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RESUMO

Plantas do manguezal possuem importantes substancias bioativas, que apresentam efeito
radioprotetor. Uma importante espécie é o Conocarpus erectus L. (Combretaceae) apresenta em sua
composicao, flavonoides, um grupo de metabdlitos secundarios da classe dos polifendis que
possuem propriedades antioxidantes. Até o final do século XIX, a acdo desses compostos era
vista como irrelevante, pois os danos da radiacdo ndo eram bem conhecidos. As radiacdes
ionizantes interagem com a célula podendo causar danos ao DNA, originando altera¢fes que podem
levar até a sua morte. A radioatividade e as radiagdes ionizantes fazem parte do meio ambiente,
no entanto, ndo sdo percebidas naturalmente pelos 6rgdos dos sentidos do ser humano, diferindo-se
daluz visivel e do calor. Este estudo isolou o flavonoide majoritario do extrato aquoso de folhas de C.
erectus (EAFCe), e investigou sua atividade citotoxica e explorou a possivel a¢do radioprotetora
em linfécitos humanos expostos a radiacdo gama. Inicialmente, a coleta do material vegetal foi
realizada no manguezal do municipio de Itamaracé/PE (distrito de Vila Velha). O EAFCe foi
preparado por infusdo em agua destilada (40° C por 30 min), liofilizado e armazenado em temperatura
ambiente. A andlise fitoquimica do EAFCe foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Na purificagcdo e isolamento do flavonoide do EAFCe foi utilizada a CLAE
preparativa, com detec¢do por luz ultra violeta (UV) e espectometria de massa. Para avaliacdo da
citotoxicidade eanalise demicronucleo, célulasmononucleares de sangue periféricohumanoforam obtidas
a partir de 4 mL de sangue de 4 voluntarios e associadas a flavonoide isolado do EAFCe, em
concentrag des de 1, 10, 50 e 100 pg/mL, pelo teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina). O potencial efeito radioprotetor do flavonoide isolado de EAFCe, em
concentragdes de 1 e 0,5 pg/mL, foi determinado através da andlise microscopica de linfocitos
humanos (in vitro) expostos a radiagdo gama com dose de 3 gray (Gy) proveniente de um fonte de
cobalto-60 (Gammacell 220 Excel) de alta taxa de dose (2,181 kGy/h). Foram contabilizados
micronucleos no total de 300 células para cada grupo (irradiado e controle). A analise estatistica do efeito
radioprotetor foi realizada através do teste estatistico do Qui-quadrado de Pearson com valor de p<0,05.
A pesquisa fitoquimica do EAFCe mostrou a presenca de flavonoides. Na analise da
citotoxicidade, 98% dos linfécitos humanos nao apresentaram morte celular ap6s o tratamento com o
flavonoide isolado do EAFCe, mostrando resultado estatistico significativo naconcentracdoideal de
lug/mL. A ocorréncia de flavonoides em plantas € difundido através das andlises de ressonancia
magnética e 13C. Neste trabalho, os estudos de RMN de varios sinais sdo relatados pela atribuicéo
completa de prdton e carbono, por uma andlise espectral detalhada. Os resultados referentes ao
potencial efeito radioprotetor mostraram que a presenca de microntcleos em linfdcitos irradiados e ndo
irradiados, tratados com o flavonoide isolado de EAFCe na concentracdo de 1,0 pg/mL (p<0,05), foram
de 5,7% e 2,7%, respectivamente, sendo estes percentuais quando comparados aos demais grupos
(controle, doxorribicina e demais concentragdes do composto). A partir dos resultados desta pesquisa, 0
flavonoide isolado do extrato aquoso de Conocarpus erectus L. (Combretaceae), na concentragéo
de 1,0 pg/mL, demonstra potencial como um radioprotetor natural, ndo demonstrando toxicidade
celular,podendoviraserutilizadonasareas médicaefarmacéutica.

Palavras-chave: Mangue. Polifenol. Radiacdo. Citotoxicidade. Cromossomos.



ABSTRACT

Mangrove plants have important bioactive substances, which present radioprotective effect. An
important specie is Conocarpus erectus L. (Combretaceae), which has in its biochemical
composition flavonoids, a group of secondary metabolites of the class of polyphenols that have
antioxidant properties. Until the late nineteenth century, the action of these compounds was seen as
irrelevant because the radiation damage was not well known. The ionizing radiation interacts with the
cell and can cause damage to the DNA, causing changes that can lead to cell death. Radioactivity and
ionizing radiation are part of the environment, but it is not perceived naturally by the sense organs of
human beings, differing from visible light and heat. This study (in vitro) isolated the major flavonoid
from the aqueous extract of C. erectus leaves (EAFCe), also investigated the cytotoxic activity
and explored radioprotective action in human lymphocytes exposed to gamma radiation. Initially, the
collection of the vegetal material was carried out in the mangrove of the municipality of tamaraca/
PE (districtof VilaVelha). EAFCewas prepared byinfusionindistilledwater (400for 30 min), lyophilized
and stored at room temperature. The phytochemical profile of EAFCe was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) by qualitative tests under an analytical system. In the
purification and isolation of the CFFCe flavonoid, the HPLC was used under preparative system,
monitored by Ultra Violet (UV) and mass spectrometry. For evaluation of cytotoxicity and
micronucleus analysis, human peripheral blood mononuclear cells were obtained from 4 mL of blood of
4 volunteers. The analysis of the cytotoxic activity of flavonoid isolated from EAFCe at
concentrations of 1, 10, 50 and 100 ug / mL was performed by the MTT test (3- (4,5-dimethylthiazol-
2yl) -2,5-diphenyl bromide tetrazoline), previouslly counting viable cells by Tripan Blue. The potential
radioprotective effect of flavonoid isolated from EAFCe at concentrations of 1 and 0.5 ug / mL was
determined by microscopic analysis of human lymphocytes (in vitro) exposed to the dose of 3 gray
(Gy) of gamma rays from a radiation source of cobalt-60 (Gammacell 220 Excel) with high dose rate
(2,181 kGy/h). Micronuclei were counted in a total of 300 cells from each group (irradiated and
control). Statistical analysis of the radioprotective effect was performed using the Pearson chi-square
statistical test with a value of p<0.05. The phytochemical profile of EAFCe showed the presence of
flavonoids. In the cytotoxicity analysis, 98% of the human lymphocytes did not present cell death after
the treatment with the flavonoid isolated from the EAFCe, showing a statistically significant result in the
ideal concentration of 1ug / mL. The occurrence of flavonoids in plants is diffused through magnetic
resonance and 13C analyzes. In this work, NMR studies of various signals are reported by complete
assignment of proton and carbon by detailed spectral analysis. The results of the potential radioprotective
effect showed that the presence of micronuclei in irradiated and non-irradiated lymphocytes treated
with the flavonoid isolated from EAFCe at the concentration of 1.0 ug / mL (p<0.05) was 5.7% and
2.7%, respectively, and these percentages were compared to the other groups (control, doxorribicin
and other compound concentrations). From the results of this research, the flavonoid isolated from
the aqueous extract of C. erectus L. (Combretaceae), at a concentration of 1.0 ug/ mL, may be a
therapeutic medium as a natural radioprotector, not demonstrating cellular toxicity, and may be used in
theareasofmedicineand pharmacy.

Keywords: Mangue. Polyphenol. Radiation. Cytotoxicity. Chromosomes.
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1. INTRODUCAO

Radiacdes fazem parte do nosso dia a dia, podendo ser de origem de fontes naturais (e.g.,
raios gama) ou artificiais (e.g., raios-X). Apesar de alteracbes moleculares serem produzidas por
esta fonte de energia, a vida se adaptou a estas condigdes, por meio de mecanismos de reparacao
celular. Além disso, os efeitos adversos mudam em funcdo da dose e do tempo de exposi¢do (BROOKS
etal.,2016; UNSCEAR, 2011; SEGRETO, 2000).

A radiacdo promove quebra de moléculas que resultam na liberacdo de radicais livres e,
consequentemente, levam a geracdo de compostos que alteram moléculas. O interesse em compostos
com propriedades antioxidantes surge por estes terem a capacidade de neutralizar estas espécies
reativas, promovendo com isso uma agéo radioprotetora (radioprotetores). Muitos destes compostos
sdo encontrados na natureza e até mesmo nos alimentos, e o interesse pelo seu uso vem
aumentando a medida que o uso das radia¢des ionizantes vem se expandindo na indistria, na medicina
e em pesquisas cientificas (PONTUAL et al., 2004; LEE et al., 2005; RAJAGOPALAN et al.,
2002).

As substancias que neutralizam quimicamente os radicais livres produzidos pela interacéo
da radiagdo ionizante com o tecido vivo reduzem ou até mesmo anulam os danos bioldgicos
radioinduzidos (KOUKOURAKIS, 2012).

Existem radioprotetores sintéticos e naturais, sendo 0s naturais uma alternativa
interessante por possuirem toxicidade menor e j& serem comumente consumidos por populagdes
humanas, quando comparados aos sintéticos. O mecanismo de acdo de substancias naturais seria
exatamente 0 mesmo que o produzido por compostos sintéticos, ou seja, teriam capacidade de ligacao
com os produtos gerados pela radiacdo, com a vantagem de serem menos toxicos, ou até atoxicos
(JAGETIA; BALIGA, 2000; RASOANAIVOQOetal.,2011).

Historicamente, extratos vegetais sdo usados de forma segura e eficaz, por serem conhecidas
e transmitidas ao longo de geracoes, informagdes a respeito de seus beneficios a salde e qualidade de
vida humana. Tal conhecimento sobre os potenciais terapéuticos das plantas tém despertado novos
caminhosparaaciénciamoderna(UPADHYAYetal.,2014).

O uso de produtos fitoquimicos e extratos de plantas também inclui a presenca dos
metabdlitos secundérios como agentes que podem vir a atuar nos efeitos terapéuticos, e este tem sido um
topico de pesquisa cada vez mais atrativo, 0 que aumenta o interesse em sua pesquisa. Diversos
compostos naturais sao analisados quanto a presenca de moléculas que podem desempenhar fungdes

antioxidantese, deste modo, agdoradioprotetora(ABREU etal., 2012)



18

Conocarpus erectus L., espécie pertencente a familia Combretaceae, possui
propriedades terapéuticas j& comprovadas, e é bastante utilizada na medicina popular,
principalmente sob a forma de cha, na prevencéo e tratamento de enfermidades, sendo conhecida
como mangue de botdo. Cresce sobre linhas costeiras nas regies tropicais e subtropicais do
mundo. Pesquisas confirmam a presenca de metabdlitos secundarios, por exemplo os flavonoids, em
suas folhas, caules, frutos e flores (ABDEL-HAMEED et al, 2013; BANDEIRA, 2003). Estudos
mostram que um dos principais efeitos induzidos pelos flavonoides € a a¢do antioxidante
(ALCARAZ; CARVALHO, 2004; BEHLING etal., 2004).

A presente pesquisa foi desenvolvida com a finalidade de isolar o flavonoide
majoritario do extrato aquoso de folhas de C. erectus (EAFCe), confirmar seu espectro por RMN,
investigar sua atividade citotoxica e explorar a acao radioprotetora em linfocitos humanos

expostos a radiagdo gama.
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2. HISTORICO

Conocarpus erectus L., planta encontrada no manguezal (um dos indicadores
ecoldgicos mais significativos na zona costeira), € uma espécie utilizada popularmente no tratamento
de diversas enfermidades, como: anemia, gonorréia, diabetes, diarréia, febre, dor de cabeca e sifilis
(SHOHAYEB et al.), 2013).

Ecossistemas estdo associados a bioma, sendo a mata atlantica um exemplo que fornece
aosrecursos hidricos, estudos cientificos a cerca das propriedades farmacoldgicas do
C. erectus comprovam suas propriedades antioxidante, anticancerigena, antibacteriana, antifingica
e hepatoprotetora (RAZA et al., 2016; ABDEL-HAMEED et al., 2014).

A valorizagdo da utilizagdo das plantas medicinais tem sido estimulada pela
Organizacao Mundial da Satde (OMS) desde 1978. O Ministério da Saude implementou em 2006 a
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS) e
inseriu as plantas medicinais através da fitoterapia, acupuntura, entre outras terapias
complementares (BRASIL,2014).

A busca por substancias naturais que apresentem elevada acdo antioxidante e que
consequentemente possibilitem a substituicdo dos radioprotetores sintéticos ou associa¢fes com eles,
estimula as pesquisas atuais. O uso de medicamentos a base de plantas e suplementos
aumentouaolongodas Ultimastrésdécadas (EKOR, 2013).

Plantas medicinais sdoespéciesvegetais utilizadas naareadamedicinacomplementar e produgdo
de bioativos, como substitutos terapéuticos, com a finalidade de prevenir e tratar doencgas ou de aliviar
sinais e sintomas das mesmas (KITTS etal., 2000 a,b).

O seu potencial antioxidante apresenta-se de forma elevada, principalmente pelos seus
flavonGides, o que 0s considera espécies reativas do oxigénio de grande reatividade e
relacionadas com o desencadeamento da peroxidacao lipidica, especificamente o superdxido e hidroxila
(GAVELOVA et al., 2008).

O desenvolvimento de radioprotetores eficazes e menos tdxicos tem estimulado o estudo com
compostos de origem natural. Os antioxidantes que possuem a capacidade de interagir e neutralizar 0s
radicais livres oriundos do efeito das radia¢fes ionizantes (RIs) sdo conhecidos como radioprotetores
(LEE etal., 2010).

Os radioprotetores sintéticos apresentam um potencial efeito protetor frente as RIs, pois sdo
capazes de inativar as espécies reativas de oxigénio presente no interior das células. No entanto, na

pratica clinica, seu uso é limitado devido aos seus efeitos colaterais
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indesejaveis (como nausea, tontura, vOmito) e alta toxicidade (KONOPACKA;
RZESZOWKA WOLNY,2001).

A resposta celular a radia¢do ionizante se apresenta sob uma variedade de espécies quimicas
reativas (oxigénio reativo intracelular), chamados de radicais livres, 0s quais podem, por
exemplo, interferir na fungdo celular. Os efeitos biolégicos das radiagbes aumentam
proporcionalmente com a dose absorvida de radiacéo, ou seja, doses baixas produzem pouco ou
nenhum dano, e com 0 aumento da dose, 0 aumento dos efeitos ocorre de forma proporcional. Com isso,
no diagndstico por imagem, em geral as doses sao menores e ndo produzem efeitos, enquanto que na
radioterapia a dose é elevada para destruicdo do tecido tumoral (MEHER et al., 2017; ZHOU et
al., 2014).

As RIs podem induzir modificagGes estruturais nas biomoléculas, a depender da interacao
com a matéria viva, da dose, distribuicdo e absorcéo da energia, bem como do tempo de exposicao.
Na atualidade, existem atividades profissionais, como da area medica e odontoldgica, que utilizam
equipamentos emissores de radiacdo para identificar, localizar e tratar doencas (FARAH et al.,
2013; UNSCEAR, 2011).

Sendo assim, esta pesquisa foi desenvolvida com a hipotese de que o flavonoide
majoritario isolado de Conocarpus erectus, por se tratar de um composto natural, ndo devem

apresentarpropriedades citotoxicas e possivelmente possuemacaoradioprotetora.
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2.2. REVISAO DA LITERATURA

2.2.1. PLANTAS MEDICINAIS

2.2.1.1. FITOTERAPICOS

Os sistemas tradicionais e complementares de medicina abrangem uma ampla gama de praticas
que sdo comumente incorporadas no meio cultural contextual, refletindo as crencgas, experiéncias,
religido e espiritualidade da comunidade. A medicina tradicional ou n&o- convencional € a soma
total dessas habilidades, conhecimentos e praticas construidas e conservadas e relacionadas ao uso
de plantas medicinais desenvolvidas através do contato social diario. Esses conhecimentos empiricos
sobre afloramedicinal sdo passados de geragao
a gerag &o.

Os primeiros registros do uso da medicina tradicional, escritos em tabuas de argila, sdo da
Mesopotamia e datam cerca de 2.600 a.C.. As plantas formaram a base de sistemas de medicina
tradicional sofisticada os quais ainda hoje séo usados para o tratamento, como por exemplo, de tosses,
resfriados, infecgBes, inflamages, analgesia, dentre outros. A ciéncia da etnobotanica e da
etnofarmacognosia, usada como guia em diferentes fontes e classes de compostos, ressalta o fato da
flora dos tropicos, em virtude de sua diversidade, ter um papel importante a desempenhar, dando
direcionamento aos testes cientificos (GURIB-FAKIM,

2006; BENKOVIC et al, 2008b).

Estudos tém sido conduzidos, no Brasil, buscando organizar os conhecimentos da medicina
popular com atividade terapéutica efetiva e possibilidades de descoberta de novos farmacos. Neste
contexto, damos importante destaque as plantas, por ser possivel, a partir delas, produzir novos
medicamentos, por meio da extracao de seus principios ativos, tal como seus compostos secundarios, e
estudar assim os modelos quimicos de tais moléculas. Porém, o uso de produtos naturais como
medicamentos representa um grande desafio (BARROS etal., 2000; PENIDO et al., 2016).

H& necessidade de projetos que busquem investigar e informar a populagdo sobre o uso
correto das plantas medicinais, a base de pesquisas para comprovar suas atividades farmacoldgicas
e descrever as suas propriedades curativas e toxicoldgicas (ABDEL- HAMEED et al., 2012;
CRUZ, 2008).
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Existem espécies de plantas importantes, (teis para a descoberta de novos compostos essenciais
para uso medicinal, dentre elas as propriedades antioxidantes desses produtos, que estdo associadas ao
efeitoradioprotetor (OLIVEIRAetal. 2010; AYOUB, 2010).

A Organizac¢ao Mundial de Salde revela que 85% das pessoas do mundo utilizam plantas
medicinais para tratar doencas. O Brasil possui a maior diversidade de plantas do planeta, com cerca
de 200 mil espécies, distribuidas em diferentes ecossistemas, além de uma extraordinaria diversidade
cultural, refletindo em diferentes formas de utilizagdo terapéutica dos recursos naturais. Como exemplo
de regides com influéncia cultural e diversidade de plantas, temos no Nordeste brasileiro essa
pratica (TEIXEIRAetal., 2014).

Elevada taxa de uso das plantas medicinais aumentou a perspectiva do uso racional e seguro
destas, sendo reforgado pelo elevado indice de desconhecimento acerca de suas contraindicagdes. A
validacdo ética das plantas medicinais como medicamentos seguros, ndo pode basear-se em crencas,
mitos, lendas e tradi¢des. O desconhecimento, do real efeito, de produtos naturais pode comprometer a
salde do usuario, em diferentes niveis de gravidade (FREIRE et al.,2015).

Devido a importancia das plantas medicinais para a quimica e a medicina moderna, estudos
permitiram que muitas das suas substancias ativas fossem conhecidas e introduzidas na terapéutica,
através da combinacdo de micronutrientes, antioxidantes, substancias fitoquimicas e fibras (CUNHA
etal., 2016).

Os manguezais sdo exemplos de florestas existentes no litoral brasileiro, que possui uma
ampla diversidade de espécies vegetais, que atraem a atencdo para os possiveis estudos de interagdes
medicamentosas de produtos naturais consumidos pela populagdo, e para 0 desenvolvimento de
novos medicamentos (NICOLETTI et al., 2010; MARTINS; GARLET, 2016).

As plantas em manguezais possuem boa adaptacao, ecoldgica e fisioldgica, as condicdes
adversas do meio ambiente, e crescem na interface entre terra e mar em latitudes tropicais e subtropicais,
e ambiente com altos niveis de sal favorecem sua vegetacdo. Além disso, apresentam, numa analise
fitoquimica, compostos fendlicos, que podem ser desde moléculas simples, até algumas com elevado
grau de polimerizacdo, como os flavondides, os quais desempenham acdo antioxidante
(KANDASAMY; BINGHAMR. L., 2001).

Ainfluénciadesses compostos naturais sobre abiodisponibilidade de produtos gerados
pelainteracdodasRIcomotecidovivo, se dapormeio de umavastagamade metabdlitos secundarios,

tanto de amostras provenientes de fontes terrestres quanto marinhas, que vém
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sendo cada vez mais investigadas quanto ao seu possivel emprego farmacéutico (DIAS etal., 2012;
BERNARDO-FILHO et al., 2005).

A produgdo de informagdes confiaveis sobre a atividade farmacoldgica de novas entidades
quimicas extraidas das plantas é essencial nos estigios iniciais da pesquisa, descoberta e
desenvolvimento de novas drogas. Existe uma necessidade continua de melhoria das tecnologias
existentes, a fim de obter mais preciséo e mais dados bioldgicos. A produgéo de metabdlitos secundarios
pela planta ocorre em funcéo da interacdo planta e meio ambiente, em resposta a fatores quimicos e
bioldgicos (SILVA;LIMA, 2016;ZANGetal.,2016).

Propriedades farmacolégicas das plantas dependem dos seus compostos secundarios. Tais
metabdlitos, presentes na forma ativa, proporciona a saude da planta por interagir com 0s ecossistemas,
mantendo a integridade contra competidores, predadores e patdgenos, aumentam a probabilidade de
sobrevivéncia da respectiva espécie, sendo responsaveis por diversas atividades biolégicas para
proteger as plantas, podendo-se incluir a atividade radioprotetora (ZHENG et al., 2016).

Umavez que a populagao brasileira faz uso de diversos tipos de chas, e que estes podem vir
a interferir na biodistribuicdo de farmacos, inclusive radiofarmacos utilizados para diagndsticos em
Medicina Nuclear, é necessario se investigar propriedades radiomodificadoras de plantas, no
intuito de evitar erros diagnosticos ou interferéncias em tratamentos radioterapicos. Além disso, até o
momento ndo uma droga candidata ideal que possa proteger os tecidos sadios dos efeitos
indesejados das RIs, apesar de ja terem sido descritos inimeros compostos haturais que possuem
propriedades antioxidantes que viriam a neutralizar os radicais livres produzidos pela interagdo da
radiagdo ionizante (KOIDE et al., 2011; SALEEM; NASEER, 2014).

Vérias plantas tém sido usadas para tratar doengas relacionadas aos radicais livres por conter
componentes bioativos, com atividades farmacoldgicas que podem, de diferentes formas, contribuir
para a recuperagdo dos danos provocados pela radiacdo, através de efeitos antiinflamatorios,
antioxidantes, antieméticos, proliferativo sobre as células, estimulador hematopoiético ou cicatrizante.
A pesquisa com plantas pode prover novas fontes de drogas potencialmente radioprotetoras
(ARORAZetal., 2005).

A atividade antioxidante dos polifendis, decorrente de interacdes ou de processos fisiolégicos
e patoldgicos na biologia celular das plantas e de seus compostos, depende da especificidade de
importantes mecanismos de sinalizacdo que sao ativados pela associagdo entre os fatores de

crescimento, seus receptores e seus ligamentos especificos da matriz
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extracelular. Na medicina tradicional, um grande nimero de evidéncias demonstra a importancia
da coordenacdo de sinais a partir do ambiente extracelular, que ativa receptores especificos para
regular processos vitais (PERRON; BRUMAGHIM, 2009).

2.2.1.2. Conocarpus erectus

Aestrutura do mangue, como a de qualquer bioma, é o resultado de interagfes entre as respostas
das espécies aos fatores de estresse abittico, perturbacdo, dispersdo e competicdo. Mesmo em florestas
com apenas algumas espécies, este conjunto de fatores pode criar composi¢ées de espécies
multiplas. E uma vegetacdo que funciona como uma eficiente protecio das margens das
desembocaduras fluviais, diminuindo a eros&o, retraindo 0 avango das dunas, além de assumir um papel
fundamental na protecdo de inimeras espécies de moluscos, crustaceos, peixes e aves
(BERGER etal., 2006).

Os manguezais em destaque ocupam uma éarea estimada de 181.000 km? que
compreendem 43% das linhas costeiras das regides tropicais e subtropicais do mundo. Estas florestas
de mangue sdo compostas basicamente por quatro géneros: Avicennia (Avicenniaceae),
Laguncularia (Combretaceae) e Rhizophora (Rhizophoraceae), Conocarpus (Combretaceae)
(GIRI; MUHLHAUSEN, 2008; MENEZES et al., 2008).

Conocarpus erectus L. (familia Combretaceae) é uma arvore perene de até seis metros de
altura com casca cinzenta ou castanha, coroa de espalhamento, folhas verdes e flores esverdeadas,
semelhantes a cones. E capaz de tolerar o calor extremo do deserto, onde as temperaturas do veréo
podem alcangar 47°C, e crescer em solo de fertilidade muito baixa. A capacidade do solo para reter
agua com o aumento das concentra¢des de hidrogel. Com crescimento razoavelmente rapido, ela
pode sobreviver aos niveis elevados de salinidade. E plantada extensamente como uma planta
ornamental e cultivada como bonsai (AL-HUMAID; MOFTAH, 2014).

Encontrada em uma larga faixa do litoral meridional, na America do Sul, do Equador até o
Brasil e nas areas litoraneas da Africa Ocidental. No Brasil foi registrada nas areas litoraneas do
Para até o litoral norte do Parana. Constatou-se a ocorréncia de nove espécies distribuidas em cinco
géneros. No estado de Pernambuco existe &rea de reserva, no manguezal da cidade de Itamaraca,
distrito de Vila Velhna (MONTONO et al., 2011).

Portanto, esta planta serve de fonte de novos agentes terapéuticos e aplicagdes versateis
na medicina popular. Estudos demonstraram alta atividade antioxidante, que é atribuida a presenca

de compostos fendlicos. A busca incessante por obter uma resposta
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terapéutica aos danos radioinduzidos, é ainda mais reforcada quando se trata de compostos naturais
(MARCU, 2009; ABDEL-HAMEED et al., 2012).

A visdo farmacoldgica com base em produtos naturais vem sendo ampliada nos Ultimos
anos, principalmente coma descoberta de novos metabdlitos. Os compostos fendlicos séo os metabolitos
secundarios mais encontrados no reino vegetal e mais utilizados nas pesquisas que buscam
alternativas para impedir ou reverter alteragcbes cromossomicas. Dentre estes, pode-se citar 0S
flavonoides, classe de metabolitos secundérios presentes em varias frutas e vegetais (TORRAS-
CLAVERIAetal.,2012; GLASER, 2003; SPAGNUOLO etal., 2012)

Os metabdlitos secundarios, em sua maioria, originam-se a partir do metabolismo da glicose,
através de dois intermediarios principais (acido chiquimico e acetato), cuja diversidade estrutural
sedeve as modificag6es nacadeia carbonicaprincipal de suaestrutura.

Conhecida pela humanidade desde o homem primitivo, as plantas sdo usadas para a
alimentacéo e para curar doencas. E evidente que uma dieta com nutrientes essenciais e substancias
bioativas desempenha um papel importante na prevencdo e cura de doencas crdnicas. Estudos
possibilitaram o isolamento deste composto das folhas de Conocarpus erectus L., 0s quais
mostraramefeitoinibitoriocontraespéciesreativasdeoxigénio(AYOUB, 2010).

A diversidade estrutural dos metabolitos secundarios, em sua maioria, € gerada por modificag
des na cadeia carbd nica principal da estrutura. Esses compostos possuem uma variedade de fung 6es
bioldgicas. Os radicais livres sdo produzidos durante o metabolismo oxidativo em organismos vivos ou
sob condigBes de estresse, como aumento de temperatura, exposicdo a radiacdo e ataques de
patégenos (CAMPO, 2006).

O mecanismo protetor é capaz de neutralizar as reagdes produzidas por radicais livres,
convertendo-os a moléculas menos nocivas. Como resultado, os antioxidantes atuam reparando
eficazmente o dano oxidativo nas células. Moléculas antioxidantes naturais de fitoquimicos de origem
vegetal podem inibir diretamente a produgao ou limitar a propagacéo de radiacias livres, ou até elimina-
los do sistema. A vantagem dos antioxidantes naturais estaria no fato destes possuirem em geral
um menor efeito citotdxico. Os compostos biologicamente ativos, especialmente os fendlicos, séo
responsaveis pelo risco reduzido de desenvolver doengas cronicas (doencgas cardiovasculares, cancer,
diabetes, etc.)devidoasua atividade antioxidante (DRAGOVIC-UZELAC et al., 2007).

Os flavonodides sdo conhecidos por exibirem propriedades farmacoldgicas como antiviral,
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica. Na medicina
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tradicional, utilizam-se plantas inteiras ou misturas de plantas em vez de compostos isolados. H&
evidéncias de que os extratos brutos de plantas geralmente possuem maior atividade antiplasmodial
(SHAH etal., 2014; RASOANAIVO etal., 2011; MOUKETTE et al., 2015).

As propriedades farmacoldgicas das plantas dependem dos seus compostos
secundarios, podendo ser classificados em trés principais familias: fendlicos, terpenos/esterdides
e alcaldides. Estes aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois sao
responsaveis por diversas atividades bioldgicas, além de, no caso dos compostos fendlicos,
protegerem as plantas contra os raios ultravioletas, insetos, fungos, virus e bactérias (CROTEAU et al.,
2000; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

2.2.1.3. FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos encontrados no reino vegetal. Apresentam um
esqueleto, dividido em trés unidades, A, B e C, sendo a 'C' um heterociclo contendo oxigénio, cujo
estado de oxidacéo e nivel de saturacdo define subclasses principais. As unidades 'A'e 'B' sdo anéis
aromaticos, nos quais quatro tipos principais de substituintes, isto é, hidroxilo, metoxilo, prenilo e
glicdsidos, conduzem a mais de 8000 flavonéides diferentes (ERIC et al., 2013).

Os grupos hidroxila dos flavonoides estdo normalmente presentes nos anéis A e B. A atividade
antioxidante parece esta diretamente relacionada com o numero destes, no nucleo B. O conhecimento de
tais estruturas torna cada vez mais viavel a otimizacao da biossintese de
produtos naturais (HALBWIRTH,2010).

Os flavanoides possuem mltiplos efeitos bioldgicos, podendo assim desempenhar atividades
radioprotetora. Na taxonomia, distinguem-se as espécies estreitamente relacionadas e protegem as plantas
contra os efeitos danosos da radiagdo ultravioleta (CHABARIBERI et al., 2008; ARAUJO, 2008). As
plantas possuem uma capacidade inata de biossintetizar uma ampla gama de antioxidantes néo
enzimaticos capazes de atenuar os danos oxidativos induzidos pela radiacdo. As principais
acOes biologicas incluem propriedades anticancerigenas e anti-inflamatorias, que estdo
estritamente ligadas as atividades antioxidantes. A caracteriza¢do do comportamento redox levaauma
melhor compreensdo das relaces estruturais da atividade antioxidante. Considerando a baixa
toxicidade dos flavondides, destacamos o potencial do seuuso (SPAGNUOLO etal., 2012).

A suplementacdo de antioxidantes exdgenos ou o reforgo das defesas antioxidantes

enddgenas do corpo € uma forma promissora de combater os efeitos indesejaveis de danos
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oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigénio, pois, 0 estresse oxidativo foi identificado
como a causa de desenvolvimento e progressao de diversas doengas. O uso de antioxidantes topicos
pode contribuir para controlar o excesso de radicais livres produzidos pela irradiacéo ultravioleta.
Alguns extratos de plantas, particularmente por causa de seus constituintes polifenélicos, podem ser
benéficos para danos como estes (MORQUIO et al., 2005).

Estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo a longo prazo de chdas e dietas ricas em
polifendis vegetais proporciona prote¢cdo contra o desenvolvimento de cénceres, doencas
cardiovasculares e do sistema hepatico e renal, diabetes, osteoporose e doencas
neurodegenerativas (KASOTE et al., 2015; PANDEY; RIZVI, 2009).

Os compostos fendlicos da planta, como flavonoides, sdo reconhecidos como
antioxidantes benéficos. A Organizacao Mundial da Saude (OMS) e o Ministério da Saude valorizam
e estimulam a utilizagdo das plantas medicinais (BRASIL, 2006). As a¢fes antioxidantes e pro-
oxidantes de fendlicos, em células vegetais (fitofendis), podem atuar como antioxidantes doando
elétrons a peroxidases para a destoxificacdo. Os radicais fenolicos, como resultado de reagdes
antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas sao formados como produtos oxidados primarios
(SAKIHAMAEelal., 2002).

Estes compostos sdo capazes de destruir direta e indiretamente os radicais livres e assim,
atuarnos organismos vivos como antioxidantes. Esta parece serumarespostahiolégica que pode proteger
as células da oxidag&o. Pesquisas na busca de biomoléculas com atividade antioxidante, capaz de atuar
na reducdo de danos moleculares causados pelos radicais livres e reagentes de oxigénio associados,
crescemacadadia (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

O dano genético, a falha das defesas antioxidantes endégenas, o mau funcionamento hormonal,
a permeabilidade da membrana alterada, a desregulagcdo metabolica, a ruptura da capacidade de
amortecimento do célcio e o envelhecimento foram causas da disfun¢do mitocondrial. A acéo
protetora sistémica decorrente dos polifenois naturais reduz os efeitos colaterais negativos de varios
farmacos, cujos efeitos indesejaveis podem ser combatidos pelos antioxidantes exdgenos
(suplementacdo) e enddgenos (reforco de defesas), ummétodo promissor (KASOTE et al.,2013).

Os produtos naturais e seus compostos derivados desempenham um papel importante nos
cuidados a saude modernos. A engenharia metabdlica tem grande importancia para gerar novos
compostos biossintéticos. A maior parte da diversidade estrutural dos metabdlitos

secundarios é gerada por modificagdes na cadeia carbdnica principal da estrutura. Essas
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modifica¢ des podem alterar a atividade bioldgica do composto derivado em relag 8o a estrutura
inicial (PICKENS et al., 2011).

O interesse na pesquisa sobre flavondides de fontes de plantas cresce por causa dos beneficios
a saude, uma vez que estdo diretamente associados a relagdo entre estrutura e funcdo. A
biodisponibilidade, o metabolismo e a atividade biolégica dessas substancias dependem da
configuracdo, do numero total de grupos hidroxila e da substituicdo de grupos funcionais na sua
estrutura nuclear (KUMAR; PANDEY, 2013).

Estudos epidemioldgicos revelam que grande parte da atividade dos flavondides parece
afetar o sangue e as células endoteliais microvasculares. Embora os flavondides sejam estudados ha 50
anos, os mecanismos celulares da sua acao biolégica ainda ndo sao completamente conhecidos.
Muitas das suas propriedades farmacoldgicas podem estar ligadas a capacidade de inibir enzimas
envolvidas na ativagao celular (CASTILLO; BENAVENTE, 2008).

Plantas possuem a capacidade de produzir um numero enorme de metabdlitos fendlicos
de importéncia vital para a interagdo com o0 ambiente, para a estratégia reprodutiva e mecanismos de
defesa. A eliminagéo eficaz de radicais reativos e a baixa reatividade dos radicais antioxidantes
secundarios sdo dois requisitos criticos para um antioxidante e suas atividades biol6gicas
(CHEYNIER etal., 2013).

Classificados de acordo com as suas estruturas quimicas, as maiores classes de
flavondidesincluem: flavonais, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas,

dihidroflavondis e chalconas. Esses compostos sao distribuidos largamente nas folhas,

sementes, raizes e flores das plantas. Muitas das ag 6es bioldgicas dos flavondides t& m sido atribuidas
a sua capacidade de redug &0 ou doag do de hidrogé nio e influé ncia no estado redox intracelular
(MODRIANSKY etal., 2002).

Nas plantas, os flavondides podem ter a fung do de absorver a radia¢ o UV prejudicial que pode
induzir um dano celular. Os antioxidantes sdo potentes catadores e eliminadores de radicais livres, 0s
quais tém sido implicados em mais de uma centena de doencas nos seres humanos, incluindo artrite,
processos neoplasicos, choque hemorragico, aterosclerose, idade avancada, isquemia e lesdo de
reperfusao de muitos 6rgaos, doengade Alzheimere Parkinson,
entre outras (BAGCHI et al., 2000).

A literatura mostra que grande numero de antioxidantes sintéticos e naturais induzem a efeitos
benéficos na salde humana e na prevencao de doencas. No entanto, a relagdo estrutura-atividade,

biodisponibilidade e eficicia terapéutica diferem extensivamente. Aqueles
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de ocorréncia natural, largamente disponiveis, tém sido descritos pelo amplo espectro de atividades
bioldgicas, farmacoldgicas e terapéuticas (TAKAHASHI et al., 2002).

A sua distribuicdo no reino vegetal e a presenca em diferentes tecidos vegetais tém sido
amplamente estudadas. Uma das classificacdes agrupa em oito classes diferentes, definidas de
acordo com o estado oxidativo e 0 numero e tipo de substituintes no anel heterociclico
(RICARDO etal., 2001).

Destaforma, estudos mostram que os flavondides também podem atuar na cascata de sinalizag&o
de diversas proteinas e lipidios, 0 que pode estar relacionado com os seus efeitos benéficos (AIYER et
al., 2012).

Compostos fendlicos possuem grupo hidroxila ligados diretamente a um grupo

hidrocarboneto aromaéticos, sendo o mais simples grupo de antioxidantes, que combate o
envelhecimento celular (radicais livres). Desencadeando estudos visando seu uso na terapia (SIMOES
et al., 2010).

2.2.1.4. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A natureza, fonte de medicamentos por milénios, cujo uso humano de tais fontes medicinais
data de cerca de 2600 a.C., tem sido a base de sofisticados sistemas da medicina tradicional, como
base de obtengdo de diferentes compostos, documentando o uso de aproximadamente 1000
substancias derivadas de plantas (GORDON; DAVID, 2013).

Os produtos naturais sdo considerados fonte valiosa no desenvolvimento de farmacos contra
varias enfermidades a fim de proteger o organismo contra os radicais livres. A patologia de vérias
doencas e afeccles tem sua predisposicao envolvida com a presenca de radicais livres, fruto do
estresse oxidativo (KRAMER-MAREK; CAPALA, 2012; VASI; AUSTIN, 2009).

As células estdo sob pressdo genotdxica de fontes enddgenas e exdgenas,
principalmente no &mbito radiosenssivel. Estima-se que mais de dezenas de milhares de lesdes ao
DNA precisam ser reparadas para evitar mutacdes deletérias, bloqueio da replicacdo e transcricédo e
quebra cromoss6mica. Aimportancia do reparo para a saude humana é destacada pelo fato de que
a falha aumenta a probabilidade de repassar o dano a células vizinhas e desenvolver tumores e
outras doencas (DESOUKI et al., 2015; KREJCl et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas por organismos vivos como resultado do

metabolismo celularnormal e fatores ambientais, como poluentes doaroufumacgade
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cigarro e radiacdo solar. Existe uma infinidade de substancias antioxidantes naturais, fisioldgicas
e sintéticas com potencial radioprotetor, como carboidratos, acidos nucleicos, lipidios e proteinas,
gue atuam nas estruturas celulares e evitam alteracdes funcionais (BENKOVIC et al., 2008b).

As moléculas altamente reativas podem danificar estruturas celulares e agirem no equilibrio
entre oxidantes e antioxidantes, gerando possivel "estresse oxidativo" que contribui para muitas
condicdes patoldgicas e doencas. A regulacdo do estado redutor e oxidante (redox) é critica para a
viabilidade celular, ativacdo, proliferacdo e funcdo organica. Organismos aerébios tém sistemas
antioxidantes integrados (enzimaticos e ndo-enzimaticos) que agem no bloqueio de efeitos nocivos
(BIRBEN et al., 2012).

Ainativacdo das espécies reativas de oxigénio deve ocorrer no interior das células, na maioria
das situagBes a partir do efeito protetor frente as radiacdes ionizantes. Na pratica clinica, o uso dos
radioprotetores sintéticos € limitado pelos seus efeitos colaterais e alta toxicidade, como por exemplo,
nauseas, espirros, solugos, sonoléncia, febre, gosto metdlico durante a infusdo, erupcdo cuténea,
hipocalemia, reagBes anafilaticas, sendo hipotensao e vomito os mais referidos (DMITRY et al.,
2014; KONOPACKA; RZESZOWKAWOLNY, 2001).

O papel emergente dos radioprotetores vem sendo observado ao longo dos tempos. As células de
mamiferos existem em um estado de cerco oxidativo em que a sobrevivéncia requer um equilibrio
6timo de oxidantes e antioxidantes. As plantas tém uma habilidade inata de biossintetizar uma ampla
gama de antioxidantes ndo enzimaticos capazes de atenuar o dano oxidativo. Os principais
representantes das substancias antioxidantes de origemvegetal séo 0os compostos fendlicos, dos quais
0 grupo dos flavondides é indicado como sendo o0 maior e mais importante (MARCU, 2009;
KASOTE, 2014).

Os mecanismos que controlam a apoptose permanecem desconhecidos. Referida como morte
celular programada, € vista como parte integrante do programa de desenvolvimento, sendo
frequentemente o resultado final de um curso temporal de eventos celulares. Por outro lado, muitos
inibidores da apoptose tém atividades antioxidantes ou melhoram as defesas antioxidantes celulares.
Embora exista uma variagdo nos sinais e nos eventos metabdlicos celulares necessarios para sua
inducdo em diversos tipos de células, as caracteristicas morfologicas associadas sao altamente
conservadas (HADDAD, 2004).

A radiacdo ionizante inicia o estresse oxidativo intracelular através da formacéo reforcada
ROS (Espécie Reativa do Oxigénio) que ataca o DNA, isso € mais um motivo que torna a aquisicéo de

radioprotetores uma necessidade urgente. Podemos dividi-los em
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radiomodificadores e radiossensibilizadores. Os fitoterdpicos naturais comportando-se como
radiomodificadores, capazes de atuar em situacdes de exposicdo a radiacdes ionizantes, de forma
profilatica ou terapéutica, comportam-se como agentes radioprotetores e apresentam elevada acado
antioxidante de formaeficaze menostoxica(LEE etal., 2010).

Na ultima década, tem havido muito interesse pelos polifencis encontrados em plantas e nos seus
potenciais beneficios, geralmente envolvidos na defesa contra radiagao ultravioleta ou agressao por
agentes patogénicos. Na depuracdo de radicais livres, observamos a atuacao de alguns fitoquimicos que
possuem propriedades antioxidantes e acdo imunoestimulante (efeito radioprotetor). Dentre as
principais classes de metabdlitos secundarios identificados em espécies vegetais temos 0s compostos
fendlicos ou fendis, os quais agem retirando as espécies reativas de oxigénio presentes no meio
através de acdo quelante (PANDEY et al., 2009; GUO et al., 2009).

2.2.2. RADIOPROTECAO

2.2.2.1. RADIACAO

A radiacdo ionizante (RI) tem natureza eletromagnética (raios-X e gama) ou
corpuscular (beta e alfa), e na suainteragdo com a matéria temacapacidade de ejetar elétrons dos atomos.
Sua propagacdo, de um ponto a outro, se da por qualquer meio, matéria ou no préprio vacuo. Sua
interagcdo com o0 meio depende da frequéncia da onda eletromagnética (OKUNO, 2013).

A exposi¢do humana as radiagBes ionizantes aumentou nas Ultimas décadas, com o aumento
de procedimentos médicos, tanto diagndsticos quanto terapéuticos, que fazem uso de fontes de radiagdo
externa ou interna. Além disso, h& de se ressaltar as exposi¢es acidentais, 0s acidentes nucleares, as
pesquisas em laboratdrios e ainda as ameagas de terrorismo nuclear. Tudo isso vem conduzindo as
medidas de radiprotecdo para que haja o desenvolvimetjo e aprimoramento de métodos de
biodosimetria (medi¢do da dose com base em modificacdes de parametros biolégicos induzidos pela
radiacao), que sejam de resposta rapida e de facil analise (PANNKUK et al.,2017).

Dentre as maiores prioridades relacionadas e demarcadas no ambito da radiagdo e
radioprotecdo associada, entidades governamentais estabeleceram pesquisas sobre: radioprotectores
para uso antes da exposicdo; agentes terapéuticos para tratamento pés- exposicdo; terapia

antimicrobianaparainfeccéesassociadasaexposicaoaradiacao;citocinas
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e fatores de crescimento; mecanismos de lesdo por radiacdo nos niveis molecular, celular, tecido e
organismo; bem como, automagdo de ensaios biodosimétricos (PELLMAR; ROCKWELL,
2005).

Os organismos vivos sao profundamente afetados pelo dano celular induzido por radiacao,
seja proveniente de fontes naturais ou artificiais. A maior parte do dano bioldgico as Ris se deve ao efeito
indireto, ou seja, ao processo de radiolise da agua, que gera radicais livres, elétrons e ions, que por
suavezdanificam o DNA. Istose deve aabundanciade 4gua nas células, o que aumentaaprobabilidade
dos feixes de radiacdo virem a interagir com estas moléculas, e ndo diretamente com o DNA contido no
nucleo das células (REISZ et al., 2014).

Métodos biodosimétricos que possam ser realizados de forma répida e facil sao
necessarios como métodos de triagem, quando ha um grande nimero de vitimas de exposi¢des
acidentais as radiag@es. Avancos recentes tém sido propostos para complementar os métodos atuais,
principalmente em cenarios complexos de exposi¢cdes humanas as radiacées (COY S et al.,
2011).

Outro produto téxico gerado pela radidlise da dgua sé@o as espécies reativas de oxigénio
(ROS). Todos estes compostos citados, ROS, elétrons, ions, radicais livres, podem danificar o DNA,
molécula transmissora das caracteristicas hereditarias de todos os seres vivos e, portanto, principal
alvo da protecéo radiologica (BLADEN et al., 2012).

As quebras da fita simples do DNA (SSBs — single strand breaks) sdo mais facilmente
reparadas pela célula, umavez que uma das fitas serve de molde para reparagédo do dano. Ja as quebras
da dupla fita do DNA (DSBs — double strand breaks) sdo mais dificeis de serem reparadas, e
estdo mais associadas a morte celular (apoptose) e a formacdo de aberracbes cromossémicas. Os
fitoquimicos quimiopreventivos, geralmente agentes ndo toxicos com atividades preventivas e
terapéuticas, evitariam a consolidagio do dano ao DNA (NAMBIAR et al., 2011).

O dano ao DNA é reconhecido como fator causal para o desenvolvimento dos defeitos genéticos.
As combinacdes quimicas podem ocorrer de forma indesejada, devido a falhas nos mecanismos
fisiolégicos de reparacdo, gerando alteracbes estruturais e lesdes, que podem induzir a morte desta
célula. Os processos neoplasicos podem ser iniciados por estes danos, ocasionados por espécies
quimicas (radicais livres) extremamente instaveis e reativas, que possuem um ou mais elétrons ndo
pareados num orbital, que ocorreram em geracdes de células passadas e foram transmitidos. Os
efeitos deletérios ao organismo podem ser observados a longo ou curto prazo (TORGOVNICK;
SCHUMACHER, 2015).
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A interacdo da radiacdo ionizante com o sistema bioldgico, pode resultar em efeitos deletérios
ao nivel molecular, quebras cromossémicas, erros no processo de divisdo celular e varios tipos de
mutacgdes. Mesmo quando a divisdo celular acontece, pode haver atraso mitético ou propagacao
dodano e até a morte celular (SANKARANARAYANAN, 2006; UNSCEAR, 2011).

A radiacdo ionizante também apresenta finalidades terapéuticas e diagnosticas, por exemplo,
radioterapia (justamente por promover o dano e morte das células tumorais) e exames
imaginolégicos (doses permissiveis). A presenca de oxigénio e a formacdo de suas espécies reativas
potencializam os eventos quimicos que resultardo em mais efeitos biologicos durante a radioterapia. Os
mecanismos de defesa antioxidante endégenos incluem vias enzimaticas e ndo enzimaticas, que
tentam contrabalancar espécies reativas toxicas de oxigénio sob varios processos fisiopatologicos
(KAUR; ASEA, 2012).

2.2.2.2. EFEITOS BIOLOGICOS RADIOINDUZIDOS

Como relatado no tdpico anterior, as radiacfes ionizantes podem ser utilizadas para fins
diagndsticos e terapéuticos e ao mesmo tempo sdo agentes mutagénicos bem conhecidos em seres
humanos por induzirem a quebra de cromossomos (agéo clastogénica). Se o dano molecular for muito
grave para ser reparado, a célula sofre degradacéo dos principais componentes celulares. Seus
efeitos prejudiciais ndo sao restritos apenas as células irradiadas, mas pode atingir o tecido circunvizinho
por efeito “bystander”, e manifestar varios efeitos bioldégicos mesmo a distancia (KIM et al., 2015).

Fendmenos fisicos, quimicos, bioquimicos e celulares iniciados apds a interagdo da radiacao
com o tecido biolégico podem promover alteracdes morfo-funcionais (fungbes especificas das
células). Estes efeitos podem ser notados em poucos minutos, horas, meses ou até mesmo anos apés a
exposicdo; mesmo quando a cadeia de eventos fisicos (ionizacdo e excitagdo) e quimicos (rupturas de
ligagBes quimicas) ocorre em fragcbes de segundo. Este fato levou a busca por substancias com
propriedades antioxidantes e radioprotetoras (MITCHELL et al., 2000; BITELLI, 2006).

Nos ultimos anos, 0 campo da quimica de radicais livres teve destaque. Em condi¢des normais,
para a funcdo fisioldgica adequada, existe um equilibrio entre os sistemas antioxidantes intra e
extracelular e a producéo de oxigénios reativos, ou seja, entre radicais livres e antioxidantes. Quando néo
observamos esta situacao e o desequilibrio se faz presente, antes do surgimento de sintomas, podem-se

administrar substancias que promovam a ativagao
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das ligagbes quimicas entre certas enzimas e os radicais livres, conhecidas como
radioprotetores. Existe um crescente interesse cientifico e publico em correlacionar o stress oxidativo
comumavariedade de condi¢fes patoldgicas (ICRP,2012;LOBOetal.,2010).

As células expostas a radiacéo ionizante e a outros agentes genotdxicos podem comunicar
o0 dano do DNA as células que ndo foram irradiadas diretamente. Este efeito ocorre subsequente a um
dano direto ou indireto ao DNA, mas seus fundamentos moleculares ndo sdo completamente
conhecidos, e sua denominacéo é efeito “bystander”. Portanto, quando usado em radiobiologia, este
termo se refere aum fendmeno em que as células ndo irradiadas exibem uma resposta (dano biol6gico)
semelhante as células irradiadas "vizinhas", provavlemente devido a liberacéo de sinais quimicos
e inflamatorios daquelas expostas (GEORGAKILAS, 2014).

O estudo de biomarcadores de exposicdo as radiagdes ionizantes, tal como aberracdes
cromossdmicas instaveis (dicéntricos, anéis e fragmentos acéntricos), e micronucleos, permite avaliar o
nivel de exposicdo humana as radiacdes, especialmente em casos em que os individuos nédo
fazem uso de dosimetros fisicos (fotografico, termoluminescente), como em acidentes nucleares. A
quantificacao de micronucleos, que séo oriundos de quebras de cromossomos visualizados em um
estagio mais adiantado do ciclo celular, pode ser utilizada inclusive em triagens, em que houve a
exposicdo de um grande namero de individuos, por se tratar de um método de analise rapida e facil
(DUTTA, 2016; SATYAMITRAet al., 2001).

Além do contexto de exposicdes acidentias, a avaliagdo dos riscos a saude dos
individuos ocupacionalmente expostos as radiagdes ionizantes € possivel de ser realizada por meio de
biomarcadores como microndcleos, uma vez que maiores frequéncias de microntcleos significam
maior exposicdo destes profissionais, 0 que pode alerta-los quanto a observancia das normas de
radioprotecdo (SMEETS, 2004; AMARAL, 2005).

Mas o dano biol6gico radioinduzido ndo depende apenas do nivel de exposicdo de
individuos as radiacdes, e sim de vias metabolicas que desempenham papéis criticos, induzindo
durante e logo ap6s a exposi¢do, respostas transitérias ao nivel molecular, celular e tecidual, que pode vir
a neutralizar os efeitos toxicos da radiacdo e, consequentemente, o estresse celular. Diante disso,
compostos que promovam a protecdo de danos induzidos pelas Rls vem sendo amplamente
investigados (AZZAM et al., 2011).

Além do nivel de exposicao e de questdes metabolicas de individuos radioexpostos, ha de se
ressaltar também que os danos biolégicos dependerdo das caracteristicas intrinsecas do tecido irradiado,

ouseja, daradiossensibilidade destestecidos, que variade acordo com: nivel
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de diferenciacéo celular, atividade metabolica e taxa de proliferacéo celular e crescimento tecidual
(TIWARI et al., 2009; GRUNDMAN et al., 2009).

Com isso, a magnitude do dano ao DNA depende da presenca de antioxidantes e pode ser
minimizada com o uso de agentes radioprotetores. Para entender o seu mecanismo destas substancias, é
essencial ter conhecimento dos danos biolgicos das radiacfes ionizantes ao nivel molecular, e da
toxicidade tanto da radiagdo quanto de agentes quimicos ao nivel celular. Nenhum radioprotector
sintético esta hoje disponivel justamente devido a citotoxicidade, o que leva a busca de fontes
alternativas de origem natural, incluindo as plantas (BOWSHER et al., 2008; ARORA, 2005).

Por fim, é de suma importancia que os programas de radioprotecdo acompanhem o aumento
das aplicagBes nucleares, e 0 mesmo vale para o interesse publico, para que eventuais riscos
possam sempre ser minimizados. A inclusdo do interesse por substancias radioprotetoras em tais
programas visa justamente a seguranca a salde, tanto para os trabalhores ocupacionalmente
expostos as radiacdes ionizantes, quanto para o publico em geral que possa estar potencialmente
exposto as fontes de radiagdo (AMARAL, 2005; CAVALLI, 2007).

2.2.2.3. DOSIMETRIABIOLOGICA E MICRONUCLEOS

As exposicfes humanas as radiacOes ionizantes conduziram a um aumento das
necessidades de avaliacdo de efeitos biologicos radioinduzidos. Estudos sobre a identificacdo de
biomarcadores ap6s a exposi¢do a radiacdo podem auxiliar identificando a dose individual absorvida,
bem como a resposta bioldgica e alertar quanto aos cuidados médicos adequados apds a exposicdo
(PANNKUK et al., 2016).

As atividades de radioprotecdo objetivam controlar os riscos associados as exposi¢cées humanas
as Rls, e para mensurar doses, sdao empregados instrumentos fisicos sensiveis a radiacdo (i.e.
dosimetros). Além disso, 0 conhecimento da quantidade de energia absorvida por unidade de massa, ou
seja, da dose absorvida, constitui uma etapa importante na avaliacdo dos riscos associados a uma
exposicao. De forma complementar ou alternativa & dosimetria fisica, a dosimetria biolégica, que se
baseia na quantificacdo de biomarcadores de exposicéo as Rls, podem vir a auxiliar na percepcéo dos
riscos relacionados a uma radioexposi¢do (JAJTE et al., 2003; AMARAL, 2005).

A dosimetria biologica, diferentemente da dosimetria fisica, permite avaliar a

variabilidade interindividual as Rls. Além disso, estudos mostram que as alteracées
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cromoss6micas radioinduzidas em linfécitos podem permanecer nas células ao longo de sucessivas
divisbes celulares, permitindo aavaliagdo dadose mesmo semanas ou meses apds a exposi¢ao. Tendoem
vista que os linfocitos permanecem em estado de quiescéncia no ciclo celular, eles também armazenam
o0 dano e se redistribuem por todo o corpo, e devido a sua facil obtengdo por puncéo venosa, podem ser
avaliados a posteriori. O tempo minimo para coleta de amostras de sangue € de 12 horas apds a
radioexposi¢do, que € o tempo de recirculacéo dos linfocitos (IAEA, 2011).

H& o interesse atual por preconizar novos biomarcadores que levem em consideragdo as
variabilidades interindividuais de respostas as radiagdes ionizantes, de maneira a ter protocolos de
prevencao e intervencao de possiveis efeitos bioldgicos adversos exacerbados apos radioterapias (Au;
RUCHIRAWAT, 2009)

Em casos de incidentes radiologicos, a avaliacdo de aberragcdes cromossémicas instaveis
(dicéntricos, anéis e fragmentos acéntricos) vem sendo recomendada como método alternativo ou
complementar a dosimetria fisica. O estudo dos danos citogenéticos permite alertar os médicos ou
outros trabalhadores ocupacionalmente expostos a radiagéo ionizante com relacdo a possiveis riscos,
bem como sua classificagdo mediante os efeitos da interagdo com a dose em: deterministicos (acima
de 1 Gy) e estocasticos (abaixo de 1 Gy) (IAEA, 2011).

A presenca de micronlcleos em células humanas estd relacionada com vérias agdes
mutagénicas. O surgimento de microndcleos pode ser til no monitoramento genotdxico de populagdes
e na avaliagdo do potencial mutagénico de uma variedade de agentes quimicos e fisicos. Uma variedade
de fatores influencia na sua formacdo, como: idade, sexo, constituicdo genética, agentes fisicos e
quimicos e hébitos alimentares e de vida. Tendo em vista que a alimentac&o influencia na frequéncia
de microndcleos, é de se esperar que 0 mecanismo de acao seja justamente sobre espécies reativas de
oxigénio, pois estas medeiam grande parte do dano ao DNA causado pela radiacéo ionizante. Para
exemplificar, os carotendides s@o conhecidos por serem bons neutralizadores de radicais livres, 0 que
acarretarianumareducdo nasfrequéncias de microndcleos (RIBEIRO etal., 2003; SABHARWAL et
al.,2015).

Os danos oxidativos induzidos pela radiacdo ionizante podem resultar em
carcinogénese e diminuicdo da resposta imune, danos aos sistemas hematopoiético,
gastrointestinal e nervoso central. Sendo assim, a biomonitorizacdo humana dos efeitos genéticos
iniciais requer metodologias precisas, sensiveis, se possivel, faceis e de répida execucgdo, a fim de
avaliar as mutacdes e alteragcdes celulares pos-exposicdes agudas a radiacdo. A aplicacdo de

métodos de quantificacdo de microndcleos constitui uma técnica
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citogenética mais simples e rapida do que a convencional, uma vez que nao requer a andlise individual
dos cromossomos. Sua ocorréncia pode representar uma resposta integrada de instabilidade
cromossOmica e viabilidade celular (KIRSCH-VOLDERS; FENECH, 2001; NAKAMURA et al.,
2017; KAUSARetal., 2009; IARMARCOVAl etal., 2008).

2.2.2.4. ATIVIDADE RADIOPROTETORA

As atividades antioxidantes de muitos fitoquimicos dependem néo apenas de seus niveis
individuais, mas também das propor¢es entre os varios componentes e seus estados redox individuais.
Bioativos sdo utilizados para o tratamento de muitas doengas e afeccdes, desde a antiguidade. Apesar
da sua ampla aceitacdo, estudos de diferentes laboratdrios freqlientemente relatam grandes variages
nas suas bioatividades terapéuticas. Estudos estatisticos demonstraram que, demograficamente, a
sociedade de paises desenvolvidos utiliza medicamentos tradicionais detentores de compostos derivados
de plantas medicinais (COCK, 2015).

Os niveis de exposicao a radiagdo podem ser avaliados a partir da viabilidade de células.
Dentre os biomarcadores de radiagdo, as aberragcdes cromossdmicas sdo as mais utilizadas (RANA
etal., 2010).

O uso de substancias naturais pode ser relevante para a mitigacdo de danos induzidos por
radiacdo ionizante em sistemas de mamiferos. Substancias naturais e artificiais (antioxidantes)
sdo estudadas por atuarem no desequilibrio oxidativo causado pelo efeito das radiagdes ionizantes. Estas
estabelecem ligages quimicas com os radicais livres, sendo responsaveis por proteger ou diminuir 0s
danos causados pela radiacdo aos tecidos vivos (MONTONO et al., 2011).

Radicais livres, particularmente espécies reativas de oxigénio, cujos agentes séo oxidantes ou
estimuladores do metabolismo oxidativo celular, sdo bem reconhecidos por desempenhar um duplo
papel como espécies deletérias e benéficas. Alguns fitoterapicos foram reconhecidos recentemente
como modificadores da resposta biologica, de origem natural, com elevada capacidade antioxidante.
Os efeitos danosos da radiagcdo podem ser minimizados por substancias radioprotetoras, ou podem ser
potencializados por substancias radiossensibilizadoras, sendo estas substancias denominadas
radiomodificadores (VALKO et al., 2006; FILHO et al., 2001).

Reacdes oxidativas nos sistemas biologicos resultam em sérios danos cromossémicos

estruturais. Ocorre, porexemplo, pelaligacdo dos &tomosdo DNAcomos elétronslivre de
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radicais especificos. Informagdes adequadas sobre as plantas medicinais e suas propriedades, precisam
ser corretamente divulgadas, como alerta esclarecedor a despeito principalmente da sua toxicidade
(BRUMAGLIM, 2009; MARTINS; GARLET, 2016).

Devido ao aumento do uso de radia¢Bes ionizantes em varios aspectos da vida humana,
especialmente em areas relacionadas a radioterapia de cancer, preservacao de alimentos, agricultura,
industria e geragdo de energia, faz-se necessario o desenvolvimento de um radioprotetor eficaz e ndo
toxico (MAURYAet al. 2006).

Numerosos estudos tém sido focados em antioxidantes naturais identificados como
antimutagénicos. O uso de produtos naturais como anticancerigenos tem uma longa histéria que
comecou com a medicina tradicional. Antioxidantes geralmente agem através da inibicdo do passo de
iniciacdo e geracao levando a terminacdo da reacao e retardam o processo de oxidagao (KHALIGHI-
SIGAROOQDI etal., 2012).

A Toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interacbes de
substéncias quimicas com os organismos sob condi¢fes especificas de exposi¢do. Além da
letalidade, outros parametros também séo investigados: o potencial toxico em érgéos especificos,
a identificagdo da toxicocinética e a relacdo dose-resposta; indicativos sobre o mecanismo de acéo
toxica; diagnostico e tratamento das reacdes toxicas; estabelecimento das doses para estudos adicionais
de toxicidade; informagfes para a comparacdo de toxicidade entre substancias de mesma classe
(OGA; SIQUEIRA, 2008; OLIVEIRA, 2008).

Encontrar antioxidantes naturais que substituam os compostos sintéticos em aplicaces de
alimentos € uma tendéncia crescente nas preferéncias do consumidor, 0 que aumenta a exploragéo
das suas fontes naturais destes. Seu efeito toxico pode levar a alteragcdes na permeabilidade da
membrana, inibicdo enzimatica e até mesmo morte celular (ROGERO et al., 2006).

Espécies de plantas medicinais sdo Uteis na producao de farmacos bioldgicos e podem conter
compostos Uteis de acdo radioprotetora. Deve-se considerar a necessidade e o tempo de realizagdo dos
seus testes de toxicidade e a IC50 (concentragdo do produto que inibe 50% do crescimento celular). A
escolha de um sistema de ensaio apropriado € particularmente importante (ALVES et al.,2000).

Existe uma demanda crescente por ensaios in vitro para rastreio de drogas a fim de reduziro
custo e o tempo de melhorias e langamentos de novos ensaios. Os linfocitos sdo células de facil
obtencéo, que se redistribuem por todo o corpo, e que armazenam os danos em GO0, sendo excelentes

candidatos como biomarcadores de exposicdo as RIs (ZANG etal., 2016).
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2.3. JUSTIFICATIVA

O Brasil abriga diversos tipos de ecossistemas, cada um com suas particularidades, sendo
verdadeira fonte quase que inesgotavel de moléculas a serem descobertas. Devido a expanséo do uso
das radia¢0es ionizantes na industria, medicina e pesquisa, 0 interesse em encontrar substancias com
caracteristicas radioprotetoras tem aumentado, ou seja, substancias com propriedades antioxidantes com o
objetivo de proteger e diminuir os danos causados aos tecidos vivos.

Ao longo das Ultimas duas décadas, a descoberta de drogas tem testemunhado avangos sem
precedentes com a utilizacdo de produtos naturais. Quando os bioativos séo identificados com
propriedades farmacoldgicas, observa-se a possibilidade do desenvolvimento de novos medicamentos.
Dentre estes compostos, 0s que possuem radical fendlico podem desempenhar agcdes radioprotetora e
antioxidante.

Em revisdo de literatura, observou-se que poucos estudos foram realizados a cerca das
propriedades farmacoldgicas ligadas aos metabdlitos secundarios do Conocarpus erectus L, bem
como, sobre a sua capacidade de ativacao do mecanismo efetor de células antioxidantes e se 0 mesmo
apresenta atividade citotoxica, além da sua toxicidade e utilizagdo como agentes radioprotetores.

Estas limitacbes nos estimula a avaliar cientificamente a presenca ou auséncia de tal
capacidade. Este trabalho trata-se de um estudo inovador a respeito de plantas encontradas nos
manguezais do Brasil, especificamente o Conocarpus erectus, uma espécie cujo uso popular
notratamento de diversas doengas ja é amplamente observado.

Diante disto, o presente estudo visou a andlise da citotoxicidade do flavondide
majoritério isolado de Conocarpus erectus, bem como a avaliagdo da sua atividade

radioprotetora sobre linfocitos humanos (in vitro) em exposicdo a radiagdo gama.
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3.4. OBJETIVOS

3.4.1. Objetivo geral

Investigar a presenca e isolar o flavonéide majoritario do extrato aquoso de folhas de C. erectus
(EAFCe), avaliar a sua atividade citotoxica e explorar a sua agado radioprotetora em linfécitos

humanos expostos a radiacdo gama.

3.4.2. Objetivos especificos

3.4.2.1. Investigar a presenca de compostos fendlicos no EAFCe.

3.4.2.2. Identificar e isolar o flavondide majoritario do EAFCe.

3.4.2.3. Analizaracitotoxicidade doflavondideisoladode EAFCeemlinfocitoshumanos (in vitro).
3.4.2.4. Defini¢ao do espectro da RMN do flavondide majoritario do EAFCe.

3.4.2.5. Verificaro potencial efeito radioprotetor desse flavondide de EAFCe emlinfocitos humanos

(in vitro) expostos a radiagcdo gama.
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3.5. MATERIAIS E METODOS

3.5.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo pré-clinico in vitro sobre atividades citotoxica e radioprotetora do

flavonéideisoladode EAFCeem linfocitoshumanosexpostosaradiacdogama.

3.5.2. LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

Esta pesquisa, sob a coordenacdo do Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco, foi dividida em duas etapas: A primeira etapa foi dedicada a
obtencdo do flavondide isolado do EAFCe. Para tal, as folhas (20Kg), de C. erectus, foram
coletadas no mangue do municipio de Itamaraca-PE, distrito de Vila Velha; para posteriormente
serem encaminhadas ao Laboratério de Pesquisa Translacional e Inovagéo Terapéutica (LPTIT) do
Departamento de Histologia e Embriologia CB/UFPE, onde foi preparado o EAFCe, sendo este,
encaminhado para o Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), onde foi liofilizado. No
Instituto Nacional do Semi-arido (INSA)/PB realizou-se o perfil fitoquimico do EAFCe e em outro
momento, oisolamentodoflavonoide do EAFCe.

A segunda etapa foi dedicada a realizagéo de dois importantes testes: o primeiro foi o teste de
citotoxicidade no Laborat6rio de Modelagem e Biodosimentria Aplicada (LAMBDA) do Departamento
de Energia Nuclear (DEN), onde também se realizou, a coleta do sangue periférico dos voluntarios, e
a irradiagdo das amostras. Em seguida, foi realizado o teste de genotoxicidade no laboratorio de
Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), e leitura das laminas,

confeccionadas nolaboratério Central (LabCen/UFPE).

3.5.3. OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

3.5.3.1. Etapa Botanica

3.5.3.1.1. Obtencdo do material botanico

As folhas de Conocarpus erectus L. foram coletadas, de forma manual, em estégio

adulto no periodo de floragdo (margo de 2015) no manguezal da cidade de Itamaraca, distrito
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de Vila Velha, no estado de Pernambuco, com 7° 40" de latitude sul e 34° 50' longitude oeste, sendo
selecionadas folhas verdes, com aparéncia vistosa, visualmente intacta, livre de danos mecénicos,
pragas, doencas ou cor alterada. Uma exsicata do material botanico foi identificada pela biéloga
Professora Doutora Marlene Barbosa e depositada no Herbario da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) sob nimero UFP: 75.457 (Anexo A). A coleta foi autorizada pela Companhia
Pernambucana de Controle de Poluicdo Ambiental e Administracdo de Recursos Hidricos (CPRH)
sobautorizagdo CADFRBN.120/2014 (Anexo B).

LOCAL DE COLETA

Google

Figura 1. Imagem de satélite dolocal de coleta do C. erectus (7°40’latitude sul e 34° 50’ longitude oeste). Fonte: Google
Maps, data:10/07/2017.

3.5.3.1.2. Extrac&o de folhas de Conocarpus erectus L.

O extrato foi obtido no LPTIT do Departamento de Histologia e Embriologia
CB/UFPE, preparado por infuséo a partir de 20 Kg de folhas frescas de C. erectus L. O
material foi pesado, moido (manualmente) e a infuséo foi realizada por adicédo de agua destilada a
40° C durante 30 minutos. O extrato aquoso foi liofilizado, no laboratério do LIKA e armazenado a
temperatura ambiente no LPTIT. O rendimento da extrac&o foi de 1,38% utilizando como base

250gdefolhasfrescasdaespécieemquestao.
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Figura 2. Exemplares de Conocarpus erectus coletados e utilizados nesta pesquise. Fonte: proprio autor.

3.5.3.1.3. Analise cromatogra fica por Cromatografia Liquida de Alta Eficié ncia
CLAB)do EAFCe

O EAFCe foi analisado no INSA/PB em CLAE (1200 Infinity Series, Agilent) equipado
com bomba quaternaria, amostrador automatico, forno de coluna e detector de arranjos de diodos
numa coluna RP 18 (Zorbax SB-C18, Agilent, 4,6 x 250 mm, 5 um). A amostra de 5 pL foi submetida
a um gradiente linear (A: acido acético a 0,3% em agua, B: Acetonitrila): 98% A (0 min) - 90% A (10
min) - 15% A (27 min) num fluxo de 2,4 mL/min a 30° C. Os componentes do extrato foram
comparados com os padrdes de Rutina, Luteolina, Quercetina, Catequina, Apigenina.

3.5.3.1.4. Purificagcédo e Isolamento do flavondide majoritario por Cromatografia
Liquida de Alta Eficié ncia (CLAE) do EAFCe

As fracBes isoladas do EAFCe foram coletadas em diferentes tubos através de corridas
preparativas (Autopurification system,Waters/Milford USA, equipado com bomba binéria 2545, 2767
Sample Manager, System Fluidics Organizer, Detector de Arranjo de Diodos 2998, Detector de
massas ACQUITY QDa, MassLynx Software FractionLynx Application Manager). A separacao foi
realizada numa coluna de fase reversa (XBridge C18, Waters, 10 x 200 mm, 5 ym). As amostras (900 uL)
foramsubmetidasaumgradientelinearemfluxode 9,0mL/min (A:&cidoacéticoa0,3%emagua,B:
Acetonitrila): 94% A (0 min) - 65% A (8 min). As fracdes do EAFCe foram combinadas em uma

amostraeemseguidaosolventefoi
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removido sob pressdo reduzida (Rocket evaporator, Thermo Scientific, cCambridge, USA, método
para amostras aquosas) em temperatura de 40° C. Ap6s remocgdo do solvente, a amostra foi
ressuspendida para obten¢do de uma concentracdo de 5 mg/mL e submetida a uma segunda corrida
preparativa, para o isolamento. A amostra final (900 uL) obteve rendimento do flavondide desta
extracdo de 1,8%.

Nossas experiéncias também levaram a designacdo por RMN dos carbonos por
acoplamentos de duas ligacbes de H-6 e H-8 a C-5, C-7 e C-7, C-9 respectivamente. Para
flavon6ides com um grupo carbonilo em C-4, C-5 também mostrou ligacdo dupla
acoplamento ao protdo hidroxilo em C-5. De nossos estudos de RMN, as seguintes conclusdes podem
ser desenhado. Para 5,7-di-hidroxilavonas e ilavondis, 0 H-6 mostra campo de ressonancia do H-
8. No entanto, o0 H-6 de 5,7-di-hidroxiflavonondis e flavandis mostra campo de ressonancia do H-8, que
quase ressoam no mesmo campo. Os espectros de RMN dos flavondides estudados aqui

mostram que C-8ressoaem campo mais alto.

3.5.3.2. Etapa Biologica

3.5.3.2.1. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Brasil no 1.870.360 / 2016) (anexo A) e 0s
individuos foram esclarecidos quanto aos procedimentos necessarios para a participagdo do estudo.
Todos os procedimentos relacionados ao estudo foram iniciados apenas ap6s 0 esclarecimento e
autoriza¢do dos voluntérios atraveés daassinaturadotermo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).

3.5.3.2.2. Casuistica: critérios de inclusdo e exclusao

- Critérios de inclusdo: Células vidveis isoladas de sangue periférico de individuos voluntarios,
ndo fumantes e sem uso de medicamentos que influenciam a resposta imunoldgica; culturas e
l[aminas ndo contaminadas.

Critérios de exclusdo: Células isoladas de sangue periférico de individuos portadores de doencas
infecciosas e tumorais, ndo expostos a agentes genotoxicos (ex: produtos quimicos, radia¢do, etc) em
niveis que possam aumentar o background de incidéncia de micronlcleos; cultura e laminas
contaminadas.

3.5.3.2.3. Definicdo e categorizacédo das variaveis
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O estudo foi definido e caracterizado por variaveis dependentes e independentes:

Tabela 1: detalhamento das varidveis dependentes e independentes da pesquisa

VARIAVEL DEPENDENTE DEFINICAO CATEGORIZACAO
Células mononucleares do sangue I .
PBMC periférico. Quantitativa continua

Viabilidade Celular

Suficiente desenvolvimento e
conveniente regularidade de
conformacdoparaasexigénciasdavida

Quantitativa continua

obtencgéo do flavanoide

RPMI

celular.
VARIAVEL ~ x
INDEPENDENTE DEFINICAO CATEGORIZACAO
Porgéo de C. erectus L. coletadas para
Partes da planta confecgdo do extrato. Rl
Concentracdo do extrato para EAFCe diluidos progressivamente em 5,0 ug/mL

Concentra¢do do flavandide para

Flavanéide majoritario isolado de EAFCe
diluidos progressivamente em

1,0; 10,0; 50,0; 100,0

radioprotetora

radioprotecao de linfocitos expostos a
radiacdo gama.

viabilidade celular RPMI Mg/mL
x " Concentracdo do flavandide isolado de
Concentragdo do flavancide EAFCe utilizada para avaliar a
para avaliacdo da atividade P 0,5; 1,0 yg/mL

3.5.3.2.4. Coleta de Amostras Sanguineas

Para o experimento (in vitro), na coleta das amostras bioldgicas, obteve-se células

selecionadas por conveniéncia, a partir de aproximadamente 4 mL de sangue periférico humano de

voluntérios adultos, saudaveis, ndo fumantes, sem infec¢des ativas nos Ultimos trés meses,

imunossupresséo e/ou doenga auto-imune.

Foram coletadas as amostras de 04 individuos (2 homens e 2 mulheres) com idades entre 18 e

40 anos, destinados em sequencia para os devidos teste em ftriplicata. No teste de Citotoxicidade,

utilizamos o sangue coletado dos 04 individuos e no de Genotoxicidade, utilizamos apenas o de 01

individuo (seguindo protocolo preconizado pelos laboratorios respectivos, onde cada teste foi

realizado). De cada individuo, foram coletados 4 mL de sangue periférico em tubos estéreis

contendo heparinasdédica (Vacuette).

3.5.3.2.5. Processo de irradiacdo das amostras biolégicas, especificagdes das

condicOes de irradiagéo e doses administradas
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A amostra foi irradiada com uma dose de radiacdo de 3 Gy de raios gama, proveniente de uma
fonte de cobalto-60 (Gammacell 220 Excel), com taxa de dose de (2,657 kGy/h). A fonte
irradiadora foi posicionada de modo a garantir a homogeneidade da irradiacdo da amostra.

3.5.3.2.6. Obtencédo das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs)

Para obtencdo das PBMCs, foram coletados 4 ml de sangue de cada um dos doadores
voluntarios (topico 5.3.2.4.), em tubos de heparina (Vacuette), sobre um gradiente de densidade
(concentragdo), o ficoll (densidade = 1,077 + 0,001 g.mL / Ficoll-PaqueTM Plus, GE Healthcare Life
Sciences, Suécia) na proporc¢do de 1:1 e centrifugados a 400 x g por 45 minutos (4 acel/0 brake). Apés a
centrifugacdo, as células obtidas e transferidas para tubo conico (Falcon) foram lavadas, por duas vezes, pela
adicdo de solucdo de PBS estéril (Phosphate Buffered Saline - pH = 7,2-7,4) na proporcdo de 1:2
(2PBS:1PBMC). Em sequéncia, foram novamente centrifugadas (400g por 30 min a 20°C - 6 acel/4
brake), obtendo-se umanelde PBMC, que foi recolhido. As células foram entdo contadas numa camara
de Neubauer.

Apb6s o término da centrifugacdo e das lavagens, o sobrenadante contido no tubo foi
desprezado e o pelletfoiressuspendido, adicionado 5 mL de meio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 (Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil) ao

botdo celular.

3.5.3.3. Teste de Citotoxicidade

Com a finalidade de estimar o percentual de células vidveis, o estudo da viabilidade celular foi
realizado com célculo feito de acordo com o planejamento para prepara¢cdo da solucédo de
plagueamentocom 1x10°células. Oteste decitotoxicidade utilizadofoioMTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo). Para tal, as amostras PBMCs (obtidas no tépico 5.3.2.6.) foram ajustadas a uma
concentracdo de 5x106 cél/100uL de meio RPMI 1640 (Sigma- Aldrich, EUA) suplementadas com Soro
Fetal Bovino a 10% (p/v) (Sigma-Aldrich, EUA)(SFB) e incubadas nas seguintes condic¢des:

-150 pl de meio RPMI em todos os pogos para o branco (Sem Célula).

-100 pl de células + 50 pl de meio RPMI suplementado com SFB.
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-100ul decélulas +50ul de meio RMPIsuplementado com SFB napresencadoflavonoide isolado do
EAFCe nas concentracdesde 1,0;10,0;50,0e 100,0 ug/mL.

As células foram incubadas em triplicatas em placa de 96 pocos (TPP Techno Plastic Products,
Suica) aumadensidade de 106 Células/poco, durante 48 horas em estufa a 37° C. Apés esta etapa de
incubacdo, foi adicionado a cultura solucdo de MTT (sal de tetrazolium / Sigma-Aldrich, Brasil) a 0,5
mg/mL e as placas retornaram a incubadora por mais 3 horas (este passo foi feito com as luzes
apagadas, pois 0 MTT é fotossensivel). Em seguida, foram adicionados 120pL da solucédo de SDS
(Dodecil Sulfato de Sédio) 20% para dissolucéo do precipitado, deixando em sequéncia, protegido
daluzatemperaturaambiente

Apos 24 horas, a absorbancia, lida em espectrofotdmetro de placa no comprimento de onda de
570 nm (Modelo EL808, BioTek, USA), pertencente ao Laboratério de Imunomodulacdo e Novas
Abordagens terapéuticas (LINAT) da UFPE, demonstrou, na presenca do flavondide isolado do EAFCe

na concentragdes de 1,0 yg/mL, aviabilidade > 98%.

3.5.3.4. Teste de Genotoxicidade

As PBMCs (obtidas de sangue irradiado), foram ajustadas a uma concentragcdo de 10°
células/pogco em placas de 24 pogos (TPP Techno Plastic Products, Suiga) na presenca e na auséncia
do flavondide isolado do EAFCe nas concentragcbes de 0,5 e 1,0 pg/mL, estimuladas com a
fitohemaglutinina (PHA) e levadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Para controle positivo da
genotoxocidade foi utilizado a doxorribicina (2,0ug/mL), substancia conhecidamente
mutagénica.

Apos o tempo de cultivo (protocolo laboratorial LINAT), as amostras foram retiradas da estufa.
Foi acrescentada citocalasina B. A solucdo estoque (100uL) de citocalasina B (0,1mg/mL) foi
colocada em meio RPMI para obter uma solucéo final de 3 pg/mL. Em seguida colocadas
novamente na estufa, permanecendo por mais 3 horas totalizando 96 horas de cultura. Apés a adicao do
tratamento (flavonoide isolado do EAFCe nas concentra¢fes de 0,5 e 1,0 yg/mL, respectivamente), a
culturafoi centrifugada por 7 min (1500 rpm, aceleracéo 6, freio 4) e descartou-se o sobrenadante.

Na confeccao das laminas, previamente identificadas, utilizadas para leitura, o sedimento
foi ressuspendido em 1,0 pL de fixador, em seguida, com uma pipeta automética de 50 L, tendo-se
gotejado 3 a 4 gotas da amostra em pontos distintos da lamina (devidamente identificada), que secou em

temperaturaambiente. Apésasecagem,aslaminasforamimersas
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em solucdo de Giemsa a 5% por 2 minutos. Apds este periodo as laminas secaram a
temperatura ambiente.

A andlise celular foi realizada através da utilizacdo de um microscopio dptico com objetivas
de 10x e 100x (Medilux), no LabCen/UFPE. Os micronicleos foram localizados, quantificados,
analisados e fotografados. Para cada grupo foram analisadas 300 células, segundo protocolo da AIEA

(2011). Todas as observacdes foram realizadas por meio do teste duplo cego.

3.5.4. ANALISE ESTATISTICA

A leitura possibilitou a identificagdo das concentracBes ideais para a andlise da provavel acéo
radioprotetora sem a presenca da possivel toxicidade do flavonoide isolado do EAFCe. Todas as
observagdes foram realizadas por meio do teste duplo cego, os quais foram analisados descritivamente
através de frequéncias absolutas e percentuais e foram analisados inferencialmente através do
teste Qui-quadrado de Pearson com 0 objetivo comparativo entre 0s grupos. O quantitativo dos
micronucleos foi correlacionado com o grau de lesdo que as células sofreram. A margem de erro

utilizada nas decisdes dos testes estatisticos foi de 5%.
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4.6. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.6.1. Isolamento e Purificagéo de Flavondide do extrato aquoso de folhas de C.
erectus através da Prospeccao fitoquimica do EACe por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A verificacéo do perfil qualitativo do EAFCe obtido por CLAE foi analisado por corridas
analiticoas. A Figura 3.A representa o cromatograma de pico de base (BPC) da CLAE, mostrando
regides representativas de compostos com intensidade de absorbancia de 256 nm, caracterizados com
base no seu tempo de retengdo e dados espectrométricos, bem como suas masas, comparados com
os padroes.

A cromatografia realizada possibilitou a observagdo dos principais compostos, escolhidos
paraidentificacdo, no EAFCe, os quais nao tiveram semelhancas com os padroes. Dentre os resultados

do estudo fitoquimico do extrato aquoso desta espécie vegetal, identificamos, em sua composi¢ a0
diversas classes de compostos do metabolismo secundario.

Os principais compostos da EAFCe foram caracterizados pela comparagéo do tempo
de reteng 30 e dos dados espectrométricos de UV com os de varios padroes. A partir dos picos do
cromatograma (BPC) da CLAE do EAFCe, observamos fragdes de compostos com
caraceristicas espectroscépicas etempode retengdovariandode 1.227a21.093.

A Figura 3.B representa o cromatograma de pico de base (BPC) da CLAE, mostrando regides
representativas de flavono6ides com intensidade de absorbancia de 256 nm, caracterizados com
base no seu tempo de retencao e dados espectrométricos, bem como suas masas, identificados em
nossaamostrae comparados com os padrdes.

A cromatografia realizada possibilitou a observagdo dos principais flavonoides, escolhidos
para identificacdo, no EAFCe. Como resultado do estudo fitoquimico do extrato aquoso desta espécie
vegetal destacamos os flavonoides (3',4’-OH), dentre os quais podemos isolar o flavonoide majoritario, o

qualfoiutilizadonodecorrerdostestesbioldgicos (figura 3.C).
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Figura 3: Cromatograma dos principais compostos detectados no EAFCe pelo a 256nm e Analise do

cromatograma do principal pico da fragdo do extrato aquoso de C. erectus.
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O extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus apresenta polifendis entre outros
componentes apoiando a hipdtese de que exibem propriedades imunomoduladoras e
antioxidantes (NASCIMENTO etal., 2016; CHEN et al., 2016).
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A composicao fitoquimica e as propriedades farmacoldgicas de C. erectus tm sido
estudadas ha muitos anos. A maioria desses estudos tem investigado principalmente suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Os compostos fendlicos sao 0s principais
componentes desta espécie (RAZA et al., 2016; SHOHAYEB et al., 2013; ABDEL-HAMEED et al.,
2014; ABDEL-HAMEED et al., 2012).

Corroborando com nosso estudo Sharma et al. (2016) obteve uma resposta rapida aos varios
tipos de compostos bioativos, quando analisou a cromatografia fitoquimica dos mesmos.

A pesquisa fitoquimica se faz necessaria, tendo como objetivo conhecer 0s seus
compostos, avaliando sua presenca e identificando grupos de metabdlitos secundarios relevantes
e Uteis, na qualidade da matéria prima medicinal e na prospecgéo da biodiversidade ou bioprospecc¢éao
(SIMOES etal., 2010; BRAGA, 2009).

Estudos fitoquimicos auxiliam na deteccdo de propriedades farmacologicas em extratos
brutos de plantas medicinais. Pesquisas de screening fitoquimico sdo comuns na literatura e
mostram-se importantes para o conhecimento de novas substancias com potencial terapéutico (BESSA
etal., 2000)

A andlise por Cromoatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de extratos de acetato
de etilo e n-butanol de folhas, caule, flores e frutos de C. erectus revelou a presenca de acido galico (1),
Catequina (2), apigenina (3), quercetina (4), quercetina-3-O-glucosido (5),
kaemferol-3-O-glucosido (6), Rutina (7) e quercetina-3-O- lucosideo-6-O-gélico (8) (ABDEL-
HAMEED et al.,, 2012). Conocarpus erectus também contém conocarpol e 2'-
methoxyconocarpol, lignana do tipo simples 1,4- diarylbutane e conocarpan uma lignana do tipo
dehydrodi-isoeugenol. Acido elagico (10), vescalagina (11)/castalagina (12) e di- (hexa- hidroxi
Difenilo) Isémero de galloyl hexose foram identificados no extrato metandlico desengordurado
defrutosde C. erectus (BARROS, 200; ABDEL-HAMEED etal.,2014).

A presenca dos compostos fendlicos no extrato vegetal reforca a capacidade
antimicrobiana, além de funcdes antioxidante. Os flavonoides podem influenciar nas fungdes de células
ligadas as enzimas e vias envolvidas em processos anti-inflamatérios e em proteinas
inflamatérias de macréfagos (SANCHEZ etal., 2006; MELCHOR et al., 2001).

Oestudofitoquimicorealizado preliminar do extrato de folhas de C. erectus apartirda CLAE a
fim de purificar e isolar o composto de interesse deste trabalho, o flavonoide majoritario. (figura
4).
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Aanalise dos espectros de UV dos compostos encontrados, nos tempos de retencdo de nanossa
amostra sdo semelhantes aos de compostos secundarios o que nos possibilita afirmar que estes séo do

grupo dos flavonoides (figura 5).

Os flavonoides, encontrados has plantas, séo compostos com propriedade capazes de inibir
reacOes de auto-oxidacdo e eliminacdo de radicais livres. Os flavonoides podem possuir multiplas
propriedades para eliminacdo de oxigénio reativo e nitrogénio espécies, cuja acdo necessita ser
melhorestudada.

Observamos em nosso estudo que a capacidade dos flavonoides esta ndo apenas na sua
capacidade em inibir a oxidagdo, pois os mesmos podem atuar nestas reacbes também de forma
indireta, apenas potencializando a mesma.

Alguns estudos mostraram que os flavondides de diversos fitoterdpicos tém efeitos
significativos sob o sistema nervoso e derme de protegdo. Dentre 0s principais componentes
encontrados em extratos de plantas, os flavonoides (flavonas e flavondis glicosideos)
apresentam destaque (ORHAN, 2013; LIU, 2014).

A prevencéo do estresse oxidativo foi atribuida aos flavondides, que também podem modular a
atividade tanto de enzimas quanto de receptores, atuando como fitoterapicos ou medicamentos
multialvo. No entanto, em certas concentragdes, os flavondides podem também atuar como pro-
oxidantes, esgotando os sistemas de defesa nucleares antioxidantes e levando a danos oxidativos no
DNA(ZHU, 2014).

Burda S. et al (2001) corroborando com nossos achados, objetivou elucidar a relagéo entre a
estrutura quimica dos flavonoides e a sua capacidade para inibir a oxidagdo, bem como mostrar sua
eficacia como eliminadores de radicais livres (DPPH). O estudo envolveu sete, estruturalmente,

diferentes grupos de flavondides.

Huang S. W. et al (1996), relatam que o grau de solunilidade dos flavonoides e a sua possivel
particdo dos compostos em duas ou mais fases néo influencia significativamente os resultados da sua

capacidade de oxidagao.
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4.6.2. Estudo da viabilidade celular, Analise dos micronucleos e Avaliacdo da

Atividade Radioprotetora do Flavonoide majoritario isolado de EACe

O presente estudo analisou a viabilidade por meio do MTT de células expostas ao extrato
aquoso de folha de C. erectus, conforme preconizado por Ferrera et al. (2007), com algumas
modificac¢oes.

O teste de citotoxicidade mostrou que a concentracao de 1,0 ug/mL do Flavonoide é a mais
indicada para realizar os testes relacionados a radioprotecao, levando em consideragao
uma concentragao que nhao induziu morte celular significativa e que pode induzir
imunogenicidade. A viabilidade média de linfécitos que permaneceram vivos ap0s esse tratamento
foi superior a 98%, resultados estes estatisticamente significativos com relagdo as demais
concentracdes utilizadas (10,0; 50,0 e 100,0 pg/mL).

Os dados foram expressos descritivamente através das medidas estatisticas (média, desvio
padrdo e mediana) e foram analisados inferencialmente através do teste de Kruskal- Walis com
comparag0es do referido teste. Os resultados da citotoxicidade de cada concentragéo identificou o
de melhor concentragdo para uso, destacando a média menos elevada da amostra de 1,0 pug/mL, com
diferenca significativa (p < 0,05) para a margem de erro fixada (5%) com relacdo as demais
concentragoes.

Os resultados desta etapa do estudo mostraram que o flavonéide isolado de EAFCe

nao induziu toxicidade celular em linfécitos humanos na concentrag o de 1,0 pug/mL.

Atualmente, os estudos sobre a propriedade bioldgica promovida por compostos
naturais indicam que doses menores devem ser suficientes para induzir atividades imunol6gicas
ou antitumorais (ZHENG et al., 2016).

Nao ha relatos na literatura sobre atividade citotoxica do C. erectus em células
imunoldgicas. Estudos realizados com plantas pertencentes a mesma familia do C. erectus
(Combretaceae) mostraram que o extrato etandlico nao apresentou danos as células quando
testado (ZOU et al., 2015), tendo esta afirmacao como valida, pode-se deduzir que os

componentes do extrato, quando isolados, também n&o serdo citotdxicos.

O uso popular tradicional nao é suficiente para validar as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros. Nesse sentido, as plantas medicinais nao sao diferentes de
quaisquer outros xenobioticos sintéticos, e a permissao oficial do uso como drogas deve ser
baseada em evidé ncias experimentais (ARGENTA et al., 2011).
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Sendo assim, Silva et al. (2015) determinaram que o teste de citotoxicidade € um importante
passo nas investigag des toxicoldgicas de extratos de plantas, constituindo uma das avaliag 6es
farmacogndsticas preliminares para observar os possiveis efeitos téxicos do extrato na fisiologia dos
organismos, explorando os recursos manipulados pela populag &o para uma perspectiva da produg &0
farmacé utica.

Rawa et al. (2016), estudando o flavondide, observou em seu ensaio de viabilidade um potencial
efeito citotdxico sobre o organismo. Avaliou também o efeito deste flavondide sobre a viabilidade celular e
da mesma forma houve um decréscimo da viabilidade predominante nas maiores concentragdes testada,
indicando que pelo menos parte do efeito observado sobre a proliferacdo deve-se a uma diminui¢do da
viabilidade celular. Em nosso estudo, o resultado obtido com flavondide isolado do extrato de
Conocarpus erectus coroborou com os deste estudo.

Estudos sobre a citotoxicidade de flavonoide isolado dos extratos da folha, caule e raiz de plantas
do mangue brasileiro, refletem a baixa citotocixidade dos mesmos ou nédo reportam dados relevantes em
publicagbes anteriores. E possivel inferir que o Kaempferol apresenta efeito toxico em altas

concentragdes, capazes de reduzir aviabilidade e interferirnociclo celular (TASSO, 2017).

Maurya et al. (2006), realizou com estudo extrato metandélico das folha, caule e raiz de
R. mangle da Peninsula de Yucatan no México e de forma contraria revelou atividade
citotoxica dos extratos em células Hela, sugerindo que tal capacidade tenha sido causada pelos
compostos secundarios da planta. O mesmo estudo ndo evidenciou citotoxicidade, contudo néo foi
realizada a caracterizacdo do perfil fitoquimico da planta para correlacionar com 0 nosso resultado
obtido.

Compostos secundérios séo diretamente influenciados pelo solo, temperatura, salinidade,
poluicdo ambiental, e que a depender dos fatores fenotipicos uma mesma planta podera ter fungoes
diferentes em locais diferentes (NAGEM et al., 2008; SILVA et al., 2010). Além disso, a utiliza¢do de
solvente extraem metabdlitos com diferentes polaridades a partir de plantas medicinais, configurando
diferentesatividadesbioldgicas (TANetal.,2011)

A determinacdo do teste de citotoxicidade € um importante passo nas investigacdes
toxicologicas de extratos de plantas, constituindo uma das avaliagdes farmacognosticas preliminares
sob seus componentes isolados, explorando os recursos manipulados pela populagdo para uma

perspectiva da produgdo farmacéutica. Estudos toxicolégicos realizados
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in vitro encontrados na literatura refor¢cam a justificativa para utilizacdo no futuro do extrato de plantas
do mangue na medicina convencional (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

No teste para avaliacdo da atividade radioprotetora, o flavondide isolado de EAFCe mostrou
ser eficaz mediante a concentracdo utilizada e sua compara¢cdo com demais tratamentos
conhecidos.

Dos resultados contidos na Tabela 2, destaca-se que: entre as amostras irradiadas, o
percentual de células com micronucleo foi mais elevado no grupo Doxo - doxorrubicina a 2,0ug/mL -
(20,7%), e foi menos elevada no grupo Flavonoide na concentragdo de 1,0 pug/mL (2,0%), variando de
5,7% a 6,7% nos demais grupos. Foi registrada diferenga significativa entre os grupos e através de
comparagdes multiplas (entre pares de grupos). Comprova-se diferenga significativa do grupo Doxo
com cada um dos outros grupos e entre o grupo Flavonoide com cada um dos outros grupos.

Tabela 2 — Andlise de microndcleos nas amostras irradiadas com 3 Gy e submetidas a diferentes

condicdes.
Grupo Commicronucleo Sem micron(cleo Total
n % n % n
Controleirradiado 18 6 O(A) 282 94,0 300
Controle+PHA 17 c 7(A) 283 94,3 300
Doxorrubicina 2,0ug/mL 62 0.7 ®) 238 79,3 300
Flavonoide 1,0 ug/mL 6 ) O(C) 294 98,0 300
Flavonoide 0,5 pg/mL 20 6 7(A) 280 93,3 300

Obs. Letras entre paréntesis sdo distintas comprova-se diferencas significativas entre os pares

de grupos correspondentes ao nivel de 5% através de testes Qui-quadrado.

Nos Graficos 1 e 2, é possivel observar de outro modo estes resultados, a partir da
comparacdo do percentual de células com e sem microndcleos, nas diferentes condi¢des. No gréfico 1,
para 0s resultados das amostras irradiadas com 3 Gy, observa-se um aumento do percentual de células

contendo microndcleos apenas no grupo Doxo, e que o percentual de
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células com microndcleos é menor no grupo tratado com Flavonoide na concentracéo de 1,0 yg/mL.

No gréfico 2, observa-se que o percentual de células contendo micronucleos foi maior apenas no
grupo Doxo, nas amostras ndo irradiadas. Todos 0s demais percentuais, sejam nas amostras com
fitohemaglutina ou sem, bem como nas diferentes concentra¢des de Flavonoide, tiveram valores proximos
de percentual de células contendo microndcleos, mostrando que o Flavonoide néo induz a producéo

de micronucleos.

Arnostsas Wradiada

Grafico 1: Comparacéo do percentual de células com e sem microntcleos em cada grupo em diferentes condi¢des

Céhalas (%

de amostrasirradiadas (3 Gy) comparadoao docontrole (ndoirradiado).

Ao comparar este resultado com as amostras néo irradiadas, a Tabela 3 mostra que o
percentual de células com micronucleo permanece mais elevado grupo Doxo (22,3%), conforme
esperado, enquanto que as frequéncias de micronucleos em amostras de células tratadas com
flavanéides em ambas as concentracdes permaneceu dentro da faixa do controle, comprovando que o
Flavonoide ndo é mutagénico per se. Ou seja, as Unicas diferencas significativas foram registradas
entre o grupo Doxo com os demais grupos. Aqui se confirma a atividade do controle positivo do grupo

Doxo e que o Flavonoide ndo tem agdo mutagénica em nenhuma das concentragdes testada.
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Tabela 3 — Andlise de micronlcleos nas amostras ndo irradiadas e submetidas a diferentes

condicOes.
Grupo Commicron(cleo Sem micronlcleo Total
n % n % n
Control 8 57 (A) 292 97,3 300
Controle + PHA 11 37 A) 289 96,3 300
Doxo 2,0pg/mL 67 55 3® 233 777 300
Flavonoide 1,0ug/mL 6 20 *) 294 98,0 300
Flavondide 0,5 pg/mL 12, W 288 96,0 300

Obs. Letras entre paréntesis sdo distintas comprova-se diferencas significativas entre os grupos

correspondentes ao nivel de 5% através de testes Qui-quadrado.

ANnostras N3O tadada
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Grafico 2: Comparagéo das frequéncias de micronucleos em cada grupo comparadas ao controle (amostras

Ceolulas (%)

ndo irradiadas).

Vale ressaltar que a estatistica deste trabalho foi realizada tendo por base o numero total de
células (n=300 por grupo), uma vez que ndo se pretendia investigar a variabilidade interindividual, e
sim a acdo do composto per se e sua possivel acdo radioprotetora, tendo sido mantidas todas as

outras variaveis. Este tipo analise tem por base trabalhos prévios que
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utilizaram um mesmo individuos para fazer intercomparacdes metodoldgicas ou da a¢do de agentes
fisico-quimicos (FERNANDEST. S. et al., 2008; LEMOS-PINTO et al., 2015).

Afrequéncia(ou percentual) de microntcleos em célulasfoivisto, entdo, como um método Util
na identificacdo de agentes clastogénicos, e da acdo de substancias radioprotetoras. De acordo
com Muller (2002), o teste de micronucleos pode ser usado para fornecer informagdes sobre o dano
genotdxico em doses altas de radiacdo. Este autor relata existir pelo menos trés pontos que podem
auxiliar na andlise: o nimero células mononucleadas, a propor¢ao de células tri-tetranucleadas e

a freqiiéncia média de micronucleos.

As frequéncias de micronucleos indicam, com isso, se houve efeito mutagénico. A fim de evitar
complicagdes devido a variabilidade interindividual, podem-se utilizar amostras de sangue de um unico
doador. Esta abordagem torna-se suficiente para o objetivo de mostrar a presenca da agéo genotoxica de
uma dada substéncia ou agente fisico, ndo levando em conta questdes relacionadas a
radiossensibilidade individual (MULLER, 2002).

Como visto em trabalho prévio, por Hameed et al. (2012), que avaliou a atividade
antioxidante de C. erectus, ha evidencias de que as diferentes partes, as folhas, caules, frutos e
flores t€m propriedades antioxidante. Além disso, os compostos fendlicos sao 0s principais

componentes desta espécie.

Segundo Barros et al. (2000), os antioxidantes atuariam de forma a combater os radicais

livres.  Diversos produtos  naturais sao reconhecidos por possuirem caracteristicas
antioxidantes, razao  pela qual té m sido bastante empregados seja na conservag o de alimentos

ou na formulag do de farmacos.

Maurya etal. (2006), relata que antioxidantes tém despertado interesse pelo seu potencial
emreduzir os danos celulares causados por radiagao ionizante. As varias situagdes
de exposi¢ &0 humana nao t& m sido amplamente exploradas, e a presente pesquisa foi um
esforgo no sentido de buscar novas propostas que visem a radioprotecdo e melhoria de qualidade
de vida humana diante de tais cendrios, e frente ao crescente uso das radiagdes ionizantes em

diversos setores de nossa sociedade.
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5.7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que o extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus L. possui em
sua composicdo substancias com potenciais propriedades radioprotetora e farmacoldgicas. Além disso,
mostrou ser um extrato cuja atividade citotéxica apresenta taxa de viabilidade celular de 98% nas
doses menos elevadas do extrato.

A atividade radioprotetora apresentou um perfil ativo-protetor, de acordo com a atuacdo do
flavonoide majoritario na sobrevivéncia celular e na reducdo de microndcleos. Estes achados
mostraram uma concentracdo de seguranca do flavonoide isolado de EACe e proporcionaram
umacompreensdo inicial da resposta radioprotetora in vitro.

Este trabalho experimental trouxe informagdes adicionais a respeito de atividades bioldgicas dos
efeitos radioprotetores produzidos em células humanas pelo extrato aquoso das folhas de C. ercetus L., 0
que consiste em dados valiosos paraacompreensao do uso desta planta para finsterapéuticos.

Nossos resultados sugerem que o flavonoide majoritario isolado do EAFCe pode ser eficiente
na radioprotecdo celular, sugerindo uma atividade antioxidante consideravel. Sendo assim, estes
resultados contribuem para uma base cientifica quanto a eficacia da sua utilizagdo, de forma
terapéutica-medicamentosa, por apresentarem o0 potencial necessario para o desenvolvimento de
pesquisas comresultados emtecnologias e aplica¢fes apropriadas.

Muito tem sido estudado a respeito das propriedades farmacoldgicas e dos constituintes
quimicos derivados do metabolismo secundario de plantas, bem como sua capacidade radioprotetora,
que vem sendo utilizadas tradicionalmente, ao longo do tempo, por populagdes. No entanto, estes estudos
ndo tem sido capazes de abranger todo o conhecimento sobre plantas medicinais, passado as
populagBes ao longo dos séculos, sendo assim, ainda existem produtos naturais utilizados para fins
terapéuticos, pouco ou ainda ndo estudados a cerca de suas atividadesbiolégicas.

O C. erectus é uma planta que pode ser encontrada em diversos paises, capaz de se
adaptar em varios ecossistemas, como 0 mangue, economicamente importante para a populacéo,
fonte deenergia, utilizada parafinsmedicinais e produgdo detecnologias.

Desta forma, esta espécie, ainda pouco estudada quanto aos seus principios ativos, atividades
farmacoldgicas e toxicoldgicas e de seu potencial radioprotetor, possuem potencial de destaque para o

desenvolvimento de pesquisas de novastecnologias eterapias.
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5.8. CONCLUSOES

- O extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus (EAFCe) apresentou em suacomposicéo 3’,4'-
OH flavonéides, fenilpropanoglicosideos, saponinas, proantocianidinas, leucoantocianidinas e
taninos hidrolisaveis. Apresentou ainda regides de um cromatograma representativo de compostos néo

semelhantes a padrdes disponiveis (absorbancia de 256 nm).
- Observamos a presencga de compostos fendlicos em EAFCe.

- Do extrato aquoso de folhas de C. erectus (EAFCe), pode-se isolar flavonoide com

irrelevante atividade citotoxica emlinfécitos humanos expostos aradiagdo gama.

- O flavonoide majoritario do extrato aquoso de folhas de C. erectus (EAFCe) ndo mostrou

atividadecitotoxicarelevanteemlinfocitoshumanosexpostosaradiagdogama.

- A citotoxicidade do flavonoide isolado de EAFCe em linfocitos humanos (in vitro)

apresenta-se irrelevante, com viabilidade celular > 98%.

- O dado preliminar desta pesquisa é que o flavonoide isolado de EAFCe possui efeito anti-
mutagénico em linfcitos humanos (in vitro) expostos a radiagdo gama, ndo possuindo agao

mutagénica per se.

- O Flavonoide majoritario na concentragéo de 1pg/mL foi capaz de reproduzir um espectro de RMN

com carbonos definidos e ligacdes de hidrogénio estaveis.

- O Flavonoide majoritdrio na concentracdo de 1upg/mL foi capaz de promover uma acdo

antimutagénica (radioprotetora) em linfocitos humanos.
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