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RESUMO

Limeiras, Sara Monalisa de Alencar. Efeito do extrato etanélico de Moquiniastrum
polymorphum sobre a carcinogénese colorretal induzida por 1,2
dimetilhidrazina. 2016. 63 p. Dissertacdo de Mestrado em Salde e
Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste — Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, MS.

Esse estudo avaliou o extrato etandlico de Moquiniastrum polymorphum (EEMP)
sobre a carcinogénese colorretal induzida por 1,2 dimetilhidrazina (DMH). Foram
utilizados 42 camundongos machos swiss (Mus musculus) distribuidos em seis
grupos experimentais (n=7/grupo): controle, DMH, EEMP, pré-tratamento,
simultaneo e poés-tratamento. Os resultados indicaram que o EEMP é antigenotdxico,
pois as porcentagens de reducdo de danos (% RD), no ensaio do cometa, tiveram
valores acima de 81% nos grupos associados. Também demonstrou atividade
antimutagénica, pois no teste do micronlcleo as % RD foram superiores a 77,09%
nos grupos associados. O teste de focos de criptas aberrantes demonstrou o
elevado potencial anticarcinogénico do EEMP, pois 0s grupos associados
apresentaram % RD de 62,13%; 86,40% e 95,14% para o pré-tratamento,
simultaneo e pos-tratamento, respectivamente. O estudo demonstra que EEMP néo
causa toxicidade e possui atividade quimiopreventiva e anticarcinogénica, sendo que
pode vir a ser um promissor fitoterapico devido as propriedades demonstradas

nesse trabalho.

Palavras-chave: Anticarcin6genos, cometa, testes para micronicleos, fagocitose,

foco de cripta aberrante, cambara.



Abstract

This study aimed to evaluate the effect of the Moquiniastrum polymorphum ethanol
extract (MPEE) on 1.2 dimethylhydrazine (DMH)-induced colorectal carcinogenesis.
Forty-two male Swiss mice (Mus musculus) were distributed into six groups
(n=7/group): control, DMH, EEMP, pre-treatment, simultaneous and post-treatment.
The findings indicated that the EEMP is antigenotoxic because the damage reduction
percentages (DR%) through the comet assay were more than 81% in the
associated groups. The agent also showed antimutagenic activity, because the
micronucleus test found DR% higher than 77.09 in the associated groups. The
aberrant crypts foci test demonstrated the high anticarcinogenic potential of the
MPEE as the associated groups showed DR% 62.13, 86.40 and 95.14 for pre-
treatment, simultaneous and post-treatment groups, respectively. The study shows
that the MPEE in nontoxic and has chemopreventive and anticarcinogenic activity,
thus the agent may prove to be a promising herbal medicine in view of its

demonstrated properties.

Keywords: Anticarcinogenicity, Comet assay, Micronucleus assay, Phagocytosis,

Aberrant crypt focus, cambara.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a World Health Organization (WHO), estima-se que
atualmente existem 14 milhdes de pessoas com cancer no mundo e que 8,2 milhGes
de pessoas morrerdo anualmente em consequéncia dessa doenca (WHO, 2012).

Os dados na literatura mostram que ha relacdo entre o cancer e a inflamacéo
(BALKWILL; MANTOVANI, 2001; DINIZ, 2012; HU et al., 2015). Entre os céanceres
induzidos por inflamacédo, destaca-se o cancer colorretal que € a terceira neoplasia
maligna mais comum e a quarta maior responsavel por mortalidade (LABIANCA et
al., 2013). Sua incidéncia € prevalente em paises industrializados e ocidentais, e
esta crescendo em paises asiaticos, onde historicamente o risco da doenca era
baixo (WEST et al., 2012; ACSCC, 2016).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) calcula-se 34.280 novos
casos de cancer colorretal no Brasil para o ano de 2016. Esses dados demonstram
alta prevaléncia dessa doenca o que estimula estudos que correlacionem a
biodiversidade de plantas desse pais e 0s conhecimentos etnobotanicos na
prospeccao de novos compostos anticancer (INCA, 2016).

Moquiniastrum polymorphum, anteriormente identificada como Gochnatia
polymorpha, pertence a familia Asteraceae e € denominada popularmente por
cambara (DAVID et al., 2014). Estudos indicam que essa planta é rica em lactonas
sesquiterpénicas, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides, cumarinas,
compostos fenolicos e Oleos essenciais (STRAPASSON et al., 2014).

As folhas, flores e cascas do cambard sdo amplamente utilizadas na medicina
popular, na forma de infusdo, principalmente para o tratamento de inflamacéo e
infeccbes do trato respiratorio (GARLET,; IRGANG, 2000; BUENO et al., 2005;
ARAMBARRI et al., 2008). Ja foi relatado também a atividade anti-inflamatoria do
extrato etandlico do caule dessa mesma planta, bem como do composto isolado
11,13-dihydrozaluzanin C em camundongos Swiss (PIONERDO et al., 2011).
Posteriormente foi também demonstrado em camundongos fémeas Swiss que esse
mesmo extrato ndo € mutagénico e nem teratogénico, por meio do ensaio de
micronicleo e da auséncia de embriotoxicidade em camundongos fémeas prenhes,
além de demonstrar eficiente atividade anti-inflamatdria por meio do ensaio de
edema de pata induzido por adjuvante completo de Freund (CFA) (DAVID et al.,

2014). Por fim nosso grupo descreveu a atividade antineoplasica desse extrato,
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fracbes e compostos isolados tanto em sistema-teste in vitro (STRAPASSON et al.,
2012) quanto in vivo (MARTINS et al., 2015). Dos ensaios in vivo destaca-se que a
fracdo diclorometano dessa planta medicinal é capaz de reduzir o crescimento de
carcinosarcoma Walker-256 (MARTINS et al., 2015).

Diante do exposto o presente estudo avaliou o efeito do extrato etandlico da
casca de Moquiniastrum polymorphum quanto a sua acdo sobre a integridade
genética, fagocitose esplénica e capacidade de inibir a formacéo de focos de criptas

aberrante na mucosa intestinal de camundongos machos Swiss.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

Nos proximos 20 anos, estima-se o surgimento de 22 milhdes de novos casos
de cancer no mundo e o nimero de mortes causadas por essa doenca deve atingir
14 milhdes oObitos por ano (WHO, 2012). No Brasil, a estimativa para o ano de 2016,
aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer, dentre esses casos
estimam-se 16.660 casos novos de cancer de colon e reto em homens e de 17.620
em mulheres (INCA, 2016).

Cancer é o nome dado a um amplo conjunto de doencas que tém em comum
o crescimento descontrolado de células transformadas e que podem invadir todos 0s
tecidos e 6rgdos por meio das metastases, prejudicando suas fungdes basicas. Os
diferentes tipos de cancer correspondem aos Varios tipos de células de onde se
originam, a velocidade de crescimento da massa tumoral, a capacidade de invaséo e
ao tipo de mutacdo que da origem a transformacéo (CORREA, 2005). Em geral, as
mutacfes sdo responsaveis pela ativacdo de proto-oncogenes e/ou inativacdo de
genes supressores tumorais (AMES et al., 1973; VOGEL, 1982; McKELVEY-
MARTIN et al., 1998).

Em suas configuragbes normais, 0Ss proto-oncogenes e 0S genes supressores
tumorais, coreografam o ciclo celular em uma intrincada sequéncia de eventos pelos
quais as ceélulas crescem e se dividem, desta forma, estas duas classes de genes
sdo responsaveis pela proliferagcdo descontrolada em varios tipos de céanceres
humanos (WEINBERG, 1996). Assim, a regulacdo normal e equilbrio entre
apoptose e a proliferacdo celular é desviada para um estado proliferativo
descontrolado com perda da morte celular (BERG; SOREIDE, 2011).

Os proto-oncogenes sao genes que estdo envolvidos em fungdes celulares
normais. Mas, que sao equivalentes a oncogenes carregados por alguns retrovirus.
Em certos casos, mutacées ou a ativacdo aberrante dos mesmos, na célula, esta
associada a formacdo de tumores. A ativacdo de um oncogene representa um
evento de ganho de funcdo, no qual um proto-oncogene celular é ativado
inapropriadamente. Isto pode envolver uma modificacdo mutacional da proteina,
uma ativagdo constitutiva da expressao do gene, a sua superexpressao ou a falha

na inativacdo da sua expressao no momento adequado (LEWIN, 2001).
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Os supressores tumorais sao inativados por dele¢cdes ou outras mutacdes que
sdo tumorigénicas. A evidéncia mais convincente da natureza destes genes é
fornecida por certos canceres hereditarios, que se desenvolvem em pacientes que
perderam ambos os alelos e, portanto, ndo possuem um gene ativo. Uma mutacéo
em um supressor pode representar uma perda de funcdo em genes que
normalmente impdem alguns limites ao ciclo celular ou ao crescimento celular
(LEWIN, 2001).

Mutagao
o
aue ‘et’“\a\::
s 0\
protel ™ Cnoce! = One,,
cres® b 9enes
Prot_foncogenes
Crescimento Ca
celular normal ancer
genes 5
Pros. . . 3 .
o engy, supressores proteina®
Creg, o €im . % c-‘e“{e
”"e,,t pedem \ne(\
OCe,u,ar
Mutagao

Figura 1- Proto-oncogenes, genes supressores tumorais e a regulagdo do ciclo celular.
Fonte: http://biologiadiversa.blogspot.com.br/2013_06_01_archive.html

Segundo Pitot (1989) o processo carcinogénico se divide em quatro etapas:
iniciagdo, promocao, progressao e manifestagcdo. Essas etapas comegcam
primeiramente com a iniciagdo que se da por uma interacdo entre o agente
cancerigeno e o DNA, levando ao dano no DNA a cada final de ciclo da divisdo
celular. Ap6s esta etapa a promocao ocorre expressando fenotipicamente a mutacédo
anteriormente induzida, estimulando a proliferacdo celular (PITOT, DRAGAN, 1991,
PITOT, 1993; WARGOVICH; PUREWAL, 1995). Ja na progresséo ha a
manifestacdo histolégica, o que revela a instabilidade do genoma. Estas alteracdes
estdo intimamente ligadas a Ultima etapa, a manifestacdo, onde ocorre intensa
proliferacdo celular, invasdo e varias alteracbes bioquimicas (PITOT, 1989;
WARGOVICH; PUREWAL, 1995). Resumindo, o processo de carcinogénese se
inicia quando ocorre o desarranjo dos processos celulares que controlam a divisao
celular e apoptose (WCRF, 2007).
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2.2 Cancer de co6lon e reto

O cancer do colon e reto surge devido a alteracfes genéticas e epigenéticas
no epitélio do célon (HUMPHRIES; WRIGHT, 2008). De acordo com o INCA (2016),
o cancer colorretal abrange tumores que acometem um segmento do intestino
grosso (o célon) e o reto. E tratavel e, na maioria dos casos, curavel se detectado
precocemente, quando ainda ndo se espalhou para outros Orgaos. Grande parte
desses tumores se inicia a partir de polipos, lesbes benignas que podem crescer na
parede interna do intestino grosso. Uma maneira de prevenir o aparecimento dos
tumores seria a deteccdo e a remocdo dos polipos antes de eles se tornarem

malignos.

2.3 Carcinogénese experimental

Modelos experimentais com a utilizacdo de cancerigenos quimicos sao
adotados para estudar aspectos da carcinogénese do célon que ndo podem ser
analisados em seres humanos. Os estudos experimentais permitem a observacao
detalhada das alteracbes que precedem o aparecimento da neoplasia maligna em
nivel histoloégico (CHANG, 1986; MAYER et al., 1987).

Em 1967, Druckrey e cols. demonstraram que a administracdo parenteral de
1,2-dimetilhidrazina (DMH) resultou no desenvolvimento de cancer, tanto no intestino
delgado quanto no colon de ratos. Todos os animais desenvolveram neoplasias e 0
cancerigeno mostrou-se seletivo em seus efeitos, pois foram encontradas somente
neoplasias intestinais. A partir de entdo, a DMH tem sido amplamente utilizada em
pesquisas de carcinogénese do célon para o estudo de varios aspectos da
morfologia, patogénese, prevencdo e tratamento (MARTIN et al., 1973; SUNTER et
al.,, 1978; SEQUEIRA, 1997), sendo o melhor modelo experimental para avaliar o
potencial de um agente quimiopreventivo (CORPET; PIERRE, 2005).

A DMH é classificada como um pr6-carcinGgeno, ou seja, necessita de
ativacdo metabdlica para tornar-se um carcinégeno ativo (LAMONT; O’GORMAN,
1978), e a ativagdo ocorre principalmente no figado, havendo oxidacdo da DMH a
azometano e posteriormente em azoximetano, que por sua vez, € N-hidroxilado a
metilazoximetanol (WEISBURGER, 1971; FIALA, 1975; LAMONT; O’GORMAN,
1978).
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No figado o metilazoximetanol € conjugado com o acido B-glicurénico, e
levado até a luz intestinal, onde a B-glicuronidase bacteriana libera o metabdlito ativo
da DMH, o azoximetano (LAMONT; O’GORMAN, 1978).

A temperatura corporal, o metilazoximetanol € um composto instavel, que
sofre decomposicdo de forma espontanea, dando origem ao formaldeido, agua,
nitrogénio e metildiazénio, sendo este um agente alquilante que apresenta um ion
carbonico reativo, que apresenta capacidade de reagir com DNA, RNA ou proteinas
(WEISBURGER, 1971; NAGASAWA; SHIROTA; MATSUMOTO, 1978). A acéo
carcinogénica da DMH envolve, portanto, a metilacdo do DNA em células epiteliais
colonicas (HAWKS etal.,, 1974).

O metilazoximetanol também sofre metabolizacdo enzimatica, pela acdo da
enzima alcool desidrogenase (que esta presente no figado e célon e em baixas
concentracdes no jejuno e ileo), convertendo esse em metilazoxiformaldeido (GRAB;
ZEDEK, 1977).

FIGADO
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Figura 2 — Biotransformacédo da 1,2 dimetilhidrazina.
Fonte: Adaptado de Weisburger, 1971.
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Em roedores a administracdo da DMH desencadeia uma reac¢ao inflamatéria
leve e um aumento da proliferacdo celular na mucosa do coélon (KRUTOVSKIKH;
TUROSOV, 1994). Sua aplicacdo sucessiva resulta na proliferacdo continua,
havendo um aumento do numero de células em fase de sintese de DNA
(DESCHNER, 1978; WARGOVICH et al., 1983) e, dessa forma a uma hiperplasia
progressiva das criptas e hipertrofia da mucosa (WIEBECKE; KREY; LOHRS, 1973;
RICHARDS, 1977). A DMH tem sido entdo mostrada como a causa de danos na
sintese de DNA, resultando em uma lesédo pr6-mutagénica na O%—metilguanina que
induz transicbes GC — AT, e tais mutagdes sao tipicamente encontradas em varios
genes ligados ao cancer colorretal (KRUTOVSKIKH; TUROSOV, 1994. DIEHL,
2006). Estas mudancas genéticas no processo de desenvolvimento de malignidade
na mucosa colorretal incluem o envolvimento dos genes APC, TP53, K-ras e (-
catenina (CHENG; LAI, 2003).

2.4  Quimioprevencao

A qguimioprevencdo do cancer pode ser definida como a utilizacdo de
compostos quimicos especificos, naturais ou sintéticos com a finalidade de prevenir,
retardar ou reverter as etapas iniciais do processo de desenvolvimento de
neoplasias (KURODA; HARA, 1999; KELLOFF et al., 2000; NAMASIVAYAM, 2011).
A quimioprevengcdo seria a capacidade de alguns agentes modularem a
mutagenicidade e/ou a carcinogénese. Quando estas agem interferindo sobre a
mutagénese, sao considerados antimutagénicos e quando interferem nos processos
da carcinogénese, de anticarcinogénicos (DASHWOOD, 2002).

Dentre os estudos da area de mutagénese o potencial quimiopreventivo de
uma substancia é testado confrontando o0 suposto antimutagénico com uma
substancia sabidamente mutagénica, e entdo se deve observar uma reducdo das
lesGes produzidas no DNA (LUIZ, 2002).
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25 Produtos naturais

Os produtos naturais e seus derivados representam cerca de 50%-80% de
todas os farmacos de uso clinico no mundo (PETROVSKA, 2012; SEN; SAMANTA,
2015).

Os fitoterapicos, medicamentos industrializados constituidos exclusivamente
de material vegetal padronizado, também sdo detentores de um mercado
extremamente lucrativo, de tal forma que renova o interesse das grandes industrias
farmacéuticas por esse segmento. (BOLDI, 2004; KOEHN; CARTER, 2005). A
producdo de medicamentos fitoterapicos €é um emprego importante da
biodiversidade. Esses medicamentos constituem-se em preparacfes contendo
extratos padronizados de uma ou mais plantas, hoje amplamente comercializados
em paises pobres ou ricos (CALIXTO, 2003).

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) define medicamentos
fitoterapicos na RDC n° 26/2014 (que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos.), no
artigo 2° paragrafo 2° no qual dizz “Sao considerados produtos tradicionais
fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais
cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo
publicados na literatura técnico-cientifica e que sejam concebidos para serem
utilizados sem a vigilancia de um médico para fins de diagnéstico, de prescricdo ou
de monitorizacdo” (BRASIL, 2014).

Sendo assim, € de vital importancia que sejam realizados estudos no intuito
de estabelecer possiveis propriedades farmacolégicas e toxicologicas dos mais
diversos géneros e espécies de plantas utilizadas na medicina popular brasileira,
subsidiando, assim, o emprego dos extratos ou fracbes dessas plantas como
fitoterapico e também no intuito de isolar novos metabdlitos secundarios
biologicamente ativos que possam ser aplicados futuramente na pratica clinica ou
em pesquisas (PIONERDO, 2011).

2.5.1 Moquiniastrum polymorphum ou Cambara

A planta Moquiniastrum polymorphum, popularmente conhecida como

Cambara, pertence a familia Asteraceae, também conhecida como Compositae.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691516301247#bib28

21

Plantas dessa familia sdo extensivamente estudadas quanto a sua composicao
quimica e atividade biolégica (VERDI et al., 2005).

Asteraceae € a maior familia do grupo das Angiospermas (plantas floriferas),
compreendendo cerca de 1.600 géneros e 24.000 espécies. O grande ndamero de
espécies e a diversidade morfologica das Asteracea sempre foram um desafio para
os taxonomistas (FUNK, 2009).

Ao longo do tempo varias classificacdes foram propostas para as espécies da
familia. O advento da biologia molecular trouxe mudan¢as na circunscricdo dos
géneros, tribos e subfamilias de Asteraceae, agora baseada em dados genéticos
(PANERO; FUNK, 2008).

O género Gochnatia foi um dos que sofreram alterac6es. Na década de 70,
uma revisdo das espécies da tribo Gochnatinae levou a redefinicdo do género
Gochnatia, o qual passou a incluir espécies anteriormente classificadas nos géneros
Moquinia e Spadonia. Nessa classificacdo o género agrupava 70 espécies em seis
secOes, sendo uma delas denominada Moquiniastrum. Estudos recentes de filogenia
molecular mostraram que as espécies da secdo Moquiniastrum eram muito préximas
entre si e, diferentes das demais espécies do género, o que determinou a sua
elevacdo ao nivel de género (CABRERA, KLEIN, 1973; SANCHO et al., 2013). A
espécie M. polymorpha tem uma ampla area de distribuicdo, sendo encontrada nas
regides de Mata Atlantica desde o Nordeste até o Rio Grande do Sul, e também no
Paraguai. A subespécie ceanothifolia ocorre no estado do Rio Grande do Sul e
também no Uruguai, Paraguai e nordeste da Argentina. A subespécie floccosa €&
exclusiva do Brasil, sendo encontrada nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SANCHO; FUNK; ROQUE, 2013).

Falcdo e cols. (2005) verificaram que o0s extratos das folhas de M.
polymorphum possuem atividade anti-inflamatéria. Em um estudo posterior,
Stefanello e cols. (2006) em experimento com extratos da casca, concluiram que o
cambara pode ter aplicacao terapéutica em doencas causadas por bactérias Gram-
positivas.

2.6 Ensaios bioldgicos

2.6.1 Ensaio do Cometa
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Os agentes genotoxicos sdo capazes de interagir quimicamente com o
material genético, provocando adutos, alteracdes oxidativas ou mesmo quebrando a
molécula de DNA (MIDIO; MARTINS, 2000). Normalmente as células podem reparar
lesbes no DNA por meio de diferentes processos. Caso a reparacdo nao aconteca
adequadamente, estas podem ser eliminadas por processos de morte celular e/ou
sequestradas por células do sistema de defesa ou pelo baco. O DNA danificado e
ndo reparado, origina as mutacdes, que pode originar defeitos na transcricdo e
replicagdo da molécula, provocando fenétipos diversos (KORNHAUSER; WAMER,;
LAMBERT, 1991). Efeitos genotoxicos podem se manifestar mesmo em
concentragcdes muito baixas de substancias, podendo refletir na reproducéo, vida
embrionéaria, desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia de organismos. Podem
ter ainda relagdo com a carcinogénese, defeitos hereditarios por mutacdes,
teratogénese e doencas de fundo genético (DI PAOLO, 2006).

Dentre as metodologias utilizadas para avaliar danos no DNA, o ensaio
cometa destaca-se devido sua capacidade de detectar lesdes pré-mutagénicas
sendo extensivamente utilizado para detecgcédo de genotoxicidade (KAMMANN et al.,
2001). A maior vantagem do ensaio cometa € sua alta sensibilidade a varios tipos de
danos no DNA (BUCKER et al., 2006), além de possuir custo relativamente baixo,
ser um método rapido, preciso e possuir boa reprodutibilidade (BELPAEME;
COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). Outras vantagens incluem a deteccéo de
danos em células individuais, o baixo nimero de células necessario para a
realizacdo do ensaio e o fato de poder ser realizado com qualquer tipo de célula
eucarittica (LEE; STEINERT, 2003).

Os primeiros pesquisadores a utilizar a quantificacdo direta do DNA em
células individuais foram Rydberg e Johanson em 1978. Em 1984, Ostling e
Johanson realizaram modificacBes nessa técnica, em que células embebidas em
agarose, individualizadas, eram depositadas sobre uma lamina de microscopio,
lisada por detergentes e altas concentracfes de sais e em seguida expostas a
microeletroforese em condi¢cdes neutras. As células que apresentaram uma maior
incidéncia de quebras de cadeia dupla de DNA tinham em direcdo ao anodo, uma
maior migracdo do DNA, caracteristica que permite a visualizagdo de uma “cauda”,
ao exame microscopico, apds coloracdo com brometo de etideo, um agente
intercalante. Devido a aparéncia resultante da eletroforese essa técnica foi chamada

de cometa. Desta forma, Olive (1989) sugeriu 0 nome Comet Assay (ensaio cometa)
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para identificacdo do teste, também conhecido por Single Cell Gel Electrophoresis
Assay (SCGE).

Assim sendo s é possivel a visualizacdo de células lesionadas (com cauda)
ou nao, devido a metodologia na qual as células, englobadas em gel e espalhadas
sobre uma lamina, sdo submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forca
proporcionando a migracao dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras,
para fora do nucledide. Apos a eletroforese, as células que apresentam um
nucledide redondo séo identificadas como normais, sem danos detectaveis no DNA.
Por outro lado, as células lesionadas séo identificadas visualmente por uma espécie
de cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA apds a corrida
eletroforética. Estes fragmentos podem se apresentar de diferentes tamanhos, e
ainda estar associados ao nucledide por uma cadeia simples. Para alguns autores, o
tamanho da cauda € proporcional a dimensdo do dano que foi causado, mas € de
consenso que a simples visualizacdo do cometa ja significa que danos estédo
presentes no DNA, podendo ser quebras de fita simples, duplas, crosslinks, sitios de
reparo por excisdo e/ou lesdes alcali-labeis (SILVA, 2007).

Um fator limitante do teste é o uso de condi¢cdes neutras para a eletroforese,
que permite apenas a deteccao de quebras de cadeia dupla de DNA. Como solugéo
a essa limitacao, foi entdo proposto que a eletroforese fosse realizada em condi¢des
alcalinas (pH >13) e dessa forma permite deteccao de sitios alcali-labeis no DNA e
de quebras de fitas simples (SINGH et al., 1998, TICE, 1995; BRIANEZI et al., 2009).

O ensaio do cometa alcalino é a técnica mais sensivel para analisar a cinética
de reparacdo do DNA in vivo em células ndo proliferativas. Essa metodologia
apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos, entre as
quais a utilizacdo de um pequeno numero de células que ndo necessariamente
estejam em divisao (SILVA, 2007).

2.6.2 Ensaio do Micronucleo

Agentes fisicos e quimicos podem induzir aberracbes cromossdmicas por
meio de diferentes mecanismos, envolvendo danos clastogénicos e aneugénicos. O
dano clastogénico € caracterizado pela inducdo da quebra cromossémica durante a

divisdo celular, enquanto o dano aneugénico compreende a inativacdo da estrutura
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celular, induzindo as perdas cromossdmicas por falhas na formagcédo do fuso mitotico
(FENECH, 2000).

Diante desses conhecimentos e da necessidade de um teste que detecte
agentes clastogénicos (que induzem a quebra cromossdmica) e aneugénicos (que
induzem a aneuploidia ou segregacao cromossémica anormal) € muito utilizado o
teste do micronicleo (RIBEIRO; SALVADORI, MARQUES, 2003), que além de
possuir tal sensibilidade, € um teste de curta duracdo e por isso pode ser executado
em um curto espago de tempo e sem grandes investimentos.

Esse teste tornou-se viavel e confiavel na década de 70, pelo estudo de
eritrocitos policrométicos da medula 6ssea em camundongos, passando a ser um
dos mais Uteis indicadores de dano citogenético na medula 6éssea (HEDDLE, 1973;
SCHMID, 1975).

Para que se compreenda sua morfologia, relata-se que os micronlcleos sao
estruturas presentes no citoplasma de células em divisdo, que possuem
caracteristicas cromatinicas semelhantes as do nucleo principal quando avaliados
ao microscopio optico (GATTAS et al., 1992), isso porque os micronlcleos resultam
de fragmentos cromossdmicos ou Cromossomos inteiros, presentes no citoplasma
das células, produto de lesdes causadas por agentes mutagénicos (GALINDO;
MOREIRA, 2009) que atuam fazendo com que 0S cromossomos se atrasem durante
a anafase do ciclo celular (FENECH, 2000; GATTAS, 2001) e ndo sejam
incorporados ao nucleo da célula filha durante a mitose, freqientemente, porque
estes fragmentos ndo possuem um centrémero (SCHMID, 1975; HEDDLE, 1973).

Os ensaios in vivo e in vitro sao internacionalmente aceitos como parte da
bateria de testes recomendada para a avaliagdo do potencial mutagénico ou
antimutagénico de novos produtos. No entanto, a versdo in vivo é a mais utilizada
(KRISHNA; HAYASHI, 2000).

In vivo, sugere-se que 0s micronulcleos sejam avaliados em hemécias jovens,
pois quando os eritroblastos expelem seus nicleos e se transformam em eritrocitos,
0S microndcleos permanecem no citoplasma, onde s&o facilmente identificados
devido a sua morfologia arredondada e coloracdo caracteristicas. No entanto,
Hayashi e cols. (1990) descreveram a técnica de micronlcleo em sangue periférico
utiizando a coloracdo laranja de acridina. Este corante ao se intercalar com
moléculas de DNA e apds ser submetido a radiacdo ultravioleta emite uma

fluorescéncia de cor amarela. Ja quando se liga ao RNA, sem a capacidade de se
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intercalar, a fluorescéncia emitida € vermelha. Essas propriedades permitem a
identificacdo dos reticuldcitos, eritrocitos jovens ricos em RNA em nivel
citoplasmatico, que se coram em vermelho pela presenca desse acido nucléico. Os
microndcleos que por sua vez possuem DNA em sua constituicAo coram-se em
amarelo e se encontram no meio ou nas bordas das regides coradas em vermelho.
As vantagens apresentadas pelo teste do micronicleo, segundo Sato e
Tomita (2001) sao: (I) subjetividade reduzida na analise; () simplicidade; (Il
rapidez; (IV) uso de pequena amostra de sangue, permitindo determinar o melhor
tempo de amostragem; (V) a classificacdo de reticulocitos, pela quantificacdo do
material fluorescente vermelho; (VI) os animais ndo precisam ser submetidos a
eutanasia, podendo esse ensaio ser conduzido concomitantemente com estudos de

toxicidade ou carcinogenicidade.

2.6.3 Ensaio de Fagocitose esplénica

O baco pode ser definido como a maior massa de tecido linfatico do
organismo (BANKS, 1992). Ele produz linfécitos e mondcitos, fagocita particulas
estranhas, bactérias, virus e leucdcitos, além de produzir e processar fatores séricos
(opsoninas) com grande habilidade para a estimulacdo da fagocitose (SABA, 1970;
HOSEA et al., 1981). O parénquima deste 6rgdo é constituido por 55% de linfécitos
B, situados nos corpusculos esplénicos da polpa branca e por 45% de linfocitos T,
localizados nas bainhas linfaticas periarteriais da mesma (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).

A polpa branca do baco é formada por tecido linfatico denso e corpusculos
esplénicos distribuidos ao longo do percurso de suas artérias, intercalados com as
bainhas linfaticas periarteriais. Os nédulos primarios ndo tém centros germinativos,
enquanto os secundarios sao imunologicamente competentes, formados pelo centro
germinativo e pela coroa externa. O centro germinativo contém linfécitos maduros,
linfoblastos, plasmocitos, células dendriticas e macrofagos. Conforme os linfocitos
sdo produzidos, eles migram perifericamente para formar a coroa do nédulo. Uma
arteriola, chamada de arteriola central, ocupa a regido central ou paracentral dos
nodulos. Entre as polpas branca e vermelha, localiza-se a zona marginal que
consiste de seios, uma lamina de células dendriticas, macrofagos e uma camada de

células linfaticas. As bainhas linfaticas periarteriais e a zona marginal sdo regides
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timo dependentes ocupadas pelas células T, secretoras de interleucinas, enquanto
0s corpusculos esplénicos produzem células B (BANKS, 1992). A regido entre 0s
corpusculos esplénicos e as trabéculas refere-se a polpa vermelha, formada por
seios e corddes esplénicos (cordbes de Billroth), constituidos por uma rede frouxa
de células e fibras reticulares que contém macrofagos, linfocitos B e T, plasmacitos,
mondcitos, leucécitos granulécitos, plaquetas e eritrécitos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2004).

O intenso fluxo sanguineo que circula pelo bago permite aos macrofagos
esplénicos filtrarem materiais estranhos, sollveis ou particulados, da corrente
sanguinea e em funcdo da extrema proximidade com grande nuimero de linfocitos
desencadeia e amplia a resposta imune a este material filtrado (BOHNSACK;
BROWN, 1986).

2.6.4 Ensaio de focos de criptas aberrantes (FCA)

As criptas aberrantes foram primeiramente descritas por Bird (1987) no colon
de roedores tratados com cancerigenos quimicos e, posteriormente em humanos,
por Pretlow e cols. (1991), no colon de pacientes portadores de adenocarcinomas

As criptas aberrantes podem ser identificadas na mucosa do célon, como
unicas ou na forma de focos, sendo designados de FCA (TUDEK; BIRD; BRUCE,
1989). Os FCA sédo observados com maior frequéncia no célon médio e distal, tanto
em roedores como no homem (DI GREGORIO et al, 1997; RODRIGUES et al.,
2002). E desde quando reportados em camundongos por Bird (1987), os FCA
representam lesdes no coélon, as quais sdo capazes de progredir para cancer de
célon/reto (STEVENS et al., 2007). Desta forma, os FCA sao conjuntos de criptas do
colonreto com morfologia anormal sendo o biomarcador mais utilizado para esse
tipo de neoplasia e tem validagdo para uso experimental além de ser um importante
prognostico em estudos clinicos nos quais pode inclusive determinar intervencdes
cirirgicas (STEVENS et al., 2007).

Na rotina experimental, a observacao desses pré-polipos é feita por meio do
uso do azul de metileno em microscépio. A identificacdo é caracterizada pela
presenca de criptas aberrantes que apresentam abertura lumial mais larga, camada
de células mais espessas se comparada a criptas normais e sao usualmente
agrupadas em focos (CHENG et al., 2003).
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Em roedores, as criptas aberrantes sdo induzidas por compostos quimicos
genotdéxicos e ndo genotoxicos (MCLELLAN; BIRD, 198823 MCLELLAN; BIRD,
1988°; BIRD, 1995; WHITELEY et al., 1996). Os cancerigenos quimicos mais
utilizados para a inducdo de FCA no célon de roedores sdo a DMH e seu metabdlito,
0 azoximetano (RODRIGUES et al., 2002). Na mucosa do colon de animais tratados
com cancerigenos quimicos, as criptas aberrantes sao revestidas por células
epiteliais com diferentes graus de maturacdo celular e displasia (BIRD, 1995). Do
ponto de vista experimental, a analise de FCA é fundamental para se investigar
alteracdes moleculares muito precoces na carcinogénese do célon (OCHIAI et al.,
2003; STEVENS et al., 2007). Este tipo de lesdo pré-neoplésica consiste em criptas
que evoluem cronologicamente com fendbmenos proliferativos, hiperplasicos,
displasicos e pequenos adenomas que podem evoluir para adenocarcinomas
(MONTENEGRO et al., 2003; MURILO et al., 2004). Também foi observado que os
FCA aberrantes apresentam mudancas no padrao de atividade enzimatica, como
reducdo da atividade da hexosaminidase (BARROW et al., 1990; PRETLOW et al.,
1990, PRETLOW et al.,1993) e da producdo de mucinas, com aumento de
sialomucinas e perda de sulfomucinas, fenbmeno geralmente associado ao grau de
displasia e multiplicidade das criptas (UCHIDA et al.,, 1997; SANDFORTH et al.,
1988; FEMIA et al., 2004).

Alteracdes genéticas nos FCA, tais como mutagées nos genes K-ras, APC e
TP53, relacionadas a proliferagdo celular e presenca de instabilidade de
microssatélites, sdo um sensor de dano ao sistema de reparo do DNA e alteracdes
nesses genes podem se associar a inflamacao e, portanto, a expressao dos genes
INOS e COX-2, por exemplo (SMITH et al., 1994; HEINEN et al., 1996; NUCClI et al.,
1997; TAKAHASHI;, WAKABAYASHI, 2004). Destaca-se ainda que os FCA com
maior grau de displasia podem apresentar acumulo citoplasmatico e nuclear de [3-
catenina, que € um marcador potencial de progressédo neoplasica (YAMADA et al,,
2000; YAMADA; MORI, 2003; HATA et al., 2004).

Tem sido proposto que o nimero total, a distribuicdo e a multiplicidade dos
FCA correlacionam-se com a incidéncia de tumores do célon (BIRD, 1987; MC
LELLAN; BIRD, 1988, TUDEK et al., 1989; MAGNUSON et al., 1993). Relata-se
também que h& evidéncias de que os FCA sdo uma importante ferramenta nos
estudos de agentes quimioprotetores ou quimiopreventivos do desenvolvimento

neoplasico, induzido por cancerigenos quimicos (STEVENS et al.,, 2007). Assim, a
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multiplicidade de criptas € um parametro o importante para avaliar a progressao dos
FCA em estudos de carcinogénese experimental, bem como entender a patogénese
do céancer do célon (CHENG; LAlI, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato etandlico de Moquiniastrum polymorphum sobre a

carcinogénese coloretal induzida por 1,2 dimetilhidrazina.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos genotoxicos e antigenotoxicos do extrato etandlico de
Moquiniastrum polymorphum, frente aos danos causados pela 1,2-dimetilhidrazina,
em sangue periférico de camundongos Swiss, por meio do ensaio do cometa.

Avaliar os efeitos mutagénicos e antimutagénicos do extrato etandlico de
Moquiniastrum polymorphum, frente aos danos causados pela 1,2-dimetilhidrazina,
em sangue periférico de camundongos Swiss, por meio do teste do micronudcleo.

Avaliar os efeitos imunoestimulatérios do extrato etandlico de Moquiniastrum
polymorphum, frente aos danos causados pela 1,2-dimetilhidrazina, por meio do
ensaio de fagocitose esplénica.

Avaliar os efeitos carcinogénicos e anticarcinogénicos do extrato etandélico de
Moquiniastrum polymorphum, frente a danos causados pela 1,2-dimetilhidrazina, em

camundongos Swiss, por meio do teste de focos de criptas aberrantes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Agentes Quimicos

41.1 1,2-Dimetilhidrazina (DMH)

A 1,2 Dimetilhidrazina (DMH) (CAS No. 306-37-6; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) na dose de 35mg/kg peso corporeo (p.c.), foi diluida, no momento do uso,
em solucdo de EDTA (0,37mg/ml) e administrada nos animais o volume de
0,1ml/10g (p.c.) via intraperitoneal (i.p.). Foram realizadas quatro aplicagbes de
DMH, sendo duas doses por semana, durante duas semanas, para a inducdo dos
FCA (BOLOGNANI et al., 2001).

4.1.2 Coleta e identificagcdo do material botanico

As cascas de exemplares de M. polymorphum (Less) Cabr. ssp. floccosa
Cabr. de ocorréncia natural em Curitiba - PR, foram coletadas em Maio/2011. A
planta foi identificada pelo Prof. Dr. Armando Carlos Cervi, do Departamento de
Botanica da UFPR. Uma exsicata foi depositada no herbario da mesma instituicdo
sob o0 numero #30100.

4.1.3 Preparacdo do extrato etanélico de Moquiniastrum polymorphum
(EEMP)

As cascas foram secadas em estufa a 40°C, moidas e extraidas 3 vezes com
etanol 95% (500 mL para cada 100 g de material) a temperatura ambiente, com
renovacdo do solvente a cada 24 h. As solu¢des obtidas foram reunidas e o solvente
evaporado a pressdo reduzida em rotaevaporador, fornecendo o extrato bruto, com
rendimento de 3% em relagdo a massa inicial seca.

Foi utilizado o extrato etandlico de Moquiniastrum polymorphum (EEMP)
dissolvido em solucdo hidroalcdlica 1,2% de etanol 95° GL, na concentragdo de
100mg/Kg p.c., e a administracéo foi feita por gavage (v.0) no volume de 0,1ml/10g

(p.c.). Essa dose foi escolhida, por possuir uma efetiva atividade anti-inflamatoria e
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doses maiores ndo possui beneficios indicados para uso (PIONERDO et al., 2011,
DAVID et al., 2014).

4.2 Animais

Foram utilizados 42 camundongos machos Swiss (Mus musculus) em idade
reprodutiva, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CCBS/UFMS). O
experimento foi conduzido no biotério do Laboratério Biocapri (CCBS/UFMS). Os
animais foram mantidos em caixas de propileno recobertas por cepilho e
alimentados com racdo comercial (Nuvital®) e agua filtrada ad libitum. A temperatura
e luminosidade foram controladas utilizando-se fotoperiodo de doze horas (12 horas
de luminosidade: 12 horas de escuro), com temperatura de 22+2°C e umidade de
55%+10 em estante ventilada (ALESCO® e520). O experimento foi conduzido
segundo as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), observando as diretrizes da Declaracdo Universal dos Direitos dos
Animais e com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMS
(Protocolo #401/2012).

4.3 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em seis grupos experimentais (n=7/grupo):
controle negativo, DMH, EEMP, pré-tratamento, simultdneo e pds-tratamento.

O periodo de experimentacdo foi de 12 semanas, segundo Rowland (1998),
com modificagdes.

Os animais do grupo controle negativo receberam solucdo hidroalcodlica, por
via oral, (v.0.) todos os dias do experimento, até a 122 semana, sendo que na 32 e 42
semanas foram administradas duas doses de solucdo de EDTA intraperitoneal (i.p.).

Os animais do grupo controle positivo receberam solucao hidroalcodlica (v.0.)
até a 122 semana, sendo que na 32 e 42 semanas foram administradas duas doses
de solucdo de DMH (i.p.), concomitantes com a administracdo de solugéo

hidroalcodlica (v.0.).
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Os animais do grupo EEMP, receberam EEMP (v.0.), todos os dias, até a 122
semana, e, duas doses de EDTA (i.p.) foram administradas na 32 e 42 semanas,
concomitantes com a administracdo do EEMP (v.0.).

No grupo pré-tratamento, foi administtrado EEMP (v.0.) aos animais durante
as duas primeiras semanas (12 e 29), nas duas semanas subsequentes (32 e 4?) foi
administrado DMH (i.p.), concomitante com a administracdo de solucao
hidroalcodlica (v.0.), nas semanas posteriores, foram administrados apenas a
solucéo hidroalcodlica (v.0.) até o ultimo dia de experimentagao.

No grupo simultaneo, foi administrado aos animais a solucdo hidroalcoolica
(v.0.), durante as duas primeiras semanas (12 e 2%; nas duas semanas
subsequentes (32 e 49 foi administrado o EEMP (v.0.), diariamente, e DMH (i.p.)
duas vezes por semana; da 5% a 122 semana 0s animais voltaram a receber a
solucédo hidroalcodlica (v.0.).

No grupo pos-tratamento foi administrado solugdo hidroalcodlica (v.0.) nas 4
primeiras semanas, sendo que na 3% e 42 semanas administrou-se a DMH (i.p.),
duas vezes por semana; nas oito semanas seguintes (5% a 129, foi administrado
somente 0 EEMP (v.0.).

As coletas de amostras de sangue periférico (por pungcédo caudal), realizadas
para avaliar a integridade genética, foram feitas em 24 e 48 horas apés a ultima
administracdo do EDTA ou DMH, para as avaliacbes do cometa e micronucleo,
respectivamente. A coleta do baco e dos intestinos para a avaliagdo da fagocitose
esplénica e dos FCA, respectivamente, foram realizadas ao final das 12 semanas de
experimentagao.

Para analise dos parametros biométricos, a massa corporal foi aferida no
inicio experimento. No dia da eutandsia, foi aferida a massa corporal, bem como os

orgaos (coracao, pulmao, rins, figado e baco).
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Figura 3 — Delineamento experimental — Fonte: Limeiras, 2016.

4.4  Ensaios Biologicos

441 Ensaio do Cometa

Para realizacdo do ensaio do cometa, foi utilizado o protocolo de Singh e cols.
(1988), onde foi homogeneizado 20uL de sangue periférico e 120uL de agarose de
LPM (0,5%). Em seguida essa solucédo foi depositada em laminas pré-cobertas com
agarose normal (5%) e recobertas com laminula de vidro. Posteriormente as laminas
foram resfriadas a 4°C por 20 minutos. Fez-se entdo a remocao das laminulas, e a
imersdo das mesmas em solugdo de lise recentemente preparada (89,0ml de
estoque de lise — 2,5M NaCl, 100,0mM EDTA, 10,0mM Tris, pH 10,0 corrigido com
NaOH solido; 1,0mL de Triton X-100 e 10,0mL de DMSO). A lise ocorreu por 1 hora,
a temperatura de 4°C, protegida da luz. Em seguida as laminas foram levadas a
cuba de eletroforese com tampéao de pH >13,0 (300,0mM NaOH e 1,0mM EDTA,
preparado a partir de uma solucdo estoque de NaOH 10,0N e EDTA 200,0mM
pH10,0) por um periodo de 20 minutos a 4°C para desnaturagdo do DNA. Em
seguida, foi realizada a eletroforese a 25,0V e 300,0mA (1,25V/cm) por 20 minutos.
As laminas foram neutralizadas com tampéao pH 7,5 (0,4M Tris-HCI), durante 3 ciclos
de cinco minutos cada, secas ao ar livre e fixadas em alcool etilico absoluto por 10
minutos. O material foi corado a posteriori (100,0uL de brometo de etidio - 20x10-

3mg/mL) e analisado em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®) em aumento de
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40x, com filtro de excitagdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Como descrito por
Kobayashi e cols. (1995), analisou-se 100 células por animal classificando-se os
cometas em: (classe 0) células ndo danificadas que ndo apresentam cauda; (classe
1) células com cauda menor que o didametro do nucledide; (classe 2) células com
cauda de tamanho entre 1 e 2 vezes o diametro do nucledide; (classe 3) células com
cauda maior que 2 vezes o diametro do nucledide. Células apoptéticas, que
apresentavam nucledide totalmente fragmentado, ndo foram contabilizadas. O
escore total foi calculado pela somatéria dos valores resultantes da multiplicagdo do
total de células observadas em cada classe de lesdo as quais pertenciam pelo valor

da classe.

4.4.2 Ensaio do Microntcleo

Foi utilizado o protocolo de Hayashi et al. (1990) com modificacdes de Oliveira
et al. (2009), no qual foi utilizado 40uL de sangue periférico, coletados 48 horas
depois da administracdo da ultima dose de EDTA/DMH. O sangue foi depositado em
um lamina pré-coberta por 20,0uL de Alaranjado de Acridina (1,0mg/mL), logo ap6s
foram recobertas por uma laminula. Este material permaneceu em freezer (-20° C)
por um periodo minimo de cinco dias. O material foi avaliado em microscopio de
fluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000A) no aumento de 40x, com filtro de excitacéao
420-490nm e filtro de barreira 520nm. Um total de 2.000 células/animal foram
analisadas e a andlise estatistica foi realizada por meio do teste Anova/Tukey
(p<0,05).

4.4.3 Fagocitose esplénica

Na 122 semana, apds a eutanasia, foram coletados os bagos dos animais, e
1/3 desse 6rgdo foi macerado em solucdo fisioldgica para a obtencdo de uma
suspensdao homogénea de células por sucessivas aspiracdes com pipeta de Pasteur.
Em seguida, 100 microlitros dessa suspensdo celular foram colocadas em uma
lamina previamente corada com alaranjado de acridina (1mg/mL) recoberta por uma
laminula. As laminas foram estocadas em um freezer até o momento da andlise, que
foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Bioval®, Model L 2000A) em um

aumento de 40x com filro de 420-490nm e filtro de barreira de 520nm. Foram
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analisadas 200 células por animal. A auséncia ou presenca de fagocitose foi

baseada na descricdo de Hayashi e colaboradores (1990).

444 Teste de Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Apoés a eutanasia procedeu-se a retirada da porgéo final do intestino, Esses
abertos pela linha mesentérica e fixados em isopores e posteriormente mergulhados
em solucdo tamponada de formalina 10% por um periodo minimo de 24 horas. No
momento da andlise, cada segmento do coélon foi corado com solucdo de azul de
metileno 10% por 10 minutos e depositado em uma lamina com a mucosa voltada
para cima. A analise foi realizada em microscépio optico em aumento de 10 vezes.
Toda a mucosa foi avaliada para a identificagdo e quantificacdo dos FCA. A
identificacdo dos FCA foi baseada nos critérios utilizados por Bird (1987): (I) foco
constituido de uma Unica cripta - a cripta aberrante apresenta revestimento por
camada epitelial espessa, com abertura lumial eliptica e de tamanho superior (ao
menos 2 vezes) aos das criptas normais circunvizinhas; (Il) foco com duas ou mais
criptas - as criptas aberrantes formam blocos distintos e ocupam uma area maior
que a ocupada por um nuimero equivalente de criptas de morfologia normal. Nao ha
presenca de criptas normais separando as criptas aberrantes dentro desses focos.
Para analise estatistica dos dados provenientes do teste de FCA, o nimero total de
FCA, de criptas aberrantes por focos e a relagéo cripta/foco, nos diferentes grupos

foram comparados utilizando-se ANOVA/Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros Biométricos

O peso inicial, final e ganho de peso dos animais ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) (Tabela 1). O mesmo ocorreu para o peso absoluto
do coracado, pulméao, rins e baco (Tabela 2) e também para o peso relativo do
coracao, pulméo, figado e baco (Tabela 3). Quando avaliado o peso absoluto do
figado (Tabela 2) observou-se reducdo (p<0,05) dos grupos EEMP, tratamento
simultdneo e pos-tratamento em relacdo ao controle. Foi verificado, também,
aumento (p<0,05) do peso relativo dos rins do grupo poés-tratamento em relacédo aos
demais (Tabela 3).

Somente 0 peso absoluto do figado apresentou variacdo significativa. No
entanto, quando o peso relativo foi avaliado, essa diferenca ndo permaneceu, o que
sugere auséncia de toxicidade. Apesar disso, 0 peso relativo dos rins dos animais do
protocolo de péds-tratamento aumentou de forma estatisticamente significativa, e

esse fato precisa ser avaliado em experimentos futuros sobre funcéo renal.
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Tabela 1 — Efeito do EEMP sobre a variacdo de peso corp6reo dos animais:

Grupos Experimentais Peso inicial (g) Peso final () Ganho de peso (g)
Controle 41,42+ 0,92 41,14+ 0,59 -0,28+1,04
DMH 38,28+ 0,60 40,57+ 0,29 2,28+0,42
EEMP 39,42+ 0,86 40,42+ 0,36 1,00+£1,11
Pré-tratamento 38,71+ 0,56 40,57+ 0,20 1,85+0,45
Simultaneo 38,28+ 1,16 38,28+ 1,44 0,00+1,23
Pés-tratamento 39,85+ 0,59 38,85+ 0,79 -1,00+0,57

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH —1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato etandlico

de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — EEMP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas + DMH

35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultineo — EEMP 100mg/kg p.c. + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pés-Tratamento — DMH 35mg/Kg,

p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores (p>0,05; ANOVA/Tukey).
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Grupos

Experimentais

Peso Total (g)

Coracéo

Pulmao

Rins

Figado

Baco

Controle
DMH
EEMP
Pré-tratamento
Simultaneo

Pés-tratamento

0,2200+0,01042
0,1842+0,00712
0,2300+0,01112
0,2485+0,01312
0,1914+0,01122

0,1957+0,01512

0,2588+0,00822
0,2341+0,01372
0,2823+0,01302
0,2851+0,01742
0,2776+0,01012

0,2895+0,01392

0,5500+0,0111ab
0,6257+0,0130°
0,5500+0,03022.b
0,5971+0,01802b
0,5214+0,01932

0,6342+0,0285¢

2,2885+0,06130:¢
2,2885+0,06230¢
1,9342+0,06322
2,0742+0,05992.b
1,9528+0,05462

1,9228+0,06752

0,1428+0,00862
0,1714+0,00402
0,1500+0,00592
0,1485+0,00592
0,1542+0,01232

0,1614+0,00552

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH -1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato
etandlico de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas
+ DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultaneo — EEMP 100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pdés-Tratamento — DMH
35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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Grupos

Experimentais

Peso relativo ()

Coracéo

Pulmao

Rins

Figado

Baco

Controle
DMH
EEMP
Pré-tratamento
Simultéaneo

Pés-ratamento

0,0053+0,00022>
0,0045+0,00022
0,0056+0,00022.b
0,0061+0,0003°
0,0050+0,00032b

0,0050+0,00032:°

0,0062:0,00022
0,00570,00032
0,00700,00032
0,0070+0,00042.
0,00720,0003"

0,0074+0,0004°

0,0133+0,00032
0,0154:+0,00032P
0,0136:+0,00082
0,0147+0,00042.
0,0136:+0,00052

0,0163+0,0008°

0,0557+0,00202°
0,0564+0,0018°
0,0478+0,00162
0,0511+0,00152>
0,0512+0,00152b

0,0497+0,00252.°

0,0034+0,00022
0,0042+0,00002
0,0037+0,00022
0,0036+0,00012
0,0040+0,00032

0,0041+0,00012

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH —1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato
etandlico de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas
+ DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultineo — EEMP 100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pés-Tratamento — DMH
35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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5.2 Integridade genética e prevencado de danos no DNA

Os ensaios do cometa e do micronlcleo demonstraram que o EEMP ndo tem
acdo genotdxica e nem mutagénica visto que a frequéncia de células lesionadas
e/ou micronucleadas, respectivamente, ndo diferiu do controle (Tabela 4 e 5).

A acdo antigenotoxica foi observada nos protocolos de pré-tratamento e
tratamento simultaneo, e as %RD foram de 81,88 e 93,12, respectivamente (Tabela
4). Ja a atividade antimutagénica foi observada em todos os protocolos e as %RD
foram de 77,09, 94,41 e 78,21 para os protocolos de pré-tratamento, tratamento

simultdneo e poés-tratamento, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 4. Efeito do EEMP sobre a média da frequéncia de células lesionadas, distribuicdo entre as classes de danos e score
referentes aos testes de genotoxicidade e antigenotoxicidade do extrato etandlico de Moquiniastrum polymorphum no ensaio do

cometa em sangue periférico de camundongos machos.

Classede danos
Grupos experimentais Células lesionadas Score Reducéo de danos (%)
0 1 2 3

Genotoxicidade

Controle 0,580,292 99,42+0,29% 0,28+0,18% 0,28+0,18% 0,000,002 0,850,452
DMH 23,43+1,28° 75,57+1,28° 14,00+1,39° 9,85+0,40° 0,57+0,36% 32,42+1,66°
EEMP 1,58+0,57% 98,42+0,57% 1,14+0,40% 0,28+0,28% 0,14+0,14% 2,14+1,05%

Antigenotoxicidade

Pré-tratamento 4,72+0,83% 95,28+0,83% 4,28+0,60% 0,42+0,29% 0,00£0,00% 5,14+1,10% 81,88
Simultaneo 2,150,592 97,850,592 1,71+0,36% 0,42+0,29% 0,000,002 2,57+0,86% 93,12
P6s-tratamento 24,29+3,24° 75,71+3,24° 16,14+1,69° 7,28+1,84° 0,85+0,34° 33,28+5,55° -3,73

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH -1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato
etandlico de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas +
DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultineo — EEMP 100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pés-Tratamento — DMH
35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. Classe de danos: Classe 0 - células ndo danificadas e que nao
apresentaram cauda; Classe 1 - células com cauda menor que o didmetro do nucledide; Classe 2 - células com cauda de tamanho entre 1 e 2 vezes o
didametro do nucledide; Classe 3 - células com cauda maior que 2 vezes o didmetro do nucledide. O score total foi calculado pela somatéria dos valores
resultantes da multiplicacdo do total de células obsenadas em cada classe de lesdo as quais pertenciam pelo valor da classe. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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Tabela 5 — Efeito do EEMP sobre a frequéncia total, valores médios + erro padrao da média e porcentagem de reducdo de danos
referentes aos testes de mutagenicidade e antimutagenicidade no ensaio de micronicleo em sangue periférico de camundongos

tratados com extrato etanolico de Moquiniastrum polymorphum

Grupos Frequéncias de micronucleo Média £ EPM %RD
Experimentais 48hrs 48hrs 48hrs
Mutagenicidade
Controle 107 15,28+1,042 -
DMH 286 40,85+1,90¢ -
EEMP 142 20,28+1,142.b -
Antimutagenicidade
Pré - Tratamento 148 21,14+1,17° 77,09
Simultaneo 117 16,71+0,642.b 94,41
P6s - Tratamento 146 20,85+1,24b 78,21

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH —1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato
etandlico de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas
+ DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultineo — EEMP 100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pés-Tratamento — DMH
35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).



43

5.3 Fagocitose esplénica

A administracdo de DMH, EEMP e pré-tratamento determinaram a reducdo da
fagocitose esplénica em 3,80, 28,37 e 30,45 pontos percentuais. Ja nos protocolos
de tratamento simultdneo e poés-tratamento, ocorreu um aumento da atividade
fagocitica na ordem de 39,10 e 94,82 pontos percentuais (Tabela 6).



Tabela 6 — Efeito do EEMP sobre o nimero total, frequéncia média + erro padrdo da média (EPM) e

porcentagem de células com ou sem evidéncia de fagocitose esplénica em camundongos machos.

Grupos experimentais Evidénciade Fagocitose

Média+ Erro padréo Porcentagem(%)

Controle 41,28+1,61° 20,64

DMH 39,71+2,03° 19,85

EEMP 29,571,492 14,78

Pré-tratamento 28,71+1,702 14,35

Simultaneo 57,4241 52¢ 28,71

Pés-tratamento 80,42+2,01¢ 40,21

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH -1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2
semanas (controle positivo); Moquiniastrum polymorphum — MP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP
100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas + DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultaneo — MP
100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c.durante 2 semanas; Pds-Tratamento — DMH 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + MP
100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05; ANOVA/Tukey).
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5.4 Reducédo da formacado de FCA

O EEMP nédo causou a formacgéo de FCA e possui capacidade de prevenir a
formacdo desse biomarcador tumoral. A %RD foi de 62,13, 86,40 e 95,14 para 0s
protocolos de pré-tratamento, tratamento simultineo e pds-tratamento,

respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7- Efeito do EEMP sobre o numero, distribuicdo e reducdo de danos de FCA no célon de camundongos tratados com

extrato etandlico de Moquiniastrum polymorphum.

Grupos Total de FCA Total de Criptas VA de CA/Foco Relagdo de
Experimentais VA VM + EPM %RD  Aperrantes (CA) 1CA/Foco 2CA/Foco 3CA/Foco 4ACA/Foco CA/Focos
Carcinogenicidade
Controle 1 0,14+0,142 - 1 1 0,00 0,00 0,00 1,00
DMH 104 14,85+1,26° - 165 58 35 7 4 1,58
EEMP 1 0,14+0,142 . 1 1 0,00 0,00 0,00 1,00
Anticarcinogenicidade
Pré-tratamento 40 5,71+1,46P 62,13 55 12 10 5 2 1,37
Simultaneo 15 2,14+0,55%0 86,40 20 13 3 1 0,00 1,33
6 0,85+0,462 95,14 8 6 1 0,00 0,00 1,33

Pés-tratamento

Legenda: Controle — EDTA 0,1mL/10g, p.c. (peso corpéreo); DMH —1,2-Dimetilhidrazina, 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas (controle positivo); Extrato

etandlico de Moquiniastrum polymorphum — EEMP 100mg/kg p.c. durante 12 semanas; Pré-tratamento — MP 100mg/kg p.c. durante as 2 primeiras semanas

+ DMH 35mg/Kg p.c. durante 2 semanas; Tratamento Simultdneo — EEMP 100mg/kg + DMH 35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas; Po6s-Tratamento — DMH

35mg/Kg, p.c. durante 2 semanas + EEMP 100mg/kg p.c. durante 10 semanas posteriores. VM: Valor médio; EPM: erro padrdo da média; CA: criptas

aberrantes; VA: valor absoluto; Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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6 DISCUSSAO

A M. polymorphum € uma planta usada, com frequéncia, na medicina popular
para o tratamento de inflamagdes (GARLET; IRGANG, 2000; BUENO et al., 2005;
ARAMBARRI et al., 2008; PIORNEDO et al., 2011). Em relacdo aos seus efeitos
sobre o DNA, dois estudos foram encontrados, sendo um deles realizado em
salmonela (HORN; VARGAS, 2008) e outro, em camundongos fémeas prenhes
(DAVID et al, 2014). Esse Ultimo indica que o EEMP ndo € mutagénico e nem
teratogénico, o que sugere seguranca do uso dessa planta medicinal inclusive
durante a gestacdo. Nosso trabalho corrobora essa afirmativa de seguranca e,
pioneiramente, demonstra que o EEMP ndo é genotdxico e nem mutagénico em
camundongos machos mesmo quando administrado durante oito semanas
consecutivas, tempo esse mais longo que o0s outros tratamentos que estdo descritos
para essa planta.

O presente estudo também é o primeiro a descrever os efeitos
quimiopreventivos dessa planta e a sua capacidade de prevenir a carcinogénese
quimica em intestino de camundongos machos Swiss.

De acordo com Steward (2013), quimioprevencdo € a capacidade que
produtos naturais ou sintéticos possuem de prevenir o cancer e/ou suprimir ou
reverter a carcinogénese em suas fases iniciais. Por esse motivo, ensaios de curta
duracdo, como o0s ensaios de cometa e micronucleo, sdo empregados com sucesso
no screening para substancias anticancerigenas (KAMMANN et al., 2001). Por meio
desses testes, a presente pesquisa demonstrou a eficiéncia do EEMP na prevencéo
de danos genotdxicos e mutagénicos e, assim, confirmou o efeito quimiopreventivo
do extrato com %RD que atingiu 94,41. Este resultado indicou a necessidade de um
teste sequencial, com estudos de média ou de longa duracdo onde foram avaliados
os biomarcadores tumorais ou mesmo a neoplasia instalada (BIRD, 1987; SCHMELZ
et al., 2000; MAURIN, 2007). Diante disso, optamos pelo teste de FCA, um teste de
média duracdo (BIRD, 1995; HAMBLY et al., 1997; KIM et al., 1998; SCHMELZ et
al., 2000, BAZO et al., 2002; AGNER et al., 2005). Para que houvesse a inducdo dos
FCA, foi utlizado a DMH, pois sabidamente ela desencadeia uma reacgao
inflamatéria leve e um aumento da proliferacdo celular na mucosa do coélon
(KRUTOVSKIKH; TUROSOV, 1994; COUSSENS; WERB, 2002). Sua aplicacéo

sucessiva resulta na proliferacdo continua, havendo um aumento do nimero de
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células em fase de sintese de DNA (DESCHNER, 1978; WARGOVICH et al., 1983)
e, dessa forma ha uma hiperplasia progressiva das criptas e hipertrofia da mucosa
(WIEBECKE et al., 1973; RICHADS, 1977).

Esse fato explica a ocorréncia de danos genotoxicos (média de 23,43+1,28
células lesionadas), mutagénicos (média de 40,85+1,90 células micronucleadas) e
dos marcadores da carcinogénese intestinal (média de 14,85+1,26 FCA). A
administracdo do EEMP, que € comprovadamente anti-inflamatério (PIONERDO et
al., 2011), foi capaz de reduzir todos esses biomarcadores tanto no que se refere
aos ensaios de curta duracdo (cometa e microndcleo) quanto ao ensaio de média
duracdo (FCA). Nesse Ultimo ensaio a %RD chegou a 95,15%, 0 que sugere a
atividade anticarcinogénica da M. polymorphum também em modelos de
carcinogénese quimica em intestino.

Os compostos quimiopreventivos, também chamados de antimutagénicos
(LUIZ, 2002), em geral agem por desmutagénese e bioantimutagénese (GRUTTER
et al., 1990; WATERS et al.,1990), sendo capazes de atuar diretamente no
composto indutor de danos, principalmente quelando-o ou inativando-o
enzimaticamente, ou atuando nas enzimas de reparo, favorecendo a correcdo dos
danos causados pelo agente carcinogénico no DNA, respectivamente (KADA,;
INOUE; NAMIKI, 1982; KADA; SHIMOI, 1987). Com base nos dados do micronucleo,
apresentados nessa pesquisa, supde-se que o EEMP pode agir tanto por
desmutagénese quanto por bioantimugénese visto que as %RD foram altas em
todos os protocolos e os protocolos de pré-tratamento e pos-tratamento indicam as
acOes de desmutagénese e bioantimutagénese, preferencialmente, respectivamente
(ISHII, 2011; PESARINI, 2013).

A reducgdo de células micronucleadas circulantes pode se dar pela fagocitose
esplénica (ZU-WEI et al,, 1992; BAZO et al, 2002; ISHIl et al., 2011). Por esse
motivo, o ensaio de fagocitose esplénica também foi realizado nesta pesquisa e
observou-se que a administracdo do EEPM causa discreto aumento da frequéncia
de fagocitose nos protocolos simultdneo e pés-tratamento e, quando administrado
isoladamente, ndo aumenta a atividade fagocitica. Esses dados permitem inferir,
portanto, que o principal evento relacionado com a redugdo de danos mutagénicos
seja, realmente, a quimioprevencado e ndo processo fagocitico.

Corroboram essa hipétese de quimioprevengdo/antimutagénese, que esta

diretamente relacionada com a anticarcinogénese, as altas porcentagens de reducéo
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de danos observadas na mucosa daqueles animais tratados com DMH e associagao
como EEMP, independentemente do protocolo de administracdo. A melhor
prevencdo de FCA aconteceu no protocolo de pos-tratamento mesmo ndo sendo
observadas as melhores %RD para os ensaios de cometa e micronulcleo. Esse fato
pode ser explicado com a administracdo continuada do EEPM no protocolo de poés-
tratamento, mesmo depois da indugcdo dos FCA pela administracdo da DMH que
causa inflamacdo na mucosa intestinal. Assim, o0 extrato, que é anti-inflamatério,
possivelmente tenha reduzido a inflamag¢ao no intestino, determinando mudancas
bioquimicas e morfolégicas na arquitetura da mucosa intestinal. Diante do exposto,
supde, pioneiramente, que a melhor acdo anticarcinogénica do EEPM se deva a
uma acao combinada de quimioprevencao e anti-inflamacao.

Frente ao exposto, sugere-se que o EEMP, além de ndo ser toxicogenético, é
um promissor fitoterdpico para a prevencdo da carcinogénese intestinal e/ou um
importante ponto de partida para a bioprospecdo de medicamentos antitumorais e/ou

guimiopreventivos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados conclui-se que o EEMP nao é
genotdxico e, possui atividade antigenotdéxica nos protocolos de pré-tratamento e
tratamento simulténeo.

Nao foi mutagénico e quando associado ao DMH demonstrou capacidade de
antimutagénica em todos os protocolos testados.

O EEMP ndo aumenta a atividade fagocitica no baco.

O EEMP ndo é carcinogénico e quando associado ao DMH demonstrou
capacidade anticarcinogénica.

Com os dados desse estudo, é possivel sugerir que o0 EEMP, além de ndo ser
toxicogenético, € um promissor fitoterdpico para a prevencdo da carcinogénese
intestinal e/ou um importante um ponto de partida para a bioprospecdo de

medicamentos antitumorais e/ou quimiopreventivos.
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