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RESUMO

Os efeitos danosos da radiagdo podem ser minimizados por substincias radioprotetoras, ou
podem ser potencializados por substancias radiossensibilizadoras sendo estas substancias
denominadas radiomodificadores. O estudo de substancias com estes potenciais pode conduzir
a entre outras possibilidades, oferecer melhor prote¢do a trabalhadores ocupacionalmente ou
acidentalmente expostos as radiacdes ionizantes, bem como na utilizagdo terapéutica
(quimiorradioterapia) em pacientes. Os liquens e seus metabodlitos secundarios tém
apresentado atividade que estdo relacionadas com a capacidade radiomodificadora. Portanto,
o objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo radiomodificadora do acido barbatico, acido
usnico e atranorina extraidos dos liquens Cladonia salzmanni Nyl, Cladonia substellata, e
Cladonia kalbii. A extracdo e purificagdo das substincias liquenicas foi realizada no
Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de Bioquimica, UFPE. Foi realizado teste de
toxicidade aguda com embrides de Biomphalaria glabrata no estagio de blastula afim de,
determinar a toxicidade das substincias liquénicas ndo irradiadas e irradiadas, bem como
determinar a CLsy das substancias liquénicas ndo irradiadas. A cromatografia em camada
delgada foi realizada para avaliar estabilidade das substancias liquénicas submetidas a
radiagdo gama, na dose de 4 Gy. Para avaliar a atividade antioxidante foi realizado o ensaio
utilizando o radical DPPH. Posteriormente foi estimada a capacidade radiomodificadora das
substancias por meio da analise da toxicidade aguda, utilizando embrides de B. glabrata
divididos nos seguintes grupos: Grupo controle, mantidos com agua filtrada; Grupo controle-
irradiado: primeiramente irradiados e depois mantidos com agua; Grupo substancia liquénica
(1) onde os embrides foram primeiramente expostos as substincias liquénicas em seguida
submetidos a irradiacdo; e Grupo substancia liquénica (2) onde os embrides foram submetidos
a irradiag@o e posteriormente expostos as substancias liquénica. Como resultado, foi obtido a
CLs do acido barbatico de 242,7 ng/mL; do 4cido tsnico igual a 1,3 pg/mL; a atranorina nao
apresentou toxicidade para o modelo experimental utilizado. As substincias liquénicas
irradiadas ndo apresentaram altera¢do na quantidade de embrides inviaveis quando comparado
com as substancias ndo irradiadas. As substancias analisadas por meio do ensaio com o
radical DPPH, ndo apresentaram atividade antioxidante. A avaliagdo da capacidade
radiomodificadora das substincias liquénicas demonstrou que a irradiagdo aumentou a
quantidade de embrides inviaveis quando comparado com o grupo controle. Adicionalmente,
foi observado que os embrides expostos ao acido barbatico (100,0 pg/mL) e ao acido snico
(0,6 pg/mL) antes da irradiagdo apresentaram uma quantidade de embrides inviaveis, maior
do que o grupo controle irradiado. Os resultados sugerem que o acido barbatico e o acido
usnico tornaram as células mais sensiveis aos efeitos danosos da radiacdo, ou seja,
apresentaram acao radiossensibilizante.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata; acido barbatico; acido usnico; atranorina;
radiomodificagdo; radiossensibilizagdo.



ABSTRACT

The damaging effects of radiation can be avoided by radioprotective agent or can be
potentiated by radiosensitizer agent, these substances are called radiomodifier. The
importance of studying substances with this potential is the protection of workers exposed to
radiation as well as use therapy (chemoradiotherapy) in patients. Lichens and their secondary
metabolites have shown activity that is related to the ability radiomodifier. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the radiomodifying effect barbatic acid, usnic acid and atranorin
extracted from lichens Cladonia salzmanni Nyl, Cladonia substellata and Cladonia kalbii.
The extraction and purification of lichens substances was accomplished at the Natural
Products Laboratory, Department of Biochemistry, UFPE. Acute toxicity test was conducted
with embryos of Biomphalaria glabrata in the blastula stage in order to determine the toxicity
of lichens substances non-irradiated and irradiated as well as determine the LCso of lichens
substances non-irradiated. The thin layer chromatography was performed to assess the
stability of lichen substances subjected to y radiation at a dose of 4Gy. To evaluate the
antioxidant activity test was performed using the DPPH radical. Later the radiomodifier
capacity was estimated through the analysis of acute toxicity embryos of B. glabrata divided
into the following groups: control group , maintained with filtered water; - irradiated control
group: first, embryos was irradiated and then maintained with water; lichen substance group
(1) where the embryos were first exposed lichens substances and then subjected to irradiation
and lichen substance group (2) where the embryos were subjected to irradiation and
subsequently exposed lichens substances. As a result was obtained, the LCs of barbatic acid
of 242.7 pg/mL; usnic acid equal to 1.3 pg/mL, the atranorin showed no toxicity to the used
experimental model, irradiated substances showed no change in the number of non-viable
embryos when compared to non-irradiated substances. Substances analyzed using assay with
DPPH showed no antioxidant activity. The radiomodifier assessing the ability of lichens
substances shown that irradiation increased the amount of non-viable embryos when
compared with the control group. Additionally, it was observed that embryos exposed to
barbatic acid (100.0 pg mL) and usnic acid (0.6 pg/mL) before irradiation showed a quantity
of non-viable embryos higher than the irradiated control group, the results suggest that usnic
acid and barbatic acid cells become more sensitive to the damaging effects of radiation, ie
showed radiosensitizer activity .

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata; barbatic acid; usnic acid; atranorin; radiomodifier;
radiosensitivity.
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1. INTRODUCAO

A radiagdo € caracterizada pela propagacdo de energia através do meio material ou no
vacuo. Pode ocorrer por meio de mecanismos ondulatérios ou por emissdo de particulas, a
partir de um nucleo instavel. Do ponto de vista fisico as radiacdes podem ser classificadas em:
corpusculares (particulas a, B e néutrons), ou eletromagnéticas (Raios-X e radiagdo v).
Dependendo da energia da radiagdo e a forma de interagdo com a matéria, podem ser
classificadas como: radiacdo ndo ionizante e radiagdo ionizante. As radiagdes ionizantes
(radiagdo vy, Raios X) ao fornecerem energia para um elétron orbital possuem a capacidade de
“arranca-lo” do atomo formando assim um ion, a este fendmeno da-se o nome de ionizagdo

(CEMBER; JOHNSON, 2008).

As consequéncias bioldgicas a exposi¢do das radiagdes ionizantes dependem de uma
série de fatores fisicos, quimicos, bioquimicos e celulares, iniciados apds a absor¢do da
radiacdo pelo sistema biologico (SUNTHARALINGAM et al., 2002). Nos organismos vivos a
incidéncia de radiacdo ionizante pode comprometer o funcionamento de uma célula. Ao
interagir com o sistema biologico ocorre frequentemente a formagao de radicais livres que por
serem instaveis ¢ altamente reativos sdo considerados os principais responsaveis pelo dano
celular provocado pela radiacdo. Na célula estes radicais podem interagir com a membrana
plasmatica, organelas e proteinas citoplasmaticas, bem como com a molécula de acido
desoxirribonucleico (DNA), levando a alteragdes celulares que poderdo tornar-se
irreversiveis, ocasionando mutagdes e até mesmo a morte celular caso ndo ocorra um reparo

adequado (BITELLI, 2006; HUNT et al., 2013).

Atualmente as radiagdes ionizantes t€m sido utilizadas em grande escala em diferentes
areas do conhecimento: I) Na medicina, por exemplo, ¢ muito difundida a sua utilizagdo para
o radiodiagnostico (ZRADZINSKI et al., 2013), e para a radioterapia (AHN et al., 2013); II)
Na agricultura pode ser utilizada para irradiar defensivos agricolas para diminuir sua
toxicidade (BEN SALEM et al., 2013) e na irradiacdo de alimentos para aumentar o tempo de
prateleira (HUSSAIN et al., 2012), IV) Na industria, a radiagdo ionizante pode ser utilizada
para acompanhamento do processo de fabricacdo e avaliagdo do controle de qualidade em

metaltrgica (GIUGNI, 2012.).

Com o aumento da utilizagdo da radiacdo surge o interesse e a necessidade de

encontrar substancias que possam modificar a resposta celular ao dano induzido pela radiacao,
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sendo estas substincias denominadas de radiomodificadores e dependendo da aplicacdo
podem proteger a célula do dano provocado pela radiacdo (radioprotetores), ou tornar as
células mais sensiveis aos danos provocados pela radiagdo (radiossensibilizadores)

(HOSSEINIMEHR, 2009).

Investigar substancias de origem natural que possam desempenhar fungdo
radioprotetora ou radiossensibilizadora ¢ de grande interesse, pois as mesmas podem
apresentar menor toxicidade e maior eficacia (TUNG-KWANG et al., 2010). Dentre as
substancias de origem natural, estudadas atualmente, podemos ressaltar as substincias
liquénicas. Particularmente as substancias provenientes de seu metabolismo secundario, pois
diferentes estudos tém demonstrado que essas substincias possuem diversas atividades
biolégicas, como: antibacteriana, antifingica, antiviral, inseticida, anti-helmintico, anti-
inflamatoria, além de propriedades que possivelmente estdo diretamente relacionadas com
mecanismos radiomodificadores como atividade antiproliferativa, fotoprotecao e antioxidante
(SEGATORE et al., 2012; PIRES et al., 2011; SOKOLOV et al., 2012; CETIN et al., 2011;
LAUINGER et al., 2013; VDAYAKUMAR et al., 2000; EINARSDOTTIR et al., 2010;
KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010; MANOJLOVIC et al., 2012; ODABASOGLU et al.,
2006).

Tendo em vista as propriedades atribuidas as substancias liquénicas, nos propusemos a
avaliar a a¢do radiomodificadora do acido barbatico, acido uisnico e atranorina extraidos dos

liquens Cladonia salzmanni Nyl, C. substellata, e C. kalbii; com os objetivos especificos de:

. Obter os extratos organicos a partir do talo in natura dos liquens Cladonia
salzmanni Nyl, C. substellata, e C. kalbii, por meio de extragdes sucessivas com

solventes;

. A partir do extrado bruto dos liquens Cladonia salzmanni Nyl, C. substellata, e

C. kalbii, isolar e purificar os acidos barbatico, Gisnico e atranorina;

. Analisar a toxicidade aguda sobre embrides de Biomphalaria glabrata dos
solventes: etanol, dimetilsulfoxido ¢ Tween 80 e determinar a melhor concentracdo a

ser utilizada para dissolver as substancias liquénicas;

o Realizar testes de toxicidade aguda, em embrides de B. glabrata para
determinar a CLsy das substancias liquénicas e obter a concentracdo com menor

toxicidade, para o teste de radiomodificagao;
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. Avaliar a atividade antioxidante das substincias liquénicas, por meio da

captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH);

. Determinar a estabilidade das substancias liquénicas apds exposi¢do a radiagdo
ionizante através da andlise de cromatografia em camada delgada e avaliacdo da

atividade bioldgica da substancia liquénica irradiada através teste de toxidade aguda;

. Analisar a a¢do radiomodificadora do acido barbatico, acido usnico e

atranorina, sobre embrides de Biomphalaria glabrata.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Radiacao

A propagagdo de energia de um ponto a outro, tanto no vacuo como em um meio
material é conhecida como radiagdo. Pode ser produzida por meio de um rearranjo de
elementos presentes no niicleo ou nas camadas eletronicas, bem como da interagdo de outra
radiagdo com o atomo. As radia¢des podem ser classificadas - quanto a sua natureza - em
corpusculares, particulas o, P e néutrons; ou eletromagnéticas, luz visivel, ultravioleta,
infravermelho, Raio-X e radiacdo y. No que diz respeito a radiagdo eletromagnética, esta ¢
definida como uma energia que se propaga na forma de campos elétricos e magnéticos
oscilantes (ondas eletromagnéticas). De acordo com estudo teorico desenvolvido por James
Clerk Maxwell, em 1873, foi possivel demonstrar a relagdo existente entre duas grandezas,
frequéncia e comprimento de onda, que caracterizam a onda eletromagnética, de acordo com a

equacgdo a seguir (Eq. 1) (CEMBER; JOHNSON, 2008):

c=A.f(Eq. 1)

Onde: ¢ = velocidade da luz;
f = frequéncia

A = comprimento de onda.

A radiagdo y ¢ caracterizada por apresentar um pequeno comprimento de onda e alta
frequéncia, quando comparado com as outras radiagdes eletromagnéticas como, ultravioleta e
infravermelho; proporcionando desta forma uma capacidade de ionizagdo, além de um alto
poder de penetragdo. A radiacdo eletromagnética ao interagir com a matéria pode ainda se
comportar como uma particula, sendo a energia da onda eletromagnética caracterizada como

um foton e para expressar esse fendmeno foi determinado por Max Planck a seguinte formula

(Eq. 2):
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E=h.f(Eq 2)

Onde: E = energia;
h = constante de Plank;

f = frequéncia.

A radiac¢do também pode ser classificada de acordo com a sua energia ¢ a forma como
interage com a matéria em: i) radiacdo nio ionizante, quando a energia interage com o0s
elétrons dos atomos provocando excitagdo dos mesmos, ou seja, deslocando-os de sua camada
de origem para uma camada mais externa e posterior retorno deste elétron para a camada de
origem, ocasionando liberacdo de energia; e ii) radiacdo ionizante, quando possui energia
capaz de retirar elétrons de atomos, formando consequentemente ions (ALPEN, 1998;

TURNER, 2007).

2.1.1 Radiacao ionizante

Radiagdes ionizantes s@o aquelas que possuem energia maior que a energia de ligagdo
do elétron com o nucleo do 4atomo, ou seja, apresenta a possibilidade de retirar elétrons de
atomos, formando assim os ions. S3o exemplos deste tipo de radiagdo: particulas a, particulas
B, néutrons, raios X e radiacdo y, ou seja, tanto as radiacdes corpusculares, como as
eletromagnéticas podem apresentar esta caracteristica. Dentre essas radiacdes podemos
destacar a radiacdo vy, que além de possuir a capacidade de ionizar moléculas, apresenta um

alto poder de penetragdo (ALPEN, 1998; CEMBER; JOHNSON, 2008).

No sistema bioldgico a incidéncia de radiacdo ionizante promove dano celular por
meio de dois mecanismos: direto ou indireto. O mecanismo direto corresponde a deposicao da
energia da radiacdo ionizante diretamente nas moléculas alvo, como lipidios, proteinas, acido
ribonucleico (RNA) e 4cido desoxirribonucleico (DNA), provocando alteragdes que muitas
vezes ndo podem ser reparadas. No mecanismo indireto, a radiagdo ao interagir com

moléculas de dgua provoca ionizacdo ou lise das mesmas (processo denominado radiolise da
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agua), ocorrendo desta forma, a producdo de radicais livres que podem interagir com as
biomoléculas causando dano celular. Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas, pois
apresentam um elétron na camada de valéncia ndo pareado (SHIRAZI et al., 2007;

DARTNELL, 2011).

Os principais produtos da radiolise da 4gua sdo: elétrons livres hidratados (€7aq);
radical hidroxil (OH"); radical hidrogénio (H") e perdxido de hidrogénio (H,O,). A vida média
desses radicais é extremamente curta (10° a 107 segundos) (BITELLI, 2006; SHIRAZI et
al., 2007; DARTNELL, 2011).

2.2 Interac¢ao da radiacao y com a matéria

A radiagdo y ao interagir com a matéria organica, dependendo do numero atomico do
material absorvedor e da energia do foton incidente, pode dar origem a 3 efeitos: efeito

fotoelétrico, efeito Compton e produgdo de pares.

1) No efeito fotoelétrico a energia da radiacdo (ou foton incidente) € totalmente

transferida para um elétron ligado a um atomo, provocando a sua ejecao da camada eletronica;

2) No efeito Compton ocorre uma interagdo da radiacdo com um elétron de baixa
energia de ligagdo este ¢ ejetado e o foton incidente ¢ espalhado perdendo energia e alterando

a sua direcao;

3) Na producdo de pares, o foton (com energia superior a 1,022 MeV) ao passar
proximo ao nucleo atdmico interage com o campo elétrico dando origem a um par elétron-

positron (ALPEN, 1998; TAUHATA et al., 2003).

A interac¢do do foton de radiacdo vy ira produzir elétrons de alta energia. Esses elétrons
irdo se mover através do tecido produzindo radicais livres, que por sua vez serdo responsaveis
pela quebra de ligagdes quimicas, como na molécula de DNA cujas alteracdes irdo resultar no

dano celular (SUNTHARALINGAM et al., 2002).

A quantidade de radiacdo necessaria para provocar determinado dano celular ¢ um
evento probabilistico, porém foram desenvolvidos fatores que possam estimar este dano. A
Transferéncia Linear de Energia (do inglés “Linear Energy Transfer” - LET) ¢ um importante
fator para estimar, indiretamente, a resposta celular, pois através desta pode-se mensurar a

quantidade de energia depositada pela radiagdo ao interagir com o sistema bioldgico em
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determinado comprimento de tecido. Outro importante fator que estd diretamente relacionado
com o LET e ¢ utilizado para estimar a resposta celular ao dano provocado pela radiagdo ¢ a
Eficiéncia Biologica Relativa (do inglés “Relative Biological Effectiveness” — RBE)

(TURNER, 2007).

2.2.1 Transferéncia Linear de Energia (LET)

O LET ¢ a quantidade de energia da radiacdo transferida para um meio material (dE),

avaliada por unidade de comprimento da trajetoria da radiagdo (keV/um).

LET = ENERGIA MEDIA CEDIDA |—> LET = dE
ESPACO PERCORRIDO dX

O LET esta diretamente relacionado com a probabilidade de ocorrer interacdo da
radiacdo com o organismo. As radiagdes corpusculares (radiagdo o e §) sdo as que apresentam
alto LET quando comparadas com as radiagdes eletromagnéticas (radiacdo y). O alto valor do
LET esta relacionado, com a maior probabilidade de interacdo, além de uma rapida perda de
energia para o meio, bem como numerosa producdo de ionizagdes em uma distdncia curta

(SUNTHARALINGAM et al., 2002).

2.2.2 Eficiéncia Biologica Relativa (RBE)

E definida pela razio D,/D, onde Dy é a dose de Raio-X necessaria para produzir um
determinado nivel de resposta e D a dose de radiagcdo necessaria para produzir igual resposta,

considerando todas as varidveis tanto fisica como bioldgica, constantes (CEMBER;

JOHNSON, 2008).
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2.3. Radiomodificadores

A utilizacdo de substancias quimicas para protecdo contra os efeitos danosos da
radiacdo comecou a ter maior atengdo apos a segunda guerra mundial. Patt et al (1949), foram
os primeiros a investigar os efeitos do aminoacido cisteina em ratos expostos a uma dose letal
de raio-X. Atualmente, os estudos estdo voltados a pesquisas que auxiliem na prote¢do dos
individuos contra os efeitos danosos da radiagdo, bem como no combate a células

cancerigenas sendo, portanto denominadas radiomodificadores.

Os radiomodificadores podem ser classificados em: radioprotetores, substincias que
possuem a capacidade de proteger as células dos efeitos danosos da radiacio ou
radiossensibilizadores que possuem a capacidade de tornar as células suscetiveis aos efeitos
danosos da radiacdo. Estas substincias sdo importantes fontes de estudo, uma vez que
apresentam importantes aplicacdes na pratica clinica, tanto na protecdo de trabalhadores
expostos a radiacdo, como na protecao ou utilizacdo terapéutica (quimiorradioterapia) em

pacientes (HOSSEINIMEHR, 2007; RALEIGH; HAAS-KOGAN, 2013).

2.3.1 Radioprotetores

Os radioprotetores sdo substancias que possuem a capacidade de proteger o tecido
vivo ou pelo menos, diminuir os danos a eles causados pela radiacdo. Gerschman et al (1954),
demonstraram que o mecanismo de lesdo celular provocada pela interagdo da radiagdo com o
sistema bioldgico ocorre por meio da produgdo de espécies reativas de oxigénio.

Como citado anteriormente, a radiacdo ionizante, ao interagir com o sistema bioldgico
ira produzir radicais livres, que irdo agir sobre os constituintes celulares, danificando-os,
podendo agir sobre os lipideos de membrana, causando a peroxidagdo lipidica ou atuando
sobre as ligacdes quimicas de proteinas, resultando em oxidagdo das mesma. Pelo fato do
dano celular ser atribuido, principalmente, aos efeitos lesivos dos radicais livres (em torno de
60 a 70% do dano), as substancias com propriedade de capturar esses radicais, ou seja,
aquelas que possuem atividade antioxidante sdo consideradas promissores compostos

radioprotetores (WEISS; LANDAUER, 2000).

Sdo demonstrados na literatura diversos compostos, como as vitaminas A, E e C, os

flavonoides e os compostos fenolicos, que possuem agdo antioxidante, portanto promissores



18

agentes radioprotetores (KUMAR et al., 2002; SONGTHAVEESIN et al., 2004). O
mecanismo de acdo desses compostos, nao estd completamente elucidado, porém estudos
sugerem que a nivel molecular, além da captura de radicais livres, esses compostos fornecem

ainda atomos de hidrogénio, além de participar na formagdo de dissulfeto misto

(COPELAND, 1978).

Arora et al (2005), propds mecanismos fisiologicos e bioquimicos que estdo
relacionados com a radioprote¢do, como as propriedades antiheméticas, antiinflamatorias,
antibacteriano, quelante, estimulante do sistema imunoldgico e hematopoiético, ou seja,
substancias que apresentem estas caracteristicas juntamente com uma atividade antioxidante,

possuem grande potencial de serem radioprotetoras eficientes.

O desenvolvimento de radioprotetores efetivos, e farmacos utilizados para recuperagao
apos radiacdo tém grande importancia, devido sua potencial aplicacdo em exposicdo a
radiagdo planejada, radioterapia, por exemplo, ou naquela ndo planejada como na industria

nuclear (ARORA et al., 2005).

Entre as substincias radioprotetoras o WR-2721 [acido S-2-(3 aminopropilamino)
etilfosforotioico], também conhecido como amifostina, é a droga mais estudada, desenvolvida
no Walter Reed Army Institute of Research, nos EUA, no “antiradiation drug development
program”(Programa de desenvolvimento de drogas antirradia¢do) do exército americano. O
WR-2721, Azul da Prassia, Ca-DTPA, Zn-DTPA e iodeto de potassio, sio os unicos
compostos aprovados pela Administracdo de Alimentos e Drogas dos EUA (FDA). Estudos
ttm demonstrado que essas substancias, largamente utilizadas atualmente como
radioprotetores, possuem efeitos adversos graves, como nausea, vOmito, hipotensao,
hipocalcemia, infeccdo por bactéria e febre, em doses clinicamente efetivas, além de
possuirem alta hepatoxicidade e neurotoxicidade (SOUZA et al., 2000). Além disso, o WR-
2721 ¢é efetivo somente quando administrado intravenosamente ou subcutdneamente, o que

limita a sua utilizagdo fora das situag¢des clinicas controladas.

Até o presente momento, ndo existe um agente que preencha todos os requisitos para
ser considerado um radioprotetor ideal, isto €, que ndo produza toxicidade e ofereca protecdo
por longo periodo, tenha uma vida de prateleira de 2 a 5 anos e possa ser facilmente
administrado (COLEMAN; TURRISI, 1990). Tendo isso em vista, continua a procura por

agentes radioprotetores novos, menos toxicos e mais eficazes.



19

Estudos tém apontado que substancias obtidas de liquens possuem diversas atividades
bioldgicas dentre elas as de maior importancia para um radioprotetor, como: anti-inflamatoria,
antibacteriana, antifingica, antiviral, bem como atividade anitoxidante (GULCIN et al., 2002;

ODABASOGLU et al., 2005).

2.3.2 Radiossensibilizadores

Tem sido estudada por diversos pesquisadores, nos ultimos 20 anos, a utilizagdo de
substancias quimioterapicas na radioterapia, no tratamento de diversos tumores
(SAZGARNIA et al., 2013). Foram identificadas substancias quimioterapicas que aumentam
a sensibilidade das células a radiagdo, estas foram denominadas radiossensibilizadores. Os
radiossensibilizadores podem atuar pelo mecanismo de afinidade eletronica, ligando-se aos
tidis, bem como podem ligar-se diretamente a molécula de DNA (BRABEC; NOVAKOVA,
2006; HARTINGER et al., 2008). Adicionalmente, Folkes ¢ Neill (2013) utilizando células
V79-4, irradiadas e submetidas a anoxia, demonstraram que o 6xido nitrico, contribui para a

radiossensibilizagdo da célula, por meio de danos ao DNA.

Adams e Cooke (1969) demonstraram que algumas substancias possuem a capacidade
de mimetizar o efeito do oxigé€nio e isto esta diretamente relacionado a afinidade eletronica,
onde recebe destaque o nitroimidazol. Apos a descoberta deste composto diversos estudos
clinicos foram realizados, no entanto, os resultados ndo foram satisfatorios, uma vez que a
biodisponibilidade desta droga ¢ pequena, ou seja, apds a administragdo seu nivel plasmatico

¢ baixo, além disso, apresenta como efeito adverso a neurotoxicidade (RIDDER et al., 2008).

Outro mecanismo proposto em que os radiossensibilizadores podem agir ¢ através da
inibicao do receptor do fator do crescimento epidermal (do inglés “epidermal growth factor
receptor” — EGFR) onde ¢é observado a capacidade de tornar células tumorais mais sensiveis a
radiagdo, esta é a via pela qual age a substancia radiossensibilizadora utilizada atualmente

denominada cetuximabe (BONNER et al., 2006).

O 5-Fluoracil é um radiossensibilizador comumente usado no tratamento de tumores,
sendo uma substancia inibidora da enzima timidilato sintase, cuja inibi¢do ird diminuir os
niveis de timidina 5’-monofosfato (TMP) e timidina 5’-trifosfato (TTP) e consequentemente
interferir na sintese do DNA, além de incorporar na molécula de RNA degradando-a (GREM,
2000).
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Outro farmaco comumente utilizado no tratamento tumoral ¢ a cisplatina. A utilizagdo
desta substancia concomitantemente com a radioterapia, proporciona um aumento na
quantidade de intermedidrios toxicos na presenca de radicais livres gerados pela radiagdo, e

inibi¢cdo do reparo da molécula de DNA (TIPPAYAMONTRI et al., 2013).

O tratamento com drogas radiossensibilizadoras apresenta sucesso terapéutico
limitado, pois ¢ sabido que algumas drogas utilizadas para auxiliar o tratamento radioterapico

apresentam alta toxicidade e baixa especificidade (NELIUS et al., 2010; XU et al., 2012).

2.4 Liquens

Liquens sdo seres que constituem um parasitismo controlado de um organismo
composto por um fungo (micobionte), aclorofilado e heterotrofico e um ou mais participantes
clorofilados, portanto, fotossintéticos (fotobionte), que pode ser alga verde ou cianobactéria
(COCCHIETTO et al., 2002). Esta natureza simbidtica ¢ amplamente discutida, pois ha
aqueles pesquisadores que consideram os liquens como um caso classico de mutualismo. Por
outro lado a maioria dos estudos considera esta relacdo como um exemplo de parasitismo
controlado por parte dos micobiontes, uma vez que estes se alimentam dos nutrientes gerados
pelos fotobiontes; outro fator que da suporte a este embasamento é que as algas ou
cianobactérias crescem mais lentamente no estado liquenizado do que no estado de vida livre
(AHMADIJIAN, 1993). O micobionte proporciona ao fotobionte um ambiente fisico adequado
(luz e umidade) para sua sobrevivéncia e repassa os nutrientes minerais que absorve. Por sua
vez o fotobionte fornece carboidratos e compostos nitrogenados, para a nutricdo do
micobionte e producdo dos metabolitos essenciais para a sobrevivéncia tanto do micobionte,

como do fotobionte (HONDA; VILEGAS, 1998).

Taxonomicamente, de acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica,
os liquens sdo tratados dentro do Reino Fungi, uma vez que, aproximadamente 95% da
estrutura liquénica ¢ constituida pelo micobionte. Desta forma, na literatura de cunho

taxondmico os liquens sdo chamados de fungos liquenizados (RAVEN et al., 1996).

Os liquens apresentam uma distribui¢do cosmopolita, podendo ser encontrados nos
mares, montanhas, desertos e regioes polares. Podem desenvolver-se em diferentes substratos,
uma vez que sua nutricdo independe deste, crescendo no cortex de arvores, rochas, folhas,

entre outros (MEEBEN et al., 2013). Em resposta a situacdes de estresse, a produgdo de
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elevadas concentragdes de componentes fenodlicos, principalmente depsideos e depsidonas,
sdo importantes para a sobrevivéncia dos liquens nestes ambientes diversos (PIOVANO et al.,

2002; BOUSTIE et al., 2011).

No que diz respeito a morfologia dos liquens, sdo formados pelo talo, onde o
fotobionte € o micobionte se posicionam em camadas sucessivas. O talo ¢ subdivido em: 1)
cortex superior, composto por hifas entrelacadas firmemente para proteger o liquen de outros
organismos e reduzir a intensidade da luz que poderia causar danos as células das algas; ii)
medula, camada frouxa de hifas, desta forma facilitando a troca gasosa e iii) cortex inferior,

presente em liquens foliosos e fruticosos (PRITCHARD; BRADT, 1984).

Os liquens podem ser classificados quanto a forma do talo liquénico em; crostoso,
folioso, frutico e dimorfico (Figura 1). Este ultimo possui como representante os liquens da
espécie Cladonia salzmanni Nyl, C. substellata, ¢ C. kalbii. O talo das espécies deste género
também podem ser denominados cladoniforme, possuindo na parte basal primaria pequenas

esquamulas, e na parte secundaria talo fruticoso (Figura 1D) (BATISTA; BENATTI, 2011).

Figura 1 - Aspectos morfoldgicos do talo liquénico.
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A — crostoso; B — folioso; C — fruticoso e D — dimérfico.
Fonte: modificado de Spielman e Marcelli, 2006 (A, B e C); Sipman e Ahti, 2012 (D).

Em relacdo a sua importancia econdmica os liquens s@o utilizados na alimentagdo em
algumas culturas como, a asiatica e em paises frios, como iguarias. Também podem ser
empregados na fabricacdo de bebidas alcodlicas, substituindo o lupulo da cerveja por Lobaria

pulmonaria (LEGAZ et al., 2006). Podendo ainda ser utilizados como corantes (RANKOVIC
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et al., 2011). Diversos estudos demonstram a aplicacdo dos liquens como biomonitores da
qualidade do ar, devido a sua capacidade de absorverem e acumularem metais pesados e
radionuclideos. (SHUKLA et al., 2012; SERT et al., 2011). Diversas substincias liquénicas
estdo sendo utilizadas na fabricacdo de cosméticos, e ainda estudos apontam para sua
utilizagdo como protetor solar, uma vez que podem absorver a radiacdo ultravioleta do tipo B
(RANCAN et al., 2002); podem ainda ser utilizados como fixadores na fabricacdo de
perfumes (RANKOVIC et al., 2011).

Além disso, os liquens também vém sendo utilizados na medicina popular de diversas
culturas ha varios anos, por exemplo, no tratamento de artrite, alopecia, constipagcdo, doencas
renais, faringite e infecgdes provocadas por parasitas e bactérias. Esses efeitos estdo em sua

maioria relacionados com os metabolitos liquénicos (MALHOTRA et al., 2008).

2.5.1 Metabdlitos liquénicos

Os liquens produzem aproximadamente 1050 substincias oriundas do seu
metabolismo, denominados substancias liquénicas ou dacidos liquénicos (MOLNAR;
FARKAS, 2010). A produgdo destas substancias podem variar de 0,1 a 10% em relacdo ao
peso seco do talo liquénico, dependendo das condigdes ambientais. Os metabolitos liquénicos
podem ser classificados em: metabdlitos primarios e metabolitos secundarios (NASH, 1996;

PIOVANO et al., 2002).

Os compostos do metabolismo primario consistem nos aminoacidos, proteinas,
carboidratos, carotendides e vitaminas, sdo considerados produtos intracelulares ligados na
parede celular e ao protoplasma, sdo produzidos principalmente pelo fotobionte, sendo a

principal fonte de nutri¢do para o micobionte (HONDA; VILEGAS, 1998).

A partir do transporte de carboidratos fornecidos pelo fotobionte, o micobionte
sintetiza dentro de suas hifas os metabolitos secundarios. Esses s@o considerados produtos
extracelulares encontrados na medula ou no cortex, provenientes das vias: i) acetato
polimalonato, que produz, quinonas, depsideos, depsidonas, acidos graxos, acidos Usnico e
derivados; 1ii) acido mevaldnico, que forma, os terpendides e esteroides e iii) acido
chiquimico, onde os produtos finais sdo, os derivados do 4cido pulvinico, essas substancias

servem para a defesa e manutengdo do “organismo” (HONDA; VILEGAS, 1998).
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Os metabolitos liquénicos tém demonstrado diversas agdes farmacologicas
importantes: antibacteriano, antifingica, antiviral, inseticida, anti-helmintico, anti-
inflamatoria, antiproliferativa, fotoprotecdo, inibicdo da sintese de Oxido nitrico e
antioxidante. Estes resultados tem despertado interesse sobre o potencial dessas substancias
(SEGATORE et al., 2012; PIRES et al., 2011; SOKOLOV et al., 2012; CETIN et al., 2011;
LAUINGER et al., 2013; VIJAYAKUMAR et al., 2000; EINARSDOTTIR et al., 2010;
KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010; RABELO et al., 2012; MANOJLOVIC et al., 2012;
ODABASOGLU et al., 2006).

2.5.1.1 Acido barbatico

O acido barbatico, ¢ denominado 2-hidroxi-4-[(2-hidroxi-4-metoxi-3,6-dimetilbenzoil)
oxi]-3,6-dimetilbenzoico pela “International Union of Pure and Applied Chemistry”
(IUPAC), possui formula molecular C;9H»9O7 e massa molecular de 360,36 g, ¢ classificado
como um depsideo (Figura 2). Produzido pelo cortex do liquen, estudos mostram que ocorre
aumento da sintese deste composto, quando o liquen encontra-se em condi¢des de estresse,
por exemplo: ao serem expostos a baixa temperatura, bem como a radiagdo ultravioleta C

(STOCKER-WORGOTTER, 2001; HAGER et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura molecular do acido barbatico.
Me Me
CO-0 OH

MeO OH COOH
Me Me

O simbolo “Me” diz respeito a um grupamento metil (-CHj3).
Fonte: Hager et al., 2008.

Diversas acdes biologicas foram observadas e os estudos com acido barbatico

mostraram excelentes resultados contra o Bacillus subtilis (PERRY et al., 1999).
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Kumar e Muller (1999a) analisaram os efeitos do acido barbatico, acido difractaico e
uma série de substincias analogas destes compostos, e observaram que ocorre inibicdo da
sintese de leucotrienos Bs. Além disso, demonstraram que o 4cido barbatico € capaz de inibir
o crescimento de células de queratindcitos (HaCaT) na concentragdo de 4,1 upM,

demonstrando assim a capacidade antiproliferativa desta substancia.

Hager et al (2008), desenvolveram estudo para avaliar se as substancias liquénicas
(extrato de Heterodea muelleri e o metabodlito secundario acido barbatico) protegem os
liquens do estresse ambiental e controlam o seu crescimento. Além de demonstrar que em
situacdes de estresse como exposicdo a radiagdo ultravioleta do tipo B, a sintese de acido
barbatico ¢ aumentada. Outro resultado importante foi obtido utilizando a concentragdo de 0,5
mg.cm™ onde ficou demonstrado que o 4cido barbatico agiu diminuindo a taxa de divisdo

celular de algas.

Estudo desenvolvido por Martins et al (2010), avaliou a atividade antibacteriana de
extrato de Cladia aggregata Nyl. e a substancia purificada, dcido barbatico frente a quatro
linhagens de Staphylococcus aureus multi-resistentes. Foi observado que tanto o extrato como

a substancia purificada foram capazes de inibir a proliferacdo bacteriana.

2.5.1.2 Acido asnico

O 4cido tusnico ¢ um metabodlito secundario, sintetizado por liquens de diversos
géneros como Usnea, Cladonia, Lecanora, Ramalina, Evernia, Parmelia e Alectoria. Este
composto natural obtido da regido cortical ¢ denominado 2,6-diacetil - 7,9 — dihiroxi - 8,9b —
dimetil - 1,3 (2H, 9bH) — dibenzeno - furadiona, pela “International Union of Pure and
Applied Chemistry” (IUPAC), com formula molecular CigH;cO; e massa molecular de
344,31 g, apresenta duas formas enantioméricas (+) e (-), dependendo da posi¢do angular do
grupamento metil localizado no carbono 9b. Estas formas irdo determinar os efeitos
biolégicos, de importante significado farmacoldgico e clinico (Figura 03). Este composto
caracteriza-se por ser uma substancia hidrofobica, parcialmente soltivel em agua e glicerol e

soluvel em solventes organicos INGOLFSDOTTIR, 2002).
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Figura 3 - Estrutura do acido usnico.
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O simbolo “Me” diz respeito a um grupamento metil (-CHj3).
Fonte: Hager et al., 2008.

Dentre os metabolitos secundarios liquénicos, o acido usnico ¢ o mais estudado
apresentando diversos efeitos biologicos. Entre eles destacam-se as atividades antibacteriana
(GUPTA et al., 2012) antifungica, antiviral (SOKOLOV et al., 2012) e antiinflamatoria, além
de propriedades que possivelmente estdo relacionadas com o mecanismo de radioprotecdo
como, protecdo contra radiagdo ultravioleta, inibi¢do da sintese de 6xido nitrico e acdo
antioxidante. Também ¢ observado uma atividade antiproliferativa in vitro, sendo esta
relacionada com o mecanismo de radiossensibiliza¢do. O acido usnico vem sendo utilizado
também em diversos produtos medicinais € ndo medicinais, como composto ativo ou
preservante. (VIJAYAKUMAR et al., 2000; CAMPANELLA et al., 2002; MAYER et al.,
2005; ODABASOGLU et al., 2006; KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010; PIRES et al.,
2011; SEGATORE et al., 2012).

Boehm et al (2009) demonstraram que substancias extraidas de liquens dentre eles o
acido usnico possuem atividade fotoprotetora, contra a radiacdo ultravioleta dos tipos A ¢ B.
Adicionalmente, estudo desenvolvido por Kohlhardt-Floehr et al (2010), utilizando células de
linfécito humano (Jurkat-cells) e radiag@o ultravioleta do tipo B, demonstrou que a atividade
fotoprotetora depende da intensidade da radiacdo e da dose do acido usnico, podendo desta
forma apresentar comportamento antioxidante, nas concentragdes de 10™® ¢ 10 molar, ¢ ou

pro-oxidante.

Segundo Odabasoglu et al (2006), e Rabelo et al (2012), dentre as diversas atividades
bioloégicas desempenhadas pelo acido usnico, essa substancia € capaz de diminuir os niveis de

peroxidagdo lipidica, de forma semelhante a substincias sabidamente radioprotetoras, além
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disso, inibe a sintese de oOxido nitrico. Estudo utilizando macrofagos (RAW 246.7)
examinaram o efeito do acido usnico nos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
oxido nitrico, foi observado que o acido usnico foi capaz de diminuir os niveis de TNF-q, e a
expressdo de 6xido nitrico, substancias que estdo envolvidas na via do dano celular (JIN et al.,

2008).

Na literatura ha diversos estudos demonstrando a atividade antiproliferativa
(antitumoral) do acido usnico, Burlando et al (2009), analisaram a agdo de 6 substancias
liquénicas entre elas o acido usnico, frente células de mesotelioma maligno (MM9S),
carcinoma vulvar (A431) e de queratonocitos (HaCaT). O acido tsnico apresentou alta
toxicidade sobre as células e em doses subtoxicas apresentou capacidade de regenerar lesdes

em células HaCaT.

Einarsdottir et al (2010), utilizando duas linhagens de células do carcinoma mamario
(T-47D) e carcinoma pancreatico (Capan-2), demonstraram que o acido Uisnico apresentou
concentragao inibitoria (ICsp) de 4.0 ng/mL contra células da linhagem T-47D, e 5.0 pg/mL

contra células Capan-2, através da diminuicao do potencial de membrana da mitocondria.

A utilizacdo de acido usnico a 5 ¢ 10 ug/mL ¢é responsavel pela inibicdo da
proliferacdo de células das linhagens de carcinoma mamario (T47D e MCF7) e carcinoma
pancreatico (Capan-2), a atividade antiproliferativa esta relacionada com a liberagdo de H"
ndo somente das mitocondrias, mas também de lisossomos, resultando na formacdo de

autofagossomos (BESSADOTTIR et al., 2012).

Em estudo desenvolvido por Singh et al (2013), a utilizagdo de &acido usnico na
concentragdo de 25 ¢ 100 uM inibiu o crescimento de células de carcinoma pulmonar (A549)
in vitro, através da inibicdo da expressdo da quinase dependente de ciclina (CDK)4, CDK6, e
ciclina D1, e aumentou a expressdo da proteina p21 (CIP1) inibidor de CDK. Além disso, foi

observado que o acido usnico induz a despolarizagdo da membrana mitocondrial.

2.5.1.3 Atranorina

Atranorina ¢ classificada como um depsideo, com formula molecular C9H;3Og € peso

molecular 374,34 g, ¢ denominado pela “International Union of Pure and Applied Chemistry”
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(IUPAC) de acido 3-hidroxi-4-(metoxicarbonil)-2,5-dimetilfenil 3-formil-2,4-dihidroxi-6-
metilbenzoato (Figura 4) (KONIG; WRIGHT, 1999).

Figura 4 - Estrutura molecular da atranorina.

H Me Me OH

HO / \ C00 \— / COOMe

CHO OH H Me

O simbolo “Me” diz respeito a um grupamento metil (-CHj).
Fonte: Melo et al., 2011.

Ingolfsdottir et al., em 1998, demonstraram que a atranorina possui atividade contra
Mycobacterium aurum, onde a concentracdo inibitoria minima foi de 32 pg/mL. Estudos
avaliando a atividade antibacteriana e antifingica de extratos cloroformico, etilico, acetdnico
e etandlico de Cladonia foliacea e metabolitos liquénicos secundarios, acido usnico, acido
fumarprotocetrarico, bem como a atranorina, demonstraram que essas substancias apresentam
atividade contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus,
Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, Candida albicans, e

Candida glabrata (YILMAZ et al., 2004).

Turk et al., em 2006, avaliaram a capacidade antibacteriana e antifungica de extratos
cloroformico, etilico e acetonico de Pseudevernia furfuracea (var. furfuracea e var. ceratea),
e acido fisoddico, acido olivetodrico, cloroatranorina e atranorina, os resultados mostram que
esses compostos apresentaram atividade frente a Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Yersinia enterocolitica, Candida albicans, Candida glabrata,
Alternaria alternata, Ascochyta rabiei, Aspergillus niger, Fusarium culmorum, Fusarium

moniliforme, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, e Penicillium notatum.

Em estudo desenvolvido por Kumar e Muller (1999b) com diversos metabolitos

liquénicos extraidos de Parmelia nepalensis ¢ Parmelia tinctorum, foi demonstrado que a
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atranorina inibe a sintese de leucotrieno B4 em leucécitos polimorfonucleares, porém foi
observado que esta ndo possui atividade antioxidante. Bugni et al. (2009) observaram que a
atranorina extraida de Parmotrema saccatilobum possui atividade antiinflamatoria sendo sua
acdo dependente da inibicdo das enzimas cicloxigenase-1 (pela atranorina) e cicloxigenase-2

(pela cloroatranorina).

Estudo desenvolvido por Melo et al (2011a), avaliou a capacidade antiinflamatdria da
atranorina, em ratos Wistar utilizou modelo de edema de pata traseira induzida. Foi observado
que a atranorina apresentou importante papel na atividade antiinflamatéria (nas concentragdes
de 100 e 200 mg/Kg), no entanto ndo apresentou atividade citotoxica sobre a linhagem de

células de fibroblastos (L929).

Fernandez et al. (1998), demonstraram a capacidade fotoprotetora de trés compostos
fenolicos panarina, 1-cloropanarina e atranorina, nas concentra¢des de 3,5; 7,0 ¢ 10,0 mM,
avaliado através da diminuicdo da formacao de ligacdo entre um composto fotossensibilizante
utilizado no experimento (8-Metoxipsoraleno) e a albumina irradiados a 310 nm e 360nm. Foi
observado que o percentual de inibi¢do da ligacdo do fotossensibilizante a albumina sérica
humana foi de 20,1% para a atranorina na concentragdo de 10 mM, quando a amostra foi

irradiada a 360 nm.

Melo et al (2011b), demonstraram em seu estudo que a atranorina apresentou atividade
antioxidante na concentragdo de 100 pg/mL, além de capacidade de capturar anions
superoxido, no entanto, aumentou a formagdo de perdxido de hidrogénio in vitro e 6xido
nitrico substancias pré-oxidativas e nao foi capaz de inibir a peroxidagdo lipidica. O estudo
também demonstrou que a atranorina sozinha nio apresenta efeito citotoxico em células de
neuroblastoma humano (SH-SYS5Y) e que confere citoprotecdo contra danos provocados por
peréxido de hidrogénio, substancias antioxidantes podem auto-oxidar e gerar substancias

reativas e desta forma agir como pro-oxidantes (MOURE et al., 2001).

Backorova et al (2011), em estudo utilizando 4 metabolitos secundarios liquénicos
(parietina, 4cido Usnico, acido girofdrico e atranorina) avaliaram a agdo destes em diversas
linhagens de células (A2780, HeLa, MCF-7SK-BR-3, HT-29, HTC-116P53"", HCT116p53™,
HL-60 e Jurkat). Foi observado que o acido usnico, bem como a atranorina sdo os compostos
mais efetivos contra as células cancerigenas (nas concentragdes de 100 e 200 uM), ao agirem
ativando a caspase-3 (em células HT-29), induzem a producdo de espécies reativas de

oxigénio, bem como ativam a apoptose.
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Estudo desenvolvido por Kristmundsdottir et al (2005), avaliou a solubilidade e
atividade antiproliferativa da atranorina em células de carcinoma mamario (T-47D),
carcinoma pancreatico (Panc-1) e carcinoma de prostata (PC-3) e concluiu que a atranorina
apresentou uma solubilidade limitada, o melhor solvente para diluir foi o 2-Hidroxipropil-§-
ciclodextrina (HPBCD) em pH 7,4. A atranorina ndo apresentou atividade antiproliferativa, a

atividade inibitoria foi semelhante ao solvente utilizado, nao foi informada a concentragao.



30

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Extracio e obtencio das substincias liquénicas

A extracdo, isolamento e purificagdo dos liquens foram realizadas no laboratorio de
Produtos Naturais, do departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE. Amostras dos liquens Cladonia salzmanni Nyl, Cladonia substellata, e Cladonia
kalbii, foram maceradas, e submetidas a extragdes sucessivas por esgotamento a temperatura
ambiente (28 = 3 °C), com éter dietilico, sob agitacdo mecénica por 1 h, deixada em repouso a
4 °C por 24 h e posteriormente filtradas em papel de filtro Whatman (No. 1). Este
procedimento foi repetido 5 vezes. Posterioremente o extrato etéreo foi evaporado até secura
em rotaevaporador (Buchler Instruments, Fort Lee, NJ, USA) acoplado em banho-maria a 40

°C (PEREIRA et al., 1996).

Apobs obtencdo dos extratos etéreos foi realizada a purificagdo para obtengdo das
substancias liquénicas, foi obtido o acido barbatico, acido usnico e atranorina, dos liquens
Cladonia salzmanni Nyl, Cladonia substellata, e Cladonia kalbii, respectivamente. O acido
barbatico foi purificado por meio de repetidas lavagens com cloroformio em funil G4 de
fundo poroso. A atranorina foi purificada através do aquecimento do extrato em banho Maria
(60°C) e posteriormente foram realizadas repetidas lavagens com etanol absoluto e
cloroformio, em seguida foi filtrado em funil G4 de fundo poroso. O material assim obtido foi
analisado por meio de cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (ASAHINA; SHIBATA, 1954). Para purificacdo do acido usnico, o extrato etéreo
da C. substellata foi fracionado em coluna de silica gel (porosidade 70-230) e eluido com o

sistema de solvente cloroformio: n-hexano (80:20 v/v) (ODABASOGLU et al., 2006).

3.2 Animais experimentais

Foram utilizados embrides de moluscos da espécie Biomphalaria glabrata —
pigmentados, provenientes do moluscario do departamento de Biofisica e Radiobiologia da

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Para a coleta dos embrides, foram colocados nos aquarios coletivos de B. glabrata,
tiras de polietileno incolor (5x5 cm) na superficie da agua. Apds 24 horas, as tiras foram
coletadas e as desovas observadas ao microscopio estereoscopico (Tecnival-SQZ) para ser
realizada a individualizag@o e identificacdo do estdgio embrionario. Apos a identificacdo, os
embrides no estagio de blastula, foram separados em grupos com 100 espécimes ¢ submetidos

ao ensaio de toxicidade aguda (Figura 5).

Figura 5 - Embrides no estagio de blastula do desenvolvimento.

3.3 Teste de toxicidade aguda

Para realizagdo dos ensaios de toxicidade aguda os embrides na fase de blastula foram
colocados em placas de 24 pogos de poliestireno (TPP®). Para cada concentragdo da

substancia testada foram utilizados aproximadamente 200 embrides.

Os embrides dos grupos experimentais foram expostos a substincia a ser analisada,
por um periodo de 24 horas. Apos esse tempo de exposi¢do, os embrides foram lavados para
total remogdo da substincia, em seguida foram mantidos com agua filtrada e analisados
quanto a viabilidade por mais sete dias consecutivos, totalizando oito dias. O grupo controle
foi formado por embrides mantidos com dgua filtrada nas mesmas condi¢cdes dos embrides

experimentais. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

A analise da viabilidade foi realizada segundo metodologia descrita por Okazaki et al

(1996). Foram registrados os embrides que apresentaram desenvolvimento normal (durante o
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periodo experimental), estes foram considerados viaveis (Figura 06 — seta preta), ja aqueles
que apresentavam malformagdes ou que estavam mortos foram considerados inviaveis
(Figura 06 — seta verde e vermelha, respectivamente). Os resultados foram expressos como a

média percentual de embrides inviaveis + erro padrao da média (% Embrides inviaveis).

Figura 6 - Desovas no estagio de véliger do desenvolvimento.

Embrides vidveis (seta preta) e embrides inviaveis - malformados (seta verde) e mortos (seta vermelha).

3.4 Avaliacao da toxicidade dos solventes sobre embrioes de Biomphalaria
glabrata

Foi avaliada a toxicidade dos solventes: etanol, dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80;
a fim de determinar a concentragdo que apresenta a menor toxicidade para os embrides e que
melhor dissolve as substancias liquénicas. Primeiramente, os solventes foram solubilizados
em agua filtrada nas concentragdes de (v/v %): 0,75; 1,25; 2,5 ¢ 5,0% para etanol, 0,5; 1,0 e
1,5% para DMSO ¢ 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0% para Tween 80. Em seguida foi realizado o teste de
toxicidade aguda, e analise da viabilidade dos embrides, como descrito previamente no item
3.3.

3.5 Anailise da toxicidade aguda das substancias liquénicas sobre embrides
de Biomphalaria glabrata
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Para avaliacdo da toxicidade das substincias liquénicas (acido barbatico, 4acido tisnico
e atranorina), foi realizado teste de toxicidade aguda, descrito no item 3.3. Foi avaliada a
toxicidade das substancias liquénicas a fim de determinar a concentragdo que apresenta menor
toxicidade para os embrides. Foram testadas as seguintes concentragdes: acido barbatico —
6,25; 12,5; 25,0; 50; 100,0; 200,0 ¢ 300,0 pg/mL; acido usnico — 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 ¢ 10,0
pg/mL e atranorina — 100; 200; 500 e 1000 pg/mL. Foi calculada a concentragdo da

substancia que causa 50% de mortalidade na populagdo (CLsg) para cada uma das substancias.

3.6 Determinaciio da atividade antioxidante das substincias liquénicas

A atividade antioxidante foi determinada por meio da reagcdo com o radical 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), de acordo com método descrito por Brand-Williams et al (1995).
Em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato (Global plast ®), foram colocados 40 pl da
substancia liquénica em cada poco e 250 pul de DPPH. Foram utilizadas as seguinte
concentragdes das substancias liquénicas: acido barbatico - 50, 100, 500, 750 ¢ 1000 pg/mL;
acido usnico — 06 pg/mL e atranorina - 1000 pg/mL. Para controle positivo foi utilizado o
acido galico nas concentragdes de 0,6; 50; 100; 500; 750 e 1000 pg/mL. Em seguida a placa
foi incubada por 25 minutos em uma camara escura, posteriormente foi realizada a leitura na
absorbancia em 517 nm, no analisador de microplacas (Bio-Rad xMark™ Microplate
Absorbance Spectrophotometer). A atividade antioxidante (%AA) foi expressa utilizando a
formula a seguir:

%AA = (ApppH = Aamostra) X 100
ApppH

Onde Apppy ¢ a absorbancia dos pocos que cont€ém apenas o0 DPPH e Aynostra €

absorbancia dos pocos que contém a substancia liquénica mais o DPPH.

3.7 Andlise da estabilidade das substancias liquénicas apds exposicio a
radiacao ionizante

AT o 60
Amostras de substancias liquénicas foram irradiadas em uma fonte GammaCell *"Co

(Radionics Labs, taxa de dose=2,906 Gy/h) no Departamento de Energia Nuclear da UFPE,
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na dose de 4 Gy. Em seguida foi realizada a cromatografia em camada delgada e teste de

toxicidade aguda.

Para evidenciar alteragdes estruturais, foi realizada a analise de cromatografia em
camada delgada (CCD). Amostras das substincias liquénicas irradiadas e ndo irradiadas
foram dissolvidas em éter dietilico (acido barbatico e acido isnico) e cloroférmio (atranorina),
em seguida foram aplicadas em placa de silica Gel 60 F254+ 366 Merk de 20 x 20 cm, e
desenvolvida, de forma ascendente, no sistema de solventes A (tolueno/ dioxano/ acido
acético, 90:25:4, v/v/v). Em seguida, a placa foi borrifada com acido sulfurico a 10%, e
aquecidas a 50° C por 20 minutos, para serem evidenciadas as bandas por reacdo de coloracio
(CULBERSON, 1972).

Foi realizado teste de toxicidade aguda (de acordo com item 3.3) utilizando solugdes
das substancias liquénicas irradiadas comparando os resultados com as substincias liquénicas
ndo irradiadas. Foram utilizadas as concentracdes de 100,0 pg/mL para o acido barbatico; 0,6

pg/mL para o acido tsnico e 1000,0 pg/mL para a atranorina.

3.8 Avaliaciao da capacidade radiomodificadora das substancias liquénicas
sobre embrides de Biomphalaria glabrata

A avaliag@o da capacidade radiomodificadora das substancias liquénicas foi realizada
com a concentragdo que apresentou a menor toxicidade. Os embrides foram divididos nos

seguintes grupos:

* Embrides mantidos com agua filtrada durante todo o periodo experimental (8 dias) -

grupo controle (C);

* Embrides irradiados (4 Gy) e mantidos com agua filtrada durante todo o experimento

- grupo controle irradiado (CI);

* Embrides que foram expostos a substancia liquénica antes de serem submetidos a
irradiacao (BA, UA e AA, para acido barbatico, 4acido Usnico e atranorina, respectivamente),
apos 24 horas de exposicdo as substancias foram removidas ¢ os embrides mantidos em agua

filtrada até o término do experimento;

* Embrides que foram expostos a substancia liquénica depois da irradiagdo (BD, UD e

AD, para 4cido barbatico, acido usnico e atranorina, respectivamente) e apos 24 horas de
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exposicdo as substancias foram removidas e os embrides mantidos em agua filtrada até o

término do experimento.

3.9 Analise estatistica

Os dados da estabilidade das substancias liquénicas foram analisados pelo Teste t; a
determinagdo da CLs, foi analisada pela regressdo Probit, utilizando o Microsoft Excel 2007. As
demais analises foram realizadas utilizado o teste de variancia (ANOVA one-way) seguido
pelo pos-teste Newman-Keuls, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versao
4.02. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média. As diferencas foram

consideradas significantes quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da toxicidade aguda para os solventes etanol, dimetilsulfoxido e
Tween 80.

Foi avaliada a toxicidade dos solventes: etanol, dimetilsulfoxido (DMSO) e Tween 80,
a fim de determinar a concentragcdo que ndo apresenta toxicidade para os embrides, bem como
aquela que melhor solubiliza as substincias liquénicas. O resultado do teste de toxicidade
aguda para o solvente etanol estd apresentado na Tabela 1. Foi observado que as
concentragdes de 0,5% e 1,0% apresentaram quantidade de embrides invidveis iguais ao
grupo controle, a partir da concentragdo de 2,5% de etanol houve aumento na quantidade de

embrides inviaveis quando comparado com o grupo controle (39,2 £ 1,8% vs 2,0 + 1,0%).

Tabela 1 — Toxicidade aguda do etanol.

Controle Etanol
Concentragdo (v/v %) 0,5 % 1,0 % 2,5 % 5,0 %
%Embrides inviaveis 2,0+ 1,0 3,0+0,6 54=+1,5 39,2 +1,8% 99,5 £0,5*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média, P<0,05; * vs grupo Controle.

Os experimentos realizados com DMSO, nas concentragdes testadas de 0,5%; 1,0% e
1,5% a quantidade de embrides invidveis ndo apresentou diferenca ao ser comparado com o
grupo controle, ou seja, as concentracdes analisadas, ndo apresentaram atividade toxica para

os embrides de Biomphalaria glabrata (Tabela 2).

Tabela 2 — Toxicidade aguda do Dimetilsulfoxido (DMSO).

Controle DMSO
Concentragdo (v/v %) 0,5 % 1,0 % 1,5 %
% Embrides inviaveis 2,0+1,0 1,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,3

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média, P<0,05.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudo de Geraldino (2004), em que foi
testada a toxicidade aguda e cronica de diversos solventes entre eles o etanol e DMSO frente a

embrides de B. glabrata, e foi observado que em uma exposi¢do aguda para o etanol, bem
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como para 0 DMSO nas concentragcdes de 0,5% e 1,0% apresentaram um percentual de
embrides inviaveis menor do que 1%. Ja para as concentragdes de 2,5% e 5,0%, apresentaram
um percentual de embrides inviaveis de 28,3% e 84,9%, respectivamente.

Os resultados do teste de toxicidade aguda para o solvente Tween 80 (Tabela 3),
demonstram que as concentragdes analisadas deste solvente ndo apresentaram toxicidade
frente aos embrides de B. glabrata, uma vez que ndo foi observado diferenca na quantidade de

embrides invidveis a0 comparar com o grupo controle.

Tabela 3 — Toxicidade aguda do Tween 80.

Controle Tween 80
Concentragio (v/v %) 0,5 % 1,0 % 2,0 % 5,0 %
% Embrides inviaveis 2,0+1,0 1,5+0,5 5,5+1,6 54+0,5 5,0+1,0

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média, P<0,05.

Apobs os testes de toxicidade aguda foi avaliada a solubilidade das substancias
liquénicas nas concentragdes dos solventes que ndo apresentaram toxicidade para os
embrides. Foi observado que o etanol na maior concentragdo, ou seja, 1% ndo solubilizou
satisfatoriamente as substancias liquénicas. O solvente que melhor solubilizou o &cido
barbatico e o acido usnico foi o DMSO na concentragdo de 0,5%, enquanto o Tween 80 na
concentragdo de 2% foi escolhido para dissolver a atranorina, uma vez que a mesma

apresentou material suspenso ao ser dissolvida com DMSO.

4.2 Anailise da toxicidade aguda das substancias liquénicas

As substancias liquénicas foram avaliadas quanto a sua toxicidade frente aos embrides
de Biomphalaria glabrata, com o objetivo de determinar a concentracdo letal que mata 50%
(CLso) da populagdo embrionaria, bem como a concentragdo com menor toxicidade. Com este
resultado sera realizada a analise da acdo radiomodificadora das substancias liquénicas.

Os resultados da toxicidade aguda do 4cido barbdtico, testado nas concentragdes de
6,2; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 300,0 pg/mL estdo presentes na Tabela 4. Foi observado
que as concentragdes de 6,2; 12,5; 25,0 ¢ 50,0 ug/mL ndo apresentaram diferenca na
quantidade de embrides invidveis quando comparadas com o grupo controle. As

concentragcdes de 100,0; 200,0 e 300,0 pg/mL apresentaram uma quantidade de embrides
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invidveis maiores do que o grupo controle e do que as concentragdes de 6,2 a 50,0 pg/mL de
acido barbatico. A CLsy do 4cido barbatico foi de 242,7 pg/mL. Com base nestes resultados,
foi escolhida a concentrag@o de 50,0 pg/mL para avaliagcdo da capacidade radiomodificadora.
Os experimentos foram realizados na fase mais sensivel de desenvolvimento dos
embrides (fase de blastula), onde o metabolismo encontra-se muito elevado devido as
constantes divisdes celulares que estdo ocorrendo. Estudo desenvolvido por Hager et al.
(2008) demonstrou que o acido barbatico é responsavel pela inibigdo da divisdo celular no
liquen. Kumar e Muller (1999a), também demonstraram a atividade antiproliferativa do acido
barbatico na concentracdo de 4,1 puM, utilizando células da linhagem de queratinocitos

(HaCat).

Tabela 4 — Toxicidade aguda do acido barbatico.

Concentracdo % Embrioes inviaveis
(ng/mL)
Controle 1,5+0,5
6,2 26+1,3
12,5 2,6+0,8
, 25,0 3,6 0,5
Acido
50,0 6,3+1,2
Barbatico
100,0 19,9 + 3,5*
200,0 45,2 +£0,8%*
300,0 58,2 +0,6*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média, P<0,05; * vs grupo Controle.

O resultado da toxicidade aguda do acido usnico esta apresentado na Tabela 5. Foram
testadas concentracdes que variaram de 0,6 a 10,0 pg/mL. A concentracdo de 0,6 pg/mL ndo
provocou alteracdo na quantidade de embrides inviaveis, porém a partir da concentracdo de
1,2 pug/mL ocorreu um aumento na inviabilidade embrionaria (19,3 + 0,7%) quando
comparado ao grupo controle (1,8 + 0,5%). As concentragcdes a partir de 2,5 pg/mL
apresentaram uma resposta maxima. O 4cido usnico apresentou uma CLsy de
aproximadamente 1,3 pg/mL. Desta forma a concentracdo de 0,6 ug/mL, por ser a maior
concentragdo a nao apresentar toxicidade para os embrides, foi escolhida para a andlise da
capacidade radiomodificadora.

Einarsdottir et al (2010), utilizando duas linhagens de células de carcinoma mamario

(T-47D) e carcinoma pancreatico (Capan-2), demonstraram que o acido usnico apresentou
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atividade antiproliferativa na concentracdo de 4,0 pg/mL contra células da linhagem T-47D, e

5,0 pg/mL contra células de carcinoma pancreatico (Capan-2).

Tabela 5 — Toxicidade aguda do acido tsnico.

Concentracio % Embrides inviaveis
(ng/mL)
Controle 1,8+ 0,5
0,6 4,0+1,7
, 1,2 19,3 £ 0,7*
Acido
, 2,5 99,0 £0,1*
Usnico
5,0 99,0 + 1,0*
10,0 99,5+ 0,5%

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média, P<0,05; * vs grupo Controle.

No que diz respeito ao teste de toxicidade aguda da atranorina em embrides de B.
glabrata, as concentracdes analisadas at¢ 1000,0 pg/mL, ndo apresentaram aumento na
quantidade embrides inviaveis. Com os resultados obtidos ndo foi possivel determinar a CLsg
para a atranorina. Foi escolhida a concentracdo de 1000,0 pg/mL para avaliar a capacidade

radiomodificadora da substancia, por esta ndo apresentar toxicidade frente aos embrides.

Melo et al (2011a), demonstraram que a atranorina nas concentracdes de 100 e 200

mg/Kg, ndo apresentam atividade citotoxica em células de fibroblastos (L929).

Tabela 6 — Toxicidade aguda da atranorina.

CO?:ge/nI::E)G Ao % Embrides invidveis
Controle 23+0,7
50 2,0+0,9
100 1,7+0,6
Atranorina 200 3,0£1,0
500 2,009
1000 25+14

Os resultados sdo expressos como média + erro padrio da média, P<0,05.
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4.3 Determinaciio da atividade antioxidante das substincias liquénicas

Foi realizado o teste com o acido barbatico nas concentragdes de 500, 750 e¢ 1000
ug/mL, observou-se uma pequena atividade antioxidante (%AA - 2,2% para concentracdo de
500 pg/mL) alcangando um percentual de inibigdo de 15,8 % quando a concentragdo da
substancia foi de 1000 pg/mL; o controle positivo utilizado (acido galico), apresentou uma
atividade antioxidante de 83,7 % na concentracdao de 500 pg/mL e 80,9 % na concentragdo de

1000 pg/mL (Tabela 07).

Tabela 7 — Atividade antioxidante do acido barbatico (% AA).

Concentragio | nar
Acido Barbatico Acido Galico
500 2,2 83,7
750 8,1 76,6
1000 15,8 80,9

Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da média, P<0,05.

As substancias liquénicas testadas apresentam em comum um grupamento fenol e este
muitas vezes estd relacionado com atividade antioxidante importante caracteristica em uma
substancia radioprotetora, porém as substancias liquénicas utilizadas (4cido barbatico, acido
usnico e atranorina) ndo apresentaram atividade antioxidante nas concentragdes estipuladas
para avalia¢do da capacidade radiomodificadora (ou seja, 50 ¢ 100 pg/mL - 4cido barbatico;
0,6 pg/mL - acido tisnico e 1000 pg/mL - atranorina).

Kumar e Muller (1999a), utilizando o teste com o radical DPPH para avaliagdo da
atividade antioxidante, compararam diversos compostos quimicos derivados de modificagdes
estruturais do acido barbatico, concluiram que essa substancia bem como os seus compostos
derivados possuiam uma fraca atividade antioxidante (0,14 + 0,07 M's™). Brisdelli et al.
(2013), analisaram a atividade antioxidante, utilizando o DPPH, de seis substancias
liquénicas, entre elas o acido Usnico, nas concentragdes que variaram de 2,5 a 10 pM e néo foi
encontrada atividade antioxidante nestas concentracoes. Adicionlamente, estudo desenvolvido
por Mitrovic et al. (2011), mostrou que o extrato de Cladonia foliacea - espécie de liquen que

possui as substancias acido usnico em grande quantidade (YILMAZ et al., 2004) e atranorina
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- apresenta uma atividade antioxidante de 50%, quando a concentragdo do extrato ¢ maior do

que 1000,0 pg/mL.

4.4 Analise da estabilidade das substancias liquénicas apo6s exposicao a
radiacao ionizante

Com o objetivo de analisar possiveis modificacdes na estrutura quimica dos
metabolitos liquénicos apds a irradiagdo a 4 Gy, foi realizada a cromatografia em camada
delgada e o teste de toxicidade aguda.

Os resultados da cromatografia em camada delgada (CCD) estio presentes na Figura
7. A utilizagdo de radiacdo y na dose de 4 Gy, ndo provocou alteragdo na estrutura das

substancias liquénicas.

Figura 7 — Representag¢ao da Cromatografia em Camada Delgada.

Acido usnico (Ac. Usn.); Atranorina (Atr.) e Acido barbético (Ac. Bar.). Irradiado (Irrad.).

Para verificacdo de alteragdes na atividade bioldgica das substancias, foi realizado o
teste de toxicidade aguda com solugdes irradiadas e ndo irradiadas das substancias liquénicas,
os resultados estdo presentes na Figura 8. A irradiagdo das trés substancias analisadas (acido
barbatico Fig.8a; acido tsnico Fig. 8b e atranorina Fig. 8c) ndo provocou alteracdo em sua

toxicidade, uma vez que ndo houve diferenga na quantidade de embrides inviaveis do grupo
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de animais que foram expostos as substancias irradiadas quando comparado com o grupo em

contato com a substancia ndo irradiada.

Figura 8 — Embriotoxicidade das substancias liquénicas apés irradiacao.
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Cogitou-se a hipdtese que a radiacdo y poderia alterar a toxicidade das substancias
liquénicas, possivelmente potencializado-a, uma vez que, a radiacdo ao interagir com as
substancias pode quebrar ligacdes quimicas alterando suas propriedades, o resultado da
cromatografia em camada delgada mostrou que ndo ocorreu alteracdo na estrutura das
substancias liquénicas irradiadas, corroborando com os resultados do teste de toxicidade
aguda em que ficou demonstrado que nao houve alteracdo na atividade bioldgica destas

substancias (ALPEN, 1998).
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4.5 Avaliaciao da capacidade radiomodificadora das substancias liquénicas
sobre embrides de Biomphalaria glabrata

Os resultados da avaliacdo da capacidade radiomodificadora das substancias
liquénicas estdo apresentados nas Figuras 9, 10, 11 e 12. O grupo controle irradiado (CI)
apresentou uma quantidade aumentada de embrides inviaveis ao ser comparado com o grupo
controle (CI: 14,1 = 2,2% vs C: 1,3 + 0,9%), indicando que a radiagdo y provocou um
comprometimento no desenvolvimento dos embrides.

Okazaki et al (1996), estudou a radiossensibilidade dos embrides de Biomphalaria
glabrata e também observou um aumento na quantidade de embrides invidveis ao utilizar
radiagdo y. Na fase de blastula a dose de 5 Gy foi responsavel por 24,7% de mortalidade dos
embrides.

No que diz respeito ao acido barbatico, primeiramente foi testada a concentracdo de 50
ug/mL. Os grupos BA ¢ BD apresentaram um aumento na quantidade de embrides inviaveis
(14,4 £ 3,3% e 12,2 + 1,8%, respectivamente) quando comparado com o grupo controle (C:
1,3 + 0,9%). Os grupos BA e BD tém a mesma quantidade de embrides invidveis do grupo
controle irradiado (CI: 14,1 + 2,2%), portanto estes aumentos nos grupos BA e BD
provavelmente ndo sdo devido ao 4cido barbatico na concentragdo de 50 pg/mL, mas a

radiagdo y (Figura 9).

Figura 9 — Efeito radiomodificador do acido barbatico a 50,0 pg/mL.
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Grupo controle (C), controle irradiado (CI), animais expostos ao acido barbatico antes da irradiagdo (BA)
animais expostos ao acido barbatico depois da irradiagdo (BD). Resultados expressos como média + erro padrao

da média, P<0,05; * vs C.



44

Foi realizado entdo experimento utilizando a concentra¢do de 100,0 pg/mL de acido
barbatico. O grupo que foi exposto a substincia antes da irradiagdo (BA) apresentou um
aumento na quantidade de embrides inviaveis quando comparado aos grupos controle, bem
como ao ser comparado com o grupo controle irradiado (BA: 98,5 + 1,5% vs C: 1,3 £ 0,9% vs
CI: 12,8 £ 1,3%). O grupo que foi primeiramente irradiado e depois entrou em contato com a
substancia liquénica (BD) também apresentou aumento na quantidade de embrides inviaveis
quando comparado aos grupos controle e controle irradiado (BD: 71,4 + 6,8% vs C: 1,3 £
0,9% vs CI: 12,8 + 1,3%). A administracdo do acido barbatico antes da irradia¢do apresentou
uma maior quantidade de embrides invidveis comparado ao grupo que foi exposta a

substancia depois da irradia¢do (BA: 98,5 £ 1,5% vs BD: 71,4 + 6,8%) (Figura 10).

Figura 10 — Efeito radiomodificador do acido barbatico a 100,0 pg/mL.

*t

100+
(7]
W@ 759 1
>
=
® 50~
0
=
o]
E 254 *
1]
2 —
) T T T
C Cl BA BD

Grupo controle (C), controle irradiado (CI), animais expostos ao acido barbatico antes da irradiagdo (BA)
animais expostos ao acido barbatico depois da irradiagdo (BD). Resultados expressos como média + erro padrao

da média, P<0,05; * vs C; T vs Cl e £ vs BA.

Kumar e Muller (1999a), estudando os efeitos do 4acido barbatico no desenvolvimento
de células de queratinocitos (HaCaT) demonstraram que o acido barbatico na concentragdo de
4,1 uM possui atividade antimitotica. Atividade também descrita por Hager et al (2008)
contra algas na concentragdo de 0,5 mg.cm™. Os resultados encontrados no presente trabalho
demonstram que na concentragdo de 100 pg/mL o acido barbatico apresentou atividade

antimitdtica para embrides de Biomphalaria glabrata.

Os resultados demonstram que o acido barbatico (na concentragdo de 100 pg/mL)
tornou as células embrionarias mais suceptiveis aos efeitos danosos da radiacdo vy, portanto,

apresentou um efeito radiossensibilizador na concentragdo de 100 pg/mL, uma vez que foi
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observado um aumento na mortalidade dos embrides. A exposicdo dos embrides ao acido
barbatico antes da irradiagdo foi mais eficaz para sensibilizar as células. A substancia
apresentou efeito radiossensibilizador ao ser utilizada em uma concentragdo que apresentou
baixa toxicidade — possivelmente ocorreu um efeito sinérgico da toxicidade da substincia com
a “toxicidade” da radiagdo, uma vez que a concentragdo utilizada de 100 pg/mL corresponde
a aproximadamente 41% da CLsy, que foi de 242,7 ug/mL, ou seja, foi responsavel pela
mortalidade 19,9 + 3,5% do embrides, o grupo controle irradiado apresentou 14,1 £+ 2,2%, ndo
havendo desta forma um efeito aditivo da toxicidade.

No que diz respeito ao acido usnico, a concentragdo testada para avaliacdo da
capacidade radiomodificadora foi de 0,6 pg/mL. Os embrides expostos a substancia antes da
irradiacdo (UA) apresentaram um aumento na quantidade de embrides invidveis quando
comparado aos grupos controle e controle — irradiado (UA: 92,7 + 6,3% vs C: 1,3 £ 0,9% vs
CI: 12,8 + 1,3%). Aqueles embrides que foram primeiramente submetidos a irradia¢do e logo
em seguida expostos ao acido tusnico (UD), também apresentaram um aumento na quantidade
de embrides invidveis ao comparar com os grupos controle e controle — irradiado (UD: 53,3 +
1,8% vs C: 1,3 + 0,9% vs CI: 12,8 + 1,3%), no entanto quando comparado com os animais
que foram expostos ao acido usnico antes de terem sido irradiados, este Ultimo apresentou
uma quantidade de embrides invidveis maior (UD: 53,3 = 1,8% vs UA: 92,7 + 6,3%) (Figura
11).

Figura 11 — Efeito radiomodificador do 4cido usnico.
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Grupo controle (C), controle irradiado (CI), animais expostos ao acido Usnico antes da irradiacdo (UA) animais
expostos ao acido usnico depois da irradiagdo (UD). Resultados expressos como média + erro padrdo da média,

P<0,05; * vs C; T vs Cl e ¥ vs UA.
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Os resultados encontrados para o acido usnico sdo semelhantes aqueles encontrados
para o acido barbatico, porém a concentracdo de acido usnico utilizada (0,6 pg/mL) sozinha
ndo apresentou toxicidade para os embrides, possivelmente ocorreu um efeito sinérgico da
substancia liquénica com a radiacdo. O resultado demonstra claramente a sensibilizagdo dos
embrides de Biomphalaria glabrata pelo acido usnico, tornando-os mais suscetiveis aos
efeitos danosos da radiacdo .

A atranorina foi analisada na concentragdo de 1000,0 ug/mL, foi observado que
ocorreu um aumento na quantidade de embrides inviaveis tanto no grupo de animais que
foram expostos a atranorina antes da irradiacdo (AA), como no grupo de animais que foram
expostos a atranorina depois da irradiacdo (AD), ao comparar esses resultados com o grupo
controle (AA: 10,1 = 1,0% e AD: 14,6 + 4,8 vs C: 1,3 = 0,9%). No entanto, este aumento nao
esta relacionado com a utilizagdo da substancia, mas sim aos efeitos da radiacdo y, uma vez
que a quantidade de embrides inviaveis nos grupos AA e AD esta semelhante ao grupo

controle irradiado (AA: 10,1 £ 1,0% e AD: 14,6 + 4,8 vs CI: 14,1 £ 2,2%) (Figura 12).

Figura 12 — Efeito radiomodificador da atranorina.
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Grupo controle (C), controle irradiado (CI), animais expostos a atranorina antes da irradiacao (AA)
animais expostos a atranorina depois da irradiagdo (AD). Resultados expressos como média = erro padrao da

média, P<0,05; * vs C.

Até o presente momento ndo foi encontrado na literatura estudo avaliando a
capacidade radiomodificadora destas substincias liquénicas. Diversos artigos na literatura
demonstram atividades antiproliferativas para as substancias analisadas (KUMAR; MULLER,
1999a; BESSADOTTIR et al., 2012; SINGH et al., 2013), que estdo diretamente relacionadas
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com a caracteristica de um radiomodificador, mais precisamente um radiossensibilizador
(GREM, 2000).

A atranorina ndo apresentou uma boa solubilidade, bem como nao foi observado
atividade antiproliferativa contra embrides de Biomphalaria glabrata, corroborando com
estudo de Kristmundsdottir et al., (2005), em que a atranorina apresentou solubilidade
limitade no solvente Hidroxipropil-B-ciclodextrina e n3o foi observado atividade
antiproliferativa em células de carcinoma mamario (T-47D), carcinoma pancreatico (Panc-1)
e carcinoma de prostata (PC-3), provavelmente esses sdo os principais motivos pelo qual a

atranorina ndo apresentou atividade radiomodificadora.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados pode-se concluir que:

. A CLsg das substancias liquénicas foi de: 242,7 pg/mL para o &cido barbatico e

1,3 pg/mL para o 4cido Gsnico. A atranorina ndo apresentou atividade toxica.

. A maior concentragdo que ndo apresentou toxicidade foi: 50,0 ug/mL para o

acido barbatico, 0,6 pg/mL para o acido usnico e 1000,0 pg/mL para a atranorina.

. As substancias liquénicas ndo apresentaram atividade antioxidante nas

concentracgoes testadas.

o A radiagdo y na dose de 4 Gy, alterou a estrutura quimica do acido usnico, no

entanto nao alterou a sua atividade biologica.
. O acido barbatico (50,0 pg/mL) ndo alterou a resposta celular.

. A exposi¢do dos embrides ao acido barbatico (100,0 pg/mL) e ao acido tisnico
(50,0 pg/mL), tanto antes como depois da irradiacdo, tornou-os mais sensiveis aos

efeitos danosos da radiagdo. Apresentando um efeito radiossensibilizador.

. A atividade radiossensibilizadora foi melhor ao administrar as substancias

antes da irradiacgao.
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