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Resumo

A substancia Garcinielliptona FC (GFC) é uma benzofenona poliprenilada inédita no género
Platonia, isolada do extrato hexanico das sementes da Platonia insignis. A garcineolleptona
apresentou resultados satisfatérios como antioxidante (teste in vitro e in vivo),
anticonvulsivante (modelo animal), leishimanicida, antitumoral (cultura celular) e
vasorelaxante (modelo animal). Mas sua citotoxicidade e genotoxicidade ainda € questionavel,
pois o0s estudos ate agora apresentados ndo analisaram profundamente a seguranca do uso da
GFC, ndo tendo assim um perfil toxicologico bem definido, como se é exigido para o
desenvolvimento de um novo ativo farmacolégico. Com isso 0 objetivo deste estudo € avaliar
as atividades genotdxicas e mutagénicas do isolado GFC extraido da planta Platonia insignis
in vivo. Para avaliar a atividade genotoxica foi utilizado o teste cometa apoOs tratamento
subcrdnico em camundongos. A atividade mutagénica foi avaliada pelo teste de microndcleos
em medula 6ssea dos mesmo animais. Os resultados encontrados foram que GFC ndo induziu
danos ao DNA em sangue e cOrtex cerebral, mas em figado houve um aumento significativo
nos valores de ID e FD na dose 20 mg/kg, indicando hepatotoxicidade. Contudo GFC néo
aumentou a fequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos. As conclusdes sugerem
que GFC nao apresenta atividade mutagénica, mas possui potencial genotdxico em tecidos
especificos.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem sido muito explorado pela popula¢do em geral. Dados
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que cerca de 80% da populacdo mundial
fez 0 uso de algum tipo de erva na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou
desagradavel. Desse total, pelo menos 30% deu-se por indicacdo médica. E bem provavel que
das cerca de 200.000 espécies vegetais que possam existir no Brasil, na opinido de alguns
autores, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade terapéutica util a populacdo, mas
nem 1% dessas espécies com potencial foi motivo de estudos (TANG e HALLIWELL, 2010).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavonoides, alcal6ides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas,
etc, tem sido objeto de incessantes estudos, com acBes farmacoldgicas ja descritas.
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(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Pesquisas atuais sobre plantas medicinais mostram
uma faceta multicéntrica, onde sdo abordadas combinacdes botanicas, fitoquimicas,
bioldgicas e de técnicas moleculares. As plantas medicinais continuam a mostrar um potencial
enorme para o desenvolvimento de farmacos para varias doencas (BALUNAS et. al. 2005).

A substancia Garcinielliptona FC (GFC) é uma benzofenona poliprenilada inédita no
género Platonia, isolada do extrato hexanico das sementes da Platonia insignis. GFC modulou
a atividade enzimética da superoxido dismutase (SOD) do hipocampo (COSTA JUNIOR et
al., 2012) e mostrou um possivel efeito anticonvulsivante em ratos tratados com pilocarpina
(DA SILVA et.al, 2014).

Garcinielliptona foi testada em varias linhagens de células tumorais, avaliando assim
seu efeito citotoxico, mostrando resultados significativos em duas linhagens de células, NCI-
H-292 e HEP-2, comparados com o controle (doxorrubicina); no mesmo estudo foi verificado
o seu efeito leishimanicida e que também se mostrou significativo, comparado com o controle
(anfotericina-B) (COSTA JUNIOR et al, 2013). Contudo, sua citotoxicidade e
genotocixidade ainda é questionavel, pois os estudos ate agora apresentados ndo analisaram
profundamente a seguranca do uso da GFC, ndo tendo assim um perfil toxicoldégico bem
definido, como se € exigido para o desenvolvimento de um novo ativo farmacolégico. Com
iSO 0 objetivo deste estudo é avaliar as atividades genotoxicas e mutagénicas do isolado
Garcinelliptona (GFC) extraido da planta Platonia insignis.

Metodologia:

Teste Cometa

Foi realizado tratamento subcrénico no Laboratério de Neurofarmacologia e
Toxicologia Pré-Clinica, Departamento de Farmacologia, Instituto de Ciéncias Basicas da
Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Camundongos CF-1 machos foram
divididos e tratados por 28 dias conforme o grupo: GFC (2, 10 e 20 mg/kg), salina, tween 5%.
Apos o tratamento, os animais foram eutanasiados e amostras de sangue, figado o cortex
foram coletadas para o teste cometa. O teste cometa foi realizado no Laboratério de Genética
Toxicoldgica da ULBRA.

Foi utilizada a versdo alcalina do teste cometa, descrito em TICE et al. (2000).
Aliquotas de 10 uL das amostras foram misturados com uma fina camada de agarose “low
melting” 0,75% (95 uL) e colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%;
estas laminas foram mergulhadas em uma solucéo de lise (2,5M NaCl, 100 mM EDTA e 10
mM Tris, pH 10 com adicdo de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por no
minimo 1 hora até no maximo 72 horas a 4°C, para o rompimento das membranas celulares.
As laminas permaneceram em tampdo alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por
20 minutos e subsequentemente foi realizada a eletroforeses a 300 mA e 25 V (0,90 V/cm)
por 15 minutos em cuba de eletroforese de DNA. Apds, as laminas foram neutralizadas com
tampao Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solucdo de prata. As ldaminas foram contadas em
microscopio 6tico. Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de
danos (FD) e submetidos a andlise da variancia de uma via (ANOVA) e complementados com
o teste de Dunnett. Foram considerados significativos os valores de p< 0,05.

Teste de micronucleos

O teste de micronucleos em medula 6ssea de camundongos realizou-se de acordo com
0s protocolos e recomendacdes internacionais ja estabelecidas (MAVOURNIN et al., 1990).
Removeram-se os fémures dos camundongos sendo eles limpos e as duas extremidades
cortadas; com o auxilio de uma agulha histoldgica extraiu-se a medula 6ssea sobre uma
ldmina com uma gota de soro bovino fetal; depois de homogeneizada, realizou-se o esfregaco
do material. ApoOs a preparacdo do esfregaco, o material foi fixado com metanol por 10



minutos e corado com uma mistura de 10 mL de Giemsa e 90 mL de tampéo fosfato (pH 5,8)
por 5 minutos; em seguida as laminas foram enxaguadas em &gua destilada deixando-as secar
em temperatura ambiente. Inicialmente foi determinada uma relacdo entre os eritrdcitos
jovens (policromatofilos-EPC) e os maduros (normocromato6filos-ENC), em 1000 células
eritréides de cada roedor. Esta relacdo evita a ocorréncia de falso-negativos devido a falta de
EPC. Juntamente foram contados 1000 EPCs por lamina, sendo duas laminas por animal, para
avaliacdo de frequéncia de microndcleos.

Os resultados foram expressos como médias £ DP e a significancia estatistica foi
determinada pela analise de variancia de uma via (ANOVA) complementada pelo Teste de
Dunnett para comparacBes multiplas. Em todas as comparacOes, foram considerados
significativos os valores de p<0,05

RESULTADO E DISCUSSOES

O ensaio cometa foi utilizado para detectar efeitos genotdxicos medidos como danos no
DNA, tais como quebras de cadeia simples e dupla, sitios alcali-labil, e ligagdes cruzadas
DNA-DNA e DNA-proteinas. GFC ndo apresentou efeitos genotdxicos no sangue e cortex
cerebral (tabela 1), corroborando, assim, a falta de toxicidade sistémica em doses mais baixas.
A falta de efeitos genotoxicos no cortex cerebral esta de acordo com os resultados dos testes
comportamentais, em que o GFC ndo prejudicou a coordenacdo motora e relaxamento
muscular no teste de rotarod ou locomocdao geral no campo aberto (dados ndo mostrados). No
entanto, o GFC a 20 mg / kg induziu danos ao DNA no figado (Table 1), sugerindo uma
sobrecarga hepatica causada pelo acimulo de administracdo repetitiva ou pela geracdo de
produtos genotoxicos durante a biotransformacao.

GFC é um benzofenona poliisoprenilada, e alguns efeitos toxicos ja tém sido atribuidas
a benzofenonas. Em estudos de dose repetida, efeitos degenerativos foram observados no
figado de ratos, sugerindo que o figado pode ser o alvo principal da toxicidade de
benzofenonas (Anaddn et al., 2009). Em um estudo realizado por Bardana et al. (1991),
benzofenona foi administrada a ratos na sua dieta, a 20 mg / kg / dia durante 90 dias e 100 ou
500 mg / kg / dia durante 28 dias. Houve um aumento nos pesos absoluto e relativo do figado,
e 0 exame histopatologico mostrou alteracdes. Portanto, o efeito genotoxico mostrado na dose
de GFC 20 mg / kg no ensaio do cometa neste estudo pode estar relacionada com a sua
estrutura molecular.

Tabela 1: Ensaio cometa no sangue, figado, e no cortex cerebral de camundongos tratados por
28 dias, com salina (0,9% NacCl), veiculo (10% de Tween) e garcinielliptone FC (GFC). As
amostras foram colhidas 24 horas ap0s a ultima administracao.

Tecido Grupo DI? (mean * SD) DF° (mean + SD)

Sangue Salina 4.0 £3.6 2.7 £2.3
Veiculo 3.0 £26 3.0+26
GFC 2 mg/kg 43 +3.1 3.0 +17
GFC 10 mg/kg 3.0 +20 2.3+ 15
GFC 20 mg/kg 57 +45 4.7+3.2

Figado Salina 2.2 £2.3 1.8+2.2
Veiculo 2.8+35 1.7+£19
GFC 2 mg/kg 43 £4.1 2.7+ 2.1
GFC 10 mg/kg 45 +£22 42+2.1
GFC 20 mg/kg 19.0 +10.8 *** 10.8+ 7.0 **

Cortex Salina 540 +11.5 50.7+ 6.8



Veiculo 72.5+19.2 57.0+17.8

GFC 2 mg/kg 72.7 +12.7 48.7+ 17.6

GFC 10 mg/kg 43.0+ 9.0 37.0+ 125

GFC 20 mg/kg 57.7+ 25.5 43.7+ 115
CP® - 210.3£42.1%%* 91.0£8.7***

N = 5 animais por grupo. DI: indice de Danos - pode variar de 0 (completamente
intactas, 100 células x 0) a 400 (com dano méaximo 100 x 4); DF (%): frequéncia de danos -
foi calculada com base no nimero de células com cauda versus aquelas sem a cauda. CP:
controle positivo: células do sangue periférico do grupo salina foram tratadas ex vivo com
H,0, 0,25 mM. Diferenca significativa: * p< 0,05; *** p< 0,001 (ANOVA, teste de Dunnett)
em comparagdo com o grupo salina.

O teste do microndcleo foi realizado no final dos procedimentos experimentais para
detectar actividades clastogénicos e aneugénicas, que aumentam a frequéncia de micronucleos
e sugerem efeitos mutagénicos ao nivel cromossémico (Mavournin et al., 1990). Como
mostrado na Tabela 2, GFC ndo aumentou a frequéncia de micronucleos na medula dssea,
sugerindo que nao possui efeitos mutagénicos.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade mutagénica pela analise de micronicleos em medula 6ssea
de camundongos tratados 28 dias com solucdo salina (NaCl 0,9%), veiculo (10% tween) ou
garcinielliptone FC (GFC). As amostras foram colhidas 24 h horas apds as ultimas
administragoes.

Grupo MNEPC*® in 2,000 EPC Ratio EPC/ENC"
Média + DP Média +DP

Salina 4.7+ 2.7 1.2+ 0.3

Veiculo 3.8+28 1.3+04

GFC 2 mg/kg 42423 1.0+ 0.3

GFC 10mg/kg 3.5%+1.6 1.0+ 0.1

GFC 20 mg/kg 3.0£24 0.9+0.2

CP° 15.3+ 2.5*** 1.0 £0.1

N = 5 animais por grupo.

aMNPCE: microntcleos em eritrocitos policromaticos.

bRatio PCE / NCE: relacéo eritrdcitos policromaticos / monocromaticos.

CPC: ciclofosfamida 40 mg / kg (ip dose Unica).

*** P <0,001, diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de solucdo salina
(ANOVA. Dunnett'stest).



CONCLUSOES

GFC ndo apresentou respostas mutagénicas na medula éssea e genotoxicidade no cortex
cerebral e sangue ap0s 28 dias de tratamento. A dose mais elevada (20 mg / kg) induziu danos
ao DNA no tecido hepatico, sugerindo hepatotoxicidade com esta dose. Considerando 0s
efeitos toxicoldgicos de GFC encontradas, estudos adicionais que investigam possivel
inducdo de mutagdes pontuais e propriedades antitumorais desta droga sdo recomendados.
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