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“[...]Toda a nossa ciéncia,
comparada a realidade,

é primitiva e inocente;

e, portanto,

é 0 que temos de mais valioso.”

(Albert Einsten)



RESUMO

Randia armata(Sw) DC.conhecida popularmente como “limoeiro do mato” pertencente a
familia Rubiaceae, foi selecionada para estudos da atividade antigenotoxica, em virtude de
apresentar metabolitos secundarios, alguns com estrutura inédita, os quais demonstraram
relevante atividade bioldgica in vitro. A miricitrina € um flavondide, que apresenta um bom
efeito em modelos de drogas antipsicoticas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito
antigenotoxico de extratos obtidos de R. armata, sendo avaliados o extrato etandlico e a fase
acetato de etila, considerando-se que em estudos anteriores a atividade genotdxica foi avaliada
e também avaliar a atividade genotoxica e antigenotdxica do flavonoide miricitrina. Para
tanto foi utilizado o ensaio SMART em células somaticas de Drosophila melanogaster
utilizando-se o cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativagdo metabdlica (HB). Em relacéo a
R. armata os resultados obtidos nos descendentes do cruzamento ST indicam que 0s extratos
etandlicos das folhas e do caule associados & DXR, reduziram significativamente as mutacdes
ocasionadas por DXR. No cruzamento HB, verificou-se que os extratos das folhas quando
associados a DXR, causaram efeito sinérgico, isto € potencializaram o efeito da DXR,
enguanto que os extratos do caule reduziram os efeitos genotoxicos. Ja a fase acetato de etila
tanto do caule como da raiz ndo apresentaram resultados significativos estatisticamente, sendo
qgue algumas concentracGes foram consideradas toxicas por terem induzido a morte dos
individuos. Esses resultados sugerem que os extratos das folhas e do caule apresentam
atividades diferentes, provavelmente devido aos diferentes metabdlitos secundarios
encontrados. J& a diferenca entre a fase acetato de etila e o extrato etanolico, pode estar
relacionado aos diferentes metabolitos secundarios isoladas em cada tipo de extrato (etandlico
e fase acetato de etila). Estudos fitoquimicos estdo em andamento para identificar os
componentes majoritarios de cada extrato. Os resultados observados com o flavonoide
miricitrina, em relacdo a sua genotoxidade, nas concentragdes estudadas ndo diferiram
estatisticamente do controle e em relacdo a avalia¢do do potencial antigenotoxico tanto para o
cruzamento ST quanto para o HB o flavonoide apresentou reducdo do nimero de manchas
mutantes, apresentando um efeito protetor.

Palavras-chave: Atividade sinérgica, Drosophila melanogaster, SMART, toxicidade.



SUMARIO

(O 1V 1210151607\ 1PN 8
2. OBUIETIVOS... .ottt sttt st n et st ne et e e ene e 10
N O o] 1= (A0 I T=T - 1 RS PS 10
2.2 ODJEtiVOS BSPECITICOS. .. .ueeviitiieiiiiiiie et 10

3. MATERIAL E METODOS ..ottt sttt en st 10
3.1 ODLENGAD UOS EXIFALOS .....viveeieiieieeiete sttt ettt bbb 10
3.2 TESIE SIMART .ttt et e bt e e be e et e e naeeebeennre s 11
3.3 ANAIISE ESTALISTICA .. vevvevevesiesiieiieie ettt bbbt 12

4, RESULTADOS ... .ottt sttt sttt ettt e sa et e nsese bt ene s 12
4.1 Avaliacdo antigenotdxica da Randia armata. ...........ccccceevveiieveciesicse e 12

4. 1.1 EXTrato €tAN0NICO ...cvveeiieiiieiiesiccese e b 12
4.1.2 Fase aCetato d BIlA..........coiveruiiieiieeee e 15

4.2 Avaliacdo genotoxica do flavonoide MiriCitring ...........cooeevvereiinieieneese e 18
4.3 Avaliacdo antigenotoxica do flavonoide MiriCitring ..........ccocoveveeiennienienereese e 20

B, DISCUSSAD ...ttt 21
8. CONCLUSAD ...ttt 24

REFERENCIAS ..ot e e et e e et et e e et e e s et e e et et e et et e s et e e es et e esesesereses e eesereesereeeeas 25



1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo utilizadas para tratar e curar diversas doencas, sendo essa
uma pratica observada facilmente em paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil
que apresenta uma grande riqueza de plantas medicinais (PERON et al., 2008),com uma flora
bastante diversificada em toda a sua extensdo, sendo que essa vegetacdo apresenta diversas
caracteristicas cujos principios ativos da maioria das plantas medicinais ainda séo
desconhecidos (VARANDA, 2006), porém mesmo na auséncia de conhecimento dos
principios ativos dessas plantas, as mesmas, sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacao de suas propriedades farmacologicas (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

Na flora brasileira encontram-se diversas familias que s&o referidas como medicinais,
dentre elas as familias Apocynaceae, Combretaceae, Fabaceae, Rubiaceae entre outras
(NETO; MORAIS, 2003), entretanto o conhecimento popular sobre plantas que sdo referidas
como medicinais apesar de muito valioso pode ser muito perigoso, pois a utilizagdo indevida
de certas espécies para fins medicinais pode acarretar efeitos colaterais e até mesmo a morte
do individuo (BOSCOLO; VALLE, 2008).

A familia Rubiaceae possui 9 000 espécies distribuidas em 550 géneros, sendo seus
principais géneros Psychotria, Galium, Ixora, Pavetta, Hedyotis, Tarenna, Randia, Gardenia,
Palicourea, Mussaenda Borreria e Rondeletia (JUDD et al., 2009). Essa familia possui
grande importancia econdmica, possuindo espécies que sdo exploradas como alimenticias,
ornamentais e farmacéutica, entretanto também possui espécies que sdo referidas como
medicinais e/ou toxicas e algumas que sdo consideradas venenosas (COELHO et al., 2006).

A familia Rubiaceae possui diversas espécies que sdo referidas como medicinais,
dentre elas temos a espécie Chiococca alba que apresenta as atividades antitumoral e
analgésica (GAZDA, 2004), Posoqueria acutifolia que apresenta potencial anti-inflamatorio e
analgésica (SOUZA et al.,, 2007) e Guettarda pophliana que apresenta potencial anti-
inflamatério (TESTA et al., 2012).

Neste estudo foi utilizada a espécie Randia armata, planta essa pertencente a familia
Rubiaceae, sendo conhecida popularmente como “limoeiro do mato”. O género Randia
apresenta de 250 espécies (JUDD et al., 2009), porém esse género é pouco referido na
literatura em estudos voltados para a farmacologia. Sendo que para a espécie R. armata foi
verificado sua eficacia sobre o parasita Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SANTOS et al.,
2013) e em relacdo ao género Gallardo-Casas (2012) afirma que a espécie Randia aculeata
atua no combate contra picadas de serpentes inibindo a necrose do tecido muscular, mesmo

que parcialmente, além de evitar a diminui¢édo dos niveis de plaquetas.



As plantas durante o seu metabolismo podem produzir diversas substancias quimicas
(BOSCOLO; VALLE, 2008), sendo assim, o metabolismo das plantas pode ser dividido em
metabolismo primario e metabolismo secundario. O metabolismo secundario da planta é
responsavel por produzir substancias que apresentem atividade biolégica com o objetivo de
proteger a planta, sendo que essas substancias podem ser divididas em trés familias de
moléculas principais, que sdo os compostos fenolicos, terpénicos e esteroides, e os alcaloides
(FUMAGALI et al., 2008).

Os compostos fenolicos sdo aqueles que possuem estruturas variaveis, dentre 0s
compostos fendlicos pode-se destacar os flavonoides, &cidos fendlicos, fendis simples,
curaminas, entre outros (SHAHIDI; NACZK, 1995 apud ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides sdo substancias de origem natural, que podem ser encontrados dentro
de uma dieta humana regular, estando presentes em vegetais, legumes, frutas entre outros
produtos (LOPES et al. 2000), podendo ser subdivididos em classes, sendo algumas delas a
classe das flavonas, flavonois, flavanonas, flavanas, chalconas, isoflavonas entre outras
(BRAVO, 1998), sendo que sdo conhecidos cerca de 4.200 tipos diferentes de flavonoides.

Diversos ensaios “in vivo” como “in vitro” comprovam e determinam as atividades
bioldgicas dos flavonoides, bem como, capacidade antioxidativa, atividade anti-inflamatoria,
efeito vasodilatador, acdo antialérgicas, entre outras (LOPES et al. 2000)

Além de possuirem atividades de interesse farmacoldgico, também existe um interesse
econémico pelos flavonoides, pelo fato de que alguns flavonoides apresentam cor, podendo
assim ser utilizados como pigmentos, importantes no processo de tanagem de couro, e
podendo também conferir cor e valor nutricional para alguns alimentos (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004).

A miricitrina (Fig 1) é um flavonoide pertencente a classe dos flavonéis (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004), podendo ser encontrado em Manilkara zapota (MA et al., 2003), e em
folhas de Eugenia uniflora (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995 apud AURICCHIO, 2003).
Esse flavonoide apresenta um bom efeito nos modelos de drogas antipsicoéticas, nao induzindo
agudamente efeitos extrapiramidais, sendo considerado um bom alvo farmacolégico, podendo
ser usado para o tratamento de doencas que apresentam psicose (PEREIRA, 2011).

Como nédo ha dados na literatura especializada sobre os efeitos antigenotdxicos para
extratos obtidos de Randia armata e do potencial genotoxico e ou antigenotdxico do
flavonoide miricitrina, portanto, justifica-se avaliar esses efeitos e encontrar nos resultados
dos testes laboratoriais evidéncias que comprovem ou refutem sua eficicia conforme

preconizado pelo uso popular.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos antigenotoxico de extratos obtidos de caule e folha de Randia
armata e os efeitos genotdxico e antigenotoxico do flavonoide miricitrina por meio do ensaio

SMART em células somaticas de Drosophila melanogaster.

2.2 Objetivos especificos

o Relacionar a concentracdo utilizada do extrato bruto e da fase acetato com os
efeitos antigenotoxicos.

o Comparar o efeito genotoxico da miricitrina em diferentes concentraces.

o Evidenciar o potencial antigenotoxico da miricitrina com a diminuicdo da

frequéncia de manchas mutantes observadas no teste SMART.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo dos extratos

O extrato etanolico (caule e folhas) e a fase acetato de etila (caule e folhas), ambos de
Randia armata (Figura 1), foram preparados e fornecidos pela Aymee Portela. O flavonoid
emiricitrina (Figura 2) foi isolada por Patrick da Silva Mirowski, ambos sdo Doutorandos em
Quimica (Enfase em Produtos Naturais), no Laboratorio de Pesquisa 1 (LP1) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande - MS, Brasil.

Figura 1. Randia armata (PAULUS, 2005).
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Figura 2. Estrutura do flavonoide miricitrina.

3.2 Teste SMART

O SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais entre as linhagens
(mwh, flr* e ORR) de D. melanogaster, com estas linhagens foram realizados dois diferentes
cruzamentos: 1] cruzamento padrdo (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas
virgens “flr3” (GRAF et al., 1984); 2] cruzamento de alta bioativacdo (HB - high
bioactivationcross) entre machos “mwh” e fémeas virgens “ORR; fIr®” (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992). Ovos dos dois cruzamentos foram coletados por 8 horas em frasco contendo
base de agar-agar coberta com uma camada de fermento bioldgico suplementado com acucar.
Larvas de terceiro estagio de desenvolvimento 72 + 4 h foram lavadas com agua corrente,
coletadas e transferidas para frascos de vidros contendo 1,59 de meio de cultura e tratadas
secundo dois protocolos (Genotoxicidade e Antigenotoxicidade).

1. Genotoxicidade - o flavonoide miricitrina foi avaliado nas concentracdes 0,5 .10,
1,0.102e2,0.102mM.

2. Antigenotoxicidade, em experimentos independentes o flavonoide miricitrina e o
extrato e fase obtidos de Randia armata, foram associados ao cloridrato de doxorrubicina. O
cloridrato de doxorrubicina (DXR), na concentracdo de 0,125 mg/mL, foi utilizado como
controle positivo, e como controle negativo — solvente (agua Milli-Q, 1% de Tween-80 e 3%
etanol), sendo que para o flavonoide miricitrina foram avaliadas as concentracdes de 0,25 .10
2,0,5.102 e 1,0 .102mM, enquanto que para o extrato etandlico e a fase acetato de etila de R.
armata foram avaliadas as concentragcdes 0,62, 1,25 e 2,3 mg/mL. Adultos emergentes
portadores dos dois tipos de genétipos: mwh + / + flr3ou mwh + / + TM3, Bd®, foram coletados
e fixados em etanol 70%, posteriormente as asas foram montadas entre laminas e laminulas e
analisadas, quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em microscopios
opticos.
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3.3 Analise estatistica

Os resultados observados do extrato etandlico e fase acetato de etila de R. armata e o0s
observados do flavonoide miricitrina foram avaliados estatisticamente por meio do teste
Binomial Condicional (KASTEMBAUN; BOWMAN,1970), com nivel de significancia
a=p=0,05. As frequéncias de cada tipo de mancha mutante por mosca foram comparadas com
0S respectivos controles negativos, possibilitando a caracterizagdo dos resultados como
positivos, fraco-positivos, negativos ou inconclusivos (FREI; WURGLER, 1988). Na
aplicacdo pratica do método de decisdo, além da hipotese nula, elabora-se uma hipétese
alternativa especifica, que requer uma frequéncia de mutagdo m vezes maior no tratado, do
que a obtida no controle negativo.

A hipotese nula postula que ndo ha diferenca na frequéncia de mutagdes entre o
controle negativo e o individuo tratado, enquanto que a hipotese alternativa postula a priore,
que os resultados no tratamento tém um aumento nas frequéncias de mutacGes que é m vezes
maior que a frequéncia espontanea observada no controle. Além disso, podem acontecer casos
em que ambas as hipdteses deverdo ser rejeitadas. Isto significa que o tratamento induziu uma
resposta genotoxica fraca, com uma frequéncia de danos que é significativamente menor que
m vezes a freqliéncia obtida no controle negativo (FREI e WURGLER, 1995).

Em relagdo ao protocolo de genotoxidade, para a substancia ser considerada toxica o
namero total de manchas mwh® nas concentracfes estudadas tem que ser igual a 2 x CN + 1.
Ja em relacdo ao protocolo de antigenotoxidade, considera-se uma substancia com efeito
protetor, aquela concentracdo que reduzir o nimero total de manchas acima de 30% quando a

mesma for comparada com o controle positivo.

4. RESULTADOS
4.1 Avaliacdo antigenotdxica da Randia armata.
4.1.1 Extrato etanolico

A tabela 1 apresenta as frequéncias de manchas mutantes por individuos, obtidas das
andlises dos descendentes do cruzamento padrdo (ST) e do cruzamento de alta bioativacéo
(HB), tratados com o extrato etanolico obtidos da folha de R. armata associado com
doxorrubicina.

Em relagdo ao cruzamento ST pode — se verificar que no controle negativo a
frequéncia de manchas por individuo foi de 0,45 enquanto que no controle positivo (DXR) foi
de 11,05. Verificando — se que os tratamentos com os extratos associados a doxorrubicina, a

concentracdo de 0,62 mg/mL apresentou o valor de 5,45 em relagéo a frequéncia do numero
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de manchas, ou seja, valor menor quando comparado com o controle positivo que foi de
11,05, apresentando reducdo do nimero de manchas de 54,37%. J& na concentracdo de 1,25
mg/mL do mesmo cruzamento, a frequéncia de manchas foi de 5,20, valor esse inferior se
comparado com a concentracdo de 0,62 mg/mL, sendo que a reducdo do numero de manchas
nesta concentracdo foi de 55,29%, enquanto que a concentracdo de 2,5 mg/mL apresentou a
frequéncia de manchas de 7,55 valor esse superior quando comparado as concentragcdes de
0,62 e 1,25 mg/mL, porém ainda inferior ao encontrado no controle positivo, apresentando
reducdo de 31,33% em relacdo ao nimero total de manchas.

O cruzamento HB apresentou o valor de 0,60 em relacdo a frequéncia de manchas no
controle negativo, enquanto que o controle positivo apresentou frequéncia de 7,45. Quando
observado os tratamentos, também associados a doxorrubicina, a concentracdo de 0,62
mg/mL apresentou uma frequéncia de manchas de 11,90, valor esse superior ao controle
positivo que foi de 7,45 apresentando portanto inducdo de mutagdo de -57,14%. J& a
concentracdo de 1,25 mg/mL ocasionou uma frequéncia de manchas de 13,60, sendo que
apresentou a inducdo de mutacdo de -81,63%, enquanto que a concentracdo de 2,5 mg/mL a
frequéncia de manchas foi de 9,05, valor esse inferior quando comparado as frequéncias
encontradas nas concentra¢des de 0,62 e 1,25 mg/mL, porém esse valor ainda é superior ao do
controle positivo e portanto, essa concentracdo também apresentou inducdo do nimero total

de manchas, que foi de -34%.
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Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
do cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com extrato etandlico de folhas de
R.armata (EF) associado a doxorrubicina.

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Gendtipose  N. diag.estatistico? Total R|
Conc. de MSP MSG MG ™ manc 17
(mg/mL) ind  (1-2 céls)® (>2 céls)® hasm %
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 wh®
mwh/flar?®
ST
C.N. 20 0,35 (07) 0,00 (00) 0,10 (02) 0,45 (09) 09
DXR 20 485(97)+  3,05(61)+ 3,15(63)+ 11,05(221)+ 217
EF0,62+DXR 20 1,40 (28)+  1,70(34)+ 2,35(47)- 5,45 (109) + 99 5437
EF1,25+DXR 20 1,95(39)+  1,60(32)+ 1,65(33)+ 5,20 (104) + 97 5529
EF25+DXR 20 3,70 (74)f+ 1,75(35)+ 2,10(42)+ 7,55 (151) f+ 146 31,33]
HB
C.N. 20 0,55 (11) 0,00 (00)  0,05(01) 0,60 (12) 12
DXR 20 265(53)+  3,10(62)+ 1,70 (34)+ 7,45 (149) + 147
EF0,62+DXR 20 520(104)+ 3,65(73)- 3,05(61)+ 11,90 (238)f+ 231  -57,141
EF1,25+DXR 20 6,550 (130) + 4,10(82)- 3,00 (60) + 13,60 (272)+ 267  -81,631
EF25+DXR 20 3,90 (78) + 2,70 (54) - 2,45(49)i 9,05 (181) f+ 181 -341

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de
multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05;

bIncluindo manchas simples flréraras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas; % R (|): porcentagem de reduc¢do; % | (1): porcentagem de indug&o.

A tabela 2 apresenta a propor¢do do nimero de manchas mutantes por individuos,
obtidos através das andlises dos descendentes dos cruzamentos ST e HB, tratados como
extrato etandlico obtido a partir do caule de R. armata associado a doxorrubicina. Em relacéo
ao cruzamento ST, podemos observar que a frequéncia do nimero de manchas do controle
negativo foi de 0,45 enquanto que no controle positivo foi de 11,05.

Ainda em relacdo ao cruzamento ST, podemos verificar que a concentracdo de 0,62
mg/mL desse extrato apresentou uma frequéncia de manchas de 2,45, valor esse muito
inferior quando comparado com o controle positivo que foi de 11,05, portanto essa
concentracdo apresentou reducdo de 78,80% do numero de manchas. Em relacdo a
concentracdo de 1,25 mg/mL a frequéncia foi de 4,35, apresentando reducdo de 62,67% do
numero de manchas, enquanto que a concentracdo de 2,5 o valor foi de 5,10 em relacdo a
frequéncia de manchas, reduzindo 58,52% do numero total de manchas em relagdo ao
controle positivo.

Observando-se o cruzamento HB, podemos verificar que a frequéncia de manchas do
controle negativo foi de 0,60 enquanto que o controle positivo foi de 7,45. J& em relacdo a
concentracédo de 0,62 mg/mL a frequéncia de manchas foi de 3,30, valor esse inferior quando
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comparado com o valor de 7,45 do controle positivo, sendo que apresentou reducdo de
59,18% do numero total de manchas, em relacdo ao controle positivo, enquanto que a
concentracdo de 1,25 mg/mL apresentou a frequéncia de 4,75, valor esse superior ao
encontrado na concentracdo de 0,62 mg/mL, reduzindo 38,09% do numero de manchas
mutantes.

Em relagdo a concentracdo de 2,5 mg/mL a frequéncia de manchas foi de 7,10 valor
esse muito préximo ao do controle positivo que foi de 7,45, sendo que devido a esse valor
muito proximo a reducdo do numero de manchas ndo apresentou valor estatisticamente

significativo.

Tabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
do cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com extrato etandlico do caule de
Randia armata (EC) associado a doxorrubicina.

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Genotipose  N. diag.estatistico? R|
Conc. de MSP MSG MG ™ Total 17
(mg/mL) ind  (1-2céls)®  (>2céls)® mancha %
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 smwh¢
mwh/flar®
ST
C.N 20 0,35(07) 0,00 (00) 0,10 (02) 0,45 (09) 09
DXR 20 4,85(97) + 3,05(61) + 3,15(63)+ 11,05(221) + 217
ECO0,62+DXR 20 0,95 (19) + 0,65(13)+ 0,85(17)+ 2,45(49) + 46 78,80]
EC1,25+DXR 20 1,10 (22) + 135(27)+ 1,40(28)+ 4,35(87)+ 81 62,67]
EC25+DXR 20 1,50 (30) + 2,15 (43)+ 1,45(29)+ 5,10 (102) + 90 58,52]
HB
C.N 20 0,55(11) 0,00 (00) 0,05 (01) 0,60 (12) 12
DXR 20 2,65(53) + 3,10(62) + 1,70(34)+ 7,45(149) + 147
EC0,62+DXR 20 1,35(27) + 0,95(19)+ 1,00 (20)+ 3,30 (66) + 66 59,18
EC1,25+DXR 20 1,50 (30) + 1,25(25)+ 2,00 (40)- 4,75 (95) f+ 91 38,09]
EC25+DXR 20 270(54)- 165(33)+ 275(55)+ 7,10 (142)- 140 -

@Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - ,

multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05;
bIncluindo manchas simples flréraras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas; % R (|): porcentagem de reduc¢do; % | (1): porcentagem de indugdo.

4.1.2 Fase acetato de etila

negativo; i, inconclusivo; m, fator de

A tabela 3 apresenta as frequéncias de manchas mutantes por individuos, obtidas das

analises dos descendentes dos cruzamentos ST e HB, tratados com a fase acetato de etila, que

foram obtidos das folhas de R. armata associados a DXR.

No cruzamento ST podemos observar que a frequéncia de manchas mutantes por

individuo no controle negativo foi de 0,60 enquanto que no controle positivo a frequéncia foi

13,20. J& nas concentracdes, a menor delas 0,62 mg/mL, apresentou frequéncia de 12,20,
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valor esse inferior quando comparado com o controle positivo, apresentando reducdo de
8,23% do numero de manchas mutantes quando comparado com o controle positivo. Na
concentracdo 1,25 mg/mL a frequéncia de manchas foi de 13,70, valor esse superior ao do
controle positivo, apresentando indugdo no ndmero de manchas mutantes de -4,31%.
Enquanto que a concentracdo de 2,5 mg/mL apresentou frequéncia de 10,45, valor esse
inferior ao controle positivo que foi de 13,20 e também a menor frequéncia encontrada entre
as concentracdes, para o cruzamento ST, entretanto apresentou reducéo de apenas 21,56% em
relacdo ao numero de manchas mutantes, quando comparado com o controle positivo, nao
sendo considerado significativo.

Em relacdo ao cruzamento HB o controle positivo apresentou frequéncia de manchas
mutantes de 12,45, sendo que a menor concentracdo, 0,62 mg/mL a frequéncia foi de 9,80
valor esse inferior ao do controle positivo apresentando reducdo de 26,10% do nimero de
manchas mutantes, quando comparado com o controle positivo, entretanto esse valor ndo é
significativo.

A concentracdo de 1,25 mg/mL foi considerada tdxica pois induziu a morte dos
individuos, sendo que foi possivel a analise de apenas 3 que sobreviveram, devido a isso as
proporcdes encontradas nessa concentragdo foram inconclusivas, ndo devendo ser levadas em
consideragdo. A concentracdo de 2,5 mg/mL também induziu a morte dos individuos, sendo
possivel a analise de apenas 10, mesmo assim a propor¢do do nimero de manchas mutantes
obtidos nessa concentracdo foi de 11,90 valor esse muito préximo ao do controle positivo que
foi de 12,45, entretanto as frequéncias obtidas nessa concentracdo também ndo podem ser

levadas em consideracao.
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Tabela 3. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
do cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativagdo (HB) tratados com fase acetato de etila obtidos da
folha de R.armata(FF) associado & doxorrubicina.

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Gendtipose  N. diag.estatistico? R|
Conc. de MSP MSG MG ™ Total 17
(mg/mL) ind  (1-2 céls)® (>2 céls)® mancha %
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 smwh°
mwh/flar®
ST
C.N. 20 0,45 (09) 0,15(03)  0,05(01) 0,60 (13) 12
DXR 20 1,95 (39) + 455(91) + 6,70(134) + 13,20 (264) + 255
FF0,62+DXR 20 2,85(57)+  3,90(78)- 545(109)- 12,20(244) - 234 8,23|
FF 1,25+DXR 20 3,50 (70) + 4,45 (89) - 5,75(115) - 13,70 (274) - 266 -4311
FF 2,5+DXR 20 1,80 (36) - 4,70 (94) - 3,95 (79) + 10,45(209) f+ 200 21,56]
HB
C.N. 20 0,60 (12) 0,05(01) 0,00 (00) 0,65 (13) 13
DXR 20 1,25 (25) + 5,60(112) + 5,60(112) + 12,45 (249) + 249
FF0,62+DXR 20 1,50 (30) - 4,45 (89) - 3,85(77) f+ 9,80 (196) f+ 184 26,10]
FF 1,25+DXR 03 1,33 (04) i 2,67 (08) + 3,33(10)i 7,33 (22) + 22 -
FF 2,5+DXR 10 2,50 (25) + 4,40 (44) - 5,00 (50) - 11,90 (119) - 112 -
aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de

multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = f = 0,05;
bIncluindo manchas simples flréraras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas; % R (|): porcentagem de reduc¢do; % | (1): porcentagem de indugdo.

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir das anélises dos descendentes
obtidos dos cruzamentos ST e HB que foram tratados com a fase acetato de etila obtidos do
caule de R. armata associados a DXR.

No cruzamento ST podemos observar que a frequéncia de manchas mutantes para o
controle positivo foi de 13,20, j& para a concentracao de 0,62 mg/mL foi de 18,90, valor esse
superior ao controle positivo, sendo assim essa concentragdo induziu o aumento de manchas
mutantes em — 36,86%, quando associado a DXR. Ja em relacdo a concentracdo de 1,25
mg/mL de mesmo cruzamento ndo foi possivel a analise dos individuos, pois a mesma foi
100% letal, em relagdo a concentragdo de 2,5 mg/mL durante a realizacdo dos experimentos
que as larvas de D. melanogaster quando entraram em contato com a substancia em tal
concentragdo migraram para a parede do frasco, ou seja ndo se alimentaram da substancia,
devido a esse fator tal concentragéo néo foi levada em consideracéo, podendo esse fator estar
relacionado com a presenca de alguma substancia toxica.

Em relacdo ao cruzamento HB a frequéncia de manchas mutantes no controle positivo
foi de 12,45, para a menor concentragdo 0,62 mg/mL a frequéncia foi de 14,83 valor esse

superior ao encontrado no controle positivo, entretanto esses valores ndo podem ser levados
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em consideracdo pois essa proporcéo foi obtida a partir da anélise de apenas 6 individuos, ou
seja, essa concentra¢do induziu a morte dos individuos, sendo assim considerada tdxica. Em
relacdo as concentracdes de 1,25 mg/mL foi novamente 100% letal, enquanto que para a
concentracdo de 2,5 mg/mL as larvas também nédo se alimentaram com a substancia a ser

testada.

Tabela 4. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
do cruzamento padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com fase acetato de etila obtidos do
caule de R.armata(FC) associado a doxorrubicina.

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Gendtipose  N. diag.estatistico? R|
Conc. de MSP MSG MG ™ Total 17
(mg/mL) ind  (1-2 céls)® (>2 céls)® mancha %
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 smwh°

mwh/flar?

ST

C.N. 20 0,45 (09) 0,15(03)  0,05(01) 0,60 (13) 12

DXR 20 1,95(39)+  455(91)+ 6,70(134) + 13,20 (264) + 255

FC0,62+DXR 20  2,55(51) - 6,75(135)f+ 9,70(194)f+ 18,90(379) f+ 349 -36,861

FC 1,25+DXR 00 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i - -

FC25+DXR 00 00 (00)i 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i - -

HB

C.N. 20 0,60 (12) 0,05(01) 0,00 (00) 0,65 (13) 13

DXR 20 1,25 (25) + 5,60(112) + 5,60(112) + 12,45 (249) + 249

FC0,62+DXR 06 150(09)-  6,33(38)- 6,83(41)-  14,83(89) - 83 -

FC1,25+DXR 00 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i - -

FC25+DXR 00 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i 00 (00) i - -

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de

multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05;
bIncluindo manchas simples flréraras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas; % R (|): porcentagem de reduc¢do; % | (1): porcentagem de indugdo.

4.2 Avaliacdo genotoxica do flavonoide miricitrina

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos a partir das analises dos descendentes
obtidos dos cruzamentos ST e HB que foram tratados com o flavonoide miricitrina, nao
estando associado com a doxorrubicina, portanto sé&o concentragdes ndo toxicas.

Para o protocolo de genotoxidade os resultados obtidos sdo comparados com o
controle negativo, que para o cruzamento ST apresentou 0,45 de frequéncia de manchas
mutantes e o HB foi de 0,60. Em relagéo ao cruzamento ST a menor concentragdo 0,5 .10°
mM ocasionou uma frequéncia de manchas mutantes igual a 0,65, enquanto que a
concentragio de 1,0 .10°mM foi de 0,60 e a concentracdo de 2,0 .102mM apresentou

frequéncia de 0,70, ou seja, para esse cruzamento todas as concentragdes apresentaram
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proporcdo de manchas mutantes superiores ao controle negativo. Entretanto pode-se afirmar
que nenhuma das concentragdes avaliadas, para esse cruzamento, é genotOxica, pois 0S
resultados obtidos em cada concentracdo nao diferem estatisticamente do controle.

Em relagdo ao cruzamento HB a menor concentragdo, 0,5 .10°mM, apresentou
frequéncia de 0,60 de manchas mutantes, valor esse igual ao do controle negativo, j& a
concentragdo 1,0 .102mM apresentou frequéncia de 0,55, valor inferior quando comparado
com o controle negativo, para a maior concentracdo a de 2,0 .10°mM a frequéncia de
manchas mutantes foi de 0,70, porém esses valores ndo diferem estatisticamente do controle.

Apesar de em ambos 0s cruzamentos as concentragdes estudadas apresentarem
frequéncias de manchas mutantes maiores ou iguais as encontradas no controle negativo, o
nimero total de manchas mwh® de cada concentracdo, ndo diferem estatisticamente do
controle negativo. Portanto esses resultados sugerem que nas concentracdes avaliadas este

flavonoide ndo apresenta potencial genotdxico.

Tabela 5. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
dos cruzamentos padrédo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com Miricitrina (Mir).

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Genotipos e N. diag.estatistico?
Conc. (mM) deind MSP MSG MG ™ Total
(N)  (1-2céls)>  (>2céls) manchas
m=2 m=5 m=5 m=2 mwh*

mwh/flar?
ST
C.N. 20 0,40 (08) 0,05(01) 0,00 (00) 0,45 (09) 09
Mir [0,5 102] 20 0,60 (12)+ 0,05 (01)+  0,00(00)+ 0,65 (13)+ 13
Mir [1,0107] 20 0,55 (11)+ 0,00 (00)+  0,05(01)+ 0,60 (12)+ 12
Mir [2,0 102] 20 0,60 (12)+ 0,05 (01)+  0,05(01)+ 0,70 (14)+ 14
HB
C.N. 20 0,45 (09) 0,10 (02) 0,05 (01) 0,60 (12) 12
Mir [0,5 109 20 0,55 (11)+  0,05(01)+  0,00(00)+ 0,60 (12)+ 12
Mir [1,0 109 20 0,50 (10)+ 0,05 (01)+  0,00(00)+ 0,55 (11)+ 11
Mir [2,0 107] 20 0,60 (12)+ 0,10 (02)+  0,00(00)+ 0,70 (14)+ 12
@Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de

multiplicac@o para a avaliag@o de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = = 0,05;
bIncluindo manchas simples flréraras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas;
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4.3 Avaliacéo antigenotdxica do flavonoide miricitrina

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos a partir das anélises dos cruzamentos ST e
HB tratados com o flavonoide miricitrina associado a doxorrubicina, sendo que a frequéncia
de manchas mutantes no cruzamento ST foi de 9,20 e a frequéncia do HB foi de 8,70, em seus
respectivos controle positivo.

No cruzamento ST os individuos tratado com 0,25 .102mM de miricitrina associado a
doxorrubicina, a frequéncia de manchas mutantes foi de 3,80 valor esse inferior quando
comparado com o controle positivo que foi de 9,20 sendo que nessa concentragdo ocorreu
reducdo de 58,79% do ndimero de manchas mutantes quando comparado com o controle
positivo.

Ja a concentracdo de 0,5 .10?mM apresentou frequéncia de 1,70 em relagio ao nimero
de manchas mutantes, sendo que essa concentracdo quando comparado ao controle positivo
apresentou redugdo de 81,31% do nimero de manchas mutantes. Enquanto que a maior
concentracéo a de 1,0 .102mM apresentou uma frequéncia intermediaria, quando comparado
com as trés concentragdes avaliadas, 2,30 em relacdo ao nimero de manchas mutantes, sendo
gue a mesma apresentou reducao de 76,37%.

Em relagio ao cruzamento HB, a maior concentracio 1,0.10?mM foi a que apresentou
menor frequéncia de manchas mutantes sendo 2,60 sendo inferior ao controle positivo que foi
de 8,70, sendo que a mesma apresentou reducdo do nimero de manchas de 69,59%, portanto
essa concentracdo foi a que apresentou maior efeito antigenotoxico no cruzamento de alta
bioativacdo, seguido pela concentragdo 0,5 .10°mM que apresentou frequéncia de 4,05 em
relacdo a proporcdo do ndmero de manchas mutantes, reduzindo 52,63%. A menor
concentracdo 0,25 .102mM foi a que apresentou menor atividade antigenotoxica,
apresentando 4,60 em relacdo a frequéncia de manchas mutantes, reduzindo 46,19% das

muta¢des quando comparado com o controle positivo.
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Tabela 6. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes de D. melanogaster
dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) tratados com Miricitrina (Mir) associado a
DXR.

Manchas por individuo (n°. de manchas)

Genotipose  N. diag.estatistico? R|
Conc. (mM)  dei MSP MSG MG ™ Total 17
nd  (1-2céls)® (>2 céls)® mancha %
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 smwh®
mwh/flar®
ST
C.N. 20 0,40 (08) 0,05 (01) 0,00 (00) 0,45 (09) 09
DXR[0.2] 20 2,40 (48) + 3,60 (72) + 3,20(64)+ 9,20 (184) + 182
Mir[0.25] +DXR 20 1,15 (23) + 0,60 (12) + 1,05(21)+ 3,80(76) + 75 58,79]
Mir[0.5]+DXR 20 1,80 (18) + 0,55(11)+ 0,25(05)+ 1,70 (34) + 34 81,31]
Mir[1.0]+DXR 20 1,80 (18) + 0,70 (14)+ 0,70 (14)+ 2,30 (46) + 45 76,37]
HB
C.N. 20 0,45(09) 0,10 (02) 0,05 (01) 0,60 (12) 12
DXR[0.2] 20 2,65(53) + 3,35(67)+ 2,70 (54) + 8,70 (174) + 171
Mir[0.25] +DXR 20 1,20 (24) + 2,05 (41)+ 1,35(27)+ 4,60 (92) + 92 46,19]
Mir[0.5]+DXR 20 0,95 (19) + 1,70 (34)+ 1,40 (28)+ 4,05(81) + 81 52,63]
Mir[1.0]+DXR 20 0,90 (18) + 1,00 (20)+ 0,70 (14)+ 2,60 (52) + 52 69,59]

@Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de
multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05;

bIncluindo manchas simples flr3raras;® Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas
gémeas; % R (|): porcentagem de reducéo; % I (1): porcentagem de indugo.

5. DISCUSSAO
Se compararmos as tabelas 1 e 2 em relagdo ao cruzamento ST, podemos verificar que

0s extratos etandlicos obtidos a partir do caule de R. armata tiveram uma maior atividade
antigenotoxica reduzindo o nimero de manchas de 58,52% a 78,80% nas concentracGes
analisadas, enquanto que nos extratos obtidos a partir das folhas a reducdo do nimero de
manchas variou entre 31,33% e 55,29%, sendo que nos extratos obtidos do caule a
porcentagem de reducdo maior foi verificado na concentracdo de 0,62 mg/mL enquanto que
nos extratos obtidos das folhas foi na concentragdo de 1,25 mg/mL. Em relacdo & menor
reducdo, em ambos os extratos foi verificado na concentracdo de 2,5 mg/mL.

Em relacdo ao cruzamento HB, quando comparamos as tabelas 1 e 2 podemos
verificar que nos extratos obtidos das folhas todas as concentragdes induziram ao aumento no
numero de mutacdes, em relacdo ao controle positivo, potencializando assim o efeito
genotoxico da doxorrubicina, ou seja, neste caso apresentou atividade sinérgica, enquanto que
nos extratos obtidos do caule de mesmo cruzamento, nenhuma das concentragdes induziu ao
aumento do numero de manchas em relagdo ao controle positivo, sendo que as duas menores

concentragdes, 0,62 e 1,25 mg/mL, reduziram o nimero de manchas em 59,18% e 38,09%
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respectivamente, enquanto que a concentracdo de 2,5 mg/mL apesar de ndo ter apresentado
uma reducdo do numero de manchas significativas, também ndo induziu ao aumento do
numero de manchas.

Quando comparados os dados obtidos dos extratos de folha (Tabela 1) com os do caule
(Tabela 2) podemos notar uma diferenga em relagdo ao nimero de manchas reduzidas, sendo
que os extratos obtidos a partir do caule apresentaram uma maior atividade antigenotdxica em
relacdo aos extratos obtidos a partir das folhas, podendo este fator estar relacionado com
metabdlitos secundarios obtidos em cada extrato.

Se compararmos os resultados obtidos das anélises dos co-tratados com fase acetato de
etila da folha (tabela 3) com os co-tratados com a fase acetado de etila do caule (tabela 4),
podemos verificar que tanto folha quanto caule ndo apresentaram potencial antigenotoxico
significativo, sendo que para a fase acetato de etila obtido do caule na concentracdo de 1,25
mg/mL foi considerada letal, tanto para o cruzamento ST quanto para o HB, j& na fase acetato
de etila obtido da folha apenas foi letal no cruzamento HB.

Ambos os tratamentos (extrato etandlico e fase acetato de etila), quando associados a
doxorrubicina apresentaram efeito sinérgico, ou seja, potencializaram o efeito toxico da
doxorrubicina, sendo que essa atividade sinérgica também foi observada por Guterres et al.
(2015) em estudos do extrato aquoso das partes aéreas de Momordica charantia
(Cucurbitaceae), tanto no cruzamento ST quanto no HB, e por Fernandes et al. (2014) em
extratos etandlicos da propolis.

Entretanto, Silva (2015) afirma que a fase acetato de etila obtido das folhas e do caule
de R. armata ndo apresentaram potencial genotdxico. Essa diferenca entre a fase acetato de
etila e o extrato etandlico pode estar ligado as diferentes substancias que foram extraidas em
cada extrato, sendo que em comunicacdo pessoal Aymee Portela, informou ter obtidos
iriddides, na fase acetato de etila; Souza et al. (2013) em seus estudos fitoquimicos com a
familia Rubiaceae, afirma que algumas espécies, das quais estudou, apresentam iridoides, e
Bolzani et al. (1996) afirma que irid6ides podem apresentar atividade antifangica.

Santos et. al. (2013) em seus estudos sobre a eficacia de plantas medicinais sobre
Rhipicephalus (Boophilus) microplus afirma que Randia armata apresenta uma eficécia
moderada. Em se tratando do género Randia, Gallardo-Casas et al. (2012) afirma que Randia
aculeata atua inibindo a necrose do tecido muscular, mesmo que parcialmente, em casos de
picadas de cobras, além de evitar a diminui¢cdo do nimero de plaquetas.

Em relacéo as atividades bioldgicas apresentadas pela familia Rubiaceae, Souza et al.

(2007) observou o efeito anti-inflamatorio do extrato metandlico de Posoqueria acutifolia
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sendo que o mesmo foi avaliado por meio do edema de pata de ratos induzido por
carragenina. Souza et al. (2007) afirma ainda que o extrato metandlico de P. acutifolia possui
atividades analgésicas sobre o sistema nervoso periférico e central.

Ainda em relacdo as atividades biologicas apresentadas pela familia Rubiaceae Gazda
(2004) em estudo do perfil quimico realizado em cromatografia liquida de alta eficiéncia e
deteccdo por ultravioleta, afirma que Chiococca alba indicou a presenca de iriddides e/ou
seco-iridoides e afirma que as raizes de C. alba demonstram uma boa atividade analgésica por
via oral no modelo de inibicdo do nimero de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético por via intraperitonial. Gazda (2004) afirma ainda que o extrato etanolico das raizes de
C. alba sobre o teste com microcrustaceo apresenta atividade citotdxica atribuindo esse fator a
atividades antitumorais.

Testa et al. (2012) avaliou a atividade anti-inflamatoria para o extrato bruto das folhas
deGuettarda pohlianaMull.Arg. e de suas fragdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
hidrometandlica e do extrato bruto das raizes e suas fracOes acetato de etila e hidrometandlica,
sendo que foi avaliado através do modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton em
camundongos, sendo que 0 mesmo concluiu que tanto o extrato bruto das folhas quanto das
raizes e das respectivas fracdes obtidas a partir desses extratos apresentam atividade anti-
inflamatoria sobre o edema induzido por 6leo de croton.

Os resultados encontrados para a avaliacdo da atividade genotoxica do flavonoide
miricitrina corroboram com os obtidos por Hobbs et al. (2015), os quais utilizaram o ensaio
de mutagéo reversa com as linhagens TA98, TA100, TA97a, TA1535 de Salmonella e com a
linhagem WP2 uvrA (pKM101) de Escherichia coli, para avaliar a agdo da miricitrina,
verificaram que este flavondide ndo induziu mutac@es génicas. Os ensaios do Micronucleo e
Cometa foram empregados em fémeas de camundongos da linhagem B6C3F1 tratadas com
miricitrina para avaliar 0s possiveis danos genéticos, os resultados obtidos indicaram que a
miricitrina ndo apresenta potencial genotdxico in vivo. Também estdo de acordo com os
resultados obtidos por Sotibran et al. (2011), quando avaliaram o potencial genotéxico do
acido clorogénico, kaempferol, quercetina e quercetina 3-d-glicosideo, e com Fernandes et al.
(2015) para o flavonoide vitexina, sendo que nenhum desses flavonoides apresentou atividade
genotoxica, nas células somaticas de Drosophila melanogaster.

Em relagdo a avaliagdo antigenotoxica do flavonoide miricitrina, podemos dizer que
esse flavonoide apresentou potencial antigenotdxico, pois em todas as concentraces
avaliadas, o flavonoide reduziu o nimero de manchas mutantes acima de 30%, sendo que

chegou a reduzir até 81,31% na concentracio 0,5 .10°mM do cruzamento ST. Esse potencial
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antigenotdxico da miricitrina, quando associado & DXR, no ensaio SMART, pode ser
atribuido a sua acéo antioxidante, pois um dos mecanismos genotdxicos da DXR é a producéo
de radicais livres.

Os antioxidantes, segundo Pereira et al. (2009), possuem reconhecida acdo contra o
estresse oxidativo, auxiliando assim na prevengdo de carcinomas e outros males que podem
acometer seres humanos. Contudo Bianchi e Antunes (1999) destacam que compostos
antioxidantes devem estar presentes em concentracGes ideais, pois em excesso tornam-se
toxicos podendo interferir na atividade enzimatica e estrutural de uma célula.

Os flavonoides como a miricitrina possuem a capacidade de sequestrar as espéecies
reativas de oxigénio (DOMITROVIT et al, 2015), exercendo assim a atividade
antimutagénica, antioxidante e antitumoral (CHEN et al., 2013), a atividade antigenotdxica
obtida no ensaio SMART, estd de acordo com os resultados encontrados por Edenharder e
Grlinhage (2003). A miricitrina ¢ um flavondide que também tem a capacidade de inibir
proteinas quinases como a PI-3K, PKC, inibe a ativacdo do NF-kB, diminui a producéo de
oxido nitrico e induz a apoptose. Tem propriedade analgésica e anti-inflamatéria (MEOTTI et
al., 2007). As acdes biologicas dos flavonoides nos organismos estdo relacionadas com a
estrutura quimica destes que sdo semelhantes as bases dos acidos nucléicos, coenzimas,

hormonios esteroides e neurotransmissores (HAVSTEE, 2002).

6. CONCLUSAO
o O extrato etanolico obtidos das folhas no cruzamento ST apresentou uma boa

atividade antigenotoxica, entretanto apos a metabolizacdo dessa substancia (cruzamento HB)
a mesma teve efeito sinérgico, potencializando o efeito toéxico da DXR.

. O extrato etandlico obtido a partir do caule apresentou Otima atividade
antigenotdxica, sendo que em ambos 0s cruzamentos apresentou reducdo do numero de
manchas, sendo que ap6s metabolizado (cruzamento HB) as menores concentracdes tiveram
as redugdes mais significativas.

o Os resultados para o extrato etanolico sugerem que as folhas e o caule
apresentam atividades diferentes, possivelmente devido aos diferentes constituintes quimicos
encontrados nas folhas e caule.

o A fase acetato de etiladepois de metabolizada, tanto para caule quanto para raiz
ndo apresentou atividade antigenotoxica, além disso, foi considerada toxica por ter induzido a

morte dos individuos.
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o A diferenca observada entre a fase acetato de etila e 0 extrato etanolico pode
estar associada aos diferentes metabolitos secundarios que foram obtidos.

o O flavonoide miricitrinando apresentou atividade genotoxica, sendo que na
investigacdo sobre seu potencial antigenotdxico os resultados foram positivos, sendo que o
mesmo apresentousignificativas redugdes de manchas mutantes, tanto para o cruzamento ST

guanto para o cruzamento HB.
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