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RESUMO

O Brasil € um pais que apresenta uma ampla diversidade de plantas, muitas das quais podem
ser utilizadas na prevencao e tratamento de diversas doencas. A familia Rubiaceae apresenta
espécies com grande valor econémico, exploradas como alimenticias e ornamentais e na
indUstria farmacéutica. As folhas da Randia armata (Sw.) DC. (Rubiaceae), sdo empregadas
pela medicina popular para tratar diversos males, apresentam atividades antimicrobianas e
antioxidantes. A medicina popular utiliza folhas, cascas e resinas obtidas do Croton
urucurana (Euforbiaceae) para tratar inflamaces, aftas, feridas externas e cancer. Também
foi avaliada a atividade genotoxica de duas lactonas obtidas da Aniba heringerii (Lauraceae).
Diante da ampla utilizacdo destas plantas para o tratamento de diversas doencas, bem como a
falta de informacGes sobre o potencial genotoxico destas plantas, o objetivo desta pesquisa é
de avaliar a possivel atividade genotdxica dos seus extratos, utilizando o teste SMART em
asas de Drosophila melanogaster. Para tanto, foram utilizadas larvas de terceiro estagio de
desenvolvimento de D. melanogaster, obtidas dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta
bioativacdo (HB), tratadas com trés concentragdes dos extratos e lactonas seguindo o
protocolo de genotoxicidade. Foram utilizados, como controle positivo cloridrato de
doxorrubicina-DXR (0,125 mg/mL) e como controle negativo o solvente (agua Milli-Q,1% de
Tween-80 e 3% etanol).

Palavras-chave: Mutagenicidade, Fitoterapico, Ensaio Smart, Drosopholia melanogaster
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1. INTRODUGCAO

Desde tempos imemoraveis as plantas sempre foram utilizadas pela humanidade no
tratamento de diversas doencas, mesmo que muitas vezes ndao haja comprovacdo de sua
eficacia, sua utilizacdo aumentou nas ultimas décadas, Junior et al. (2005) destaca que a
maioria das pessoas acreditam erroneamente que plantas medicinais ndo oferecem risco algum
para a salde uma vez que sdo proveniente de fontes naturais. Contudo sdo necessarios alguns
cuidados com a utilizacdo de plantas, pois Martins et al. (2014) ressalta que algumas plantas
podem ser prejudiciais a saide do homem.

O Brasil é um pais privilegiado com uma ampla diversidade de plantas, muitas das
quais podem ser utilizadas na prevencédo e tratamento de diversas doencas. Acredita-se que as
plantas medicinais podem fornecer novas moléculas, abrindo um leque de possibilidade
através de estudos com seus constituintes, com aplicagdo na farmacologia (FROHNER et al.,
2003). Entre as plantas medicinais destaca-se a Randia armata que é uma planta pertencente a
familia Rubiaceae e a Croton urucurana pertence a familia Euforbiaceae.

A familia Rubiaceae, no Brasil, apresenta 96 géneros e mais de mil espécies,
(MABBERLEY, 1997, BOLZANI et al., 2001), possui espécies de grande importancia
econdmica, que sdo exploradas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana
L.), ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), e também na industria
farmacéutica, como por exemplo Cinchona pubescensVahl, produtora de quinina, empregada
no tratamento da maléria. Outras sdo toxicas, tais como Palicoureae sp Psychotria sp,
popularmente conhecidas como “mata-ratos”, sdo consideradas venenosas (COELHOet al.,
2006).

Plantas pertencentes a familia Rubiaceae sdo utilizadas pela medicina popular no
tratamento de diversas enfermidades, tais como: hepatite, apendicite, infeccdo das vias
urinérias e para combater o desenvolvimento de cancer de figado, pulméo e estbmago (XUet
al., 1997). Os efeitos medicinais benéficos oriundos das plantas resultam da producdo de
metabolitos secundarios. A familia Rubiaceae destaca-se pela presenca de metabdlitos
secundarios, tais como alcaldides quinolinicos (quinina e cinchonina), isoquinolinicos
(emetina), indolicos (iombina) e bases de purina como a cafeina (STRUWE, 2002;
SCHRIPSEMAEet al., 2003).

Randia armata (Sw.) DC., conhecida popularmente como limoeiro do mato, suas

folhas s@o empregadas pela medicina popular para tratar diversos males, apresentam



atividades antimicrobiana (SOARES et al., 2006), antioxidante (VIEIRA et al., 2005) e
cicatrizante (NOELLI, 1998), é utilizada na industria cosmética (PAULY; FLEURY, 2002).

Também utilizada como planta medicinal, Croton urucurana pertence a familia
(Euforbiaceae), conhecida popularmente como; “urucurana”, “sangra-d’agua”, “sangue-de-
drago” e “capixingui”, encontradas em regides tropicais ¢ temperadas do globo (PIRES et al.,
2004).

A Familia Euphorbiaceae apresenta 6.300 espécies (GOVAERTSet al., 2000). No
género Croton, sdo descritas 700 espécies, (HELUANI et al. 2000), tem representantes tanto
medicinais, quanto toxicos; as plantas deste género sdo ricas em metabdlitos secundarios,
dentre esses constituintes ativos encontram-se as proantocianidinas, terpenos, alcaldides,
flavonas e outros compostos fendlicos (DAL BO, 2004). Apresentam vérias atividades
bioldgicas, tais como anti-helmintica e efeito cardiovascular de Croton zehntneri
(CAMURCA-VASCONCELOS et al, 2007), antinociceptiva e antibacteriana de Croton
urucurana (OLIVEIRA et al., 2008), anti-inflamatéria de Croton cuneatus (SOAREZ et al,
2006), anticancerigeno de Croton flavens, mutagénica e antioxidante de Croton lechleri
(LOPES E LOPES et al, 2004). De acordo com Melo et al. (2011), em um levantamento com
84 espécies de plantas medicinas, utilizadas pela populagdo para prevengdo do cancer e
tumores, a familia Euphobiaceae, estava entre as mais citadas para o tratamento de cancer.

Ha wvarios estudos na literatura quanto a utilizacdo de Croton urucurana,
principalmente no tratamento de doencas da pele (LOPES et al., 2010), é utilizada na forma
de chas feito a partir das folhas, casca e talos, Borba e Macedo (2006) destaca que a C.
urucurana pode ser utilizada para tratar inflamacdes e afta, de acordo, Souza e Felfili (2006) a
espécie pode ser utilizada até mesmo para o tratamento de cancer e feridas externas.

Do caule de Aniba heringerii (Lauraceae) foram isolados diversos metabolitos
secundarios, entre eles as lactonas de origem policetidica, (3’O-acetil-rubrenolideo e o
rubrenolideo, Figl) (TOFOLI, 2013).

As propriedades medicinais das plantas estdo correlacionadas com os tipos de
metabolitos secundarios, de acordo com Santos et (1989), os metabolitos secundarios,
substancias que, embora ndo tenham qualquer funcdo aparente nos processos metabolicos
essenciais, podem ser de enorme interesse, ndo sO para a preservacdo das espécies vegetais,
como também para aplicagdes fisioldgicas ou farmacologicas.

Lactonas sdo ésteres organicos formados a partir da reacdo de um grupo OH
(hidroxila) de uma molécula com um grupo COOH (carboxila) de outra. O nome vem dos

lactideos, substancias formadas através da desidratacdo do acido latico. Lactonas oriundas de
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acidos alifaticos também podem ser nomeadas pela unido do sufixo olideo ao nome do
hidrocarboneto em questdo (SANTOS, 1989). Possuem entre outras atividades, poder

citotastico, bactericida, fungicida e anti-inflamatorio.
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Figura 1-Lactona: estrutura de origem policetidica, a) 3’O-acetil-rubrenolideo e o b) rubrenolideo
(TOFOLLI, 2013).

2. OBJETIVOS
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Avaliar a possivel atividade genotoxica de extratos obtidos da Randia armata e Croton
urucuranae das lactonas por meio do ensaio SMART em células sométicas de Drosophila

melanogaster
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Comparar as frequéncias de manchas (mutacdes) obtidas nos grupos tratados com diferentes
concentragdes dos extratos obtidos de raiz e caule de Randia armata com o controle negativo,
nos cruzamentos ST e HB.

> Relacionar as frequéncias de mutacGes observadas, nos descendentes dos cruzamentos ST e

HB, tratados com os extratos de Croton urucurana, com a possivel atividade genotoxica.

» Determinar as frequéncias de mutagdes observadas nos grupos tratados com as lactonas, nos

descendentes dos cruzamentos ST e HB.

3. MATERIAL E METODOS

Teste para detec¢do de Mutacdo e Recombinacdo Somatica - SMART Somatic Mutation

And Recombination Test)

O SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais entre trés linhagens
mutantes de D. melanogaster portadoras dos marcadores genéticos mwh (multiple wing
hairs), que tem manifestacdo fenotipica caracterizada por trés ou mais pélos por célula da asa,
ORR/fIr* (ORR/flare®) que apresenta pelos simples e flr® (flare®) onde sua manifestagdo
fenotipica é caracterizada por um pelo modificado em forma de chama. Com essas linhagens
foram realizados dois diferentes cruzamentos: 1] cruzamento padrdo (ST- standard cross)
entre machos ‘mwh’ ¢ fémeas virgens flr® (GRAFet al., 1984), e 2] cruzamento de alta
bioativacdo (HB- high bioactivation cross) entre machos ‘mwh’ ¢ fémeas virgens
ORR/fIr3(GRAF e VAN SCHAIK, 1992).

Ambos o0s cruzamentos produziram individuos trans-heterozigotos marcados (MH),
com constituicdo genotipica mwh/flr®, e individuos heterozigotos balanceados (BH),
constituidos por mwh/TM3, Bd®, que podem ser facilmente reconhecidos pelos aspectos
fenotipicos das asas com bordas recortadas (serate).
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Os individuos MH permitem detectar a ocorréncia de mutacfes de ponto, pequenas
aberraces cromossdmicas e recombinagdes mitoticas proximais e distais, ja a analise dos
individuos BH permite detectar a ocorréncia de mutacGes de ponto e pequenas aberracdes
cromossdmicas (GUZMAN-TINCON; GRAF, 1995).

Os estoques foram mantidos em frascos contendo meio de cultura de D.
melanogaster (820 mL de &gua, 25g de fermento (Saccharomy cescerevisae), 11 g de agar,
1569 de banana, 1 g de nipagin) a temperatura de 22° C e a uma umidade relativa do ar de
65%. Foram selecionadas aproximadamente 400 fémeas virgens das linhagens flr® e ORR, as
quais foram cruzadas com aproximadamente 200 machos da linhagem mwh, por um periodo
de 48 horas, posteriormente os casais foram transferidos, por um periodo de 8 horas para
frascos contendo uma base solida de, &gar-agar, coberta por uma camada de fermento
bioldgico (S. cerevisae) suplementado com acucar, para coleta de ovos. Apos 72 + 4 horas, as
larvas de terceiro estagio de desenvolvimento, foram lavadas com &gua corrente e coletadas
com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de aproximadamente 100 larvas foram
transferidos para tubos de vidro contendo 1,5 g de meio de cultura alternativa (puré de batata
instantaneo Yoki®) e tratadas com trés concentracdes das fases (etandlica, hidrometandlica e

acetato de etila) obtidos de R. armata e C. urucurana e das lactonas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 verifica-se os resultados obtidos no protocolo de genotoxidade, nos
descendentes dos cruzamentos ST e HB tratados com diferentes concentracbes da fase
hidrometandlica obtida das raizes da R. armata. Na analise das frequéncias das manchas
mutantes, obtidas nos grupos tratados pode-se observar que a formacdo de clones nédo difere
estaticamente do controle negativo, nos descendentes dos cruzamentos ST e HB.

Tabela 1- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos descendentes dos
cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com fase hidrometanélico obtido de raiz de
Randia armata (RRH).

Manchas por individuo ( no. de manchas) Total Frequéncia de
N. de diag. estatistico® formacdo de
2 Conceﬁtra 5o |Indiv. | MsP’ | MSG* MG TM? |manchas | células por
g ¢ (1-2 céls)” | (>2 céls)” divisao
= (N) m=2 m=5 m=5 m=2 mwh°
Ol (mg/mL) (n) Observado
3
= m"m Ir b0 |0:20(04) [010(02) |0,00(00) 030 (06) 6 0,61
0,40 (08) i | 0,05 (01) i | 0,00 (00) i | 0,45 (09) i 9 0,92
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RRH 0,625 20 ]0,35(07)i|0,15(03) i |0,00 (00)i| 0,35 (07) i 7 0,71
RRH 1,25 20 0,25 (05)i |0,00 (00) i | 0,00 (00) i | 0,25 (05) i 5 0,51
RRH 2,5 20
mwh/flr®

CN 20 |0,35(07)i|0,10 (02) |0,00 (00) | 0,45 (09) 9 0,92

2| RRHO0,625 20 10,55 (11)i |0,00 (00)i |0,00 (00)i | 0,55 (11) i 11 1,12
RRH 1,25 20 10,45 (09)i [0,05(01)i |0,05(01)i |0,55 (11) i 11 1,12
RRH 2,5 20 |0,10 (02) - | 0,15 (03) i | 0,00 (00) i | 0,25 (05) - 5 0,51

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b = 0,05; " Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.

As frequéncias de mutacdes obtidas nos descendentes dos cruzamentos ST e HB
tratados com trés concentragdes da fase acetato de etila obtida da raiz de R. armata, estdo
apresentados na Tabela 2. Verifica-se que as frequéncias de formacdes de clones variaram de
0,61 a 0,81x10, nos descendentes do cruzamento ST e de 1,22 a 1,33x10™ no HB. Estes

resultados ndo diferem estatisticamente do obtido nos respectivos controles, 0,61 e 0,92.

Tabela 2- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos descendentes dos
cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativagdo (HB) tratados com o fase acetato de etila obtida da raiz de R.
armata (RRA).

Total A
Frequéncia de
o Tratamento N. de Manchas por individuo ( no. de manchas) | Manchas f%T;?]aegfl%ge
IS diag. estatistico® p
@ E Indiv mwhe células por
% : divisao
Concentracéo
5 o : e f EENC)
MSP MSG MG ™
(mg/mL) (1-2 céls)° | (>2 céls)”
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
mwh/flr®
CN 20 | 0,20 (04) | 0,10 (02) | 0,00 (00) | 0,30 (06) 6 0,61
£/ RRA 0,62 20 |0,25(05)i|0,05(01)i | 0,00 (00)i | 0,30 (06) - 6 0,61
RRA 1,25 20 |0,35(07)i |0,05(01)i| 0,00 (00)i | 0,40 (08) i 8 0,81
RRA 2,5 20 |0,40(08)i | 0,00 (00)i | 0,00 (00)i | 0,40 (00) i 8 0,81
mwh/flr® 0,35 (07) | 0,10 (02) | 0,00 (00) | 0,45 (09) 9 0,92
m| CN 20 |0,50(10)i|0,05(01)i|0,05(01)i| 0,60 (12)i 12 1,22
L RRA 0,625 20 |0,45(09)i|0,05(01)i|0,05(01)i| 0,55 (11)i 11 1,12
| |RRA125 20 |0,55(11)i|0,10(02)i| 0,00 (00)i| 0,65 (13)i 13 1,33
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RRA 2,5 20

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b =0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos, nos descendentes dos cruzamentos ST e
HB, tratados com trés concentracfes da fase acetato de etila obtido do caule de R. armata.
Verifica-se que as frequéncias de formacao de clones nos grupos tratados, variaram de 0,30 a
0,51, no ST e de 0,30 a 0,81; nédo diferem significativamente dos respectivos controles 0,61 no
ST e 1,02 no HB.
Tabela 3- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos descendentes dos

cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com a fase acetato de etila obtida do caule de
R. armata (RCA).

Total o
Frequéncia de
R Formacéo de
N. de Manchas por individuo ( no. de manchas) | Manchas 5
‘g Tratamento diag. estatistico® c!one /10
& e . c células por
= ~ . | Indiv. mwh L
S concentracéo (n) divisdo
>
= ) (N) MSP? MSG® MG’ T™M®
©|  (mg;mL) (1-2 céls)” | (>2 céls)”
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
mwh/flr®
CN 20 0,30 (06) | 0,00 (00) |0,00 (00) |0,30(10) 6 0,61
5| RCA 0,625 20 0,20 (04) i | 0,00 (00)i|0,10(02)i | 0,20 (04) - 4 0,40
RCAL,25 20 0,10 (02) - | 0,00 (00) i | 0,20 (04)i | 0,15 (03) - 3 0,30
RCA 25 20 0,20 (04)i | 0,05 (01)i|0,05(01)i |0,25 (05) - 5 0,51
mwh/flr®
CN 20 0,30 (06) |0,10(02) |0,10(02) | 0,50 (10) 10 1,02
m | RCA 0,625 20 0,30 (06) i | 0,10 (02) i | 0,00 (00) i | 0,40 (08) - 8 0,81
LI RCA 1,25 20 0,25 (05)i | 0,20 (04)i|0,00 (00)i | 0,45 (09) i 9 0,92
RCA 25 20 0,10 (02) - | 0,05 (01) i | 0,00 (00) i | 0,15 (03) - 3 0,30

“Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b = 0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ¢ Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.
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Ao analisar os resultados dos cruzamentos ST e HB (Tabela 4), tratados com

diferentes concentracfes da fase etandlico obtido do caule de R. armata, verifica-se, que as

frequéncias de formacéo de clones variaram 0,71 a 1,02 x 10° no ST e de 0,81 a 1,02 x 10™

no HB; ndo diferem estatisticamente dos respectivos controles.

Tabela 4- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos
descendentes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com a fase etandlico
obtido do caule de R. armata (RCH).

Manchas por individuo ( no. de manchas ) Total Frequéncia de
Tratamento |N.de |diag. estatistico® formacé&o de
e Manchas clone10®
g concentragédo | Indiv. MSP® MSG? MG’ T™® e cé:quasa%or
2l (mgmy |y |02 céls)® | (>2 céls)” W i
S ’ m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
~ Observado
©)
mwh/flr®
CN 20 0,20 (04) 0,10 (02) |0,00(00) 0,30 (06) 6 0,61
5 |RCA 0,625 20 0,35(07) |0,00(00) |0,00(00) |0,35(07) 7 0,71
RCA 1,25 20 0,40 (08)i |0,10(02)i |0,00(00)i | 0,50 (10)i 10 1,02
RCA 2,5 20 0,25(05)i 0,10 (02)i |0,05(01)i |0,40(08)i 8 0,81
mwh/flr®
CN 20 0,35(07) |0,10(02) |0,00(00) |0,45(09) 9 0,92
% RCA 0,625 20 0,30 (06) |0,05(01) |0,05(01)i |0,40(08) 8 0,81
RCA 1,25 20 0,40 (08)i |0,05(01)i |0,00(00)i |0,45(09)i 9 0,92
RCA 2,5 20 0,50 (10) 1 0,00 (00)i |0,05(01)i |0,55(11)i 11 1,02

“*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b =0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.

15




A tabela 5 apresenta os resultados da analise das frequéncias de formagdo de clones
obtidas nos descendentes dos cruzamentos ST e HB, tratados com diferentes concentracdes da
fase acetato de etila obtida das folhas de R. armata. Verifica-se que as frequéncias de
formacédo de clones variam de 0,51 a 0,81 no ST e de 0,71 a 1,33 no HB, ndo diferem

estatisticamente dos respectivos controles.

Tabela 5- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos
descendentes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativagdo (HB) tratados com a fase acetato de
etila obtido das folhas de R. armata (RFA).

Frequéncia de
Total formacéo de
o | Tratamento |N.de Manchas por individuo ( no. de manchas ) clone /10°
1= e diag. estatistico® Manchas | células por
GE) concentracdo | Indiv. divisdo
S mwh®
S| (mgmL) |(N) MSP® [ MSG® | MG [T™m®
(1-2 céls)’ | (>2 céls)” (n)
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
mwh/flr®
CN 20 0,20 (04) [0,10 (02) |0,00 (00) | 0,30 (06) 6 0,61
£5 | RFA 0,625 20 0,15 (03) i | 0,10 (02) i | 0,00 (00) i | 0,25 (05) i 5 0,51
RFA 1,25 20 0,35(07)i | 0,00 (00) i | 0,00 (00)i|0,35(07) i 7 0,71
RFA 25 20 0,35(07)i|0,05 (01) i | 0,00 (00)i|0,40 (08) i 8 0,81
mwh/flr®
CN 20 0,30 (06) |0,10(02) |0,10(02) |0,50 (10) 10 1,02
% RFA 0,625 20 0,55(11)i 0,10 (02)i | 0,00 (00)i | 0,65 (13)i 13 1,33
RFA 1,25 20 0,35 (07) i [ 0,05 (01) i | 0,05 (01) i | 0,45 (09) i 9 0,92
RFA 25 20 0,35 (07) i | 0,00 (00) i | 0,00 (00) i | 0,35 (07) - 7 0,71

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b =0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.

Analisando-se os dados obtidos com os tratamentos feitos a partir das fases
hidrometandlica e acetato de etila, da raiz; fase etandlica e acetato de etila do caule e a fase
acetato de etila das folhas de R. armata, nos descendentes dos cruzamentos ST e HB, verifica-
se que ndo apresentam atividade toxica, pois 0 numero de individuos resultantes no controle
negativo, ndo difere do obtido nos grupos tratados. Este resultado estd de acordo com o
encontrado por Cunha (2014), quando os referidos extratos foram testados em seis linhagens
celulares de adenocarcinoma humano: MCF-7 (ATCC-HTB-22, mama), 786,0 (ATCC-CRL-
1932, rim), PC-3 (ATCC-CRL-1435, prostata), NCI/ADR-RES (ovario resistente a maltiplos
farmacos), HT-29 (ATCC HTB-38, colon), HepG2 (ATCC HB-8065, hepatoma) e néo

apresentaram atividade citotoxica.
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Na literatura ha poucos relatos sobre a atividade biolégica de R. armata, as folhas e
raizes sdo utilizadas para o tratamento da gonorreia (DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2005), a
casca para combater o reumatismo (SINGH; RAGHUBANSHI; SINGH, 2002), para tratar
doencas inflamat6rias (CORREA, 1984b) e como cicatrizante (NOELLI, 1996).

Em estudos fitoquimicos realizados com as folhas de R. armata, verificou-se a
presenca de catequinas, esterdides, flavonas, taninos e xantonas, o extrato obtido das folhas
apresentou atividade antioxidante (VIEIRA et al., 2005) e antimicrobiana contra a Klebsiella
pneumoniae multirresistente (SOARES, 2006). A partir do caule, foram elucidadas estruturas
quimicas tais como monoterpendides do tipo iridoide entre elas o geniposideo, gardenosideo e
randinosideo (HAMERSKI et al., 2003).

Os resultados obtidos com as fases de R. armata, indicam que ndo apresentam
atividade genotoxica, pois a frequéncia de formacéo de clones por diviséo celular, nos grupos
tratados, ndo difere estatisticamente do obtido no controle negativo. Este trabalho é o primeiro
que avalia a atividade genotdxica de plantas do género Randia, a ndo genotoxicidade das fases

é relevante, considerando que varias partes da planta sdo utilizadas pela medicina popular.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos nos descendentes dos cruzamentos ST e

HB, tratados com diferentes concentracbes da fase hidrometandlica do latex do C. urucurana,
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verifica-se que a frequéncia de formacdo de clones obtida no controle negativo foi de 0,61, no

ST enquanto que no HB foi de 1,02, os tratados com a fase hidrometandlico, apresentaram

frequéncias de formagc&o de clones, entre 0,20 e 0,71 no ST e de 0,51 e 0,71 no HB; verifica-se que as

frequéncias de mutacbes encontradas nos grupos tratados ndo diferem estatisticamente das

obtidas no controle negativo.

Tabela 6 Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos descendentes
dos cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativagdo (HB) tratados com fase hidrometanélico obtido do
latex C.urucurana (LC).

Frequéncia de
N de Manchas por individuo ( no. de manchas) Total formacéo de
2| Tratamento ' diag. estatistico® clone /107
S e . células por
= ~ | Indiv. Manchas A
& | concentracao divisdo
S N MSP’ | MSG’ MG' T™? he
S| (mgmy | N [a2csls)| 2 celsy mw
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
(n)
mwh/flr®
CN 20 |0,30(06) |0,00(00) |0,00(00) |0,30(10) 6 0,61
5| LC 0,625 20 0,20 (04) i | 0,00 (00) i | 0,00 (00) i | 0,20 (04) i 4 0,40
LC 1,25 20 0,05 (01) - | 0,00 (00) i | 0,05 (01) i | 0,10 (02) - 2 0,20
LC 25 20 0,30 (06) i | 0,05 (01) i | 0,00 (00)i|0,35 (07) i 7 0,71
mwh/flr®
CN 20 0,30 (06) |0,10(02) |0,10(02) |0,50 (10) 10 1,02
@ LCO0,625 20 0,20 (04)i | 0,00 (00)i | 0,15 (03)i | 0,35 (07) - 7 0,71
LC 1,25 20 |0,20(04)i |0,05(01)i|0,00(00)i |0,25(05) - 5 0,51
LC 2,5 20 ]0,15(03)-(0,10(02)i|0,00 (00)i | 0,25 (05) - 5 0,51

“*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b = 0,05; ” Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.
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Os resultados dos testes de genotoxidade para os individuos descendentes dos
cruzamentos ST e HB, tratados com diferentes concentracdes da fase acetato de etila obtida
do latex do C. urucurana, estdo apresentados na Tabela 7. Verifica-se que a frequéncia de
formacdo de clones obtida no controle negativo, no ST é de 0,61, enquanto que nos tratados
variou de 0,40 a 0,92. No HB a frequéncia de formacdo de clones no controle foi de 1,02,

enguanto que nos tratados variou de 0,40 a 0,81.

Tabela 7 - Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos descendentes dos
cruzamentos padréo (ST) e de alta bioativagdo (HB) tratados com fase acetato de etila obtido do latex C.
urucurana (CUA).

Tratamento Manchas por individuo ( no. de manchas ) Total Frequéncia de
o N. de diag. estatistico® formacao de
= e MSP? MSG* clone /107
2 Indiv. MG' T™® Mgrx#as células por
‘§ concentragao (1-2 céls)® | (>2 céls)” diviséo
6 (N) m=5 m=2 (n)
(mg;mL) m=2 m=5 Observad
servado
mwh/flr®
CN
| CUA0625 | 20 |030(06) |0,00(00) |0,00(00) |0,30(10) 6 0,61
2 20 |0,15(03) - | 0,05 (01) i | 0,00 (00) i | 0,25 (05) i 5 0,51
CUA 125 20 |0,40(08)i | 0,05 (01)i|0,00 (00) i | 0,45 (09) i 9 0,92
CUA25 20 0,15 (03) - | 0,05 (01) i | 0,00 (00) i | 0,20 (04) i 4 0,40
mwh/flr®
o CN 20 10,30 (06) |0,10(02) |0,10(02) |0,50(10) 10 1,02
T | CUA0,625 | 20 |0,15(03)- |0,10(02)i|0,05(01)i |0,30 (06) - 6 0,61
CUA125 | 20 |0,15(03)- |0,00(00)i|0,05 (01)i|0,20 (04) - 4 0,40
CUA25 20 | 0,40 (08) - | 0,00 (00) i | 0,00 (00) i | 0,40 (08) - 8 0,81

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m,
fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a
= b =0,05; " Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples
mwh e para as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas
gémeas; (CN): Controle Negativo.

Comparando-se os resultados obtidos no controle negativo nos cruzamentos ST e HB,
(Tabelas 6 e 7) verifica-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa, entre os
grupos tratados com as fases hidrometanolico e acetato de etila obtidas do latex do C.
urucurana, ndo apresentando atividade genotédxica. Este € o primeiro trabalho que avalia a

atividade genotoxica do latex do C. urucurana. De acordo com Pieters (1993) os constituintes

19



desta planta sdo taninos, lignanas e o alcaloide tapsina conhecido pelas suas propriedades
antioxidante, anti-inflamatdria e citotoxica.

Na literatura sdo encontrados estudos sobre as atividades farmacoldgicas de plantas do
género Croton, algumas possuem propriedades medicinais outras tdxicas. Oliveira (2008)
avaliou as fases hexanica, etandlica, acetato de etila, diclorometano e cloroférmica obtidas do
latex do C. urucurana, todas apresentaram atividade antibacteriana in vitro.

As folhas e raizes do Croton heliotropiifolius sdo utilizadas para o tratamento de
reumatismo, febre, feridas, problemas estomacais entre outros (MACEDO, 2013). O
Crotonlechleri é utilizado como planta medicinal para tratar inflamacdes, feridas e Ulceras
estomacais (ZAVALLOS-POLLITO e TOMAZELLO, 2007). O latex do Croton lechleri,
apresentou atividade mutagénica no teste de Ames, com a linhagem TA 1535 de Salmonella
typhimurium, com ativacdo metabolica (LOPES et al., 2004). O crotoncrassifolius € utilizado
pela medicina popular para tratar cancer, € um potente inibidor da angiogénese, em zebrafish
e ndo apresenta atividade citotéxica (HUANG et al., 2015)

O latex do Croton palanostigma, apresentou efeito genotdxico, clatogénico e
aneugénico, em diferentes células de camundongo, nos ensaios Cometa e Microndcleo
(MAISTRO et al., 2013).

Os resultados obtidos na presente pesquisa indicam que nas concentragdes avaliadas o
latex do C. urucurana, ndo apresentou atividade genotdxica no ensaio SMART. Este
resultado difere dos encontrados com outros sistemas testes para o latex obtido do C. lechleri
e do C. palanostigma, este resultado pode ser atribuido as diferentes constituicbes quimicas
do latex das espécies estudadas. A ndo genotoxicidade dos extratos é relevante, considerando

gue os extratos de varias partes da planta sdo utilizados na medicina popular para os mais variados

fins.
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A tabela 8 apresenta as frequéncias de formacOes de clones observadas nos grupos

tratados com a lactona, 3’O-acetil-rubrenolideo, nas concentracdes 0,5; 1,0 e 2,0 mM, nos

descendentes do cruzamento ST, verifica-se que as frequéncias variaram de 0,40 a 0,61, ndo

diferem estatisticamente do observado no controle negativo 0,61. No HB, as frequéncias de

formagdes de clones variaram de 0,92 a 1,23 nos grupos tratados, enquanto o observado no

controle negativo foi 0,92. Os resultados obtidos nos descendentes ST e HB tratados com trés

concentracdes do 3 O-acetil-rubrenolideo sdo similares e ndo diferem estatisticamente dos

resultados obtidos nos respectivos controles negativo, ndo apresentam atividade genotdxica.

Tabela 8- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos
descendentes dos cruzamentos padrédo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com a lactona3’ O-
acetil-rubrenolideo (AR).

Manchas por individuo ( no. de manchas ) Frequéncia de
2 | Tratamento N. de diag. estatistico® Total focll’(;r:]ae(;i% ge
C
g € lindiv.| MsP* MSG® MG' TM? | Manchas | células por
S concentragéo divisio
5 (mM) (N) | (1-2 céls)® | (>2 céls)® mwh
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
(n)
mwh/flr®
CN 20 0,20 (04) |0,10(02) |0,00 (00) |0,30 (06) 6 0,61
U, AR 0,5 20 0,15(03) i [0,05(01)i|0,05(01)i |0,25(05) i 5 0,51
AR 1,0 20 0,15(03) i {0,05(01)i|0,10(02)i | 0,30 (06) i 6 0,61
AR 2,0 20 0,15 (03) i [ 0,00 (00)i|0,05(01)i | 0,20 (04) i 4 0,40
mwh/flr®
CN 20 0,35 (07) |0,10(02) |0,00 (00) |0,45 (09) 9 0,92
% AR 0,5 20 0,30 (06) i {0,15(03)i|0,00 (00)i | 0,45 (09) i 9 0,92
AR 1,0 20 0,45 (09)i {0,210 (02)i|0,00 (00)i |0,55(11) i 11 1,02
AR 2,0 20 0,50 (10)i 0,05 (01) |0,05(01)i |0,60 (12)i 12 1,23

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicacéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significAncia a = b =
0,05; * Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para
as manchas gémeas; ° Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples grandes; " Manchas gémeas; (CN):
Controle Negativo.
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Analisando-se os resultados obtidos nos descendente dos cruzamentos ST e HB
(Tabela 9), tratados com trés concentracdes da lactona rubrenolideo (LR) verifica-se que as
frequéncias de formacdes de clones nos grupos tratados variaram de 0,40 a 0,71 no ST e de
0,30 a 0,61 no HB, n&o diferindo estatisticamente do observado nos respectivos controles,
0,61 no ST e 0,92 no HB, estes resultados indicam que as respectivas lactonas ndo possuem

atividade genotdxica.

Tabela 9- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de D. melanogaster dos
descendentes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com a Lactona
rubrenolideo (LR).

Total
Frequéncia de
o | Tratamento | N.de | Manchas por individuo ( no. de manchas) | Manchas | formagdo de
c e diag. estatistico® clone /10®
8 concentracédo | Indiv. mwh*® células por
‘g divisdo
5 o | n) (n)
MSP? MSG* MG' T™?
(1-2 céls)° | (>2 céls)”
m=2 m=5 m=5 m=2 Observado
mwh/flr®
CN 20 0,20 (04) |0,10 (02) |0,00 (00) |0,30 (06) 6 0,61
= LR 0,5 20 0,15 (03) i | 0,00 (00) i | 0,05 (01)i | 0,20 (04) i 4 0,40
LR 1,0 20 0,10 (02) i | 0,10 (02) i | 0,00 (00) i | 0,20 (04) i 4 0,40
LNR2,0 |20 0,20 (04) i | 0,05 (01) i |0,10(02) i [ 0,35 (07) i 7 0,71
mwh/flr®
CN 20 0,35 (07) |0,10(02) |0,00(00) |0,45 (09) 9 0,92
% LR 0,5 20 0,20 (04) - | 0,10 (02) i |0,00 (00)i | 0,30 (06) - 6 0,61
LR 1,0 20 0,15 (03) - | 0,00 (00) i |0,05 (01)i|0,20 (04) - 4 0,40
LR 2,0 20 0,05 (01) - | 0,05 (01)i |0,05(01)i|0,15 (03) - 3 0,30

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo.
m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de
significancia a = b = 0,05; * Incluindo manchas simples flr® raras; © Considerando os clones mwh para
as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;  Manchas simples pequenas; ¢ Manchas simples
grandes; " Manchas gémeas; (CN): Controle Negativo.

As lactonas3’ O-acetil-rubrenolideoe e rubrenolideo, ndo apresentaram atividade

toxica, nas concentragdes avaliadas, pois ndo ocorreu reducdo no nimero de individuos dos
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grupos tratados quando comparado com o controle negativo. Também ndo apresentaram
atividade genotoxica, pois a frequéncia de formacéo de clones observada nos grupos tratados,
ndo difere da observada no controle negativo.

Na literatura ha poucos relatos sobre a atividade bioldgica das lactonas de origem
policetidica, especificamente 3’ O-acetil-rubrenolideoe e rubrenolideo, metabdlitos
secundarios, obtidos da planta Aniba heringerii (Lauraceae). Em estudos realizados por
Garcez et al (2013), as referidas lactonas apresentaram atividade larvicida, frente a larva do A.
aegypti.

A isobutillactona A (lactona de origem policetidica) induziu efeito citotoxico e
genotdxico em uma variedade de linhagens celulares, tais como Hep-2 (carcinoma de faringe
humano), CHO-K1(célula de ovério de hamster), HTC (hepatoma de rato) (GARCEZ et al.,
2005) e P-388 (leucemia linfoide de camundongo) (TSAI et al., 2002).

As lactonas 3’ O-acetil-rubrenolideoe e rubrenolideo, ndo apresentaram atividade
genotoxica nas concentracGes avaliadas, no ensaio SMART, este resultado difere do
encontrado para a isobutillactona A, no ensaio Cometa in vitro (GARCEZ et al., 2005).As
diferencas observadas podem ser atribuidas a estrutura das moléculas em questdo e o tipo de
ensaio realizado.

Verifica-se que as lactonas de origem policetidica, sdo utilizadas para o tratamento de
infeccdes respiratorias como a penumonia, a bronquite cronica, sinusite aguda, otites e
faringites. As referidas lactonas sdo agentes bacteriostaticos, que atuam pela ligagdo com o
RNA ribossomal subunidade 50S, interferindo na elongacéo da cadeia peptidica, blogueando
a biossintese das proteinas bacterianas, (NUSSBAUM et. al. 2006, OESTERHELT;
BRUNNER 2008).

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o protocolo de genotoxicidade, no ensaio SMART nos
descendentes dos cruzamentos ST e HB indicam que:

As fases hidrometanolica e acetato de etila, da raiz; fase etandlica e acetato de etila do
caule e a fase acetato de etila das folhas de R. armata, ndo apresentam atividade genotoxica,

As fases hidrometanolico e acetato de etila obtidas do latex do C. urucurana, ndo
possuem atividade genotdxica.

As lactonas 3’ O-acetil-rubrenolidece e rubrenolideo, ndo apresentam atividade

genotoxica.
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