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RESUMO

O aumento da incidéncia de raios UV-B na Antdrtida tem sido observado nos wltimos anos devido a
reducdo da camada de ozonio da estratosfera. As plantas possuem diferentes mecanismos de protecdo
contra raios UV-B, onde se inclui o aciimulo de pigmentos nas folhas. Plantas coletadas na Antdrtida
(Polytrichum juniperinum Hedw.; Colobanthus quitensis (Kunth.) Bartl.; e Deschampsia antarctica
Desv.) foram oferecidas ad libbitum para Helix aspersa durante uma semana. O dano do DNA e a acdo
de fotoprotecdo destas plantas foram determinados através do Ensaio Cometa em células de hemolinfa.
Nossos resultados demonstraram que as trés espécies da Antdrtida apresentam efeito protetor contra
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exposicio a UV em Helix aspersa.Tais andlises encaminham para testes quimicos, bioorientados mos-
trando assim o possivel poder fotoprotetor destas plantas.
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ABSTRACT

Ozone reductions in the stratosphere leads to selective increase in UV-B radiation at the Antartic
surface, which damages DNA. Plants have involved different strategies for UV-B radiation tolerance.
Avoidance mechanisms include epidermal screening of UV radiation by accumulation of the pigments in
the leaves. Plants from Antartic (Polytrichum juniperinum Hedw.; Colobanthus quitensis (Kunth.)
Bartl.; and Deschampsia antarctica Desv.) were offered ad libbitum for Helix aspersa during one week.
DNA damage and photoprotective action of these plants were determined by Comet assay. The results
demonstrated that the three species from Antartic show a protective effect against UV exposition for the
Helix aspersa. Chemical analysis are been doing to determinate what compounds, and the quantity in each

plant, can be related with the photoprotection observed in our study.

Key words: Polytrichum, Colobanthu, Deschampsia, Genotoxicity, Comet Assay.

INTRODUGCAO

A Antértica é o ponto do planeta que mais re-
cebe radiagdes solares do tipo UV-B, consequencia
de problemas com a camada de ozonio. Radiagoes
deste tipo sdo potencialmente nocivas a satde,
danos causado por alta intensidade excedem os
niveis de defesa e reparo de qualquer organismo
(SCHMITZ-HOERNER & WEISSENBOCK,
2003). A UV causa estresse foto-oxidadativo em
todos os compartimentos celulares, além de outros
efeitos que ja foram observados em plantas
(CHICARO et al, 2004). Respostas diretas ao
estresse causado pela UV inclui peroxidacio
lipidica da membrana, devido a formagio de radi-
cais e dimeros no DNA (CHICARO et al, 2004).
Estudos recentes com plantas tém demonstrado
que estas apresentam em ambientes de estresse de
radiagio um aumento na producdo de pigmentos
de fotoprotecio, como carotendides e flavondides.

As plantas nestes ambientes possuem dois princi-
pais mecanismos de protecio: (1) o reparo, e (2) o
actimulo destes pigmentos no tecido mesofilico
(SCHMITZ-HOERNER & WEISSENBOCK,
2003).

Buscando avaliar a a¢io fotoprotetiva dos
pigmentos encontrados nestas plantas, coletou-
se trés espécies na Antartida, durante o verdo-
austral 2003/2004: (a) Polytrichum juniperinum
Hedw. (Bryophyta); (b) Colobanthus quitensis
(Kunth.) Bartl.(Caryophyllaceae); e (c)
Deschampsia antarctica Desv. (Poaceae). O com-
portamento fotoprotetivo foi avaliado através do
Ensaio Cometa em células de hemolinfa de Helix
aspersa, os quais receberam estes vegetais du-
rante uma semana, sendo posteriormente expos-
tos & UV. A técnica do Ensaio Cometa (“Single
Cell gel electrophoresis”) é um teste de
genotoxicidade que foi escolhido pér sua capa-
cidade de detectar danos no DNA induzidos por
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agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes.
A versio alcalina deste teste é capaz de detec-
tar quebras de fita Gnica e dupla, sitios alcali-
labeis, e crosslinks. Este teste apresenta algumas
vantagens sobre os testes bioquimicos e
citogenéticos, entre estas a necessidade de so-
mente um pequeno nimero de células e de ndo
ser necessario células em divisio (COTELLE &
FERARD, 1999). Conhecendo a sensibilidade
do teste em diferentes condicdes, e a capacida-
de de bioindicagdo do Helix aspersa, surgem as
condicoes para desenvolvimento desse trabalho.

MATERIAL E METODOS

Individuos de Helix aspersa foram divididos
em 4 grupos de aproximadamente 6 moluscos.
Os grupos foram submetidos a alimentagdo com:
(a) Lactuca sativa L.—alface (controle); e com as
espécies antdrticas: (b) Polytrichum; (c)
Colobanthus; (d) Deschampsia. Alimentagio e
dgua foram oferecidas ad libbitum. Os individu-
os foram observados durante o tempo de trata-
mento (1 semana).

Células de hemolinfa foram utilizadas para
o teste, preparando-se 4 lAminas/ individuo/
grupo de alimentagio, sendo que parte foi ex-
posta por 10 segundos a UV-germicida (30W)
e parte nio foi exposta (controle), avaliadas
pelo Ensaio Cometa. Este teste foi realizado
conforme descrito por SILVA et al (2000), com
algumas modificagdes. O teste consiste basi-
camente na mistura de células em agarose so-
bre laminas para microscépio, submetendo es-
tas apos lise celular a uma corrente elétrica.
Esta corrente, havendo danos no DNA, faz com
que os fragmentos do mesmo migrem, fazendo
com que tenhamos uma imagem de célula “co-
meta” (célula com cauda) (Fig. 1). O DNA ¢
corado por uma solugdo com prata, e analisa-
se 100 células/individuo/tratamento (50/1ami-
na). Os nicleos contendo o DNA intacto sio
redondos (sem danos — classe 0), conquanto
as células lesadas sdo classificadas de acordo
com a cauda (de pouco dano-1 até danos ma-
ximos— classe 4 ). Assim, o Indice de Danos de
cada grupo pode ir do zero (100X0; 100 células
observadas sem danos) a 400 (100X4; 100 cé-

lulas observadas com dano maximo).

Figura 1 - Células “cometa” em Helix aspersa.
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Para a identificagdo dos flavondides foi utili-
zada cromatografia em camada delgada (CCD).
Foram analisados, em sistemas eluentes distin-
tos, os extratos metandlicos das trés espécies
quanto a presenga de agliconas (CHCL,: MeOH
—9:1) e heterosideos flavonicos (acetato de etila:
dcido férmico: 4cido acético: dgua -
100:11:11:26).

RESULTADOS E
CONCLUSOES

Os resultados referentes ao indice de danos
e respectivo desvio padrio para cada grupo ava-
liado estd apresentado na Figura 2. Os quatro
grupos foram comparados entre si, onde entre
aqueles sem exposicdo a UV, H. aspersa alimen-
tado com alface e com as trés espécies de plan-
tas da Antartida, ndo observou-se diferenca sig-
nificativa. As células de hemolinfa expostas a
raios UV do grupo que recebeu alface, demons-
trou aumento significativo(P<0,05) de danos ao
DNA em relacio ao controle. Quando compa-
rados os trés grupos de espécies antérticas, este
mesmo aumento significativo ndo foi demons-
trado apds exposicio a raios UV. Observou-se
ainda entre os grupos alimentados com
Polytrichum e Deschempsia que suas células apds
exposi¢do ndo apresentavam o mesmo valor de
dano ao DNA, sendo inclusive inferior de for-
ma significativa ao grupo alface.

A partir dos resultados encontrados, tornou-
se importante conhecer e diferenciar a consti-

tui¢do quimica destes vegetais.

Os flavonéides sdo produtos amplamente re-
conhecidos por serem produzidos pelas plantas
para se protrgerem dos raios UV. A partir desta
atividade, as andlises fitoquimicas, das plantas
Deschampsia antdrtica e Colobanthus quitensis e o
musgo Polytrichium juniperinum, foram
direcionadas para a fragdo mais polar, onde en-
contra-se estes produtos.

Comparando o perfil cromatografico destas
espécies com a espécie utilizada como referén-
cia Lactuca sativum [alface], verifica-se que esta
espécie possui poucas agliconas e os flavondides
detectados sdo distintos dos encontrados para
os vegetais da Antdrtica.

A maior protecio aos raios UV encontrada
para a espécie Deschampsia antartica, pode ser
explicada, pelo menos em parte, pela maior pro-
ducido de flavondides detectada neta planta.
Por outro lado, é interessante comentar que a
espécie Lactuca sativum, a qual apresentou
menor protecdo aos raios UV possui mais
flavondides do que as espécies Colobanthus
quitensis e Polytricium juniperinum. A partir des-
ta constatacdo, pode-se concluir que os
flavonoides produzidos pelas espécies nativas
da Antéartica [Colobanthus quitensis e Polytricium
juniperinum] possuem uma maior propriedade
protetora dos raios UV. Desta maneira verifi-
ca-se a necessidade em aprofundar os estudos
fitoquimicos com estes vegetais, visando isolar,
identificar e avaliar a capacidade protetora
destes flavondides.
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Figura 2 - Média e desvio padrao do indice de danos observados em Helix aspersa alimentados com alface (L.

sativum), sem exposigao e com exposicao a UV, e com as espécies antarticas Polytrichum, Colobanthus
e Deschampsia, expostos a UV. * P<0,05

Figura 4 - “CCD em eluente para heterosideos”. A — extrato metandlico de Colobanthus quitensis;B - extrato

metandlico de Deschampsia antartica ; C -extrato metandlico Polytrichium juniperinum; D - Lactuca
sativum; E — Rutina; F- Hiperosideo.
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Figura 5- “CCD em Eluente para Agliconas”. Legenda: A — extrato metandlico de Colobanthus quitensis;B -
extrato metandlico de Deschampsia antartica ; C -extrato metandlico Polytrichium juniperinum; D -
Lactuca sativum; E — Quercetina; F- 3-methileterquercetina; G- 3,7 dimethileterquercetina.
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