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RESUMO: ATabebuia impetiginosa, conhecida popularmente como ipé-roxo, € uma planta nativa
das florestas tropicais chuvosas da América do Sul e Central. Componentes quimicos obtidos da
casca tém mostrado efeito terapéutico, como antiinflamatdrio, antifingico e antibacteriano. Porém,
pela falta de dados na literatura, pouco se sabe sobre os efeitos do extrato das flores. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial mutagénico e antimutagénico do extrato obtido
das flores da T. impetiginosa, em trés diferentes concentra¢fes (100, 300 e 500 mg kg* p.c.) pelo
teste do micronucleo. Para o teste de mutagenicidade, a doxorrubicina (DXR, 90 mg kg p.c.) foi
utilizada como indutor de danos no DNA e para o teste de antimutagenicidade, os tratamentos com
0 extrato foram realizados simultaneamente com este agente quimico. O sangue periférico dos
animais foi coletado 24 horas apos os tratamentos. A comparacgao da frequéncia de eritrocitos
policromaticos (PCEs) em 400 eritrdcitos/animal entre os diferentes grupos ndo demonstrou qualquer
citotoxicidade do extrato. Em relagdo as frequéncias de microndcleos em PCEs (PCEMNSs), ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos tratados com as diferentes concentragcfes
de extrato e o controle negativo. Da mesma forma, todos os grupos de animais que receberam os
tratamentos simultaneo do extrato (100, 300 ou 500 mg kg* p.c.) com a DXR, apresentaram valores
de PCEMNSs muito préximos quando comparados com os dados observados no grupo de animais
gue recebeu somente a DXR. Esses resultados apresentados indicam auséncia de efeito mutagénico
e antimutagénico do extrato obtido das flores da T. impetiginosa em sistema teste in vivo.

Palavras-chave: mutagenicidade, antimutagenicidade, teste do microntcleo, Tabebuia impetiginosa

ABSTRACT: Absence of mutagenicity and antimutagenicity of the extract obtained from
the flowers of “ipé roxo” Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl. T. impetiginosa,
known as “ipé-roxo”, is a plant native to tropical rain forests of Central and South Americas. Chemical
compounds obtained from its bark have shown anti-inflammatory, antifungal and antibacterial
therapeutic effect. However, due to the lack of data in the literature, little is known about the effects
of its flower extract. Thus, the aim of this study was to evaluate the mutagenic and antimutagenic
potential of the extract obtained from T. impetiginosa flowers at three different concentrations (100,
300 and 500 mg kg p.c.) by the micronucleus test. For the mutagenicity test, doxorubicin (DXR, 90
mg kg p.c.) was used as DNA-damage inducer, while for the antimutagenicity test, treatments with
the extract were performed simultaneously with this chemical agent. The peripheral blood of animals
was collected 24 hours after the treatments. The frequency of polychromatic erythrocytes (PCESs) in
400 erythrocytes/animal was compared among the different groups and showed no extract cytotoxicity.
As regards the frequency of micronuclei in PCEs (PCEMNS), there were no significant differences
between the groups treated with different concentrations of extract and the negative control. Similarly,
all groups of animals that received the simultaneous extract treatments (100, 300 or 500 mg kg*
p.c.) with DXR showed very similar values of PCEMNs when compared with the data observed for
the group of animals that received DXR alone. These results indicate no mutagenic and antimutagenic
effect of the extract obtained from T. impetiginosa flowers in the testing system in vivo.
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INTRODUGAO

Resultados de eventos esponténeos, as
mutag6es podem ser induzidas por agentes quimicos,
fisicos ou biolégicos que podem afetar processos vitais
como a duplicagdo e a expressao génica, bem como
alteracbes cromossOmicas, levando a processos
cancerosos e morte celular. Pelo fato de causarem
lesBes no material genético, essas substancias sao
conhecidas como genotéxicas e/ou mutagénicas
(Costa & Menk, 2000).

Os organismos vivos estéo frequentemente
expostos a substancias mutagénicas, sendo que
muitas delas podem ter origem natural, como por
exemplo os fitoterapicos. Considerando que muitos
extratos e principios ativos ja descritos de plantas
tém sido utilizados como agentes terapéuticos, ha
um interesse consideravel em determinar os riscos
que estes podem causar a saude, levando ao
aparecimento de doengcas ou mesmo morte em
animais e seres humanos. Assim, a avaliacdo do
potencial citotoxico e mutagénico sdo necessarios
para assegurar o uso relativamente seguro de plantas
medicinais pelo homem (Surh & Ferguson, 2003). Por
outro lado, o consumo destas plantas também pode
suprimir, obstruir, ou inverter os processos envolvidos
na mutagénese e, finalmente, na carcinogénese que
estejam atuando sobre o organismo humano (Boone
et al., 1990; Silva et al., 2004).

As plantas sempre foram empregadas como
fonte comum de medicamentos e estima-se que mais
de 80% da populagdo mundial faz seu uso como fonte
primaria de produtos medicinais (Cordell, 1995).
Atualmente, a diferenca entre plantas comestiveis e
plantas que tem potencial terapéutico € melhor
compreendida (Heinrich & Prieto, 2008), mas todos
os fitoterapicos devem ser avaliados sob diversos
aspectos, tais como eficacia, qualidade e seguranca
(Couzinier & Mamatas, 1986; De Smet, 1995; Saller
et al., 1998), o que inclui o potencial mutagénico e/
ou antimutagénico.

N&o ha ddvida que muitos extratos ou
substéncias isoladas de plantas apresentam atividade
antioxidante e sdo capazes de proteger contra danos
no DNA, como é o caso de alguns dos constituintes
volateis da T. Impetiginosa (Park et al., 2003) e de
varios extratos de plantas sul-africanas avaliadas por
Steenkamp et al. (2005). No entanto deve-se
considerar que substancias naturais também podem
ser téxicas e mutagénicas (Sanchez-Lamar et al.,
2008; Rodrigues et al., 2009), como pode ser
observado no estudo com o lapachol, uma
naftoquinona presente em varias plantas,
especialmente no género Tabebuia (Maistro et al.,
2010).

ATabebuia spp. (Bignoniaceae) é nativa de
florestas tropicais chuvosas da América do Sul e
Central. A casca da T. impetiginosa tem sido usada
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como remédio popular para o tratamento de diabetes,
Ulcera e sifilis (Warashina et al., 2006). Talvez por
iSso, 0 extrato esteja entre os mais estudados
contando com véarios constituintes chaves
identificados, tais como naftoquinonas, furano-
naftoquinonas, antraquinonas, derivados de acido
benzdico, derivados de benzaldeido, acidos
oleandlicos, iridéides, cumarina, e flavonéides (Mills
& Bone, 2000; Pinho et al., 2009). Dentre esses, a
naftogquinona beta-lapachona € um dos componentes
isolados mais estudados do género Tabebuia, e ja
mostrou potencial antitumoral (Lee et al., 2006),
antimicrobiano (Park et al., 2005) entre varias outras
atividades terapéuticas (apud Castellanos et al., 2009).
No entanto, dados biotecnocientificos sobre a T.
impetiginosa ainda sao insuficientes, especialmente
sobre o extrato obtido das flores, dados esses que
justificam o objetivo do presente trabalho em avaliar
0 potencial mutagénico e/ou antimutagénico em
sistema teste in vivo.

MATERIAL E METODO

Animais

Os animais, ratos machos da linhagem
Wistar, com aproximadamente 100 g de peso corpéreo
(p.c.), foram obtidos do biotério geral da Faculdade de
Medicina de Ribeir&o Preto/SP - USP. Acondicionados
em gaiolas, foram mantidos em condi¢Bes adequadas,
a 24 +/- 1°C, 55 +/- 5% de umidade e ciclos de 12 h
luz/escuro, com racgéo e agua ad libitum.

Preparacdo do extrato da flor de T.
impetiginosa
As inflorescéncias utilizadas na preparagéo
do extrato foram coletadas em junho de 2004 de seis
espécimes do ipé roxo (T. impetiginosa Standl.-
Bignomiaceae), na cidade de Franca/SP, Brasil. O
material foi submetido a secagem em estufa de ar
circulante, a temperatura de 60°C, pulverizado em
moinho de facas, resultando em 1,1 Kg de flores.
Depois de quatro semanas, por maceracao em etanol
70% e rotaevaporacao, obtiveram-se 60,1 g de extrato
hidroalcodlico. Estes foram mantidos sob refrigeragao
até a utilizagdo nos ensaios biolégicos. O extrato foi
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracdo de 10% da solucdo, obtendo as
concentracdes desejadas (100, 300 e 500 mg kg*
p.c. do animal), tendo como referéncia a dissertacédo
de mestrado de Silva (2006), desenvolvida na
Universidade de Franca, Franca/SP, onde obteve-se
interessante atividade analgésica desse extrato nas
concentracdes citadas (dados ndo publicados). Com
parte do material coletado, montou-se a exsicata para
ser depositada no Herbario da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeir&o Preto/SP - USP.
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Agente indutor de danos no DNA

Doxorrubicina (DXR, Pharmacia Brasil Ltda.)
foi usada como indutora de danos no DNA, sendo
diluida em solugéo salina imediatamente antes do uso.
Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) foi usado como
solvente do extrato da T. impetiginosa. A concentracao
da DXR de 90 mg kg™ p.c. foi selecionada com base
na literatura (Tavares et al., 1998; Resende et al., 2006).

Procedimentos experimentais (teste do
micronucleo)

Um total de 5 animais foram usados em cada
um dos diferentes grupos de tratamento, 0s grupos
de animais tratados com o extrato (100, 300 ou 500
mg kg?! p.c.) e grupos de animais tratados
simultaneamente com o extrato (100, 300 ou 500
mg kg* p.c.) e a DXR. O grupo controle negativo,
controle positivo e controle do solvente também foram
incluidos. A administragéo do extrato e solvente foi
via gavage (10 mL Kg?), e da DXR, via intraperitoneal
(10 mL Kg?). Decorrido 24 h dos tratamentos, 0s
animais foram submetidos a pequeno corte na
extremidade da cauda, e uma gota de sangue foi
coletada para a realizag¢éo do esfregago em lamina.
O material foi deixado secar a temperatura ambiente
e fixado em metanol (Merck), por 5 minutos. Apos 24
h, o material foi corado com solucdo de Giemsa
(Merck) diluida em agua destilada, por 10 minutos
(MacGregor et al., 1980). O protocolo foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade de Franca,
Franca/SP (Processo ne 007/07A).

Anédlises das laminas

Para cada animal duas laminas foram
preparadas e codificadas para analise em teste cego.
Um total de 2000 eritrécitos policromaticos (PCES)
foram analisados/animal (1000/Iamina) para o registro
da frequéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados (PCEMNS). Para a determinacéo da
citotoxidade, um total de 400 eritrocitos
(policroméaticos + normocromaticos - NCEs) foram
contados por animal (200/lamina) e o registro da
frequéncia de PCEs foi calculado (PCE/PCE + NCE).
Todas as andlises foram feitas em microscépio 6ptico
de luz comum (1000 x) com 6leo de imerséo.

Anédlise estatistica

A frequéncia de PCEMN dos grupos tratados
foram comparadas com os resultados dos grupos
solvente e controle negativo para analisar a atividade
mutagénica do extrato e comparadas com o grupo
controle positivo (DXR) para avaliar a
antimutagenicidade. Em ambas as analises aplicou-
se ANOVA (nao-paramétrico) e, quando houve
significAncia, os valores foram comparados pelo
método de TUKEY; sendo considerados significativos
se p<0,05 (GraphPad Prism 4.1).

RESULTADO

A frequéncia de PCEMNSs obtida nos grupos
de animais tratados com o extrato, associado ou ndo
com a DXR, e os respectivos controles estéo
apresentados na Tabela 1.

Para todas as concentracdes testadas do
extrato (100, 300 e 500 mg kg p.c.), os resultados
para PCEMNSs foram similares aos obtidos no grupo
controle negativo. O mesmo é possivel observar
guando a comparacao é feita com o grupo controle
do solvente.

Como era esperado, o grupo de animais que
recebeu o tratamento com o antitumoral DXR apresentou
um aumento significativo de PCEMNSs (p<0,05), quando
comparado ao grupo controle negativo.

A auséncia de qualquer efeito protetor do
extrato hidroalcodlico das flores da T. impetiginosa
pode ser evidenciado nos grupos de animais tratados
simultaneamente com o extrato e a DXR, cujas
frequéncias de PCEMNSs foram proximas a 6,4; valor
encontrado no grupo que recebeu apenas a DXR.

Em ambos os testes (mutagenicidade e
antimutagenicidade), o solvente DMSO ndo interferiu
nos resultados obtidos, visto que os valores de
PCEMNSs obtidos nos grupos DMSO e DMSO + DXR
foram proximos aqueles obtidos no grupo controle
negativo e grupo controle positivo (DXR), respectivamente.

O extrato também foi avaliado quando a
citotoxicidade, até mesmo quando co-tratado com a
DXR. Calculada a frequéncia de PCEs no total de
eritrocitos, pode-se observar que os valores
encontrados ndo evidenciaram qualquer diferenca
significativa quando comparados com 0s grupos
controles negativo e positivo (Tabela 1).

Na Figura 1 estéo plotados a % PCEMNSs e
a % PCEs de todos os grupos tratados e os
respectivos controles, permitindo comparacéo dos
resultados. A% de PCEs tende a ser maior nos grupos
gue apresentaram menor frequéncia de PCEMNS, ou
seja, nos grupos onde 0s animais ndo receberam o
tratamento com a DXR. Seguindo 0 mesmo raciocinio,
0s animais tratados com a DXR apresentaram a
frequéncia de PCEMNSs mais elevada (independente
se este foi ou ndo associado com o extrato) com
menores valores quanto a % de PCEs. Mesmo com
essas variagcfes observadas com o uso da DXR, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre
os diferentes grupos de tratamento.

Todos os resultados apresentados demonstram
auséncia de mutagenicidade, antimutagenicidade e
citotoxicidade do extrato da T. impetiginosa dentro das
condi¢cdes empregadas no presente estudo.

DISCUSSAO
Os extratos vegetais sdo exemplos de
substancias que tém sido bastante estudadas ao
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TABELA 1. Valores em média * desvio padrao do total de PCEMNSs e % PCEs obtidos em células do sangue
periférico de ratos Wistar (5 animais/grupo), apos tratamento agudo (24 h) com extrato hidroalcoolico obtido das
flores da T. impetiginosa e/ou DXR, além dos respectivos controles.

Tratamentos PCEMNs 2 '% PCEs "
Controle negativo 2,7 £2,79 39+0,42
DMSO 2,6 +3,35 56 +0,38
extrato 300 mg kg™ p.c. 2,5 + 3,08 55+1,26
extrato 500 mg kg™ p.c. 2,8 +3,21 48+0,42
DXR 64 +1,30* 36 +0,63
extrato 100 mg kg™ p.c. + DXR 6,3 +3,97* 35+0,27
extrato 300 mg kg™ p.c. + DXR 6,0 +2,45* 3,8+0,80
extrato 500 mg kg™ p.c. + DXR 6,3 +4,04* 39+0,67

DXR, 90 mg kg* p.c. DMSO, concentracao de 10% da solugdo 210.000 PCEs foram analisados por grupo de tratamento; valor obtido em
1000 PCEs "% PCEs obtida em 400 eritrécitos (PCE + NCE) * significativamente diferente quando comparado ao grupo controle negativo
(p<0,05)
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* aumento estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle negativo (p<0,05).

FIGURA 1. Frequéncia de PCEs (%) e PCEMNSs obtidos no sangue periférico de ratos Wistar (5 animais/grupo),
apos tratamento agudo (24 h) com extrato hidroalcodlico obtido das flores da T. impetiginosa e/ou DXR, além dos
respectivos controles.

longo dos anos, principalmente quanto ao potencial deste trabalho foi avaliar as atividades mutagénica e
mutagénico ou antimutagénico (Umbuzeiro-Valent et antimutagénica do extrato hidroalcodlico do ipé-roxo
al., 1999; Ferreira & Vargas, 1999; Alves de Lima et (T. impetiginosa) pelo teste do microndcleo em ratos.
al., 2001; Gonzéalez- Avila et al., 2003). O objetivo Aceito pelas agéncias internacionais e instituicées
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governamentais, como parte da bateria de testes
recomendada para avaliacdo e registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram
anualmente no mercado mundial (Choy, 2001), o teste
do microndcleo pode ser feito em medula 6ssea
(Cammerer et al., 2007), considerado um teste padréo
utilizado em genética toxicoldgica e, como alternativa,
em células do sangue periférico (Abramsson-
Zetterberg et al., 1999), apresentando ainda mais
vantagens, como a facil preparagéo da amostra com
pequena quantidade de sangue, a rapidez na
obtencdo dos resultados, a capacidade de obtengéo
de repetidas amostras de um mesmo animal, além
da possibilidade de se obter amostras para estudos
cronicos (Cammerer et al., 2007).

O microndcleo em eritrdcitos jovens surge
principalmente por fragmentos cromossdmicos que
ndo sdo incorporados pelo nucleo das filhas no
momento da divisdo celular, e mudancas naincidéncia
de PCEMNSs sé@o consideradas para refletir danos
cromossOmicos (Salamone & Heddle, 1983).

No presente estudo o potencial mutagénico,
antimutagénico e citotéxico do extrato hidroalcodlico
das flores da T. impetiginosa foi avaliado apds 24 h
de tratamento. Como esperado, foi elevada a
frequéncia de PCEMNSs nos animais tratados com a
DXR (controle positivo) e baixa nos animais que
constituia o grupo controle negativo. A DXR, assim
como a bleomicina, cisplatina e a ciclofosfamida sdo
antitumorais usados no tratamento de muitas formas
de cancer humano. O uso desses medicamentos
pode causar inUmeros efeitos colaterais e, inclusive,
mutagenicidade em células ndo-cancerosas (Gentile
et al., 1998). E devido a esse potencial mutagénico
gue esses agentes quimicos (quimioterapicos) séo
muito utilizados como controles positivos nos testes
de mutagenicidade/antimutagenicidade.

O potencial clastogénico da DXR caracteriza-
se pela inibicdo da atividade enziméatica da
topoizomerase Il, resultando no acimulo de quebras
no DNA, que, se nao forem reparadas pela célula,
podem provocar mutacbes e aberracdes
cromossdmicas em células de mamiferos (Islaih et
al., 2005; Resende et al., 2006).

O extrato, nas concentracdes de 100 mg kg,
300 mg kg' e 500 mg kg?, ndo induziu aumento
significativo (p>0,05) na frequéncia de PCEMNs em
relacdo ao grupo controle negativo, ndo apresentando
portanto, efeito mutagénico. Varios fatores endégenos
influenciam o potencial genotéxico de uma substancia,
dentre eles o processo de metaboliza¢do que ocorre
no figado pelas enzimas do citocromo P450. Essa é
a mais importante “superfamilia” de enzimas
envolvidas no metabolismo de xenobidticos. A acédo
da P450 pode gerar compostos potencialmente
toxicos ou carcinogénicos. Por exemplo, o
benzo[a]pireno e outros hidrocarbonetos, quando

metabolizados, séo convertidos em diol epoxidos, que
induzem aductos no DNA, ocasionando mutacdes e,
subsequentemente, transformacédo de células
normais em células cancerosas (Kumar & Kuttan,
2006). Esses dados sugerem gue mesmo 0S
metabdlitos produzidos pelo extrato ndo foram
mutagénicos, visto que em sistemas teste com
roedores, fatores como absorcéo, distribuicdo e
metabolismo da substéncia a ser avaliada séo
incluidos (Sei-Ichi & Isao, 2001).

Em relagdo a frequéncia de PCEs, os valores
ndo apresentaram muita variacéo entre os diferentes
grupos de tratamento, indicando auséncia de
citotoxicidade. A producéo de radicais livres € uma
via bastante comum de inducéo de citotoxicidade e
efeitos mutagénicos (Bjelland & Seeberg, 2003), o
gue leva a suposicao de que o extrato da T.
impetiginosa nao é capaz de produzir espécies
reativas de oxigénio, mesmo apos a metabolizagéo
pelas enzimas do citocromo P450.

Com relacdo ao potencial antimutagénico,
vale ressaltar que esse é atribuido ao se observar
reducdo na frequéncia de alteracdes cromossémicas,
guando comparado ao encontrado no grupo controle
positivo, como pode ser observado por Medola et al.
(2007) quando avaliaram a hinoquinina contra os danos
induzidos pela DXR. No presente trabalho, o grupo
de animais que foram tratados simultaneamente com
o extrato e a DXR ndo mostrou diferenca significativa
na frequéncia de PCEMNs quando comparado com
0 grupo que recebeu somente a DXR, indicando
auséncia de efeito protetor desse extrato contra danos
no DNA. Esses dados vem somar com outros da
literatura que também apresentam resultados
negativos para antimutagenicidade (Andrade et al.,
2008; Barcelos et al., 2009), embora resultados
positivos também tem sido descritos (Selvakumar et
al., 2006; Agrawal & Pandley, 2009).

O extrato da casca da T. impetiginosa esta
entre os mais estudados, e ja conta com varios
componentes isolados e estruturalmente elucidados,
incluindo furano-naftoquinonas, quinonas,
naftoquinonas, acido benzdico, derivados de
benzaldeido, dialdeidos, ciclopenteno e flavondides
(Park etal., 2003). Se considerar a presenca de alguns
desses fitoquimicos no extrato da flor, visto que é
frequente a presenca de componentes iguais em
extratos obtidos de diferentes partes da mesma planta
(Duret et al., 1999), pode-se indicar que auséncia das
atividades mutagénica e antimutagénica deve-se a
dois principais fatores, a interacdo entre os
constituintes ou mesmo as condi¢des estabelecidas
no presente trabalho. Considerando a variedade dos
constituintes presentes nos extratos, a resposta final
para o efeito bioldgico depende do resultado dos efeitos
sinérgicos, antagdnicos além de outros efeitos
interativos entre os componentes biologicamente
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ativos. Ainda, muitos quimicos (Zeiger, 2003), incluindo
flavonodides, por exemplo, podem atuar como
mutagénicos ou como antimutagénicos (Santos &
Salantino, 2000; Labieniec et al., 2003), dependendo
das condicBes avaliadas. Assim, a conduc&o de novos
estudos torna-se importante para maior entendimento
dos efeitos biolégicos da T. impetiginosa no organismo.
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