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RESUMO

SILVA, Hugo Rody Vianna, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2012. Prospeccdo fitoquimica e avaliacdo das acGes mutagénica, genotdxica e
antioxidante de figueiras brasileiras - Ficus subg. Pharmacosycea (Miqg.) Mig.
Orientador: Jodo Paulo Viana Leite. Coorientadores: Luciano Gomes Fietto e
Virginia Ramos Pizziolo.

O género Ficus, representado por plantas popularmente conhecidas no Brasil como
figueiras, constitui um dos maiores géneros de angiospermas com mais de 800
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Existe
grande interesse na pesquisa de produtos florestais ndo-madereiros de espécies do
género Ficus, principalmente pelo fato de existirem varios relatos do uso tradicional
dessas plantas como alimentos e medicamentos. Dada importancia de se investigar a
composi¢cdo quimica e os efeitos toxicoldgicos de espécies vegetais utilizadas na
medicina popular, o presente estudo visou a prospecgdo fitoquimica de extratos de
folhas de quatro espécies de Ficus, bem como quantificacdo de polifendis totais pelo
método de Folin-Ciocalteau, e avaliacdo da agdo antioxidante utilizando o sistema f—
caroteno/acido linoleico e método de captura do radical livre DPPH. Para trés desses
extratos foram avaliadas as atividades mutagénica pelo ensaio de mutacdo génica
reversa com Salmonella typhimurium, com e sem metabolizacdo; e genotoxica pelo
teste de clivagem plasmidial com o plasmideo pUC18. A prospec¢do fitoquimica
revelou metabdlitos secundérios das classes de taninos e flavonoides nos extratos das
espécies de F. pulchella, F. adhatodifolia, F. nevesiae e F. obtusiuscula. Os extratos
de F. pulchella e F. obtusiuscula apresentaram maiores teores de polifendis totais
(117 e 127,26 mg EAT/g, respectivamente) e também maiores potenciais
antioxidantes avaliados pelos dois métodos utilizados neste estudo. No ensaio de
mutacdo génica reversa com Salmonella typhimurium, o extrato de F. pulchella foi
considerado mutagénico para as linhagens TA98 (S9+ e S9-), TA100 (S9-) e TA102
(S9+). Os extratos de F. adhatodifolia e F. obtusiuscula foram considerados
mutagénicos positivos apenas para a linhagem TA102 (S9+). Esses dois ultimos
extratos também apresentaram potencial genotoxico na dose de 1 mg, indicado pela
diminuicdo da conformacdo superhelicoidal do DNA plasmidial. O efeito genotoxico
do extrato de F. pulchella ndo pode ser avaliado devido ao ndo surgimento de bandas
de DNA no gel de agarose, atribuida & degradacdo do DNA plasmidial por

polifendis. Os resultados obtidos neste estudo indicam a presenca de altos teores de
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compostos fenolicos nas quatro espécies de Ficus avaliadas, indicando possivel
atribuicdo de acdo antioxidante a esses compostos presentes nos extratos hidrofilicos,
sendo observada pelo método do B-caroteno/acido linoléico correlacdo entre o teor
de polifendis e atividade antioxidante. A deteccdo de acdo mutagénica para as
espeécies F. pulchella, F. adhatodifolia e F. obtusiuscula e de efeito genotoxico para
estas duas ultimas dentro das doses avaliadas remete ao uso mais cauteloso dessas
espécies na medicina popular, ja que eles atuam diretamente sobre o0 DNA. Contudo,
mais estudos devem ser realizados com estas espécies de Ficus para atestar sua

potencial toxicidade.



ABSTRACT

SILVA, Hugo Rody Vianna, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Phytochemistry prospection and evaluation of mutagenic, genotoxic and
antioxidant activities from brazilian fig species - Ficus subg. Pharmacosycea
(Miqg.) Mig. Adviser: Jodo Paulo Viana Leite. Co-Advisers: Luciano Gomes Fietto
and Virginia Ramos Pizziolo.

The genus Ficus, represented by plants popularly known as figs, makes up one of the
largest genera of angiosperms with more than 800 species distributed in tropical and
subtropical regions around the world. There is great interest in the study of non-
timber forest product species of the genus Ficus, especially because there are several
reports on the traditional use of these plants as food and medicine sources. Given the
importance of investigating the chemical composition and toxicological effects of
plant species used in folk medicine, the objective of this study was to explore
phytochemical extracts of leaves from four species of Ficus, as well as quantify to
total polyphenols by the Folin-Ciocalteau method and evaluate of antioxidant activity
using the B-carotene/linoleic acid system and method for capture of the free radical
DPPH. For three of these extracts the mutagenic activities were evaluated by the
reverse mutation test with Salmonella typhimurium, with and without metabolization;
and genotoxic potential on plasmid DNA pUC18. Phytochemical prospection
revealed secondary metabolites of the classes of tannins and flavonoids in extracts of
the species F. pulchella, F. adhatodifolia, F. nevesiae and F. obtusiuscula. The
extracts of F. pulchella and F. obtusiuscula showed higher levels of total
polyphenols (117 and 127.26 mg TAE/g, respectively) and higher antioxidant
potential assessed by the two methods used in this study. In the test with Salmonella
typhimurium, the extract of F. pulchella was considered mutagenic for the strains
TA98 (S9+ and S9-), TAL00 (S9-) and TA102 (S9+). The extracts of F.
adhatodifolia and F. obtusiuscula were considered mutagenic only for the strain
TA102 (S9+). These last two extracts also showed genotoxic effect in a dose of 1
mg, indicated by the decrease in superhelical conformation of the plasmid DNA.
Genotoxic effects of the F. pulchella extract could not be assessed since no DNA
bands were observed on the agarose gel, attributed to the degradation of plasmid
DNA by polyphenols. Results obtained in this study indicate the presence of high

levels of phenolic compounds in the four Ficus species evaluated, indicating the
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possible attribution of antioxidant action to these compounds present in hydrophilic
extracts; was observed by the method of B-carotene/linoleic acid correlation between
polyphenol content and antioxidant activity. The detection of mutagenic action for
the species F. pulchella, F. adhatodifolia and F. obtusiuscula, and genotoxic effects
for these last two in the doses evaluated indicates that these species should be used
with care in folk medicine, because they act directly on DNA. However, further

studies should be conducted with these Ficus species to confirm its potential toxicity.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa por produtos naturais de origem vegetal visando novos compostos
bioativos tem se tornado, ao longo das Ultimas décadas, uma importante estratégia
para a descoberta de novos farmacos, como também, para a conservacdo da
biodiversidade, fomento a atividade econdmica e aumento da qualidade de vida em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Patwardhan et al., 2004).

Estima-se que aproximadamente 25% dos medicamentos modernos derivem
direta ou indiretamente de fontes naturais, o que representou, no ano de 2008, uma
cifra em torno de US$ 86 bilhGes, com esta taxa em aumento exponencial (WHO,
2011). Dentro desse cenario, a comercializacdo de fitoterapicos é responsavel por
uma significativa parcela monetéaria do mercado mundial de medicamentos.

Cerca de 70% a 95% da populacdo de paises em desenvolvimento,
especialmente na Africa, Asia, América Latina e Oriente Médio usam a medicina
tradicional na manutencdo primaria a saude. Assim como nos paises em
desenvolvimento, a utilizacdo da medicina tradicional nos paises desenvolvidos é
igualmente significante; em torno de 70% a 90% da populagdo tém usado este tipo de
cuidado com a saude com a alcunha de “praticas integrativas e complementares a de
saude” como no Canada, Franca, Alemanha e Itdlia (WHO, 2011).

No mercado brasileiro, estima-se que as vendas de medicamentos originados
de plantas medicinais tenham atingido a cifra de US$ 550 milhdes no ano de 2001
(Knapp, 2001) e que as vendas nesse setor cresgam 10% ao ano.

Diante do aumento no uso de produtos fitoterapicos, bem como de estudos
que demonstram sua eficacia terapéutica (Briskin, 2000; Ang-Lee et al., 2001; Chan,
2003), surgiu o interesse do governo brasileiro pela implantacdo de servicos de
fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS). Importante ressaltar, que tal atitude
segue as orientacGes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que aponta para a
valorizacdo das praticas terapéuticas complementares e integrativas e sua
implementacdo em programas de assisténcia primaria a salde.

Em 2006, duas importantes politicas que dizem respeito a plantas medicinais
e fitoterapicos foram publicadas no Brasil, a saber: Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no SUS (BRASIL, 2006a), que prevé a inser¢cdo no
SUS de servicos relacionados &, fitoterapia, medicina tradicional chinesa/acupuntura,

homeopatia e termalismo social; e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
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Fitoterdpicos (BRASIL, 2006b), cujo objetivo é garantir & populacdo brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional (BRASIL, 2010).

As plantas medicinais podem possuir metabolitos secundarios de vérias
classes quimicas como: flavondides, taninos e alcaldides. Estudos apontam que
alguns taninos possuem capacidade antioxidante, comparada a vitamina C (Pessuto et
al., 2009). Entretanto, outros estudos mostram que alguns taninos podem ser pro-
oxidantes e genotoxicos (Labieniec et al., 2003). Este paradoxo mostra a importancia
de estudos genotdxicos e mutagénicos para conferir 0 uso seguro e racional das
plantas medicinais a populacdo, levando em consideracdo que para classificar um
agente como antioxidante ou pro-oxidante é preciso analiséd-lo frente a alvos
especificos, como o DNA.

Nesse contexto, importante ressaltar que o Brasil € o pais que possui a maior
reserva de diversidade bioldgica do mundo. O bioma Mata Atlantica agrega enorme
quantidade de recursos naturais, porém, a demanda por madeira e a expansdo das
fronteiras agricolas, dentre outros fatores, promoveram drastica reducdo de sua area
florestal. Hoje, apenas cerca de 8% da area total desse bioma permanecem com a
cobertura original (Fundacdo SOS Mata Atlantica e INPE, 1993). Também se
destacam no cenario da Mata Atlantica o recorde de plantas lenhosas (angiospermas)
por hectare (450 espécies no sul da Bahia), cerca de 20 mil espécies vegetais, sendo 8
mil delas endémicas, além de recordes de quantidade de espécies e endemismo em
varios outros grupos de plantas (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2010). Este conjunto
de fatores estabelece um cenario com grande potencial para o desenvolvimento de

pesquisas que objetivam a descoberta de novas drogas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Figueiras

No Brasil a familia Moraceae é representada por 28 géneros e
aproximadamente 340 espécies (Barroso et al., 2010). O género Ficus constitui um
dos maiores géneros de angiospermas com mais de 800 espécies de arvores, epifitas

e arbustos nas regides tropicais e subtropicais do mundo inteiro, popularmente
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conhecidas como figueiras, gameleiras, lombrigueiras, dentre outros (Singh et al.,
2011). O género é dividido em cinco subgéneros (Berg, 2001), sendo que dois deles
ocorrem na regido neotropical, Pharmacosycea (Mig.) Mig., com cerca de 20
espécies e Urostigma (Gasp.) Miq., com cerca de 100 espécies, e sdo representados
nesta regido exclusivamente pelas secOes Pharmacosycea e Americana Mig.,
respectivamente (Carauta, 1989; Berg e Villavicencio, 2004).

O interesse popular, tecnoldgico e cientifico pela familia Moraceae ¢é
facilmente compreendido pelos produtos e sub-produtos obtidos de seus
representantes, como borracha, madeira, alimentos, tecidos, medicamentos, e como
elemento paisagistico (Mello Filho, 1963; Carauta, 1989; Carauta e Diaz, 2002).

Diferentes partes de Ficus carica, Ficus sycomorus e Ficus religiosa como
frutos, folhas, casca, ramos, brotos e latex sdo utilizadas na medicina tradicional para
tratamento de tumores, carcinomas e doengas caracterizadas por inflamagé&o.
Preparagdes medicamentosas feitas a partir das folhas de F. carica sdo utilizadas
como cataplasma para tratamento de carcinomas, inchacos e dermatites, bem como
comer seus frutos sdo indicados para ulceras (Lanskya et al., 2008; Singh, et al.,
2011). O infuso de folhas secas de F. maxima, nativa da Amazonia brasileira, €
utilizado por via oral como agentes anti-helminticos e anti-reuméticos (Diaz et al.,
1997).

O latex de F. carica foi objeto de estudo de Ullman et al. (1945). O extrato
obtido deste latex foi capaz de inibir o crescimento de sarcoma induzido por benzo-
[a]-pireno e resultou no desaparecimento de pequenos tumores em ratos albinos. Os
resultados obtidos por Ullman inspiraram o trabalho de Rubnov et al. (2001), que
conseguiram isolar e elucidar estruturas isoméricas de 6-O-acil-B-D-glicosil-
sitosterol do latex de F. carica que demonstraram atividade anti-proliferativa em

diversas linhagens de células tumorais.

2.1.1 Taxonomia

A familia Moraceae possui 37 géneros e cerca de 1.100 espécies distribuidas
por todas as regides tropicais e temperadas do mundo (Clement e Weiblen, 2009). A
familia foi dividida em cinco tribos: Ficeae, Castilleae, Dorstenieae, Moreae e
Artocarpeae. Ficeae é uma tribo monogenérica representada pelo género Ficus (Berg,
1989b; Berg, 2001).
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O género Ficus é suplantado entre as Angiospermas somente por Astragalus
(Leguminosae), Euphorbia (Euphorbiaceae), Solanum (Solanaceae), Pleurothallis e
Bulbophyllum (Orchidaceae). Destes, Ficus se destaca por ser o género com maior
numero de espécies arboreas (Carauta e Diaz, 2002). Ficus foi subdividido em cinco
subgéneros: Ficus, Sycidium, Sycomorus, Urostigma e Pharmacosycea, sendo as
espécies brasileiras pertencentes aos dois Ultimos (Berg, 1989b; Carauta e Diaz,
2002).

O subgénero Pharmacosycea possui cerca de 75 espécies em todo o mundo.
E dividido em duas secdes: Pharmacosycea sect. Oreosycea, com cerca de 50
espécies distribuidas na Africa, Asia e Australasia e Pharmacosycea sect.
Pharmacosycea com cerca de 20 espécies neotropicais (Berg, 1989a). No Brasil,
estima-se que existam cerca de 100 espécies nativas de Ficus, das quais
aproximadamente 65 estdo descritas, sendo 58 do subgénero Urostigma sect.
Americana e apenas 8 do subgénero Pharmacosycea sect. Pharmacosycea (Carauta e
Diaz, 2002).

E reportado na literatura um provavel monofiletismo do subgénero Urostigma
e um polifiletismo do subgénero Pharmacosycea, sendo ainda que as espécies da
secdo Pharmacosycea amostradas nestes estudos sempre aparecem como grupo-
irmao do restante das espécies do género (Weiblen, 2000; Datwyler e Weiblen, 2004;
Clement e Weiblen, 2009).

No subgénero Pharmacosycea, a maioria das espécies trata-se de arvores
terrestres, muitas vezes ribeirinhas, estabelecidas em locais mais ou menos
perturbados, uma caracteristica que pode ser relacionada com a necessidade de luz
para germinacao de suas sementes (Berg, 2001; Berg, 2006).

E comum em trabalhos com a taxonomia ou floristica do grupo, citacdes que
enfatizam as semelhangas entre as espécies (Figura 1):

“... Ficus nevesiae é afim de Ficus adhatodifolia e distinta dessa espécie
pela forma do siconio, pela superficie verrucosa e pelo ostiolo crateriforme”
(Carauta e Diaz, 2002).

“... Ficus pulchella... ha semelhanca desta espécie com F. piresiana da
Venezuela” (Carauta e Diaz, 2002).

“... Ficus adhatodifolia é espécie similar a F. insipida Wild., diferenciando

desta por apresentar estipula terminal mais curta e espessa (vs. estipula terminal longa e
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ndo espessa) e pelo interior rosado a avermelhado do siconio (vs. interior do siconio
branco) ” (De Souza, 2009)

“... Ficus obtusiuscula se mostra muito proxima de F. adhatodifolia, diferindo
desta por apresentar siconios bem menores (vs. siconios grandes), assim como as
estipulas e folhas longas (vs. estipulas e folhas menores), ao contrario de F.
adhatodifolia que vive em vérios habitats, F. obtusiuscula prefere a beira dos cursos
d"agua ou locais de solo muito umido” (De Souza, 2009).

Figura 1. Exsicatas de espécies de Ficus: (a) Ficus nevesiae (Pederneiras et al.,
2011), (b) Ficus pulchella (NYBG, 2011), (c) Ficus obtusiuscula (MOBOT, 2011),
(d) Ficus adhatodifolia (NYBG, 2011).
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2.2 Ac¢Bes mutagénica e genotoxica

Mutagénese € definida como alteragdes permanentes e herdaveis no material
genético (DNA) de um determinado organismo, diferentemente de alteracdo
genotdxica, que Sdo as que causam prejuizos ao material genético como a quebra de
fita simples ou dupla, lesdo cromossomal e outras. Os compostos quimicos capazes
de causar lesdes ao DNA e de promover aumento da frequéncia de mutacdes na
molécula de DNA, sdo denominados agentes mutagénicos. Fatores como a radiagédo
UV também podem causar danos desse tipo ao DNA e outros constituintes celulares,
sendo também, considerados agentes mutagénicos (Snyder e Champness, 2007).

Os agentes mutagénicos que inativam genes supressores ativam proto-
oncogenes e telomerases, estimulam a proliferacdo e inibem a morte celular, podendo
levar a iniciagdo de um céancer (Hahn e Weinberg, 2002).

Os agentes mutagénicos podem causar danos ao DNA por diferentes
mecanismos. Além disso, mutacGes espontaneas podem ocorrer durante a replicacéo
do material genético de um organismo, apesar da evolucdo ter se encarregado de
moldar um sistema de replicacdo e reparos capaz de minimizar estes erros,
permitindo a estabilidade do DNA e a continuidade das espécies.

Qualquer molécula de DNA pode sofrer mutacdo. Mutag¢bes pontuais
envolvem modificaces em um unico par de bases e pode ser o resultado de uma
desordem bioguimica celular ou devido a a¢do de agentes mutagénicos. A adi¢do ou
delecdo de um ou mais pares de bases causam mutacdes do tipo deslocamento do
quadro de leitura (frame-shift), como a 9-aminoacridina, que intercalam-se entre as
bases, na mesma fita do DNA, e alteram a fase de leitura de todas as trincas de pares
de bases do gene, depois do sitio mutado. As muta¢bes causadas por substituicdo de
pares de base podem alterar a sequéncia de aminoacidos de uma proteina. Se esta
mudanca for capaz de alterar a funcdo bioquimica desta proteina, podera interferir no
fenotipo do organismo (Zaha et al., 2003).

Muitas espécies vegetais, por serem produtos naturais, sdo consideradas
erroneamente como inofensivas a satde, sendo empregadas na medicina popular sem
que tenham sido realizadas pesquisas sobre sua seguranca de uso. Em um estudo
realizado por Ferreira e Vargas (1999), empregando extratos de Myrciaria tenella
Berg. (Myrtaceae), Smilax campestris Griseb. (Smilaceae), Tripodanthus acutifolius

Tiegh. (Loranthaceae) e Cassia corymbosa Benth. (Leguminosae), usadas na
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medicina tradicional no sul do Brasil, todos os extratos apresentaram atividade
mutagénica quando avaliadas em ensaios com a Salmonella typhimurium. A
mutagenicidade observada foi atribuida a flavonodides, taninos e antraquinonas
presentes naqueles extratos.

O gel de Aloe vera (L.) Burm.F., popularmente conhecido como babosa é
largamente utilizado no Brasil para cicatrizagdo de queimaduras, atuagdo sobre
dermatites, irritacGes de pele ap0s exposicdo ao sol, irritagcdes do couro cabeludo,
infeccdes fungicas e queda de cabelo. Pela sua ampla utilizacdo, o gel da babosa é
incorporado a preparacdo de sabonetes, xampus, condicionadores e cremes, dentre
outros. No entanto, o extrato da polpa Aloe vera, apesar de ndo apresentar toxicidade
para a membrana celular, apresentou potencial genotdxico em estudos conduzidos
por Paes-Leme et al. (2005).

Contudo, a deteccdo e avaliagdo do potencial mutagénico e genotdxico de
espécies vegetais sdo de fundamental importancia para reduzir possiveis riscos a
salde pela utilizacdo destes compostos. Diversos paises e organizacdes regionais tém
buscado modelos para regulamentar a medicina tradicional e os medicamentos
fitoterapicos. No Brasil o 6rgdo responsavel pela regulamentacdo de novos
fitoterapicos € a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que pela
Resolucdo RDC n°. 14 de 31 de marco de 2010 estabelece os requisitos minimos

para o registro de medicamentos fitoterapicos.

2.3 Teste de mutacao génica reversa com Salmonella typhimurium

O teste de mutacdo génica reversa com Salmonella typhimurium, conhecido
como teste de Ames, tem sido amplamente usado para avaliar a mutagenicidade de
substancias e misturas bioldgicas complexas. Um consideravel numero de
substancias primariamente detectadas como mutagénicas pelo teste de Ames tém
sido subsequentemente mostradas como carcinogénicas em testes com animais
(Maron e Ames, 1983).

O teste de Ames caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens de Salmonella
enterica subsp. enterica sorotipo Typhimurium LT2 auxotroficas para 0 aminoacido
histidina e sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutaces.

Desta forma, o método baseia-se na inducdo de mutagdes, nestas linhagens, que
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revertem seu carater auxotrofico para histidina e passam a crescer, formando
coldnias em meio desprovido deste aminoécido.

As linhagens de S. typhimurium utilizadas no teste de mutacdo génica reversa
tem a resposta SOS otimizada pela presenca do plasmidio pKM101, que carrega 0s
genes mucAB, alelos de umuCD de bactérias, e é responsavel pelo aumento do tipo
de reparo sujeito ao erro, 0 que aumenta a sensibilidade das linhagens na detecgéo de
mutagenos. Este tipo de sistema de reparo, chamado Sistema SOS, ¢ induzido como
uma resposta emergencial para evitar a morte celular na presenca de dano
significativo ao DNA.

Este teste mutagénico ainda utiliza linhagens com outros tipos de mutac6es
que aperfeicoam a identificacdo de substancias capazes de lesar o DNA, como a
delecdo do gene rfa, que causa perda parcial da barreira de lipopolissacarideos da
parede bacteriana, facilitando a difusdo de moléculas grandes para o interior da
celula, como aminas aromaéticas, hidrocarbonetos e aflatoxinas; e dele¢do de uvrB,
um dos genes responsaveis pelo reparo da molécula de DNA por excisdo, 0 que
permite que maior numero de lesdes sejam reparadas por mecanismos de reparo
sujeitos a erro, aumentando assim a sensibilidade na deteccdo de mutagenos. Por
razGes técnicas a delecdo no gene uvrB se estendeu através do gene da biotina e
como consequéncia, essas linhagens também requerem a presenca dessa vitamina
para o seu crescimento (Maron e Ames, 1983).

Algumas substancias carcinogénicas necessitam ser metabolizadas por
enzimas do citocromo P450 para se tornarem biologicamente ativas sobre o DNA.
Como as cepas de Salmonella typhimurium sdo desprovidas deste sistema de
metabolizacdo, é incorporado ao teste de Ames um sistema exdgeno de ativacdo
metabolica juntamente a substancia teste e bactérias. Esta ativacdo metabolica
consiste em um mix de enzimas (fragdo microssomal S9) obtidas a partir de figado
de mamiferos (Mortelmans et al., 2000).

2.4 Teste de clivagem de DNA plasmidial
A avaliacdo genotoxica por clivagem plasmidial (De Mattos et al. 2000)

utiliza-se da mudanga topoldgica do DNA plasmidial em contato com agentes

genotoxicos, como por exemplo, o cloreto de estanho (SnCl,) (Dantas et al., 1999).
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Por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%, avalia-se o efeito
genotdxico do extrato pela andlise da manutencdo da presenca da conformacéo
circular relaxada (forma I1I1), conformacdo helicoidal (forma IlI) e da forma
tensionada superhelicoidal (forma | “percorre maior distancia no gel” — duas fitas
fechadas em conformacéo original). A comparacdo com o perfil das bandas do DNA
plasmidial clivado pelo cloreto de estanho auxilia no diagndstico de possivel acao

genotoxica dos extratos.

2.5 Agdo antioxidante

O oxigénio pode originar diversas espécies reativas (EROs), que incluem
radicais livres e espécies ndo radicalares. O radical livre é qualquer espécie quimica
capaz de existir independentemente e possui um ou mais elétrons desemparelhados
ocupando orbitais atbmicos ou moleculares. As EROs sdo geralmente instaveis e
podem reagir com compostos e estruturas celulares, causando prejuizos a salde.

Compostos antioxidantes podem proteger os sistemas bioldgicos contra 0s
efeitos potencialmente danosos das espécies reativas de oxigénio, estando dentre os
compostos de maior interesse para a saide humana. Alguns podem ser considerados
agentes anticarcinogénicos naturais por possuirem relacdo com a prevencdo de
cancer e inumeras outras doencas relacionadas a reacfes de oxidagcdo, como
patologias cardiovasculares e doencgas neurodegenerativas, atuando como fatores de
protecdo e fortalecendo os mecanismos de protecao fisioldgica (De Flora et al., 1992;
Yagi et al., 2002). No caso de supressdo da carcinogénese, os efeitos relatados pelos
antioxidantes sdo consistentes com a visdo de que os radicais livres estdo envolvidos
como agentes fundamentais no processo de desenvolvimento de cancer (Hartman e
Shankel, 1990).

Os compostos fendlicos sdo constantemente relacionados como potentes
agentes antioxidantes, e dentre estes compostos, os flavonoides como antocianinas,
flavan-3-0is, flavanonas, flavonois e flavonas sdo de grande interesse bioldgico
(White et al., 2010).

Estes metabdlitos secundarios mostraram, em diferentes graus, potente
capacidade antioxidante in vitro, relacionado com a capacidade de inibir a
peroxidacdo lipidica (Vinson e Dabbagh, 1998), proteger contra a oxidagdo da

lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Fuhrman et al., 1995), reduzir a agregacao
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plaquetéria (Renaud e Delorgeril, 1992) e reforcar a vasodilatacdo (Fitzpatrick et al.,
1993).

Alguns estudos relatam a presenca de atividade antioxidante em algumas
espéecies de Ficus, correlacionando esta atividade com a mistura de compostos
fendlicas presentes nestas plantas (Al-Fatimi et al., 2007; Daniel et al., 1998; Manian
et al., 2008; Shukla et al., 2004; Abdel-Hameed, 2009).

Existem, na literatura, diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante
de uma mistura de compostos ou de substancias quimicas purificadas. Devido a
complexidade dos compostos quimicos presentes em extratos vegetais, faz-se
necessario a avaliacdo da capacidade antioxidante da planta por pelo menos dois
métodos (Negri et al., 2009).

O sistema PB-caroteno/acido linoleico é uma das metodologias comumente
utilizadas para avaliagdo antioxidante de produtos naturais. Este método consiste em
um ensaio espectrofotométrico baseado na oxidagdo (descoloragdo) do B-caroteno
induzida pelos produtos da degradacdo oxidativa do acido linoleico, ou seja, o
método avalia a atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidacdo do acido linoleico (Marco, 1968; Miller, 1971). Além deste método,
outra metodologia comumente utilizada é o método de captura do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (PM = 394,3). Este método utiliza o radical estavel
DPPH que sofre reducéo pelos antioxidantes com mudanca de coloracéo violeta para
amarela, proporcional & concentracdo da substancia redutora da amostra (Figura 5).
A diminuigdo de absorbancia indica aumento da atividade sequestradora do radical
livre DPPH da substancia em teste (Blois, 1958; Choi et al., 2002).

O,N O,N
R
. I
N—N NO, + R ———> N—~N NO,
O,N O,N
violeta amarelo

Figura 2. Esquema de reacdo quimica mostrando a estabilizac¢&o do radical livre
DPPH.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar prospecgdo de extratos obtidos a partir de amostras de folhas de

quatro espécies de figueiras brasileiras (Ficus obtusiuscula, Ficus adhatodifolia,

Ficus nevesiae, Ficus pulchella), bem como avaliar as acbes antioxidante,

mutagénica e genotoxica destes extratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar prospecgdo fitoquimica por cromatografia em camada delgada dos

principais grupos de metabdlitos secundarios que compdem o0s extratos

vegetais;

e Avaliar in vitro a atividade antioxidante dos extratos vegetais pelo método de
Captura do Radical Livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e Sistema B—

caroteno/acido linoleico;

e Avaliar as agBes mutagénica e genotoxica dos extratos pelos testes

Salmonella/Microssoma e Clivagem Plasmidial respectivamente.

4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Foram realizadas coletas de folhas das espécies de Ficus nos estados do Rio

de Janeiro e Minas Gerais conforme indicado na Tabela 1 e Figura 3:

Tabela 1. Local de coleta das espécies de Ficus

Nome cientifico Municipio UF  Coordenadas Geogréficas
Ficus pulchella Schott ex Spreng. Casimiro de Abreu RJ W -42°00°42” S -22°32°35”
Ficus nevesiae Carauta Arraial do Cabo RJ W -42°13°19” S -22°56°10”
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng.  Vigosa MG W -42°52°23” S -20°45°57”
Ficus obtusiuscula (Mig.) Migq. Vigosa MG W -42°58°05” S -20°40°59”
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As coletas foram realizadas pelos botanicos Victor Pegcanha de Miranda
Coelho e Pedro Paulo de Souza da Universidade Federal de Vigosa em parceria com
o Instituto de Botanica de Sao Paulo. A identificacdo das espécies foi realizada pelo
Dr. Sergio Romaniuc Neto do Instituto de Botéanica de Sdo Paulo (IBT-SP). Para
servir como material de testemunho, parte das amostras coletadas foram herborizadas

e depositadas no Herbério VIC da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 3. Localizacdo geografica de coleta das espécies de Ficus.

4.2 Secagem do material vegetal e obtencédo dos extratos secos

As folhas das espécies coletadas foram separadas e secadas em estufa

ventilada a 39 °C, sendo posteriormente pulverizadas em moinho de facas e

armazenadas.
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Os extratos aquosos foram preparados por infusdo, na proporcdo de 1:20
(relacdo droga:solvente). Para esse procedimento, foram pesados 50g de droga
vegetal finamente pulverizada, sendo em seguida transferidas para Erlenmeyer de
vidro, sendo vertida agua destilada fervente. A droga vegetal foi deixada em contato
com o solvente durante 15 minutos, sob agitacdo. Apés este procedimento, o material
foi filtrado, empregando Kitasato com papel de filtro sob vacuo. Os extratos obtido
foram acondicionados em freezer a -80 °C e posteriormente levados ao liofilizador,

obtendo-se, ao final, os extratos secos que foram empregados no presente estudo.

4.3 Prospeccao fitoquimica

Foi investigada a presenca de metabdlitos secundarios das seguintes classes
nos extratos: cumarinas, alcaloides, triterpenos/esterdides, flavonoides, taninos e
saponinas.

As cromatografias em camada delgada foram realizadas seguindo as
metodologias descritas por Wagner (1996) e Harbone (1984) com adaptacdes,
utilizando cromatofolhas com fase estacionéria silica-gel F254 (Merk®), diferentes
fases moveis, empregando reveladores especificos para cada grupo de metabdlito
secundario. Em alguns casos, para visualizacdo do cromatograma foram empregadas
luzes de comprimento de onda nas regides de 254 e 365 nm. Os resultados obtidos

pela cromatografia foram confrontados com padrdes de referéncia (Tabela 2).

4.4 Quantificacdo de polifendis totais

A concentracdo de polifendis totais foi determinada pelo método
colorimétrico Folin-Cioalteau utilizando padrdo de acido tanico.

O reagente de Folin-Ciocalteu é uma mistura de Oxido de molibdénio
(MoQg), tungstato de sodio (Na,WO,) e acido fosférico (HsPO4) que pode ser
preparado ou adquirido comercialmente. O mecanismo da reacdo de oxidagédo entre
os compostos polifendlicos e o reagente de Folin-Ciocalteu ndo é totalmente
compreendido. O cromdéforo de cor azulada produzido € um complexo
fosfomolibidénico- fosfotunguistico quantificado em 760 nm. A reacdo € feita em

meio basico e necessita de 30 minutos para se completar.
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Foram pesados 20 mg de extrato seco em um béquer, adicionado 50 mL de
agua destilada. Destas soluc@es, foi retirada uma aliquota de 4 mL, e vertida para
baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume completado com agua destilada.

Foi preparada uma solucéo de carbonato de sédio a 15% (15 g de Na,CO3 e
100 mL de agua destilada) que atua estabilizando a reagéo.

Em tubos de ensaios foram adicionados 8,5 mL da solugdo amostra de extrato
seco, 1 mL de Na,COs; e por ultimo 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(Dinamica).

O branco foi preparado, utilizando 8,5 mL de agua destilada em substituicdo
da solucdo de amostra da droga vegetal. As reagdes foram realizadas em triplicata.
Os tubos de ensaio foram agitados e mantidos ao abrigo da luz para reacdao por 30
minutos.

Em seguida, foram tomadas leituras a 760 nm em espectrofotometro UV-
1600 Pro-Analise.

Para quantificacdo dos polifendis foi empregada uma curva padrdo com
solucdo de acido tanico (CRQ) nas seguintes concentracfes: 10, 20, 30, 40, 50 e 60
pg/mL. Foi calculado um coeficiente de correlagéo. O resultado da quantificacéo foi
expresso em Equivalentes Acido Ténico por grama de extrato seco (EAT/Q).

Tabela 2. Fases moveis, reveladores e padrdes de referéncia utilizados para
prospeccdo fitoquimica dos extratos secos das espécies de Ficus.

Metabdlito secundario Fase movel/revelador Padréo de referéncia
Cumarina acetato de etila:metanol:agua F. carica e Venalot®
(100:17:13)/KOH 10% em etanol
Alcal6ides acetato de etila:metanol:agua (100:14:10)/ Quinina

Reagente de Drangendorff
Triterpenos e esterdides tolueno:eter:acido acético 10% (45:45:10)/ B-sitosterol

reagente de Lieberman Burchard

Heterosidios flavonicos acetato de etila:4cido formico:écido acetico Rutina
glacial:agua (55:5:5:12)/ AICI; 5% em metanol
Geninas Flavonicas cloroférmio:acetato de etila (60:40) / AICI; 5% Quercetina
em metanol
Taninos tolueno:butanol:acido acetico:agua Acido pirogalico
(50:25:25:5)/ K3Fe(CN)g 1% e FeCl; 2% (1:1)
Saponinas cloroférmio:acido acético glacial:metanol:agua Aescina

(15:8:3:2)/ Anisaldeido 100 °C

26



4.5 Avaliacdo antioxidante total pelo sistema p—caroteno/acido linoleico

Para a preparacdo da emulsdo B-caroteno/acido linoleico, foram dissolvidos 2
mg de B-caroteno (Fluka) em 10 mL de cloroformio (Vetec) e misturados a 250 pL
de &cido linoléico (Vetec) e 1,835 mL de Tween 20 (Vetec). O cloroférmio foi
removido em rota-evaporador 50 °C por 5 minutos. Foram adicionados 500 mL de
agua destilada aerada por 30 minutos foi adicionada ao residuo semi-sélido e agitado
vigorosamente para formar a emulsao.

Uma aliquota de 5 mL da emulsdo foi adicionada em tubos contendo 1 mL
dos extratos avaliados a 100 pg/mL. As absorbancias foram imediatamente medidas
a 470 nm em um espectrofotbmetro UV-1600 Pr6 Analise, usando um branco
consistido da agua destilada. O controle foi feito com 5 mL de emulsdo e 1 mL de
agua destilada. Também foi avaliado o potencial antioxidante do butil hidroxitolueno
(BHT), uma substancia sintética conhecidamente antioxidante a titulo de
comparacdo. Por ser praticamente insoluvel em agua, foi preciso analisar o potencial
antioxidante do BHT (Vetec) frente a outro Controle, usando o mesmo solvente
(metanol) utilizado para sua diluig&o.

Ap0s a primeira leitura considerada o tempo inicial (zero) os tubos de ensaio
foram colocados em banho-maria a 50 °C e a absorbancia monitorada com intervalos
de 20 min até 120 min.

A porcentagem de atividade antioxidante total das amostras foi avaliada em
termos de diminuigdo das absorbancias comparadas ao controle, usando a seguinte

férmula:

AA = (1 Ao — A
B A0, — A0,

)x 100 @

onde AA ¢ Atividade Antioxidante, A, a absorbancia inicial da amostra, At a
absorbancia da amostra apos 120 min, AQq a absorbancia inicial do controle e AQ; a
absorbancia do controle ap6s 120 min.

Foram realizadas analises estatisticas entre as meédias das absorbancias
espectrofotométricas, que correspondem a inibicdo da oxidacdo de cada extrato seco

e BHT, utilizando a anélise de variancia ANOVA e o teste de médias de Tukey.
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Foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson (P<0,05) entre o teor de
polifendis totais e a atividade antioxidante avaliada por este método para as quatro

espécies de Ficus estudadas.
4.6 Avaliacéo antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH

Este ensaio foi realizado como descrito por Shirwaikar et al. (2006) com
modificacdes. Foi realizado um ensaio espectrofotométrico utilizando uma solucgéo
de DPPH 0,01 mM em metanol (Vetec). A cada 2 mL da amostra dos extratos
(concentragdes 25, 75, 125, 175, 225 ug/mL) foi adicionado 2 mL da solugdo de
DPPH (Sigma). Apds 30 minutos de incubacdo no escuro, as absorbancias das
solucdes foram medidas a 517 nm em espectrofotobmetro UV-1600 Pré Analise
previamente zerado com um branco constituido de 2 mL de amostra de cada extrato
na maior concentragdo (225 pg/mL).

Foi constituida uma solucdo controle com 2 mL de DPPH diluido em 2 mL de
metanol. Como base de comparacao entre o potencial antioxidante das amostras foi
utilizado o antioxidante butil hidroxitolueno (BHT).

A atividade sequestradora de radical livre DPPH (diminuicdo da absorbancia)
de cada amostra foi calculada de acordo com a equacao:

(@)

Aamostra

% captura de radical livre DPPH = (1 - )x 100

Acontrole

Onde: Aamostra © Acontrole S80 @S absorbancias das amostras e do controle.

A concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% do radical livre DPPH
(ICs) foi estimada pela equacéo da reta.

Também foram analisadas estatisticamente as médias das absorbancias
espectrofotométricas, que correspondem a percentagem de inibicdo da oxidacdo para
cada extrato seco e dose testada, além do BHT, utilizando a andlise de variancia
ANOVA e o teste de médias de Tukey.
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4.7 Testes de mutagenicidade

Para avaliacdo das potenciais atividades mutagénicas dos extratos secos de
Ficus pulchella, Ficus adhatodifolia e Ficus obtusiuscula foi empregado o teste
microssomal com Salmonella typhimurium, conhecido como teste de Ames, com e

sem ativacdo metabolica.

4.7.1 Controles positivos e linhagens de S. typhimurium

As linhagens de S. typhimurium empregadas no teste derivam da parental
LT2, auxotroficas para histidina (His"), apresentando diferentes mutacdes no operon
deste aminoacido, sendo construidas para detectar mutacdes do tipo deslocamento do
quadro de leitura ou substituicdo de pares de base no DNA. Essas linhagens sé&o
incapazes de crescer em meio de cultura minimo, sem histidina, a menos que
ocorram mutacGes que restaurem a sua capacidade de sintese. O numero de
revertentes € facilmente medido, pela contagem de col6nias que crescem em meio
minimo, apds a exposicao de uma populacdo de células a substancia a ser testada.

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella
typhimurium. A linhagem TA97 apresenta mutacdo hisD6610 e detecta substancias
que causam erro no quadro de leitura, tendo uma citosina adicional em sequéncia de
seis citosinas no sitio de mutagdo. TA97 possui um segundo sitio para mutacdo em
pares de bases GC, sendo sensivel a compostos que revertem TA1538 e TA98 (Levin
etal., 1982a).

A cepa TA98 apresenta mutacdo no gene hisD3052 que codifica para a
enzima histidinol desidrogenase (EC 1.1.1.23), apresentando como ponto
preferencial para a reversdao oito residuos repetitivos de GC e detecta compostos
mutagénicos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA.

TA100 apresenta mutacdo em hisG46 que codifica a primeira enzima do
processo de biossintese da histidina, a ATP fosforibosiltransferase (EC 2.4.2.17),
através da substituicdo do codon selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG (CTC)
— leucina. Assim, essa cepa detecta agentes mutagénicos que ocasionam
substitui¢des, principalmente neste par GC (Maron e Ames, 1983).

A TA102 de S. typhimurium contém AT no sitio de mutagédo hisG428 e este
sitio esta inserido no plasmideo multicopia pAQ1. A TA102, por ser proficiente em
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mecanismos de reparo, ainda detecta agentes mutagénicos oxidativos, incluindo
bleomicina, peréxido de hidrogénio e mitomicina C (Levin et al., 1982b).
A Tabela 3 resume as caracteristicas das linhagens que foram utilizadas nos

testes mutagénicos.

Tabela 3. Caracteristicas genéticas das linhagens de S. typhimurium mais comumente
utilizadas no ensaio de mutagenicidade.

Linhagem Mutacéo his Tipo de mutagéo Alvo de mutacéo
TA97a hisD6610 Deslocamento do quadro de leitura GC
TA98 hisD3052 Deslocamento do quadro de leitura GC
TA100 hisG46 Substitui¢do de pares de base GC
TA102 hisG428 Substitui¢do de pares de base AT

Como controles positivos foram utilizados compostos mutagénicos em

concentracdes definidas como descrito na Tabela 4:

Tabela 4. Controles positivos utilizados no ensaio mutagenicidade para diferentes
linhagens de S. typhimurium.

Linhagem Controle S9- Dose pg/placa Controle S9+ Dose pg/placa
TA97a 9-aminoacridina 50 2-aminoantraceno 1-5
4-nitro-o-
TA98 ) o 2,5 2-aminoantraceno 1-5
fenilenodiamino
TA100 Azida sbdica 5 2-aminoantraceno 1-5
TA102 Mitomicina C 0,5 2-aminoantraceno 5-10

4.7.2 Verificacdo das caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas
rotineiramente, antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependéncia da
histidina, presenca de mutacdo rfa, presenca de delecdo uvrB, presenca de
plasmideos de resisténcia e taxa de reversdo espontanea foram verificadas de acordo
com Maron e Ames (1983).
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4.7.3 Meios de cultura

Os meios de cultura e solugdes necessarios para 0s ensaios de mutacao
reversa foram preparados de acordo com as especificacdes de Maron e Ames (1983).
Nos ensaios de mutagenicidade foram usados agar minimo glicosado (AMG),
constituido de &gar glicose: 20 g de glicose (Vetec), 15 g de Bacto &gar (Himedia) e
930 mL de agua destilada; ¢ Meio Vogel Bonner “E” 50x concentrado: 10 g de
sulfato de magnésio heptahidratado (Vetec), 100 g de &cido citrico (Vetec), 175 g de
fosfato de sodio e amonio (Vetec), 500g de fosfato de potassio dibasico (Vetec) e
670 mL de agua destilada; na proporcao de 980 mL para 20 mL, respectivamente.

O agar de superficie (“top agar”) foi composto por 0,5 g de cloreto de sodio
(Vetec), 0,6g de Bacto agar e 100 mL de agua destilada, acrescido de 10 mL de uma
solugéo de L-histidina 0,096 mg/mL (Vetec) e D-biotina 0,123 mg/mL (Inlab). Os
meios de cultura foram preparados e esterilizados em autoclave a 121 °C por 30
minutos.

Como controle negativo foi utilizado agua autoclavada, o solvente empregado
para ressuspensdo dos extratos secos. Como controles positivos foram usados 4-
nitro-o-fenilenodiamino (Aldrich) 50 pL (TA97a e TA98), azida sddica (Vetec) 25
puL (TA100), mitomicina C (Bristol Meyrs) 2 uL (TA102), em auséncia de S9 e 2-
aminoantraceno (Vetec) 25 pL (TA97a, TA98 e TA100), 2-aminoantraceno 30 pL
(TA102), em presenca de S9 (Moltox).

4.7.4 Ensaios de mutagenicidade

De acordo com a metodologia de pré-incubacdo, desenvolvida por Maron e
Ames (1983), diferentes concentragdes dos extratos vegetais foram misturadas a 0,5
mL de tamp&o fosfato 0,2 M pH 7,4, 0,1 mL de cultura de bactérias com 0,2 x 10°
bactérias/mL e incubadas a 37 °C por 30 minutos. Decorrido o tempo de incubacéo,
2 mL de “top agar”, contendo tracos de L-histidina e D-biotina, foram adicionados a
mistura presente nos tubos. O contetdo de cada tubo, assim composto, foi levemente
homogeneizado em vortex e vertido sobre a superficie de uma placa contendo agar
minimo glicosado. Apos solidificagdo do “top agar”, as placas foram incubadas por
48 horas, a 37 °C. Ao término desse periodo, foi realizada a contagem do numero de

col6nias revertentes por placa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.7.5 Analise dos resultados mutagénicos

Os dados de mutagenicidade dos extratos secos foram analisados utilizando a
anélise de varidncia ANOVA e o teste de Tukey entre as médias do nimero de
revertentes nas diferentes doses testadas e o controle negativo, seguido de uma
regressao linear.

Além da andlise de variancia, a partir dos resultados obtidos, foi calculada a
razdo de mutagenicidade (RM) para cada dose analisada, que é a média do nimero
de revertentes na placa teste dividido pela média do nimero de revertentes por placa
do controle negativo (reversdes espontaneas). As amostras foram consideradas
positivas para atividade mutagénica quando seu RM foi maior ou igual a dois em
pelo menos uma das doses testadas e quando houve correlagdo dose-resposta (R? >
0,8) entre as concentracGes testadas e o nimero de revertentes induzidos. Por outro
lado, a amostra foi considerada negativa para atividade mutagénica quando nao
induziu aumento significativo no nimero de revertentes His* e seu valor RM foi
menor que dois para todas as doses testadas. Quando somente um dos critérios foi
atingido, considerou-se que a amostra apresentou indicios de mutagenicidade.

4.7.6 Consideraces de seguranca

A linhagem selvagem de Salmonella typhimurium apresenta patogenicidade
ao ser humano e é capaz de causar intoxicacdo alimentar e diarréia. Porém, as
linhagens utilizadas no teste de Ames apresentam mutacdes, rfa e gal, que tornam
estas células ndo patogénicas, j& que sdo desprovidas da camada de polissacarideo
que reveste a superficie bacteriana.

Contudo, procedimentos basicos de um laboratério de microbiologia e
técnicas assepticas foram utilizados a fim de minimizar a exposicdo as cepas de S.

typhimurium (Mortelmans et al., 2000).
4.7.7 Teste de citotoxicidade

A dose maxima de extrato a ser testada foi determinada pela solubilidade do

extrato seco em agua e ficou fixada em 150 mg/mL. Para determinar a citotoxicidade
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a Salmonella typhimurium dos extratos secos das espécies F. pulchella, F.
adhatodifolia e F. obtusiuscula foi utilizado a linhagem TA100 sem uso do fator S9,
de acordo com Stankevicins et al. (2008), com algumas modificagdes.

A cultura de bactéria a uma densidade de 0,4 x 10° bactérias/mL foi diluida
até a densidade 0,4 x 10? bactérias/mL. Uma aliquota de 100 uL de extrato na
concentragdo de 150 mg/mL foi adicionada a 500 pL de tampdao fosfato 0,2 M pH
7,4 e 100 pL de cultura de bactéria em um tubo de ensaio. Os tubos assim preparados
foram incubados a 37 °C por 30 minutos. Ap6s o periodo de incubacdo foi
adicionado 2 mL de &gar de superficie, composto por &gar e cloreto de sddio, e
misturado em vortex. O conteudo de cada tubo foi vertido em placas contendo agar
minimo glicosado (AMG) e meio Vogel Bonner “E” 50X concentrado, enriquecido
com histidina e biotina. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por 24 horas € 0
namero de colbnias crescidas foi contado. O experimento foi realizado em triplicata.

O numero médio de col6nias crescidas nas placas tratadas com os extratos
secos foi comparado frente a um controle negativo (sem extrato), utilizando a analise
de variancia ANOVA e o teste de médias de Tukey. Doses de extratos que inibam o
crescimento de colonias em mais de 30% quando comparadas com o controle

negativo sdo consideradas citotoxicas (Stankevicins et al., 2008).

4.8 Testes de genotoxicidade

Na avaliacdo do potencial genotdxico dos extratos vegetais, foi utilizado o
teste de clivagem plasmidial. Para a realizacdo deste teste foi utilizado o plasmideo
multicépia pUC18, de Escherichia coli que possui 2,7 kb com marca de selecdo para
ampicilina. O pUC18 foi extraido de E. coli DHS5a pelo método de lise alcalina
(Sambrook et al.,1989). Em seguida, 20 pug de DNA plasmidial foram incubados com
diferentes concentracdes de extratos, por 1 horaa 37 °C.

O principio deste teste baseia-se na técnica de analise de DNA por
eletroforese, onde a molécula de DNA, por possuir carga negativa em pH neutro ou
alcalino, migra para o polo positivo quando submetida a um campo elétrico. A
velocidade de migracdo do DNA depende do tamanho da molécula.

Assim, uma aliquota de 20 uL foi aplicada em gel com matriz de agarose
(Himedia) 0,8% em tampdo TBE (Tris-borato-EDTA) 1X, pH 8,3, previamente
corado com brometo de etidio (Sigma) 1 pg/mL. Esse corante se intercala entre as

33



bases dos &cidos nucléicos e, na presenca de luz Ultra Violeta (entre 260 e 360 nm),
fluoresce em vermelho alaranjado. Como controle positivo foi utilizado o cloreto de
estanho (Vetec). O controle negativo foi o DNA tratado com &gua destilada. A
comparacdo entre as bandas de DNA incubado com o extrato e com as bandas dos
controles positivo e negativo foi usada para diagnosticar possivel acdo genotdxica
dos extratos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

As espécies de Ficus coletadas foram identificadas e depositadas em exsicatas
no Herbéario VIC da Universidade Federal de Vicosa conforme a Tabela 5:

Tabela 5. Exsicatas das quatro espécies de Ficus depositadas no Herbario VIC.

Espécie Data de Coleta Exsicata
Ficus pulchella Schott ex Spreng. 02/11/2010 *
Ficus obtusiuscula (Mig.) Mig. 08/08/2007 VIC 31713
Ficus nevesiae Carauta 02/11/2010 *
Ficus adhatodifolia Schott ex Spreng. 04/10/2007 VIC 31644

* No momento da coleta ndo apresentaram material fértil para incorporagdo em herbario. Serd obtida
posteriormente.

5.2 Obtencao dos extratos
Os extratos secos provenientes das folhas de espécies de Ficus obtidos apos a
liofilizacdo dos extratos aquosos foram pesados, sendo calculado o rendimento

(Tabela 6).

Tabela 6. Rendimento dos extratos secos das folhas de espécies de Ficus.

Espécie Quantidade de droga Extrato seco Rendimento do extrato
vegetal (g) liofilizado (g) seco (%)
F. pulchella 50 5,8 11,6
F. obtusiuscula 50 3,8 7,6
F. nevesiae 50 6,7 13,4
F. adhatodifolia 50 2,4 9,8
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A extracdo dos componentes das folhas de Ficus foi seletiva para compostos
mais polares, uma vez que foi utilizada &gua como solvente extrator. Este método de
extracdo foi escolhido de forma a aproximar ao modo de uso dessas plantas na
medicina popular. O processo de liofilizagdo para obtencdo dos extratos secos € um
método que garante um maior periodo de conservagdo dos extratos e manutengdo da

integridade dos compostos quimicos.

5.3 Prospeccao Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica do extrato seco das folhas de espécies de Ficus,
realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), estdo apresentados na
Tabela 7. Os resultados mostram a variedade de grupos de metabdlitos secundarios

encontrados e ainda a semelhanca do perfil fitoquimico entre as espécies.

Tabela 7. Resultados da prospeccdo fitoquimica, por cromatografia de camada
delgada, dos extratos secos de quatro espécies de Ficus.

Classe de metabdlito Extratos secos
secundario F. pulchella F. obtusiuscula  F. nevesiae  F. adhatodifolia
Cumarinas - + + +
Alcal6ides - - - -

Triterpenos e esterdides - - - -
Heterosideos flavdnicos + + + +
Geninas flavonicas - - - -
Taninos + + + +

Saponinas - - - -

+: positivo; -: negativo.

O género Ficus tem sido alvo de estudos de diversos pesquisadores e a
avaliacdo do perfil fitoquimico das folhas de espécies deste género tem revelado
substancias (Darbour et al., 2007) de variadas classes de metabdlitos secundarios,
como flavonoides (Wu et al., 2002), triterpenos (Li et al., 2006), alcaloides (Yang et
al., 2006), cumarinas (Chang et al., 2005) e taninos (Singh et al., 2011).
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5.4 Quantificacao de polifenois totais

A Tabela 8 mostra a concentragdo de polifendis totais, em Equivalentes
Acido Tanico por grama de extrato seco (EAT/g), das amostras de quatro espécies de

Ficus, determinada pelo método colorimétrico com reagente de Folin-Ciocalteau:

Tabela 8. Concentracdo de polifendis totais nos extratos secos das amostras de Ficus
analisadas em triplicata e desvio padrdo

Extrato seco (espécie de Ficus) Contelido Fendlico (mg EATI/Q)
F. pulchella 117,00 £ 0,011
F. obtusiuscula 127,26 + 0,005
F. nevesiae 101,35 + 0,002 "
F. adhatodifolia 82,36 + 0,001 ¢

EAT (Equivalentes Acido Tanico). Tratamentos seguidos por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si ao nivel P<0,05 pelo teste de Tukey.

A andlise estatistica revelou que ndo ha diferenca significativa entre a
concentracdo de polifendis totais dos extratos secos de Ficus pulchella e Ficus
obtusiuscula. Os extratos secos de Ficus nevesiae e Ficus adhatodifolia foram
significativamente diferentes entre si e entre 0s demais extratos.

O teores de compostos fendlicos totais encontrados nos extratos secos das
espécies estudadas sdo préximos aos encontrados na literatura para outras espécies de
Ficus, como a F. nitida (105,38 mg Equivalentes Acido Gélico/g), F. lyrata (131,38
mg EAG/g) e F. sycomorus (120,46 mg EAG/g) (Abdel-Hameed, 2009).

5.5 Avaliacio antioxidante total pelo sistema p—caroteno/acido linoleico

O extrato seco de F. obtusiuscula, numa concentracdo de 100 pg/mL,
apresentou 39,91% de inibicdo da oxidacdo no tempo maximo de 120 minutos,
enquanto que a F. pulchella apresentou 38,23%, F. nevesiae 37,97% e F.
adhatodifolia 36,16%, todas na mesma concentracdo e intervalo de tempo (Figura 4).
No entanto, a andlise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa
(P<0,05) entre a capacidade antioxidante dos extratos secos analisados pelo sistema
[B—caroteno/acido linoleico, o que mostra a similaridade entre as espécies do mesmo
género. A anélise do potencial antioxidante do BHT (Figura 5) numa concentragdo
de 75 pg/mL inibiu 80% da oxidacdo no tempo maximo de 120 minutos pelo sistema

[3—caroteno/acido linoleico.
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Figura 4. Comparacdo da atividade antioxidante dos extratos secos de folhas de

espécies de quatro espécies de Ficus (100 pg/mL) e BHT (75 pg/mL) analisadas pelo
Sistema B-caroteno/acido linoleico.
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Figura 5. Porcentagem de inibi¢do da oxidagdo dos extratos secos (100 pg/mL) de
quatro espécies de Ficus e BHT (75 pg/mL) analisadas pelo Sistema p-

caroteno/acido linoleico. Tratamentos seguidos por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A correlagéo entre o conteido de polifendis totais e a capacidade antioxidante
tem sido estudada por diversos autores (Cai et al., 2004; Kumaran e Karunakaran,
2006). Estudos tém estabelecido uma correlacdo positiva, enquanto outros estudos

relatam néo haver correlagéo (Yu et al., 2002).
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Apesar de capacidade antioxidante dos extratos secos ndo se diferenciarem
entre si estatisticamente, o coeficiente de correlacdo de Pearson (P<0,05) entre o teor
de polifendis totais e a capacidade antioxidante avaliada pelo Sistema p-
caroteno/acido linoleico dos quatro extratos secos estudadas mostrou correlacéo
positiva (p = 0,96) (Figura 9), assim como reportado no trabalho de Abdel-Hameed
(2009) quando foram avaliadas para seis espécies de Ficus.
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Figura 6. Correlacdo entre a concentracdo de polifendis totais e capacidade
antioxidante avaliada pelo Sistema B-caroteno/acido linoleico dos extratos secos de
folhas de quatro espécies de Ficus.

5.6 Avaliacdo antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH

A Tabela 9 mostra os resultados da porcentagem de captura do radical livre
DPPH pelos extratos secos analisados. O BHT foi empregado como controle
posistivo. As atividades antioxidantes dos extratos secos das quatro espécies de Ficus
foram calculadas estabelecendo uma regressao linear (Figura 7) com base na Tabela
9.
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Tabela 9. Porcentagem de captura do radical livie DPPH e desvio padrdo do extrato
seco das folhas de quatro espécies de Ficus.

Extrato aquoso Dose (ug/mL) % Captura DPPH
F. pulchella 25 15,06 £ 0,007
75 24,22 + 0,005
125 38,45 + 0,007
175 43,83 £ 0,008
225 64,11 + 0,007
F. obtusiuscula 25 21,49 £ 0,001
75 40,87 £ 0,002
125 56,09 + 0,009
175 70,85 + 0,004
225 80,77 £ 0,004
F. nevesiae 25 18,92 + 0,003
75 30,65 + 0,006
125 38,91 + 0,006
175 46,32 £ 0,007
225 56,09 £ 0,002
F. adhatodifolia 25 16,81 £ 0,002
75 32,55+ 0,003
125 52,61 £ 0,010
175 67,37 £ 0,006
225 81,53 £ 0,009
BHT 21,34 +0,01
61,17 £ 0,01
10 82,59 + 0,00
20 90,23 + 0,00
30 91,90 £ 0,00
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Figura 7. Comparacdo das curvas obtidas pelo método de captura do radical livre

DPPH para célculo do valor ICsy dos extratos secos de quatro espécies de Ficus e
BHT.

Os resultados mostraram o potencial antioxidante das quatro espécies de Ficus em
ordem decrescente: F. obtusiuscula > F. adhatodifolia > F. pulchella > F. nevesiae,
com ICsp de 111,48, 124,68, 179,65 e 190,66 pg/mL respectivamente. Contudo, a
analise estatistica mostrou ndo haver diferenca significativa (P<0,05) entre o
potencial antioxidante dos extratos secos analisados pelo método de captura do
radical livre DPPH. O valor ICs, do BHT foi 3,21 pg/mL.
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A Figura 8 mostra comparagédo entre os valores de 1Csy dos extratos secos, e
também o 1Csq calculado para 0 BHT empregando este mesmo método de avaliagdo

antioxidante.

250

200

150

100

IC 50 (ug/mL)

50

F. pulchella F. obtusiuscula F. nevesiae F. adhatodifolia ~ BHT

Figura 8. Comparacdo do valor ICs (ug/mL), calculado pelo método de Captura do
Radical Livre DPPH, entre os extratos secos das quatro espécies de Ficus e BHT.

Tratamentos seguidos por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey.

Ficus obtusiuscula é a espécie com o maior teor de polifendis totais (127,26
mg EAT/g) e apresentou 0 menor valor de 1Cso dentre os extratos secos estudados, ou
seja, seu extrato seco possui a maior capacidade antioxidante dentre as espécies

estudadas.

5.7 Testes de mutagenicidade

N&do foram realizados os testes de mutagenicidade e genotoxicidade para a
espécie Ficus nevesiae devido a escassez de material vegetal. Esta espécie é

considerada em perigo EN B1 (Pederneiras et al., 2011).

5.7.1 Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade mostrou que a dose de 15 mg/placa dos trés extratos

secos testados ndo apresentou citotoxicidade para a linhagem TA100 de Salmonella
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typhimurium na auséncia do fator S9 (Tabela 10). Quando empregado essa dose
observou-se que as cepas tratadas com os extratos secos tiveram média de unidades
formadoras de colénias (UFC) estatisticamente igual ao controle negativo (P<0,05).
A dose de 15 mg/placa foi determinada pelo limite de solubilidade dos extratos secos

em agua. Acima dessa dose, houve dificuldade de solubilizagéo das amostras.

Tabela 10. Citotoxicidade expressa pela média de UFC da linhagem TA100 (S9-) de
Salmonella typhimurium expostas a 15 mg/placa de extratos secos de trés espécies de
Ficus e o controle negativo.

Extrato seco 15 mg/placa Média de UFC
Ficus pulchella 404,33 +7,77°
Ficus adhatodifolia 397,33+8,5°
Ficus obtusiuscula 397 £7,94%
Controle negativo 386,67 +8,33 %

Tratamentos seguidos por uma mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey.

Na literatura existe relato de citotoxicidade de flavondides como a apigenina,
encontrada no caule de Ficus formosana, frente a linhagens de células cancerigenas
(Sheu et al., 2005). Da mesma forma, alguns triterpenos isolados de raizes aéreas de
Ficus microcarpa (Chiang et al., 2005) e alcaldides isolados de folhas de Ficus
septica (Wu et al., 2002), demonstraram citotoxicidade para linhagens de células
humanas cancerigenas. No entanto, estes grupos de metabolitos secundarios nao
foram identificados nos extratos do presente trabalho.

Como o resultado do teste citotoxico indicou a ndo toxicidade dos extratos
secos para S. typhimurium, na dose de 15 mg/placa, esta foi selecionada para ser

usada nos ensaios subsequentes de mutagenicidade.
5.7.2 Ensaios de mutagenicidade
A Tabela 11 mostra a média do numero de bactérias revertentes antes e ap0s a

ativacdo metabolica dos extratos secos das especies Ficus pulchella, Ficus

adhatodifolia e Ficus obtusiuscula.
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Tabela 11. Atividade mutagénica expressa pela média do niumero de revertentes e desvio padrdo nas linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de
S. typhimurium expostas a varias doses dos extratos secos das folhas de trés espécies de Ficus com (S9+) ou sem (S9-) ativacdo metabolica.

Revertentes His+/placa

Extrato/Espécie Dose mg/placa TA97a TA98 TA100 TA102
S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+
F. pulchella 1,875 949,33 £ 16*  1286,67 + 144 39+5 55,33+ 8 190,63 + 13 197,678 259,33 £51 105 + 16
3,75 1366,66 + 68* 1088 + 267 68 + 12* 68,67+ 3 142,33+12 200,33+21 281+41 214,67 + 46*
7,50 144266+ 122* 1222,67 +176 101,67 +17* 108,67 + 37* 155,04 + 44 239+40 385,33+23 405,67 + 150*
11,25 1056 + 139*  1322,67 £ 111 156 + 19* 177,33 + 31* 204,42 + 32* 264 +30 398,33 +28* 594 + 78*
15 1149,33 + 405* 1492 £ 105 199,33 +16* 259,33 + 16* 255,62 £ 19* 320,5+34* 4275+ 9* 750 + 98*
F. adhatodifolia 1,875 858,66 + 157 1256 + 157 19+3 21+6 151,33 +19 130+21 318 £ 13 81+16
3,75 1040 + 49* 1220 + 277 19,67 +4 30,6716 17533 +11 180,33+15 358,67 + 36 72+8
7,50 1098,66 + 170* 996 +293  33,33+17 23,33+2 182,5+ 30 159+24 397,33+49 76,33+ 11
11,25 1166,66 £ 307* 1113,33+129 36,67+ 11 35,33 £ 3* 191+ 38 1715+ 19 442,67 £ 63* 101,67 +8
15 568 + 34 132533+96 34,33+ 12 43+ 1* 229+9* 200,5+19* 44933+39* 118,33 +15*
F. obtusiuscula 1,875 722,66 + 265 994,67 + 154 20,67 £ 6 29+10 192,33+5 168,33+25 305,33 +52 64,33 £ 12*
3,75 633,33 +191  1382,67 +173 30,337 19,33+2 174,67+20 157,33+12 344 +53 83,33+ 22
7,50 417,33+36 157333+ 70*  29,67+10 26+6 164,67 + 39 162 +11 368 +93 118,33 + 10
11,25 608 + 147 1340 + 152 33,67+3 39+9 209+6 166 +15 370,67 + 68 139,33+ 7
15 710,67+25 1397,33 416 3514 29,678 188+18 162,67 +32 274 £ 18 178 + 18*
Controle negativo 301+10 994,67 + 66 18,67 +4 25,336 175+9 169,67 £242 240,33+25 42,33+2
Controle positivo 1188+ 70* 1709,33 + 106* 165 + 24* 174 £ 57* 1629,33 + 237* 538,67 +24* 1584 + 52* 83+11

* P<0,05 (ANOVA); Controle negativo: H,0 0,1 mL; Controles positivos: 4-nitro-o-fenilenodiamino 5 pg/placa (TA97a e TA98), azida sédica 5 pg/placa (TA100), mitomicina C 0,5 pg/placa
(TA102), e 2-aminoantraceno 5 pg/placa (TA97a+S9, TA98+S9, TA100+S9 e TA102+S9).
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O extrato de Ficus pulchella apresentou RM maior que dois em todas as
doses testadas para a linhagem TA97a sem ativacdo metabdlica (S9-). Apoés a
metabolizacdo o valor de RM do extrato ndo ultrapassou 1,5 na maior dose testada
(15 mg/placa) (Tabela 12). Esses resultados demonstram que a atividade mutagénica
desse extrato é reduzida pela ativagdo metabdlica para a linhagem testada. Para
linhagem TA98, o extrato seco de F. pulchella apresentou RM > 2 para maioria das
doses testadas e correlacdo dose-resposta significativo, na presenca e auséncia de
ativacdo metabdlica. Frente a linhagem TA100 houve menor sensibilidade a reverséo
causada pelo extrato de F. pulchella em comparacdo as linhagens TA97a e TA98,
porém, apresentou RM maior que dois para as doses de 11,25 e 15 mg/placa sem
ativacdo metabolica, e correlacdo dose-resposta significativa (Tabela 13). Com
ativacdo metabdlica do extrato seco de F. pulchella para TA100 nao foi observado
valor de RM > 2, no entanto observou-se efeito dose-resposta significativo. Para a
linhagem TA102 (S9-) o extrato seco das folhas de F. pulchella ndo apresentou RM
maior ou igual a dois, porém foi observada significativa correlacdo dose-resposta (R
= 0,89). Para TA102 S9+ todas as doses testadas apresentaram RM maior que dois e
correlago dose-resposta significativa (R?=0,99).

O extrato de F. adhatodifolia apresentou razdo de mutagenicidade superior a
dois para a linhagem TA97a (S9-) e possivel indicio de toxicidade para a dose de 15
mg/placa para esta linhagem. A analise deste extrato com a linhagem bacteriana
TA102 mostrou RM de 2,4 e 2,8 para as doses 11,25 e 15 mg/placa respectivamente
na presenca de ativagdo metabolica e significativa correlacdo dose-resposta na
presenca e auséncia de metabolizagdo (Tabela 13). Nao foram observados RM > 2
para este extrato nas demais linhagens testadas, com ou sem ativacdo metabolica,
entretanto, foi observada correlacdo significativa para efeito dose-resposta para
linhagem TA100 (S9-) (Tabela 13). A anélise do extrato de F. obtusiuscula mostrou
valor de RM maior que dois para linhagem TA97a sem ativacdo metabdlica,
enquanto que com ativacdo metabolica ndo foi observado RM maior ou igual a dois
para todas as doses testadas (Tabela 12). Para a linhagem TA102, o extrato de F.
obtusiuscula mostrou RM maior que dois para as doses de 7,5, 11,25 e 15 mg/placa
com ativacdo metabolica e efeito dose-resposta significativo. As analises deste
extrato com as demais linhagens de S. typhimurium mostraram valores de RM
inferiores a dois na presenca e auséncia da simulacdo de metabolismo e também n&o

foi observado correlacédo significativa para efeito dose-resposta.

44



Tabela 12. Atividade mutagénica expressa pela Razdo de Mutagenicidade nas linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium
expostas a varias doses dos extratos secos das folhas de trés espécies de Ficus com (S9+) ou sem (S9-) ativagdo metabdlica.

Razao de Mutagenicidade (RM)

Extrato/Espécie Dose mg/placa TA97a TA98 TA100 TA102
S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+
F. pulchella 1,875 3,15 1,29 2,09 2,18 1,09 1,17 1,08 2,48
3,75 4,54 1,09 3,64 2,71 1,44 1,18 1,17 5,07
7,50 4,79 1,23 5,45 4,29 1,80 1,41 1,60 9,58
11,25 3,51 1,33 8,36 7,00 2,12 1,56 1,66 14,03
15 3,82 1,50 10,68 10,24 2,85 1,89 1,78 17,72
F. adhatodifolia 1,875 2,85 1,26 1,02 0,83 0,86 0,77 1,32 1,91
3,75 3,46 1,23 1,05 1,21 1,00 1,06 1,49 1,70
7,50 3,65 1,00 1,79 0,92 1,04 0,94 1,65 1,80
11,25 3,88 1,12 1,96 1,39 1,09 1,01 1,84 2,40
15 1,89 1,33 1,84 1,70 1,31 1,18 1,87 2,80
F. obtusiuscula 1,875 2,40 1,00 1,11 1,14 1,10 0,99 1,27 1,52
3,75 2,10 1,39 1,63 0,76 0,91 0,93 1,43 1,97
7,50 1,39 1,58 1,59 1,03 0,94 0,95 1,53 2,80
11,25 2,02 1,35 1,80 1,54 1,19 0,98 1,54 3,29
15 2,36 1,40 1,88 1,17 1,07 0,96 1,14 4,20
Controle positivo 3,95 1,72 8,84 6,87 9,31 3,17 6,59 1,96
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Tabela 13. Correlacdo dose-resposta calculada pela regressdao linear da meédia do
namero de revertentes nas linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de S.
typhimurium expostas a varias doses dos extratos secos de trés espéecies de Ficus com
(S9+) ou sem (S9-) ativacdo metabolica.

Linhagens de Salmonella typhimurium

. R’ TA97a R TA98 R? TA100 R? TA102
Extrato/Espécie
S9- S9+ S9- S9+  SO- S9+ S9-  S9+
F. pulchella 0,008 0,59 099 097 097 097 089 0,99
F. adhatodifolia 0,13 0,009 076 072 09 057 093 08
F. obtusiuscula 8E-05 0,41 072 027 03 3E-05 0,04 0,99

O extrato seco das folhas de F. pulchella apresentou indicios de
mutagenicidade para a linhagem TA97a (S9-) e foi considerado ndo mutagénico para
TA97a (S9+). Este mesmo extrato foi mutagénico para linhagem TA98 S9+ e S9-
(Tabela 13). Para linhagem TA100 o extrato é considerado mutagénico na auséncia
de metabolizacdo e possui menor atividade mutagénica frente a ativacdo metabdlica,
porém, foi observado efeito dose-resposta significativo (R* = 0,97) (Tabela 13) o que
demonstra que ha indicios de mutagenicidade. Para a linhagem TA102 o extrato de
F. pulchella apresentou indicios de mutagenicidade na auséncia de metabolizagdo e
considerado mutagénico positivo quando metabolizado. Portanto, o extrato seco de
F. pulchella induziu os dois tipos de mutacGes que podem ser detectadas por estas
linhagens bacterianas, deslocamento do quadro de leitura e substituicdo de pares de
bases, mostrando ainda a presenca de compostos mutagénicos tanto de acéo direta,
que induzem mutagbes antes de ser metabolizados, quanto de acdo indireta, que
necessitam ser ativados para que seus metabdlitos promovam mutacées.

F. adhatodifolia teve seu extrato seco considerado mutagénico apenas para a
linhagem bacteriana TA102 (S9+), apresentando indicios de mutagenicidade para
TA102 (S9-) e para as linhagens TA97a (S9-) e TA100 (S9-).

Ja o extrato seco de F. obtusiuscula é considerado mutagénico para linhagem
TA102 (S9+) e apresenta indicio de mutagenicidade para a linhagem TA97a (S9-).
Para as demais linhagens este extrato foi considerado mutagénico negativo.

A metabolizacdo dos extratos diminuiu o potencial mutagénico da F.
adhatodifolia para as linhagens TA97a e TA100. Da mesma forma aconteceu com o
extrato de F. obtusiuscula para linhagem TA97a e com o extrato de F. pulchella para
as linhagens TA97a e TA100.

46



Tabela 14. Atividade mutagénica positiva, negativa ou indicio de mutagenicidade nas
linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de S. typhimurium expostas a varias doses
dos extratos secos das folhas de trés espécies de Ficus com (S9+) ou sem (S9-)
ativagdo metabdlica.

Linhagens de Salmonella typhimurium

TA97a TA98 TA100 TA102
Extrato/Espécie
S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+ S9- S9+
F. pulchella * - + + + + + +
F. adhatodifolia * - - - + - + +
F. obtusiuscula * - - - - - - +

+: Mutagénico; -: Ndo Mutagénico; +: Indicio de mutagenicidade.

Foi observado aumento de atividade mutagénica na analise dos extratos secos
das trés espécies de Ficus para a linhagem TA102 com ativacdo metabdlica (Tabelas
11 e 12). A linhagem TA102 detecta mutagdes do tipo substitui¢cdes de pares de base,
tendo ligagdes AT como alvo, em contraste com as demais linhagens bacterianas
utilizadas nos testes. A TA102 detecta mutagenos oxidativos como raio-x, luz UV,
mitomicina C, peroxido de hidrogénio, aldeidos e quinonas (Levin et al., 1982b).
Flavondides como a quercetina tém sido descritas por apresentar atividade
mutagénica sem ativacdo metabdlica e ter sua atividade mutagénica aumentada na
presenca de ativacdo metabdlica Essa atividade esta relacionada com a presenca de
hidroxila livre no anel B na posicdo C-3, uma dupla ligacdo entre C2-C3 e um grupo
ceto na posicdo C-4. Baseado nesses requisitos foi proposta a via metabdlica para
que o flavondide seja ativo e interaja com 0 DNA. Para a quercetina, 0 processo pode
incluir oxidacdo enzimética ou quimica a quercetina orto-quinona, seguida de
isomerizacdo da orto-quinona a quinona metidica (Rietjens et al., 2005; Moreira et
al., 2002). Diversos flavonoides tém sido isolados de folhas de espécies do género
Ficus como: rutina (F. carica), isoquercetrina (F. ruficaulis), 5-hidroxi-7,5’-
dimetoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona (F. gomelleira).

A presenga de polifendis nos extratos secos das espécies de Ficus pode estar
relacionada a mutagenicidade observada no teste microssomal com S. typhimurium.
Importante observar que o extrato seco de F. pulchella foi considerado mutagénico
ou apresentou indicios de mutagenicidade para todas as linhagens de S. typhimurium

estudadas, e que este extrato apresenta contedo fendlico total significativamente
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(P<0,05) igual ao extrato de F. obtusiuscula, que foi considerado mutagénico apenas
para TA102 (S9+). Isto indica que a mutagenicidade do extrato seco de F. pulchella

possivelmente esta relacionada a compostos quimicos especificos desta espécie.

5.8 Teste de genotoxicidade

Os extratos secos de F. pulchella, F. adhatodifolia e F. obtusiuscula foram
avaliados quanto ao seu potencial genotdxico atraves do teste de clivagem plasmidial
que utiliza da mudanca topoldégica do DNA em contato com agentes genotoxicos,
como por exemplo, o cloreto de estanho (SnCly;). O objetivo foi avaliar a
genotoxicidade dos extratos secos das folhas de espécies de Ficus na maior dose de
extrato utilizada no teste de mutagenicidade (15 mg).

A Figura 12 mostra os ensaios com DNA plasmidial tratado com os extratos
secos com dose de 15 mg. Esta dose foi estabelecida pelo limite de diluicdo dos
extratos secos em agua. Nao foi possivel observar nenhuma das conformacdes do
DNA plasmidial para os extratos secos de F. pulchella e F. obtusiuscula, fato que
motivou a realizagdo de novos ensaios utilizando doses menores de extrato seco. Para
o0 extrato seco F. adhatodifolia foi possivel visualizar o aparecimento de bandas de
DNA plasmidial com reducdo da conformacdo superhelicoidal (forma 1),
caracterizando possivel efeito genotoxico.

Foram realizados novos ensaios para 0s extratos secos das espécies de Ficus
nas doses de 7,5 mg (Figura 13) e 1 mg (Figura 14). Assim, na Figura 13 mostra
indicios de genotoxicidade para os extratos de F. adhatodifolia e F. obtusiuscula, e
ndo foi observada a presenca de bandas plasmidiais para o extrato de F. pulchella.
Com a diminuicdo da dose de extrato seco para 1 mg (Figura 14), ainda é possivel
visualizar potencial acdo genotdxica para os extratos de F. adhatodifolia e F.
obtusiuscula, visto que h& diminuicdo da topologia superhelicoidal do plasmidio,
quando ha comparacdo com a topologia do DNA plasmidial dos extratos secos com o
controle negativo tratado com agua destilada. Ja para o extrato seco de F. pulchella
ndo foi possivel a analise genotdxica pela ndo visualizagdo das bandas de DNA
plasmidial.

48



Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% do plasmideo pUC18, apos
tratamento com as seguintes concentracGes de C-: controle negativo (20 ug DNA
pUC18 + 100 pL H,0); C+: controle positivo (20 pg DNA pUC18 + 750 pg SnCly);
P1: 20 ug DNA pUC18 + 15 mg extrato F. pulchella; Al: 20 ug DNA pUC18 + 15
mg extrato F. adhatodifolia; O1: 20 pug DNA pUC18 + 15 mg extrato F.
obtusiuscula. Forma I: conformacdo superhelicoidal.

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% do plasmideo pUC18, apés
tratamento com as seguintes concentracdes de C-: controle negativo (20 ug DNA
pUC18 + 100 pL H,0); C+: controle positivo (20 pg DNA pUC18 + 750 pg SnCly);
P2: 20 ug DNA pUC18 + 7,5 mg extrato F. pulchella; A2: 20 ug DNA puUC18 + 7,5
mg extrato F. adhatodifolia; O2: 20 ug DNA puUC18 + 7,5 mg extrato F.
obtusiuscula. Forma I: conformacdo superhelicoidal.

Assim, a Figura 14 mostra o surgimento de arraste de fragmentos de DNA
sem o aparecimento de bandas para o ensaio com extrato seco de F. pulchella. Nesse
sentido, corridas eletroforéticas para este extrato seco foram realizadas a fim de
identificar possiveis agdes enzimaticas ou contaminacao, presentes neste extrato, o
que poderia estar promovendo a degradacdo do DNA. Assim, amostras do extrato
seco de F. pulchella foram tratadas com aquecimento a 97 °C por 10 minutos,

ampicilina e com EDTA.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% do plasmideo pUC18, ap6s
tratamento com as seguintes concentracdes de C-: controle negativo (20 ug DNA
pUC18 + 100 puL H,0); C+: controle positivo (20 pg DNA pUC18 + 750ug SnCly);
P3: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella; A3: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg
extrato F. adhatodifolia; O3: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. obtusiuscula.
Forma I: conformacao superhelicoidal.

Pl PIIl PIII PIII PIV PIV PIV

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% do plasmideo pUC18, apés
tratamento com as seguintes concentracdes de C-: controle negativo (20 ug DNA
pUC18 + 100 pL H,0); PI: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella; PII: 20
Hng DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella (extrato aquecido a 97 °C por 10
minutos); PI11: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella + 100 pg/mL
ampicilina; PIV: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella + 20 uL EDTA 10
mM. Forma I: conformacéo superhelicoidal.

De acordo com os resultados da Figura 15, observa-se que a amostra tratada
com o antibiético ampicilina teve 0 mesmo padrdo da amostra de extrato sem
tratamento, ficando descartada a hipétese de degradacdo do DNA plasmidial devido
a contaminacdo. Em andlises mutagénicas de extratos vegetais pelo teste de Ames a
ampicilina é utilizada a fim de evitar contaminagdes, ja que as linhagens de S.
typhimurium possuem o plasmidio pKM101 que confere resisténcia a este
antibidtico. A ampicilina foi usada nos testes mutagénicos para 0 mesmo extrato de
F. pulchella a fim de se inibir contaminacao bacteriana, sendo o resultado satisfatorio
onde néo foi observada contaminacédo bacteriana.

A presenca de bandas de DNA para as amostras tratadas com aquecimento e
EDTA (Vetec) suscitou a hipotese de acdo enzimética nos extratos de F. pulchella,
uma vez que enzimas DNAses apresentam sua atividade inibida mediante

aquecimento ou uso de agentes quelantes de ions como o0 EDTA (Baker et al., 1998),
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fato que estaria levando ao aparecimento de bandas de DNA plasmidial conforme
ocorrido.

Para confirmacéo da hipotese de presenca de acdo de DNAses no extrato seco
de Ficus pulchella, foi realizado novo ensaio com este extrato seco, tratado com 80
pg de proteinase K (Invitrogen), uma protease. O resultado observado na Figura 16
mostrou que este tratamento ndo modificou o perfil das bandas de DNA plasmidial
comparado ao extrato seco ndo tratado, descartando, dessa forma, a possivel presenca

de atividade enzimatica neste extrato seco.

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% do plasmideo pUC18, ap6s
tratamento com as seguintes concentracGes de C-: controle negativo (20 ug DNA
pUC18 + 100 pL H20); P1: 20 ug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella; P2: 20
pug DNA pUC18 + 1 mg extrato F. pulchella + 80 pg proteinase K. Forma I:
conformacdo superhelicoidal.

A partir dos resultados obtidos, sugere-se que a degradacdo do DNA
plasmidial esteja relacionada com o conteddo de metabdlitos secundarios
encontrados no extrato aquoso de F. pulchella. No teste fitoquimico foi observada a
presenca das classes de metabolitos secundarios de taninos e flavondides e
concentracdo de polifendis totais 117,0 mg (EAT/g) pelo método de Folin-
Ciocalteau. Estudos relatam que polifendis, na presenca de ions metélicos, como
Ca’* e Fe*, podem apresentar caracteristicas pré-oxidantes, serem citotéxicos e
genotoxicos (Labieniec et al., 2003). Em um trabalho realizado por Labieniec et al.
(2003) foi demonstrado genotoxicidade de polifendis como taninos frente a células
de mamiferos através de avaliacdo genotoxica pelo teste do cometa que detecta
quebras em fitas de DNA.

Segundo Singh et al. (2011), espécies do género Ficus apresentam folhas

ricas em calcio, fosforo, ferro, cobre, magnésio, manganés, potassio, zinco e sodio.
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Assim, uma vez que EDTA age quelando metais, estes ndo estariam livres para se
complexar com os compostos fenolicos presentes no extrato de F. pulchella,
impedindo, dessa forma, a acdo degradante destes metabolitos sobre o DNA
plasmidial, conforme observado na Figura 18.

Dessa forma, observa-se indicio de genotoxicidade para os extratos de F.
adhatodifolia e F. obtusiuscula, uma vez que houve pequena mudanca topologica do
DNA plasmidal para o teste destes extratos na dose de 1 mg. J& para o extrato seco
da espécie F. pulchella ndo foi possivel confirmar sua acdo genotoxica, visto que este
extrato atuou degradando o DNA, ndo sendo, assim, possivel analisar a conformacao
topoldgica do DNA em contato com o extrato. Assim, outros estudos genotoxicos
para o extrato seco de F. pulchella devem ser realizados a fim de se avaliar seu
potencial genotdxico. Contudo, em vista dos resultados obtidos, 0 uso destes extratos

requer cautela, j& que eles atuam diretamente sobre o DNA.

6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados no trabalho permitem concluir que:

e Os extratos secos das folhas das quatro espécies Ficus estudadas mostraram-
se como potencial fonte de agentes antioxidantes, tendo sido mostrada uma
correlacdo positiva dessa atividade, analisada pelo sistema B-caroteno/acido
linoleico, com o teor de polifendis totais, calculado pelo método de Folin-
Ciocalteau, analisados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson.

e Os extratos secos das espécies de F. pulchella, F. adhatodifolia, F. nevesiae e
F. obtusiuscula apresentam metabdlitos secundarios das classes de taninos e
flavondides.

e O extrato seco das folhas de Ficus pulchella apresentou atividade mutagénica
positiva para as linhagens TA98 (S9- e S9+), TA100 (S9-) e TA102 (S9+), e
mostrou indicios de mutagenicidade para as linhagens TA100 (S9+) e TA102
(S9-).

e O extrato seco das folhas de Ficus adhatodifolia foi considerado mutagénico
para linhagem de S. typhimurium TA102 (S9+) e apresentou indicios de
mutagenicidade para as linhagens TA102 (S9-), TA97a (S9-), TA100 (S9-).
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O extrato seco das folhas de Ficus obtusiuscula apresentou efeito mutagénico
positivo apenas para linhagem TA102 (S9+) e indicios de mutagenicidade
para linhagem TA97a (S9-).

No teste de clivagem plasmidial, Ficus pulchella causou degradacdo do DNA
plasmidial em todas as doses testadas.

Os extratos secos de F. adhatodifolia e F. obtusiuscula apresentaram acéo
genotdxica na dose de 7,5 e 1 mg, indicado pela diminui¢do da conformacéo
superhelicoidal do DNA plasmidial.

A deteccdo de acdo mutagénica para as espécies F. pulchella, F.
adhatodifolia e F. obtusiuscula e de efeito genotdxico para estas duas Ultimas
dentro das doses avaliadas sugere 0 uso mais cauteloso dessas espécies na

medicina popular, ja que eles atuam diretamente sobre 0 DNA.
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