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RESUMO

A familia Moreacea possui cerca de 50 géneros e 1500 espécies, no Brasil sdo encontradas 27
géneros com aproximadamente 250 espécies, constituidas por arvores e arbustos, 0s géneros
mais conhecidos sdo Artocarpus, Dorstenia e Brosimum. A Brosimum gaudichaudii Trécul, é
uma espécie nativa do cerrado, popularmente conhecida, como mama-cadela. A Dorstenia
brasiliensis Lam., é uma erva perene, conhecida popularmente como figueirinha. As folhas de
B. gaudichaudii T., sdo empregadas pela medicina popular como medicamento contra gripes e
bronquites. Nas cascas, raizes e frutos verdes desta planta sdo encontrados um principio ativo
utilizado no tratamento de doencas da pele tais como psoriase e do vitiligo. A D. brasiliensis L.
é utilizada pela medicina popular como anticonceptiva e antimalarica. Nestas plantas séo
encontradas as furanocumarinas, principalmente psoraleno e bergapteno, que possuem a
capacidade fotossensibilizante. Considerando a utilizacdo da B. gaudichaudii e D. brasiliensis
pela medicina popular para o tratamento de diversas doencas, além da auséncia de informagoes
sobre as possiveis atividades genotdxicas e ou fotogenotdxicas, Justifica-se a investigacdo
destas atividades por meio do ensaio SMART — Somatic Mutation And Recombination Test, em
celulas sométicas de Drosaphila melanogaster nas linhagens padréo (ST) e alta bioativacéo
(HB). Para tanto, foram utilizadas larvas de terceiro estadio de desenvolvimento das respectivas
linhagens, tratadas seguindo dois protocolos (genotoxicidade e fotogenotoxicidade). No
protocolo de genotoxicidade, os extratos etanélicos obtidos de raizes de B. gaudichaudii e D.
brasiliensis, foram avaliados em trés concentracdes (0,4; 0,8 e 1,6 mg/mL). Como controle
positivo utilizou-se 8-metoxipsoraleno (8-MOP) nas concentragdes de (0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL);
como controle negativo o solvente (dgua Milli-Q,1% de Tween-80 e 3% etanol. Para avaliar a
fotogenotoxicidade, grupos de larvas, foram transferidos para frascos de vidro contendo o0s
extratos, em trés concentragdes (0,4; 0,8 e 1,6 mg/mL), os quais foram irradiados com luz UVA
com comprimento de onda de 340 nm por 15 minutos, posteriormente foram transferidas para
frascos contendo meio de cultura. Os resultados observados nos descendentes MH dos
cruzamentos ST e HB, indicaram que 0s extratos e o controle positivo ndo sdo genotdxicos,
porém houve um aumento estatisticamente significativo nas freqiiéncias de todas as categorias
de manchas mutantes em presenca de irradiagdo UVA. Indicando que na presenca de irradiacdo
os extratos e 0 8-MOP apresentam atividade fotogenotoxica.

Palavras chaves: SMART. Vitiligo. Fitoterapico. Drosofila.
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1. INTRODUCAO

A familia Moreacea possui cerca de 50 géneros e 1500 espécies e no Brasil sdo
encontradas 27 géneros com aproximadamente 250 espécies, constituidas por arvores e
arbustos (JACOMASSI, et al., 2006). As espécies mais comuns desta familia sdo a amoreira
(Morus sp), a figueira (Ficus spp), a jaqueira (Artocarpus spp) e a fruta péo
(Artocarpus spp) e o0s géneros mais conhecidos no Brasil sdo Artocarpus, Ficus, Morus,
Dorstenia e Brosimum (WATSON; DALLWITZ, 2004).

A Brosimum gaudichaudii Trécul (Moreacea), uma espécie nativa do cerrado, com
ampla distribuicdo nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
popularmente conhecida, como mama-cadela, mamica-de-porco, mamica-de-cadela entre
outros (JACOMASSI, et al., 2006). Apresenta a madeira leve e macia com utilizacdo na
marcenaria, as plantas jovens sdo empregadas na fabricacdo de papel; as folhas e frutos
servem na dieta alimentar de bovinos, como forrageira (TATAGIBA, 2009). J& a Dorstenia
brasiliensis Lam. (Moreacea), € uma erva perene, tipica dos campos, sendo uma espécie
nativa do sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (BAUER, et al., 1986), conhecida
popularmente como figueirinha, carapia, contraerva, entre outros nomes (PLANTAMED,
2012).

A B. gaudichaudii T. tem sido utilizada em estudos multidisciplinares,
principalmente por suas propriedades medicinais (JACOMASSI, et al., 2006). E empregada
pela medicina popular como medicamento contra gripes, bronquites e como depurativo para o
sangue. Nas cascas, raizes e frutos verdes desta planta é encontrado um principio ativo
utilizado no tratamento de doencas da pele tais como psoriase, hanseniase, leucodermia,
micoses, dermatite, eczemas e do vitiligo que é uma doenca de despigmentacdo da pele com
prevaléncia de aproximadamente 2% da populacdo mundial (TATAGIBA, 2009).

Segundo Macedo e Ferreira (2004) B. gaudichaudii T., geralmente é usada na forma
de banho e chas, o 6rgdo mais utilizado ¢ a folha, seguido por cascas do caule, frutos, raizes e
sementes, em alguns casos a planta inteira também pode ser utilizada. B. gaudichaudii T.
(Moraceae), é mais utilizada na forma de banho para tratar o vitiligo e manchas na pele.

Nesta planta encontram-se as furanocumarinas, principalmente psoraleno e
bergapteno, que possuem a capacidade fotossensibilizante, sendo responsaveis pelo efeito da
repigmentacdo da pele. A partir da porcao inferior do caule e da raiz de B. gaudichaudii T.,
foi elaborado um medicamento comercializado pelo nome de Viticromin®, cujo mecanismo

de acéo ainda ndo esta esclarecido (LEAO, et al., 2005).



A D. brasiliensis L. é utilizada pela medicina popular como anticonceptiva,
antimalarica, anti-reumatica, diurética, estimulante digestivo, purgativo, sudorifera, ténico, a
partes utilizadas como medicamento sdo as raizes principalmente, mas pode utilizar a planta
por inteiro (PLANTAMED, 2012).

Segundo Bauer et al., (1986) D. brasiliensis L. também encontram-se as
furanocumarinas, principalmente psoraleno e bergapteno, que possuem a capacidade
fotossensibilizante que estdo sendo utilizados na terapia destas afec¢fes, combinando-se a sua
ingestdo com a exposicdo da luz UV-A.

Apesar da utilizacdo popular da B. gaudichaudii T. para tratar diversas doencas, ha
poucos relatos na literatura sobre as possiveis atividades bioldgicas (citotoxica, genotoxica e
fotogenotdxica) de extratos obtidos desta planta.

Em estudo fitoquimico da casca da raiz de B. gaudichaudii T., foram isolados
derivados do acido cindmico e diidrocinamico, dez cumarinas entre elas o psoraleno e
bergapteno (MONTEIRO et al., 2002). A utilizacdo de plantas contendo cumarinas ou
furanocumarinas com propdsitos medicinais datam de 2000 a.C., entretanto, suspeita-se que o
aumento do uso destas substancias na medicina popular esta ligado a alta incidéncia de cancer
de pele e outras desordens como mutagdo génica e aberragdes cromossomicas (DIAWARA;
TRUMBLE, 1997).

Os psoralenos, tais como o 8-metoxipsoraleno(8-MOP) e 4,5,8-trimetilpsoraleno
(TMP) sdo comumente utilizados em combinacdo com radiacdo ultravioleta A (UVA) a
irradiacdo da luz (PUVA) para o tratamento de varias doengas auto-imune, tais como psoriase,
vitiligo, linfoma cutdneo das células T, esclerose sistémica, artrite reumatoide e lGpus
eritematoso sistémico, entre outros (MESSER et al, 2012). Psoralenos sdo produtos naturais
(furocumarinas lineares) presentes em varias familias de plantas que sdo extremamente
toxicos para uma grande variedade de organismos procariéticos e eucarifticos
(FRANSCISCO etal, 2012).

Em decorréncia das atividades atribuidas as furanocumarinas é necessario determinar
0 teor destas substancias em plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos utilizados pelo
ser humano, assim como avaliar as possiveis atividades genotoxicas, para estabelecer medidas
de controle no uso indiscriminado. Considerando que as furanocumarinas, como a maioria das
cumarinas, sao substancias que absorvem energia na regido do ultravioleta (UV A) e, por isso,
sdo altamente reativas sob incidéncia de luz, podendo reagir com moléculas, tais com

oxigénio no estado fundamental, resultando na formacdo do oxigénio singlete (*O,) ou



radicais hidréxi (OH") ou superdxido (O;) e com as bases nitrogenadas do DNA, causando
mutacdes (VARANDA et al., 2002).

O teste SMART - Somatic Mutation And Recombination Test apresenta a vantagem
de utilizar um organismo eucarioto que possui curto periodo de geracdo (aproximadamente 10
dias a 25° C); caracteres morfoldgicos bem definidos; sistema enzimatico semelhante aos dos
mamiferos, que permite o metabolismo de agentes xenobiéticos; e grande numero de
linhagens mutantes, muito bem caracterizadas geneticamente (GRAF et al., 1996). E um teste
barato, que produz resultados confiaveis, inequivocos e reproduziveis.

D. melanogaster ¢ um organismo modelo adequado, pois possuem baixo custo de
manutencdo em laboratério; um ciclo de vida curto, que permite o nascimento de uma nova
geracdo a cada dez dias; a producgdo de proles numerosas, pois uma unica fémea pode gerar
centenas de descendentes; a complexidade das caracteristicas fenotipicas morfoanatdomicas e
metabolicas, (SEPEL; LORETO, 2010). E utilizado em pesquisa toxicoldgica
(MUKHOPADHYAY et al., 2003) e em experimentos de genotoxicidade (GRAF et al., 1984,
1998). Além disso, o Centro Europeu para a Validacdo de Métodos Alternativos recomendou
0 uso de D. melanogaster em pesquisas e testes (FESTING et al., 1998; BENFORD et al.,
2000).

Segundo Lamar et al., (2002), o ensaio SMART, foi utilizado para avaliar a atividade
genotoxica do extrato da planta Phyllanthus orbicularis HBK, neste sistema teste o extrato
aquoso P. Orbicularis ndo induziu mutagdes.

Téllez et al., (2007), investigou a genotoxicidade do fitoterapico e dos extratos
obtidos de Equisetum myriochaetum in vivo no ensaio de mancha da asa em D. melanogaster.
O ensaio SMART foi aplicado na versdo padrdo com a atividade basal biotransformacéo (ST),
bem como numa versdo variante com o aumento da capacidade de bioativacdo citocromo
P450-dependente (HB). O resultado deste estudo demonstrou que o fitoterapico e o extrato de
E. myriochaetum, sob as condigbes experimentais testadas, ndo sdo genotoxico em
experimentos in vivo.

Os dados encontrados com 0 SMART poderdo ser extrapolados para humanos, uma
vez que o sequenciamento do genoma da Drosophila melanogaster, revelou uma alta
conservagdo evolutiva quando comparado ao genoma humano, ndo apenas em nivel de
sequéncia de DNA, mas principalmente em relacdo as fungdes génicas, demonstrando alta
homologia genética (TINCKOO; RUSSELL, 2002).

Considerando a utilizacdo da B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L. pela industria de

fitoterapicos e pela medicina popular para o tratamento de diversas doencas, além da auséncia
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de informacOes sobre as possiveis atividades genotdxicas e ou fotogenotoxicas atribuidas a
estas plantas, justifica-se a investigacdo destas atividades por meio do ensaio SMART, em

células somaticas de Drosophila melanogaster nas linhagens ST e HB.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a frequéncia de manchas (mutacdes) obtidas nos grupos tratados com o
controle negativo.

¢ Relacionar a concentragéo utilizada com a freqliéncia de mutagdes.

e Comparar a frequéncia de mutacdes dos grupos tratados com 0s extratos associados a

luz ultravioleta (UV) com os resultados dos grupos tratados somente com 0s extratos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E PREPARACAO DOS EXTRATOS

As raizes do B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L. foram coletadas pela doutoranda
Adriana Elias Pires de Quevedo, do Programa de Pdés — Graduacdo em Salde e
Desenvolvimento da Regido Centro- Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
UFMS, no municipio de Campo Grande — MS, em outubro de 2010. As identificacdes das
espécies foram realizadas pelo Dr. Arnildo Pott e o material testemunho depositado no
CGMS, Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil sob a numeragéo 22325.

As cascas das raizes de B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L. foram secas em estufa
com circulacdo de ar a temperatura de 40°C até peso constante, triturada em moinho de facas
até po grosso segundo a Farmacopéia Americana 23, ou seja, 100% < que 0.840 pm e 40% <
250um. O poO foi submetido a determinagdo dos teores de umidade de cinzas totais
(Farmacopeia Brasileira, 42 edi¢cdo) e a analise organoléptica. O material pulverizado (600g)
foi submetido a extracdo por percolacdo com etanol-agua 7:3 na proporcdo vegetal/eluente de
20%. Apo6s a remocdo do etanol do percolado em evaporador rotatério a 40 °C, a solucdo

aquosa resultante foi liofilizada obtendo-se 0s extratos secos.
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Para ser utilizado no ensaio SMART, os extratos secos, foram diluidos em 1% de
Tween-80, 3% de etanol e agua Milli-Q, obtendo-se as concentracdes de 0,4; 0,8 e 1,6

mg/mL.

3.2 TESTE SMART

O SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais entre linhagens:
(mwh, flr3 e ORR) de D. melanogaster. Com essas linhagens foram realizados dois diferentes
cruzamentos: 1] cruzamento padrdo (ST- standard cross) entre machos “mwh® e
fémeas virgens “flr®”; e 2] cruzamento de alta bioativacdo (HB- high bioactivation cross)
entre machos, “mwh® e fémeas virgens “ORR/flr?”.

Para a coleta de ovos, os casais dos cruzamentos ST e HB, foram transferidos para
frascos contendo base A&gar-agar, coberta com uma camada de fermento bioldgico
suplementado com sacarose, onde permaneceram por um periodo de 8 horas. Posteriormente
as larvas de terceiro estadio de desenvolvimento 72+ 4 h foram lavadas e coletadas com agua
corrente com auxilio de peneira de malha fina. Foram tratadas seguindo dois protocolos
(genotoxicidade e fotogenotoxicidade): 1) Para avaliar a genotoxicidade, grupos de larvas
foram transferidos para frascos de vidros contendo 1,5 g de meio alternativo (puré instantaneo
de batata Y oki®) hidratado com trés concentracfes do extrato etanolico obtido das cascas das
raizes de B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L., em trés concentraces (0,4; 0,8 e 1,6
mg/mL). Como controle positivo foi utilizado o 8-MOP (metoxaleno, 8-metoxipsoraleno) nas
concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL; e como controle negativo — solvente (dgua Milli-Q,
1% de Tween-80 e 3% etanol); 2) Para avaliar a fotogenotoxicidade, grupos de larvas,
foram transferidos para frascos de vidro contendo o extrato obtido das cascas da raizes
do B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L., em trés concentraces (0,4; 0,8 e 1,6 mg/mL),
0s quais foram irradiados com luz UVA com comprimento de onda de 340 nm por 15
minutos, posteriormente foram transferidas para frascos contendo 1,5 g de meio de
cultura alternativo (puré de batata instantdneo Yoki® - Yoki Alimentos S.A.). Como
controle positivo foi utilizado o 8-MOP (metoxaleno, 8- metoxipsoraleno) nas concentracées
de (0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL) e como controle negativo o solvente ( 1% de Tween-80, 3% de
etanol e agua).

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genotipos: mwh + / + flr3 (trans-

heterozigoto marcado - MH) e mwh + / + TM?, Bd® (heterozigoto balanceado — BH) foram
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coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram destacadas e montadas entre laminas e
laminulas com solucdo de Faure e analisadas quanto & ocorréncia de diferentes tipos de

manchas mutantes, em microscépios opticos com magnificacao de 400 X.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados observados com 0s grupos tratados com extrato etanélico obtido das
cascas das raizes de B. gaudichaudii T. e D. brasiliensis L., em trés concentragdes (0,4; 0,8 e
1,6 mg/mL), foram avaliados estatisticamente por meio do teste Binomial Condicional
(KASTEMBAUN; BOWMAN,1970), com nivel de significincia a=p=0,05. As freqiiéncias
de cada tipo de mancha mutante por mosca foram comparadas com o0s respectivos controles
negativos, possibilitando a caracterizacdo dos resultados como positivos, fraco-positivos,
negativos ou inconclusivos (FREI; WURGLER, 1988). Na aplicagdo pratica do método de
decisdo, além da hipotese nula, elaborou-se uma hipotese alternativa especifica, que requer
uma freqiiéncia de mutacédo 2 vezes maior no tratado, do que a obtida no controle negativo.

A hipétese nula postula que ndo ha diferenca na freqiiéncia de mutacdes entre o
controle negativo e o individuo tratado, enquanto que a hipétese alternativa postula a priore,
que os resultados no tratamento tém um aumento nas freqiiéncias de mutacdes que € 2 vezes

maiores que a freqiiéncia espontanea observada no controle.

4. RESULTADOS

4.1 FREQUENCIAS DE MANCHAS MUTANTES OBTIDAS NOS DESCENDENTES
ST SEM IRRADIACAO UVA

Verifica-se que a frequéncia de mutac¢des obtidas no controle negativo foi de 0,30,
enquanto que 0s grupos tratados com extrato etanolico obtido das raizes de B. gaudichaudii L.
apresentaram frequéncias de mutagdes variando de 0,35 a 0,48 (Tabela 1) e com extrato
etandlico obtido das raizes de D.brasiliensis as frequéncias variaram de 0,38 a 0,73(Tabela 2).

Observa-se que 90% das manchas mutantes, obtidas nos grupos tratados com o0s
extratos da B. gaudichaudii L. e D. Brasiliensis estdo classificadas como simples pequena
formada por até duas células. Entretanto, os individuos tratados com 8-metoxipsoraleno

(8MOP) apresentaram frequéncias de manchas mutantes que variaram de 0,38 a 0,43,
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distribuidas em apenas duas categorias: mancha simples pequena e manchas simples grande.

Na auséncia de UVA os individuos que foram tratados com 8-MOP apresentam frequiéncias

de mutacdes que ndo diferem das que foram observadas nos grupos tratados com o extrato

etandlico.

Tabela 1- Freqliéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr’) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) apds tratamento com extrato
etandlico obtido da raiz da B. gaudichaudii L (EBG) sem irradiacdo UVA.

Concentragdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freqg. de mutagéo
mg/mL™* (N)  (1-2céls)® (>2céls) por 10" céls

ST m =22 m = 5° m =52 m =22

C.N. 20 10(0,25) 1(0,03) 1(0,03) 12(0,30) 1,23
8-MOP (0,1) 20 12(0,30)i 2(0,05)i 1(0,03)i 15(0,38)i 1,54
8-MOP (0,2) 20 13(0,33)i 2(0,05)i 0(0,00)i 15(0,38)i 1,54
8-MOP (0,4) 20 14(0,35)i 3(0,08)i 0(0,00)i 17(0,43)i 1,74

EBG (0,4) 20 14(0,35)i 0(0,00)i 1(0,03)i 14(0,35)i 1,43

EBG (0,8) 20 12(0,30)i 2(0,05)i 0(0,00)i 14(0,35)i 1,43

EBG (1,6) 20 16(0,40)i 3(0,08)i 0(0,00)i 19(0,48)i 1,95

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

# Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a

avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = = 0,05;

® Incluindo manchas simples fIr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

9 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, j& que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante fIr®,
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Tabela 2- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) apds tratamento com extrato
etanolico obtido da raiz da D. brasiliensis (EDB) sem irradiacdo UVA.

Concentragdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de mutacdo
mg/mL™* (N)  (1-2céls)® (>2céls) por 10" céls

ST m =22 m =52 m =5% m=2%

C.N. 20 10(0,25) 1(0,03) 1(0,03) 12(0,30) 1,23
8-MOP (0,1) | 20 12(0,30)i 2(0,05)i 1(0,03)i 15(0,38)i 1,54
8-MOP (0,2) | 20  13(0,33)i 2(0,05)i 0(0,00)i 15(0,38)i 1,54
8-MOP (0,4) | 20 14(0,35)i 3(0,08)i 0(0,00)i 17(0,43)i 1,74
EDB (0,4) 20 13(0,33)i 2(0,05)i 0(0,000i 15(0,38)i 1,54
EDB (0,8) 20 17(0,43)i 1(0,03)i 0(0,000i 18(0,45)i 1,84
EDB (1,6) 20 24(0,60)+ 4(0,10)i 1(0,03)i 29(0,73)+ 2,97

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

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

® Incluindo manchas simples flr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

9 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, j& que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante flr®,

4.2 FREQUENCIAS DE MANCHAS MUTANTES OBTIDAS NOS DESCENDENTES
HB SEM IRRADIACAO UVA

Verifica-se que a frequéncia de mutacdes obtidas no controle negativo foi de 0,38,
enquanto que 0s grupos tratados com extrato etanélico de B. gaudichaudii L. apresentaram
frequéncias de mutacGes variando de 0,35 a 0,45 (Tabela 3) e com extrato etandlico de
D.brasiliensis as freqliéncias variaram de 0,35 a 0,70 (Tabela 4).

Observa-se que 90% das manchas mutantes, estdo classificadas como simples
pequena formada por até duas células. Entretanto, os individuos tratados com 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) apresentaram frequéncias de manchas mutantes que variaram de
0,25 a 0,65, distribuidas em todas as categorias de manchas. As freqiéncias de mutacdes
observadas nos individuos que foram tratados com trés concentragdes de 8-MOP ndo diferem
significativamente das observadas nos grupos tratados com trés concentracdes do extrato

etanolico de B. gaudichaudii L e de D.brasiliensis.
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Tabela 3- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento alta capacidade de bioativacio (HB) ap6s
tratamento com extrato etanolico obtido da raiz da B. gaudichaudii L (EBG) sem irradiacdo UVA.

Concentracdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freg. de mutacéo
mg/mL"* (N)  (1-2céls)® (>2céls)® por 10" céls

HB m = 22 m =52 m =52 m=2%

C.N. 20 12(0,30) 2(0,05) 1(0,03) 15(0,38) 1,54
8-MOP (0,1) 20 10(0,25)- 0(0,00)i 0(0,00)i 10 (0,25)- 1,02
8-MOP (0,2) 20 15(0,38)i 3(0,08)i 1(0,03)i 19(0,48)i 1,95
8-MOP (0,4) 20 18(045)i 4(0,10)i 4(0,10)i 26 (0,65)i 2,66

EBG (0,4) 20 12(0,30)i 2(0,05)i 0(0,00)i 14(0,35)- 1,43

EBG (0,8) 20 16(0,40)i 0(0,00)i 0(0,00)i 16 (0,40)i 1,64

EBG (1,6) 20 15(0,38)i 2(0,05)i 1(0,03)i 18(045)i 1,84

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

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

® Incluindo manchas simples flr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

9 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, j& que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante flr®,

Tabela 4- Freqliéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento alta capacidade de bioativagio (HB) apds
tratamento com extrato etanolico obtido da raiz da D.brasiliensis (EDB) sem irradiagdo UVA.

Concentragdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de mutacao
mg/mL* (N)  (1-2céls)® (>2céls)® por 10" céls

HB m = 22 m = 52 m =52 m=2°%

C.N. 20 12(0,30) 2(0,05) 1(0,03) 15(0,38) 1,54
8-MOP (0,1) 20 10(0,25)- 0(0,00)i 0(0,00)i 10(0,25)- 1,02
8-MOP (0,2) 20 15(0,38)i 3(0,08)i 1(0,03)i 19(0,48)i 1,95
8-MOP (0,4) 20 18(0,45)i 4(0,10)i 4(0,10)i 26 (0,65)i 2,66

EDB (0,4) 20 14(0,35)i 0(0,00)i 0(0,00)i 14(0,35)- 1,43

EDB (0,8) 20 16(0,40)i 1(0,03)i 0(0,00)i 17(0,43)i 1,74

EDB (1,6) 20 28(0,70)+ 0(0,00)i 0(0,00)i 28(0,70)i 2,87

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

# Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significincia a = = 0,05;

® Incluindo manchas simples flr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

4 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, ja que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante flr®.
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4.3 FREQUENCIAS DE MANCHAS MUTANTES OBTIDAS NOS DESCENDENTES
ST COM IRRADIACAO UVA

Verifica-se que a frequéncia de mutacdes obtidas no controle negativo foi de 0,35,
enquanto que os grupos tratados com extrato etanélico de B. gaudichaudii L as frequéncias de
mutacdes variaram de 1,00 a 1,40 (Tabela 5). Com o extrato de D.brasiliensis as frequéncias
variaram de 0,90 a 4,98 (Tabela 6).

Observa-se que cerca de 80% das manchas mutantes estdo classificadas como
simples grande, formada por mais de duas células. Entretanto, os individuos tratados com 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) apresentaram uma frequéncia de manchas mutantes que variaram
de 2,55 a 2,68, distribuidas em todas as categorias: mancha simples pequena, manchas
simples grande e manchas gémeas; no entanto, ocorre uma prevaléncia de manchas simples
grandes. Os individuos que foram tratados com 8-MOP apresentam uma frequéncia de
mutacdes cerca de 2 vezes maior do que a observada no tratamento com o extrato etanélico de
B. gaudichaudii L., enquanto que os tratados com extrato etanolico de D.brasiliensis na
maior concentragdo (1,6 mg/mL), apresentaram uma frequéncia de mutacdo 2 vezes maior do
que a obtida com 8-MOP.
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Tabela 5- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) apés tratamento com extrato
etanolico obtido da raiz da B. gaudichaudii L (EBG) com irradiacdo UVA.

Concentracdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de
mg/mL"* (N) (1-2céls)® (>2céls)® m“tagi‘fg.f orio’

ST m = 22 m =52 m =52 m =22

C.N. 20 8 (0,20) 4 (0,10) 2 (0,05) 14 (0,35) 1,43
8-MOP (0,1) | 20  6(0,15)i 96(2,40)+ 4(0,10)i 106 (2,65)+ 10,86
8-MOP (0,2) | 20  12(0,30)i 85(2,13)+ 5(0,13)i 102 (2,55)+ 10,45
8-MOP (0,4) | 20 26 (0,65)+ 69 (1,73)+ 12(0,30)i 107 (2,68)+ 10,96
EBG (0,4) 20 5(0,13)- 33(0,83)+ 2(0,05)i  40(1,00)+ 4,10
EBG (0,8) 20 8(0,20)i 43(1,08)+ 4(0,10)i  55(1,38)+ 5,64
EBG (1,6) 20 14(0,35)i 39(0,98)+ 3(0,08)i 56 (1,40)+ 5,74

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.
# Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significincia a = p = 0,05;
® Incluindo manchas simples fIr® raras.
¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

9 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, j& que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante fIr®,

Tabela 6- Freqliéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr’) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) apds tratamento com extrato
etanolico obtido da raiz da Dorstenia brasiliensis (EDB) com irradiacdo UVA.

Concentragdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de
mg/mL™* (N)  (1-2céls)®  (>2céls)® pE}i‘Ss“‘f;s

ST m =22 m = 52 m =52 m=2°

C.N. 20 8 (0,20) 4 (0,10) 2 (0,05) 14 (0,35) 1,43
8-MOP (0,1) 20 6 (0,15)i 96 (2,40)+ 4(0,10)i 106 (2,65)+ 10,86
8-MOP (0,2) 20 12 (0,30)i 85(2,213)+ 5(0,13)i 102 (2,55)+ 10,45
8-MOP (0,4) 20 26(0,65)+ 69(1,73)+ 12(0,30)i 107 (2,68)+ 10,96
EDB (0,4) 20 9(0,23)i 25(0,63)+ 2(0,05)i  36(0,90)+ 3,69
EDB (0,8) 20 24(0,60)+ 37(0,93)+ 3(0,08)i 64 (1,60)+ 6,56
EDB (1,6) 20  105(2,63)+ 33(0,83)+ 51(1,28)+ 199(4,98)+ 20,39

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.
# Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; - , negativo; i, inconclusivo; m, fator de multiplicagdo para a
avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = 3 = 0,05;
® Incluindo manchas simples flr® raras.
¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;
4 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, ja que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante flr®.
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No cruzamento ST, os valores das frequéncias de mutacdes, dos grupos tratados com
0s extratos sem irradiacdo, sdo similares ao valor obtido no controle negativo. Entretanto os
grupos tratados com os extratos com irradiacdo UVA diferem significativamente do controle
negativo. Os grupos tratados com 8-MOP associados a UVA apresentaram uma freqiiéncia de
mutagdes 10 vezes maior do que a observada no grupo sem UVA. O 8-MOP e 0 extrato
obtidos B. gaudichaudii L. e de D. brasiliensis nas trés concentracfes avaliadas apresentam
efeito fotogenotoxico, quando comparados com os resultados obtidos no controle negativo
(Graficos 1 e 2).

Total de manchas no cruzamento ST

150
100
50
WSem UVA
0 H Com UVA

C.Neg.g pmop 8-MOP g \10p
(0,1) (0,2) )

EBG
©4)  (0,8)

EBG
(0,8)

EBG
(1,6)

C. Neg. — Controle negativo, 8MOP -8-metoxipsoraleno, EBG — Extrato etanélico Brosimum gaudichaudii

Gréafico 1- Numero total de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) do cruzamento padrdo (ST), ap6s os tratamentos com 8-MOP, B. gaudichaudii (EBG)
sem e com irradiagdo UVA.
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C. Neg. — Controle negativo, 8MOP -8-metoxipsoraleno, EDB — Extrato etandlico Dorstenia brasiliensis

Grafico 2- NUmero total de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) do cruzamento padrdo (ST), apds os tratamentos com 8-MOP, D. brasiliensis (EDB)
sem e com irradiagdo UVA.

4.4 FREQUENCIAS DE MANCHAS MUTANTES OBTIDAS NOS DESCENDENTES
HB COM IRRADIACAO UVA

Verifica-se que a frequéncia de mutacdes obtidas no controle negativo foi de 0,35,
enquanto que 0s grupos tratados com extrato etandlico de B. gaudichaudii L. apresentaram
frequéncias de mutacdes variando de 1,38 a 3,48 (Tabela 7) e os grupos tratados com extrato
etanolico de D. Brasiliensis as frequéncias de mutacdo variaram de 0,93 a 4,08 (Tabela 8).

Observa-se que mais de 50% das manchas mutantes estdo classificadas como
gémeas. Entretanto, os individuos tratados com 8-metoxipsoraleno (8-MOP) apresentaram
frequéncias de manchas mutantes que variaram de 0,80 a 2,25, distribuidas em todas as
categorias: simples pequena, simples grande e gémeas, com prevaléncia de manchas simples
grandes.

No cruzamento de alta capacidade de bioativacdo metabolica (HB), os valores das
frequéncias de mutacgdes, dos grupos tratados com os extratos sem irradiacao, sdo similares ao
valor obtido no controle negativo. Entretanto, as frequéncias de mutagdes, dos grupos tratados
com o extrato com irradiagcdo UVA, diferem significativamente do controle negativo,

apresentando atividade fotogenotdxica (Gréaficos 3 e 4).
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Tabela 7- Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento alta capacidade de bioativacio (HB) ap6s
tratamento com extrato etanolico obtido da raiz da B. gaudichaudii L (EBG) com irradiacdo UVA.

Concentracdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de
mg/mL"* (N)  (1-2céls)®  (>2céls)® mlitgg 2;5 o

HB m = 22 m = 52 m =5% m=2%

C.N. 20 13(0,33) 1(0,03) 0 (0,00) 14 (0,35) 1,43
8-MOP (0,1) 20 7(0,18)- 24(0,60)+ 1(0,03)i 32(0,80)+ 3,28
8-MOP (0,2) | 20 14(0,35)i 42(1,05)0+ 0(0,00)i 56 (1,40) + 5,74
8-MOP (0,4) 20 23(0,58)i 66(1,65)+ 1(0,03)i 90(2,25)+ 9,22
EBG (0,4) 20 6(0,15)- 20(0,50)+ 29(0,73)+ 55(1,38) + 5,64
EBG (0,8) 20 9(0,23)- 41(1,03)+ 70(1,75)+ 120 (3,00)+ 12,30
EBG (1,6) 20 15(0,38)i 49(1,23)+ 75(1,88)+ 139(3,48)+ 14,24

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

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

® Incluindo manchas simples fIr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

9 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, j& que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante fIr®,

Tabela 8- Freqliéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento alta capacidade de bioativagio (HB) apds
tratamento com extrato etanolico obtido da raiz da D.brasiliensis (EDB) com irradiacdo UVA.

Concentragdo | Indiv. MSP MSG MG ™ Freq. de
mg/mL"* (N)  (1-2céls)® (>2céls)® m“fé‘ ﬁ‘;? >

HB m = 22 m = 52 m =52 m=2%

C.N. 20 13(0,33) 1(0,03) 0 (0,00) 14 (0,35) 1,43
8-MOP (0,1) 20 7(0,18)- 24(0,60)+ 1(0,03)i 32(0,80)+ 3,28
8-MOP (0,2) 20 14(0,35)i 42(1,05)+ 0(0,00)i 56 (1,40)+ 5,74
8-MOP (0,4) 20 23(0,58)i 66 (1,65)+ 1(0,03)i 90 (2,25)+ 9,22
EDB (0,4) 20 21(0,53)i 9(0,23)+ 7(0,18)+ 37(0,93) + 3,79
EDB (0,8) 20 42 (1,05)+ 16(0,40)+ 9(0,23)+ 67 (1,68) + 6,86
EDB (1,6) 20 93(2,33)+ 33(0,83)+ 37(0,93)+ 163(4,08)+ 16,70

MSP: Mancha simples pequena; MSG: Mancha simples grande; MG: Mancha gémea; TM: Total de manchas.

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

® Incluindo manchas simples flr® raras.

¢ Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas;

4 Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM?, ja que o cromossomo balanceador TM® ndo
contém o gene mutante flr®.
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Gréafico 3- Numero total de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos

marcados (MH) do cruzamento de alta capacidade de bioativacdo (HB), ap6s os tratamentos com 8-
MOP, B. gaudichaudii (EBG) sem e com irradiagédo UVA.
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Gréafico 4- Numero total de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos

marcados (MH) do cruzamento de alta capacidade de bioativacdo (HB), ap0s os tratamentos com 8-
MOP, D. brasiliensis (EDB) sem e com irradiacdo UVA.
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5. DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que avalia a atividade genotoxica e fotogenotoxica do 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) e dos extratos etandlicos de B. gaudichaudii (EBG) e D.brasiliensis
(EDB) os quais contém furanocumarinas como bergaptneo e psoraleno.

Os resultados obtidos com EBG e EDB, sem irradiacdo (Tabelas 1 e 2), indicam que
nas condi¢cdes experimentais descritas, ndo exercem atividade genotoxica, pois as frequéncias
de mutacdes observadas, nos grupos tratados, ndo diferem significativamente quando
comparadas com o controle negativo.

A linhagem de alta bioativacdo (HB) possui altos niveis da enzima citocromo
oxidase, que detecta compostos ou metabolitos que depois de metabolizados se tornam mais
toxicos ou genotoxicos. O ensaio sem UVA (tabelas 3 e 4) com a linhagem HB, sugere que a
metabolizagdo dos compostos ndo aumentou a genotoxicidade das amostras-teste em relacéo a
linhagem padréo.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, estdo de acordo com o0s encontrados por
Cunha et al (2008), os quais trataram camundongos albinos, por via oral e intra peritoneal,
com exsudado da raiz B. gaudichaudii, para avaliar a toxicidade desta planta. Os resultados
obtidos indicam baixa toxicidade.

Comparando-se os resultados obtidos no controle negativo nos cruzamentos ST e HB
sem irradiacdo (Tabelas 1 e 2) com o controle negativo submetido a irradiacdo UVA (Tabelas
5 e 6), verifica-se que ndo houve diferencas entre os grupos tratados. Os dados da literatura
indicam que a radiacdo ultravioleta (UVA) pode ser absorvida por diferentes moléculas
celulares, incluindo o DNA, no qual provoca distor¢des estruturais. As lesdes mais comuns
induzidas pela radiacdo UVA sdo o ciclobutano de pirimidina e o fotoproduto (6-4)-
pirimidina-pirimidona (EKER et al., 2009). Estas lesGes podem ser reparadas pelas enzimas
fotoliases presentes em Drosophila (KIM et al., 1996) deste modo nédo verificou-se diferenca
entre os controles negativos (com e sem UVA).

As concentracOes avaliadas de 8-MOP, e dos EBG e EDB nos descendentes dos
cruzamentos ST e HB (graficos 1 e 2) indicam que ndo sdo genotdxicos, mas apés a radiacdo
UVA tornam-se fotogenotoxicos. Os resultados obtidos sdo devido a ativacdo das
furanocumarina com a irradiagdo UVA. Os dados encontrados estdo de acordo com a
literatura, pois a furanocumarina 8-metoxipsoraleno (8-MOP) associado a luz UVA é um
gerador de cross-linking no DNA, ocasionando quebras de fitas, ou ndo disjuncao, efeitos
mutagénicos e citotoxicos fotoinduzidos (QUEVEDO, 2011).
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Verifica-se que a fotogenotoxicidade induzida pelo 8-MOP, bem como pelos extratos
é dose resposta. Segundo Bethea et al. (1999), os danos causados no DNA pelo 8-MOP, em
doses subletais, pela radiacdo UVA, podem induzir reparos no DNA.

Todas as concentracdes dos EBG e EDB ap6s a irradiacdo com UVA apresentaram
uma alta frequéncia de manchas mutantes, distribuidas em todas as categorias, estes dados
indicam que os extratos geraram, além da quebra do DNA, recombinagdo (que é expressa
pelas manchas gémeas). Os resultados encontrados podem ser atribuidos a composicao
quimica dos extratos que apresentam além das furanocumarinas, piranocumarinas, cumarinas,
esteroides, triterpenos, entre outros (QUEVEDO, 2011).

Os resultados da presente pesquisa corroboram com 0s obtidos por Varanda et al
(2002), com o teste de AMES, com a linhagem TA 100 de Salmonella typhimurium, tratada
com extrato metanolico de B. gaudichaudii, indicaram que este extrato induziu um aumento
significativo de mutagdes, o estudo fitoquimico revelou que as furanocumarinas (psoraleno e
0 bergapteno) sdo os componentes majoritarios do extrato metandlico.

Furanocumarinas sdo uma classe de componentes naturais presentes em
muitos tipos de plantas usadas como alimentos, chas, em medicamentos fitoterapicos ou
cosméticos (MESSER et al, 2012). A exposic¢do a furanocumarinas € de interesse especial
toxicoldgico devido as suas propriedades fototdxicas e fotomutagénicas que tém sido bem
descrito em varios modelos in vitro e in vivo (SKLM, 2010 apud MESSER et al, 2012).

As furanocumarinas exibem estruturas triciclicas planares, hidrofébicas com dois
sitios fotorreativos (3,4-pirona e 4°,5’-dupla ligacdo furano), o que possibilita se intercalar
com as bases do DNA (BETHEA et al., 1999), no caso, as bases pirimidicas do DNA
(DIAWARA; TRUMBLE, 1997). Interagem com o DNA no tratamento com UVA,
formando fotoprodutos (LEVEQUE et al., 2002) que dependendo da dose, podem interferir
na replicacdo, sintese e reparo do DNA, levando a morte da célula (ZARABSKA et al.,
2000; TEREGUN et al., 1999) ou a inibicio da sintese de DNA. Acredita-se que a
inibicdo da sintese de DNA pode explicar o efeito benéfico do PUVA nas desordens
proliferativas como psoriase (LEVEQUE et al., 2002).

Apesar de o tratamento PUVA ter importante atividade terapéutica, os pacientes
estdo sujeitos a indesejaveis efeitos colaterais, tanto em curto prazo (eritema,
hiperpigmentagdo, genotoxicidade) como em longo prazo (catarata, risco de cancer de pele)
(CHIMICHI et al., 2002). O aumento no uso destas substancias na medicina tem sido ligado a
alta incidéncia de cancer de pele e outras desordens, assim como trocas entre cromatides

irmds, mutacdo génica e aberracBes cromossdmicas em humanos (DIAWARA; TRUMBLE,
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1997). Mesmo ap0s a interrupc¢do do tratamento ndo ha significante decréscimo do risco de
desenvolvimento de cancer de pele (NIJSTEN; STERN, 2003).

6. CONCLUSOES

Foi demonstrado por meio do ensaio SMART que o0s extratos obtidos de B.
gaudichaudii e de D. Brasiliensis, e o 8-metoxipsoraleno (8-MOP) apresentam atividade
fotogenotdxica induzida pela luz ultravioleta A (UVA). Estes resultados indicam que os
extratos obtidos destas plantas induzem quebras de fita do DNA, a utilizagdo destes extratos

associados a luz UVA podem contribuir para o desenvolvimento de cancer de pele.
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