® s @ V Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica
CESUMAR PRPPGE @. 26 a 29 de outubro de 2010

ek Rettarn  pESOUA

ISBN 978-85-61091-69-9

AVALIAGAO DA GENOTOXICIDADE DA FORMULAGAO DE UM
FOTOPROTETOR
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RESUMO: Com o aumento progressivo nas ultimas décadas dos casos de cancer de pele, a utilizacao de
fotoprotetor tornou-se de grande importancia por todas as pessoas, e em todas as épocas do ano. Essa
exposi¢do prolongada aos raios UV, sem a devida protecdo, traz conseqiéncias indesejaveis como a
fotocarcinogénses, a fotosensibilidade e o fotoenvelhecimento. Sendo assim, o presente estudo teve como
objetivo investigar a genotoxicidade de uma formulagéo de fotoprotetor, utilizando o teste de micronucleo de
eritrocitos da medula éssea de camundongos. Para o teste de genotoxicidade foi considerado como DLg; 0
valor de 10000mg/Kg. As doses utilizadas foram de 75% da DLs, (7500mg/Kg), 50% da DLs, (5000mg/Kg) e
25% da DLsp (2500mg/Kg). Todas as doses testadas induziram a formacgao de micronucleo em eritrécitos
policromaticos quando comparadas aos grupos controles, mostrando-se genotdxicas. Os resultados
demonstraram que a formulagdo do fotoprotetor pode causar alteragbes no DNA, caracterizando-se como
um possivel agente genotodxico.

PALAVRAS-CHAVE: Fotoprotetor; Genotoxicidade; Teste de Micronucleo.

1 INTRODUGAO

Com o aumento progressivo nas Ultimas décadas dos casos de cancer de pele, a
utilizagcado de fotoprotetor tornou-se de grande importancia por todas as pessoas, e em
todas as épocas do ano.

Essa exposicdo prolongada aos raios UV, sem a devida protegédo, traz
consequéncias indesejaveis como a fotocarcinogénses, a fotosensibilidade e o
fotoenvelhecimento.

Assim, a fotoprotegéo torna-se referéncia dentre os cuidados com a pele e merece
estudo aprofundado quanto aos seus beneficios e possiveis males que podem acarretar
as pessoas.

A utilizacdo do fotoprotetor tem sido discutida devido ao seu beneficio ou ndo para
o organismo do ser humano. A principio a utilizagdo do fotoprotetor € de extrema
importancia visto a protegdo efetiva que proporciona contra os efeitos indesejados da
radiacao ultravioleta como a fotocarcinogénese. Em contrapartida, estudos tém mostrado
que este produto pode ser o causador do aumento da incidéncia dos carcinomas devido a
diversos motivos.

Os estudos de danos ao DNA causados por substancias de origem natural ou
sintética € uma area essencial da toxicologia genética, uma vez que mutacdo em
cromossomos € um evento importante na carcinogénese (FENECH, et al.,2005).
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Dentre os testes de avaliagdo de genotoxicidade preconizados pela ANVISA, o

teste de micronucleo em medula éssea de roedores in vivo € amplamente aceito e
recomendado para avaliacdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos
que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001, RIBEIRO, et al., 2003).

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a genotoxicidade de
uma formulagéo de fotoprotetor, utilizando o teste de micronucleo de eritrocitos da medula
0ssea de camundongos.

Devido a importancia do teste de micronucleo, o estudo da genotoxicidade desta
formulacdo pode contribuir para o desenvolvimento de um produto seguro, efetivo e néo
téxico para o ser humano.

2 MATERIAL E METODOS

Para a avaliagdo da genotoxicidade da formulagdo do fotoprotetor utilizou-se o
extrato da planta Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verlot, uma Bignoniaceae,
encontrada na Amazbnia e amplamente utilizada na medicina popular como anti-
inflamatodrio e adstringente, e para tratamento de varias doengas como célicas intestinais,
diarréias, anemias e enfermidades da pele. Devido as suas propriedades biolégicas e a
producéo de corante, a espécie passou a ser utilizada pela industria cosmética.

2.1 Obtencao e preparagao do extrato da planta Arrabidaea chica

A planta medicinal com exsicata depositada no herbario da Universidade Estadual
de Maringa (HUM) — PR, sob numero de registro 11428 foi coletada no Horto de Plantas
Medicinais “Prof® Irenice Silva” da Universidade Estadual de Maringa.

As amostras foram pesadas e, em seguida, secas em estufa de ar circulante a
temperatura de 45°C. Apds, o material vegetal seco foi pesado, triturado em moinho de
facas e acondicionado em local seco e ao abrigo da luz.

Para o estudo, o material foi pesado e solubilizado todos os dias de experimento e
em seguida administrado aos animais.

2.2 Estudo Toxicolégico

Este estudo foi realizado seguindo a regulamentacdo da RDC n° 48 (ANVISA,
2004a) e do Guia para a realizagao de estudos de Toxicidade Pré-Clinica de Fitoterapicos
(ANVISA, 2004b), sendo aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentagao da Universidade Estadual de Maringd, no parecer 14/2010.(Anexo 01).

2.2.1 Animais

Foram empregados camundongos machos e fémeas Suigos, adultos, com média
de 30-40q, para o teste agudo e teste de micronucleo, adquiridos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram mantidos em biotérios com
condicdes controladas de temperatura (22°C + 2°), ciclo claro-escuro de 12 horas, racéo e
agua a vontade.

2.2.2 Doses

As doses escolhidas para o teste agudo partiram do valor maximo aceitavel como
representativo da DLsg determinada. As doses do teste do micronucleo foram a da
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terapéutica (10000 mg/kg), na maior dose que produza efeito adverso detectavel e uma

dose intermediaria.
2.2.3 Determinagao da DLs, do extrato e Teste agudo

Foram utilizados 6 camundongos machos e 6 camundongos fémeas para cada
dose testada e para o controle, separados em caixas de polipropileno devidamente
identificadas. Antes do tratamento, foram privados da alimentagcédo por um periodo de 14
horas.

Os grupos de animais testes receberam o extrato e os do grupo controle receberam
agua. A droga foi solubilizada em agua e administrada via oral através de canulas de ago
inoxidavel (gavage).

Periodo de observacao: Durante as primeiras 24 horas, nos periodos de 0, 15, 30 e
60 minutos e a cada 4 horas e diariamente durante 14 dias apds administracdo foram
observados sinais de toxicidade incluindo alteragdo da locomocéo, frequéncia respiratéria,
piloerecdo, diarréia, sialorréia, alteracdo do tdnus muscular, hipnose, convulsoes,
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, contorgcbes abdominais. Desde a 242 hora
e até 14 dias apos administragdo da dose, foram observados a variagdo de peso e o
consumo de alimentos diariamente.

2.2.4 Teste de Formagao de Micronucleo

Para a realizacdo do teste, grupos de animais (6 machos e 6 fémeas) foram tratados, via

gavage, nas doses de 25%, 50% e 75% da DLso obtida da fracdo. No controle negativo foi
utilizada agua destilada esterilizada e no controle positivo, 40 mg/kg de ciclofosfamida.

Apds 24 horas de tratamento, os animais foram sacrificados € ambos os fémures retirados. As
epifises dos fémures foram cortadas e a medula 6ssea aspirada com 1 mL de soro bovino fetal (SBF).
Apés completa homogeneizagdo da medula no soro, foi centrifugada a 300xg por 5 min. O
sobrenadante foi parcialmente descartado e o precipitado de células homogeneizado com pipeta
Pasteur. Uma gota de suspensdo celular foi transferida para uma lamina de vidro, onde foi feito o
esfregago. Para cada animal foram confeccionadas quatro Idminas, das quais duas foram utilizadas na
contagem.

3 RESULTADOS
3.1 Determinacgao da DLso do extrato e Teste agudo

As doses testadas de 10000mg/Kg, 5000mg/Kg, 2500mg/Kg, 1000mg/Kg néao
apresentaram inducdo de mortalidade, morbidade, toxicidade excessiva, baseada na
presenca de sinais clinicos como hiperventilacao, piloerecao, diarréia, salivacao, astenia,
hipnose, catatonia, ptose, convulsao, hiperexcitabilidade, hipotermia, alteracdo motora,
contor¢gdes abdominais. Somente na dose de 10000mg/Kg houve a morte de 01 animal,
no 08° dia de observagdo. Nenhuma das doses testadas acarretou na morte de 50% dos
animais, logo a DLs, foi o valor maior a dose maxima testada.

3.2 Teste de formagao de microntcleo

Para o teste de genotoxicidade foi considerado como DLsg 0 valor de 10000mg/Kg.
As doses utilizadas foram de 75% da DLsp (7500mg/Kg), 50% da DLsy (5000mg/Kg) e 25%
da DLso (2500mg/KQ).

Anais Eletrénico
V Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringa - Parana



® s @ V Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica
CESUMAR PRPPGE @. 26 a 29 de outubro de 2010

o Pra-Reltoria prniiEs

, _ . 3 _ ISBN 978-85-61091-69-9
Todas as doses testadas induziram a formacgdo de micronucleo em eritrécitos

policromaticos quando comparadas aos grupos controles, conforme Tabela 01,
mostrando-se genotdxicas, sendo necessario a realizacdo de outros experimentos para a
confirmagao da dose nao genotodxica aos animais, partindo de uma porcentagem menor a
DLso.

Tabela 01: Frequéncia de micronucleo (MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) da medula éssea
de camundongo apos 24h de tratamento com o extrato Arrabidaea chica (n=12/grupo)

Eritrécitos Policromaticos
Micronucleados
Tratamento (EPCMN/2000)

75% da DLso. (7500mg/Kg) 36,0 + 3,68

50% da DLso-(5000mg/Kg) 31,9+ 3,17

25% da DL .(2500mg/Kg) 27,7 £ 4,92
Controle positivo (Ciclofosfamida-

40mg/Kg) 26,7 +7,02

Controle negativo (Agua destilada) 7,2+253

4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos com o teste de micronucleo, observou-se que a do
formulacao fotoprotetor pode causar alteracbes no DNA, caracterizando-se como um
possivel agente genotoxico.

Outros estudos deverédo ser realizados com o objetivo de confirmar os efeitos
genotodxicos apresentados neste trabalho, além de estudos que indiquem os mecanismos
envolvidos que possam explicar a clastogenecididade e/ou interagdo com o DNA
demonstrado por esta planta.
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