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RESUMO

CAMPOS, Andréia da Silva Fernandes. Avaliagdo do potencial fotoprotetor de extratos de
musgos e investigacao de seus riscos toxicologicos. 2015. 173 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A radiacdo ultravioleta (UV) induz diversos efeitos nocivos nos organismos e a
quantidade desta radiacdo que atinge a biosfera é afetada pela concentracdo de o0zonio,
latitude, altitude, clima e reflexdo especular. As respostas de briéfitas em relacdo aos efeitos
da radiacdo UV e a presenca de compostos que absorvem esta radiacdo tém sido estudadas.
Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium sdo espécies de
musgos encontrados em locais expostos a alta incidéncia de radiagdo UV e com habitats
distintos. Considerando que as respostas de musgos contra os efeitos da radiacdo UV e seus
mecanismos de protecdo ainda s&o pouco caracterizados, o objetivo deste estudo foi investigar
o0 potencial fotoprotetor e possiveis riscos toxicoldgicos associados aos extratos dos musgos S.
uncinata, proveniente da Antértica e H. laevifolia e L. laevifolium, proveniente do Amazonas.
Seus extratos metandlico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etandlico (EE) foram
estudados com a caracterizagdo quimica por absor¢do ao UV e visivel e pela cromatografia
liquida de alta eficiéncia; quantificacdo do indice total de compostos fendlicos; determinacgédo
da capacidade captadora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila a fim de avaliar as atividades
antioxidantes; avaliacdo do potencial de fotoprotecdo cutanea pela determinacdo do fator de
protecdo solar; avaliacdes do potencial mutagénico e citototdxico, através do ensaio de
Salmonella/microssoma, utilizando as cepas TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104; do
potencial fotomutagénico através do ensaio de fotomutagenicidade, usando as cepas TA102 e
TA104; e investigacdo dos efeitos genotoxicos e fotogenotoxicos, pelo ensaio de microndcleo
e fotomicrondcleo, respectivamente, usando diferentes linhagens celulares estabelecidas.
Foram encontradas atividades fotoprotetoras e antioxidantes e observou-se que 0s extratos se
apresentaram singulares devido a sua composicao quimica. Os resultados fotoprotetores, além
dos mutagénicos/fotomutagénicos, genotoxicos/fotogenotdxicos e suas respectivas avaliacdes
citotoxicas também permitiram selecionar extratos e suas concentracBes, como promissores
candidatos em fotoprotecdo Assim, os EA e EH de H. laevifolia e L. laevifolium apresentam,
no geral, os resultados mais significativos, tornando-se potenciais para avaliacdes refinadas
em fotoprotecdo e na separacdo de componentes que possam levar a futuras aplicacdes como
antioxidantes e protetores solares ou como adjuvantes.

Palavras-chave: Musgos. Fotoprotecdo. Mutagenicidade. Genotoxicidade.



ABSTRACT

CAMPOS, Andréia da Silva Fernandes. Evaluation of potential photoprotective of moss
extracts and investigation of their toxicological risks. 2015. 173 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The ultraviolet radiation (UV) induces many harmful effects in all living organisms
and the amount of this radiation that reaching the ground is affected by many factors
including ozone concentration, latitude, altitude, climate and specular reflection. The
responses of bryophytes against the effects of UV radiation and the presence of compounds
that absorb the UV region have been studied. Mosses Sanionia uncinata, Holomitriopsis
laevifolia and Leucobryum laevifolium are found in locations exposed to UV at high levels of
radiation and in different habitats. Whereas that the responses of mosses against the effects of
UV radiation and their protection systems are poorly characterized yet, the aim of this study
was to investigate photoprotective potential and possible toxicological risks associated with
extracts of mosses S. uncinata (from Antarctica) and H. laevifolia and L. laevifolium (from
Amazonia). Methanol (ME), aqueous (AE), hydroalcoholic (HE) and ethanolic (EE) were
studied by: chemical characterization by UV/visible spectrophotometry and by High
performance liquid chromatography; phenolic content estimation; 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl scavenging activity; potential of skin photoprotection by in vitro determination
of sun protection factor; the mutagenic potential, and cytotoxic by Salmonella/microsome
assay, using the TA97, TA98, TA100, TA102 and TA104 strains; photomutagenic potential
by photomutagenicity test, using TA102 and TA104 strains and; investigation of genotoxic
and photogenotoxic effects by micronucleus test and photo-micronucleous assay, respectively,
using different established cell lines. Photoprotective and antioxidant activities were found
and it was observed that the extracts showed strong uniqueness due to its chemical
composition. From the photoprotective, mutagenic/photomutagenic and
genotoxic/photogenotoxic results and their cytotoxic evaluations it was possible to select
extracts and their concentrations as promising candidates for photoprotection. Thus, the EA
and EH of H. laevifolia and L. laevifolium demonstrated the most significant results,
becoming potential for refined evaluations in photoprotection and separating components that
can lead to future applications such as sunscreens and antioxidants or as adjuvants.

Keywords: Mosses. Photoprotection. Mutagenicity. Genotoxicity.
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INTRODUCAO

A radiacdo solar é composta de um espectro continuo de radiacdes eletromagnéticas
dividida em trés principais regides de comprimento de onda: ultravioleta (UV), visivel e
infravermelho. A radiagdo UV possui o comprimento de 100 a 400 nm e corresponde a 5% do
total da energia incidente. Pode ser dividida em: ultravioleta C - UVC (100-280 nm),
completamente absorvida pelo oxigénio e pelo 0zonio na estratosfera; ultravioleta B - UVB
(280-320 nm) a qual tem boa parte absorvida pela camada de ozbdnio e pouco se chega a
superficie terrestre; e ultravioleta A - UVA (320-400 nm) que n&o é absorvida pelo ozbnio e
chega a superficie terrestre. A luz visivel (400-800 nm) corresponde a aproximadamente 45%
do total da energia incidente; a radiacdo infravermelha (préximo: 800-2500 nm; intermédio:
2500-50000 nm; longo: 50000 nm-1 mm) também conhecida por radiacdo caldrica,
corresponde a aproximadamente 50% do total de energia incidente (MERWALD et al., 2005;
GUARATINI et al., 2009).

A quantidade de UV que atinge a biosfera é afetada pela radiacdo solar, expressa em
energia total incidente, e pelas condi¢Ges atmosféricas, sendo as principais (ENGELSEN et
al., 2005; GODAR, 2005):

(1) Concentracdo de ozdnio e latitude. O ozénio é o principal responsavel pela
absorcdo de radiacdo UV e sua concentracdo é distribuida verticalmente de acordo com perfis
atmosféricos tedricos relativos a posicdo geografica, sendo menor nas regides de baixa
latitude.

(2) Altitude. Quanto mais alta é a localidade, menor é o contetido de ozdnio integrado
na coluna atmosférica e, consequentemente, maior a quantidade de energia UV incidente na
superficie. De acordo com perfis tedricos de distribuicdo vertical, a quantidade de ozbnio
decresce em torno de 1% para cada quilémetro; o que provoca aumento de cerca de 6 a 8% na
quantidade de energia UV incidente;

(3) Clima. A cobertura de nuvens reduz a incidéncia da radiagdo UV na superficie
terrestre;

(4) Reflexao especular. Superficies como a neve, a areia, a grama e a agua refletem a
radiacdo, havendo intensidade mesmo em areas sombreadas.

A radiacdo luminosa € ndo ionizante, ou seja, ndo tem energia suficiente para provocar
ionizacdo de 4tomos de moléculas biologicamente importantes, mas induzem os elétrons a
niveis energéticos superiores, deixando as moléculas em estado ativado (excitacdo)
(SILVERSTEIN et al., 1994).
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De modo geral, a radiagdo UV pode ser danosa a varias biomoléculas, tais como o
acido desoxirribonucleico (ADN, ou deoxyribonucleic acid - DNA), proteinas e lipideos,
causando disfuncgdes estruturais e funcionais. A molécula de DNA absorve intensamente a
energia do comprimento de onda do UV, principalmente nos menores, como parte da UVB,
devido a natureza das ligagBes quimicas que possui. Assim as bases nitrogenadas, sendo
cromoéforos da radiacdo UV, tornam-se importante alvos aos efeitos nocivos desta radiagdo
(GABRIELSKA et al., 2005).

Em resposta aos danos de DNA induzidos por UV, muitos processos de defesa celular
sdo iniciados, dentre eles, reparo de DNA, acumulo de proteina p53 e superexpressao de
alguns genes regulados por p53 que podem levar ao bloqueio do ciclo celular ou a apoptose
(LJUNGMAN e ZHANG, 1996; MUKHTAR e ELMETS, 1996).

Por ser a radiacdo UV altamente genotdxica, o reparo do DNA € essencial na inibicéo
de efeitos prejudiciais como a mutagénese e morte celular (DE GRUIJL, 1999). O reparo por
excisdo de nucleotideos (REN) é uma via de reparo universal, capaz de remover uma grande
variedade de lesGes de DNA, incluindo lesdes induzidas por UV, adutos quimicos e algumas
formas de danos oxidativos (ADIMOOLAM et al., 2002). O processo REN envolve a acdo de
cerca de 30 proteinas num mecanismo que consiste no reconhecimento da lesdo no DNA,;
incisdo da fita lesada em ambos os lados da leséo e a alguma distancia desta; excisdao do
oligonucleotideo contendo a leséo; sintese de um novo segmento de DNA utilizando a fita
ndo-danificada como molde e por fim, ligacdo da fita (HOEIJMAKERS, 1993). Um defeito
em uma dessas proteinas envolvidas nesse reparo pode gerar trés diferentes sindromes
recessivas e raras denominadas Xeroderma pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne e
Tricotiodistrofia (LEHMANN, 2003). A XP, por exemplo, caracteriza-se pela pele seca
(xeroderma), pigmentacdo anormal nas areas de pele expostas ao sol (pigmentosum),
fotossensibilidade e elevada predisposicdo ao cancer de pele. Comparados com individuos
ndo portadores, pacientes XP tém um risco aumentado de mais de mil vezes de desenvolver
cancer de pele nas areas expostas ao sol (KRAEMER et al., 2007).

Os danos causados pela radiagdo UV ao DNA sdo produzidos através de efeitos
diretos e indiretos. Os efeitos diretos resultam da transferéncia da energia da radiagdo para o
DNA, modificando sua estrutura, podendo levar a lesdes como hidratos de pirimidina, aductos
de pirimidina, e principalmente, dimeros de pirimidina ciclobutano (cyclobutane pyrimidine
dimers, CPDs) (FRIEDBERG et al., 2006; MATSUMURA et al., 2004). Os efeitos indiretos

resultam da interagdo da energia da radiacdo com moléculas intermediérias, incluindo a dgua
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e aminoacidos, levando a geragdo de espécies reativas do oxigénio (EROs), dependente da
presenca de O, no meio (FRIEDBERG et al., 2006).
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1 EFEITOS DIRETOS DA RADIACAO UV

Os dimeros de pirimidina se caracterizam por ligacbes covalentes entre pirimidinas
adjacentes formando anéis nas posicdes C-5 e C-6 (CPDs) ou C-4 e C-6 (6-4 timina-citosina)
A formagcdo de dimeros de pirimidina corresponde a 98% dos danos diretos da radiacdo UVB.
Destes dimeros, 75% sdo produzidos na forma de CPDs (Figura 4) e 25% na forma de outros
fotoprodutos a exemplo 6-4 fotoprodutos (SINHA E HADER, 2002). Ambas as lesdes
ocorrem mais frequentemente em areas de repeticfes de residuos de pirimidina, que sao
conhecidas como hotspot de mutagdes induzidas por UV. Os CPDs podem ser 0os maiores
contribuintes para mutagdes em células de mamiferos (TORNALETTI E PFEIFER, 1996).

Figura 1 - Formacdo de dimeros de pirimidina ciclobutano a partir de bases

pirimidinicas expostas a radiacéo ultravioleta B.
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Fonte: SVOBODOVA et al. (2006).

Os dimeros desestabilizam a estrutura em dupla-hélice da cadeia de DNA resultante e,
assim, a replicacdo e a expressdo génica sdo bloqueadas até que a lesdo seja reparada.
Portanto, estes fotoprodutos podem levar a mutagénese e carcinogénese (DE GRUIJL, 1999;
TAYLOR et al., 1997).
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2 EFEITOS INDIRETOS DA RADIACAO UV

EROs sdo intermediarios gerados por reacdes sequenciais de reducdo univalente da
molécula de oxigénio, produzidos pela adicdo de elétrons, livres ou ndo pareados
(SCANDALIOS, 2002; Halliwell e Gutteridge, 1999). S&o consideradas EROs o radical
superoxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH) (SCANDALIOS,
2002; SHARMA e DUBEY, 2004). O oxigénio singleto (*O,) também é uma ERO, sendo
produto de reacdes de fotossensibilizacdo, por exemplo, onde cromoforos sdo expostos a luz
visivel ou UVA e absorvem energia ficando em estado excitado. EROs tém instabilidade
eletronica grande e, por esta razdo, apresentam alta capacidade reativa e meia vida curta
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999) (Figura 2).

Figura 2 - Geracdo de espécies reativas do oxigénio pela reducdo univalente do oxigénio

molecular.
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+e ) +e . tE
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Reacdo global: O, + 4e + 4H"> 2H,0

Fonte: CARVEZAN, 2008.

O acumulo de EROs leva a danos nas moléculas de DNA, proteinas e lipideos
podendo levar a morte celular (APEL E HIRT, 2004; SCANDALIOS, 2002). A geracdo
excessiva de ERO ou a diminuicdo da capacidade dos sistemas de defesa antioxidantes pode
culminar no comprometimento de biomoléculas celulares, conhecido como dano oxidativo
(HALLIWELL, 2006). As formagdes de ERO durante a exposi¢do solar e a consequente
indugdo de estresse oxidativo estdo associadas a varios processos de carcinogénese. Durante
estes processos destacam-se a inducdo de alteragdes estruturais do DNA resultando em
mutacdes, alteracGes genéticas, tais como na expressdo dos proto-oncogenes e genes
supressores de tumor (por exemplo, p53) e na progresséo destes levando a transformacdo de
tumores benignos em malignos (ATHAR, 2002; YAAR e GILCHREST, 2007).
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A radiacdo UVA gera EROs e 0 estresse oxidativo que € reconhecido como um
mediador de lesdes no DNA e de apoptose, assim como um biomarcador importante para
inducdo ao cancer (MERWALD et al., 2005; LECCIA et al., 1999). O oxigénio singleto esta
particularmente envolvido nos efeitos bioldgicos de UVA (BASU-MODAK e TYRRELL,
1993). Além disso, a radiacdo UVA é capaz de penetrar nas camadas dérmicas em doses
significativas, afetando ndo apenas fibroblastos dérmicos, células dendriticas dérmicas e
células endoteliais, como também células inflamatorias infiltradas na pele, como linfécitos T,
mastocitos e granuldcitos (KRUTMANN, 1998). Estudos em culturas de células humanas
mostraram que lesGes no DNA induzidas por UVA incluiram quebras de fitas simples e
formagdo de ligacBes cruzadas; e um baixo nivel de fotoprodutos como dimeros de
pirimidina. Para tratamentos com UVB a inducédo de fotoprodutos foi maior (STARY et al.,
1997).

Um dos exemplos de danos indiretos gerados na interacdo do UV com o DNA sdo as
roturas de cadeias polinucleotidicas. Estas roturas ou quebras requerem a presenca do
oxigénio molecular e sdo mediadas por fotooxidacdes que conduzem a formacdo de ERO
(LECCIA et al., 1999). Podem ocorrer em apenas uma das cadeias em quebra de fita simples
(single stranded breaks, SSB) ou, ainda, em posi¢des aproximadamente simétricas nas duas
cadeias do DNA formando, assim, a quebra de dupla fita (double stranded breaks, DSB).
Além disso, SSB podem levar & DSB durante a replicacdo celular (BERRA, 2008).

A reacdo do DNA com EROs também pode levar a formacdo de bases oxidadas. Por
exemplo o radical hidroxil (OH) pode gerar uma multiplicidade de danos, uma vez que pode
atacar purinas, pirimidinas e pentoses. Este radical é bastante estudado na geragdo de reacdes
radicalares com a guanina presente tanto em nucleosideos (2-desoxiguanosina) formando 8-
oxo-7,8-dihidro-2"-desoxiguanosina (8-oxodG), quanto na sua forma nucleotidica formando
8-0x0G (Cadet et al., 2003). Esse radical pode atacar as posi¢cdes 4, 5 ou 8 do anel purinico da
guanina (Figura 3), sendo que a adic¢do de "OH na posicao 8 produz radical aduto C8-OH que
por sua vez, pode ser reduzido a 8-oxoG e/ou oxidado a 8-hidroxiguanina (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999) (Figura 4). A base modificada pode se ligar tanto a citosina quanto a
adenina durante a replicacdo do DNA, levando a mutagénese. Esta lesdo é a maior geradora
de danos mutagénicos via EROs, por aumentar a transversao GC:TA (LE PAGE et al., 1995;
FRIEDBERG et al., 2006). 8-OxodG tem sido proposto como um biomarcardor chave em
danos oxidativos no DNA relevantes para estudos de carcinogénese (COOKE et al., 2010).
Assim, o controle da formacdo de EROs pela radiacdo UV é de suma importancia para a

prevencdo dos efeitos deletérios da exposicdo solar (GUARATINI et al., 2009).



Figura 3 - Reacdo do radical hidroxil com a base guanina.
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Figura 4 - Formacao de produtos a partir do radical aduto C8-OH da guanina.
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3 MUTAGENESE E CARCINOGENESE

Uma mutacdo é definida como uma mudanca na sequéncia do DNA, que leva a uma
alteracdo herdavel de funcéo genética. Deste modo, os agentes fisicos, quimicos ou biologicos
que mudam a sequéncia do DNA sdo genotdxicos. Uma vez que as mutacdes sao
frequentemente associadas a iniciacdo de canceres e defeitos ao nascimento, o conhecimento
do potencial genotoxico de agentes quimicos ou naturalmente presentes no ambiente € uma
informacao essencial, no que se refere ao estabelecimento de risco para o homem (RIBEIRO,
2003).

A carcinogénese é um processo multifatorial de conversdo de uma célula normal em
uma célula maligna, no qual os agentes indutores sdo denominados carcinégenos. E
necessaria a exposicdo repetida aos carcindgenos para que haja o desenvolvimento de tumores
malignos. Esse desenvolvimento tem duracdo variavel devido a natureza complexa da
carcinogénese, a qual pode ser dividida em trés estagios: a iniciacdo, a promocao e a
progressdo (BALMAIN e HARRIS, 2000).

A iniciacdo, € o primeiro estagio da carcinogénse, no qual as células sofrem o efeito
do agente carcinogénico, que provoca modificagdes em alguns genes. E causada por uma
alteracdo irreversivel do DNA, como a reagdo dessa molécula com substancias
carcinogénicas. A iniciacdo é seguida pela promocao, a qual envolve a selecdo e expansao das
células iniciadas (geneticamente alteradas), podendo levar ao desenvolvimento de um tumor.
Durante a promoc¢do do tumor, o material genético alterado da célula iniciada altera a
expressdo dos genes que regulam a diferenciacdo e o crescimento celular. A promogédo é
reversivel O estagio final da carcinogénese consiste na multiplicacdo descontrolada, invaséo
de tecidos, metéstase e instabilidade genética aumentada. Este processo é também irreversivel
(SPENCE, 2001; LOUREIRO et al., 2002).

A maioria dos carcindgenos genotoxicos e considerada pré-carcindgeno, ou seja, sdo
compostos estaveis no pH fisioldgico e, portanto, incapazes de reagir com o DNA. Esses
carcindgenos podem ser biotransformados por enzimas como citocromos P450 (CYP) e
glutationa-S-transferases (GST), em compostos mais hidrossoltveis. Os produtos gerados sdo
eletrofilicos e irdo reagir com centros nucleofilicos das células, dentre eles regides do DNA,
levando a formacdo de adutos. Esses adutos podem ser reparados por enzimas de reparo, mas
caso a célula se divida antes que o reparo ocorra, esse aduto pode levar ao aparecimento de
uma alteracdo permanente do DNA (PINTO E FELZENSZWALB, 2003).
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A base do DNA mais suscetivel a esse tipo de ataque é a guanina, como dito no item 2,
mas ja foram relatados adutos formados com todas as bases (DIPPLE, 1995). Sendo formados
no DNA através de mecanismos quimicos especificos, tais adutos podem levar a mutagdes em
proto-oncogenes ou em genes supressores de tumor e iniciar o processo de carcinogénese. Os
proto-oncogenes funcionam enviando estimulos para a proliferacdo celular, os genes
supressores de tumor atuam na regulacdo desse processo. Proto-oncogenes sdo genes ligados a
processos de proliferacdo e diferenciacdo que ocorrem nas células normais. Porém, quando
ocorrem alteracbes nesses proto-oncogenes eles podem tornar-se oncogenes (PINTO e
FELZENSZWALB, 2003).

A radiacdo solar € um potente agente mutagénico e tanto evidéncias epidemioldgicas
guanto moleculares tém estabelecido este agente como o principal causador de cancer de pele
(LEFFEL AND BRASH 1996). De fato, a radiacdo UV esté associada ao desenvolvimento de
alteracdes cutaneas agudas e cronicas, como queimadura, imunossupressao, alteragcdes de
pigmentacéo, fotoenvelhecimento e o cancer de pele (TEIXEIRA, 2010). O desenvolvimento
de cancer de pele é dado por um processo multifatorial envolvendo as trés distintas fases da
carcinogénese, exemplificadas por iniciacdo, promocdo e progressdo, conforme descrito

anteriormente (Figura 5).
Figura 5. Estagios do cancer de pele induzido pela radiacéo ultravioleta solar.
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O cancer de pele leva muitos anos para se desenvolver. E, aparentemente, as melhores
fases de intervengdes podem estar na promocdo e progressdo da carcinogénese, pois séo
etapas mais lentas. Este fato aumentou a credibilidade dos estudos de fotoprotecao no controle
do cancer de pele (AFAQ, 2011).

3.1 Cancer de pele

O cancer de pele € o cancer mais frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos os
tumores malignos registrados no pais (Instituto Nacional do Céncer [INCA], 2014). Este
cancer é comumente divido em ndo melanoma (carcinoma basocelular ou carcinoma
epidermdide) e melanoma. O cancer de pele ndo melanoma é o mais incidente no pais, sendo
responsavel por, aproximadamente, 1/5 dos casos novos de cancer. Porém, por apresentar
altos indices de cura, sua taxa de mortalidade € uma das mais baixas. A maior incidéncia deste
tipo de cancer de pele se da na regido da cabeca e do pescogo que sdo justamente os locais de
exposicdo direta aos raios solares. Por outro lado, o melanoma, responsavel por
aproximadamente 5% dos casos de cancer da pele, apresenta alta letalidade, principalmente
pela sua alta capacidade de desenvolvimento de metéstases (INCA, 2014).

O principal fator de risco associado aos canceres da pele € a exposicao excessiva aos
raios solares (raios UV). Outros fatores como irritacbes cronicas (Ulcera angiodérmica e
cicatriz de queimadura) e exposicdo a fatores quimicos, como o arsénico, também podem
levar ao desenvolvimento do cancer da pele. Com relacdo ao melanoma, além dos fatores ja
citados, associam-se a historia prévia de cancer de pele, histdria familiar de melanoma, nevo
congénito (pinta escura), XP e o nevo displasico (lesbes escuras da pele com alteracoes
celulares pré-cancerosas) (INCA, 2014).

Caucasianos que vivem em locais de alta incidéncia sdo 0s que apresentam maior risco
de desenvolvimento do cancer de pele. A incidéncia de cancer para esses individuos tem
aumentado em 44% a cada ano (GODAR, 2005). A alta ocorréncia deste tipo de cancer no
Brasil deve-se & posic¢éo geografica do pais, situando-se huma zona de alta incidéncia de raios
UV e também por apresentar 50% da populacdo se expondo muito ao sol e de maneira
descuidada, seja por trabalho ou por lazer (POPIM et al., 2008).

A principal medida para minimizar os danos causados pelo UV é a fotoprotecéo.
Agentes naturais com potencial antioxidante, anti-inflamatério, anti-mutagénico, anti-
carcinogénico e propriedades imunomodulatérias e que tém a capacidade de exercer efeitos

inibitérios notaveis em diversos eventos celulares e moleculares estdo ganhando consideravel
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atencdo para a prevencgéo dos danos na pele induzidos por UV (BOWDEN, 2004; NICHOLS
e KATIYAR, 2010; AFAQ, 2011) (Figura 6). Devido a estas propriedades, os agentes
naturais, incluindo os produtos contendo ingredientes que sejam componentes botanicos,
estdo ganhando popularidade e conquistando, cada vez mais, espaco no mercado (AFAQ,
2011).

Figura 6 — Agentes naturais com capacidade de reduzir ou inibir os efeitos biologicos

adversos da radiacdo ultravioleta.
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4 FOTOPROTETORES

Os fotoprotetores atuam de maneira preventiva no tecido cutaneo. Estes podem ser
classificados como quimicos, ou organicos, e fisicos. Geralmente, 0s compostos organicos
protegem a pele pela absorcéo da radiacdo e os inorganicos, pela reflexéo da radiacdo (FLOR
et al., 2007).

Os filtros quimicos sdo moléculas fotoestaveis formadas essencialmente por
compostos aromaticos, com grupos cromoforos que absorvem a radiacdo (GUARATINI et al.,
2009). No geral, os cromoforos possuem um substituinte doador de elétrons, como uma amina
ou uma metoxila, na posicdo orto ou para do anel aromatico. Ao absorver a radiacdo UV, 0s
elétrons situados no orbital t HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta energia) sdo
excitados para orbital * LUMO (orbital molecular vazio de mais baixa energia). Este
processo ndo é permanente e ao retornarem para o estado fundamental, o excesso de energia
absorvida ¢ liberado em forma de calor (FLOR et al., 2007).

Os filtros fisicos atuam como uma barreira mecanica e impedindo assim a penetracédo
da radiacdo na pele. A radiacdo UV que incide sobre eles é refletida ndo ocorrendo reacdes
quimicas ou excitacdes eletrénicas (GUARATINI et al., 2009). Os filtros solares fisicos sdo
representados por dois éxidos, éxido de zinco (ZnO) e didxido de titanio (TiO,) que sdo
materiais semicondutores. Os mecanismos de absor¢éo e de desativagdo envolvem transigdes
entre bandas de valéncia e de conducdo do sélido. Sdo constituidos de particulas, de
preferéncia com tamanhos da ordem da radiacao que se quer espalhar (FLOR et al., 2007).

Os fotoprotetores estdo inseridos na classe terapéutica dos emoliente-protetores
dérmicos (WHO — World Health Organization). No Brasil, os filtros solares sdo classificados
como cosméticos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica os
protetores solares, bem como outros cosméticos que possuem também esta funcéo (como, por
exemplo, algumas maquiagens) como produtos de grau Il. Para esta classificacdo, os critérios
sdo definidos em fungdo da probabilidade de ocorréncia de efeitos ndo desejados, sua
formulacdo, finalidade de uso, areas do corpo a serem utilizados e cuidados na sua utilizagdo
(GUARATINI et al., 2009).

A Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 47 de marco de 2006 da ANVISA
(Brasil, 2006) define a “lista de filtros ultravioletas permitidos para produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes” que contempla 38 compostos. Sendo assim, o uso e a
concentracdo de substancias para a formulacéo de fotoprotetores no Brasil sdo restritos a esta

lista. Entre os compostos utilizados nas principais associacdes de fotoprotetores
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comercializados no Brasil estdo benzofenona-3 (BZE), metoxicinamato de octila, padimato,
octacrileno, oxibenzona e avobenzona. Além das substancias desta lista, as formulacGes
fotoprotetoras podem também conter outros compostos que atuam na pele, como € o caso de
antioxidantes como a vitamina E. Esta, ao ser utilizada em produtos para a protecdo solar e
dependendo da sua formulacdo, pode aumentar o fator de protecdo solar in vivo (GASPAR et
al., 2007). Assim como a vitamina E, outras substancias e mistura delas, sintéticas ou de
origem natural, vém sendo amplamente estudadas, na busca da otimizacdo dos protetores
solares, ou visando ainda a busca de novas moléculas para a ampliacao da lista de substancias
fotoprotetoras aprovadas (LIN et al., 2008).

Portanto, as pesquisas destas moléculas fotoestaveis para a utilizacdo em protetores
solares estdo em expansdo, sendo que atualmente se destaca um interesse crescente para 0
desenvolvimento de filtros baseados em produtos naturais. A escolha de novos ativos envolve
principalmente a capacidade de absor¢do da luz UV pelos croméforos de cada molécula,
associada a possivel atividade antioxidante (VESSECCHI et al, 2007; GUARANITI et al.,
2004).

Existe uma grande quantidade de produtos naturais que poderiam atuar como filtros
quimicos. A literatura cientifica tem relatado uma série de atividades antioxidantes sobre
estruturas contendo anéis aroméaticos como, por exemplo, os compostos fendlicos (VILA et
al., 2008; KANASHIRO et al., 2004).
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5 MUSGOS E SEUS MECANISMOS DE PROTECAO A RADIACAO
ULTRAVIOLETA

Os musgos seriam seres bastante sensiveis a radiacdo UV devido a sua simplicidade
estrutural e falta de defesas comumente encontradas em plantas superiores (cuticula espessa,
ceras e epiderme), mas adquiriram defesas quimicas e metabolicas através, por exemplo, de
mecanismos antioxidantes, sistemas de reparo como o REN e da producdo de metabdlitos
secundarios que absorvem UV (GWYNN-JONES et al., 1999; GEHRKE, 1998).

Musgos tém a capacidade de responder a exposicdo da radiacdo UVB produzindo
alguns metabdlitos secundarios especificos (HUTTUNEN et al., 1998; 2005a,b). Metabdlitos
secundarios em briofitas sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, incluindo
flavonoides (MARKHAM et al.,, 1990), flavonas, flavondis (STAFFORD, 1991) e
carotendides (ROBINSON et al., 2001; LOVELOCK e ROBINSON, 2002).

De modo geral, os flavondides possuem 15 atomos de carbono em seu nicleo
fundamental, constituidos de dois anéis benzeno, anéis A e B, ligados por um grupo pirano
(com heteroatomo de oxigénio), anel C, cuja representacdo da formula é C6-C3-02-C6. A
Unica excegdo para auséncia de um anel piranico é a chalcona (ANGELO et al., 2007).
VariacBGes em substituicdo do anel C padrdo resultam em importantes classes de flavonoéides.
Substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro da classe dos
flavonoides. Essas substituicdes incluem oxigenacao, alquilacdo, glicosilacdo, acilacdo e
sulfacdo (HOLLMAN et al., 1999). Os flavondides apresentam-se, frequentemente,
oxigenados e um grande nimero ocorre conjugado com glicosideo. Esta forma é conhecida
como heterosideos. Sdo denominados de O-heterosideos quando a ligacdo se da por
intermediario de uma hidroxila e de C-heterosideo quando a ligagdo ocorre com um atomo de
carbono. Quando o metabdlito encontra-se sem o glicosideo é chamado de aglicona ou genina
sendo, frequentemente, denominada de forma livre (SIMOES et al., 2004).

As agliconas apresentam variedade de solubilidade e estabilidade. Poliglicosideos séo
muito solGveis em &gua e pouco sollveis em solventes organicos apolares. A posicdo do
carboidrato, como glicosideo, na estrutura fendlica influi na solubilidade e em outras
propriedades fisico-quimicas (AHERNE e O’BRIEN, 2002; ANTOLOVICH et al., 2000). Por
isso, a capacidade antioxidante dos polifenois é influenciada pelo nimero e posicdo dos
grupos OH, assim como pelas posi¢cOes de glicosilacdo (SUN et al., 2002; MCKAY e
BLUMBERG, 2002).
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Dentre as principais classes de flavonoides podem-se citar: flavonas, flavondis e seus
O-derivados, C-heterosideos, antocianos, chalconas, auronas, di-hidro-flavondis, flavanonas,
di-hidro-chalconas, flavanas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavondides,
neoflavondides, biflavondides e catequinas (SIMOES et al., 2004).

Os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas adjacentes, localizadas em varias
posicdes dos aneis A, B e C, alem das duplas ligagdes dos anéis benzénicos e a dupla ligacéo
da funcdo oxo (-C=0) em algumas moléculas de flavonoides tornam esses compostos com
significativa atividade antioxidante (ROESLER et al., 2008). Além disso, essas moléculas
possuem propriedades de absorcdo de luz em comprimentos de onda seletivos a radiagdo
UVB, que apesar de atingir a superficie terrestre em menor propor¢do, esta radiacdo é
considerada mais deletéria que a UVA, pois tem a capacidade de penetrar em camadas mais
profundas da pele (REGO et al., 2010).

Gréfico 1 - Faixas de comprimento de onda de absorcao espectrofotométrica dos principais

flavonoides.
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Fonte: adaptado de Fontana et al. (2004).

Em musgos os flavonoides (Grafico 1) sdo os mais abundantes, entre 0s quais
flavonas, flavonol, antocianinas e seus derivados - biflavondides, diflavonoides,
triflavonoides e isoflavondides - apresentam importante fungdo de protegdo, prevenindo, por
exemplo, a inducéo de danos oxidativos (MARKHAM et al., 1990). E conhecido que musgos
podem acumular flavonoides rapidamente em resposta a altos niveis da radiacdo UVB
(CALDWELL et al., 1983), por um mecanismo dito aclimatiza¢do. Tal acumulagéo se da
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principalmente na epiderme, onde ocorre a triagem para evitar danos dentro da célula (DUNN
et al., 2006).

Além disso, estudos in vitro indicam que polifendis, como os flavonodides encontrados
em plantas, podem participar efetivamente de processos que possam ter implicacdes
anticarcinogénicas. Entre estes processos, 0 mais evidente é a capacidade antioxidante destes
compostos atribuida ao poder redutor do grupo hidroxila aromatico, sobre radicais livres
reativos, levando ao radical fenoxil estabilizado por ressonancia (SUN et al., 2002; MCKAY
e BLUMBERG, 2002).

O actmulo dos metabolitos secundarios que podem absorver radiagdo UVB torna-se
particularmente importante na Antértica, pois protegeria as células vegetais dos danos
induzidos por esta radiacdo. Os mecanismos de reparo podem tornar-se indisponiveis por
motivos de dessecacdo ou congelamento (COCKELL e KNOWLAND, 1999; LOVELOCK e
ROBINSON, 2002). Visto isso, a sobrevivéncia de musgos na Antartica, sendo esta uma
regido que sofre com a deplecdo da camada de 0z6nio, depende da capacidade de aclimatizar-
se, ou seja, desenvolver mecanismos de fotoprotecdo através do aumento de substancias que
absorvem UV com o objetivo de evitar os danos induzidos por radiacdo UVB (ROBINSON et
al., 2003).

As espécies de musgo na Antartica que apresentam baixos niveis de substancias que
absorvem radiacdo UVB, como os flavonodides, acumulam maiores niveis de pigmentos
carotenoides sugerindo a possibilidade de que os musgos possam utilizar mecanismos de
protecdo a radiacdo UV alternativos a sintese dos flavonoides (LOVELOCK e ROBINSON,
2002; ROBINSON et al., 2001). Estes mecanismos alternativos seriam uma adaptacéo dessas
espécies de musgos, pois 0s carotendides, além de serem pigmentos importantes para
fotossintese, por absorverem luz e transferirem esta energia para a clorofila, podem também
proteger a clorofila de situacfes de excesso de luz, agindo, portanto, como filtro de radiacdo
UV e evitando a fotooxidagdo dos musgos (TEVINI e TERAMURA, 1989).

Os carotendides sdo isoprendides lipofilicos sintetizados por todos 0s organismos
fotossintéticos. S&o encontrados na natureza em duas classes: carotenos e xantofilas. Os
carotenos caracterizam-se por serem hidrocarbonetos lineares que podem ser ciclizados em
uma ou ambas as extremidades da molécula como, por exemplo, o -caroteno. Xantofilas séo
derivados oxigenados de carotenos, como luteina, violaxantina, neoxantina e zeaxantina. Nos
carotenoides a estrutura responsavel pela absor¢do da luz é o grupamento croméforo que se
caracteriza pelas duplas ligagdes conjugadas (BOTELLA-PAVIA e RODRIGUEZ-
CONCEPCION, 2006).
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As propriedades antioxidantes dos carotendides fundamentam-se na estrutura destes
compostos, principalmente no sistema de duplas ligacdes conjugadas, tornando possivel a
captacdo de radicais livres (YOUNG e LOWE, 2001). O carotendide excitado resultante
libera energia baixa e, portanto, inofensiva ao meio celular (DI MASCIO et al., 1989). Assim,
se compostos de absorcdo da radiagdo presentes na membrana epidérmica, como 0s
flavondides, ndo impedem completamente a penetracdo da radiacdo UV, os carotendides
podem ser capazes de minimizar os danos as macromoléculas.

Estudos com musgos in situ na Antartica durante o verdo demonstraram aumento nas
concentracfes de flavonoides e carotendides, sugerindo que alguns musgos produzam esses
pigmentos de protecdo para radiacdo UV (DUNN e ROBINSON, 2000; LOVELOCK e
ROBINSON, 2002).

Diversos estudos na literatura apontam mostram que musgos da regido Antartica
apresentam compostos capazes de proteger contra radiagdo UV. POST (1990) apontou que 0
musgo Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid. aumenta a producéo de pigmentos fotoprotetores,
como antocianinas e carotenoides, principalmente violaxantina, como estratégia de adaptacao
ao ambiente Antartico. GREEN et al. (2005) mostraram que 0s musgos C. purpureus e
Bryum subrotundifoluim sdo resistentes a radiacdo UVA porque possuem substancias
fotoprotetoras e que estdo bem adaptados a altos niveis da incidéncia da radiacdo UVA.

Os musgos C. purpureus, Bryum pseudotriquetrum e Grimmia antarctici apresentam
altas concentracbes de pigmentos fotoprotetores como a xantofila, indicando que esses
musgos podem suportar estresses fotoquimicos (LOVELOCK e ROBINSON, 2002). Além
disso, G. antarctici também apresentou alta concentracdo de carotendides, especialmente, f3-
caroteno e zeaxantina (ROBINSON et al., 2005).

DUNN et al. (2006) mediram as concentracfes de pigmentos que absorvem UVB em
trés espécies de musgos da Antartica. Estas concentra¢fes foram comparadas para determinar
se 0s pigmentos foram induzidos pela radiacdo UVB ou por outro parametro ambiental. Foi
avaliado também se existiam diferencas entre as espécies quanto as respostas na producédo de
pigmentos. Os autores observaram significativas diferencas sazonais no potencial de UVB e
isto refletiu na producdo de pigmentos. B. pseudotriquetrum e C. purpureus apresentaram os
melhores resultados de protecdo em relacdo aos potenciais danos causados pela deplecéo da
camada de o0z6nio quando comparado a especie Schistidium antarctici. Os autores apontaram
também que a espécie B. pseudotriquetrum acumulou altas concentracfes de pigmentos que
absorvem UVB e mostrou associagéo entre esta radiacao e tais pigmentos. Uma vez que esses

pigmentos podem agir como fotoprotetores ou como antioxidantes, os resultados sugerem que
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B. pseudotriquetrum é mais bem adaptada aos efeitos negativos causados pelo aumento da
exposicdo ao UVB. O musgo C. purpureus apresentou alta concentracdo de antocianinas que
poderiam proporcionar protecdo antioxidante durante a exposicdo ao UVB. O musgo S.
antarctici apresentou baixo efeito fotoprotetor sugerindo que esta espécie € mais vulneravel as
alteracOes climaticas (DUNN et al., 2006).

MARKHAM et al. (1990) mostraram que flavonoides do musgo Bryum argenteum da
Antartica foram correlacionados com os historicos niveis de 0zonio, sugerindo a possibilidade
de que estes compostos foram ativamente induzidos por UVB.

PEREIRA et al. (2009) investigaram o efeito fotoprotetor de extratos metandlicos de
trés espécies de plantas da Antartica, Deschampsia Antarctica Desv.; Colobanthus quitensis
(Kunth) Bartl. e Polytrichum juniperinun Hedw. contra os danos induzidos pela radiacdo UV
usando diversos modelos bioldgicos. Os autores concluiram que essas espécies apresentam
propriedades fotoprotetoras que podem ser atribuidas a cromdéforos, como flavonas e
carotendides, que agem absorvendo UV e como antioxidantes, bem como estimulando
processos de reparo no DNA.

Sanionia uncinata (Hedw) Loeske é uma espécie de musgo (filo Bryophyta, ordem
Hypnales familia Amblystegiaceae) que habita diversas regides do globo terrestre, entre as
quais a Antartica (HEDENAS, 1989), a qual compreende todas as terras localizadas abaixo do
paralelo 60" Sul. Seus ecossistemas sdo caracterizados por baixas temperaturas, aridez e
altitude (LUD et al., 2002). As vegetacOes desse continente habitam em poucas areas de
degelo, que constituem menos de 2% do continente (ROBINSON et al., 2003). A llha Rei
George, localizada no Arquipélago das Ilhas Shetland do Sul, na Antartica, contém diversos
tipos de formacdes de bridfitas, entre os quais os tapetes de musgos de S. uncinata (Hedw)
Loeske (OCHYRA, 1998).

O continente Antartico apresenta evidéncias a respeito da deplecdo da camada de
0zo6nio desde 1970 (FREDERICK et al., 1998). Entre 1998 e 2001 esta deplecdo intensificou-
se e, com isso, houve um aumento significativo nos niveis da radiagdo UVB (NASA, 2010).

Este continente possui duas estacOes bem definidas, o verdo, com aproximadamente
20 horas/luz por dia, e inverno, com apenas duas horas/dia de luz, com duracdo de seis meses
cada (VICTORIA, 2005). Como citado acima € a regido mais afetada pela destruicdo da
camada de ozonio, principalmente no més de setembro, devido a uma combinacdo de
temperaturas extremamente baixas na estratosfera da regido, presenca de luz solar e o
aumento dos niveis de componentes de cloro na atmosfera. Esses compostos séo,

principalmente, de origem antropogénica, liberados pelos clorofluorocarbonetos. Uma vez
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que o composto de cloro é liberado por reacdes heterogéneas, a luz solar inicia €, mantém a
perda fotoquimica do ozonio por catélise. Essas reacfes fotoquimicas ocorrem na superficie
de particulas minusculas presentes em nuvens polares estratosféricas (PSC — do inglés Polar
Stratospheric Clouds), as quais sdo formadas sob condic¢des extremente frias do inverno polar.
Em dezembro as temperaturas sobem e impedem a formacdo de PSCs (SOLOMON, 1986;
1999; LEE et al., 2001).

Outros dois musgos estudados neste trabalho, Holomitriopsis laevifolia (Broth) H.
Rob. e Leucobryum laevifolium (Broth) sdo pertencentes ao filo Bryophyta, ordem Dicranales,
familia Leucobriaceae. A primeira espécie tem distribuicdo geogréfica na Venezuela, Guiana
e Amazonas, Brasil. A segunda tem ampla habitacdo em diversas regides do globo terrestre,
entre as quais o0 Amazonas, Brasil (Instituto Jardim Botéanico do Rio de Janeiro - JBRJ, 2014 e
NEWTON e ROBINSON, 1994).

Cortado pela linha do Equador, 0 Amazonas é o maior estado brasileiro em area, com
mais de 1,5 milhdes de km2. E dominado pelo clima equatorial caracterizado por elevadas
temperaturas e altos indices pluviométricos, decorrente principalmente pela proximidade do
Estado com a linha do Equador (PORTAL BRASIL, 2014). Esta linha cruza, na regido do
Amazonas, o ponto mais ocidental do Municipio de S&o Gabriel da Cachoeira, local onde esta
grande parte do territorio do Parque Nacional do Pico da Neblina. O Pico da Neblina situa-se
num dos pontos mais elevados do Brasil com 3014 metros de altitude, local préximo ao
Morro Seis Lagos, na regido mais ao Norte do Estado (IBGE, 2014). Nessa regido é possivel
observar grande biodiversidade vegetal, com diversos tipos de briofitas, entre as quais musgos
como H. laevifolia e L. laevifolium (JBRJ, 2014).

Na regido Equatorial ndo ocorre o fendmeno da deplegdo da camada de ozonio.
Entretanto, esta regido é marcada por indices elevados de radiacdo UVB durante todo o ano
(KIRCHHOFF e ECHER, 2001). KIRCHHOFF et al. (2001) apontam que 0s maiores indices
de radiacdo UVB, observados esporadicamente durante o periodo de deplecdo da camada de
0zo6nio na Peninsula Antartica, sdo comparaveis aos valores tipicos de indice de UVB na
regido equatorial. Dados semelhantes ja haviam sido observados por DAHLBACK et al.
(1989).
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6 ATIVIDADES FOTOPROTETORAS EM SANIONIA UNCINATA,
HOLOMITRIOPSIS LAEVIFOLIA E LEUCOBRYUM LAEVIFOLIUM

NEWSHAM et al. (2002) apontaram aumento da sintese dos carotendides
violaxantina, neoxantina, luteina, zeaxantina e p-caroteno em S. uncinata no mesmo periodo
em que ocorre aumento da incidéncia de radiacbes UVB na Antértica. Este aumento pode
estar relacionado ao processo de aclimatizacdo desenvolvido pelo musgo devido a alta
incidéncia de radiacdo UVB.

LUD et al. (2002) indicaram que a exposi¢do natural da radiacdo UVB no verdo ndo
aumentou de forma significativa os valores de CPDs no genoma de S. uncinata na regido
Antartica. Os mesmos autores afirmaram ainda que a concentracdo constitutiva basal dos
compostos que absorvem UVB ndo se altera em funcdo da reducéo de radiacdo UVB natural.
Eles concluiram isto através de experimentos utilizando filtros que impedem a passagem da
luz UV ao longo de dois anos, sugerindo que flavonoides e carotendides sdo constitutivos em
S. uncinata. Concluiram também que este musgo parece tolerar bem altos niveis de radiacédo
UVB. Esta tolerdncia pode estar relacionada a capacidade de adaptacdo ao ambiente
estressado.

BHATTARAI et al. (2008) determinaram o conteddo fendlico pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Também avaliaram a atividade antioxidante de extrato
hidroalcodlico do musgo S. uncinata coletado na llha Rei George, Antartica, através de
ensaios quimicos in vitro de determinacdo do poder redutor e da atividade captadora de
radical superoxido, de cation ABTS" [4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] e
do radical livre DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila). Os autores observaram que 0s
teores de polifendis totais do extrato hidroalcodlico expressos em mg equivalente de catecol
foi de 12,7 + 2,7 mg/g. O mesmo extrato apresentou propriedades redutoras que podem estar
relacionadas a sua atividade antioxidante (PIN-DER-DUH et al., 1999). Este mesmo extrato
também foi capaz de inibir a producio do cation ABTS" (BHATTARAI et al., 2008).

Além disso, extrato hidroalcodlico de S. uncinata apresentou atividade captadora para
o radical DPPH, indicando que este musgo pode ser uma fonte importante de componentes
antioxidantes. O extrato também apresentou atividade captadora para radical superdxido
(BHATTARAI et al., 2008).

Os resultados de Bhattarai et al. (2008) sugerem que o extrato hidroalcodlico de S.

uncinata poderia ser uma importante fonte de agentes antioxidantes para aplicagdes na
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medicina e cosméticos. Esta propriedade é importante uma vez que antioxidantes protegem as
celulas vegetais dos danos induzidos pelas EROs.

O nosso grupo de pesquisa avaliou o potencial protetor de extratos agquoso e
hidroalcodlico do musgo S. uncinata na quebra do DNA plasmidial, estudando modificacfes
topoldgicas, apos eletroforese em gel de agarose. Foi avaliado também o contetdo fendlico
(expresso em catecol) pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Nossos dados
demonstraram que 0s extratos apresentaram atividades antioxidantes ao protegerem o DNA
contra quebras induzidas pelos radicais O, e "OH. Nds sugerimos que tais efeitos possam ser
devido a presenca de compostos fendlicos. Os teores de polifendis totais expressos em mg/g
equivalente de catecol foram 1,04 + 0,27 and 5,89 + 2,05 mg/g para extrato aquoso e
hidroalcodlico, respectivamente. Entretanto, os extratos intensificaram a quebra induzida por
reacao tipo-fenton. Neste caso, foram observadas diferencas entre 0s extratos ao se utilizar um
capturador de radicais O, e ‘OH na presenca dos extratos. A intensificacdo da quebra induzida
pelo extrato aquoso foi inibida, mas ndo para o extrato hidroalco6lico. Nés sugerimos que este
efeito distinto possa estar associado a maior quantidade de compostos fendlicos,
comparativamente ao extrato aquoso, levando a um efeito pré-oxidante (FERNANDES, 2010;
FERNANDES et al., 2011a; 2010; 2009a).

Em outro trabalho do nosso grupo foram investigadas as atividades de
fotocitotoxicidade ou fotoprotecdo dos extratos aquoso e hidroalcodlico de S. uncinata em
sistemas bioldgicos através de curvas de sobrevivéncia a radiacdo UVC, utilizando cepas de
Escherichia coli deficientes e proficiente no sistema de REN. Também foi analisada a acao
fotoquimica da radiagdo UVC em solucdo aquosa de timina (dimerizacdo) na presenca e
auséncia dos extratos, através da fotometria. Observou-se que ambos os extratos induziram
efeito fotoprotetor contra a radiacdo UVC em cepas de E. coli. Os dois extratos preveniram a
ciclizacdo de timina (dimerizacdo de pirimidina), mas o extrato aquoso mostrou maior
eficiéncia de inibicdo comparativamente ao extrato hidroalcoolico. Ademais, ndo foi
observada inducdo mutagénica ou citotoxica por ambos 0s extratos no ensaio de
Salmonella/microssoma, nas concentragdes de 1 a 40 pg/placa, usando as cepas TA97, TA98,
TAL100, TA102 e TA104 (FERNANDES, 2010; 2011b, 2010, 2009b,c).

Os dados acima mostram que ha poucos dados na literatura em relacdo a atividade
fotoprotetora, antioxidante, mutagénica e toxica de diferentes extratos de musgos S. uncinata
e ndao ha dados sobre os musgos H. laevifolia e L. laevifolium. Assim, estudos mais

aprofundados com essas trés espécies tornam-se relevantes.



46

O ensaio de Salmomella/microssoma aplicado nesse estudo é a metodologia de
triagem mais utilizada atualmente como indicadora de possiveis mutagenos para mamiferos,
selecionada para detectar agentes quimicos e fisicos capazes de induzir mutacdes
(UMBUZEIRO e VARGAS, 2003; MORTELMANS e ZEIGER, 2000). Além disso, este
ensaio faz parte dos exigidos pela OECD (1997). E usado como teste inicial para determinar
mutagenicidade de novas drogas e substancias quimicas, pois ha um alto valor preditivo para
carcinogenicidade em roedores e resposta positiva para mutagenicidade (MORTELMANS e
ZEIGER, 2000). O teste emprega linhagens de S. typhimurium derivadas da parental LT2,
auxotroficas para histidina (his’), apresentando diferentes mutagdes pontuais no operon desse
aminoacido. Essas linhagens sdo incapazes de crescer em meio de cultura minimo, sem
histidina, a menos que ocorram mutacdes que restaurem a sua capacidade de sintese. Essas
bactérias foram construidas para detectar mutacdes do tipo deslocamento do quadro de leitura
ou substituicdo de pares de base no DNA. O nimero de revertentes a auxotrofia para histidina
(His™) é representado, pela contagem de col6nias que crescem em meio minimo, apos a
exposicdo de uma populacdo de células a substancia a ser testada. Ha varias linhagens, com
sensibilidade especifica a determinadas classes de substancias. Nesse estudo foram utilizadas
as cinco cepas standard preconizadas pela OECD (TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104).

A cepa TA97 apresenta mutacdo locus hisD6610 detectando mutagbes do tipo
deslocamento do quadro de leitura do RNA mensageiro (frameshift mutation) por delecéo de
pares de bases GC, tendo uma citosina adicional em sequéncia de seis citosinas. A cepa TA98
possui mutacdo no locus hisD3052 detectando mutagfes do tipo deslocamento do quadro de
leitura do RNA mensageiro (frameshift mutation) por adi¢do de pares de bases GC. A cepa
TA100 apresenta mutacdo no ldcus hisG46 detectando mutacBes por substituicdo de par de
bases que resultam na substituicdo de uma sequéncia de sintese de prolina (GGG/CCC) por
uma de leucina (GAG/CTC). As linhagens TA102 e TA104 contém AT no sitio de mutacéao
hisG428. Na TA102 este sitio esta inserido no plasmideo multicopia pAQ1L e na TA104 no
cromossomo bacteriano. A hisG428 é uma mutacdo ochre, TAA, que pode ser revertida por
todas as seis possiveis modificacdes de pares de base levando a transic¢Ges e transversdes. Esta
mutacdo confere sensibilidade a agentes oxidativos. A TA102, por ser proficiente em
mecanismos de reparo, ainda detecta agentes que induzem ligacGes cruzadas
(MORTELMANS E ZEIGER, 2000).

As linhagens citadas apresentam caracteristicas genéticas adicionais que lhes conferem
maior sensibilidade na detecgdo de diversos tipos de agentes mutagénicos (MARON E
AMES, 1983):
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(@) Mutacdo rfa causa perda parcial da barreira de lipossacarideo da parede bacteriana,
facilitando a difusdo de moléculas grandes para a célula;

(b) Delecdo uvrB — a maioria das linhagens apresenta delecdo do gene uvrB, um dos
responsaveis pelo reparo de excisdo de base, levando a um maior nimero de lesbes
reparadas por mecanismos sujeitos a erro, o que eleva a sensibilidade da deteccdo de
mutégenos. A delecdo deste gene se estendeu através do gene responsavel pela sintese
de biotina tornando as linhagens dependentes de biotina, com excecdo da TA102, na
qual o mecanismo de reparo livre de erro (uvrB) foi mantido;

(c) Plasmideo pKM101- contém o gene mucAB, responsavel pelo sistema de reparo do
tipo error prone (passivel de erro) aumentando tanto a mutagénese espontanea como a
induzida, elevando a sensibilidade das linhagens a uma variedade de agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos. A linhagem TA102 contém também o plasmideo
multicopia pAQL, que ao carregar a mutacdo hisG428, amplifica o nimero de sitios

para mutagénese.

Alguns produtos quimicos necessitam ser metabolizados in vivo para que seus
derivados apresentem atividade mutagénica. Bactérias ndo possuem o sistema de oxidacao via
citocromo P450 encontradas em eucariotos na biotransformacédo de xenobidticos. Por isso, é
necessario realizar os testes na presenca e auséncia de um sistema de ativacdo metabdlica in
vitro. O mais comumente utilizado ¢ a fracdo microssomal S9, composta por um homogenato
de células de figado de ratos Sprague-Dawley, pré-tratados com a mistura bifenil
policlorinada (Aroclor 1254), que induz um aumento de enzimas (P450), principalmente a
sintese de CYP2B e CYP1A, que séo envolvidas na biotransformacdo de varios compostos
neste 6rgdo (MORTELMANS E ZEIGER, 2000)

Nesse trabalho também foi realizada a determinacdo do Fator de Protecdo solar (FPS)
por método in vitro, desenvolvido por MANSUR et al. (1986) sendo recomendada
principalmente para a analise de produtos fotoprotetores em fase de desenvolvimento (Garcia
et al., 1991). FPS é definido pela razdo entre a dose minima eritematosa (DME) na pele
protegida dividida pela dose minima eritematosa na pele ndo protegida. A DME ¢é definida
como a dose minima de radiacdo UV requerida para produzir a primeira reacao eritematosa
perceptivel (BRASIL, 2012). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da resolucdo RDC numero 30, estabelece as normas para teste de FPS e
rotulagem de produtos protetores solares. A ANVISA adotou como procedimentos validos

para medidas de FPS, as normas Food and Drug Administration (FDA), 1999 ou Comité de



48

Liason des Associations Européenes de I’industrie et de la Parfumerie (COLIPA), 2006
(BRASIL, 2012). Os dois métodos requerem o estudo com humanos. Assim, o método de FPS
in vitro desenvolvido por MANSUR et al. (1986) demonstrou ser eficaz e rapido, além de
apresentar uma boa correlacdo com os resultados in vivo (RAMOS et al., 1996; SANTOS et
al., 1999; VIOLANTE et al., 2009; VELASCO et al., 2011).
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7 JUSTIFICATIVA

A radiacdo luminosa solar, especialmente a presente na faixa do UV, pode interagir
com o DNA e levar a formacéo de produtos danosos que possuem efeitos diretos e indiretos.
E conhecido também que as radiagdes UV podem levar a formagao de diversos danos, dentre
0s quais queimaduras, fotoenvelhecimento e cancer de pele. A melhor medida para minimizar
esses danos € a fotoprotecdo. Produtos naturais sdo importantes fontes de pesquisas para se
investigar substancias que possuam propriedades contra os efeitos induzidos pela radiacdo UV
no DNA. Musgos expostos a altas incidéncias de radiacdo UV tém respondido a exposicdo da
radiacdo UVB, produzindo alguns metabdlitos secundéarios especificos, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes. S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium sdo musgos que habitam
regibes com alta exposicdo ao UV e, por isso, aclimatizam-se, ou seja, desenvolvem
mecanismos de fotoprotecdo através do aumento de substancias que absorvem UV com o
objetivo de evitar os danos induzidos por radiagdo UVB, principalmente. Por conseguinte, no
presente trabalho foram realizadas avaliacdes fitoquimicas, fotoprotetoras e antioxidantes de
diversos extratos dessas espécies de musgos. Estas avaliacbes foram realizadas por métodos in
vitro, pois fornecem informagdes preliminares significativas, anteriores aos estudos in vivo,
evitando, portanto, a exposi¢cdo a humanos ou animais. Esses ensaios foram preferencialmente
realizados em microplacas (por vezes envolvendo adaptacGes experimentais), devido a maior
rapidez e reprodutibilidade, além de ter a vantagem de testar concomitantemente varios
extratos provenientes de diferentes espécies de musgos, a diversas doses e, principalmente,
utilizando menor volume de material vegetal. Além disso, uma analise de possiveis riscos
toxicoldgicos também foi investigada com os extratos das trés espécies de musgos, a partir de
diversos modelos bioldgicos, priorizando testes de atividade indutora e protetora sobre
mutagenicidade e genotoxicidade e destes testes na presenca do UV (fotomutagenicidade e

fotogenotoxicidade).



50

8 OBJETIVOS

8.1 Geral

Investigar potencial fotoprotetor e possiveis riscos toxicologicos associados aos

extratos dos musgos Sanionia uncinata, proveniente da Antartica, e Holomitriopsis laevifolia

e Leucobryum laevifolium, provenientes do Amazonas, com proposito de prospectar extratos

promissores em fotoprotecao.

8.2 Especificos

a)

b)

f)

9)
h)

)

Proceder coleta, classificacdo e depdsito dos materiais botanicos para a confirmacdo e
certificacao.

Realizar processos extrativos com metanol, agua, etanol 70% ou absoluto e acetona
para obtencdo de extratos ricos em componentes polares e de baixa polaridade.
Caracterizar a composicdo quimica pela absorcdo ao ultravioleta e visivel, por teste
fitoquimico de polifendis totais e pela cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Avaliar o potencial de fotoprotecdo cutanea pela determinacdo do fator de protecédo
solar, comparando a agente regulamentado.

Determinar a capacidade captadora de radicais livres aplicando o radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila.

Avaliar o potencial mutagénico e citototéxico aplicando o0 ensaio de
Salmonella/microssoma.

Investigar o potencial fotomutagénico através do teste de fotomutagenicidade.

Avaliar a atividade fotoprotetora pela determinacdo da fotomutagenicidade sobre
celulas bacterianas.

Investigar os efeitos genotoxicos e citotoxicos através do ensaio de micronucleo e
viabilidade celular por WST-1.

Investigar os efeitos fotogenotdxicos e fotocitotoxicos por meio do ensaio de

fotomicrondcleo e pelo método de excluséo azul de tripan.
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9 MATERIAL E METODOS

9.1 Coletas

9.1.1 Sanionia uncinata

A coleta de espécimes de S. uncinata (Figura 6) foi realizada nas areas de degelo na
Peninsula de Henninquin e na Peninsula Keller, na Baia Almirantado, llha Rei George
(~ 62°10’S, 58°25°W) localizada no Arquipélago de South Shetland, durante a Operacédo
Antértica 30, na segunda fase do verdo austral em Janeiro de 2012.
A identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. Anténio Batista Pereira, da
Universidade Federal do Pampa, no Rio Grande do Sul. Esta espécie foi depositada no
Herbério da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (H-RJ) sob o nimero H-RJ 11.811.
Seguem os locais e as imagens da coleta (Figura 7 e Figura 8).
=  Peninsula Henninquin (Figura 8A).
= Nas proximidades da Estacdo Antartica Comandante Ferraz (em destaque no retangulo
azul no mapa da Figura 8B);

= Trilha Punta Plaza (Pontos 01 a 03 da Figura 8B);

=  Trilha Ipanema/Refugio 2 (Pontos 04 a 05 da Figura 8B);

=  Trilha da Baleia (Pontos 06 a 09 da Figura 8B);

=  Trilha da Casa do Cachorro/Trilha das Cruzes/Capela/VLF (Pontos 10 a 13 da Figura
8B).



Figura 7 - Coleta do musgo Sanionia uncinata na Antartica.

(B)

Legenda: (A) Tapete de musgo Sanionia uncinata na Trilha da Baleia; (B) Coleta;
(D) Sanionia uncinata.

Fonte: A autora, 2015.
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Legenda: (A) - Peninsula Henninquin e Peninsula Keller. A linha vermelha tracejada representa area da
Antartica Especialmente Gerenciada da Baia do Almirantado. Circulos verdes representam pontos de
ocupacdo; (B) - Pontos de coleta na Peninsula Keller, exceto a Trilha Pico Norte.

Fonte: Souza, 2008.
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9.1.2 Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium

As coletas das espécies H. laevifolia e L. laevifolium (Figura 9) foram realizadas no
Morro dos Seis Lagos, localizado no Parque Nacional do Pico da Neblina no Amazonas
(0°9°56°°N; 66°24°45,4°°W) (Figura 10), em Junho de 2011, pelo prof. Dr. Heitor Evangelista
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A identificacdo de H. laevifolia foi realizada
pelo mestre Botanico Caio Amitrano de Alencar Imbassahy, pesquisador da Fundacdo Carlos
Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro e foi depositada no H-RJ
sob o0 numero H-RJ 11.812. A espécie L. laevifolium foi identificada pela mestre Boténica
Maria Sulamita Dias, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e esta depositada no H-RJ
sob 0 nimero H-RJ 12.287.

Figura 9 - Musgos coletados no Morro Seis Lagos (Amazonas).

(A) (B)

Legenda: (A) - Holomitriopsis laevifolia; (B) - Leucobryum laevifolium.
Fonte: O autor, 2015.
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Figura 10 - Mapa do local de coleta dos musgos Holomitriopsis
laevifolia e Leucobryum laevifolium.

Pt R Venezuela s D ool

Bogota
¢ L e

‘ / Guyana
Colombia

Amazonas

Legenda: ponto A em vermelho.
Fonte: Google, 2013.

9.2 Preparo dos extratos

Apbs a coleta da espécie S. uncinata, os materiais vegetais foram secos em liofilizador
na estacdo Antértica Comandante Ferraz, acondicionadas em sacos plasticos, vedados e
devidamente identificados, para que pudessem ser transportados até o Brasil. Posteriormente
foram mantidos em freezer até o0 momento da extracdo. Apds a coleta, os materiais vegetais
das espécies H. laevifolia e L. laevifolium também foram devidamente acondicionados em
sacos plasticos, vedados, identificados e transportados congelados. Em seguida foram
mantidos no freezer até 0 momento da extragéo.

As amostras foram pesadas e lavadas sob dgua corrente visando remover as impurezas
e sedimentos do material vegetal. Em seguida foram rinsadas com agua ultrapura. O processo
de extragédo seguiu o descrito no esquema da Figura 11. As massas (g) /volumes de solventes
(L) utilizados foram os seguintes: Extrato metandlico (EM) de S. uncinata - 232g/3,0L; de H.
laevifolia — 56 g/0,6 L; e de L. laevifolium - 8,19 ¢/0,22 L; Extrato aquoso (EA), extrato
hidroalcodlico (EH) e extrato etandlico (EE) e acetdnico (EAc) de S. uncinata — 300 g/3,0 L;
de H. laevifolia — 123 g/2,0 L; e de L. laevifolium — 32,09 g/1,0 L. Os processos de ebuli¢do



56

foram realizados em bécher de 1000 mL protegido com filme de PVC. Todos os extratos
foram filtrados através de filtro de papel Whatman n°. 1, ultracentrifugados a 10.000 rpm por
10 minutos a 4°C e, entdo, microfiltrados em membrana de nylon com 0,22 pm de tamanho de
poro. Os solventes (etanol, acetona e metanol) foram removidos em evaporador rotatdrio,
previamente a secagem dos extratos por liofilizacdo. Os extratos isentos de solventes foram
liofilizados em aparelho HETO Drywinner. Os extratos secos foram pesados, transferidos
para microtubos, mantidos em frascos com silica-gel e armazenados em freezer (-20°C) até o

uso.

9.3 Espectros de absorcdo ao ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo ao UV e visivel (220 a 800 nm) dos extratos de S. uncinata,
H. laevifolia e L. laevifolium foram obtidos em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico
em aparelho Shimadzu UV-160. Os extratos secos foram adequadamente diluidos com agua
destilada para todos os extratos aquosos. Os demais extratos foram diluidos em acetonitrila
(proquimios, 99,8%). As adequadas diluicdes com os respectivos solventes foram realizadas a
fim de ajustar os espectros na faixa linear de resposta do equipamento, atingindo 30 pg/mL
para EA de H. laevifolia e L. laevifolium, 20 pg/mL para EE de H. laevifolia, 25 pg/mL para

EH de L. laevifolium e 50 pg/mL para as demais amostras testadas.
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Figura 11. Fluxograma da obtencéo dos extratos secos a partir dos musgos Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium.

MUSGOS

Lavagem com agua corrente e rinsagem com agua E-pure.

~ 1/6 da massa inicial ~ 5/6 da massa inicial

Maceracao por 10 dias em metanol Agua E-pure em ebulicio por 15 minutos, filtragdo e liofilizaggo.

EM

Legenda:

(Proquimios, 99,8%) em garrafa
ambar, filtracdo, evaporacdo e l l
liofilizac&o.
y p
A EA Residuo 2
l Maceragdo por 24 horas em etanol (Proquimios 99,8%) 70% em garrafa &mbar. Etanol 70% v/v em
Residuo 1 ebulicdo por 15 minutos, filtracdo, evaporacao e liofilizacdo.

! !

EH Residuo 3

Maceracéo por 24 horas em etanol (Proquimios 99,8%) em garrafa ambar. Etanol em
ebulicdo por 15 minutos, filtracdo, evaporacéo e liofilizacdo.

! !

EE Residuo 4

Maceragdo por 72 horas em acetona (Proquimios 99,8%) em garrafa
ambar, filtracdo, evaporacdo e liofilizacao.

! !

EAc Residuo 5

extrato metandlico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH), etandlico (EE) e acetdnico (EAC).
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9.4 Quantificacao dos polifendis totais

O metodo atual mais utilizado para determinar o indice total dos compostos fenolicos
em plantas é do Folin Ciocalteu. Neste método a mistura dos acidos fosfowolframico e
fosfomolibdico, em meio basico, se reduzem ao oxidar compostos fendlicos, originando
oxidos azuis de wolframio e molibdeno (Mezadri et al., 2008). Neste estudo, 0 método foi
escalonado para leituras em microplacas.

A determinacao dos fendlicos totais seguiu o protocolo descrito por AINSWORTH &
GILLESPIE (2007) e HERALD et al. (2012) com adaptagdes. Foi realizada uma
homogeneizacdo de 2 mg de cada amostra em 1 mL de &gua (no caso dos extratos aquosos) ou
metanol/agua (7:3) (demais extratos). A mistura reacional foi de 500 pL dos respectivos
extratos ou a solucdo padrdo com diferentes concentracfes de catecol (2,2, 5,5, 11, 22 e 33
pg/mL) e 250 pL de solucéo de Folin-Ciocalteu (Merck). Decorridos 5 minutos de incubacéo
adicionou-se 1250 pL de solucdo aquosa de carbonato de sédio (Na,CO3 Vetec, 99,5%) a 75
g/L. Apbs o periodo de incubagdo de 2 horas a 30°C, 200 pL da mistura reacional foram
transferidos para pocos de microplacas (transparentes) de polipropileno e a absorvancia
medida em leitor de microplacas (pu-Quant, Bio-tek Instruments INC), a 760 nm. Leituras dos
brancos (extratos e solventes — agua ou metanol/agua) também foram realizadas. A partir da
equacdo da reta obtida na curva de calibracdo do catecol determinou-se a quantidade de

fenolicos totais, expresso em mg de catecol/g de amostra.

9.5 Capacidade captadora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

O método do radical DPPH é amplamente utilizado para analisar substancias de
interesse fitotecnoldgico, alimentar, farmacoldgico e toxicoldgico. E um radical estavel muito
utilizado para determinar a poténcia antioxidante de polifendis (MAMBRO e FONSECA,
2005). Esse radical livre tem uma cor violeta caracteristica com absorcdo a 517 nm. Apos sua
reagdo com o agente a cor violeta passa a ser amarela, diminuindo gradualmente a
absortividade a 517 nm proporcionalmente & concentracdo e a atividade da amostra
(BONDET et al., 1997).

A avaliacdo da atividade antioxidante dos diferentes extratos dos musgos foi
determinada seguindo o protocolo descrito por KAEZER et al., 2012, com adaptacoes
HERALD et al. (2012). Adicionaram-se metanolica de DPPH (0,25 uM) (Sigma-Aldrich®) e

100 pL de solucdes com diferentes concentracdes dos extratos ou do padréo hidréxi-tolueno
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butilado (BHT) (Proquimios). As concentra¢Bes utilizadas para o BHT e para os extratos
foram 1, 10, 100, 500 e 1000 pg/mL. Para EA de S. uncinata, EH de H. laevifolia e EM de L.
laevifolium também foram realizadas leituras nas concentracfes de 4000 e 6000 pg/mL. O
BHT foi diluido em etanol (proquimios, 99,8%), EA foram diluidos em agua destilada e
demais extratos foram diluidos em dimetilsuféxido (DMSO, Proquimios, 99,8%).
Determinou-se a absorbancia em leitor de microplaca (p-Quant, Bio-tek Instruments INC) a
517 nm apos 40 min do inicio da reacdo a temperatura ambiente. Leituras do branco (solvente
do controle + extratos) e do controle negativo (solvente do controle + DPPH) também foram
realizadas. A capacidade percentual captadora do radical livre foi calculada segundo a

equacao abaixo:

Atividade captadora (%) = ((Absy — Absa) / (Absy — Absg)) x 100% 1)

Na qual:
Absy: Absorvéancia do controle negativo
Absa: Absorvancia da amostra com DPPH

Absg: Absorvancia do branco

A partir dos dados, foram tracados os graficos dos extratos e do padrdo BHT, onde na
abscissa encontra-se a concentracdo das amostras, em pg/mL e, na ordenada, o percentual de
atividade por reducdo do radical DPPH. A correlagdo com a concentracao foi calculada por
regressao linear, obtendo-se o coeficiente de correlacéo (r) e a equagédo da reta (y =ax + b). O
valor encontrado para a concentracdo efetiva 50 - CE50 - representa a concentra¢do necessaria
para se obter 50% da capacidade méaxima estimada (MENSOR et al., 2001).

9.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A CLAE em analise de polifendis é uma técnica bastante utilizada e eficiente na
separagdo de substancias, inclusive em misturas complexas (Shahidi and Nackzk, 2004;
Hostettmann et al., 2003). O equipamento consiste numa bomba de alta presséo, injetor,
coluna, detector e um sistema de aquisicao de dados. O detector UV-visivel € o mais utilizado
em CLAE para a analise em flavonoides, especialmente porque estes compostos apresentam,
em geral, duas bandas de absor¢do bem caracteristicas no UV, as bandas | (cinamoil) e 1l

(benzoil). O detector por arranjo de diodos analisa em diferentes comprimentos de onda,
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possibilitando a varredura na regido UV-visivel (Katz, 1994).

Foi utilizado um sistema de cromatografia a liquido Agilent Technologies, modelo
1260 Infinity com 2 bombas binarias 1260 DAD, degaseificador, injetor automatico,
controlador e compartimento termostatizador para colunas e detector por arranjo de diodos. A
aquisicdo de dados e o controle foram obtidos pelo software OpenLabCDS, ed. Chemstation.
As condicBes cromatograficas atenderam SAKAKIBARA et al. (2003) com coluna
cromatografica de fase estacionaria similar a aplicada pelos autores: LiChrospher RP-18e
(250 mm x 4,0 mm x 5 um) em Lichrocart e pré-coluna LiChrocart 4-4 (mm) LiChrospher
RP18e 5 um. Eluente fosfato de sédio 0,050 mol/L pH 3,3-metanol (9:1) (A) e metanol-4gua
(7:3) (B) com a programagéo em gradiente com vazdo de 1,0 mL/min: 15 min, 0-30% B; 30-
35% B em 30 min; 35-40% B em 20 min; 40-50% B em 5 min; 50-100% B em 25 min; 100%
B em 15 min; 100-0% B em 10 min, mantendo mais 10 minutos. Temperatura do forno em
35°C e 0 volume de injecdo de 10 pL. As eluigdes foram monitoradas em 250, 280 e 320 nm.
Uma mistura de polifendis em metanol (Tabela 1) foi injetada nas mesmas condi¢des para a
referéncia de tempo de retencdo e de seletividade, confrontando com os dados da literatura
original que apresenta dados (tgr e Amax) de 100 substancias. Os polifenodis nas amostras (50
mg) foram extraidos com 3%2000 pL de 90% de metanol contendo 0,5% de acido acético, sob
agitacdo em vortex, sonicacdo por 1 minuto e centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. Os
sobrenadantes reunidos foram submetidos a secagem sob pressao de 300 mTorr em Speedvac
SC-110 (Savants Instruments, Holbrooks, USA) e armazenados em freezer até o uso.
Previamente a analise, o residuo foi ressuspenso em dimetilsulfoxido (DMSO) e filtrado em
membrana Durapore 0,22 um. Os cromatogramas foram obtidos no Laboratério de
Tecnologia Ambiental no Instituto de Quimica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,

em colaboracdo com a Professora Dr®. Monica Regina da Costa Marques.

Tabela 1 — Mistura de polifenois e suas caracteristicas analiticas usada como padrdo na
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Substancia Fabricante®  Concentracdo Tempo de retencdo (min) no método
ug/mL Literatura original Experimental
Acido caféico Sigma-Aldrich 45 18,4 14,5
Acido ferulico Sigma-Aldrich 57 25,8 22,1
Orientina PhytoLab 50 26,2 24,1
Homorientina PhytoLab 20 27,5 26,0
Rutina Sigma-Aldrich 56 40,6 39,8
Quercetina Acros Organics 27 75,5 73,5

Fonte: SAKAKIBARA et al. (2003) e o autor, 2015.
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9.7 Fator de protecdo solar por método in vitro

Esse método tem como vantagem a seguranca de ndo envolver voluntarios humanos
para a determinacdo do FPS. Assim, o FPS é a medida da capacidade de um filtro solar em
proteger contra o eritema, formado principalmente pela exposicdo a radiacdo UVB. Portanto,
é uma avaliacdo da medida de eficacia do filtro solar contra a radiacdo UVB (Savian et al.,
2010). De acordo com a legislagdo brasileira um produto adequado para utilizacdo em
cosméticos para bronzear ou fotoproteger, deve apresentar um FPS igual ou superior a 6
(Brasil, 2012). Os filtros sintéticos organicos comerciais aplicados neste estudo séo utilizados
mundialmente e abrangem ampla faixa dos espectros UVA e UVB, além da comprovada
seguranca recomendada pelo FDA e pela legislacdo brasileira (Rangel e Corréa, 2002; Edlich
et al., 2004; Brasil, 2006). Na avaliacdo do efeito sinérgico o filtro solar BZE foi selecionado
por absorver a radiagdo nas faixas UVA e UVB, sendo um composto importante na
fotoquimica e na cosmetologia (Ribeiro, 2004).

Pesou-se 2 mg de cada extrato e diluiu-se em isopropanol (Proquimios, 99,8%) até 2
mg/mL. Como controles positivos foram utilizadas substancias aplicadas em filtros solares
comerciais diluidos em isopropanol: 0,2 pL/mL para 3-(4’-metil-benzilideno) canfora (BZC)
(Merck, lote 105851000), 3,1 pL/mL para p-metoxicinamato de octila (MCO) (Viafarma, lote
107/2690/099), 0,1 pL/mL para benzofenona-3 (BZE) (Pharma Nostra Comercial, lote
33706014) e 25 pL/mL para Octocrileno (OCT) (Galena — Quimica e Farmacéutica Ltda, lote
32). Uma aliquota (200 pL) dos respectivos extratos das trés espécies de musgo, além dos
controles positivos, foi adicionada a pocos de microplacas de 96 pogos.

Em outro ensaio uma aliquota (100 pL) dos respectivos extratos das trés espécies de
musgos adicionadas de mesma aliquota do BZE a 0,05 pg/mL foram aplicadas aos poc¢os de
microplacas de polipropileno de 96 pocos.

As absorvancias das solucOes, entre 290 e 320 nm a intervalos de 5 nm, foram
medidas no leitor de microplacas (u-Quant, Bio-tek Instruments INC). O Fator de protecédo
solar (FPS) médio foi calculado pela férmula abaixo segundo Mansur et al. (1986), aplicando

a ponderacédo da Tabela 2. O controle negativo foi o isopropanol.
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320
FPS espectrofotométrico = F C.Z [EE(L).I(N).Abs(M)] (2)

290

Onde, FC = fator de correcao (igual a 10); EE (L) = efeito eritematogénico da radiagao de
comprimento de onda A; I (A) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A; Abs (A) =
leitura espectrofotométrica de absorvancia da solucéo da preparacdo no comprimento de onda
A.

Tabela 2. Ponderacdo empregada no célculo
do Fator de protecdo solar por

espectrofotometria.

A (nm) EE (W) =I(@)

290 0.0150
295 0.0817
300 02874
305 03278
310 0.1864
315 0.0839
320 0.0180
Soma 1.0000

Legenda: EE ()) - efeito eritematogénico da radiacéo
de comprimento de onda A; I (A) -
intensidade da luz solar no comprimento
de onda A.

Fonte: SAYRE et al. (1979).

Assim multiplica-se os valores de absorvéncia pelos respectivos valores ponderais

(Tabela 2) e multiplica-se o0 somatorio final por 10.

9.8 Teste de Salmonella/microssoma

Os gendtipos das linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium derivadas da
parental LT2 foram confirmados antes dos ensaios através dos testes de auxotrofia para
histidina (his), mutacdo rfa, mutagdo uvrB, presenca do plasmideo pKM101, e de presenga do
plasmideo pAQl1 (MARON E AMES, 1983; Organisation for Economic Co-Operation and
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Development - OECD, 1997). Todas as cepas bacterianas usadas neste trabalho s&o
provenientes do estoque do nosso laboratorio.

O ensaio de Salmonella/microssoma seguiu o protocolo de Pré-incubacdo (MARON E
AMES, 1983). As cepas Salmonella entérica sorovar Typhimurium (TA97, TA98, TA100,
TA102 e TA104) cresceram por cerca de 16 h em meio lisogénico (meio LB) (10 g/L triptona;
5,0 g/L extrato de levedura; 10 g/L NaCl), contendo 8 pg/mL de ampicilina e 2 pg/mL de
tetraciclina (apenas TA102), a 37°C a 150 rpm, até as culturas alcancarem a fase estacionéaria
de crescimento (1-2 x 10° células/mL). Em tubos de ensaios foram adicionados 100 pL dos
extratos diluidos em diferentes doses ou controles positivos ou negativo, 500 pL de solugdo
tampdo fosfato de sodio (27,6 g/L NaH,PO4.H,0 e 28,4 g/L Na,HPO,.H,O; 0,2 mol/L, pH
7,4; para 0 ensaio sem metabolizacdo exdgena) ou de S9 mix (para 0 ensaio com
metabolizacdo exogena; descricdo de preparo abaixo) e 100 puL da suspensdo bacteriana. OS
tubos foram incubados por 20 minutos a 150 rpm a 37°C. Apds a incubagdo, uma aliquota de
10 uL dessa mistura foi retirada para o ensaio de sobrevivéncia realizado em paralelo. Em
seguida, 2 mL de agar de superficie contendo solucdo de histidina e biotina (7 g/L agar; 5 g/L
NaCl; 0,0105 g/L L-histidina; 0,0122 g/L D-biotina, pH 7,4) a 45°C foram adicionados aos
tubos de ensaio e a mistura final foi vertida sobre uma placa de Petri contendo meio minimo
(15 g/L agar, meio Vogel-Bonner 10X [10 g/L MgS0,4.H20; 100 g/L CsHgO7.H,0; 500 g/L
K2HPOy; 175 g/L Na;NH,PO,4.4H,0, contendo 40 g/L glicose). Estas placas foram incubadas
4 37°C por 72 h e as coldnias revertentes His* foram contadas.

A aliquota de 10 pL da mistura sem adi¢ao de agar foi adicionada a um microtubos
contendo solucéo de salina fisiologica (NaCl 9 g/L), completando-se o volume a 1 mL. Foram
realizadas sucessivas diluicdes em solucdo de salina fisioldgica e em seguida 100 pL da
ultima diluicdo foram inoculadas em placa de Petri contendo meio LB gelosado (em agar 15
g/L). A diluicao total da aliquota foi de 10-7 vezes. A citotoxicidade foi considerada positiva
quando a sobrevivéncia celular foi < a 60%, comparado ao controle negativo (VARGAS et
al., 1993) ou quando ocorreram diferencas significativas entre as diluicdes dos extratos e o
controle negativo. Todos 0s produtos quimicos foram comprados da Sigma-Aldrich®.

As doses testadas dos extratos de S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium foram 1, 4,
10, 40, 100 e 400 pg/placa. Tais doses foram selecionadas a partir de uma relacdo dose-
resposta em ensaios preliminares de Salmonella/microssoma, seguindo procedimento spot-test
(MORTELMANS E ZEIGER, 2000). As amostras foram diluidas em DMSO e esterilizadas
em membrana Millipore 0,22 uM antes do teste. O controle negativo usado foi o0 DMSO. Os

controles positivos por placa em auséncia de metabolizacdo exdgena foram: 0,5 e 1 pg/placa
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de 4-nitro-1-6xido-quinolina (4NQO) para TA98 e TA97, respectivamente, 0,5 pg/placa de
azida sodica (AS) para TA100 e 0,5 e 250 pg/placa de mitomicina C (MMC) para TA102 e
TA104, respectivamente. Os controles positivos por placa em presenca de S9 foram: 0,5
pg/placa de 2-Aminoantraceno (2-AA) e 5 pg de benzo(a)pireno (BaP, apenas TA102).
Apenas AS foi diluida em agua destilada, demais controles positivos e extratos foram diluidos
em DMSO. A mutagenicidade foi considerada positiva quando numero de His® foi
significativa em relacéo ao controle negativo (P < 0,05) e o indice de mutagenicidade (razéo
do ndmero de revertentes da amostra pelo nimero de revertentes do controle negativo) foi
igual ou superior a dois (.M. > 2) e pOde-se se observar uma relagdo dose-resposta
(MORTELMANS E ZEIGER, 2000).

9.8.1 Preparo de metabolizacdo ex6gena

A fracdo microssomal S9 foi adquirida do laboratério Molecular Toxicology Inc.
(MoltoxTM, USA). A preparacdo do S9 mix (4%) foi realizada de acordo com
MORTELMANS E ZEIGER (2000) em condicdes de esterilidade total e em banho de gelo.
Para 50 mL de S9 mix utilizou-se 5,0 mL de S9 reconstituido com 2,1 mL de agua esteéril (40
mg/mL de proteinas totais); 1,0 mL de MgCl,-KCI 0,15 mol/L, 0,25 mL de glicose-6-fosfato
1 mol/L, 2,0 mL de B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP) 0,1 mol/L, 25 mL
de tampado fosfato de sodio 0,2 mol/L, pH 7,4 e 19,75 mL de agua destilada estéril.

9.9 Fotomutagenicidade

O ensaio de fotomutagenicidade foi realizado de acordo com os protocolos descritos
na literatura (UTESCH E SPLITTGERBER, 1996; WANG et al., 2003; GOCKE et al, 2003;
WATANABLE-AKANUMA et al., 2007 com adaptacdes).

Foi realizado com os extratos selecionados de S. uncinata (EH, EM, e EE), H.
laevifolia (EA, EH e EE) e L. laevifolium (EM, EA, EH). As concentragdes testadas foram 1,
4, 10, 40, 100 e 400 pg/placa. O controle positivo utilizado foi 8-metoxipsoraleno (8-MOP)
na concentracdo de 10 ng/pocgo. As condi¢fes de manutencdo, crescimento e tratamento das
células bacterianas seguiram-se conforme item 9.8. Entretanto, quatro pontos devem ser
considerados:

(i) ndo foi utilizado um sistema de metabolizacdo exdgena, como 0 S9 mix, pois este

influenciaria na absorcéo do UV (Gocke et al., 2000);
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(i1) foram usadas as cepas TA102 e TA104. Tais cepas foram selecionadas, pois elas
sdo geneticamente semelhantes (discusséo sobre o gendtipo das cepas é encontrada no final da
introducao diferindo apenas no sistema de REN. A cepa TA102 é proficiente neste sistema e a
TA104 ¢é deficiente, ou seja, possui delecdo do gene uvrB (MORTELMANS E ZEIGER,
2000). Assim, estas cepas representam dois modelos de interesse para o estudo de
fotomutagenicidade;

(iii) em relacdo ao tratamento, ap6s a mistura ser vertida em placa de meio minimo,
placas foram mantidas no escuro numa superficie nivelada para permitir o endurecimento do
agar. Em seguida, as placas, sem as tampas, foram irradiadas usando aparelho UV
Crosslinker, marca Ultra-violet Products Ltd, Upland, CA, modelo CL-1000L (365 nm, UVA)
a taxa de dose de 6,5 J/cm? para TA102 e 0,24 J/cm? para TA104. Apés a irradiacdo, as placas
foram incubadas a 37°C por 72 h e His* foram contadas por placa. O controle positivo foi 8-
metoxipsoraleno (TA102) a concentracio de 10 pg/placa. E considerado aceitavel para o
ensaio de fotomutagenicidade, utilizar somente uma cepa com controle positivo para mostrar
uma resposta fotomutagenica (GOCKE et al., 2000). Além disso, os ensaios para as duas
cepas foram feitos concomitantemente;

(iv) outro ensaio de fotomutagenicidade foi realizado, seguindo o mesmo protocolo
descrito acima, porém utilizando taxa de doses menores de radiacdo UVA: 1,3 Jicm? para
TA102 e 0,04 J/cm?® para TA104. Em doses menores de radiacdo o efeito mutagénico em
células bacterianas deficientes em REN € mais intenso. Além disso, para a cepa TA104 este
ensaio foi realizado também na presenca de BZE na concentracdo de 400 pg/placa para

avaliar efeitos protetores.
9. 10 Ensaio de Micronucleo

O ensaio de microndcleo também é um meétodo recomendado pela OECD (2010). O
microndcleo (MN) é uma pequena massa nuclear delimitada por membrana e separada do
nacleo principal. Os micronicleos sdo formados durante o processo de divisdo celular e sdo
constituidos por fragmentos cromossdémicos no interior do nicleo das células-filhas (efeito
clastogénico) ou por cromossomos inteiros que ndo completaram a migracdo anafasica da
divisdo celular (efeito aneugénico) e, por isso, foram excluidos do nucleo principal nas
células-filhas (FENECH, 2000).

Para avaliar os efeitos clastogénico, aneugénico e citotoxico dos diferentes extratos

dos musgos S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium seguiu-se o protocolo descrito por
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HORI et al. (2006) com modificacbes. Em paralelo também foi realizada a checagem da
viabilidade celular seguindo a metodologia descrita por MENCALHA et al. (2010).

As linhas celulares de macréfago (RAW 264.7) e de hepatoma (HepG2) foram
gentilmente cedidas, respectivamente, pelas Prof®. Marcia Paes Leme, do Departamento de
Bioguimica da UERJ e Danielle Palma de Oliveira, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto. A linhagem de queratindcito, HaCat, foi adquirida no Banco de Ceélulas do
Rio de Janeiro (BCRJ, nimero do catalogo 0341, lote 001075). As células foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) HIGH GLUCOSE suplementado
com 10% de soro fetal bovino, antibidticos (penicilina e estreptomicina a 1%) e bicarbonato
de sddio 3,7 g/L, mantendo a 37°C sob atmosfera com 5% de CO,. Repiques celulares foram
feitos a cada dois ou trés dias de cultura.

Antes de iniciar o Ensaio de Microndcleo, a concentracdo das células na cultura foi
determinada em uma camara de Newbauer na presenca do corante de excluséo azul de tripan
(Trypan Blue, Sigma® T-6146). A concentracao da suspensao celular foi ajustada para aplicar
1-2 x 10° células em cada poco de microplacas (placas de poliestireno) de 24 pogos contendo
laminulas de vidro circulares de 13mm, previamente tratadas com acido nitrico 1 N.

O ensaio foi realizado com EM, EA e EH de S. uncinata, EA, EH e EE de H.
laevifolia e EM, EA e EH de L. laevifolium. As concentragdes testadas foram 400, 1000 e
4000 pg/placa. Tais concentragdes foram selecionadas a partir dos resultados positivos para
resposta citotoxica no teste de Salmonella/microssoma na auséncia de metabolizacdo exdgena.
As células foram incubadas com 100 pL das diluigdes das amostras em DMSO por 3 h
(tratamento agudo) a 37°C sob atmosfera com 5% de CO,. Apds esse periodo 0 meio de
cultivo foi desprezado e adicionado 1 mL de meio nutriente para lavar as células. Em seguida,
este meio foi descartado e, entdo foi adicionado 1 mL de meio de cultivo contendo 10% de
soro fetal bovino em cada poco. As células foram mantidas na estufa a 37°C com 5% de CO;
por mais 24 horas. O controle negativo usado foi DMSO a 5% e 1% (apenas HaCat). Também
foi utilizado em controle do ensaio (sem DMSO, com agua). O controle positivo utilizado foi
1-metil-2-nitro-1-nitrosoguanidina (MNNG) na concentragao de 0,5 pM.

Apo0s as 24 horas, 0 meio nutriente foi descartado e adicionados a cada po¢o 1 mL de
Fixador de Carnoy (3 partes de alcool metilico para 1 parte de acido acético) gelado e
mantendo por 15 minutos. O fixador foi retirado e acrescentou-se a cada po¢co 1 mL de
tampdo Mcllvaine pH 7,5 (21 g/L de acido citrico; 35,6 g/L de Na,HPO,) para lavar as
células. O tampado foi retirado e as placas foram secas no fluxo laminar por aproximadamente

40 minutos. As laminulas foram coradas com 300 nmol/L de 4'-6-diamidino-2-fenilindol
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(DAPI) por 40 minutos. Apds a coloracdo as laminulas foram lavadas duas vezes com 1 mL
de tampdo Mcllvaine. As placas lavadas foram secas no fluxo laminar. Ap6s secagem, as
laminulas foram colocadas em laminas para analise no microscopio de fluorescéncia com
comprimento de onda de excitacdo de 350 nm (Olympus BX51, 60X). Foram determinados o
indice mitotico e o nimero de células micronucleadas. Nesse ensaio também é possivel
analisar outros marcadores de danos citogenéticos como a formacéo de células apoptoticas e
necroticas. Assim, como indicativos de tais eventos as frequéncias de células em apoptose e
necrose foram determinadas. Foram analisadas 2000 células por poco (6000 celulas por
concentracédo) (OECD, 2010).

9.10.1 Viabilidade celular por WST-1

O ensaio com WST-1 (Water Soluble Tetrazolium, Roche®) foi utilizado para avaliar
a viabilidade celular das células de macréfagos frente aos diferentes extratos de S. uncinata,
H. laevifolia e L. laevifolium utilizados no Ensaio de Micronucleo.

Este teste se baseia da reducdo do ion (4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzeno disulfonato) pela enzima desidrogenase nas mitocondrias das células
metabolicamente ativas para gerar Formazan, o qual apresenta uma coloracdo amarelo/laranja
e pode ser analisado por espectrofotometria. Essa conversdao ocorre somente nas células
viaveis, sendo entdo possivel determinar a proporcdo de células vivas apos o tratamento.

Cada linhagem celular utilizada (RAW 264.7, HepG2 e HaCat) foram semeadas a
densidade de 1 x 10 células/poco em placas de 96 pocos e colocadas em estufa a 37°C a 5%
de CO,. A concentracdo das células na cultura foi determinada em uma camara de Newbauer
na presenca do corante de exclusdo azul de tripan. No dia seguinte foram feitas as incubacdes
adicionando uma aliquota de 10 pL das solucBes dos extratos de interesse nas concentracdes
de 400, 1000 e 4000 pg/placa, em triplicata para cada amostra, por 37°C em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ao final da incubacéo foram adicionados
10 pL de solucdo de WST-1 para cada poco e as células permaneceram no escuro a 37°C por
3 h. A quantificacdo das variacGes colorimétricas foi realizada leitor de microplaca (u-Quant,
Bio-tek Instruments INC) utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm com a referéncia
de 630 nm. Como padronizacdo dos brancos de reacdes foram utilizados 100 puL do meio de
cultivo sem células e 10 pL do reagente WST-1 (Branco 1) e 100 uL do meio de cultivo sem
células na presenca dos extratos e 10 puL do reagente WST-1 (Branco 2). A porcentagem das

células viaveis, ap6s os periodos de tratamentos, foi determinada pela razdo da absorvancia
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obtida das culturas tratadas em relagdo as ndo tratadas. O controle negativo usado foi DMSO
a 5% e 1% (apenas HaCat) e o controle positivo utilizado foi o Triton X-100 a 10%.

Os resultados foram expressos em percentual de reducdo do WST-1 pelas células, que
foi calculada a partir das absorvancias tendo, como parametro o controle negativo para o qual
se atribuiu 100% de reducdo de WST-1 (MENCALHA et al., 2010).

9.11 Ensaio de Fotomicronucleo

A avaliagdo dos efeitos fotoclastogénico, fotoaneugénico e fotocitotoxico seguiu
protocolos descritos na literatura (GUERARD et al., 2012; HORINOUCHI e ARIMOTO-
KOBAYASHIB, 2011 e CALO E MARABNI, 2014, com modificacdes). Em paralelo foi
realizada a checagem da viabilidade celular por exclusdo de azul de tripan (YANG et al.,
2014). O Ensaio de Fotomicronucleo foi realizado utilizando queratindcitos, da linhagem
celular HaCat.

As condi¢bes de manutencBes e crescimento da célula seguiram-se conforme item
9.10. O ensaio foi realizado com EH, EM, e EE de S. uncinata, EA, EH e EE de H. laevifolia
e EM, EA, EH de L. laevifolium. A concentracdo da suspensdo celular foi ajustada para
aplicar 1 x 10° células em cada poco de microplacas (placas de poliestireno) de 6 pogos. Antes
da irradiagdo, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com salina tamponada
com fosfato (PBS - phosphate buffered saline - 0,2 g de KCI, 0,2 g de KH,POy,, 8,0 g de
NaCl, 1,15 g de Na,HPO, em agua destilada g.s.p. 1000 mL,) e foram recobertas por uma fina
camada de PBS (1,5 mL). As células foram pré-tratadas com 100 pL das dilui¢des das
amostras diluidas em DMSO a 1% e incubadas por 1 h mantidos a 37°C sob atmosfera com
5% de CO,. As doses testadas foram 1, 10, 40, 400, 1000 e 4000 pg/placa. Tais doses foram
selecionadas a partir dos resultados positivos para resposta citotoxica no teste de
fotomutagenicidade. Apos esse periodo, as células foram irradiadas usando aparelho UV
Crosslinker, a taxa de dose de 8 J/cm? para UVA, modelo CL-1000L (365 nm), e 0,008 J/cm?
para UVB, modelo CL-1000M (302 nm). Apds a irradiacdo, as células foram mantidas no
escuro a 37°C com 5% de CO, por 10 minutos. Apds esse periodo, PBS foi removido e, entdo,
adicionado DMEM suplementado com 10% de SFB. Apos 24 h, o meio foi retirado, lavado
com PBS (2 mL) e entdo as celulas foram tripsinizadas (com 2mL de tripsina em solugéo
EDTA, Sigma-Aldrich®), inativadas com mesmo volume de meio de cultura suplementado
com 10% de SFB e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi

descartado e as ceélulas foram suspensas em 1 mL de meio de cultura. Uma por¢do da



69

suspensdo celular (50 pL) de cada concentracdo foi separada para anélise de viabilidade
celular por exclusdo de azul de tripan (ver item 9.11.1). As células remanescentes foram
adicionadas em pogos de microplacas (placas de poliestireno) de 24 pocos contendo laminulas
de vidro circulares de 13 mm, previamente tratadas com &cido nitrico 1 mol/L. As condicdes
de fixacdo, coloracdo e andlise seguiram-se conforme descrito no item 9.10. O controle
negativo usado foi o0 DMSO a 1%. O controle positivo utilizado foi 8-MOP na concentracao

de 1 ng/poco. Também foi utilizado em controle do ensaio (sem DMSO, com &gua).

9.11.1 Viabilidade celular de HaCat pelo método de exclusdo por azul de tripan

Uma diluicdo 1:1 foi feita com a suspenséo celular do protocolo de Fotomicronucleo e
uma solucdo aquosa a 0,25% do corante azul de tripan. Ap6s homogeneizacdo uma aliquota
de 10 pL foi analisada em um hemacitdmetro (camara de Newbauer) utilizando-se um
microscopio optico binocular a fim de avaliar as células vidveis e ndo viaveis. O percentual de

células viaveis foi determinado.

9.12 Anélises estatisticas

Os resultados de cada ensaio foram estatisticamente avaliados usando-se andlise de
variancia (ANOVA) a fim de determinar diferencas significativas entre as dilui¢bes dos
extratos e o controle negativo. Quando ocorreram diferencas estatisticamente significativas (P
< 0,05) a analise de Tukey’s HSD foi aplicada, utilizando-se o GraphPad Prism Software,
Versdo 5.0, GraphPad, San Diego, CA). Também foram aplicados os testes Exato de Fischer e
t-student (Ensaio de Fator de Protecdo Solar). Cada experimento foi realizado com triplicatas
e repetido duas vezes. Os resultados representativos foram expressos como a média + desvio

padréo.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Rendimentos dos extratos

Os dados dos rendimentos dos extratos secos estdo representados nas Tabela 3. As
extracOes com acetona apresentaram rendimentos muito baixos, e isto impossibilitou a
realizacdo dos ensaios com estes extratos. As espécies S. uncinata e H. laevifolia
apresentaram maior rendimento com os solventes utilizados (metanol, 4gua, etanol a 70% e

etanol), quando comparados com L. laevifolium.

Tabela 3. Rendimentos (% g/g) da extracdo dos musgos aplicados neste estudo.

Extratos Sanionia uncinata Holomitriopsis laevifolia Leucobryum laevifolium
EM 2,13 0,49 0,816
EA 6,06 1,04 0,445
EH 4,07 1,11 0,468
EE 2,65 1,09 0,158
EAc 0,15 0,03 0,04

Legenda: Extrato metanolico (EM), aquoso (EA), hidroalcoodlico (EH), etanolico (EE) e acetdnico (EAC).

Apesar da diferenca de polaridade entre os solventes utilizados, em geral eles possuem
carater polar. SIMOES et al. (2004) apontam 0s componentes ativos que podem ser extraidos
com 0s solventes mais polares utilizados em processos extrativos e utilizados neste trabalho.
De acordo com os autores a dgua extrai heterosideos mais polares, como poliglicosideos,
flavanodidis, catequinas e os glicosideos. O metanol e o etanol extraem, preferencialmente
agliconas poliidroxiladas, flavonas, flavondis mais polares, auronas e chalconas. Apesar do
metanol extrair, preferencialmente, componentes de mesmas classes que o etanol, ha relatos
de uma faixa maior de componentes, podendo ser aplicados como primeiro solvente de
extracdo (CHECHINEL FILHO e YUNES, 1997).

10.2 Espectros de ultravioleta-visivel
Os espectros de UV-visivel estdo apresentados nos graficos 2, 3 e 4 dos extratos de S.

uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium, respectivamente.
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Gréfico 2 - Espectros de absor¢do na regido do UV e do visivel dos extratos do musgo

Sanionia uncinata.
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Legenda: Extrato metanélico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etanélico (EE).

Gréafico 3 - Espectros de absorcdo na regido do UV e do visivel dos extratos do musgo

Holomitriopsis laevifolia.
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Legenda: Extrato metanélico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH), etandlico (EE)

Gréfico 4 - Espectros de absorcdo na regido do UV e do visivel dos extratos musgo

Leucobryum laevifolium.
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Legenda: Extrato metanélico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etandlico (EE).
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Em fungéo dos solventes utilizados na extracdo foram observadas varia¢des no perfil de
varredura, bem como na intensidade das absor¢cbes o que indica a seletividade dos
componentes extraidos, entre os diferentes extratos e entre as trés espécies de musgos
analisados para 0 mesmo solvente.

Os solventes menos polares, como etanol, extrairam componentes em S. uncinata e L.
laevifolium (Gréficos 2 e 4) que absorvem na faixa do espectro do visivel (400 — 800 nm).
Interessantemente, a clorofila apresenta maximos de absorcdo em 420, 490 e 660 nm (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Os maximos também sdo caracteristicos de corantes e pigmentos contendo
ligacdes insaturadas conjugadas, como os carotendides, que tém bandas de absorcéo na regido
entre 400 a 500 nm (YOUNG e LOWE, 2001). O sinal de absor¢do em 500 nm do extrato
etanolico de S. uncinata (Grafico 2) esta proximo do maximo de absor¢ao do f-caroteno (497
nm) e licopeno (505 nm).

Além disso, observa-se também que todos os solventes utilizados extrairam, das trés
espécies de musgos, compostos que absorvem faixa do UV (graficos 2 e 4). E possivel notar
também que os extratos das trés espécies apresentaram absor¢do maxima dentro da faixa de
absorcédo dos principais flavonoides (Grafico 1). Uma discussdo sobre compostos fenolicos é

encontrada no item 10.5.

10.3 Quantificacéo de polifendis totais

Utilizou-se como padrdo o catecol, nas concentragdes de 2, 5, 11, 22 e 33 pg/mL para
construir uma curva de calibracdo (Grafico 5), na qual verifica-se excelente repetibilidade
(coeficiente de variacdo < 0,01) e linearidade (r = 0,999). A Tabela 4 apresenta os valores de

fenolicos totais expressos em mg equivalente de catecol/g de extrato.

Gréfico 5 - Curva de calibracédo do catecol.
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Tabela 4. Teores de polifenois totais (expressos em mg equivalente de catecol)/g de extratos

dos musgos Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium.

Extratos S. uncinata H. laevifolia L. laevifolium
EM 3,86 £ 0,01 2,48 £0,01 7,68 £ 0,01
EA 0,76 £ 0,00 6,01 £ 0,00 7,75+ 0,00
EH 2,88 + 0,01 5,09 + 0,01 0,52+ 0,01
EE 3,94 + 0,01 1,04 £ 0,01 0,28 £ 0,01

Legenda: extrato metanolico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etandlico (EE). Entre todas as espécies os
teores diferem com P < 0,01 (ANOVA e Tukey).

A tabela 4 indica que os extratos que apresentaram os maiores valores de polifendis
totais foram EM, EH e EE para S. uncinata; EM, EA e EH para H. laevifolia e EM e EA para
L. laevifolium. Demais extratos apresentaram teores proximos ou abaixo de 1 mg/g de catecol.
Estes dados sdo indicativos dos menores teores de acidos fenolicos e/ou polifendis
glicosilados (hidrossolveis) em S. uncinata. L. laevifolium parece ter predominantemente
estes componentes, enquanto que H. laevifolia apresenta maior distribuicdo e variabilidade de
componentes polifendlicos. Semelhantes resultados foram obtidos usando extratos aquoso e
hidroalcodlico de S. uncinata na determinacdo de teor de polifendis totais (FERNANDEs et
al., 2011; FERNANDES, 2010).

10.4 Capacidade captadora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Neste estudo, avaliou-se a capacidade dos diferentes extratos dos musgos em capturar
os radicais DPPH em diferentes concentracdes, de forma a obter uma curva linear entre a
concentracdo do extrato e a sua capacidade. No grafico 6 podem ser visualizados as curvas de
atividade antioxidantes dos diferentes extratos dos musgos S. uncinata, H. laevifolia e L.
laevifolium avaliada em distintas concentragdes. Os resultados também foram expressos em
CE50 que é a quantidade de antioxidante necesséria para reduzir a concentragéo inicial do
DPPH em 50 %.

No grafico 6 percebe-se que cada extrato apresentou um comportamento distinto na
faixa de concentracdo testada. A anélise estatistica dos resultados demonstrou que dois dos
extratos, a 1 pg/mL, apresentaram significativos (P < 0,01) valores de captura de radicais
DPPH superiores ao controle positivo utilizado, BHT a mesma concentracdo: EA das trés
espécies (Grafico 6 A, B e C) e EM de L. laevifolium (Grafico 6 C).
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Observa-se também que, até a concentracdo de 1000 pg/mL todos os extratos de S.
uncinata; EH de H. laevifolia e EM de L. laevifolium n&o alcangaram ou ficaram com valores
muito préximo ao percentual de 50% de reducdo do radical DPPH, sendo necessario realizar
novo ensaio com aumento da concentracao para determinacao do CE50.

A comparacdo estatistica demostra que para S. uncinata a 1, 10 e 100 pg/mL apenas 0s
extratos EA e EE (P < 0,01) diferem dos demais. A partir da concentracdo de 500 pg/mL
diferencas estatisticas (P < 0,05) podem ser observadas entre todos os extratos, exceto de EA
para EH (1000 pug/mL) (Grafico 6A).

A comparagdo estatistica demostra que para H. laevifolia a 1 pg/mL apenas EA (P <
0,01) difere dos demais. A partir da concentracdo de 10 pug/mL diferencas estatisticas (P <
0,05) podem ser observadas entre todos os extratos, exceto entre EH (10, 100 e 500 pg/mL),
entre EA e EM (100 pg/mL) e entre EA e EE (1000 pg/mL) (Gréfico 6B).

Em L. laevifolium a partir da concentracdo de 1 pg/mL diferencas estatisticas (P <
0,05) podem ser observadas entre todos os extratos, exceto entre EH e EE (10 pg/mL) e entre
EA e EM (100 pg/mL) (Grafico 6C).

Os EM, EA e EE de H. laevifolia e os EA, EH e EE de L. laevifolium, até a
concentracdo de 1000 pg/mL, apresentaram capacidade de induzir 50% de diminuicdo na
concentracédo do radical DPPH. Entretanto, os EA de H. laevifolia e L. laevifolium, EE de H.
laevifolia e EH de L. laevifolium apresentaram a maior capacidade captadora do radical
DPPH. Né&o houve qualquer correlacdo entre CE50 para DPPH e o teor de polifendis totais (r
de Pearson = 0,0006, P = 1,00) indicando que a atividade deve ser correlacionada a outros
fatores, como natureza quimica dos polifendis ou outras classes de substancias. Entretanto,
vale ressaltar que, apesar de serem resultados pontuais, os EA de H. laevifolia e L. laevifolium
apresentaram valores significativos de teores de polifendis, comparado com o EA de S.
uncinata (Tabela 4).

Maiores concentracdes (de 1000 a 6000 pg/mL) foram testadas para os EA, EH e EE
de S. uncinata, EH para H. laevifolia e EM para L. laevifolium, pois estes extratos nédo
apresentaram 50% de diminuicdo do radical DPPH, até a concentracdo analisada (1000
pug/mL). O EM de S. uncinata ndo foi incluido, pois apresentou a capacidade em sequestrar o
radical livre DPPH muito baixa. Em maiores concentracGes a capacidade de induzir reducéo
do radical DPPH foi observada nas trés espécies. Os resultados de S. uncinata foram
apresentados graficamente (Gréafico 6A). Os percentuais da capacidade sequestrante nas
concentragdes 4000 e 6000 pg/mL para o EH de H. laevifolia foram 76,87% e 86,42%,

respectivamente, para o0 EM de L. laevifolium foram 89,23% e 97,35%, respectivamente. A
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analise estatistica demonstra que ndo ha diferencas significativas entre EA e EH para S.
uncinata, mas EE difere estatisticamente (P < 0,01) desses.

A tabela 5 apresenta os valores das concentragdes dos extratos estimadas para a CESO0.
Observa-se que EH de L. laevifolium apresentou o menor valor de CE50, equivalente a cerca
de trés vezes comparados ao CE50 do BHT. Os EA de H. laevifolia e L. laevifolium
apresentaram valores de CES50 equivalentes a cerca de 5 a 6 vezes respectivamente
comparados ao CE50 do BHT. O EE de H. laevifolia apresentou valor de CE50 equivalente a
8 vezes comparados ao CE50 do BHT. O EM de H. laevifolia e o EE de L. laevifolium
apresentaram CES0 equivalentes a cerca de 15 vezes para alcangar o equivalente de 50% de
inibicdo do DPPH obtido pelo BHT. Considerando que os extratos investigados se compdem
de misturas multicomponentes complexas, tais valores de CE50 indicam possibilidades de
componentes terem atividades muito acentuadas. LOPEZ et al. (2007) também apontaram
atividade antioxidante de extratos etandlicos de diversas espécies de musgos. Resultados
semelhantes foram obtidos por BHATTARALI et al. (2008), em extrato hidroalcodlico do

musgo S. uncinata pelo método do radical DPPH.

Tabela 5 - Concentragdes (ug/mL) obtidas pelos extratos para Sanionia uncinata,
Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium para alcancar a concentracéo efetiva 50.

S. uncinata H. laevifolia L. laevifolium
EM - 905 1200
EA 1800 309 401
EH 1900 1100 195
EE 2040 510 928

Legenda: extrato metandlico (EM), aquoso (EA), hidroalcoodlico (EH) e etandlico (EE). Concentracdo efetiva
50%: quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentragdo inicial do DPPH em 50%. Concentracdo
do BHT para CE50: 60ug/mL.



Gréfico 6. Atividade dos extratos dos musgos Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium e do
padrdo quanto a captura de radicais livres, determinada pelo método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila.
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Baseado no mecanismo de acdo extensivamente descrito na literatura sobre a captura
do radical DPPH correlacionado com a presenca de grupos hidroxilas em moléculas
antioxidantes (BONDET et al., 1997; FAUCONNEAU and WAFFO, 1997) pode-se, neste
trabalho, inferir que a atividade dos extratos é provavelmente devido a presenca de
substancias com um grupo hidroxila disponivel (fendlico ou ndo). Esse requerimento
estrutural pode estar relacionado com a presenca de flavondides (SIMOES et al., 2004). A
complexidade da composicdo quimica dos extratos pode influenciar na capacidade que cada
constituinte tem de acessar o centro radicalar o que justifica as diferentes concentracdes
utilizadas para cada extrato para induzir 50% de captacdo do radical. Existe também a
hipGtese de que a interacdo com a molécula de DPPH depende ndo somente da estrutura do
antioxidante, mas também da cinética de reacdo dessas substancias com o radical (MENSOR,
1999).

10.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A partir dos cromatogramas e espectros de absorcdo resultantes foi possivel
caracterizar polifendis possivelmente presentes nos extratos.

Os gréficos 7, 8 e 9 apresentam os cromatogramas de S. uncinata, H. laevifolia e L.
laevifolium, respectivamente, obtidos dos extratos analisados, no comprimento de onda que

represente todos 0s principais sinais encontrados.

Gréfico 7 - Perfil cromatogréafico por CLAE dos extratos de Sanionia uncinata.
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Gréfico 9 - Perfil cromatogréafico por CLAE dos extratos de Leucobryum laevifolium.
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Legenda: (A) metandlico, (B) aquoso, (C) hidroalcodlico e (D) etandlico.

Observou-se diferencas no perfil cromatografico em cada extrato nas espécies
analisadas. A partir dos cromatogramas foi possivel obter os espectros de UV-visivel de cada
ponto de retencdo. Ao analisar os tempos de reten¢des e 0s comprimentos de onda maximo de
cada espectro de absorcdo foi possivel sugerir grupos de polifenois de todos os extratos e em
alguns desses também foi caracterizar a provavel substancia. Essas analises e identificacGes
foram realizadas com base em referéncias recomendadas (SAKAKIBARA et al., 2003;
GRASSELLLI, 1973; MABRY et al., 1970; SCOTT, 1964). As tabelas 6, 7 e 8 mostram para
S. uncinata, H. laevifolia e L. leucobryum, respectivamente, os provaveis grupos de polifenois
e substancias identificadas nos extratos, correspondentes aos picos dos cromatogramas dos
gréficos 7, 8 e 9 e também majoritarias (em intensidade de area de integracdo) nos demais
comprimentos de onda adotados para deteccdo. Os sinais com retencdo acima de 97 minutos
ndo foram caracterizados, pois corresponderam a componentes eluidos no retorno de

composicgdo da fase maovel.



Tabela 6 - Provaveis classes de acidos fendlicos e substancias caracterizadas dos extratos de Sanionia uncinata.

Provaveis grupos de

Sanionia uncinata | tg (min) Amax (M) polifenois® Provavel substancia®
Acido fenolico ou Acido benzoico ou
EM 6,38 262 catequina derivado
9,49 248, 304 Flavona -
Acido fenolico ou Acido benzoico ou
12,15 260 catequina derivado
77,33 284 Flavanona Hesperitina ou derivado
EA 6,00 266, 260sh Catequina -
Acido fenolico ou Acido benzoico ou
EH 6,43 270 catequina derivado
12,29 260, 228sh Catequina -
84,18 246sh, 268,340 Flavona -
84,37 288, 330sh Flavanona -
Derivado de apigenina
269, 340, (metilados, acetilados ou
91,99 300(inflex&o) Flavona outros)
92,99 287 Chalcona -
92,93 268, 330 Flavona -
95,57 302,362 Chalcona -
Acido fenélico ou Acido benzoico ou
EE 6,40 268 catequina derivado
Acido fenélico ou Acido benzoico ou
12,05 254 catequina derivado
81,52 344,268, 244sh Flavona -

Legenda: (EM) metandlico, (EA) aquoso, (EH) hidroalcodlico e (EE) etandlico.
“com base em SAKAKIBARA et al. (2003); GRASSELLLI, 1973; MABRY et al. (1970); SCOTT, 1964; ts: tempo de retenco; A:
comprimento de onda; sh: ombro.
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Tabela 7 - Provaveis classes de acidos fendlicos e substancias caracterizadas dos extratos de Holomitriopsis laevifolia.

Provaveis grupos

Holomitriopsis laevifolia | tg (min) Amax (NM) de polifenois® Provavel substancia”
EM 91,88 270 Flavanona -
97,42 286 Flavanona
EA 6,38 284, 230sh Catequina -
8,67 258, 336 Flavona -
12,68 262, 308 Chalcona -
13,93 320 Acido fenélico Acido sinapico ou derivado
14,81 256,292, 324sh Flavanona -
14,96 258, 296sh, 230sh Isoflavona -
) Derivado do &cido vanilico
EH 7,94 260, 292 Acido fendlico provavelmente glicosilado
16,30 220, 258, 318 Flavanona
EE 11,82 256, 326 Flavanona -
16,09 220, 258, 318 Flavanona -
80,32 284 Flavanona -
96,47 286 Chalcona -

Rodapé: veja a Tabela 6.



Tabela 8 - Provéaveis classes de &cidos fendlicos e substancias identificadas dos extratos de Leucobryum laevifolium.

Provaveis grupos de
Leucobryum laevifolium | tg (min) Amax (NM) polifenois® Provavel substancia °
EM 21,23 220, 260sh, 310 Flavona Daidzeina ou derivado
83,46 218, 256, 300 Isoflavona® -
88,99 265, 316 Flavona Crisina ou derivado
97,55 228, 258, 300 Isoflavona® -
Derivado do acido m-
hidroxibenzdico
) (provavelmente
EA 8,99 234, 298 Acido fendlico glicosilado)
14,51 220, 262, 300 Isoflavona® -
33,12 214, 256, 308 Flavanona -
84,26 230sh, 278 Catequina -
86,65 214, 256, 308 Flavanona -
Acido fendlico ou
EH 8,15 254, 294 flavona -
16,40 214, 254, 320 Flavanona -
81,98 | 236, 302, 338, 344sh Flavonol -
EE 90,58 362, 262 Flavonol Galangina ou derivado
96,67 218, 258, 300 Isoflavona®

83

Rodapé: veja a Tabela 6. ‘as isoflavonas possuem Amax de absor¢do proximos a 260 e 300 nm, mas ndo em 220 nm. Assim tais tg foram
sugeridos por serem isoflavonas, pois o0s solventes utilizados na fase movel possuem absorgdo préoximo a 220 nm e, portanto, podem

influenciar os resultados de absorcdo nesse comprimento de onda.
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Na caracterizacdo dos compostos fendlicos por CLAE foram encontrados, de modo
geral, &cidos fenolicos, como os &cidos benzoicos e diversas classes de flavonoides. Os acidos
benzoicos possuem sete atomos de carbono e sdo os acidos fenolicos mais simples
encontrados na natureza (SOARES, 2002).

Os grupos sugeridos sdo compativeis com o processo extrativo realizado. E conhecido
que solventes polares como metanol, etanol e &gua extraiam, preferencialmente, flavonas,
flavondis, isoflavonas, flavanonas e chalconas mais polares (SIMOES et al., 2004) com 0s
encontrados nos extratos das trés espécies de musgos analisados por CLAE (Tabelas 6-8).

FERREIRA et al. 2008 afirmam que flavonas e flavondis sdo protetores quimicos que
absorvem luz no comprimento de onda do UVB, protegendo as células vegetais dos danos
causados pelas fotooxidacdes, pois se acumulam nas camadas epidérmicas das folhas e
absorvem intensamente a luz na regido do UVB. Genes mais resistentes aos danos da radiacdo
UVB promovem aumento da sintese de flavondides e de outros polifendis, como flavonas e
glicosideos flavonicos (HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

Uma vez que todos os extratos apresentaram absor¢cdo méaxima dentro da faixa de
absorcdo dos flavonoides (ver Graficos 2, 3 e 4) e também foram encontrados resultados
significativos para quantificacdo de teores de polifendis (ver Tabela 4), andlise para
caracterizacdo de compostos fenolicos por CLAE foi necessaria. Os cromatogramas e a
caracterizagdo dos principais componentes analisados evidenciaram a elevada seletividade na
separacdo dos componentes com cada solvente empregado, uma vez que mMesmMOS
componentes ndo foram encontrados nos diferentes extratos de mesma espécie. Esta
observacdo € interessante, pois evidencia uma diferenca de cada extrato estudado neste
trabalho imposta pela composi¢do quimica.

10.6 Fator de protecao solar por método in vitro

Os dados obtidos do fator de protecdo solar in vitro dos filtros sintéticos organicos

e/ou dos extratos de S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium estdo dispostos na Tabela 9.
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Tabela 9 - Fator de protecdo solar in vitro dos extratos individuais dos musgos Sanionia
uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium e destes extratos associados ao

filtro solar benzofenona-3.

- BZE + BZE (0,05ug/mL)
S.uncinata  H. laevifolia L. laevifolium | S. uncinata H. laevifolia L. laevifolium
EM 2,87+0,01 0,30+ 0,01 1,21+0,01 |13,49+0,06 11,87 £0,02 12,11 £ 0,05
EA 1,10+0,01* 4,67 +0,02 0,94 £0,003 |14,70+£0,10 6,58 + 0,01 21,16 £ 0,01

EH 1,11+0,01* 9,79+0,26 6,95 + 0,03 8,16 + 0,06 28,29+ 0,33 # 36,89 + 0,05
EE 242+001 490+0,03 0,37+0,01 |18,22+0,10 26,36 +0,09 * 9,45+0,01

Legenda: extrato metandlico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etandlico (EE).
Fator de protecdo solar para filtros solares benzofenona-3: BZE 18,0 + 0,1; octocrileno (OCT): 12,6 +
0,2; p-metoxicinamato de octila (MCO): 35,8 + 0,01 e 3-(4’-metil-benzilideno) canfora (BZC): 36,5 +
0,01 utilizados como controles positivos (ensaio ao lado esquerdo da tabela, -BZE). FPS do BZE a
0,05 pg/mL: 11,40 £ 0,10. Os valores identificados por * e # ndo diferem estatisticamente entre si (P >
0.05). Demais resultados diferem significativamente (P < 0,05) entre si (Exato de Fischer e t-Student).

Observa-se na Tabela 9 que para a espécie S. uncinata os EM e EE apresentaram
maior FPS quando comparados aos demais extratos. Para a espécie H. laevifolia os extratos
que apresentaram maior FPS foram EA, EH e EE. Para o género L. laevifolium apenas o EH
apresentou maior valor de FPS comparados aos demais extratos. Observa-se também que
apenas o EH das espécies do Amazonas apresentaram o FPS acima de 6, que € 0 minimo
exigido pela legislagdo brasileira vigente.

Por outro lado, observa-se que quando os EA e EE de S. uncinata, EH e EE de H.
laevifolia e EA e EH de L. laevifolium foram associados ao filtro solar BZE ocorreu um efeito
sinérgico, aumentando consideravelmente os valores de FPS (Tabela 9). A concentracdo de
BZE utilizada no efeito sinérgico foi menor (0,05 pg/mL) que o utilizado no ensaio de
determinacdo de FPS dos extratos (0,1 pg/mL) porque o efeito maior que a soma dos efeitos
de cada um dos elementos em separado poderia extrapolar a sensibilidade do leitor de
microplacas.

Outro exemplo onde ocorre sinergismo € com a vitamina E, que ao ser utilizada em
produtos para protecdo solar, dependendo da sua formulacdo, pode aumentar o FPS
determinado in vivo, ao diminuir a formacao de eritema. A literatura aponta que flavondides e
outros derivados fendlicos podem atuar em sinergismo com vitaminas C e E (GUARATINI et
al., 2009). Interessante observar que houve uma correlacdo positiva significativa (r de Pearson
= 0,69, P <0,05) entre as indugdes de fotoprotecdo pelos extratos (FPS) e 0 sinergismo desses
extratos com BZE (Tabela 9). Ao excetuar apenas dois extratos (EA de H. laevifolia e EH de
L. laevifolium) a correlacdo € altamente significativa (r de Pearson = 0,886, P < 0,001).

Diversas substancias e a mistura delas, sintéticas ou de origem natural, vém sendo
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amplamente estudadas, na busca da otimizacéo dos protetores solares, visando & ampliacdo da
lista de substéncias fotoprotetoras aprovadas pelas agéncias regulamentadoras (GUARATINI
etal., 2009; LIN et al., 2008; GASPAR et al., 2007; SIMOES et al., 2004).

Observa-se também que quando os EH de S. uncinata; EA de H. laevifolia e EE de L.
laevifolium foram associados ao filtro BZE ocorreu uma diminui¢do do FPS (Tabela 9), ou
seja, observou-se um efeito antagdnico. Nota-se também que a contribuicdo dos EM das trés
especies de musgos foi somente de aditividade sobre a absor¢éo luminosa. Quando se faz uma
comparacdo entre os resultados na presenca de BZE e o resultado que seria esperado apenas
pela aditividade, observa-se, por exemplo, intenso efeito sinérgico positivo (hipercromico) da
adicdo do EH de L. laevifolium sobre o FPS de BZE; elevado efeito sinérgico negativo
(hipocrémico) da adicdo do EA de H. laevifolia sobre o FPS de BZE; e EM de S. uncinata
sobre o FPS de BZE foi aparentemente neutra (isocrémico) (Grafico 10). O baixo efeito
hipocrdmico em 305 nm, observado pelo efeito sinérgico de EM de S. uncinata com BZE
(Gréfico 10) ndo ocorreu com os EM dos outros musgos.

Tanto os efeitos hipocrémicos quanto os hipercrémicos (alteracdo da intensidade de
absorcéo) sdo comumente observados com a alteracdo da polaridade do solvente, uma vez que
esta afeta a transicdo eletronica do croméforo (como a BZE) (YADAV, 2005). Nos casos
observados na Tabela 9, pode-se estimar que os efeitos se devem a alta concentracdo de
componentes polares ou apolares, ja que o solvente aplicado foi 0 mesmo. Relativamente ao
solvente isopropanol, o aumento da polaridade da mistura, em que a BZE esteja presente, leva
a maior intensidade da sua banda K (Amax 260 nm, de transicdo n conjugada - n* (PRETSCH
et al., 2000) e o efeito hipocrdmico deve-se a alta concentracdo de componentes apolares.
Embora outra banda de absorcdo da BZE (banda B, Amsx 350 nm, de transicdo z benzenoidico
- 1*) também € responsavel pela absor¢cdo na regido do espectro analisada (290 — 320 nm)
(PRETSCH et al., 2000), essa banda ndo sofre efeitos de intensidade de absorcdo pela
composigdo do meio ou solvente (YADAV, 2005).

A BZE é susceptivel a reacdes de adicdo de agentes nucleofilicos sobre o grupo
carbonilico, que implicam na sua derivatizacdo levando a modificacdo da molécula algumas
vezes com adigdo de grupos auxocromos e resultando nos deslocamentos de comprimentos de
onda maximos de absorcdo (deslocamentos hipsocrémico ou batocrémico). No entanto,
reacOes entre os componentes dos extratos e a BZE ndo foram consideradas, pois as condigdes
de incubacdo foram brandas e deslocamentos hipsocrémico ou batocrémico ndo foram

observados.
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N&o foram encontradas correlagdes destes comportamentos hipocromico e
hipercromico com o0s sinais caracterizados na CLAE-fase reversa de polifendis, seja
comparando com os sinais de baixo tempo de retencdo (polifendis mais polares) ou com os de
alto tempo (polifendis menos polares), suspeitando que outras classes de substancias estejam
envolvidas na alteracdo de intensidade de absor¢édo ao UV.

A andlise estatistica de Exato de Fischer, seguido de t-student mostrou que todos os
extratos das trés espécies de musgos, tanto na auséncia quanto associado do BZE diferem dos
valores de BZE sozinho. Quando comparados entre si, a estatistica apontou que todos 0s
valores diferem entre si, exceto o EA e EH de S. uncinata na auséncia de BZE e EH e EE de
H. laevifolia associados a BZE. Alguns dados desses resultados foram publicados

recentemente na revista Pharmacognosy Magazine e estdo disponiveis no apéndice.

Grafico 10 — Grafico comparativo mostrando diferengas entre efeitos
hipercromicos (extrato hidroalcodlico de Leucobryum laevifolia)
hipocromicos (extrato aquoso de Holomitriopis laevifolia) e

isocrémico (extrato metanélico de Sanionia uncinata).

1,40 - ——— Ensaio EM S. uncinata + BZE
= = = Aditividade EM S. uncinata + BZE
1,20 - Ensaio EA H. laevifolia + BZE
= = = Aditividade EA H. laevifolia + BZE
1’00 i Ensaio EH L. laevifolium + BZE
Aditividade EH L. laevifolium + BZE
g — BZE
< 0,80 4
x
x
w 0,60 +
1]
0,40 -
0,20 +
0,00 + T T T T T
290 295 300 305 310 315 320

Comprimento de onda (nm)

Legenda: EM — extrato metandlico; EA — extrato aquoso; EH — extrato hidroalodlico.
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10.7 Salmonella/microssoma

Ha inimeros exemplos de plantas que possuem compostos com potencial efeito
mutagénico, carcinogénico ou teratogénico (HORN e VARGAS, 2008). A literatura aponta
ndo haver publicacdes cientificas em relacdo a atividade toxicol6gica de componentes dos
musgos S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium. Assim, no presente trabalho foi realizado
também uma investigacdo da atividade citotoxica e mutagénica destes musgos, uma vez que

0S mesmos se apresentam promissores nos estudos de fotoprotecao.

10.7.1 Na auséncia de metabolizacdo exdgena

Os graficos a seguir mostram a relacdo entre dose e resposta dos extratos metanolico
(A) aquoso (B), hidroalcodlico (C) e etandlico (D) de S. uncinata (Gréfico 11), H. laevifolia
(Grafico 12) e L. laevifolium (Gréfico 13), avaliado pelo ensaio de Salmonella/microssoma,
na auséncia de metabolizacdo exdgeno, seguindo o protocolo de Pré-incubacéo, utilizando as
cepas TA97, TA98, TA100, TA102 e TAL104. Os respectivos indices de mutagenicidade
(I.M.) estdo apresentados acima das barras verticais. As linhas horizontais acima das barras

apresentam a sobrevivéncia das cepas relativas ao controle negativo.
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Gréfico 11. Relagbes doses-respostas dos extratos metandlico, aquoso, hidroalcodlico e
etandlico de Sanionia uncinata no ensaio de Salmonella/microssoma na auséncia de ativacéo

metabolica, seguindo o protocolo de Pré-incubacao.
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Legenda: IM dos Controles positivos. Cepas TA97 (5,4); TA98 (8,9); TA100 (2,8); TA102 (6,3) e TA104 (2,8).
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EXTRATO AQUOSO DE Sanionia uncinata (B)
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Legenda: IM dos Controles positivos. Cepas TA97 (4,7); TA98 (9,6); TA100 (3,6); TA102 (3,6) e TA104 (2,9).
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EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Sanionia uncinata (C)
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Legenda: IM dos Controles positivos. Cepas TA97 (4,7); TA98 (7,9); TA100 (3,6); TA102 (5,5) e TA104 (2,9).
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EXTRATO ETANOLICO DE Sanionia uncinata (D)
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Legenda: Extratos metandélico (A) aquoso (B), hidroalcodlico (C) e etandlico (D). *P < 0,05 relativas ao controle

negativo por ANOVA e Tukey’s HSD estdo indicadas.
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O EM de S. uncinata induziu uma diminuicdo significativa (P < 0,05) nas UFCs das
cepas TA97, TA98 e TA104, em relagdo ao controle negativo, na maior concentracao testada
(400 pg/placa), sugerindo respostas citotoxicas. Além disso, esse extrato induziu significativa
diminuicdo das coldnias revertentes da cepa TA98, nas concentracfes de 100 e 400 pg/placa.
Essas respostas citotoxicas foram evidenciadas pelo crescimento de fundo das coldnias
(background), visualizado em microscépio com aumento de 40x. Também foi observado que
EM induziu aumento significativo (P < 0,05) das coldnias revertentes da cepa TA102, em
todas as concentracdes testadas. Mas ndo foram consideradas respostas positivas para
mutagenicidade, tendo em vista 0s critérios para se considerar uma amostra positiva,
conforme item 9.8, em Material e métodos.

O EA de S. uncinata tambem induziu diminuicdo significativa (P < 0,05) nas UFCs da
cepa TA100, a 400 pg/placa. Esse efeito também foi observado para a cepa TA98, porém
induzidas em todas as concentragdes testadas do extrato.

O EE de S. uncinata inibiu na sobrevivéncia celular da cepa TA97, nas concentragoes
de 100 a 400 pg/placa, e da cepa TAL100, a 400 pg/placa.

O EH de S. uncinata ndo induziu respostas citotoxicas. Por fim, ndo foi observada
inducdo mutagénica dos extratos do musgo S. uncinata para as cepas estudadas na auséncia de
ativacdo metabdlica.
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Gréfico 12. Relagbes doses-respostas dos extratos metandlico, aquoso, hidroalcodlico e

etandlico de Holomitripsis laevifolia no ensaio de Salmonella/microssoma na auséncia de

ativacdo metabdlica, seguindo o protocolo de Pré-incubacéo.
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EXTRATO AQUOSO DE Holomitriopsis laevifolia (B)
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O EM de H. laevifolia induziu uma diminuicéo significativa (P < 0,05) nas UFCs das
cepas TA97, TA98, TA100 e TA104, em relacdo ao controle negativo, na maior concentragdo
testada (400 pg/placa), sugerindo respostas citotdxicas.

O EA de H. laevifolia ndo induziu efeitos citotoxicos ou mutagénicos para as cepas
analisadas.

O EH de H. laevifolia induziu também induziu uma diminuicdo significativa (P <
0,05) nas UFCs das cepas TA97, a 400 pg/placa, TA98 e TA100, de 100-400 pg/placa e
TA102, a partir de 40 pg/placa em relacdo ao controle negativo

Esse efeito também foi observado para as cepas TA98 e TA104 a 400 ug/placa,
TA102, a partir de 100 pg/placa e TA97, a partir de 40 pg/placa do EE de H. laevifolia.

Né&o foi observada indu¢do mutagénica na presenca de extratos do musgo H. laevifolia.
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Gréfico 13. Relagbes doses-respostas dos extratos metandlico, aquoso, hidroalcodlico e

etanodlico de Leucobryum laevifolium no ensaio de Salmonella/microssoma na auséncia de

ativacdo metabdlica, seguindo o protocolo de Pré-incubacéo.
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EXTRATO AQUOSO DE Leucobryum laevifolium (B)
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EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Leucobryum laevifolium (C)
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EXTRATO ETANOLICO DE Leucobryum laevifolium (D)
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O EM de L. laevifolium induziu uma diminuicao significativa (P < 0,05) nas UFCs da
cepa TA102, a 400 pg/placa, em relacdo ao controle negativo. Também foi observado que
EM induziu aumento significativo (P < 0,05) das col6nias revertentes da cepa TA102, a 400
pg/placa. Mas ndo foi considerada resposta positiva para mutagenicidade, tendo em vista 0s
critérios para se considerar uma amostra positiva (.M. > 2).

O EA de L. laevifolium ndo induziu efeitos citotdxicos ou mutagénicos para as cepas
analisadas.

O EH de L. laevifolium também induziu uma diminuicdo significativa (P < 0,05) nas
UFCs das cepas TA97 e TA98, a partir de 100 pg/placa. O mesmo extrato induziu aumento
significativo (P < 0,05) das col6nias revertentes das cepas TA100 e TA102, a partir de 100
pg/placa, apesar de ndo terem atingidos o valor critico para considerar amostras positivas.

O EE de L. laevifolium induziu inibi¢cdo na sobrevivéncia celular das cepas TA97 e
TA98, nas concentracdes de 100 a 400 pg/placa, e das cepas TA100 e TA102, a 400 pg/placa.

Observa-se, portanto, que apesar de detectar algumas respostas toxicas, 0s extratos das
trés espécies ndo induziram mutacGes do tipo deslocamento do quadro de leitura, detectadas
pelas cepas TA97 e TA98, e substituicdo de pares de base, detectadas pelas cepas TA100,
TA102 e TA104.

A partir dos resultados obtidos até o presente momento, com as trés espécies de musgos
estudadas, foram selecionados extratos promissores em fotoprotecdo para continuacdo das
avaliacbes de mutacdo de ponto, usando metabolizacdo exdgena, e de fotomutagenicidade
(empregando genoma bacteriano), assim como avaliagbes de genotoxicidade e
fotogenotoxicidade (empregando linhagens celulares de eucariotos). Essas selecdes foram
baseadas nos resultados obtidos pelos teores de polifendis totais, da capacidade antioxidante
pelo método do radical DPPH e, principalmente, pela determinacdo do FPS. A Tabela 10
apresenta uma compilacao dos resultados obtidos com esses métodos, que levou a selecdo dos

extratos promissores em fotoprotecao.
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Tabela 10 — Compilacao dos resultados obtidos em fotoprotecéo.

S. uncinata H. laevifolia L. leucobryum
Atividades EM EA EH EE | EM EA EH EE | EM EA EH
Teor de polifenois 2,0 mg de catecol/g de extrato| + - + + + + + - + + -
Captura do radical DPPH até 1000 pg/mL de extrato | - - - - + + - + - +
FPS2>6 - - - - - - + - - - +
FPS + BZE 2 6 (Com efeito sinérgico) - + - + - - + + - + +

Legenda: extrato metandlico (EM), aquoso (EA), hidroalcodlico (EH) e etandlico (EE).

(+): presenga (-): auséncia de atividades. Observagdo: Nenhum extrato induziu efeito mutagénico.

Com base na andlise dos resultados descritos na Tabela 10 foram selecionados os
seguintes extratos: S. uncinata — extratos metandlico, hidroalcodlico e etandlico; H. laevifolia
— extratos aquoso, hidroalcoolico e etandlico; L. laevifolium — extratos metandlico, aquoso e
hidroalcodlico. Apesar das determinacdes de teores de polifendis totais e da capacidade
antioxidante terem sido consideradas, o principal ensaio utilizado como critério de selecdo foi
a determinacdo do FPS. Assim, o EA de S. uncinata, EM de H. laevifolia e EE de L.
laevifolium foram excluidos, pois apresentaram baixos valores de FPS, inclusive em

associacdo com BZE.

10.7.2 Na presenca de metabolizacdo exdgena por S9 mix

Os graficos a seguir mostram as relacdes doses-respostas dos extratos metanolicos (A)
hidroalcodlico (B) e etandlico (C) de S. uncinata (Gréfico 14); aquoso (A), hidroalcodlico (B)
e etanolico (C) de H. laevifolia (Grafico 15); metanolico (A) aquoso (B) e hidroalcodlico (C)
de L. laevifolium (Grafico 16) sobre o ensaio de Salmonella/microssoma na presenca de
metabolizacdo exdgena com S9 mix, seguindo o protocolo de Pré-incubacdo, utilizando as
cepas TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104. Os respectivos indices de mutagenicidade
(I.M.) estdo apresentados acima das barras verticais. As linhas horizontais acima das barras

apresentam a sobrevivéncia das cepas relativas ao controle negativo.
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Gréafico 14. Relacbes doses-respostas dos extratos metandlico, hidroalcodlico e etanolico de

Sanionia uncinata no ensaio de Salmonella/microssoma na presenca de ativacdo metabolica

por S9 mix, seguindo o protocolo de Pré-incubacao.
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Gréafico 15 - RelacBes doses-respostas dos extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico de

Holomitriopsis laevifolia no ensaio de Salmonella/microssoma na presenca de ativagdo
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Grafico 16. Relagbes doses-respostas dos extratos metandlico, aquoso e
hidroalcodlico, de Leucobryum laevifolium no ensaio de Salmonella/microssoma na

presenca de ativagdo metabolica por S9 mix, seguindo o protocolo de Pré-incubacao.
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EXTRATO AQUOSO DE Leucobryum laevifolium (B)
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EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Leucobryum laevifolium (C)
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Né&o foi observada indugdo mutagénica na presenca dos extratos selecionados nas trés
espécies de musgos em um sistema metabolicamente ativo. Os extratos ndo induziram
mutacgdes do tipo deslocamento do quadro de leitura, detectadas pelas cepas TA97 e TA98, e
substituicdo de pares de base, detectadas pelas cepas TA100, TA102 e TA104. Todos os
extratos analisados também nao induziram respostas citotdxicas significativas nas mesmas
condicdes.

Assim, a metabolizacdo por S9 mix parece ter agido na inibicdo dos efeitos tdxicos
dos extratos encontrados quando na auséncia desse sistema, provavelmente pela
metabolizacdo ter desintoxificado os componentes responsaveis pela inibicdo do crescimento

bacteriano.

10.8 Fotomutagenicidade

O protocolo Scientific Committee of Cosmetology, Commission of the European
Communities (SCC) (LOPRIENO, 1991) estabelece que o ensaio de fotomutagenicidade
esteja incluido na bateria minima de testes exigidos para avaliagdo de uma substancia com
potencial aplicacdo em cosmeticos. Assim, este teste foi realizado sobre os extratos
promissores em fotoprotecdo das trés espécies de musgos estudadas.

Neste ensaio, a metabolizacdo exdgena ndo foi utilizada. GOCKE et al. (2000)
afirmam que a adi¢do de material com alto contetdo de proteinas, como o S9 ao meio, pode
produzir resultados errdneos, como a reducdo dos efeitos fotogenotdxicos ou fotocitotoxicos
de um quimico. Portanto, os autores, assim como 6rgaos internacionais como a SCC e OECD,
afirmam que testes para fotogenotoxicidade necessitam serem executados apenas na auséncia
de metabolizacdo exdgena.

Os graficos a seguir apresentam as relacdes doses-respostas dos extratos dos musgos
S. uncinata (Grafico 17), H. laevifolia (Grafico 18) e L. laevifolium (Gréafico 19) a partir do

ensaio de fotomutagenicidade, usado as cepas TA102 e TA104.
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Gréafico 17 - Relacdes doses-respostas dos extratos metandlico, hidroalcodlico e etandlico de

Sanionia uncinata sobre a fotomutagenicidade das cepas TA102 (Dose: 6,5 J/cm? UVA) e
TA104 (Dose: 0,24 J/cm? UVA).
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Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo por ANOVA e Tukey’s HSD estdo

indicadas. Respostas citotoxicas foram evidenciadas pelo crescimento de fundo das col6nias (background), visualizado

em microscopio com aumento de 40x.

Legenda: extratos metandlico (A), hidroalcodlico (B) e etandlico (C).
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Grafico 18 - RelagBGes doses-respostas dos extratos aquoso, hidroalcoolico e etandlico de
Holomitriopsis laevifolia sobre a fotomutagenicidade das cepas TA102 (Dose: 6,5 J/cm?

UVA) e TA104 (Dose: 0,24 J/lcm? UVA).
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Legenda: Extratos aquoso (A), hidroalcoodlico (B) e etandlico (C).
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Gréafico 19 - Relacbes doses-respostas dos extratos metandlico, aquoso e hidroalcodlico de

Leucobryum laevifolium sobre a fotomutagenicidade das cepas TA102 (Dose: 6,5 Jicm?
UVA) e TA104 (Dose: 0,24 J/cm2 UVA).

500-
(%]
2
§ 4004
S 300
(]
S 200
8
()
=
S
Pz
O-
500-
0
(0]
E 400
g
3 300-
()
T 200-
o
(]
=
S
Z
500+
4004

300+

2004

100+

Numero de revertentes

100 &

0

TA102

10 40 100 400 10 (8-MOP)

1 4
Concentracéo (pg/placa)

*

TR

R

e
SRR

4 10 40 100 400 10 (8-MOP)

Concentracgéo (ug/placa)

1 4 10 40
Concentragao (pg/placa)

Numero de revertentes

NUmero de revertentes

NUmero de revertentes

6001

600+

400+

200+

TA104

Q % ™ @ © ’\90

Concentracéo (ng/placa)

600+

400

200

0 1 4 10 40 100 400
Concentracéo (pg/placa)

0 1 4
Concentracéo (pg/placa)

10 40 100 400

Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo por ANOVA e Tukey’s HSD
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visualizado em microscdpio com aumento de 40x.

Legenda: extratos metanélico (A), aquoso (B) e hidroalcodlico (C).
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A partir dos resultados acima observa-se que os EH (100 e 400 pg/placa) de S.
uncinata (Grafico 17 B); EA (40 a 400 pg/placa) e EH (100 e 400 pg/placa) de H. laevifolia
(Gréfico 18 A e B) e EM (400 pg/placa) de L. laevifolium (Gréafico 19 A) induziram respostas
fotocitotoxicas a dose de UVA de 6,5 J/cm? na cepa TA102. Essas respostas citotoxicas foram
evidenciadas pelo crescimento de fundo das coldnias (background), visualizado em
microscopio com aumento de 40x. Demais extratos ndo induziram efeitos fotomutagénicos ou
fotocitotoxicos para a cepa TA102, assim como para a cepa TA104 (0,24 J/cm?) nas trés
espécies de musgos. CondicBes de citotoxicidade ndo sdo interessantes para a avaliacdo de
genotoxicidade de um agente, pois o modelo biolégico marcador da atividade €
comprometido. Deste modo, novo ensaio foi realizado em menores doses de radiacdo. Além
disso, sob condi¢bes de menores doses de radiacdo, foi possivel avaliar efeitos protetores dos

extratos.

10.8.1 Anti-fotomutagenicidade

Os graficos apresentam resultados do ensaio de anti-fotomutagenicidade com os
extratos dos musgos S. uncinata (Grafico 20), H. laevifolia (Gréfico 21) e L. laevifolium
(Grafico 22) em doses menores de radiacido UVA, ou seja, 1,3 J/cm? para TA102 e 0,04 J/cm?
para TA104.

Em menor dose de radiagdo UVA, a 1,3 Jicm? para a cepa TA102, quando ha
expressiva inducdo a mutacdo, visualizado pelo aumento significativo de nimero de coldnias
revertentes na presenca de 8-MOP, observa-se que 0s extratos analisados ndo induziram
aumento significativo de reversdao nas trés espécies de musgos (Graficos 20, 21 e 22),
sugerindo que tais extratos ndo induzem mutagdes do tipo transi¢Bes/transversdes, sob
condicdes de alta inducdo fotomutagénica.

Para a cepa TA104, a 0,04 J/cm? quando ocorre uma indugcdo maior de danos
visualizado pelo aumento expressivo de col6nias revertentes, comparado ao controle negativo,
observa-se que de S. uncinata o EH (todas as concentragdes testadas) e EE (a partir de 4
pg/placa) diminuiram significativamente o nimero de revertentes, comparada ao controle
negativo (Gréfico 20). Em H. laevifolia os trés extratos induziram significativa diminuicéo do
namero de col6nias revertentes, comparado ao controle negativo (Gréfico 21). E em L.
laevifolium tais efeitos foram observados no EM e EH, em todas as concentracdes, e EA nas
duas maiores concentracBes (Grafico 22). Esses resultados sugerem efeito fotoprotetor de

todos os extratos, excetuando-se apenas EM de S. uncinata. Vale destacar ainda que a
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fotoprotecdo pelo EA de L. laevifolium na maior concentracdo, difere estatisticamente do
positivo (BZE).

Grafico 20 — Anti-fotomutagenicidade dos extratos metandlico, hidroalcodlico e etanolico de
Sanionia uncinata utilizando as cepas TA102 (Dose: 1,3 J/cm? UVA) e TA104 (Dose: 0,04
Jlcm? UVA).
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Gréafico 21 - Anti-fotomutagenicidade dos extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico de
Holomitriopsis laevifolia utilizando as cepas TA102 (Dose: 1,3 J/cm? UVA) e TA104 (Dose:

0,04 J/cm? UVA).
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Gréafico 22 - Anti-fotomutagenicidade dos extratos metandlico, aquoso e hidroalcodlico de
Leucobryum laevifolium utilizando as cepas TA102 (Dose: 1,3 J/cm? UVA) e TA104 (Dose:
0,04 J/cm? UVA).
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Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo por ANOVA e Tukey's HSD
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Uma vez que foram observados efeitos fotoprotetores dos extratos acima descritos
para a cepa TA104, um novo ensaio foi realizado para esta cepa, porém na presenca de BZE-
3, com o propdsito de avaliar possibilidades de efeitos sinérgicos. Assim, os graficos a seguir
apresentam relacBes doses-respostas dos extratos dos musgos S. uncinata (Gréfico 23), H.

laevifolia (Grafico 24) e L. laevifolium (Gréfico 25) na presenca de BZE.

Gréafico 23 - Anti-fotomutagenicidade dos extratos metandlico, hidroalcodlico e etandlico (C)
de Sanionia uncinata na presenca de benzofenona-3 (BZE, 400 pg/placa) utilizando a cepa
TA104 (Dose UVA: 0,04 J/cm?).
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Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo por ANOVA e Tukey’s HSD
estéo indicadas.
Legenda: metanolico (A), hidroalcodlico (B) e etandlico (C).
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Gréafico 24 - Anti-fotomutagenicidade dos extratos aquoso, hidroalcodlico e etanolico de
Holomitriopsis laevifolia na presenca de benzofenona-3 (BZE, 400 pg/placa) utilizando a
cepa TA104 (Dose UVA: 0,04 J/cm?).
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Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo, P < 0,05 relativas ao
benzofenona-3, por ANOVA e Tukey’s HSD estédo indicadas.
Legenda: extratos aquoso (A), hidroalcodlico (B) e etandlico (C).
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Gréafico 25 - Anti-fotomutagenicidade dos extratos metandlico, aquoso e hidroalcodlico de
Leucobryum laevifolium na presenca de benzofenona-3 (BZE, 400 pg/placa) utilizando a cepa
TA104 (Dose UVA: 0,04 J/cm?).
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Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao controle negativo, P < 0,05 relativas ao
benzofenona-3, por ANOVA e Tukey’s HSD estéo indicadas.
Legenda: extratos metandlico (A), aquoso (B) e hidroalcodlico (C).

Né&o foram observados efeitos protetores sinérgicos para os trés extratos de S. uncinata
analisados, pois ndo houve diferencas significativas (P > 0,05) entre somente BZE os extratos
na presenca de BZE e (Gréfico 23). Por outro lado, tais efeitos sdo observados
significativamente (P < 0,05) no EA em H. laevifolia (Grafico 24 A) e nos trés extratos
analisados de L. laevifolium (Gréfico 25).

Os efeitos sinérgicos fotoprotetores aqui observados ndo tem correlagdo com os efeitos
sinérgicos determinados in vitro (FPS) e, com isso, alguns extratos passaram a ser mais
valorizados, como EA de L. laevifolium, pelo potencial efeito fotoprotetor, seja sinérgico ou

néo, apesar do FPS néo ter sido promissor.
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Né&o foi encontrada correlacdo entre a diminuicdo de nimero de coldnias revertentes
(efeito anti-fotomutagénico pelos extratos) com citotoxicidade na auséncia de metabolizacao.
Isso sugere que tal diminuicdo ndo resultou de efeito citotoxico (comparando com
Salmonella/microssoma) ou fotocitotoxico (comparando com ensaio em maior dose de
radiacdo) na cepa TA104.

Importante destacar que os efeitos protetores dos extratos das trés espécies observados
sinergicamente ou ndo, foram encontrados em baixissimas concentra¢Ges, evidenciando que
quaisquer que sejam 0S componentes ativos, basta uma pequena quantidade deles para ter

efeitos fotoprotetores significativos.

10.9 Micronucleo linhagens celulares estabelecidas

Para a realizacdo do teste de MN, podem ser empregados diferentes tipos de células,
como as células vegetais, humanas e de outros mamiferos, desde que sejam células capazes de
se dividir ou que seja possivel induzir a divisdo, e que este processo seja conhecido (FENECH
e CROTT, 2000). Abaixo seguem imagens dos resultados considerados positivos para 0s

eventos analisados (Figura 12).
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Figura 12 - Imagens representativas de células com as alteracGes avaliadas pelo ensaio do

micronucleo.

Legenda: (A) - Divisdo celular; (B) - células micronucleadas; (C) - células em necrose; (D) - células em
apoptose.
Fonte: O Autor, 2015.

O ensaio de micronucleo foi realizado empregando trés linhagens celulares:

A linhagem celular RAW 264.7 é proveniente de camundongos Balb/c, adultose
machos e sua cultura foi estabelecida a partir do tumor ascidico, induzido pelo virus da
leucemia murina (RASCHK e et al., 1978). Para este estudo, esta linha celular foi usada como
modelo de baixa atividade metabdlica e que ainda conserva as caracteristicas de macréfagos
(GAVONI et al., 1999).

A linhagem celular HegG2 foi originalmente estabelecida em 1979 por ADEN et al.
(1979), isolada a partir de um hepatoblastoma primario humano. E um modelo de célula

metabolicamente competente, pois mantém as atividades das enzimas de fase | (Citocromo
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P450, CYP1Al, CYP1A2, CYP2B E CYP2E1l) e fase Il (glutationa-S-transferases,
sulfotransferases, N-acetiltransferases e glucuranotransferases), amplamente responsaveis pela
ativacdo e desintoxificagdo de carcin6genos reativos ao DNA (KNASMULLER et al., 2004) e
apresenta morfologia semelhante ao epitélio e ao parénquima hepético. Além disso, manteve a
capacidade de sintetizar e secretar a maioria das proteinas plasmaticas do tecido hepético
normal, podendo, portanto, realizar a biotransformacao de pré-mutagenos (KNOWLES et al.,
1980; BOEHME et al., 2010);

A linhagem de queratindcitos HaCat tem origem em células periféricas distantes de
um melanoma da regido toracica posterior de um homem e foi isolada espontaneamente
(BOUKAMP et al., 1988). E considerada um bom modelo para estudos de queratindcitos de
pele e possui alto poder proliferativo (CALO et al., 2014).

10.9.2 Microndcleo em RAW?264.7

Os indices mit6ticos e percentuais de células micronucleadas (avaliacdo genotdxica)
dos EM, EH e EE de S. uncinata; EA, EH e EE de H. laevifolia; e EM, EA e EH de L.
laevifolium estdo apresentados na Tabela 11. O ensaio permite ainda analisar outros
marcadores de dados citogenéticos, entre eles necrose e apoptose (avaliacdo citotdxica), e a
partir destes calcula-se o percentual de sobrevivéncia celular. Os resultados destes danos para
0S mesmos extratos estdo apresentados na Tabela 12. Na Tabela 11 observa-se que todos 0s
extratos das trés espécies de musgos induziram diminuicdo significativa (P < 0,05) do indice
mitotico. A inducdo foi mais baixa (detectada apenas em doses maiores) para EM e EE da
espécie S. uncinata. Estes resultados sugerem efeito citostatico induzido pelos extratos, ou
seja, inibicdo de crescimento celular. Este fato pode estar induzindo falsos negativos para
inducdo de células micronucleadas. Além disso, parece que ocorreu uma inibicdo para
formacdo de célular micronucleadas no EM e EA de L. laevifolium, sugerindo efeito protetor
por esses extratos, pois numero de células micronucleadas foi significativamente (P < 0,05)
mais baixo que em presenca de DMSO, e néo ocorreram diferencgas significativas em relagéo
ao controle do ensaio (agua).

Ademais, € possivel observar um aumento significativo (P < 0.05) de células
micronucleadas induzidas pelo EE em S. uncinata (1000 e 4000 pg/poco) e em H. laevifolia
(4000 pg/pogo) e pelo EH em L. laevifolium (1000 e 4000 pg/placa), sugerindo efeito

genotoxico.
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Na Tabela 12 observa-se inducao significativa (P < 0.05) do percentual de celulas em
apoptose induzida pelos EH em S. uncinata (nas trés concentraces testadas), em H. laevifolia
(4000 pg/pogo) e em L. laevifolium (> 1000 pg/poco); EM de S. uncinata (4000 pg/poco); EA
e EE de H. laevifolia (nas trés concentracdes testadas e 4000 pg/poco, respectivamente).
Também foi observado aumento significativo de células necréticas induzidas pelos EM em S.
uncinata, EE e EA de H. laevifolia e EH de L. laevifolium, a 4000 pg/poco (Tabela 12). Tais
resultados de indugdo a morte celular foram confirmados pelo ensaio de viabilidade celular
por WST-1, apresentados a seguir. Interessante observar que o EH de H. laevifolia nas
concentracdes de 400 e 1000 pg/poco apresentaram percentuais de necrose menores que em
presenca de DMSO. Assim parece que 0s extratos protegeram as células da formacdo de
necrose pelo DMSO. Além disso, observou-se que os EM e EA, em todas as concentracdes, e
EH de L. laevifolium a partir de 1000 pg/poco, também apresentaram nimero de células
necroticas menores que quando em presenca de DMSO (controle negativo) e mesmo no
controle do ensaio, também sugerindo efeito protetor pelos extratos.

DENARDIN et al. (2013) mostraram a relagdo entre compostos fendlicos e alteracéo
na progressao do ciclo celular e/ou ativagdo de morte celular via apoptose e ou necrose. Esse
trabalho sugere que compostos fenolicos induzem efeito antiproliferativo. A literatura aponta
gue muitos flavonoides alteram a expressédo e atividade de numerosas enzimas envolvidas na
regulacdo do ciclo celular em linhagens celulares cancerigenas (CASAGRANDE e
DARBON, 2001; WANG et al.,, 1999; RUSAK et al., 2005). A propriedade de muitos
flavonoides de alterar a expressdo e atividades de enzimas envolvidas com regulacdo de
apoptose pode ser a razdo das propriedades citostaticas observadas neste estudo quando no
ensaio de micronucleo usando linhagem RAW 264.7. Por exemplo, os flavondides miricetina,
quercetina, isorharmnetina e kaempferol foram apontados como indutores de apoptose em
células humanas de leucemia mieldide aguda (HL-60) (RUSAK et al., 2005).

Importante destacar que a apoptose € um processo fisiolégico normal e totalmente
regulado, sendo benéficas, necessarias ao bom funcionamento e a sobrevivéncia do
organismo. Ao contrario da necrose na apoptose a célula encolhe-se, destaca-se das céelulas
vizinhas e comeca a apresentar bolhas em sua superficie. A membrana e as organelas mantém
sua estrutura intacta e ndo ha alteragdes evidentes no citoplasma. O nucleo, entretanto, sofre
grandes mudangcas, por exemplo, a cromatina é condensada ao longo da membrana nuclear,
depois forma esferas em formas crescentes. Subsequentemente a célula é fragmentada em

estruturas membranosas compactas chamadas de corpos apoptoticos (EDINGER, 2004).
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Ja a necrose € a morte patolégica. Quando a célula é impedida de manter seus
processos vitais por lesGes fisicas ou quimicas causadas por fatores externos, tais como
temperaturas extremas, radia¢do, traumas, produtos toxicos e falta de oxigénio. Neste caso, a
célula normalmente incha e as organelas do citoplasma séo danificadas, mas o ndcleo néo
sofre alteragdes significativas. Tais lesdes internas impedem o controle do equilibrio interno.
Agua e alguns fons, normalmente bombeados para fora, fluem livremente para dentro da
célula, que incha e rompe-se. Este rompimento libera no meio o contedo celular, rico em

proteases e outras substancias toxicas (EDINGER, 2004).
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Tabela 11. Avaliacdo genotoxica pelo ensaio de Micronucleo ap6s 3 horas de tratamento dos

extratos selecionados das trés espécies de musgos em células de macréfago da linhagem

RAW 264.7.
indice % Células
Soluco-teste pag/poco mitético® + DP micronucleadas + DP
DMSO - 82,6 +14,8 24+0,8
CONTROLE - 89,3+09,5 1,8+0,0
MNNG 7,35x10° 36,0 + 5,0*" 15,4 + 4 5**
EM 400 84,3+ 14,0 23+0,6
g 1000 52,0 + 5,9+ 21405
§ 4000 13,0 + 1,0%* 26+0,2
>
g EH 400 14,6 + 4,0%* 1,8+0,0
2 1000 13,0 + 3,0** 2,7+0,6
8 4000 15,0 + 4,3*" 2,1+0,7
EE 400 70,3+ 16,2 20+0,4
1000 27,6 +8,0*" 4,8 +0,5*
4000 20,6 + 6,4*" 6,0 +0,7*
o EA 400 23,0+5,0% 18+0,0
2 1000 16,0 + 5,2** 21+0,4
o 4000 22,345,1* 1,8+04
7 EH 400 14,0 + 0,0%* 16+0,8
2 1000 7,3+ 3,2+ 34+16
g 4000 4,3 + 2 5% 35+0,9
=
L EE 400 5,3 + 3,5** 23+04
1000 12,5 + 6,3** 3,7+05
4000 6,0+ 1,7 14,5 + 4 2%*
EM 400 42,3 +12,7*" 0,8 +0,2*
= 1000 25,6 +2,8** 0,4 +0,0%*
= 4000 24,0 + 4,0% 0,7 +0,2%"
2 EA 400 473+ 1,1% 0,80 £ 0,0+*
= 1000 45,3 + 1,5* 0,67 +0,1**
. 4000 47,3 + 9,4 0,62 + 0,2**
o]
(@]
§ EH 400 11,0 + 4 5%* 4,0+0,8
— 1000 7,6 +£0,5%* 6,7 +1,0%*
4000 6,6 +2,5%* 10,7 + 1,4*"

Os dados estfo expressos em média de percentagens + desvio padrdo (DP). *Indice mit6tico por dois
mil observacBes. Controle negativo foi dimetilsufoxido (DMSO) e positivo 1-metil-2-nitro-1-
nitrosoguanidina (MNNG). Diferengas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao DMSO
e #P < 0,05 relativas ao controle do ensaio por ANOVA e Tukey’s HSD estdo indicadas. Legenda:
EM: extrato metanolico, EA: extrato aquoso, EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.



Tabela 12. Avaliacdo citotdxica pelo ensaio de Micronucleo apds 3

horas de tratamento dos extratos selecionados das trés espécies de

musgos em células de macrofago da linhagem RAW 264.7.

Solucdo-teste  pg/poco % Necrose + DP % Apoptose + DP
DMSO - 1,3+0,2" 0,5+0,1
CONTROLE - 0,8+0,1 04+0,1
MNNG 7,35x-10" 5,0 + 2,8* 2,1+1,2%
EM 400 04+0,2 0,3+0,1
g 1000 1,020, 0,6+0,3
§ 4000 2,6 +0,7% 1,6 +0,3*"
.3 EH 400 1,3+0,3 1,4 +0,3*"
é 1000 1,4+0,5 1,6 + 0,0*"
8 4000 1,3+0,1 1,7+0,.2*"
EE 400 1,4+0,1 05+0,1
1000 1,2+0,0 0,6+0,3
4000 1,6+0,5 02+0,1
o EA 400 1,2+0,0 1,4 +0,3*
E 1000 1,2+0,1 1,6 + 0,0*"
3 4000 1,8+0,2% 15+0,3*
é’ EH 400 0,8+0,1* 08+0,1
2 1000 0,9 +0,0* 0,6+0,3
= 4000 13+07 3,0 £0,5%
o
T EE 400 0,6 +0,0 04+0,2
1000 15+0,9 0,3+0,1
4000 4,1 +0,8*" 1,6 +0,1*
= EM 400 0,3 +0,1** 0,1+0,0
% 1000 0,2 +0,1** 0,1+0,0
% 4000 0,1 +0,0%* 0,1+04
C_EU EA 400 0,3 +0,0** 04+0,1
. 1000 0,3+0,1** 0,3+0,0
§ 4000 0,4 +0,0%* 02+0,1
>
3 EH 400 1,8+0,3 0,4+0,1
1000 2,3+0,7* 4,0 +0,5**
4000 2,6 +0,8* 5,2 +0,2*"

Os dados estdo expressos em média de percentagens + desvio padrdo (DP). Controle
negativo foi dimetilsufoxido (DMSO) e positivo 1-metil-2-nitro-1-nitrosoguanidina
(MNNG). Diferencas estatisticamente significativas *P < 0,05 relativas ao DMSO e
#P < 0,05 relativas ao controle do ensaio por ANOVA e Tukey’'s HSD estdo
indicadas. Legenda: EM: extrato metanolico, EA: extrato aquoso, EH: extrato

hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.
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10.9.2.1 Viabilidade celular de RAW?264.7 por WST-1

Em paralelo aos ensaios de genotoxicidade foi realizado o ensaio de viabilidade
celular com sal tetrazdlio, WST-1, para investigar se as concentracfes testadas no ensaio de
micronucleo induzem morte celular. Os resultados do teste de viabilidade utilizando a
linhagem RAW264.7 na presenca das espécies S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium estéo

apresentados no Gréafico 26.

Grafico 26. Viabilidade celular da linhagem celular RAW264.7, usando WST-1 em diferentes
concentragcdes dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum

laevifolium apds 3 horas de incubacéo.
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Estdo representadas médias e desvios padrdo. Diferencas estatisticamente significativas.

*P < 0,05 relativas ao controle negativo por ANOVA e Tukey’s HSD estdo indicadas. Legenda: Sanionia
uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C).

EM: extrato metanolico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico

A partir do Gréfico 26, observa-se que o EH de S. uncinata e EA de H. laevifolia
induziram morte celular significativa (P < 0,05) de RAW 264.7 comparado ao controle
negativo, apos 3 h de incubacgéo, na maior concentracao testada (4000 pg/pogo). Este mesmo
efeito foi observado para os demais extratos analisados das trés espécies de musgos a partir da
concentracdo 1000 pg/poco. Apenas o EM de L. laevifolium induziu efeito citotdxico
significativo a partir de 400 pg/poco, sugerindo que componentes toxicos destes extratos para
a célula estdo mais proeminentes.

Os tratamentos de 24 e 48 h ndo foram realizados, pois ja foram observadas inducGes
de morte celular a partir do tratamento de 3 h. Em todos os ensaios 0s brancos de reagdes

foram descontados.

10.9.3 Microntcleo em HepG2

O indice mitdtico e percentual de células micronucleadas (avaliagdo genotdxica) dos
EM, EH e EE de S. uncinata, EA, EH e EE de H. laevifolia e EM, EA e EH e de L.
laevifolium estdo apresentados na Tabela 13.

Na Tabela 13 pode-se observar que o0s extratos das trés espécies de musgos nao
induziram respostas positivas significativas para aumento de frequéncia de células
micronucleadas, apenas houve diferenca significativa (P < 0,05) entre 0 EH de S. uncinata na

maior concentracdo e o controle do ensaio (agua). O EE de S. uncinata induziu aumento de



134

células necroticas (P < 0,05) a partir de 1000 pg/placa em relagédo ao controle do ensaio e 0 EM em
todas as concentra¢es, sendo 400 e 1000 pg/placa em relacdo ao controle do ensaio e 4000 pg/placa
em relagdo a0 DMSO e ao controle do ensaio. Demais extratos ndo induziram respostas
citotoxicas significativas, pois ndo foi observado aumento do percentual de células em
apoptose e necrose (Tabela 14). Tais resultados foram confirmados pelo ensaio de viabilidade
celular por WST-1, apresentados a seguir.

A auséncia de diferengas estatisticamente significativas na frequéncia de células
micronucleadas indica que, sob as condicGes ensaiadas neste estudo, a exposi¢ao aos agentes-
teste ndo resultou em aumento significativo de danos cromossdmicos na populacdo de
HepG2. Aparentemente, a avaliacdo do teste de microndcleo usando uma célula com
capacidade de metabolismo diminuiu os efeitos genotoxicos e citotoxicos observados quando
na presenca de uma célula com baixa capacidade de metabolizagdo como RAW 264.7. As
moléculas que induziram efeito no aumento da frequéncia de micronucleos, assim como
aumento no percentual de necrose e apoptose na célula de macrofago, parecem ter sido
desintoxificadas em sistema metabolicamente competente, como na célula HepG2. O mesmo
efeito de desintoxificagdo em um sistema metabolicamente ativo foi também observado em
modelo bacteriano (ensaio de Salmonella/microssoma), no qual foram encontradas diversas

respostas citotdxicas inibidas com a exposicao so sistema S9 de metabolizacdo exdgena.
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Tabela 13. Avaliacdo genotdxica pelo ensaio de Micronlcleo ap6s 3 horas de
tratamento dos extratos selecionados das trés espécies de musgos em células de

macrofago da linhagem HepG2.

indice % Células
Soluco-teste pag/poco mitético® + DP micronucleadas + DP
DMSO - 106,3 + 26,1 0,7+0,0
CONTROLE - 116,6 + 5,7 0401
MNNG 7,35x107 118,4+7,2 7,8+ 13*

EM 400 74,6 + 13,5 0,5+0,0

g 1000 84,6 + 6,1 07+0,.1
§ 4000 104,0 + 18,6 0,7+0,1
g EH 400 124,3 + 38,4 0,5+0,1
S 1000 124,6 + 14,0 0,5+0,1
& 4000 131,0+ 3,0 0,9 +0,2"
EE 400 128,0+ 11,5 0,6 +0,0

1000 103,3 + 23,1 0,6+0,3

4000 102,0 + 19,1 0,5+0,1

© EA 400 81,3+7,0 0,9+0,0
o 1000 73,0 + 18,3 0,6 0,0
E 4000 135,6 + 32,6 0,8+0,2
2 EH 400 138,0 + 44,4 0,5+0,1
2 1000 138,0 £ 12,4 05+0,0
g 4000 137,0+ 31,1 0,6+0,1
T EE 400 98,6 + 27,6 0,6+0,2
1000 104,6 + 23,1 0,8+0,3

4000 92,0 + 3,6 0,7+0,1

EM 400 114,6 + 10,6 0,7+0,1

£ 1000 109,6 + 30,6 0,6+0,2
s 4000 100,0 + 12,0 0,6 £0,1
% EA 400 107,0£1,0 0,5+ 0,0
pe 1000 106,3+ 1,5 0,5+0,0
3 4000 100,6 + 14,5 05+0,1

o)

8 EH 400 102,2 + 24,6 0,5+0,1
g 1000 138,0 + 37,9 07403
4000 76,3+9,0 0,6 0,0

Rodapé: vide Tabela 11.
O percentual de células em necrose e apoptose (avaliagdo citotoxica), assim como 0s

valores de sobrevivéncia celular estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Avaliacéo citotoxica pelo ensaio de Micronucleo apos 3
horas de tratamento dos extratos selecionados das trés espécies de

musgos em células de macrofago da linhagem HepG2.

Solucdo-teste pg/poco % Necrose £ DP % Apoptose + DP

DMSO - 1,1+0,2 0,1+0,0
CONTROLE 0,6 +£0,0 0,1+0,0
MNNG 7,35x-10" 8,7 +0,4*" 0,3 +0,0**

EM 400 1,6 0,2 0,1+0,0

£ 1000 1,6 +0,1° 0,1+0,0

g, 4000 2,1+ 0,4 0,1+0,0

= EH 400 0,7 0,0 0,2 +0,0

§ 1000 0,8+0,1 0,1+0,0

b 4000 0,8+0,1 0,1+0,0

EE 400 0,9+0,2 0,2+0,1

1000 1,6 0,5 0,0+£0,0

4000 1,5+0,1" 0,0+0,0

« EA 400 0,7 £ 0,4 0,2 +0,0

g 1000 07+0,1 0,2+0,0

& 4000 0,8+0,2 0,1+0,1

e EH 400 0,8+0,2 0,2+0,0

) 100 0,8+0,1 0,0+0,0

= 4000 08+0,3 02402
o

T EE 400 0,8+0,1 0,2+0,0

1000 0,7+0,1 0,1+0,0

4000 0,7+0,1 0,1+0,0

£ EM 400 0,6 +0,0 0,1+0,0

= 1000 0,7+0,1 0,0+0,0

= 4000 0,7+0,2 0,1+0,1

c‘; EA 400 0,6 +£0,0 0,1+0,1

= 1000 0,7+0,0 0,2+0,0

El 4000 0,8+0,1 0,0£0,0
>

3 EH 400 0,7+0,2 0,3+0,2

1000 0,6 +0,2 0,1+0,0

4000 0,7 0,0 0,0+0,1

Rodapé: vide Tabela 12.
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10.9.3.1 Viabilidade celular de HepG2 por WST-1

Os resultados do teste de viabilidade utilizando a linhagem HepG2 na presenca das
espécies S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium com tratamento de 3 h (Gréfico 27), 24 h

(Grafico 28) e 48 h (Gréfico 29) estdo apresentados a seguir.

Grafico 27. Viabilidade celular da linhagem celular HepG2, usando WST-1 em diferentes
concentracdes dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum

laevifolium apds 3 horas de incubacéo.
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Estdo representadas médias e desvios padréo.
Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato
metandlico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.

Gréfico 28. Viabilidade celular da linhagem celular HepG2, usando WST-1 em diferentes
concentragdes dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum

laevifolium apds 24 horas de incubacao.
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Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato
metanolico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etanolico.
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Gréafico 29. Viabilidade celular da linhagem celular HepG2, usando WST-1 em diferentes

concentracdes dos extratos de Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e

Leucobryum laevifolium (C) apds 48 horas de incubac&o.
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Os extratos das trés espécies de musgos ndo induziram morte celular significativa,
pelo ensaio de viabilidade celular usando WST-,1 em HepGz2, nos tratamentos de 3, 24 e 48 h.
Em todos os ensaios os brancos de reagdes foram descontados.

Estes resultados reforcam a auséncia da atividade citotoxica em sistema de

metabolizacdo, uma vez que demonstra a integridade do sistema biolégico no ensaio de MN.

10.9.4 Micronucleo em HaCat

Os indices mitoticos e os percentuais de células micronucleadas (avaliacdo
genotoxica) dos EM, EH e EE de S. uncinata, EA, EH e EE de H. laevifolia, e EM, EA e EH
de L. laevifolium estdo apresentados na Tabela 15. O percentual de células em necrose e
apoptose (avaliacdo citotoxica), assim como os valores de sobrevivéncia celular estdo
apresentados na Tabela 16. A excecdo do EM de S. uncinata em sua maior concentracdo, 0s
extratos das trés espécies de musgos ndo induziram respostas positivas significativas para
aumento de frequéncia de células micronucleadas. Também foi observado aumento
significativo do ndmero de microndcleo induzido pelo EA de H. laevifolia, EM de L.
laevifolium e S. uncinata nas maiores concentracfes, comparado ao controle do ensaio. Foi
observado também que EA e EH de H. laevifolia induziram diminuicdo significativa (P <
0,05) do indice mitético nas trés concentracBes testadas. Estes resultados sugerem efeito
citostatico o qual pode estar relacionado a presenca de compostos fendlicos presentes nestes
extratos. Os mesmos apresentaram teor de polifendis totais maiores que 3 mg/g de equivalente
de catecol. Demais extratos ndo induziram efeitos citotoxicos, exceto para o EM de S.
uncinata que nas duas maiores concentra¢cdes induziram aumento significativo do nimero de
células em apoptose. Além disso em 4000 pg/placa observou-se que o EE de S. uncinata
induziu aumento de células necréticas, quando comparada ao controle do ensaio. A auséncia
de resposta citotoxica € interessante numa célula de origem epidérmica, pois sendo 0s extratos
promissores para uma possivel aplicacdo como componentes cosméticos de protecdo ao UV,
as células epidérmicas sdo as primeiras a manter contato com produtos de acdo dérmica.
FormulacGes antissolares ndo devem, entre outras caracteristicas, apresentar acdo tdxica ou
fotocitotoxica. Por outro lado, os resultados positivos em genotoxicidade induzidos por alguns
extratos promissores, como o EE de H. laevifolia e EH de L. laevifolium, sobre células de
macrofagos, chamam a atencdo para uma rigorosa recomendacdo sobre futuros testes de
penetracdo e absorcdo cutanea, em formulacBes antissolares contendo componentes desses

materiais, devido a seus riscos iminentes, apesar das formulagOes atuais ndo permitirem a
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penetracdo de filtros solares na pele ou mucosas. Importante considerar também a

concentracdo aplicado do material nas formulagdes cosméticas, para ndo induzir danos ao

material, mas que seja efetiva na protecao.
Tabela 15. Avaliagdo genotoxica pelo ensaio de Microndcleo ap6s 3 horas de

tratamento dos extratos selecionados das trés espécies de musgos em células de

queratindcito da linhagem HaCat.

indice % Células
Solucdo-teste pg/poco mitético® + DP  micronucleadas + DP
DMSO - 96,0+7,8 0,6 +0,1
CONTROLE - 107 + 3,0 0,4+0,1
MNNG 7,35x-1072 475 + 3,5* 4,6 +0,9*"
EM 400 125,0 + 18,5 0,8+0,1
g 1000 93,0+ 6,9 0,9+0,3
§ 4000 106,0 + 27,1 1,8+ 0,7%*
§ EH 400 112,3+13,6 0,5+0,1
g 1000 90,3+9,0 0,6 £ 0,0
&8 4000 83,6+ 5,6 0,5+0,2
EE 400 96,3 + 25,1 0,7%0,2
1000 91,0 +18,1 0,8+0,3
4000 113,6 £ 29,5 0,9+0,3
_g EA 400 66,6 + 15,2** 0,6 +0,1
o 1000 55,6 + 7,2%" 0,9+0,3
E 4000 64,6 +11,3*" 1,2 +0,4"
§ EH 400 54,0 + 2,6** 0,5+0,0
= 1000 53,6 + 14,8*" 0,4+0,0
g 4000 63,6 + 11,8+ 0,4+0,1
T EE 400 102,6 + 11,2 1,1+0,4
1000 95,3+ 6,8 0,740,1
4000 104,0 27,0 0,6+0,1
EM 400 92,6 + 6,4 0,8+0,3
= 1000 100,6 + 7,3 0,6 +0,2
5 4000 108,0 + 19,0 1,1+0,0*
% EA 400 97,3+11,9 0,5+0,1
= 1000 104,0+ 18,5 0,5+0,2
. 4000 76,3+ 10,9 05+0,.1
o)
S EH 400 117,6 + 17,2 0,9+0,2
g 1000 99,3 +22,2 0,7+0,2
4000 102,3 + 15,3 1,1+0,4

Rodapé: vide Tabela 11.
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Tabela 16. Avaliacdo citotoxica pelo ensaio de Micronucleo apds 3
horas de tratamento dos extratos selecionados das trés espécies de

musgos em células de queratindcito da linhagem HaCat.

Solucdo-teste pg/poco % Necrose £ DP % Apoptose + DP

DMSO - 1,5+0,6 0,1+0,0
CONTROLE - 1,0+0,0 0,1+0,0
MNNG 7,35x10% 1,2+04 0,1+0,0
EM 400 2,1+0,0 0,5+0,1

£ 1000 1,9+0,1 0,7 +0,0%*

g, 4000 2,0 0,4 0,8 +0,1*"
g EH 400 1,2+0,2 0,2 +0,0
g 1000 0,9+0,3 0,1+0,0
& 4000 0,8+0,2 0,2 +0,0
EE 400 1,1+0,6 0,2 +0,0
1000 1,1+05 0,2 +0,0
4000 2,5+05" 0,3+0,0
« EA 400 0,3+0,1 0,4+0,1
g 1000 06+0,1 03+0,1
E 4000 0,7+0,2 0,2+0,1
é EH 400 0,7+0,1 0,2+0,0
2 100 0,7+0,1 0,2+0,1
= 4000 0,6+0,1 0,1+0,0

o
T EE 400 1,1+0,3 0,1+0,0
1000 0,8+0,1 0,3+0,1
4000 1,1+0,2 0,2 +0,0
= EM 400 0,6+0,1 0,2+0,1
= 1000 12+03 0,1+0,0
= 4000 1,1+0,6 0,2+0,1
c‘; EA 400 1,0+0,3 0,1+05
s 1000 1,1£0. 0,1£0,0
El 4000 0,8+0,0 0,1£0,0
>

3 EH 400 11405 0,0 0,0
1000 2,6+0,1 0,1+0,0
4000 2,3+0,9 0,1+0,0

Rodapé: vide Tabela 12.
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10.9.4.1 Viabilidade celular de HaCaT por WST-1

Os resultados do teste de viabilidade utilizando a linhagem HaCat na presenca das
espécies S. uncinata, H. laevifolia e L. laevifolium com tratamento de 3 h (Gréfico 30), 24 h

(Grafico 31) e 48 h (Gréafico 32) estdo apresentados a seguir.

Gréfico 30. Viabilidade celular da linhagem celular HaCat, usando WST-1 em diferentes
concentragdes dos extratos de dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia

e Leucobryum laevifolium apds 3 horas de incubacao.
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Estdo representadas médias e desvios padréo.
Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato

metanolico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.

Gréafico 31. Viabilidade celular da linhagem celular HaCat, usando WST-1 em diferentes
concentragdes dos extratos de dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e

Leucobryum laevifolium apds 24 horas de incubacéo.
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Estdo representadas médias e desvios padréo.
Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato
metandlico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcoodlico e EE: extrato etandlico.
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Gréafico 32 - Viabilidade celular da linhagem celular HaCat, usando WST-1 em diferentes

concentracdes dos extratos de dos extratos de Sanionia uncinata, Holomitriopsis laevifolia e

Leucobryum laevifolium apds 48 horas de incubacéo.
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Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato
metandlico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etanolico.

Os extratos das trés espécies de musgos ndo induziram morte celular significativa,
pelo ensaio de viabilidade celular usando WST-1 em HaCat, nos tratamentos de 3, 24 e 48 h.
Em todos os ensaios o0s brancos de reagdes foram descontados. Estes resultados demonstram a

viabilidade desta linhagem para estudos mais especificos, como a fotomutagenicidade.

10.10 Fotomicronucleo usando HaCat

O protocolo SCC (LOPRIENO, 1991) também estabelece que o ensaio de
fotomicrondcleo seja incluido na bateria minima de testes exigidos para avaliacdo de uma
substancia com potencial aplicacdo em cosméticos. Assim, este teste foi realizado com 0s
extratos promissores em fotoprotegdo das trés espécies de musgos estudadas, na indugdo por
radiagdo UVA e UVB, usando a linhagem celular HaCat. Seu uso justifica-se por ser um tipo

de célula proveniente do epitélio humano, os queratindcitos, que constitui a maior parte da
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epiderme, camada externa da pele, e por isso, representa um sistema biolégico com maior

exposicdo natural a radiacdo UV.

10.10.1 Ultravioleta A

Os indices mitdticos e percentuais de células micronucleadas (avaliacdo
fotogenotoxica) dos EM, EH e EE de S. uncinata, EA, EH e EE de H. laevifolia, e EM, EA e
EH de L. laevifolium apos radiagdo com UVA estdo apresentados na Tabela 17. O percentual
de células em necrose e apoptose (avaliacdo citotdxica) estdo apresentados na Tabela 18. As
concentragdes 400, 1000 e 4000 pg/poco dos extratos das trés espécies ndo foram
apresentados nas Tabelas 17 e 18, pois induziram morte celular significativa (vide item
10.10.3), exceto o0s extratos aquosos de H. laevifolia e L. laevifolium, cujos resultados com as
concentragdes de 400 e 1000 pg/pogo foram apresentados nas Tabelas.

Observa-se que apds a irradiagdo por UVA (Tabela 17) ndo foram encontradas
respostas positivas no ensaio de fotomicronucleo sobre células HaCat tratadas com os extratos
das trés espécies de musgos, em todas as concentracOes testadas. Exceto para o EA de H.
laevifolia, cuja concentracdo de 1000 pg/placa induziu significativo (P < 0,05) aumento na
frequéncia de células micronucleadas, sugerindo efeito fotogenotdxico. Também para o EA
dessa espécie foi encontrado diferencas significativas entre o controle do ensaio e a
concentracdo de 400 pg/placa. Essas diferencas também foram observadas no EH de H.
laevifolia e L. laevifolium (10 e 40 pg/placa), mas ndo diferindo do controle negativo,
sugerindo o DMSO pode estar interferindo na inducdo da formacdo de micronicleos.
Interessante observar que EM de S. uncinata, nas trés concentracdes, 0 EA até 40 pg/placa e o
EH a 1 pg/placa em H. laevifolia e todos os extratos de L.laevifolium (exceto o EH nas duas
maiores concentracfes) foram encontrados percentuais de células micronucleadas menores que
no controle negativo (DMSO), sugerindo efeitos fotoprotetores por esses extratos sobre a
indugdo de fotomicronucleos. Além disso, foi observado aumento no percentual de células
necroticas nos EM (todas as concentracdes) e EH/EE (40 pg/placa) de S. uncinata; EA (a partir
de 400 pg/placa), EH (40 pg/placa) e EE (a patir de 10 pg/placa) de H. laevifolia; e EA (1000
pg/placa) e EH (10 e 40 pg/placa) de L. laevifolium (Tabela 18). Demais concentragdes dos
extratos nas trés especies ndo induziram efeito fotocitotdxico significativo (P > 0,05). A analise
de Cluster mostrou que, excetuando-se o EH de L. laevifolium, os extratos com maior atividade
captadora de radicais livre induziram menos necrose na incidéncia por UVA (r Pearson = -0,96,

P < 0,001). Assim, pode-se inferir que se a fotocitotoxicidade de HaCat por UVA se da pela
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geracdo de radicais livres, estaria explicado esta correlagdo. O EE de L. laevifolium foi o unico

extrato de desta espécie com composi¢cdo muito variada de componentes polifendlicos pela

CLAE.

10.10.2 Ultravioleta B

Os indices mit6ticos e percentuais de células micronucleadas (avaliagdo
fotogenotoxica) dos EM, EH e EE de S. uncinata, EA, EH e EE de H. laevifolia, e EM,
EA e EH de L. laevifolium apos radiacdo com UVB estdo apresentados na Tabela 19. Os
percentuais de células em necrose e apoptose (avaliacao citotoxica) estdo apresentados na
Tabela 20. Resultados a partir das concentragdes 400, 1000 e 4000 pg/pogo dos extratos
das trés espécies ndo foram apresentados nas Tabelas 19 e 20, pois induziram morte
celular (vide item 10.10.3.1), exceto o0s extratos aquosos de H. laevifolia e L. laevifolium,
cujas concentracdes de 400 e 1000 pg/placa e o EH de S. uncinata e L. laevifolium a
400ug/placa foram apresentados nas Tabelas.

Pela Tabela 19, percebe-se que, apo6s a irradiacdo de UVB, ndo foram encontradas
respostas positivas pelo ensaio de fotomicronudcleo nas células HaCat tratadas com os
extratos das trés espécies de musgos, nas demais concentracdes testadas. Exceto para o
EH de L. laevifolium, cuja concentragdo de 400 pg/placa induziu significativo (P < 0,05)
aumento na frequéncia de células micronucleadas, sugerindo efeito fotogenotdxico. Além
disso, foi observado aumento significativo (P < 0,05) no percentual de células necréticas
nos EH de S. uncinata (400 pg/placa), H. laevifolia (10 e 40 ug/placa) e L. laevifolium
(40 pg/placa). Demais extratos das trés espécies nao induziram efeito fotocitotdxico
estatisticamente significativo (Tabela 20).



Tabela 17 - Fotomicronucleo apds exposicdo UVA (320 a 400 nm) em células de

queratindcito da linhagem HaCat com extratos de trés espécies de musgos.

indice % Células
Soluco-teste pg/poco mitético® + DP micronucleadas + DP
DMSO - 87,0+1,7 0,8 +0,0"
CONTROLE - 95,3+ 3,5 0,4+0,0
8-MOP 1x10° 743+75 3,6 +0,6*"
EM 1 88,3+2,8 0,3+0,1*
g 10 953 +50 0,1+ 0,0%
§ 40 82,3 +3,7 03+0,1*
o)
g EH 1 753+55 0,6+0,1
2 10 86,0 + 3,4 0,7+0,1
&8 40 85,6 + 6,0 0,6 +0,0
EE 1 85,0+5,0 0,7+0,1
10 102,3+12,1 0,6 +0,1
40 97,6 + 13,2 0,5+0,1
) EA 1 82,0+6,2 0,2 +0,0*
= 10 88,6 +11,0 0,2 +0,0*
% 40 75,6 +5,1 0,3 +0,0*
g 400 89,0 +10,1 0,9+0,1"
‘D 1000 90,6 10,0 2,0 +0,1%"
(@)
E EH 1 723+75 0,4 +0,0*
S 10 78,3+ 7,6 0,7 +0,0*
£ 40 82.0+34 06+0,0"
EE 1 85,3+5,0 0,5+0,1
10 91,6 +3,7 0,6 +0,1
40 81,3+6,5 0,7+0,1
EM 1 100,5 + 5,0 0,4 +0,0*
10 115,0 5,5 0,4 +0,0*
E 40 100,6 + 13,8 0,5+ 0,1*
S EA 1 121,6 + 25,4 0,2 +0,1*
g 10 83,3+ 10,4 0,1 +0,0*
E 40 121,3 + 16,0 0,1 +0,0*
= 400 96,3 + 14,4 0,2 +0,0*
S 1000 83,6 + 4,0 0,4 +0,1*
(5]
= EH 1 940+45 0,1+ 0,0%
10 111,0+ 115 0,8+0,1%
40 109,6 +9,5 0,9+0,1%
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Rodapé: vide Tabela 11. Controle positivo: 8-metoxipsoraleno (8-MOP). Legenda: EM: extrato metandlico, EA:
extrato aquoso, EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.



Tabela 18 - Avaliacdo citotoxica apos exposi¢cdao UVA (320 a 400 nm)

em células de queratindcito da linhagem HaCat com extratos de trés

espécies de musgos.

Solucdo-teste  pg/poco % Necrose £ DP % Apoptose + DP

DMSO - 0,4+0,1 0,0+0,0

CONTROLE - 0,3+0,0 0,0+0,0

8-MOP 1x10° 1,9 +0,1* 0,6 +0,1*"

EM 1 0,7 +£0,0** 0,0+0,0

£ 10 1,3+ 0,1% 0,0+0,0

§ 40 2,1+ 0,0%* 0,0%0,0

.g EH 1 0,4+0,0 0,0+0,0

= 10 0,6 +0,1" 0,0+0,0

38 40 0,8 + 0,0+ 0,0+0,0

EE 1 05+0,1 0,0+0,0

10 06+0,1 0,0+0,0

40 1,8 +0,3*" 0,0+0,0

EA 1 0,6+0,0 0,0+0,0

10 05+0,0 0,0+0,0

40 05+0,1 0,0+0,0

8 400 0,8 £0,1% 0,2+0,0

.ug 1000 0,8 +0,0** 0,0+0,0

ki EH 1 04+0,0 0,00,0

-é 10 0,4+0,0 0,0+0,0

2 40 2,0+0,1% 0,0+0,0

E EE 1 0,6+0,0 0,0+0,0

T 10 0,7 £0,0%* 0,0 £0,0

40 1,6 +0,1*" 0,0+0,0

EM 1 0,6+0,0 0,0+0,0

10 0,6+0,2 0,0+0,0

40 0,7+0,1 0,0+0,0

E EA 1 0,5£0,1 0,0 £0,0

IS} 10 0,7+0,1 0,0+0,0

% 40 0,6+0,0 0,0+0,0

= 400 06+0,1 0,0+0,0

= 1000 1,1 +0,1** 0,0+0,0
o)

S EH 1 0,4+0,0 0,0%0,0

3 10 1,0 + 0,0** 0,0+0,0

40 0,9 + 0,0** 0,0+0,0

Rodapé: vide Tabela 12. Controle positivo: 8-metoxipsoraleno (8-MOP) Legenda:
EM: extrato metandlico, EA: extrato aquoso, EH: extrato hidroalcodlico e EE:

extrato etanélico.
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Tabela 19 - Fotomicronucleo apds exposicdo UVB (280 a 320 nm) em células de
queratindcito da linhagem HaCat com extratos de trés espécies de musgos.
indice % Células
Soluco-teste pg/poco mitético® + DP micronucleadas + DP
DMSO - 92,6 £45 0,7+0,1
CONTROLE - 105,0+5,0 0,6+0,1
8-MOP 1x10° 89,6 + 12,6 3,0 + 0,3*"
EM 1 776 +9,2 0,7+0,0
o 10 96,6 £14,4 05+0,1
< 40 93,0 £4,0 0,7+0,1
(&]
C
g EH 1 102,0+9,6 0,9+0,0
'g 10 93,0+9,8 0,7+0,0
= 40 75,3+ 4,0 0,6 £0,0
» 400 106,3+ 19,5 05+0,2
EE 1 79,6 + 7,5 0,5+0,0
10 84,3+ 45" 0,6+0,1
40 85,0 + 5,0 05+0,1
EA 1 89,0+7,8 0,6+0,0
% 10 109,3 +£10,0 0,9+0,0
!‘g 40 76,0+ 6,0 0,8+0,0
&8 400 85,0 + 5,2 05+0,1
8 1000 836+1,1 0,8+0,0
(@]
5 EH 1 95,6 + 9,7 0,4+0,1
5 10 83,6 £9,0 05%0,0
f 40 98,3+10,4 0,6+0,1
EE 1 82,6+2,3 05+0,1
10 100,6 + 4,0 05+0,0
40 84,0+1,0 0,600
EM 1 101,6 £18,9 05+0,0
10 88,8+6,5 0,6+0,1
= 40 93,0+6,0 0,8+0,0
5
S EA 1 89,3+9,2 0,6+0,1
% 10 78,6 7,7 0,600
< 40 94,0+5,5 0,7+0,0
5 400 783+ 6.6 05+0,0
.§ 1000 86,6 +154 05%+0,0
[&]
§ EH 1 83,6 + 4,7 0,7+0,1
10 98,0+ 2,6 05+0,1
40 876+9,2 0,5+0,0
400 91,0 + 10,3 1,1+0,1*

Rodapé: vide Tabela 11. Controle positivo: 8-metoxipsoraleno. Legenda: EM: extrato metandlico;
EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etanolico.



Tabela 20 - Avaliagdo citotdxica apds exposicdo UVB (280 a 320 nm)
em células de queratindcito da linhagem HaCat com extratos de trés
espécies de musgos.

Solucdo-teste pg/poco % Necrose £ DP % Apoptose + DP

DMSO - 0,6+0,2 0,0+0,0
CONTROLE - 0,5+0,0 0,0+0,0

8-MOP 1x10° 1,3+0,0*" 0,7 +0,0*"
EM 1 0,5+0,0 0,0+0,0
o 10 0,8+0,3 0,0+0,0
_§ 40 0,8+0,1 0,0£0,0
§ EH 1 0,5+0,2 0,0+0,0
E 10 0,5+0,1 0,0+0,0
E 40 0,6 +0,0 0,0+0,0
n 400 1,5 +0,1*" 0,0+0,0
EE 1 0,6 +0,1 0,0+0,0
10 0,6 +0,0 0,0+0,0
40 0,6+0,1 0,0+0,0
EA 1 0,7+0,1 0,0+0,0
10 0,8+0,1 0,0+0,0
40 0,6 +0,1 0,0+0,0
R 400 0,5+0,1 0,2+0,0
g 1000 0,9+0,0 0,0+0,0
= EH 1 0,6+0,2 0,0£0,0
-§ 10 1,4+0,1* 0,0+0,0
k) 40 1,5+ 0,4* 0,0+0,0
5 EE 1 0,7+0,0 0,0+0,0
T 10 0,5+0,1 0,0 £0,0
40 0,7+0,0 0,0+0,0
EM 1 0,7+0,0 0,0+0,0
10 0,8+0,0 0,0+0,0
40 0,7+0,1 0,0+0,0
S EA 1 04+0,1 0,0+0,0
S 10 0,6+0,0 0,0+0,0
g 40 0,7+0,0 0,0+0,0
= 400 0,4 +0,0 0,0 +£0,0
% 1000 0,3+0,0 0,04 0,0
% EH 1 0,3+0,0 0,0+0,0
- 10 0,7+0,0 0,0+0,0
40 0,9 +0,0** 0,0+0,0

Rodapé: vide Tabela 12. Controle positivo: 8-metoxipsoraleno. Legenda: EM:
extrato metandlico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato

etandlico.
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10.10.3.1Viabilidade celular de HaCat apds a radiacdo por UVA e UVB pelo método de

exclusdo por azul de tripan

Abaixo segue os resultados do teste de viabilidade pelo método de exclusdo por
azul de tripan e utilizando a linhagem HaCat na presenca das espécies S. uncinata, H.
laevifolia e L. laevifolium apds radiacdo por UVA (Grafico 34) e por UVB (Gréfico 35).
Este método € o mais comum para avaliar a viabilidade das células estabelecidas.
Fundamenta-se no fato de que as células mortas permitem a entrada do corante, devido a
permeabilidade da membrana plasmatica, tornando-se azul e as células viaveis
permanecem sem coloracdo (TENNANT, 1964).

Pelo Grafico 33 pode-se observar morte celular significativa (P < 0,05), apds
irradiagdo com UVA, a partir da concentracdo 10 pg/placa pelo EM e EE de S. uncinata e a
partir de 40 pg/placa para EH de S. uncinata e demais extratos de H. laevifolia e L.
laevifolium. Interessante observar que esta diminuicdo celular pode estar associada ao
aumento de células necrosadas encontradas no ensaio de fotomicrondcleo (veja Tabela 17),
sendo que a morte celular para os EA de H. laevifolia e L. leucobryum e EH de L.
laevifolium, pelo ensaio de viabilidade celular por azul de tripan, foram detectadas a partir
da concentracdo de 40 pg/placa.

Observando o Grafico 34 percebe-se que a partir da concentracdo 40 pg/placa o
EE de S. uncinata, EH de H. laevifolia e EM de L. laevifolium induziram
significativamente (P < 0,05) diminuicdo da viabilidade celular da célula HaCat ap6s a
irradiacdo com UVB. Este mesmo efeito foi observado para os demais extratos das trés
espécies a partir da concentracdo de 400 pg/placa, exceto para 0s EA nos quais o efeito
citotoxico foi observado a partir de 1000 pg/placa. Comparando estes resultados com os
obtidos no ensaio de fotomicronucleo é possivel observar, de modo geral, um notavel
aumento de células necrosadas & medida que aumenta a concentracdo dos extratos
(Tabela 20), apesar de ter sido encontrado aumento estatisticamente significativo de
células necrosadas apenas nos EH de S. uncinata e H. laevifolia. Assim, sugere-se que a
morte celular da linha HaCat, nas maiores concentragdes, apds a irradiacdo por UVB,
conforme encontrada no ensaio de viabilidade celular por exclusdo de azul de tripan, seja

[por necrose.
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Gréafico 33 - Viabilidade celular de diferentes concentracdes dos extratos de Sanionia
uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium pelo método de exclusao

por azul de tripan, usando a célula HaCat, ap06s irradiacdo por UVA.
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Negativo 100 100 100 100 100 100
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1 10 40 400 1000 4000
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EM 100,00 100,00 60.92 3.36 0.00 0,00
Negativo 100 100 100 100 100 100
Concentracio(ug/poco) (C)

Estdo representadas médias e desvios padrdo. Diferengas estatisticamente significativa *P < 0,05 relativas ao controle
negativo por Dunnett’s estdo indicadas. Legenda: Sanionia uncinata (A) Holomitriopsis laevifolia (B) e Leucobryum
laevifolium (C). EM: extrato metandlico, EA: extrato aquoso, EH: extrato hidroalcodlico e EE: extrato etandlico.
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Gréafico 34 - Viabilidade celular de diferentes concentracdes dos extratos de Sanionia
uncinata, Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium pelo método de exlusédo por

azul de tripan, usando a célula HaCat, ap06s irradiacdo por UVB.
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Estdo representadas médias e desvios padrdo. Diferencas estatisticamente significativa *P < 0,05 relativas ao
controle negativo por Dunnett’s estdo indicadas. Legenda: Sanionia uncinata (A), Holomitriopsis laevifolia (B) e
Leucobryum laevifolium (C). EM: extrato metandlico; EA: extrato aquoso; EH: extrato hidroalcodlico e EE:

extrato etandlico.



CONCLUSOES

A partir da avaliagdo do conjunto de ensaios, assim como dos resultados obtidos,
conclui-se que alguns extratos investigados possuem atividades fotoprotetoras e
antioxidantes e que 0s extratos se apresentaram bastante singulares devido a sua
composicdo quimica. Até o momento, a maioria dos trabalhos da literatura que estuda
musgos e seus mecanismos de protecdo a radiacdo UV, parece focar principalmente em
briéfitas que habitam a Antértica e o circulo polar Antartico. O presente trabalho fez a
compararacao de uma espécie de musgo da Antartica com outros musgos de outras regides.
Vale ressaltar, que os extratos dos musgos H. laevifolia e L. laevifolium, coletados no
Morro dos Seis Lagos (Amazonas) apresentaram o0s resultados mais promissores em
fotoprotecdo quando comparados aos extratos de S. uncinata, coletada na Antartica. A
maior fotoprotecdo dos extratos dos musgos amazonicos pode ser devido a incidéncia de
radiacdo UV e as condi¢Ges ambientais as quais esses musgos sdo expostos. H. laevifolia e
L. laevifolium habitam uma regido préxima a linha do Equador, regido que sofre com a
incidéncia constante de radiacdo solar na maior parte do ano. Assim, para estas espécies
gue vivem nesta regido, torna-se necessaria aumento da sintese constitutiva de metabdlitos
secundarios. O musgo S. uncinata habita a regido da Antartica que tem duas estacdes bem
marcantes ao longo do ano: verdo e inverno. E é no inverno, devido a uma série de fatores,
entre elas frio intenso e presenca de nuvens polares estratosféricas (menos de -80°C)
retendo cloro, que ocorre a diminui¢cdo da camada de oz6nio e, por isso, had maior
incidéncia de radiacdo UV, quando comparada ao verdo. Porém, neste mesmo periodo a
vegetacdo fica coberta por neve e esta condicdo meterioldgica favorece a protecdo das
vegetacdes e, por isso, menor sintese de metabdlitos secundarios.

Portanto, os resultados deste trabalho vém a contribuir de forma significativa na
ampliacdo do conhecimento das atividades fotoprotetoras e antioxidantes de extratos de
musgos expostos a altas incidéncias de radiagdes UV e que habitam diferentes regides do
globo terrestre.
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Background: The Antarctic moss Sanionia uncinata (Hedw.) Loeske has shown high waw.phcog.com
ultraviolet (UV)-absorbers content after exposition to high levels of UV-B radiation and can be DOI:

an important source of antioxidants. Objective: The aim was to investigate photoprotection and 10.4103/0973-1296.149701
mutagenicity by the aqueous extract (AE) and hydroethanolic extract (HE) from the Antarctic Quick Response Code:
moss S. uncinata. Materials and Methods: Photoprotective activities were determined through
survival curves of Escherichia coli strains, after UV irradiation in an aqueous solution of thymine
and in vitro sun protection factor (SPF). The Sa/monella/microsome assays were applied to assess
the mutagenicity. Results: Both extracts induced photoprotection against UV-C radiation. The AE
showed a higher protection than the hydroethanolic one against UV-induced thymine dimerization.
The SPFs were low in both extracts. In association to benzophenone-3 a significant increase
in the SPF was detected for the AE, and a significant decrease was induced by the HE. No
mutagenicity was found in the both extracts. Furthermore, it was observed absence of cytotoxicity.
Conclusion: Water-extractable compounds seem to contribute on photoprotection of this Antarctic moss.

Key words: Moss, mutagenicity, photoprotection, sun protection factor, thymine-dimer inhibition
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