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A radiacéo ionizante interage com o meio bioldgico podendo causar efeitos, como danos no DNA, mutacdo
em cromossomos e morte celular. Por este motivo, atualmente tem-se pesquisado o efeito radioprotetor de
diversas substancias, naturais ou sintéticas, com o intuito de que o beneficio trazido pelo uso terapéutico das
radiacBes ionizantes ndo seja suplantado por seus efeitos nocivos. Portanto, este trabalho visa investigar a
possivel agdo radioprotetora do extrato metandlico da casca e folha da Caesalpinia pyramidalis. Os testes
foram realizados frente a embrides de Biomphalaria glabrata, modelo experimental conhecido como bom
indicador da acdo de agentes fisicos e quimicos. O estudo foi realizado com o extrato metandlico da folha e
casca de Caesalpinia Pyramidalis, formando cinco grupos com 100 embribes cada, sendo 0s grupos
experimentais constituidos por embrides submetidos a presenca dos extratos durante 24 horas, incluindo o
periodo da irradiacdo. As amostras foram irradiadas com as doses de 2,5, 4, 5, 10, 20, 40, 50 e 100 Gy em
irradiador gammacell de ®°Co do Departamento de Energia Nuclear da UFPE. Em seguida, os embrides foram
analisados em placas de Petri durante oito dias consecutivos. Os resultados obtidos nos experimentos
sugerem que o extrato da casca de Caesalpinia pyramidalis, na concentracdo de 250 ppm, protegeu oS
embrides irradiados com as doses de 2,5 e 4,0 Gy.
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Study of the radioprotective effect of the methanol extract of Caesalpinia pyramidalis on embryonic
cells of Biomphalaria glabatra

lonizing radiation interacts with the environment and can cause biological effects such as DNA damage,
mutations in chromosomes and cell death. For this reason, it has currently researching the radioprotective
effect of various substances, natural or synthetic, with the intention that the benefit brought by the therapeutic
use of ionizing radiation is not outweighed by its harmful effects. Therefore, this study aims to investigate the
possible radioprotective effect of the methanol extract of the bark and leaves of Caesalpinia pyramidalis. The
tests were conducted face to embryos of Biomphalaria glabrata, an experimental model known as a good
indicator of the action of physical and chemical agents. The study was performed with the methanolic extract
of the leaf and bark Caesalpinia pyramidalis, five groups of 100 embryo each were formed, and the
experimental groups consisting embryos subjected to the presence of extracts for 24 hours, including the
period of irradiation. The samples were irradiated with doses of 2.5, 4, 5, 10, 20, 40, 50 e 100 Gy in a *Co
irradiator Gammacell Department Nuclear Energy UFPE. Then, the embryos were analyzed in a Petri dish
for eight consecutive days. The obtained results suggest that the extract of the bark of Caesalpinia
pyramidalis, the concentration of 250 ppm, protected embryos irradiated with doses of 2.5 and 4.0 Gy.
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1. INTRODUCAO

Radiagdo é a emissdo de energia eletromagnética ou corpuscular, capaz de se propagar em um
meio material ou no vacuo. Sob o ponto de vista fisico, a radiacdo, ao interagir com um material,
pode provocar excitacdo ou ioniza¢do atbmica ou molecular. As interacBes mais frequentes das
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particulas carregadas sdo com a nuvem eletrénica, mas elas podem também acontecer com o a&tomo
como um todo e com o nucleo [1, 2].

A radiacdo ionizante interage com o meio biologico podendo causar diversos efeitos, tais como a
morte ou a mutagao em células, cromossomos e até mesmo 0 DNA. Essa interagdo pode ser direta e
indireta. Direta quando a radiacdo age provocando danos nas moléculas de DNA, podendo ocorrer
0 reparo ou ndo. Sem o reparo podera existir mutacdo que ocasionara efeitos bioldgicos somaticos,
genéticos, morte ou ma-formacdo. Um exemplo de interacdo direta seria a radidlise da agua, efeito
da radiacdo na molécula de &gua. Por ser a mais abundante em um organismo bioldgico e por
participar praticamente de todas as reagbes metabolicas de um organismo, ¢é afirmado que em caso
de exposicdo a radiacdo, suas moléculas sdo atingidas em maior ndmero. A interacdo indireta
ocorre quando a radiacdo age sobre ions produzindo radicais livres, entidades quimicas altamente
reativas, em decorréncia da presenca de atomos cuja Ultima camada ndo apresenta o nimero de
elétrons que conferiria estabilidade a estrutura.

A protecéo radioldgica tem como objetivo evitar ou reduzir os efeitos maléficos das radiacOes
ionizantes sobre o ser humano, sejam elas de origem natural ou de fontes produzidas
artificialmente. Sendo assim, para diminuir ou evitar os efeitos bioldgicos é necessario seguir as
normas de radioprotecdo, as quais dizem respeito as diretrizes basicas de protecdo radioldgica,
niveis de doses para individuos ocupacionalmente expostos e niveis de doses para exposi¢ao do
publico. Essas normas direcionam como proteger-se da radiacdo, instruindo sobre uso dos
equipamentos de protecdo individual para individuos que trabalham diretamente expostos a
radiacdo, como blindagens, dosimetros etc [3].

Apesar do uso de equipamento e normas de radioprotecdo, surge o interesse em desenvolver
substancias quimicas com a fungdo de proteger as células dos efeitos da exposi¢do acidental a
radiagdo ionizante. Essas substancias sdo denominadas de radioprotetores, que reduzem os efeitos
danosos ao sistema bioldgico provocado pela radiacdo ionizante [4]. Estudos realizados por Mutlu-
Turkoglu et al. [5] referentes & utilizacdo do selénio, vitamina E e a relagdo de ambos, antes da
irradiacdo abdominal de ratos, mostraram que a administracdo de antioxidantes anteriormente a
irradiacdo, principalmente o selénio e a vitamina E, demonstraram efeitos protetores sobre os danos
intestinais causados pelas radiagdes ionizantes.

Os radioprotetores podem ser sintéticos, os quais sdo produzidos artificialmente, ou naturais,
como os encontrados em carnes, frutas e vegetais. Dentre os radioprotetores sintéticos, 0 WR-1065
é conhecido como um notavel citoprotetor. Derivado da conversdo da amifostina pela fosfatase
alcalina, 0 WR-1065 interage com radicais livres doando ions de hidrogénio que se ligam as
moléculas de oxigénio e aos metabolitos ativos dos agentes anti-neoplasicos [6, 7] formando um
segundo metabdlito, designado WR-33278, cuja formacdo libera ions de hidrogénio para auxiliar
no mecanismo de reparacdo do DNA celular [8]. No entanto, os produzidos artificialmente geram
efeitos colaterais como nauseas, vomito e hipotensdo [9]. Por esta razdo surgiu o interesse em
estudar radioprotetores de origem natural, por serem menos toxicos ao ser vivo.

Como animais experimentais, foram escolhidos os embrides dos moluscos B. glabrata para
avaliagdo dos efeitos bioldgicos das radiagbes ionizantes, por possuirem caracteristicas como: curto
ciclo de vida, facil manutencdo em laboratdrio, baixo custo de manutencéo, boa reprodutibilidade e
resposta rapida e precisa [10, 11, 12, 13, 14, 15].

A Caesalpinia pyramidalis (catingueira) é uma planta da caatinga, locada na regido nordeste em
grande gquantidade e foi selecionada para o bioensaio, por apresentar atividade antiproliferativa e
capacidade antioxidante, podendo se tornar um radioprotetor natural, o qual podera evitar os efeitos
colaterais nocivos ao homem, ocasionados pelos radioprotetores artificiais, entre eles, 0 WR2721.
A Caesalpinia pyramidalis apresenta um elevado teor proteico e lipidico. Os extratos metandlicos
da Caesalpinia pyramidalis se destacam por maior atividade antioxidante e correlagdo com o0s
teores de fendis totais, apresentando, assim, uma fonte potencial de compostos fendlicos para a
aplicagdo nas industrias relacionadas a energia nuclear, alimentos e farmacéutica [16]

O presente trabalho teve como objetivo investigar a possivel acdo radioprotetora do extrato
metandlico da Caesalpinia pyramidalis (catingueira) frente a embrides de Biomphalaria glabatra.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Coleta das amostras

Amostras de Caesalpinia pyramidalis (cascas e folhas) foram coletadas em um fragmento de
caatinga arborea, dentro da Estacdo Experimental do Estado de Pernambuco "Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria” (IPA), Brasil (localizacdo: 08°14'18.2"S e
35°54'57.1"W). Foram escolhidos vegetais do interior do fragmento, em locais imidos e com bom
estado de conservacdo, preferenciais para o crescimento da espécie [17]. Os critérios utilizados
para a coleta das amostras foram: folhas e cascas integras localizadas a partir de 1 metro do solo.
Posteriormente, o material foi adequadamente acondicionado e transportado para o laboratério de
Produtos Naturais (LAPRONAT) da Universidade Federal de Pernambuco.

2.2. Preparacao dos extratos brutos

Os extratos brutos foram obtidos da seguinte forma: as amostras foram submetidas a secagem
em ambiente ventilado e na sombra. Em seguida as folhas e caules foram triturados separadamente
em moinho de faca. Apos este procedimento o material foi peneirado em peneira de malha de 2,0 x
2,0 mm e, posteriormente, colocado em balGes de vidro contendo metanol a 80%. Apds 72 horas o
material foi macerado, filtrado e evaporado no escuro em rotaevaporador (Fisaton modelo 803) no
Laboratério de Produtos Naturais (LAPRONAT) do Departamento de Farmacia da Universidade
Federal de Pernambuco. Posteriormente as amostras foram pesadas e alicotadas para serem
realizados os bioensaios no Laboratério de Radiobiologia no Departamento de Biofisica e
Radiobiologia na UFPE.

2.3. Testes com embrides de Biomphalaria glabrata

Foram utilizados cerca de 500 embrides de moluscos da espécie B. glabatra pigmentados no
estagio de blastula, mantidos no moluscario do Departamento de Biofisica e Radiobiologia da
UFPE. Para facilitar a coleta das desovas dos moluscos, foram colocadas tiras de plastico incolor
sobre a superficie da d&gua dos aquarios. Apds 24 horas, as tiras foram retiradas do aquario para que
fosse realizada a separagdo das desovas. Em seguida, os embrifes foram separados em grupos, com
aproximadamente 100 espécimes, para 0s ensaios de embriotoxicidade e andlise do efeito
radioprotetor do extrato.

2.4. Andlises do efeito radioprotetor dos extratos da folha e casca da C. pyramidalis Tul

Para a realizacdo da irradiacéo, cinco grupos com 100 embrides cada foram formados, sendo o0s
grupos experimentais constituidos por embrifes submetidos a presenga dos extratos metanolicos da
folha e casca Caesalpinia pyramidalis (na concentracdo de 250 ppm), durante 24 horas, incluindo o
periodo da irradiacdo. Para a irradiacdo das amostras com doses de 2,5, 4, 5, 10, 20, 40, 50 e 100
Gy, foi utilizado o irradiador gammacell de ®°Co (modelo 220-Excel MDS Nordion, taxa de dose de
3,241Gy/h) do Departamento de Energia Nuclear (DEN-CTG) da Universidade Federal de
Pernambuco. Em seguida, os embrides foram analisados em placas de Petri durante oito dias
consecutivos. A avaliacdo dos efeitos foi realizada por meio da metodologia padronizada por
Okazaki et al. [13].

2.5. Anélise estatistica
Os resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro padrdo da média). A analise

estatistica foi realizada por meio do teste Student-Newman-Keuls para multiplas comparagdes. As
diferencas foram consideradas significantes quando p (nivel de significancia) < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Embriotoxicidade da C.pyramidalis

A figura 1 mostra o gréfico referente a exposicdo dos embrides ao extrato metandlico da casca
da Caesalpinia pyramidalis nas concentracfes de 0 (controle), 250, 500 e 1000 ppm durante 24
horas.
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Figura 1: Ensaio realizado com embriGes de Biomphalaria glabrata em presen¢a do extrato metandlico da
casca de Caesalpinia pyramidalis para avaliacio da toxicidade nas concentragdes de 250, 500 e 1000 ppm.
O maior nimero de animais invidveis em relacdo ao controle (C) foi obtido com embrides expostos ao
extrato na concentracgéo de 1000 ppm.

Podemos observar que os resultados obtidos durante o teste de toxicidade da casca da
catingueira mostram que o extrato utilizado nas concentra¢cdes 250 e 500 ppm ndo apresentou
embriotoxicidade. Sabe-se que a composicdo quimica das espécies da familia Fabaceae, a qual
pertence a Caesalpinia pyramidalis, é representada pela presenca em grande quantidade de
alcaloides e, algumas vezes, cianoglicosideos e taninos [18], além de saponinas e antocianinas °,
estas substancias estdo relacionadas com propriedades moluscicidas. Apesar destas caracteristicas,
ndo foi observado alta toxicidade, podendo estar correlacionada com uma possivel baixa
concentragdo dos niveis de saponinas na casca da Caesalpinia pyramidalis. No entanto, na
exposicdo a concentragdo de 1000 ppm observa-se uma quantidade significante de embriGes
invidveis (mortos e/ou malformados), em relacdo ao grupo controle e os demais grupos
experimentais. Uma possivel explicacdo sugerida para este efeito toxico esta relacionada a presenca
de um ou mais metabolitos, que ap6s o aumento da concentragdo, passou a causar danos nos
embrides de B. glabrata.

Estes resultados contradizem os achados de Albuquerque et al. [19], os quais afirmam que
estudos farmacoldgicos de Caesalpinia pyramidalis ttm demonstrado eficacia na toxicidade em
moluscos. Com o intuito de se averiguar novas possibilidades de utilizacdo das plantas do Cerrado,
Bezerra et al [20] verificaram a acdo moluscicida dos extratos da folha e casca do caule de pequi,
tendo encontrado como resultado a mortalidade de 90% do molusco Biomphalaria glabrata, a
partir de 12 horas de exposicdo aos extratos da folha e casca do caule de pequi a uma concentracéo
de 100 ppm.

Farnworth et al. [21] preconizaram que s&o considerados positivos testes em que extratos de
plantas sdo moluscicida em qualquer concentracdo até 100 ppm, entretanto quando a concentragdo
utilizada para matar é maior que 100 ppm a substancia é considerada um fraco biocida.
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3.2. Ensaio para avaliacdo do efeito radioprotetor do extrato da casca e folha da C.
pyramidalis

O teste realizado para verificar o efeito do extrato metandlico da casca da Caesalpinia
pyramidalis frente aos danos causado pela irradiacdo (figura 2) mostrou que grupos irradiados com
doses de 2,5 e 4,0 Gy, na presenca do extrato na concentracdo de 250 ppm, ndo apresentaram
diferencas significativas no nimero de embrifes inviaveis quando comparados a seu respectivo
controle ndo irradiado. Portanto, grupos que receberam doses de radiacdo de 2,5 e 4,0 Gy nédo
apresentaram elevacdo do nimero de embrides inviaveis, em relacdo aos grupos controles e aos
embrides submetidos apenas ao extrato metanolico.
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Figura 2: Ensaio realizado com embrides de Biomphalaria glabrata em presenca do extrato metandlico da
casca de Caesalpinia pyramidalis, na concentragéo de 250 ppm, submetidos as radiagdes de 2,5, 4, 5, 10, 20,
40, 50 e 100 Gy. As letras presentes no eixo X representam os grupos: controle (C), extrato da casca sem ser
submetido a radiacéo (EC), extrato da casca irradiado a 2,5 Gy (EC 2,5), extrato da casca irradiado a 4,0 Gy
(EC 4), extrato da casca irradiado a 5,0 Gy (EC 5), extrato da casca irradiado a 10 Gy (EC 10), extrato da
casca irradiado a 20 Gy (EC 20), extrato da casca irradiado a 40 Gy (EC 40), extrato irradiado a 50 Gy (EC
50), extrato irradiado a 100 Gy (EC 100). Os dados foram expressos + E.P.M. (Erro padrdo da média), p
(Nivel de significancia) < 0,05, nos quais 0os embriBes submetidos ao extrato da casca da catingueira
mostraram * (Diferenca significativa) em relagdo ao controle.

A exposicdo as doses de 5, 10 e 20 Gy apresentaram uma elevada quantidade de embrides
inviaveis, demonstrando, assim, que nessas doses 0 extrato da casca ndo apresentou eficacia
radioprotetora.

Andlises fitoquimicas realizadas nas folhas de Caesalpinia pyramidalis revelaram
constituintes como o0 4-O-B-glucopiranosiloxi-(Z)-7-acidohidroxicindmico e o &cido-4-O-3-
glucopiranosiloxi-(Z)-8-hidrocinamico, os quais foram detectados como bons antioxidantes [19],
podendo justificar a acdo radioprotetora nas doses de 2,5 e 4 Gy.

O teste realizado para verificar o efeito do extrato metandlico da folha de Caesalpinia
pyramidalis frente aos danos causados pela irradiacdo (figura 3) mostrou que grupos irradiados
com doses de 2,5; 4; 5; 10 e 20; 40; 50 e 100 Gy, na presenca do extrato na concentracdo de 250
ppm, apresentaram diferencas significativas no niamero de embrides inviaveis, quando comparados
a seu respectivo controle. Ou seja, grupos que foram expostos a radiacdo apresentaram um elevado
namero de embrides inviaveis, em relacdo aos grupos controles e aos embrides submetidos apenas
ao extrato metanolico.
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Figura 3: Ensaio realizado com embries de Biomphalaria glabrata em presenga do extrato metandlico da
folha de Caesalpinia pyramidalis, na concentracéo de 250 ppm, submetido as radia¢des de 2,5, 4, 5, 10, 20,
30, 40 50 e 100 Gy. As letras presentes no eixo x representam os grupos: controle (C), extrato da folha sem
ser submetido a radiacdo (EF), extrato da folha irradiado a 2,5 Gy (EF 2,5), extrato da folha irradiado a 4,0
Gy (EF 4), extrato da folha irradiado a 5,0 Gy (EF 5), extrato da folha irradiado a 10 Gy (EF 10), extrato
da folha irradiado a 20 Gy (EF 20), extrato da folha irradiado a 30 Gy (EF 30), extrato da folha irradiado a
40 Gy (EF 40), extrato da folha irradiado a 50 Gy (EF 50), extrato irradiado a 100 Gy (EF 100). Os dados
foram expressos + E.P.M. (Erro padrdo da média), p (Nivel de significancia) < 0,05. Onde os embriGes
submetidos ao extrato da folha da catingueira, mostraram * (Diferenca significativa) em relacdo ao
controle, quanto ao nimero de embrides inviaveis.

Segundo Bitelli [2], o efeito das radiagdes ionizantes em um individuo depende basicamente da
dose absorvida, da taxa de exposicdo (cronico-aguda) e da forma de exposicdo (corpo
inteiro/localizada).

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos, foi detectada a a¢do radioprotetora
do extrato da casca da catingueira nas doses de 2,5 e 4 Gy de fontes de *°Co, logo pode ser um
futuro radioprotetor de origem natural.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que o extrato da casca de Caesalpinia pyramidalis apresenta
efeito radioprotetor para exposi¢do a radiacdo para as doses de 2,5 e 4,0 Gy. No entanto se faz
necessaria a utilizacdo de uma metodologia mais sofisticada para elucidagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na atividade radioprotetora das substancias presentes no extrato.
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