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INTRODUCAO

Radiacao é energia que se propaga a partir de uma fonte emissora
através de meio material ou vacuo, podendo ser classificada como
radiacao ionizante e nao ionizantes (Santos et al., 2013; Okuno,
2013; Siqueira et al., 2014).A radiagao ionizante é caracterizada
por apresentar energia suficiente para remover elétrons de um a
tomo, ocasionando a ionizacdo do mesmo. As radiacées nao
ionizantes, por sua vez, interagem com os elétrons dos atomos
ocasionando excitacdo dos mesmos. As radiacoes ionizantes sao
representadas pelas particulas alfa(a), beta(B), protons, néutrons,
raios gama(y) e raios X. Sao exemplos de radiaces nao ionizantes
os raios ultravioletas, infravermelho, as ondas de radiofrequéncia,
o laser e a luz visivel (Bitelli, 2006; Siqueira et al., 2014).

As radiacOes ionizantes, quando em contato com o sistema biol6
gico podem ocasionar danos ao DNA. Estes tipos de energias
possuem a capacidade de modificar a fita de DNA gerando erros na
divisdo celular, podendo ocasionar mutacdes e até mesmo morte
do organismo (Dowd; Tilson, 1999; Santos et al., 2013; Siqueira et
al., 2014). Essa interacao pode ocorrer de forma direta, quando a
radiacao age diretamente sobre a biomolecula. Indiretamente a
radiacdo interage sobre molécula de agua, produzindo radicais
livres qua vao agir sobre as biomoléculas alvo (Santos et al., 2013;
Siqueira et al., 2014).

Na literatura ha varios relatos de estudos sobre os modelos
experimentais para dimensionar os efeitos danosos ocasionados
pela radiacao nos sistemas biologicos. Como exemplo podem ser
citados, bactérias, cultura de células, peixes, concha de moluscos,
embrides de Biomphalaria glabrata, fantasmas de hemacias e
cultura de linfécitos (Siqueira et al., 2014). De acordo com os
estudos, o modelo experimental, utilizando os moluscos de B.
glabrata e suas proles (embrides) tem fornecido resultados
excelentes na avaliacao dos efeitos da radiacdo nos sistemas biolo
gicos, por terem os seguintes aspectos: curto ciclo de vida, facil
manutencdo em laboratorio, baixo custo de manutencdo, boa
reprodutibilidade e resposta rapida e precisa (Mello et al., 1996;
Siqueira et al., 2014).

A aplicacdo da radiacdo em diferentes areas de atuacdo humana
tais como: na medicina, agricultura, indUstria tem levantado a
necessidade de desenvolver substancias capazes de proteger o
sistema biologico de trabalhadores da area. Estas substancias sdao
denominadas de radioprotetores, compostos que possuem a
propriedade de proteger o tecido vivo, diminuindo os danos a ele

causados pela radiacao. Sua acdo é resultado da interagao quimica
entre esses compostos e as espécies reativas do oxigénio geradas
pela radiacao, impossibilitando os efeitos danosos. Os
radioprotetores podem ser classificados como sintéticos e naturais
(Santos et al., 2013; Siqueira et al., 2014). Segundos os estudos
realizados, os sintéticos tém mostrados acdo protetora contra os
efeitos nocivos causados pela radiacdo, porém, esses
radioprotetores possuem efeitos colaterais como nausea, vomito e
hipotensao (Listet al., 1996; Santos et al., 2013). Desta forma o
interesse em pesquisar radioprotetores de origem natural tem
aumentado consideravelmente. (Tung-kwanget al., 2010).

Dentre os diferentes vegetais podemos citar a Anadenanthera
colubrina, planta da caatinga pertence a familia Fabaceae,
popularmente conhecida por angico, sendo utilizada no combate a
diferentes enfermidades como: gonorreia, leucorreia, no
tratamento de febres, Glcera asma e diarreia (Rodrigues et al.,
2005; Lima et al., 2014), tendo propriedades quimicas indicativas
de ser bom radioprotetor frente aos efeitos nocivos ocasionados
pela radiacao.

Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar acéo radioprotetor da
casca de Anadenanthera colubrina sobre os embrides de
Biomphalaria glabrata.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e armazenamento da planta Anadananthera Colubrina:
Amostras de A. colubrina casca, foram coletadas em fragmento de
caatinga dentro da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecua
ria (IPA). A area estd localizada na cidade de Caruaru, regiao
Agreste do estado de Pernambuco, Brasil (08°14'18.2"S e 35°
54'57.1"W). Um espécime foi depositado no herbario professor
Vasconcelos Sobrinho da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, nimero de registro 48663.
Obtencao do extrato da planta Anadenanthera Colubrina:
Apos a coleta as amostras foram submetidas a secagem em sombra
e ambiente ventilado, em seguida foi triturado em moinhos de faca
e peneiradas em uma peneira de malha de 2,0 x 2,0 mm. O extrato
bruto da casca de A. colubrina (angico) foi obtido pelo método de
maceracao a partir de 5 g de massa vegetal em 100 ml de metanol
a 80%, a solucdo foi mantida por 72 horas protegida da luz. O
extrato foi seco em rota-evaporador (Fisaton modelo 803) a pressa
o reduzida. A rota-evaporacdo do extrato é feita para retirada
total do solvente metanol a 80% e a agua.
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Prospeccdes fitoquimico das principais classes de metabolitos
secundarios de Anadenanthera Colubrina:

Para as analises por CCD foram utilizadas placas de aluminio de si
lica gel 60 F254 Merck® de tamanho de tamanho 20 x 20 cm e 0,2
mm de espessura de adsor¢do. O método empregado na identificacg
do das principais classes de metabdlitos secundarios (taninos,
flavonoides, acucares, saponinas, esteroides e terpenoides) foi
estabelecido por Wagner e Bladt (1996).

Embriotoxicidade

Os embrides da espécie B. glabrata- pigmentados foram obtidos do
moluscario do departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE,
por meio do método de KAWANO et al., 1992. Os embrides
coletados foram analisados quanto a viabilidade, separados em
grupos e exposto ao extrato bruto da casca de A. colubrina nas
concentragbes de 125, 250, 500 e 1000 ppm. Controle negativo (&
gua e DMSO a 0,5%) e controle positivo Niclosamida (Bayluscide,
Bayer), 1 pg/mL. Cada grupo foi composto por aproximadamente
100 embrides, apds a exposicdo de 24 horas os parametros
analisados sao: frequéncia de viabilidade (eclosdo) e inviabilidade
(mortos e malformados). O experimento foi realizado em
triplicata.

Embriotoxicidade e teste de efeito radioprotetor do extrato bruto
da casca de A. colubrina

Foram utilizados aproximadamente 1144 embrides da espécie B.
glabrata-pigmentados. Os embrides foram obtidos do moluscario do
departamento de Biofisica e Radiobiologia da UFPE. Com o objetivo
de facilitar a coleta das desovas dos moluscos foram colocadas
tiras de polietileno incolor de aproximadamente 5x5 cm, sobre a
superficie da agua dos aquarios criadouros por um periodo de 24
horas. Apos a coleta das desovas, os embrides foram analisados
quanto a viabilidade e em seguida separados em grupos com
aproximadamente 100 espécimes formados da seguinte forma:
grupo controle negativo com agua filtrada, grupo controle com a
gua e submetidos a irradiacdo, grupo controle com extrato de
angico nao irradiado na concentracao de 125 ppm (A concentracao
escolhida através dos testes previamente, realizados em nosso
laboratério, dados nao publicado) e grupo exposto ao extrato de
angico e irradiados com 4,0 Gy.Para a exposicao a radiacao foi
utilizado o irradiador gammacell de ®Co (modelo 220-Excel MDS
Nordion) do Departamento de Energia Nuclear (DEN-CTG) da
Universidade Federal de Pernambuco.

Para analise dos embrides expostos aos extratos foi utilizado um
microscopio estereoscopico (Tecnival-SQZ). A avaliacdo dos efeitos
foi realizada por meio da metodologia padronizada por Okazakiet
al., 1996.

Analises estatistico
Os resultados foram avaliados com auxilio do programa prisma 5.0
por meio do teste estatistico de ANOVA e Tukey com p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 perfil fitoquimico do extrato bruto da casca de A. colubrina pode
ser observado na (Tabela 1). Na avaliacdo fitoquimica, as placas
cromatograficas indicaram a presenca dos seguintes metabolitos:
Taninos, acucares e fendis. Estudos de analise de perfil fitoqui
mico da casca de A. colubrina ja realizados mostram a presencas
de esterdides, flavonoides, triterpenodides, componentes fendlicos
e também sao ricos em taninos (Lorenzi; Matos, 2002; Colacite,
2015). Segundo a literatura os flavondides e compostos fenolicos sa
o responsaveis pela atividade antioxidante (Leite et al., 2001;
Haslam, 1996).
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Tabela 1. Perfil fitoquimico do extrato bruto da casca de A. colubrinapelo método de

Metabolitos secunda
rios

Esteroides Flavonodides Taninos Aclcares Terpendides Fenois

+ + - +

CCb.

Na tabela 2, pode-se observar os resultados dos embrides expostos
ao extrato bruto da casca de A. colubrina por 24 horas e
observados por oito dias. Este teste foi realizado com o objetivo de
avaliar previamente, a toxicidades do extrato da casca de angico
em diferentes concentracbes (125, 250, 500 e 1000) e também
para facilitar a escolha da concentracdo menos toxica e que
posteriormente, foi utilizada para realizar o teste radioprotetor da
casca de angico. Na avaliagao do teste com embrides, as
concentracoes de 125, 250 e 500, foram menos toxico aos embrides
de B. glabrata exibindo uma frequéncia de mortalidade de 1,7; 2 e
10,4%. Porém, a concentracdo de 1000 ppm apresentou uma frequé
ncia de mortalidades dos embrides de 100%. Por tanto, a
concentracao de 125 ppm foi escolhido para realizar o teste
radioprotetor por exibir menos toxicidade aos embrides de B.
glabrata em relagcao aos restantes das concentracées utilizadas no
teste.

Tabela 2. Resultados dos embrides de B. glabrata expostos ao extrato bruto da casca de
A. colubrinapor 24 horas.

[ 1] Total de Inviaveis Viaveis

Ppm Embrides Total % total %
0 294 13 4.5 281 95.6

NCL 300 300 100 0 0

125 292 5 1.7 287 98.3

250 295 6 2 289 98.0

500 300 31 10.4 269 89.6

1000 312 312 100 0,0 0.0

Os dados em que p <0,05 demonstram diferencas significativas entre os grupos, * vs. C.
Onde, C - controle e NCL - niclosamida.

Na figura 1, llustra os resultados dos embrides de B. glabrata
expostos a radiacdo de gama de “Co utilizando a dose de 4,0 Gy,
na presenca dos extratos bruto da casca do A. colubrina na
concentracao de 125 ppm. Os testes realizados para analisar os
efeitos radioprotetores do extrato bruto de A. colubrina mostraram
que o grupo irradiados na presenca de extrato bruto de angico na
concentracdo de 125 ppm, nao apresentou diferencas
estatisticamente significativo quando comparados aos grupos
controle irradiado na dose de 4,0 Gy, nao irradiados e grupos
expostos apenas com extrato bruto de angico, ou seja, todos
grupos exibiram uma baixa frequéncia de nimeros de embrides
malformados ou mortos (Figura 1). E com relacdo ao grupo
irradiados na presenca de extrato bruto de angico na concentracao
de 125 ppm apresentou uma diminuicdo no numeros de embrides
inviaveis (13%) quando comparados apenas com o grupo controle
irradiado na dose de 4,0 Gy (15%) (Figura 1). Essa diminuicao na
taxa de inviabilidade pode estar relacionada com a presenca de
compostos fenolicos e de taninos no extrato bruto da casca de
angico.

Estudos realizado com o extrato metandlico da casca da
Caesalpinia pyramidalis sobre os embrides de B. glabrata mostrou
que grupos irradiados com doses de 2,5 e 4,0 Gy, na presenca do
extrato na concentracao de 250 ppm, nao apresentaram diferencas
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significativas no nimero de embrides inviaveis quando comparados
a seu controle nao irradiado, respectivamente (Santos et al.,
2013). Este estudo corabora com os resultados encontrados no
nosso trabalho.

Siqueira et al., 2014, analisou o efeito radioprotetor do extrato
aquoso da casca e folha de Ziziphus joazeiro irradiados com 2,5 e
5,0 Gy e demonstrou que todos os grupos apresentaram um baixo
percentual de embrides malformados ou mortos. E que o grupo
irradiado com 5,0 Gy na presenca de extrato aquoso da folha exibiu
um menor numero de embrides inviaveis quando comparados com o
grupo controle irradiado também com 5,0 Gy. E o grupo irradiado
com 5,0 Gy na presenca do extrato aquoso da casca, nao
apresentou diferenca significante em relacao ao grupo controle
irradiado (5,0 Gy). E que a acao radioprotetor do extrato da folha
de Z. joazeiro podem estar relacionada a presenca dos metabolitos
secundarios com potencial antioxidante.

100+
9
~ 80+
w
3
‘:‘ 60+
=
=
v 404
=]
£ 9,33% 15% 1.66%  13%
20+
il i - i
=
0 r :
C CH E B

Figura 1: Ensaio realizado com embrides de Biomphalariaglabrataem presenca do extrato
bruto da casca de A. colubrina, na concentragao de 125 ppm, submetidos as radiagdes de
4,0. As letras presentes no eixo x representam os grupos: controle (C), controle irradiado
na presenca da agua (C+l), extrato bruto na concentracgéo de 125 ppm (E), extrato bruto
da casca irradiado a 4,0 Gy (E+l). Os dados foram expressos + E.P.M. (Erro padrao da mé
dia), p (Nivel de significancia) < 0,05, nos quais os embrides submetidos ao extrato da
casca da catingueira ndo mostraram * (Diferenca significativa) em relacéo ao controle.

CONCLUSOES

A analise fitoquimico do extrato bruto da casca de angico mostrou
a presenca de taninos, agucares e fendis. E os resultados obtidos
da exposicao dos embrides de B. glabrata a radiacao na presenca
do extrato da casca de A. colubrina na concentracao de 125 ppm
apresentou uma leve atividade radioprotetora. Sugere-se um
estudo mais detalhado sobre a parte quimica da planta em relacao
ao enriquecimento da casca de A. colubrina (concentracao dos
metabolitos responsaveis pala atividade antioxidante) com o
objetivo de potencializar a acao radioprotetor.
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