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Resumo A fabricacio da panela de barro pela Associacio das
paneleiras de Goiabeiras (Vitdria, Espirito Santo, Brasil) € patrimonio
cultural capixaba. Pesquisas apontam que o extrato aquoso da casca
de Rhizophora mangle L., utilizado na etapa de acoite, apresenta alta
concentracio de polifendis, majoritariamente taninos poliméricos
e hidrolisdveis. A avaliacio da atividade genotdxica pelo ensaio do
cometa € necessiria, pois oferece informacoes importantes acerca
da atividade bioldgica do extrato. Neste aspecto, os roedores sio
utilizados por possuirem caracteristicas genéticas similares as dos
humanos. Assim, o trabalho avaliou a genotoxicidade do extrato
aquoso por meio de eritrocitos de ratas Wistar pelo ensaio do
cometa. Foram definidas as dosagens 70, 140 e 280 mg/kg p.c. do
extrato de R. mangle, e utilizaram-se ratas sobe tratamento de 15
dias com o extrato aquoso via gavagem. Apos o tratamento, coletou-
se 0 sangue para realizacio do ensaio. Para a andlise estatistica foi
utilizada ANOVA seguida pelo teste de Dunnett (p< 0.05). Os
resultados obtidos com o ensaio do cometa nio demonstraram efeito
genotdxico. Sugerindo, preliminarmente, que o extrato avaliado nio
oferece dano ao material genético.

Palavras-chaves: ensaio do cometa, genotoxicidade, mangue-vermelho.

Abstract The fabrication of the clay pot by the Association of pan
makers from Goiabeiras (Vitoria, Espirito Santo, Brazil) is a cultural
heritage of the capixaba people. Research indicates that the
aqueous extract from the bark of Rbizophora mangle L., used in step
whipping, has a high concentration of polyphenols, mainly polymer
and hydrolysable tannins. The assessment of genotoxic activity by the
comet assay is necessary because it provides important information
about the biological activity of the extract. In this aspect, rodents are
used because they having similar genetic characteristics to humans.

Thus, the study evaluated the genotoxicity of the aqueous extract
using erythrocytes of Wistar rats by the comet assay. From the R.
mangle” s extract were defined the doses: 70, 140 and 280mg/kg b.w.
The treatment with the aqueous extract was made by gavage in female
rats up to 15 days. After the treatment, blood was collected for the
performance of the test. For the statistical analysis, was used ANOVA
followed by Dunnett " s test (p <0.05). The results obtained with the
comet assay showed no genotoxic effects. Suggesting, preliminarily,
that the assessed extract does not damage the genetic material.

Keywords: comet assay, genotoxicity, red mangrove.

Introducao

As mutagoes sao alteracoes espontaneas e herdaveis do material
genético (Burns e Bottino 1991) e estdo relacionadas a perturbagao
do desenvolvimento e da fisiologia, extremamente complexos e
finamente sintonizados dos organismos (Alberts et al. 2002). O
conhecimento dos componentes fisicos, quimicos e bioldgicos que
causam alteragoes génicas e genomicas € necessirio para melhor
preservar a sadde humana ao longo do tempo. Segundo Ribeiro et al.
(2003), a crescente utilizacio de produtos como firmacos, corantes
e outros, tem resultado no aumento da mutagénese ambiental.

Rhizophora mangle L., familia Rhizophoraceae, é nativa dos
manguezais ¢ conhecida como “mangue-vermelho”. Sobretudo
na regido caribenha, apresenta virios usos etnofarmacoldgicos,
como antisséptico, adstringente e hemostatico (Roig 1974). Na
cultura Capixaba, no estado do Espirito Santo, Brasil, o extrato
da casca de R. mangle € utilizado no processo de fabricacio das



Duartei et al.
Genotoxicidada de Rbhizophora magle L. em ratas

tradicionais panelas de barro pela Associagio das Paneleiras de
Goiabeiras. O extrato € utilizado na etapa de agoite, para curtir e
impermeabilizar a panela, além de servir para aumentar o tempo
de aquecimento dos alimentos (Kaniski 2001).

Dentre os ensaios realizados com os roedores, destaca-se o
método da eletroforese de célula inica. Também denominado ensaio
do Cometa, o método descrito por Singh et al. (1988) e modificado
por Speit e Hartmann (1999) pode revelar eventos genotoxicos.
Quando estes ocorrem, hd a fragmentacio no material genético,
possibilitando a migracio de pequenos fragmentos do DNA por meio
do gel de agarose durante a eletroforese. Devido a sua sensibilidade
e possibilidade ampla aplicagio (Collins 2004), o ensaio do cometa
¢ importante método utilizado no estudo de firmacos (Kalantari et
al. 2013) e extratos naturais (Moretti et al. 2013).

Tendo em vista a utilizacio do extrato aquoso da casca da R.
mangle na medicina popular e na confec¢io de panelas de barro
utilizadas como utensilios no cozimento de alimentos, faz-se necessario
a investigacdo de potenciais efeitos toxicos sobre 0 DNA. Assim, 0
presente trabalho objetivou avaliar genotoxicidade do extrato aquoso de
R. mangle em ratas da linhagem Wistar por meio do ensaio do cometa.

Métodos

Coleta da casca de R. mangle e obten¢do do extrato

A casca da R. mangle foi coletada pela Associacio das
Paneleiras de Goiabeiras em maio de 2010 no manguezal que
margeia a localidade de Goiabeiras, situada no Municipio de Vitoria
(ES/Brasil) - 20°15'56.45”S / 40°18’1.2770. Um exemplar auténtico
estd depositado no herbdrio da Universidade Federal do Espirito
Santo sob o registro nimero 673. Para o preparo do extrato aquoso
foi seguido o procedimento realizado por Malini et al. (2010). Para o
ensaio bioldgico foram avaliadas trés doses do extrato de R. mangle
(70, 140 e 280mg/kg p.c.), escolhidas ap6s a determinacio da DL50
pelo estudo de Malini (2011).

Bioensaios com ratas adultas da linhagem Wistar

Para os ensaios in vivo foram utilizadas ratas adultas Wistar
com 12 semanas de vida, pesando = 250g e apresentando ciclo
reprodutivo regular, fornecidas pelo biotério do Programa de
Pés-Graduacio em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal
do Espirito Santo. Todos os animais foram aclimatados por sete
dias a temperatura controlada (23°C), em regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12 horas. Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno com tampa grade, de acordo com as recomendagdes do
“Canadian Council Animal Care” (Olfert et al. 1993).

A avaliacdo genotdxica foi realizadas em cinco grupos
experimentais de quatro ratas da linhagem Wistar, totalizando
20 animais. Os extratos foram administrados via gavagem didria,
com o volume de 0,3 mL por animal. Os animais foram pesados
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diariamente e aos mesmos foram disponibilizados dgua e alimento
ad libitum durante todo o experimento. Esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etico Animal da Universidade Federal do Espirito
Santo, por meio do parecer 008/2008.

Durante 15 dias de tratamento, os grupos denominados
EXT1, EXT2 e EXT3, correspondentes respectivamente as dosagens
70, 140 e 280 mg/kg p.c., foram tratados com o extrato conforme
supracitado. Ao quarto grupo, Controle Negativo, foi administrado
dgua. E ao quinto grupo, Controle Positivo, foi administrado dgua,
e realizado 24 horas antes das andlises, injecdo intraperitoneal de
solucio de ciclofosfamida 1,5 mg/mL para cada 100 g de peso corporal
dos animais. Apos 15 dias de tratamento, caracterizando tratamento
sub-agudo, amostras de sangue foram coletadas da regido apical da
cauda de cada animal ainda vivo.

Ensaio do cometa

0O ensaio do cometa foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Singh et al. (1988) com modificacdes. Das amostras
coletadas, uma aliquota de 5 L de sangue heparinizado foi misturada em
100 L de agarose de baixo ponto de fusio (0,75%), a 37°C, e aplicadas
numa limina de microscdpio previamente revestida com agarose (1,5%)
em PBS. Posteriormente, cada Iamina foi coberta com uma laminula e
acondicionadas durante 20 minutos a 4°C para a sua solidificacio.

Ao término deste periodo, as laminulas foram removidas e as
laminas foram imersas em uma solucio gelada de lise alcalina (2,5 M
NaCl, 10 mM tris, 100 mM EDTA, 10% dimetil sulféxido e 1% triton
X-100, pH 10.0) por no minimo uma hora, sob prote¢ao contra luz.
Ap0s a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal
de eletroforese contendo tampio alcalino (0,3 M de NaOH, 1 mM
de EDTA, pH 13), onde permaneceram incubadas por 20 minutos,
seguida de eletroforese em 25 V: 300 mA (1,25 V/em) por 20 minutos.

ApOs a eletroforese, as laminas foram neutralizadas com
dgua destilada, fixadas em etanol 100% por 10 minutos e coradas
com brometo de etidio (20 wg/mL). Para cada espécime foram
confeccionadas duas liminas e analisados aleatoriamente 100
nucleoides em aumento de 1000X utilizando microscopio Nikon
E200, de fluorescéncia combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo.

Para a andlise de distribuicdo dos cometas e quantificacio dos
mesmos nas classes de danos, foi utilizada a classificacdo visual dos
cometas proposta por Collins et al. (1995), levando-se em consideracio
o comprimento de calda e dizmetro da cabega do cometa. A partir disso,
foram calculados os Indices de dano no DNA (ID,)  partir da formula
D, = [(N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4)/5]X100, onde N1-N4 = classe
dos nucleoides (1,2,3,4) e S= niimero total de nucleoides analisados.
Tal método € recomendado por diversos estudos (Collins et al. 1997,
Tice et al. 2000, Collins 2004, Collins et al. 2008).

Anilise estatistica

Para a anilise estatistica do potencial genotdxico, foram
calculadas as médias das frequéncias de danos em suas classes
correspondentes e o ID w dos respectivos grupos, e foi realizada a
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comparagao com o controle negativo por meio do teste de andlise
de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnett (p <0.05),
sendo EPM o Erro padrio da média.

Resultados e discussao

As plantas de manguezal, incluindo R. mangle, apresentam
vasto potencial para a producio de medicamentos, agroquimicos
e outros compostos com atividade biologica (Patra e Thatoi 2011).
Estudos apontam que o extrato da casca da R. mangue apresenta
acdo antibacteriana (Melchor et al. 2001, Pereira et al. 2008),
antisséptica (Fernandez et al. 2002), anti-lcera (Pereira et al. 2001,
Berenguer et al. 2000, Faria et al. 2012), antioxidante (Sinchez et
al. 2006, Sinchez et al. 2010), cicatrizante (Sdnchez et al. 2009)
e a atividade antimutagénica em sistema teste Allium cepa e
experimento in vitro (Malini et al. 2010).
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No presente trabalho, os resultados do ensaio do cometa
nio revelaram atividade genotoxica do extrato aquoso da casca da
R. mangle em nenhuma das concentragoes avaliadas do extrato
aquoso. Ou seja, todos os grupos nos quais foram administrados
o extrato aquoso (EXT1, EXT2 e EXT3) nio apresentaram valores
significativamente superiores de Indice de dano no DNA (D,)
quando comparados com o Controle Negativo (Tabela 1).

Quanto a observagio da frequéncia de nucleoides nas classes de
danos - Classe 0, Classe 1, Classe 2, Classe 3 e Classe 4 - observa-se que
nao ha diferencas significativas em comparacio ao Controle Negativo
(Tabela 1). O que demonstra a auséncia de potencial genotoxico do
extrato aquoso de R. mangle nas concentragoes 70, 140 e 280 mg/
kg p.c. no sistema teste utilizado. Essa constatacio ¢ de grande valia,
pois 0 ensaio do cometa se apresenta como teste complementar ao
teste do micronucleo tendo em vista que o primeiro avalia o potencial
genotoxico e o segundo, a mutagenicidade (Rothfuss et al. 2010).

Como posto por Kamman et al. (2001), os eventos que si0
constatados pelo ensaio do cometa como a fragmentacio ou quebra

Tabela 1 Classes de danos e Indice de Danos no DNA (IDua) pelo ensaio do cometa em ratas da linhagem Wistar ap6s tratamento com extrato aquoso de
R. mangle nas concentragdes 70 mg/kg p.c. (EXT1), 140 mg/kg p.c. (EXT2) e 280 mg/kg p.c. (EXT3).

Espécimes Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 ID(ua)
I 97 3 0 0 0 3
Controle I 98 1 1 0 0 3
Negativo 111 97 2 1 0 0 4
v 97 2 0 1 0 5
Média = EPM 97.250 = 0.250 2.000 = 0.408 0.500 = 0.289 0.250 £ 0.250 0 3.750 = 0.479
I 8 27 35 22 8 195
Controle 1 9 32 33 19 7 183
Positivo 11 11 29 34 18 8 183
v 17 30 33 15 5 161
Média = EPM 11.250 £ 2.016% 29.500 = 1.041* 33.750 = 0.479* 18500 = 1.443* 7.000 = 0.707*  180.500 %= 7.089*
I 98 1 0 1 0 4
I 97 2 1 0 0 4
EXT1
I 96 3 1 0 0 5
v 98 2 0 0 0 2
Média = EPM 97.250 = 0.479 2.000 = 0.408 0.500 = 0.289 0.250 = 0.250 0 3.750 = 0.629
I 99 1 0 0 0 1
I 100 0 0 0 0 0
EXT2
111 98 2 0 0 0 2
v 98 1 1 0 0 3
Média = EPM 98.750 = 0.479  1.000 = 0.408 0.250 =+ 0.250 0 0 1.500 * 0.645
I 99 1 0 0 0 1
I 99 1 0 0 0 1
EXT?3
I 100 0 0 0 0 0
v 99 1 0 0 0 1
Média = EPM 99.250 £ 0.250  0.750 = 0.250 0 0 0 0.750 = 0.250




Duartei et al.
Genotoxicidada de Rbhizophora magle L. em ratas

de fitas de DNA sio considerados lesdes potencialmente pré-
mutagénicas, pois tais quebras estdo relacionadas a propriedades
mutageénicas e carcinogénicas dos agentes. Com relagao ao potencial
mutagénico, Pereira et al. (2010) nao observaram mutagenicidade
do extrato aquoso de R. mangle ao realizar experimentos em
camundongos. Neste caso, a frequéncia de micronucleos em células
de medula dssea nio diferiu significativamente entre os grupos
tratados e o controle negativo.

A auséncia de genotoxicidade observada neste trabalho,
e de mutagenicidade relatada por Pereira el al. (2010), podem
estar relacionados ao efeito terapéutico atribuido ao extrato
aquoso da R. mangle, sobretudo devido a presenca de taninos
que sio componentes polifenélicos presentes em plantas e
apresentam funcoes bioldgicas como controle de insetos, fungos
e bactérias (Aerts et al. 1999). Como constatado por Sdnchez et
al. (2009), a casca de R. mangle contém grandes concentracoes
de polifendis (54,78 %), representados majoritariamente por
taninos poliméricos (80%) e taninos hidrolisdveis (20%). Esses
polifendis apresentam a capacidade de complexagio com ions
metalicos, atividade sequestradora de radicais livres e habilidade
de complexar com macromoléculas. Essas caracteristicas
presentes em todos os taninos possibilitam a sua grande atividade
farmacoldgica (Haslam 1996, Haslam 1998).

Diante do exposto, os resultados obtidos pelo ensaio
do cometa permite concluir que o extrato aquoso da casca da
Rhizophora mangle L. utilizado na confecgio das panelas de barro
pela Associagao das Paneleiras de Goiabeiras do municipio de Vitdria/
ES, nas concentracoes de 70mg/Kg p.c., 140mg/Kg p.c. e 280mg/
Kg p.c. ndo apresenta atividade genotdxica em ratas da linhagem
Wistar. Tendo em vista as observacoes de Harkness e Wagner
(1993) a respeito das semelhancas das caracteristicas fisiologicas
e genéticas entre roedores e humanos, os resultados encontrados
neste trabalho apresentam possibilidade de extensao aos humanos.
Todavia, salienta-se a necessidade de testes complementares tais
como testes em culturas de células humanas.
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