Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias da Satude, Santa Maria, v. 15, n. 1, p. 1-10, 2014.
Recebido em: 09.03.2013. Aprovado em: 24.08.2013.

ISSN 2177-3335

EFEITO GENOTOXICO IN VITRO DO EXTRATO AQUOSO DE
LUFFA OPERCULATA SOBRE CELULAS MONONUCLEARES
DE SANGUE PERIFERICO!

GENOTOXIC EFFECT IN VITRO OF AQUEOUS EXTRACT OF LUFFA
OPERCULATA ABOUT PERIPHERAL CELLS IN BLOOD MONONUCLEAR'

Matheus Dellaméa Baldissera?, Priscila Marquezan Copetti?,

Pablo Sebastian Britto de Oliveira’ e Michele Rorato Sagrillo®
RESUMO

Mundialmente, um grande ntimero de plantas medicinais é consumido pela populagio para a terapia de diversas
patologias. Ensaios de genotoxicidade com plantas tém aumentado concomitantemente com a utilizagado abusiva
de plantas medicinais de uso terapéutico pela populacdo. Entretanto, a maioria destas espécies vegetais nao
foi suficientemente avaliada quanto a presenca de compostos com potencial mutagénico em sua composicao.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar o potencial genotoxico in vitro do extrato aquoso de Luffa operculata
e determinar o potencial sequestrador de radicais DPPH, a fim de determinar a concentragdo segura para
consumo humano. Para a realizagdo dos ensaios, foram testadas as concentragdes de 1, 5, 10, 50, 100, 500 e
1000pg/mL. Foram avaliados o nimero de metafases e quebras cromossomicas, assim como o percentual de
atividade sequestradora de radicais DPPH. Na concentragdo de 1pg/mL, foi observada a auséncia de quebras
cromossomicas. Todas as concentragdes testadas apresentaram atividade sequestradora de radicais DPPH,
possuindo maior atividade na concentragdo 1000png/mL. Com isso, foi verificado que a concentragdo de 1pg/
mL ndo possui efeito mutagénico sobre células mononucleares de sangue periférico in vitro, sendo assim,
considerada a dose segura a nivel cromossomico.

Palavras-chave: instabilidades cromossomicas, metafases, plantas medicinais, DPPH.

ABSTRACT

Worldwide a large number of medicinal plants is consumed by people for the therapy of various pathologies.
Genotoxicity tests with plants have increased concomitantly with the misuse of medicinal plants for therapeutic
use by the population. However, most of these species has not been sufficiently evaluated for the presence of
compounds with mutagenic potential in its composition. This work aimed to evaluate the _ genotoxic in vitro
potential of the aqueous extract of Luffaoperculata and determine the potential kidnapper of DPPH radical in
order to determine a safe concentration for human consumption. Concentrations of 1, 5, 10, 50, 100, 500 and
1000ug / mL were tested. The number of metaphases and chromosome breaks, as well as the percentage of DPPH
radical kidnapping activity were evaluated. At the concentration of Img /ml, the absence of chromosome breakage
was observed. All concentrations tested showed DPPH radical kidnapping activitywith a greater activity in the
concentration 1000ug / mL. Thus, it was found that the concentration of 1mg / ml has no mutagenic effect on

peripheral blood mononuclear cells in vitro, therefore, it is considered a safe dose at the chromosomal level.
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INTRODUCAO

Planta medicinal ¢ uma planta silvestre ou cultivada, utilizada tradicionalmente como
remédio na terapia a diferentes enfermidades. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2002), ¢
todo e qualquer vegetal contendo substancias que possam ser utilizadas para prevenir, aliviar, tratar
ou curar processos fisiologicos ou patologicos. As plantas medicinais sao utilizadas pela sociedade
desde as primeiras civilizagdes e, entdo, baseado em experiéncias adquiridas em observar animais, 0s
quais faziam uso de plantas quando enfermos, o homem foi aprimorando seu conhecimento sobre as
propriedades de diferentes tipos vegetais (TESKE; TRENTINE, 2001).

As plantas simbolizaram, durante séculos, a exclusiva fonte de agentes terapéuticos para o
homem. Com o desenvolvimento e aprimoramento do emprego de recursos naturais, o homem passou
a adquirir informagdes sobre o uso de plantas com fins medicinais. Seu uso empirico era seguido
de andlise, mesmo que rustica, dos sinais e sintomas que surgiam apds seu consumo (DI STASI,
1996). Os vegetais apresentam substancias quimicas com propriedades terapéuticas, que atuam no
organismo causando-lhes algum efeito, onde profissionais especializados convertem substancias
encontradas nas plantas, denominadas, principio ativo, em farmacos para o tratamento e profilaxia de
diversas patogenias que acometem os seres humanos e animais (RIBEIRO et al., 2004). Com isso,
visando a solugdes de diversas doencas, o consumo de plantas medicinais tornou-se cada vez mais
difundido e empregado nos dias atuais, pois o conceito de “natural” fez com que este tipo de recurso
terapéutico passasse a ser utilizado de forma ampla e discriminada, baseando-se em suposi¢des que
produtos desta origem ndo causariam danos e, consequentemente, ndo representaria perigo a satide dos
consumidores (DI STASI, 1996; MENGUE et al., 2001). A planta medicinal aplicada a medicamentos
¢ considerada xenobidtico ao organismo, ¢ os produtos de sua biotranformagdo sdo téxicos, nao
possuindo apenas a¢cao imediata e correlacionada a sua ingestao, e sim efeitos que em longo prazo, de
forma assintomatica, podem acarretar um quadro clinico severo (LAPA et al., 2004).

A Luffa operculata ¢ uma planta trepadeira, de caule ramificado, que mede at¢ dez metros de
comprimento. Seus frutos sao ovoides ou fusiformes, de superficie rugosa e conteudo esponjoso, medin-
do, aproximadamente, cinco centimetros de comprimento e pesando em torno de um grama (VASQUES
et al., 1986). L. operculata é nativa das Américas Central e do Sul, encontrada em areas do Equador,
Brasil, Colombia e da Guatemala, onde ¢é cultivada em escala comercial. No Brasil, cresce em vastas
regides do Norte e Nordeste e nos estados de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais e Sao Paulo. Em nos-
so pais, ¢ tradicionalmente conhecida como bucha, bucha dos paulistas, bucheira, buchinha do norte e
cabaginha (VASQUES et al., 1986; SALVIANO, 1992; LORENZI; MATOS, 2008). L. operculata é
empregada no tratamento de laringites, febre, doengas herpéticas, ascite, doengas oculares, sifilis, icte-
ricia e tinea. Acredita-se ainda que ela possua propriedades diurética, emética, mucolitica, sudorifica,
vermifuga e expectorante (MATOS, 1979; VASQUES et al., 1986; CACERES, 1996; BROCK; DU-
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ARTE; NAKASHIMA, 2003). No tratamento especifico de rinossinusites, L. operculata talvez seja o

fitoterapico mais utilizado no Brasil para este fim (MATOS, 1979). Além disso, ela ¢ adicionada como
componente em medicagdes homeopaticas e alopaticas produzidas na Europa, América do Norte e Bra-
sil, usadas na terapéutica de inflamagdes nas vias aéreas superiores (WEISER et al., 1999). Conforme
Sousa Neto (2006), ainda ndo ha dados cientificos esclarecedores que viabilize de fato a utilizacao dessa
planta medicinal nas doengas nasossinusiais, com eficacia e seguranga validadas.

De acordo com alguns usudrios, a administracdo sob a forma de inalagdo, além de causar
irritagdes severas, provoca hemorragia nasal. Nos casos de intoxicagdo, através da ingestdao de
chas preparados com o fruto, foram relatados nauseas, vomitos, diarreia, colica e dor de cabeca
(SCHVARTZMAN, 1992; SCHENKEL et al., 2004). Em estudos experimentais, outras espécies do
mesmo género foram testadas e evidenciaram atividade inibidora de sintese proteica, embriotdxica e
abortiva em animais tratados (NGAI et al., 1992, 1993).

A andlise fitoquimica de L. operculata revela a presenga de glicosideos, saponina, esteroides
livres, fenois, acidos organicos e resina, bem como ha a auséncia de taninos e flavonoides. Na resina
sao encontrados elaterina A, cucurbitacinas B e D e isocucurbitacina B (MATOS, 1979). Também sao
encontrados em menor quantidade buchinina, buchina e luffanina (alcaloides), citrulina, metacarboxi-
fenilalanina e luperosideos (CACERES, 1996; SOUSA NETO, 2006).

Toda alteragdo do material genético de uma célula, que ndo resulta de segregagcao ou
recombinac¢do, ¢ denominada mutacdo. Quando ndo letal para a propria célula, pode propagar-
-se pelo corpo em crescimento ou transmitir-se a prole (MONTELEONE-NETO; CASTILLA;
LOPEZ-CAMELO, 1991). Esta mutagdo, espontanea ou induzida, pode levar a um processo
carcinogénico no individuo, em que uma gama de fatores externos como agentes quimicos, fisicos e
biologicos, dependendo do estilo de vida (tabagismo, etilismo, nutri¢do) podem influenciar os niveis
de alteragdes cromossdmicas nos individuos (MAJOR; JAKAB; TOMPA, 1998). O aumento do
numero de aberragdes cromossdmicas ¢ de suma importancia para o processo de carcinogénese,
pois a vasta maioria dos tumores contém uma variedade de tipos de mutacdes cromossdmicas.
Devido ao fato de que as mutagdes e o processo tumoral estdo intimamente ligados, sdo
recomendados testes citogenéticos de detec¢do de mutagenicidade para sele¢do de novos agentes
farmacologicos, para serem avaliados quanto seu potencial mutagénico e/ou carcinogénico
(HAGMAR et al., 1998).

Com isso, o objetivo neste trabalho foi investigar o cardter genotoxico do extrato aquoso
de L. operculata sobre células mononucleares de sangue periférico in vitro, a nivel cromossdmico,
avaliando a influéncia do extrato sobre o ciclo celular e a presenca ou auséncia de instabilidades
cromossOmicas e determinar a atividade sequestradora de radicais DPPH, uma vez que ele fornece,

dentre as concentragdes testadas, a faixa de atividade antioxidante.
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MATERIAL E METODOS

L. operculata foi adquirida da Farmacia e Laboratorio Homeopatico Cruz Vermelha (Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil). O extrato foi preparado conforme Simdes et al. (2004). A planta
foi triturada e o pd obtido foi homogeneizado em 4gua destilada e aquecido por 30 minutos a
72°C. O material foi filtrado e liofilizado a -18°C e 13,3 Pa. O extrato liofilizado foi armazenado
em frasco ambar a -18°C até sua utilizacdo. Para avaliagdo da atividade sequestradora de radicais
DPPH, indice mitdtico e genotoxicidade, foram utilizadas as concentracdes de 1, 5, 10, 50, 100,
500 e 1000pg/mL.

A capacidade de sequestro de radicais DPPH foi avaliada através do método descrito por Choi
et al. (2002). As diferentes concentragdes foram diluidas em etanol absoluto, com volume final de
2,5mL, e misturadas com 1mL de DPPH 0,3mm. As amostras foram deixadas durante 30 minutos
no escuro € a temperatura ambiente, e a absorbancia medida em espectrofotometro em comprimento
de onda de 518nm. Como controle foi utilizado uma solucao de 2,5mL de etanol absoluto ¢ ImL de
DPPH. As concentragdes do extrato sem o DPPH correspondem ao branco. O etanol foi utilizado
para calibrar o espectrofotometro. O teste foi realizado em triplicata e o célculo da atividade
antioxidante seguiu a equacao: % inibi¢cdo = 100 — [(absorbancia da amostra — absorbancia do
controle)x 100]/absorbancia do controle. O percentual de decréscimo na absorbancia foi medido para
cada concentracdo e a capacidade de sequestrar radicais DPPH foi calculada com base no decréscimo
da absorbancia observada. Para comparar os resultados, foi aplicada a mesma metodologia para o
acido ascorbico, escolhido devido sua potente atividade antioxidante. Os resultados foram expressos
em média e desvio padrdo seguido de andlise de variancia (ANOVA) de uma via post hoc Tukey,
com auxilio do programa SPSS v.20.0 (Statistical Package for the Social Sciences). Valores com
p<0,05 foram considerados estatisticamente diferentes, onde a significancia ¢ indicada por *p<0.05,
*#p<0,01, e ***p<0,001.

Para determinacdo do potencial genotoxico, foi coletada amostra de sangue periférico de
um voluntario homem, saudavel, com 19 anos, ndo fumante, ndo etilista e sem uso cronico de
medicacdo. A amostra foi coletada por puncdo venosa, com uso de Vacutainer (BD Diagnostics,
Plymouth, Reino Unido) em tubos heparinizados de 8mL. Foi utilizado o meio de cultura RPMI
1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina e 200uL de
fitoemaglutinina. As cé€lulas foram mantidas em suspensdo em estufa a 37°C e 5% CO, durante
72 horas. Apds 72 horas, foram avaliados o indice mitdtico e a presenga de instabilidades
cromossomicas, segundo protocolo descrito por Boligon et al. (2012). Todas as concentragdes

foram feitas em triplicatas.
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RESULTADOS

Na figura 1, est4 apresentada a atividade scavenger in vitro do extrato aquoso de L. operculata
em diferentes concentragdes. Observa-se que o percentual scavenger aumentou com o aumento da
concentragdo do extrato aquoso até atingir, aproximadamente, a atividade scavenger méaxima do
padrdo acido ascorbico. O extrato apresentou atividade scavenger em todas as concentragdes testadas.
As concentragdes de 1,5, 10, 50, 100, 500 e 1000png/mL apresentaram as atividades de 5,24+1,23;
6,98+2,54; 13,67+2,26; 15,13+0,91; 41,51+1,18; 74+0,8 ¢ 88,57+1 por cento, respectivamente.

Figura 1 - Atividade de sequestro de radicais pelo extrato aquoso de L. operculatta sobre os radicais DPPH, usando
acido ascorbico como padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam significancia para P<0,05 entre as
diferentes concentragoes.
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Na tabela 1, estd apresentado o potencial genotoxico do extrato aquoso de L. operculata em
diferentes concentragdes. Observa-se que com a diminui¢do da concentragdo de extrato, aumenta-se
o numero de metafases, apresentando como dose segura a concentracao de 1pg/mL, devido ao maior
numero de metafases em relagdo as concentragdes maiores, e auséncia de quebras cromossomicas.
As concentragdes de 1000 a 50pg/mL possuem alta genotoxicidade, pois apresentam nimero

inferior de metafases em relacdao ao controle com dano induzido com perédxido de hidrogénio.
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Tabela 1 - Instabilidade cromossomica frente aos tratamentos com diferentes concentragdes de L. operculatta.

Numero de metafases com Quebras

Concentraciio (ug/mL) Nimero de metafases normais .
Cromossomicas

Controle 150+3 -

Controle de dano - 60+3

1000 - -

500 - -

100 - -

50 - -

10 1543 543

5 30+3 1543

1 13543 ;

Resultados expressos por média = DP.

DISCUSSAO

Chama-nos aten¢ao a escassez de estudos clinicos com L. operculata, uma vez que ¢ de grande
consumo pela populagdo para o tratamento de sinusites (ADLER, 1999). Este estudo demonstrou a
acao genotoxica do extrato aquoso de L. operculata, in vitro, sobre células mononucleares de sangue
periférico. O extrato testado possui como componentes majoritarios, as cucurbitacinas, que sao
triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados, conhecidas por suas propriedades toxicas e terapéuticas
(HEGNAUER, 1989). A agdo genotdxica deste extrato pode ser elucidada através da toxicidade do
composto cucurbitacina, que de acordo com Arisawa et al. (1997), Fang et al. (1984) e Dang et al.
(1994) possuem elevada toxicidade.

Estudos realizados por Vasques et al. (1986) ratificam o resultado obtido neste trabalho,
pois testes toxico-farmacologicos realizados em camundongos estimaram que a dose toxica de
extrato para seres humanos correspondia a 75mg/kg. A DL50 para ratos (dose letal para 50% dos
animais testados) gira em torno de 170mg/kg. Com isso, foi calculado que aproximadamente
pouco mais de um grama de extrato seria capaz de matar um homem de 70kg (LORENZI;
MATOS, 2008). Os resultados obtidos neste estudo foram diferentes aos encontrados por Salviano
(1992), por meio dos quais o autor discute o possivel mecanismo de acdo dos constituintes de
L. operculata para o tratamento de congestdo nasal, em que ele cita que os frutos da buchinha
apresentariam propriedades colinérgicas e histaminérgicas, os quais provocam vasodilata¢do da
mucosa nasal e aumento do movimento ciliar, bem como a expulsdo do muco. Entretanto, o
mesmo autor discute a auséncia do risco a saude humana pela utilizagdo desta planta, tendo esta
conclusdo questionavel, onde foi utilizado um produto comercial fomentado pelo produtor, em
que os dados toxicoldgicos na literatura sao menosprezados no artigo. Em estudo realizado por
Menon- Miyake et al. (2005), ao avaliar o efeito do extrato aquoso de L. operculata sobre o

epitélio do palato de ras, foi verificado que a infusdo nas concentracdes de 60mg/L; 600mg/L
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e 1200mg/L promoveram alteracdes na estrutura epitelial ex vivo da mucosa respiratoria,
demonstrando lesdes histoldgicas causadas pela inalagdo ou instilagao nasal do extrato.

Através do perfil fitoquimico, foi observada a presenga de compostos fendlicos, estes com
capacidade antioxidante reconhecida, podendo justificar a alta capacidade de sequestro de radicais
DPPH apresentado pela espécie vegetal. De acordo com o Brand — Willians, Cuvelier e Berset
(1995), estes compostos sao amplamente distribuidos pela natureza, fazendo parte de um vasto
numero de vegetais, agindo como antioxidantes pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons.
Estes compostos, uma vez que impede a acao de radicais livres, acabam por proteger moléculas de

DNA, podendo vir a abortar o desenvolvimento de alguns tipos de cancer.

CONCLUSAO

Tendo em vista que informacgdes toxico-farmacologicas do extrato aquoso de L. operculata
apresentavam divergéncias entre o carater terapéutico e toxicologico, por meio deste trabalho veio a
apresentou-se a concentragao segura de extrato para consumo humano. Com isso, concluimos que a
concentragdo de 1pg/mL ndo causou mutagenicidade em células mononucleares de sangue periférico
em humanos.

Todas as concentracdes testadas apresentaram atividade sequestradora de radicais DPPH,
devido principalmente aos compostos fendlicos ja identificados no extrato, os quais apresentam
reconhecido carater antioxidante.

As concentragdes de 5, 10, 50, 100, 500 e 1000ug/mL, apesar de apresentarem alto potencial
de sequestro de radicais DPPH, mostraram-se genotdxicas, demonstrando que o excesso de compostos
antioxidantes acaba por causar efeitos pro - oxidantes, processo este denominado hormese, levando
a producdo de radicais livres e consequentemente a danos nas células expostas a estas concentragdes.

Estudos adicionais devem ser realizados na concentrag¢do de 1pug/mL, para comprovar efeitos
terapéuticos, visto que esta dose testada in vitro ndo apresenta efeitos mutagénicos em células
mononucleares de sangue periférico, bem como testar os compostos majoritarios do extrato a fim de

encontrar a dose segura de seus constituintes, assim como ensaios bioldgicos.
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