). Enfim, o aparato de protecdo ao

DNA envolve diversos sistemas enzimaticos, especializados em desmutar,
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neutralizar e detoxificar diversos ions e moléculas para formas menos toxicas,
a fim de que possam ser eliminadas da célula e do sistema como um todo
(Louro et al., 2002).

Deficiéncias nos mecanismos de reparo de DNA podem resultar no
aumento da taxa de desenvolvimento de cancer. Por exemplo, deficiéncias nos
genes das proteinas do sistema MMR (Mismatch repair), as quais zelam pela
estabilidade do DNA durante a replicagdo, podem levar ao acumulo de
mutacdes no genoma, dentre elas as que modificam os genes que regulam o
ciclo celular (p53, p21, p27, pl6, Rb, etc), podendo levar a carcinogénese
(Pinto e Felzenszwalb, 2003). Aparentemente, falhas nos processos de
sinalizacdo de danos no DNA e nas vias de reparo dos mesmos sao
fundamentais para a etiologia da maioria, se ndo de todos, os canceres
humanos (Goode et al., 2002; Khanna e Jackson, 2001).

Tendo em vista que o0s agentes mutagénicos estdo direta ou
indiretamente ligados a carcinogénese, a possibilidade de controle ou mesmo
atenuacao da resposta celular contra os mesmos, seja diretamente ou por
auxilio ao sistema de reparo, tem aberto novas fronteiras para o estudo da
prevencao e controle do cancer e outras doencas degenerativas (Trichopoulou
et al., 1995). Tem se observado uma crescente tendéncia de investigacdes na
area de antigenotoxidade e anticarcinogenicidade de diversos produtos
quimicos naturais (Liviero e Von Borstel, 1996; Mitscher et al., 1996; De Flora
et al., 1992; Kuroda et al.,, 1992). Ao longo das duas ultimas décadas
aproximadamente 25.000 artigos foram publicados na area de antimutagénese
e anticarcinogénese, sendo que mais de 80% dos agentes estudados eram de
origem vegetal e utilizados na dieta ou com propésitos medicinais (Knasmuller
et al., 2002).

O termo antimutagénico foi originalmente usado para descrever agueles
agentes capazes de reduzir a frequéncia de mutagbes espontaneas ou
induzidas, independente do mecanismo envolvido (Waters et al., 1990).

Aaron Novick e Leo Szilard, em 1952, foram os primeiros a relatarem a
respeito deste processo, eles observaram que um aumento na quantidade de
adenosina podia diminuir as muta¢fes induzidas pela cafeina em bactérias
(Liviero e Von Borstel, 1996).
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Os agentes antimutagénicos foram classificados em dois grupos de
acordo com seu mecanismo de acdo (Kada e Shimoi 1987; Kada et al., 1982).
Agentes desmutagénicos sdo capazes de inativar um agente mutagénico antes
que ele atue sobre o DNA, pela atuacao direta do composto no agente lesivo,
OU em seus precursores, inativando-os quimica ou enzimaticamente (De Flora,
1998; Fergusson, 1994; Hartman e Shankel, 1990; Kada e Shimoi, 1987). As
substancias bioantimutagénicas atuam como moduladoras do reparo e
replicacdo do DNA. Agem em nivel celular aumentando a fidelidade na
replicacdo, estimulando o reparo livre de erro ou ainda inibindo os sistemas de
reparo sujeitos a erro (De Flora, 1998; Simic et al., 1998; Hartman e Shankel,
1990).

Contudo, é interessante apontar que 0s agentes antimutagénicos
geralmente ndo exercem seus efeitos protetores por meio de um Unico
mecanismo de acdo (Gebhart, 1992). A vitamina C, por exemplo, pode agir
como um agente desmutagénico ou bio-antimutagénico, por meio da
modulacdo do metabolismo celular ou pelo bloqueio da atividade das moléculas
reativas (Antunes e Takahashi, 1998).

De acordo com Balunas e Kinghorn (2005), quimioprevencgao consiste na
suplementacao da dieta com alimentos, medicamentos e compostos naturais
para reverter ou suprimir o processo de formacdo do cancer. A
quimioprevencdo é uma estratégia que almeja prevenir e/ou interromper cada
uma das etapas da carcinogénese: A estratégia anti-iniciacdo consiste em inibir
alteracdes e induzir reparos na molécula de DNA. A detoxificacdo, como por
exemplo, o sequestro de radicais livres e de metabdlitos carcinogénicos, atua
principalmente na etapa de anti-promoc¢do. Na anti-progressado a estratégia €
suprimir a proliferacdo, aumentar a imunidade, reduzir o processo inflamatoério
e aumentar a apoptose (Balunas e Kinghorn, 2005; De Flora e Ferguson,
2005).

Maluf e Erdtmann (2003) afirmam que o uso de antimutagénicos e
anticarcinogénicos na vida cotidiana € um dos procedimentos mais eficazes
para prevenir o cancer e doencas genéticas humanas. O aumento do consumo
de alimentos e medicamentos contendo componentes quimiopreventivos
(grande parte produtos naturais oriundos de vegetais) evidencia 0 crescente

interesse da populacdo sobre os possiveis efeitos antimutagénicos de diversos
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compostos (Lehmann et al., 2000). Neste contexto, tem se aumentado também
a necessidade de testes de identificacdo de substancias com tais propriedades.

Segundo Gebhart (1992), as metodologias citogenéticas classicas para
avaliar a mutagenicidade de agentes quimicos e fisicos também podem ser
empregadas para avaliacao e identificacdo de agentes antimutagénicos. Assim,
ensaios com células de microorganismos ou de mamiferos tém sido
amplamente utilizados tanto nos estudos de mutagenicidade como nos de
antimutagenicidade.

O potencial quimiopreventivo de uma substancia é testado confrontando
0 suposto antimutdgeno com uma substancia sabidamente mutagénica, e
entdo se deve observar a redugdo (ou nao) das lesdes produzidas no DNA
quando comparadas com o composto indutor isoladamente (Luiz, 2002).
Nestes ensaios, diversos agentes reconhecidamente indutores de danos ao
DNA tém sido utilizados, dentre eles esta o quimioterapico Mitomicina C (MMC)
(De Flora et al., 1992; Kuroda et al., 1992).

A mitomicina C €& um composto antibiético aminoglicosideo com
atividade antineoplasica. Foi primeiramente isolada de uma cultura de
Streptomyces caespitosus (Wakaki et al., 1958; Hata e Sugawara, 1956), e
desde 1983 vem sendo usada em humanos (Estrem e Vanleeuwen, 2000).
Apresenta-se como um cristal azul-violeta com peso molecular de 334 daltons,
solivel em agua e em fluidos organicos. Sua molécula (Fig.7) possui trés
grupos carcinostaticos conhecidos: um anel de aziridina, um grupo quinona e

um grupo octano (Ribeiro et al., 2003).
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Figura 7 - Molécula da MMC (Ribeiro et al., 2003).
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Pelo menos dois processos distintos sdo responsaveis pelos efeitos
biolégicos exibidos pelas mitomicinas: alquilagdo do DNA e geracao de radicais
livres como o superoxido e radicais hidroxil, induzindo, desse modo, quebra na
fita de DNA (Kang et al., 2006). A MMC atua principalmente inibindo a sintese
de DNA por ligacdo cruzada (DNA cross-linking) entre adenina e guanina
(D’ereditta, 2004; Gray et al., 2003), sendo que em concentracfes mais
elevadas a sintese de &cido ribonucléico (RNA) e de proteinas também é
suprimida ( O'Reilly et al., 2001). Assim, por ter caracteristicas bem conhecidas
e seus principais mecanismos de acdo elucidados, a MMC foi o composto
escolhido como controle no presente trabalho, sendo utilizada tanto para os
ensaios bacterianos (Induteste SOS) como em Camundongos (Teste do

microndcleo).

1.5 - Induteste SOS - Teste de inducdo lisogénica em cepas de

Escherichia coli

As bactérias apresentam um crescimento acelerado e em meio
relativamente simples, o que faz destes microorganismos modelos bastante
atrativos para ensaios de genotoxicidade, por proporcionarem resultados
rapidos e de baixo custo. Desde 1975, muitos testes bacterianos de ‘curto
prazo’ tém sido propostos (Montesano et al., 1987).

O teste bacteriano utilizado neste trabalho foi baseado no principio da
inducdo de uma das funcdes de reparo do DNA conhecido por reparo do tipo
SOS. Em 1975 Miroslav Radman concluiu que em E. coli havia um sistema de
reparo dependente das proteinas LexA e RecA que era induzido quando o DNA
era severamente danificado e sua sintese paralisada. Radman nomeou este
mecanismo de reparo ou resposta "SOS" em analogia ao sinal de socorro
internacional no alfabeto Morse.

A resposta SOS é hoje a mais estudada resposta transcricional ao dano
no DNA (Walker, 1996; Friedberg et al., 1995), e consiste basicamente na
regulacdo dos genes SOS-induzidos pelas proteinas LexA e RecA, sendo LexA
uma proteina repressora transcricional, e RecA uma coprotease que auxilia a
autoclivagem de LexA (Walker, 1984; Horii et al., 1981) (Fig. 8).
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The SOS response
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Figura 8 - O comportamento oscilatorio da resposta SOS. Em condicdes
de crescimento ndo-induzidas, o repressor LexA liga-se a promotores SOS-
controlados, limitando ou impedindo sua acdo. Mediante danos ao DNA,
filamentos de RecA séo formados e ativam a autoclivagem do repressor LexA,
permitindo a expressao dos genes SOS. A inducédo SOS é revertida quando os
danos séo reparados. Isto € devido ao desaparecimento do filamento RecA e
permite que moléculas LexA recém-sintetizadas vinculem-se aos promotores
SOS (Michel, 2005).

A producdo de DNA de fita simples (ssDNA) por varios agentes
indutores e o desencadeamento dos mecanismos de reparo sdo vinculados
pela proteina RecA. A proteina RecA tem uma grande afinidade para formar
filamentos nucleoprotéicos no ssDNA, e uma menor afinidade com o DNA de
fita dupla (dsDNA) (Schlacher et al., 2006; Arenson et al., 1999). Este fato
provavelmente protege contra a destruicdo do DNA, e é essencial para todos
0s aspectos da atividade de RecA. A ligacdo de RecA ao ssDNA progride na
direcdo 5'-3' na proporcdo de 1 molécula de RecA por 3 bases, e requer ATP,
mas nenhuma atividade ATP-ase. O desligamento, em contrapartida, exige

hidrolise de ATP a ADP e ocorre muito mais lentamente (Janion, 2008). A
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proteina RecA ligada a ssDNA se converte em sua forma ativada (RecA*) e
adquire uma atividade coproteasica. RecA* interage com LexA, o repressor dos
genes SOS (Wagner et al, 1999). Essa interacdo provoca a clivagem
autocatalitica de LexA e consequente destruicdo da sua capacidade de
funcionar como um repressor, 0 que resulta na expressdo dos genes SOS
(Fernandez et al., 2000; Mustard e Little, 2000).

Cada um dos genes SOS tem prOximo ao seu sitio promotor uma
sequéncia especifica de 20 nucleotideos, denominada "Sitio-SOS" onde a
proteina repressora LexA estad vinculada, impedindo a ligacdo da RNA
polimerase e expressao génica (Lewis et al., 1994; Walker, 1984). O sitio-SOS
tem uma estrutura palindromica, sugerindo que o repressor LexA se liga como
um dimero, como foi confirmado posteriormente (Thliveris et al., 1991).

Usando técnicas de microarranjos de DNA, Courcelle e colaboradores
(2001) mostraram que em E. coli a expressdo de 43 genes € controlada por
LexA. Estes genes codificam proteinas envolvidas em uma série de respostas
celulares, como mutagénese (umuDC), reparo de excisdo de nucleotideos
(uvrA e uvrB), recombinagéo genética (recA, recN, recQ e recD) e filamentacéo
celular (sulA e sulB) (Friedberg et al., 1995).

A resposta SOS tem sido encontrada em muitas outras espécies de
bactérias (por exemplo, Salmonella typhimurium, Caulobacter crescentus e
Mycobacterium tuberculosis), mas ndo nas células eucaridticas. No entanto, as
espécies de todos os reinos contém algumas proteinas SOS-analogas, que
participam na reparacdo do DNA e apresentam homologia de aminoacidos e
atividades enzimaticas relacionadas com as encontradas em E. coli, porém néo
sao organizadas em um sistema SOS (Eller et al., 2008; Janion, 2008).

A capacidade de mensurar a amplitude de expressao das funcdes SOS
pelos agentes genotéxicos constitui uma poderosa ferramenta, e permite
indicar a ocorréncia de danos no DNA, ou seja, a atividade genotdxica ou
potencialmente oncogénica de um determinado agente fisico ou quimico.

O Induteste-SOS foi desenvolvido por Patrice Moreau e colaboradores
em 1976, no laboratério de Enzimologia em Gif-sur-Yvette, Franca. Ele foi
baseado no principio da inducdo lisogénica, fenbmeno que serve como um
indicador da producao de lesbes no DNA e da inibicdo da replicacdo semi-

conservativa. Este ensaio fundamenta-se na avaliacao quantitativa de uma das
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funcdes SOS, que € a autoclivagem da proteina ClI, repressora do profago
lambda (1), mediada pela coprotease RecA (Little, 1991).

Inducdo lisogénica é a propriedade que certos fagos possuem de se
manterem normalmente em estado de laténcia em bactérias lisogénicas
(profagos), podendo eventualmente ser induzidos a se desenvolver de maneira
autdbnoma, quando o DNA das células que os abrigam € lesado ou a sua

replicacdo é blogueada (Moreau et al., 1981; 1976) (Fig.9).
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Figura 9 - O ciclo de vida do bacteri6fago L. O bacteriéfago se multiplica
por uma via litica ou lisogénica na bactéria E. coli. Quando o bacteriéfago esta
crescendo em lisogenia, lesbes na célula fazem com que o DNA viral integrado
(profago) saia do cromossomo da célula hospedeira passando para o ciclo litico
( Alberts, 1997).
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O profago induzivel A é mantido em seu ciclo lisogénico pela agcédo de
uma proteina repressora CIl, que bloqueia a transcricdo dos genes virais
essenciais ao ciclo litico. No entanto, o estado lisogénico estavel é interrompido
qguando as fun¢des SOS sao induzidas, acarretando a clivagem do repressor ClI
e liberando a expressao dos genes virais (Bakk e Metzler, 2004; Roberts e
Devoret, 1983). A clivagem de CI ocorre devido a sua homologia com o
repressor SOS LexA dentro de seus dominios carboxi-terminais (Janion, 2008),
0 que permite que a RecA ativada exerca sua atividade protedsica sobre
ambos (Janion 2008; Myles e Sancar, 1989; Walker, 1985). Deste modo, o
dano genético, a resposta SOS e o0 consequente desenvolvimento autbnomo
do profago A podem ser mensurados através da contagem dos centros
infecciosos nas placas, provenientes da lise celular e liberacdo de particulas

virais.

1.6 - Teste do Micronucleo em medula 6ssea de camundongos

Os testes bacterianos sdo particularmente indicados para a triagem,
deteccao e identificacdo de agentes genotoxicos por oferecerem consideraveis
atrativos, como simplicidade, resultados rapidos e baixo custo (Rabello-Gay et
al., 1991; Houk, 1992). Contudo, a auséncia de enzimas de metabolizagéo
impossibilita sua capacidade para identificacdo de agentes mutagénicos de
acao indireta (pro-mutagenos).

O metabolismo exerce papel fundamental na manifestacdo de efeitos
toxicos e na disponibilidade de uma substéancia, pois influencia fatores
farmacocinéticos importantes como a meia-vida biologica, a duracdo da
exposi¢ao, o acumulo e a eliminacédo do xenobidtico do organismo, sendo que
cada um desses processos pode desempenhar seu papel na tumorigénese
(Bartsch e Hietanen, 1996; Rogers, 1994).

Assim, ensaios com animais in vivo se tornam importantes para a
avaliacdo da mutagenicidade e/ou antimutagenicidade, por melhor se
aproximarem das condi¢cdes do organismo humano e levarem em consideracéo
elementos como distribuicdo, metabolismo, detoxificagdo, mecanismos de

reparo do DNA, conjugacao e excrecao (Butterworth, 2006).
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O teste do micronucleo (MN) em medula 0ssea in vivo € amplamente
aceito pelas agéncias internacionais e instituicbes governamentais, como parte
da bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliagédo e o registro
de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram atualmente no
mercado mundial (Choy, 2001). E o ensaio mais amplamente utilizado na
deteccdo de danos cromossdmicos induzidos por agentes clastogénicos, que
induzem quebras cromossdmicas ou por agentes aneugénicos, que interferem
na formacdo do fuso mitotico (Ribeiro, 2003; Schmid, 1975). Foi inicialmente
desenvolvido em eritrocitos de medula 6ssea de camundongos (Schmid, 1976;
1975), mas é também realizado em ratos (George et al., 1990).

Uma das vantagens do ensaio é que pode ser executado em qualquer
populacdo de células em constante divisdo, sem que seja necessario 0
conhecimento prévio do cariétipo do animal (Hayashi et al., 1998), sendo a
medula 6ssea de mamiferos uma das regides mais adequadas, visto que suas
células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo de divisdo (Heddle,
1973).

Atualmente o ensaio tem sido largamente utilizado na avaliacdo do
potencial genotoxico de agentes fisicos e quimicos (Ding et al., 2003; Chung et
al., 2002), no biomonitoramento de populacdes humanas ocupacionalmente
expostas a agentes mutagénicos (Bolognesi et al., 2004; Majer et al., 2001), na
pesquisa de compostos inibidores de carcinogénese (Roy et al., 2003; 1zzotti et
al., 2001) e em estudos ecotoxicologicos (Lorente et al., 2002; Gauthier et al.,
1999).

Os micronucleos (MN), também conhecidos na hematologia como
corpusculos de Howel-Jolly, aparecem nas células filhas em decorréncia de
danos induzidos nas células parentais (Ribeiro, 2003). Consistem em pequenas
massas de cromatina originada de fragmentos cromossdmicos ou
cromossomos inteiros que se perdem durante a divisdo celular, devido aos
eventos clastogénicos ou aneugénicos. A taxa esponténea de eritrécitos
policromaticos micronucleados (EPCMN) é baixa e consistente, cerca de 3 por
1000 (Rabello-Gay, 1991). S&o considerados MN classicos estruturas
circulares, delimitadas por membrana, de mesma refringéncia que o nucleo,

porém néo ligadas a esse e com um tamanho que corresponda de 1/5 a 1/20
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do tamanho do nudcleo principal da célula (Schmid, 1975; Heddle, 1973),

conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10 - Formacdo de micronucleo em eritroblasto. (a) acdo do
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agente clastogénico com quebra cromossdmica. (b) acdo do agente no fuso
mitético (Fenech, 2000).

Os eventos que levam a formacdo do MN podem ser induzidos pelo
estresse oxidativo, exposicdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos,
defeitos genéticos nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos genes de reparo
do DNA e também pela deficiéncia de nutrientes requeridos como co-fatores no
metabolismo do DNA e na maquinaria da segregacdo cromossomica (Bonassi
et al., 2007). Todos esses eventos que causam a formacdo do MN, como
rearranjos cromossOmicos, expressao génica alterada, ou aneuploidia séo
efeitos associados com a instabilidade cromossémica geralmente observada no
cancer (Rajagopalan et al., 2004; Fenech, 2002; Ames e Wakimoto, 2002).

Assim, o Teste do micronucleo com eritrocitos se baseia no fato de que
durante o processo de maturacao dos eritroblastos que resulta na formacéo
dos eritrécitos (Fig.11), o nucleo é expulso da célula, de modo que, na
auséncia de eventos clastogénicos ou aneugénicos, nenhum material
cromatidico estd presente. Ao contrario do nudcleo principal, MN nao séo
expulsos durante o processo de maturacao dos eritroblastos e, na presenca de
agentes que induzam danos cromossomicos, podem ser detectados e
computados nas células filhas (Rabello-Gay, 1991; Heddle et al., 1983).
Segundo o procedimento original (Schmid, 1976; Heddle, 1973), os MN sé&o
contados nos eritrcitos jovens, que durante um periodo de 10 a 24 horas séo
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policromaticos (RNA-positivos), corando-se em azul e ndo em vermelho para a
coloracdo Giemsa convencional. A contagem dos MN apenas neste tipo de
célula permite saber que eles se formaram na mitose anterior, na presenca do

agente mutagénico (Rabello-Gay et al., 1991).

10 - 24 horas PCEs

24 horas

I
I
Expulsdo do nicleo
ERITRCBLASTO o
ERITROCITO .
MORMOCROMATICC ERITRCCITOS
[NCE)

ERITROCITO POLICROMATICO
(PCE)

10 - 12 horas

SAMNGUE

MEDULA OSSEA

Figura 11 - Resumo do processo de maturacdo das células de linhagem
eritrocitaria (Ribeiro, 2003).

De acordo com Mavournin e colaboradores (1990), o periodo minimo de
aparecimento de MN é de 6 horas, tempo em que deve transcorrer a absor¢ao
do agente mutagénico no camundongo, sua metabolizacdo no estagio final do
ciclo celular, a eliminacdo do nucleo do eritroblasto e o aparecimento dos
micronucleos nos eritrécitos da medula éssea, incluindo os atrasos que podem
ocorrer no ciclo de divisdo. Além disso, o intervalo minimo dentro do qual os
MN podem ser detectados corresponde a duracdo do estagio de policromético,
entre 10 e 24 horas (Rabello-Gay, 1991).
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Outra medida importante do ensaio do MN em medula 6ssea € a
avaliacao da citotoxidade da substancia teste. A citotoxidade é mensurada pela
proporcao entre eritrécitos policromaticos e normocromaticos (EPC/ENC), de
modo que a diminuicdo nesta relacdo € um parametro para a acao toxica
medular e depressao celular (Shahrim et al., 2006).

Devido a sua dindmica, confiabilidade e sensibilidade, o teste tem sido
requisitado pelas agéncias reguladoras para a avaliagdo da mutagenicidade de
novos compostos (Rodges e Baker, 2000; Torous, et al., 1998). Os resultados
positivos obtidos com o Teste do Micronucleo fornecem fortes evidéncias da
genotoxidade sistémica da substancia quimica avaliada. Sob condicdes
experimentais apropriadas, os resultados negativos suportam a conclusao de
que a substancia teste ndo é genotoxica in vivo (Ribeiro, 2003).
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2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

- Avaliar as possiveis atividades genotoxica, antigenotdxica e citotoxica do

extrato aquoso de folhas de Celtis iguanaea ( Jacq.) Sargent.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar as possiveis atividades genotdxica, antigenotéxica e citotoxica do
extrato aquoso de folhas de Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent pelo Induteste

SOS em cepas bacterianas.

- Avaliar as possiveis atividades genotdxica, antigenotoxica e citotoxica do
extrato aquoso de folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent pelo Teste do

micronucleo em medula 6éssea de camundongos.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea ( Jacq.) Sargent

As folhas de “espordo de galo” (Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent) foram
coletadas em mata ciliar do municipio de Campestre — Goias, Brasil (612 m de
altitude, 16° 46’ 0,17” Sul, 49° 42’ 0,06’ Oeste). O material botanico coletado foi
identificado pelo Prof°. Dr. José Realino de Paula — Faculdade de Farmécia -
Universidade Federal de Goias (UFG). Uma exsicata encontra-se depositada
no herbario da UFG sob o nimero 40110. O extrato aquoso de Celtis iguanaea
(ECI) foi extraido, concentrado e cedido pelo Prof°. Dr. Elson Alves Costa -
Departamento de Ciéncias Fisiologicas - ICB/UFG. Na obtencdo do extrato o
material foi secado em estufa a 40°C com ventilacdo forcada e, em seguida,
triturado em moinho de facas tipo Willey. O ECI foi obtido por infusdo do po das
folhas a 3% a uma temperatura de 80°C por 30 min, com agitacdo a cada 10
min. Apos a filtracdo a vacuo o filtrado foi concentrado sob presséo reduzida a
uma temperatura de 45°C. O rendimento do extrato foi determinado pelo
meétodo do peso seco (20%), e a concentracao final obtida foi de 60 mg/ml. As
solucdes do ECI foram sempre preparadas imediatamente antes do seu uso

nos experimentos (De Paula, 2009).

3.2 Materiais utilizados no Induteste SOS

Cepas Bacterianas

Foram utilizadas no presente trabalho as seguintes cepas bacterianas, todas
derivadas de Escherichia coli:

- cepa lisogénica (WP2S(A)).

- cepa indicadora (RJF013).

Solugdes, Reagentes e meios de Cultura.

Meio LB

= Triptona (DIfCO) ...cceveeeeeiiecce e 10g

= Extrato de Levedura (DifCO) ........evueiiiiiiiiiieieiiiieeeeeiiiii e 59

= Cloreto de S6dio — (NaCl) (VEtEC) ..cceeeevviviiiiiieeiiiiiiiee e, 10 g

= Agua destilada eStENil ...........ccecvevviiiiiiieeece e 1000 m

B AQAr (DIfCO) vttt 15 g
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Meio LB (1/2) (malt / amp)

B TrPtona (DIfCO) ..ooveieiieieiiii e 59

= Extratos de levedura (DifCO) .......coovriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 259

» Cloreto de S&6dio — (NaCl) (VeteC) ....ccovvvvvveeeeeiiiiiiiiiiii e 109

= Agua destilada EStENl...........cooeeieeieie et 1000ml
Yo T T (D] (ot ) IR 159

= Maltose (20%) (MERCK) .....coviiiiiiiiiiiii e 10 mi

B AMPICHING Lo ————— 0,02mg/ml
Tampéao M9

» Fosfato de sodio dibasico — (Na;HPO,) (Vetec).......cccveeveeeiininnnen. 39

» Fosfato de potassio dibasico — (KH2POg4) (Synth).........cccovveveees 1,59

» Cloreto de amoénia — (NH4CI) (Synth)..........cooorrriiiceeeee, 0,5g

» Cloreto de s0dio — (NACI) (VELEC) .....vuvrrrriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 0,25¢g
= Agua destilada eStEril ............ccooeeieieeeeeeeeeee e, 500ml
» Cloreto de célcio — (CaCly) (VELeC).....cceevviiieeeeeecieeee e 2,5ml
» Sulfato de magnésio — (MgSOy) ( Synth).........cooorririiiiiiccceen, 2,5ml
Top-agar

» Cloreto de S6dio — NaCl (VEtEC) ..oooeeeeeiiiiieeeeeiieee e, 59

B AQAr (DIfCO) ..o 69

= Agua destilada eSteril .............coovviveieeeieeeeee e 1000ml

Controle Positivo : Mitomicina C (MMC)

IMMC (SIOMA). .. as 0,5 ug

Agua destilada @SLENl ...........cceevveveeieie et 0,1ml

Controle Negativo :

Agua destilada estéril
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3.3 Procedimento Experimental Induteste SOS
Avaliacao de citotoxidade: Sobrevivéncia bacteriana em funcao da dose
de extrato aquoso de Celtis iguanaea (ECI):

Com o intuito de determinar a acdo citotoxica do espordo de galo foi
realizada a curva de inativacdo celular. O procedimento experimental resume-
se da seguinte maneira: A cepa lisogénica WP,s(A), em fase exponencial de
crescimento, foi centrifugada a 3800 rpm por 15 minutos e ressuspensa em
igual volume de tampao M9. Amostras de 1 ml dessa cultura foram adicionadas
a diferentes doses de ECI (0,5, 1, 2,5 e 5 mg) e incubadas por 25 minutos a
37°C no shaker. Apds, aliquotas dessas culturas foram convenientemente
diluidas em tampdo M9 e 0,1 ml das culturas diluidas foram espalhadas
uniformemente sobre placas de Petri, em duplicatas, contendo meio LB sélido.
As placas foram mantidas na estufa a 37°C, por 24 horas. ApGs esse periodo,
as colbnias foram contadas com o auxilio de um contador de colbnias. Para a
avaliacao de anticitotoxidade realizou-se o tratamento simultadneo de diferentes
doses de ECI com uma dose constante de 0,5 pg de MMC. O perfil de
inativacao celular provocado pelo ECI € expresso pela fragdo de Sobrevivéncia
(FS), que € a razdo entre 0 numero de células viaveis apdés uma determinada
dose [S] e o numero de células na placa controle [Sp], sendo o controle
negativo o parametro para a andlise de citotoxidade e o controle positivo para a
avaliacdo de anticitotoxidade.

Avaliacdo do efeito genotoxico e antigenotoxico do ECI.

Os experimentos de inducao lisogénica para a avaliacdo da atividade
genotdxica e/ou antigenotdxica foram realizados conforme o procedimento
descrito por Moreau (1976). O procedimento experimental resume-se da
seguinte maneira: 0,4 ml da cultura pernoite da cepa lisogénica WP,s(A) foi
diluida em 40 ml de meio LB, mantendo uma proporc¢do de 1/100. Essa cultura
foi levada ao shaker para incubagdo a 37°C com agitacdo constante por 2
horas e 30 minutos. Apos terem atingido a fase exponencial de crescimento,
foram centrifugadas a 3800 rpm, por 15 minutos, e ressuspensas em igual
volume de tampao M9.

Amostras de 1 ml dessa cultura foram adicionadas a tubos contendo

diferentes doses de ECI (avaliacdo de genotoxicidade) ou a tubos contendo
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uma dose constante de MMC e diferentes doses de extrato (avaliacdo de
antigenotoxicidade). Os tubos foram incubados a 37°C em shaker por 25
minutos com agitagdo. ApO6s o0 periodo decorrido, as culturas foram
convenientemente diluidas em tampdo M9 e 0,1 ml de cultura da bactéria
lisogénica WP,S(A) foi adicionada a 0,3 ml da cultura da bactéria indicadora
(RJF013) e em seguida foram misturadas a 2,5 ml de meio gelosado liquefeito
(Top-agar), homogeneizado. O conjunto foi vertido sobre placas, em duplicatas,
contendo LB % maltose/ampicilina. As placas foram incubadas em estufa a
37°C por 24 horas. Decorrido esse periodo, foi realizada as contagens dos
centros infecciosos em contador de colbnias. Os resultados foram computados
e as taxas de inducéo lisogénica expressas pelo Fator de Inducéo (FI) em
funcdo da dose de ECI. O fator de indugcdo é expresso pela razao entre o
namero de centros infecciosos obtidos a partir da cultura tratada [F], e o
namero de centros infecciosos a partir da cultura controle [Fo], sendo o
Controle negativo o parametro para a analise de genotoxidade (Inducéo
lisogénica espontdanea) e o0 controle positivo para a avaliagcdo de
antigenotoxidade.

As doses de ECI utilizadas tanto para os ensaios de citotoxidade quanto
para genotoxidade foram de 0.5, 1, 2.5 e 5 mg. O controle positivo foi realizado
com Mitomicina C, em uma concentragdo de 0,5 pg. O controle negativo foi
realizado com agua destilada estéril.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) e, em seguida, aplicou-se o teste de comparacdo multipla (Tukey).

Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

3.4 Materiais utilizados no Teste do Micronucleo
Camundongos

Foram utilizados 75 camundongos Mus musculus (Swiss Webster) out
bred, do sexo masculino, pesando entre 30 e 40g com idade de 7 a 12
semanas, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal de Goias.
Antes da realizacdo do experimento, 0s animais permaneceram por 7 dias no
laboratério, onde foram mantidos em gaiolas de polipropileno com 5 animais
cada, forradas com maravalha trocada diariamente, e alimentados com racéo

comercial e agua filtrada, ambos oferecidos "ad libitum". Os animais foram
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mantidos a temperatura ambiente de 25°C, umidade 50% * 20% e um ciclo de

luz 12h claro/escuro.

Solucbes e Reagentes

Solubilizacdo das células

e Soro fetal bovino, Soralli.

Fixador

e Metanol absoluto (COH,), Labsynth Produtos para Laboratérios.

Tampao Fosfato

e Fosfato de sédio dibasico — (Na;HPO412H,0) Sigma-Aldrich Chem. Co.

e Fosfato de s6dio monobasico — (NaH,PO4H,0)Sigma-Aldrich Chem. Co.

Composicéo

Solucgéo A Solucéo B
Na;HPO412H50 --------mmmmmmmmmmem 17,99 NaH,PO4 HyO----------m-m e 34,59
H,O destilada ----------------------- 100 mL H,O destilada----------------------- 500 mL

Tampéao Fosfato

Corante

B SOIUGEO A 74ml
B SOIUGEO B 426ml
= Agua destilada eStENl ...........coeveviiiiiiieeee e 1500ml
e Giemsa, Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratorios.

e Tampao fosfato

Composicéo do Corante Giemsa tamponado*

B Tampao fOSTatO......ccooiiiiie i 100ml
= Agua destilada eStEril ............ccooviuieveieeeeceeeeee e 100ml
LIS Yo 11§ Tor= (o I €1 {=T 0 1S WS omi

*Filtrado em papel filtro
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Controle positivo

e Mitomicina C, Bristol-Myers Squibb.

Solucédo de Mitomicina C

B MM 5mg

= Agua destilada eStENl ........c.ccocveeeiieieeeeee e, 5ml

Controle Negativo :

e Agua destilada estéril

3.5 Procedimento Experimental Teste do Micronucleo

Grupos de 5 camundongos foram tratados via gavage com ECI nas
concentracoes de 100, 300 e 500 mg/Kg. ) O grupo controle positivo recebeu
uma dose unica intraperitoneal (i.p.) de 4mg/kg (80% da DLso) de MMC e o
grupo controle negativo foi tratado com agua destilada. Para a avaliacdo de
antigenotoxidade, foram administradas as mesmas concentracfes juntamente
com uma dose Unica i.p. de 4mg/kg de MMC. Com excecdo do controle
negativo (apenas 24h), todas as outras doses tiveram tempos de tratamento de
24 e 48 horas. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
fémures retirados. As epifises dos fémures foram cortadas e a medula éssea
retirada com 1 ml de soro fetal bovino. Apdés homogeneizacdo da medula no
soro, esta foi centrifugada a 1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
parcialmente descartado e o precipitado de células foi homogeneizado. Uma
gota de suspenséo celular foi transferida para a lamina de vidro e foi feito o
esfregaco celular. Apdés a secagem das laminas, estas foram fixadas em
metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solugcéo de corante Giemsa
tamponado por um periodo de 15 minutos (Heddle, 1973; Heddle et al., 1983).
Apés este periodo, as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas

secar em condi¢bes ambientais.

Analise Citogenética
A analise das laminas foi realizada em microscopio 6ptico comum com a
finalidade de se detectar fragmentos cromossdmicos e/ou perdas

cromossbémicas (microndcleos) nos eritrécitos policromaticos (EPC) da medula
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0ssea dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram
visualizadas em objetiva de imerséo (1000x), avaliando-se 2000 EPC em duas
laminas para cada animal. Para a avaliagao da citotoxicidade, foram contados
1000 ENC e também computada a frequéncia de EPC presentes nos mesmos

campos, e a razdo EPC/ENC foi determinada conforme Schmid (1975).

Analise Estatistica

A avaliacdo de mutagenicidade foi realizada por meio da comparacéo
das frequéncias de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN), em
2000 EPC de cada grupo, em relacdo ao grupo controle negativo ou positivo
pelo teste ANOVA. Em seguida, aplicou-se o teste de comparacdo multipla
(Tukey). Para a avaliacao de citotoxidade as frequéncias de EPC/ENC de cada
grupo foram comparadas pelo teste qui-quadrado. Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.
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activities of Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent by the lysogenic induction test
(SOS Inductest)
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activities of Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent by micronucleus test in mice bone
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Abstract

Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent is a member of the Cannabaceae family and
popularly known as “espordo de galo”. Ethnobotanical surveys of cerrado native plants
show that the tea leaves of C. iguanaea is used in traditional medicine for body aches,
asthma, cramps, indigestion, urinary infections, kidney disfuntions, as a stimulant or as
a diuretic. The purpose of the present work was to evaluate the possible cytotoxic,
genotoxic and antigenotoxic effects of the aqueous extract of C. iguanaea leaves using
the prophage A induction test (SOS inductest). We used lysogenic WP2s (L) and
indicator RJF013 strains, derived from Escherichia coli. WP2s (A) cultures were treated
with different doses of the extract (0.5, 1, 2.5, and 5 mg) to evaluate genotoxicity or co-
treated with a single dose of MMC (0,5ug) and different doses of extract to assess
antigenotoxicity. Then, the treated culture was added to the indicator strain (RJF013)
and both were poured on plates in LB., medium. All cultures were incubated for 24 h at
37 ° C. For the evaluation of cytotoxicity, cultures of WP2S ()) treated with different
concentrations of extract were diluted in M9 buffer and plated on LB medium.
Subsequently, the total number of colonies and the number of infectious centers were
computed to evaluate the cytotoxicity and genotoxicity, respectively. The results
showed no genotoxicity or cytotoxicity. However, we observed anticytotoxic and partial

antigenotoxic activities of the Celtis iguanaea leaves extract.

Keywords: Lysogenic induction, Celtis iguanaea, Genotoxicity, Antigenotoxicity,

Cytotoxicity, Escherichia coli
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Resumo
Avaliacdo das atividades citotdxica, genotoxica e antigenotdxica de Celtis iguanaea
(Jacg.) Sargent pelo teste de inducéo lisogénica (INDUTESTE SOS)

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent € um membro da familia Cannabaceae e
popularmente conhecida como *“espordo de galo”. Levantamentos etnobotanicos de
plantas nativas do cerrado evidenciam que o cha das folhas de C. iguanaea é usado
popularmente para dores no corpo, asma, colicas, ma-digestdo, infeccBes urinarias,
disfungdes renais, como estimulante ou como diurético. O presente trabalho teve como
objetivo detectar os possiveis efeitos citotoxicos, genotoxicos e antigenotdxicos do
extrato aquoso das folhas de C. iguanaea, utilizando-se o teste de indugdo do profago A
(Induteste SOS). Foram utilizadas as cepas lisogénica WP2s(L) e indicadora RJF013,
ambas derivadas de Escherichia coli. Culturas de WP2s(A) foram tratadas com
diferentes concentracOes de extrato (0.5, 1, 2.5, e 5 mg) (avaliacdo de genotoxidade) ou
co-tratadas com uma dose Unica de MMC (0,5ug) e diferentes concentragcfes de extrato
(avaliacdo de antigenotoxidade). Em seguida, a cultura tratada foi adicionada a cepa
(RJF013) e ambas foram semeadas em placas em meio LB... Todas as culturas foram
incubadas por 24 h a 37 °C. Para a avaliacao de citotoxicidade, culturas de WP2s()\)
tratadas com diferentes concentragdes do extrato foram diluidas em tampdo M9 e
semeadas em placas LB. Posteriormente, o numero total de col6nias e o nimero de
centros infecciosos foram computados para a avaliagdo da citotoxidade e da
genotoxicidade, respectivamente. Os resultados mostraram auséncia de acdo genotoxica
e citotoxica. No entanto foi observada atividade anticitotoxica e uma parcial

antigenotoxidade do extrato das folhas de Celtis iguanaea.

Palavras-chaves: Inducéo lisogénica, Celtis iguanaea, Genotoxicidade,

Antigenotoxicidade, Citotoxicidade, Escherichia coli
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1. Introduction

Since the prehistoric era, plants have been the basis for nearly all medicinal
therapy until synthetic drugs were developed in the nineteenth century (Djeridane et al.,
2006). Currently, according to the World Health Organization (WHQ), more than 80%
of the world population use plants as a primary source of various medicinal agents, and
a significant number of synthetic drugs were obtained from natural precursors (Raskin
et al., 2002).

However, even though natural compounds are often assumed to be safe due to
their traditional use, they can also cause damage, including to the DNA, leading to
genetic instability and related diseases such as cancer (Marques et al., 2003).
Fortunately, scientific attention has turned not only to verify the pharmacological and
therapeutic properties of medicinal plants, but also assess its potential toxicological
activities (Rebecca et al., 2002). Several studies have reported that a great number of
plant species used as food ingredients or in traditional medicine present genotoxic,
carcinogenic, or toxic properties (Déciga-Campos et al., 2007; Mohd-Fuat et al., 2007),
while others were identified with antigenotoxic and chemopreventive activity in the
presence of an inducing agent (Chen et al., 2003; Ames, 1983).

Short-term assays have been used for more than 30 years to identify, using cells
or organisms, the genotoxins potential to induce mutations and DNA lesions in somatic
and/or germinative cells (Da Silva et al., 2003). The genetic toxicity is not a direct
measure of carcinogenicity, but is often used as an indicator for cancer, since the
mutagenicity tests measure an initial or intermediary event in tumorigenesis (Fearon and
Vogelstein, 1990). The relationship between mutations and neoplasms is well known,
chemical carcinogens are mostly positive when tested for mutagenicity, while no-

carcinogenic drugs usually show negative results (Lijinsky, 1989). In this way, the
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investigation of traditionally used medicinal plants is valuable as a source of potential
chemotherapeutic drugs, and as a measure of safety for the continued use by the
population (Verschaeve et al., 2004).

Celtis iguanaea (Jacq) Sargent is a member of the Rosales order and popularly
known as “espordo de galo” (Souza et al., 2005). The genus Celtis was included in the
Ulmaceae family, subfamily Celtidaceae (Sattarian, 2006), but recent studies placed
Celtis as a member of the Cannabaceae family (APG, 2003). Celtis iguanaea is
distributed all across America, from the southern United States to Argentina (Berg and
Dahlberg, 2001). The infusion of this plant leaves is used in popular medicine for
treatment of body pains, asthma, colic, indigestion, urinary infections, kidney
disfunctions, as stimulant and as a diuretic (Carneiro, 2009; Silva and Proenga, 2008;
Piliackas, et. al, 2001). According to the ethnobotanical survey of cerrado native plants
performed by Silva and Proenca (2008), Celtis iguanaea showed a considerable
consensus of popular usage, which may indicate potential medical properties and
strengthen the need of proper pharmacological and toxicological studies (Vendruscolo
and Mentz 2006).

Short-term assays have been used for more than 30 years to identify chemical,
physical, and biological genotoxic agents, as well as to assess their carcinogenic
potential. One of those assays that are based in the induction of the SOS functions in E.
coli is the SOS Inductest (Moreau et al., 1976).

The SOS response is the most studied transcriptional response to DNA damage
in Escherichia coli (Walker, 1996), and basically consists in the regulation of SOS-
induced genes by LexA and RecA proteins, LexA is a transcriptional repressor, and
RecA is a co-protease that helps LexA self-cleavage (Walker, 1984). The Inductest-SOS

is based on a quantitative evaluation of one of the SOS functions, which is the self-
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cleavage of the CI protein (phage (A) repressor) mediated by RecA co-protease (Little,
1991). Some phages are normally in a latency state in lysogenic bacteria (prophages),
being able to trigger lytic development as an expression of SOS functions when the
cell’s DNA is injured or their replication is blocked by genotoxic agents (Moreau et al.,
1976; 1981). By monitoring these functions we can assess the genotoxic activity of any
substance (Moreau, 1981).

Thus, considering the widespread use of Celtis iguanaea in traditional medicine,
the purpose of the present study was to evaluate the cytotoxic, genotoxic and
antigenotoxic activities of Celtis iguanaea extract by the prophage A induction test

(Inductest-SOS) in bacterial strains.

2. Material and Methods

2.1 Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent extract (CIE)

The leaves of C. iguanaea were collected in riparian forest, municipality of
Campestre - Goias, Brazil. The botanical material was identified and a voucher
specimen deposited in the herbarium of the Universidade Federal de Goias (UFG) under
the number 40110. The C. iguanaea aqueous extract (CIE) was extracted and
concentrated by the following procedure: The material was dried in an oven at 40°C
with forced ventilation and then ground into a powder. The CIE was obtained by
infusion of the powder 3% at a temperature of 80°C for 30 min, with agitation every 10
min. After vacuum filtration the filtrate was concentrated under reduced pressure at a
temperature of 45°C. The yield of the extract was determined by the dry weight method
(20%), and the final concentration was 60 mg/ml. The CIE solutions were always

prepared immediately before their use in the experiments.
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2.2 Experimental procedure

The lysogenic induction experiments to evaluate the genotoxic and antigenotoxic
activity were performed according to Moreau, 1976. An overnight culture of the
lysogenic WP2s () strain was diluted in LB medium (1% bacto tryptone — Difco; 0.5%
yeast extract — Difco; 1% NaCl — Vetec), maintaining a ratio of 1/100. This culture was
then brought to the shaker for incubation at 37°C. After reaching the exponential growth
phase, the culture was centrifuged at 3800 rpm for 15 minutes, and resuspended on an
equal volume of M9 buffer (0.6% Na,HPO, — Vetec; 0.3% KH,PO,4 — Synth; 1% NH,CI
— Synth; 0.05% NaCl — Vetec; 0,5% CaCl,-Vetec; 0,5% MgSO,-Synth). Further, 1 ml
aliquots of culture were incubated with different doses of CIE (assessment of
genotoxicity) or with a single dose of Mitomicin C (MMC) and different doses of CIE
(antigenotoxicity evaluation) for 25 minutes at 37°C. The CIE doses used for both
cytotoxicity and genotoxicity assays were the same (0.5, 1, 2.5, and 5 mg), and positive
(0,5 ng/plate of MMC — Sigma) and negative (200 ul of sterile distilled water) controls
were also included. After the treatment, cultures were conveniently diluted in M9
buffer, and 0.1 ml of the treated lysogenic strain WP2s (A) was added to 0.3 ml of the
indicator strain RJFO13 and 2.5 ml of top agar (0.6% agar — Difco; 0.5% NaCl-Vetec).
The set was poured on LBymavamp) plates, in duplicates, at 37°C for 24 hours. After
this period, the number of plaques were counted, and the rates of lysogenic induction
calculated by the Induction Factor (IF). The IF is expressed by the ratio between the
number of plaques obtained from the treated culture, and the number of plaques from
the control culture. The parameters are the negative control for the genotoxicity analysis
(spontaneous lysogenic induction) and the positive control for antigenotoxicity

evaluation.
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In order to assess the cytotoxic activity of the CIE, 0.1 ml of the treated WP2s(})
culture, diluted in M9 buffer, were inoculated into LB plates and incubated for 24 h at
37 °C. For the anticitotoxicity evaluation, a simultaneous treatment with different doses
of CIE and a single dose of MMC (0.5 ug) was held. After this period, the number of
colonies was counted, and the rates of cell inactivation calculated by the survival
fraction (SF). The SF is expressed by the ratio between the number of viable cells after
a given dose, and the number of cells from the control culture. The parameters are the
negative control for the cytotoxicity analysis (spontaneous cell inactivation) and the

positive control for anticytotoxicity evaluation.

2.3 Statistical analyses

The results obtained with the survival and genotoxicity assays were generated by
three independent experiments carried out in duplicate. The data was obtained by the
ratio between the number of surviving colonies in the test plates and the number of
surviving colonies in the control plates (C for cytotoxicity ; C* for anticytotoxicity
assays) or the ratio between the number of plaques in the test plates and the number of
plaques in the control plates (C for genotoxicity ; C* for antigenotoxicity assays) and
expressed as mean (m) * standard deviation (sd). Statistical analysis was performed
using one way analysis of variance (ANOVA), and then the multiple comparison test
(Tukey) was applied to compare the differences between the means, considering the

results significant when p < 0.05.

3. Results
The results obtained in the cytotoxicity, genotoxicity and antigenotoxicity

evaluation of the Celtis iguanaea extract are presented in Tables 1 and 2. Mean (m) and
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standard deviation (sd) of number of WP2s(L) colonies (survival assessment) and
number of plaques (assessment of lysogenic induction) in RJFO13 cultures formed.
Induction factor (IF) and survival fraction (SF) depending on the doses of Celtis
iguanaea extract (CIE) (Table 1) and depending on the dose of CIE co-treated with
MMC (0.5 ug) (Table 2).

INSERT TABLE 1

The cytotoxicity evaluation expressed by the survival fraction (SF) allowed to
observe that the extract did not cause a significant decrease in cell inactivation in any
tested dose in relation to the negative control (p > 0.05). In fact, we observed an
increase in the number of colonies in all CIE concentrations, being the highest CIE dose
(5mg) also the highest increase in the number of colonies (SF = 1,28). The positive
control (MMC) presented lesser rates of surviving colonies (SF= 0,011) in relation to all
treated groups and the negative control. This result is expected, since mitomycin C is a
well known cytotoxic agent (Estream and Vanleeuwen, 2000).

Regarding genotoxicity, the data expressed by the induction factor (IF) showed
no significant increase in the number of plaques in any CIE dose when compared to the
negative control (p > 0.05). Even in the highest concentration (5mg) the extract
presented similar rate of prophage A induction (IF = 1.10) compared to the negative
control. The positive control (MMC) presented considerably greater lysogenic induction
(IF = 12.55) in relation to the CIE doses and negative control. This value is expected,
since mitomycin is described as a highly genotoxic and mutagenic agent (Kang et al.,
2006).

INSERT TABLE 2
As demonstrated in table 2, we observed an increase in the number of surviving

cells at all tested doses (p < 0.05) in relation to the positive control, showing that the
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extract attenuated the cytotoxic effects of MMC. The maximum increase in the number
of survivors occurred at concentration of 1mg (SF = 10.54), while the 2,5 mg dose
presented the lightest protective effect (SF = 8.54). However, it was not detected a
significant difference among all tested doses (p > 0.05).

The antigenotoxicity evaluation showed that although all CIE doses co-treated
with MMC had shown lower IF values than that of the alkylating agent MMC alone, the
difference was not significant (p > 0.05). However, the anticytotoxic activity exerted by
the CIE should be considered, because a higher number of viable bacteria would

normally present higher lysogenic induction values.

4. Discussion

The present study aimed to assess the cytotoxicity, genotoxicity, anticytotoxicity
and antigenotoxicity of Celtis iguanaea extract (CIE) by the prophage A induction test,
which is a manifestation of the SOS functions. It is presumed that the induction signal
of the SOS functions in consequence to genotoxic agents must be single strand DNA
generated by the attempt to replicate damaged templates or by the blockage of normal
replication. These events are followed by the activation of the RecA protein. The phage
induction phenomenon occurs due to the structural similarity between the prophage
repressor Cl and the bacterial LexA repressor, which enables their interaction with
activated RecA. After CI cleavage, the bacterial genes responsible for the lytic cycle are
expressed (Moreau, 1981). It is already known that the lysogenic induction measured by
the SOS-Inductest also occurs as a response to many carcinogenic agents, such as
germicidal UV radiation, alkylating compounds, agents that produce DNA cross-links,
replication stoppage, among others, reflecting the level of bacterial DNA damage

induction. (De Flora et al., 2001; Ames, 1983)
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Thus, this assay is able to evaluate the genotoxicity and antigenotoxicity of
physical, chemical and biological agents. On the other hand, the bacterial survival assay
is necessary to define basal cytotoxicity, allowing the observation of the intrinsic ability
of a compound to cause cellular death as a consequence of damage to basic cellular
functions (Einsenbrand et al., 2002).

Our results in the present work demonstrated that the CIE did not provoke a
decrease in cell survival in any tested dose. The absence of cytoxicity is restated by the
increase in the number of colonies as the extract concentration rises, with all CIE doses
showing even higher SF values than the negative control. Regarding genotoxicity, the
CIE did not induce an increase in the prophage A induction, presenting in all
concentrations similar IF values to those of basal lisogeny (spontaneous lisogenic
induction).

The anticytotoxicity assessment of the CIE allowed to observe a significant
protective effect when the extract is co-treated with MMC. The CIE attenuated the
cytotoxic activity of the positive control in all tested doses, with a protective value
around 10 times. The obtained data demonstrated that the CIE did not showed
antigenotoxic activity. The extract was not able to decrease significantly the number of
plaques formed in any tested concentration when compared to the alkylating agent
MMC. However, it is important to note that all doses showed a small reduction
compared to the genotoxic agent alone. Considering that the CIE exerted anticytotoxic
activity allowing a larger number of living bacteria (around 10x), this small reduction of
genotoxicity becomes more significant, since it has shown lower lysogenic induction
values in a higher number of cells able to be induced.

The phytochemical analysis of the Celtis iguanaea leaves revealed the presence

of coumarins, mucilage and flavonoids (De Paula, 2009).
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Coumarins have a wide variety of bioactivities including anti-inflammatory,
anticoagulant, antimicrobial, vasodilator, antithelmintic, sedative and hypnotic,
analgesic, hypothermic and antitumor-promoting activity (Ojala, 2001; O’Kennedy and
Thornes, 1997). According to Lake (1999), the majority of tests for mutagenic and
genotoxic potential suggest that coumarins are not genotoxic agents, and exposure to
coumarins from food, medicines and/or cosmetic products poses no health risk to
humans. However, the possibility for phototoxic effects of coumarins furanoderivatives
should be kept in mind (Edwards et al., 1994).

Mucilage is used in medicine mainly as an emollient and a demulcent, but some
mucilagionous plants have other applications, like Aloe Vera’s gel, that has been used
since ancient times to treat burns and other wounds where it is thought to be able to
enhance the healing rate and to reduce the infection risk (Choy and Chung, 2003).

Flavonoids have been recognized to possess anti-inflammatory, analgesic,
antiallergic, hepatoprotective, anti-bacteria, antiviral, and anticarcinogenic activities
(Hodek et al., 2002), but probably the most prominent properties of the flavonoids are
their radical scavenging and antioxidant abilities (Havsteen, 2002).

As we know, at least two distinct processes are responsible for the diverse
biological effects exhibited by the mitomycins: DNA alkylation, and the generation of
reactive free radicals such as superoxide and hydroxyl radicals, thereby inducing DNA
strand scission. (Kang et al., 2006) It is also known that antioxidant agents significantly
reduce the cytotoxicity and genotoxicity of compounds which generate free radicals
(Hallwell, 2002; Marnett, 2000). We suggest that the anticytotoxic and partial
antigenotoxic effects of the CIE could be associated, at least partially, with the presence
of flavonoids, exerting protective effects by scavenging reactive oxygen and/or other

antioxidant mechanisms.
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5. Conclusion

Our results demonstrated that the Celtis iguanaea aqueous leaves extract did not
present cytotoxic and genotoxic activities, but showed significant anticytotoxic and
partial antigenotoxic effects against MMC under the experimental conditions applied in

this study.
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Tablel. Mean (m) and standard deviation (sd) of number of colonies (survival

assessment) of E. coli WP2s(A) and number of plaques (assessment of lysogenic

induction) in RJFO13 E. coli cultures formed after treatment with different doses of the

Celtis iguanaea Aqueous Extract.

Treatment M £ sd (survival M % Sd (induction) SF IF
Negative Control *  1.81 x 10°+0.14x 10°  1.37 x 10°+ 0.15 x 10° 1.0 ¢ 1.0
0,5mg CIE 1.98x 108+ 0.25x 10°  1.29 x 10°+ 0.13 x 10° 1.09¢ 094
1,0mg CIE 2.23x10%+0.54x10°  1.38x10°+0.13 x 10° 123 ¢  101e
2,5mg CIE 2.22x10%+0.64x10°  1.41x10°+0.28 x 10° 122 ¢  1.03e
5,0mg CIE 2.33x10°+0.81x10°  1.51x10°+0.24 x 10° 128¢ 110
Positive Control *  2.09x10°+0.17x10°  1.72x10"#0.12x10"  0.011%* 12.55 ®

I Sterile distilled water;  0,5ug of mitomycin C; CIE: Celtis iguanaea aqueous extract.

Same symbols in the same column (p > 0.05)

Different symbols in the same column (p < 0.05)
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Table2. Mean (m) and standard deviation (sd) of number of colonies (survival

assessment) of E. coli WP2s(A) and number of plaques (assessment of lysogenic

induction) in RJF013 E. coli cultures formed after simultaneous treatment with different

doses of Celtis iguanaea and MMC.

Treatment M £ sd (survival M * Sd (induction) SF IF

Positive Control * 420x10°+0.33x10°  3.71x 10"+ 0.57 x 10’ 1.0 1.0 *
05mg CIE+MMC  3.65x10"+0.48x 10"  3.16 x 10"+ 0.45 x 10’ 8.69 ¢ 0.85 *
1,0mg CIE+ MMC  4.43x10#0.62x 10" 3.28x10°+#0.38x10"  10.54¢  0.88 *
2,5mg CIE+ MMC  3.59x10°+0.88x 10"  3.51x 10"+ 0.48 x10’ 854 ¢  0.94+
50mg CIE + MMC 416 x10"+0.64x 10’  3.23x 10"+ 0.47 x 10’ 990 ¢ 087+
Negative Control > 3.74x10°+0.48x10®  3.13x10°+0.45x10°  89.04e  0.08 «

10,5ug of mitomycin C; ?Sterile distilled water; CIE: Celtis iguanaea extract.

Same symbols in the same column (p > 0.05)

Different symbols in the same column (p < 0.05
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ABSTRACT

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent is a member of the Cannabaceae family and popularly
known as “espordo de galo” in Brazil. Ethnobotanical surveys of cerrado native plants
show that the tea leaves of C. iguanaea are used in folk’s medicine for body aches,
asthma, cramps, poor digestion, urinary infections, kidney disfunctions, as a stimulant
or as a diuretic. The purpose of the present work was to evaluate the possible cytotoxic,
genotoxic and antigenotoxic effects of the C. iguanaea aqueous leaves extract (CIE)
using the micronucleous test in mice bone marrow. To assess the genotoxic activity,
Swiss mice were orally treated with three different extract concentrations (100, 300 and
500 mg/kg). To evaluate the antigenotoxic activity, the same doses of extract were used
simultaneously with a single dose i.p. of mitomycin C (MMC, 4mg/Kg). The
frequencies of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) were evaluated at
24 and 48 h exposure period except the negative control (24h). Genotoxicity was
evaluated by using the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes
(MNPCE), whereas cytotoxicity was assessed by the polychromatic and
normochromatic erythrocytes ratio (PCE/NCE). The results of the genotoxic evaluation
have shown that none of the extract doses had increased significantly the frequency of
MNPCE when compared to the negative control (p > 0.05). The results of the cytotoxic
assessment have shown that the CIE did not reduce significantly the PCE/NCE ratio
compared to the negative control (p > 0.05). The antigenotoxic evaluation results
demonstrated that CIE had reduced significantly the frequency of MNPCE compared to
the positive control (p < 0.05). The cytotoxicity caused by MMC was significantly
attenuated (p < 0.05) at all CIE concentrations used. Our results demonstrated that the
CIE showed no cytotoxic and genotoxic effects. Nevertheless, it showed antigenotoxic

and anticytotoxic actions.
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1. Introduction

The use of plant products for the treatment, cure and prevention of general
disorders is one of the earliest forms of medical practice, and probably almost as old as
the human species.' It is estimated that natural products and herbal preparations are
responsible for 25% of the medical prescriptions in developed countries and about 80%
in developing countries.?

The Brazilian Cerrado is the richest savanna formation in the world, responsible
for about 5% of global biodiversity, and considered one of the world's hotspots,>* with
an endemic level of 44% for vascular plants and 70% for herbaceous plants,
representing a valuable spectrum of organic molecules with medical and therapeutic
potential that is, unfortunately, still minimally explored.”

In Brazilian Savannah traditional medicine, the plant Celtis iguanaea (Jacq)
Sargent popularly known as “espordo-de-galo”, ® is used as leaves infusion for treatment
of body pains, asthma, colic, poor digestion, urinary infections, kidney disfunctions, as
stimulant and as a diuretic.”® According to ethnobotanical surveys of cerrado native
plants, Celtis iguanaea showed a considerable consensus of popular usage,® which may
indicate potential medical properties and strengthen the need of proper pharmacological
and toxicological studies.® However, despite the wide use of this plant, it has a rather
scarce literature, and few information regarding the biological effects of its constituents,
especially when it comes to their potential toxicological properties.

Studies regarding phytotherapics already reported that many medicinal plant
compounds have demonstrated undesirable properties, such as mutagenicity,
carcinogenicity and toxicity, limiting in this manner, their use as therapeutic agents.**?

In the other hand, studies also showed that phytotherapics could possess

antigenotoxic/anticarcinogenic effects.***® In this way, the investigation of traditionally
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used medicinal plants is valuable both as a source of potential chemotherapeutic drugs,
and as a measure of safety for the continued use by the population.*®

Short-term assays have been used for more than 30 years to identify chemical,
physical, and biological genotoxic agents, as well as to assess their carcinogenic
potential. Although the genetic toxicity is not a direct measure of carcinogenicity, it is
often used as an indicator for cancer, since the genotoxicity tests measure an initial or
intermediary event in tumorigenesis.’

Among the methods for in vivo genotoxicity investigation, the micronucleus test
has been widely accepted by regulatory agencies and government institutions.'®**° This
assay was initially developed in mouse bone marrow erythrocytes,® and since then it
has been used to assess the genotoxic potential of physical and chemical agents,?**? in

the biomonitoring of human populations occupationally exposed to mutagens, 2 in the

25-26 27-28

search for carcinogenesis inhibiting compounds and ecotoxicological studies.
The micronucleus test detects genetic alterations arising from chromosomal damage
and/or damage to the mitotic apparatus caused by clastogenic or aneugenic agents,
respectively. As micronuclei (MN) are indicative of irreversible DNA loss, their
frequency may be used as a mutation index.?* It is already known that there is a positive
correlation between increased frequency of MN and the appearance of tumors in rodents
and humans.®*°

Thus, considering the widespread use of this plant by the Brazilian people, the
present work aimed at evaluating the cytotoxic, genotoxic and antigenotoxic activities

of Celtis iguanaea aqueous leaves extract (CIE) using the in vivo mouse bone marrow

micronucleus test.
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2. Material and Methods

2.1 Plant Material: Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent extract

The leaves of “espordo de galo” (Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent) were collected
in riparian forest, municipality of Campestre - Goias, Brazil. The botanical material was
identified and a voucher specimen deposited in the Herbarium of the Universidade
Federal de Goias, Goiania (GO) under the number 40110/UFG. The Celtis iguanaea
aqueous extract (CIE) was extracted and concentrated by the following procedure: The
leaves were dried in an oven at 40°C with forced ventilation and then ground into a
powder. The CIE was obtained by infusion of the powder 3% at a temperature of 80°C
for 30 min, with agitation every 10 min. After vacuum filtration the filtrate was
concentrated under reduced pressure at a temperature of 45°C. The yield of the extract
was determined by the dry weight method (20%), and the final concentration was 60
mg/ml. The CIE solutions were always prepared immediately before their use in the

experiments.

2.2. Animals

This study was approved by the Human and Animal Research Ethics Commitee
of the Universidade Federal de Goias (CEPMHA/HC/UFG n° 014/09) Healthy young
male adults (8 - 12 weeks) Mus musculus - Swiss Webster out bred mice, weighing 30 -
40g, obtained from the Central Animal Facility of Federal University of Goias (Goias,
Brazil) were randomly allocated to treated groups. All animals were brought to the
laboratory 7 days before the experiments and housed in polyethylene cages (40cm x

30cm x 16 cm), in groups of five animals, lined with wood shavings, in air conditioned
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rooms at 25 + 2°C and 50 + 10% relative humidity, with a 12-h light/dark natural cycle.
Food (appropriate commercial rodent diet Labina, Ecibra Ltda) and water were given ad

libitum.

2.3 Experimental procedure

To evaluate the genotoxicity of the extract, five animal groups were orally
treated with three different doses (100, 300 and 500 mg/kg) of CIE. A positive (4 mg/kg
i.p. mitomycin C, Cy5sH13N4Os, Bristol-Myers Squibb) and a negative control group
(sterile distilled water) were included. In order to assess antigenotoxicity, the same CIE
doses were administered simultaneously with a single i.p. dose of MMC (4 mg/kg). All
treatments were evaluated at 24 and 48 h exposure period except the negative control
(24h). The animals were euthanized by cervical dislocation, femurs were dissected,
opened and the bone marrow was gently flushed out using fetal calf serum (Soralli).
After homogenization of the bone marrow in serum, it was centrifuged at 1000 rpm for
5 minutes. Then, the bone marrow cells were smeared on glass slides, coded for blind
analysis, air-dried and fixed with absolute methanol (CH4O, LabSynth) for five minutes.
The smears were stained with Giemsa (Doles), dibasic sodium phosphate
(Na;HPO412H,0, Sigma-Aldrich Chem, Co.), and monobasic sodium phosphate
(NaH,PO4H,0, Sigma-Aldrich Chem. Co.) to detect micronucleated polychromatic
erythrocytes (MNPCE). For each mouse, three slides were prepared and a minimum of
2,000 polychromatic erythrocytes (PCE) were counted to determine the frequency of
MNPCE. To evaluate CIE cytotoxicity, 1000 normocromatic erythrocytes (NCE) were
counted, as well as the frequency of polycromatic erythrocytes (PCE) within the same

microscope fields, and the PCE/NCE ratio was then calculated to measure bone marrow



96

toxicity. The slides were analyzed by microscopy (Olympus BH-2 10x100). The

micronucleus test and MNPCE scoring were carried out according to .

2.4 Statistical analysis

To evaluate the genotoxic activity of the CIE, the frequency of MNPCE in the
treated groups was compared to the results of the negative control group (genotoxicity
assessment) or the results from the positive control group (antigenotoxicity evaluation),
using one way analysis of variance (ANOVA), followed by the multiple comparison test
(Tukey). P values lower than 0.05 (p < 0.05) were considered indicative of statistical
significance. In order to assess the CIE cytotoxicity, the polychromatic/normochromatic
erythrocytes ratio (PCE/NCE) of all treated groups was compared to the result of the
negative control group (cytotoxicity assessment) or the result from the positive control
group (anticytotoxicity evaluation), using qui-square test (x2). A value of p < 0.05 was

taken as the criterion of statistical significance.

3. Results

Table 1 summarizes the frequencies of MNPCE and PCE/NCE ratio in mice
bone marrow cells treated with C. iguanaea extract.
INSERT TABLE 1

The results obtained showed no significant increase in MNPCE frequency either
24h (4.6, 5.0, 5.4) or 48h (4.8, 5.4, 4.8) after the administration of CIE at any tested
dose (100, 300, 500 mg/kg) when compared to the negative control (p > 0.05). There

was significant increase of MNPCE frequency at the positive control group compared to
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the negative control group (p < 0.05). This result is expected, since MMC is described
as a highly genotoxic and mutagenic agent.™

Regarding cytotoxicity, no significant decrease in the PCE/NCE ratio was
observed when comparing mice treated with CIE and the negative control group for all
tested doses and different times of evaluation (p > 0.05). As expected, the PCE/NCE
value of MMC was much lower compared to the negative control or CIE doses,
confirming its well known cytotoxic activity.**%

Table 2 summarizes the frequency of MNPCE and PCE/NCE ratio in mice bone
marrow cells treated simultaneously with different doses of C. iguanaea extract and 4.0
mg/kg of MMC.

INSERT TABLE 2

The results of the antigenotoxicity evaluation showed that CIE significantly
decreased the MNPCE frequency either 24h (24.0, 22.2, 20.0) or 48h (9.60, 8.40, 8.20)
after the administration of any of the three tested doses (100, 300, 500 mg/Kg co-treated
with MMC) compared to the positive control (p < 0.05). The negative control group was
statistically different compared to the positive control group (p < 0.05).

In relation to the anticytotoxic assessment of CIE, we observed an attenuation of
the cytotoxic action provoked by MMC at all tested doses, either 24h or 48h exposure

when compared to the respective positive control (p < 0.05).

4. Discussion

In the present study, we aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and

antigenotoxic activities of Celtis iguanaea extract using the mice bone marrow

micronucleus test. This short term assay is recommended by regulatory agencies all
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over the world as the first in vivo test to be conducted in chemical safety analysis.** It

has proven to be a reliable method to investigate the genotoxic (clastogenic and/or
aneugenic) effects of chemical and physical agents.**

Micronuclei (MN) appear in erythrocytes due to damage induced in parental
cells.” These small masses of chromatin are originated from acentric fragments or
lagging chromosomes that fail to incorporate into either of the daughter nuclei during
telophase of the mitotic cells. The MN frequency in polychromatic erythrocytes (PCE)
of mouse bone marrow is a very sensitive index of damage, *** being induced by
oxidative stress, exposure to clastogenic or aneugenic agents, genetic defects in cell
cycle checkpoints and/or DNA repair genes and also by the deficiency of nutrients
required as co-factors in DNA metabolism and chromosome segregation machinery.*
All of these events that cause MN formation are associated with the chromosomal
instability commonly observed in cancer.**

Our results in the present work demonstrated that the Celtis iguanaea extract
(CIE) did not provoke a significant increase in MNPCE frequency when compared to
the negative control for all tested doses and treatment times. These results indicated that
CIE did not exhibit genotoxic effects in PCE of the mice bone marrow.

The micronucleus assay also detects cytotoxic effects by the PCE/NCE ratio.
When normal proliferation of bone marrow cells is affected by a toxic agent, there is a
decrease in the number of immature erythrocytes (PCE) in relation to the number of
mature erythrocytes (NCE), reflecting the bone marrow toxicity and cell depression.*

Our results showed no significant reduction of PCE/NCE ratio in any CIE doses

and treatment times applied compared to the negative control. Therefore, the results

indicated that CIE did not present cytotoxic action.
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The results of the antigenotoxicity evaluation (CIE + MMC) showed that the
CIE reduced significantly the frequency of MMC-induced MNPCE in all extract
concentrations and treatment times, attenuating , in this way, the genotoxic activity of
the alkylating agent.

In relation to the anticytotoxic activity of CIE, we observed an attenuation of
MMC cytotoxic action for all CIE doses and times tested.

The phytochemical analysis of the Celtis iguanaea leaves revealed the presence
of coumarins, mucilage and flavonoids.*

Coumarins present a wide variety of bioactivities including anti-inflammatory,
anticoagulant, antimicrobial, vasodilator, antithelmintic, sedative and hypnotic,
analgesic, hypothermic and antitumor-promoting activity. “**° The majority of tests for
mutagenic and genotoxic potential suggest that coumarins are not genotoxic agents, and
exposure to coumarins from food, medicines and/or cosmetic products poses no health
risk to humans.®® However, the possibility for phototoxic effects of coumarins
furanoderivatives should be kept in mind. >

Mucilage is used in medicine mainly as an emollient and a demulcent, but some
mucilaginous plants have other applications, like Aloe Vera’s gel, that has been used
since ancient times to treat burns and other wounds, being able to enhance the healing
rate and to reduce the infection risk. *>3

Flavonoids have been recognized to possess anti-inflammatory, analgesic,
antiallergic, hepatoprotective, anti-bacteria, antiviral, and anticarcinogenic activities.>*
>> Although the mechanism by which many flavonoids protect against DNA damage
and potentially against carcinogenesis is largely unknown, it is suggested that they may
act as antioxidant, free radical scavengers, inhibitors of tumor cell growth, inducers of

apoptosis, modulators of DNA repair or carcinogen inactivators. °®>’
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As we know, antioxidant agents significantly reduce the cytotoxicity and
genotoxicity of compounds which generate free radicals.”*® It is also known that the
hazardous effect of MMC is related to its ability to alkylate DNA and produce reactive
free radicals, which causes different types of cellular damage, including DNA breaks. **
In this way, the antigenotoxic and anticytotoxic activities of CIE detected in our
experiments can be associated, at least partially, by the presence of flavonoids, exerting
protective effects by scavenging reactive oxygen, reducing alkylation and/or other
antioxidant mechanisms. However, the complexity of plant extracts cannot be
overlooked, as the final response of a treatment using them is likely to be the result of
synergistic, antagonistic, and other interactive effects among their biologically active

components.

5. Conclusion

Our results in the present work indicate that the Celtis iguanaea agueous leaves
extract did not exhibit genotoxic or cytotoxic effects in mice bone marrow micronucleus
test. Nonetheless, the extract showed antigenotoxic and anticytotoxic effects of this

plant in our experimental conditions.
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Tablel. MNPCE frequencies and PCE/NCE ratio in mice bone marrow treated with

Celtis iguanaea aqueous extract at different doses and times.

MN/2000 PCE

Treatment (mg/kg) Time — PC|_E/I\]CE
(hours) Individual data Mean + SD atio

Negative Control * 24 5 4 6 4 4 460+0.89e 1.13+0.10"

) 24 36 29 34 31 33 32.60+2.70x 0.51+0.04®
Positive Control
48 14 12 11 11 15 12.60 +1.81¢ 0.39+0.03
CIE

100 mg/Kg 24 4 7 3 4 5 4,60+ 1.51e 1.22 +£0.08"
300 mg/Kg 24 5 5 6 4 5 5.00 £ 0.70e 1.08 £0.04~
500 mg/Kg 24 7 4 4 6 6 540 £ 1.34e 1.18 £0.07"
100 mg/Kg 48 3 6 4 5 6 4.80 £ 1.30e 1,13 £0.05"
300 mg/Kg 48 6 7 4 7 3 540+18le 1,16+0.07"
500 mg/Kg 48 5 3 4 5 7  480+148  127+0.15"

! Sterile distilled water;* Mitomycin C (4 mg/kg); CIE: Celtis iguanaea extract.

The CIE doses are compared to their respective positive controls in the same exposition

times.

Same symbols in the same column (p > 0.05)

Different symbols in the same column (p < 0.05)
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Table 2. MNPCE frequencies and PCE/NCE ratio after simultaneous treatment with

Celtis iguanaea extract and MMC.

MN/2000 PCE

Treatment (mg/kg) Time PCE/NCE
(hours) Individual data Mean + SD Ratio
Negative Control * 24 5 4 6 4 4 4.60+0.89 ¢ 1.13 + 0.10e
positive Control 2 24 36 29 34 31 33 3260+2.70 = 0.51 + 0.04+
48 14 12 11 11 15 12.60 +1.81 0.39+£0.03%
CIE
100 mg/Kg + MMC 24 24 26 27 21 22 240+ 254 o 0.64 £ 0.07«
300 mg/Kg + MMC 24 21 21 25 24 20 2221216 e 0.71+£0.09¢
500 mg/Kg + MMC 24 23 20 19 20 18 200+ 187« 0.69+0.06¢
100 mg/Kg + MMC 48 10 8 9 11 10 960+1.14° 0.58+0.07®
300 mg/Kg + MMC 48 9 8 8 9 8 8.40+0.54° 0.55 + 0.06®
500 mg/Kg + MMC 48 8 7 10 7 9 8.20+1.30° 0.62 £ 0.04®

! Sterile distilled water; “mitomycin C (4 mg/kg); CIE: Celtis iguanaea extract.

The CIE doses are compared to their respective positive controls in the same exposition

times.

Same symbols in the same column (p > 0.05)

Different symbols in the same column (p < 0.05)
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6 - CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

Considerando os objetivos propostos e de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o extrato aquoso das folhas de
Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent (esporéo de galo) nas condi¢cdes experimentais
realizadas:

%+ Apresentou auséncia de atividade citotoxica e genotoxica pelo Induteste
SOS em cepas de Escherichia coli, ndo provocando uma diminuigao
consideravel no numero de colbnias sobreviventes ou aumento dos
plagues formados.

% Apresentou atividade anticitotéxica e uma parcial antigenotoxidade pelo
Induteste SOS, atenuando a inativacdo celular e a indugéo lisogénica
provocadas pela MMC.

% Apresentou auséncia de acado citotdxica e genotdxica pelo Teste do
Micronucleo em medula Ossea de camundongos in vivo, nao
acarretando uma reducédo significativa na relacdo EPC/ENC e nem um
aumento consideravel na frequiéncia de EPCMN.

% Apresentou acdo anticitotoxica e antigenotoxica pelo Teste do
Micronucleo, reduzindo a toxicidade na medula 6ssea (aumento na

razdo EPC/ENC) e a incidéncia de microndcleos induzidos pela MMC.

Estudos sobre a seguranca e toxicidade de plantas utilizadas na
terapéutica sdo de vital importancia. Neste contexto, realizamos a avaliacdo do
perfil toxicolégico do extrato das folhas de “espordo de galo” (Celtis iguanaea)
devido & sua consideravel gama de aplicacdbes como fitoterapico e seu
difundido uso na medicina popular. Sugerimos que a atividades bioldgicas
apresentadas pelo extrato no presente trabalho possam estar associadas, pelo
menos parcialmente, com a presenca de flavondides, exercendo seu efeito
protetor através do sequestro de espécies reativas de oxigénio e/ou outros
mecanismos antioxidantes. Os resultados obtidos incentivam uma investigacao
mais minuciosa do extrato, para melhor caracterizar suas atividades
antigenotoxica e anticitotoxica, assim como para identificar seus compostos

ativos e seus mecanismos de agéao.
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7 - ANEXOS
7.1 Graficos dos resultados obtidos no Induteste SOS
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Figure 12 - Survival fraction of the WP2s(A) strain in relation to the CIE dose.
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Figure 13 - Induction Factor of the WP2s(A) strain in relation to the CIE dose.
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Figure 14 - Survival Fraction of the WP2s(A) strain in relation to the CIE dose
co-treated with MMC.
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Figure 15 - Induction Factor of the WP2s(A) strain in relation to the CIE dose co-
treated with MMC.
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7.2 Gréficos dos resultados obtidos no Teste do Micronutcleo
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Figure 16 - MNPCE Frequencies after treatment with CIE extract.
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Figure 17 - PCE/NCE Ratio after treatment with CIE.
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Fi

gure 18 - MNPCE Frequencies after simultaneous treatment with CIE extract

and MMC (4 mg / Kg).
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