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RESUMO

Pogonopus tubulosus (A. Rich.) K. Schum (Rubiaceae) ¢ uma planta que cresce em florestas
subtropicais da América do Sul fornece uma das numerosas drogas chamada "Falsa quina"
utilizada no tratamento da malaria. Deste espécime ja foram isolados os alcaloides tubulosine,
psicotrina e cefalina, os quais apresentaram atividade antimal&ria in vitro e in vivo. O presente
trabalho avaliou os efeitos citotoxicos e genotoxicos dos extratos etandlicos obtidos das
cascas do caule, dos frutos e das fracbes obtidas de P. Tubulosus, por meio do ensaio
SMART, com linhagens especificas de Drosophila melanogaster. Para tanto, foram utilizados
dois cruzamentos: [1] Cruzamento padrdo - ST; [2] Cruzamento de alta bioativacao
metabdlica — HB. Larvas de terceiro estddio de desenvolvimento, resultantes destes
cruzamentos foram tratadas cronicamente por 48 horas com o0s extratos etandlicos de casca do
caule e de fruto nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/mL,; as fracdes alcaloidica foram
avaliadas nas concentracfes de 0,12; 0,25 e 0,50 mg/mL e a ndo alcaloidica foi avaliada nas
concentragdes de 0,5; 1,0, 2,0 e 4,0 mg/mL. Como controle positivo utilizou-se o
quimioterapico cloridrato de doxorrubicina- DXR (0,125 mg/mL) e como controle negativo o
solvente contendo &gua destilada, 1% de Tween-80 e 3% etanol. As frequéncias de manchas
mutantes observadas nos grupos tratados foram comparadas as obtidas no controle negativo.
Os resultados observados nos descendentes MH dos cruzamentos ST e HB, indicaram que o
extrato etandlico e as fracGes ndo alcaloidica ndo foram genotdxica, ja que os resultados ndo
diferiram dos encontrados no controle negativo. No entanto, a concentracdo de 4,0 mg/mL do
extrato etandlico e da fracdo ndo alcaloidica foram citotoxica, pois os individuos néo
chegaram a fase adulta. Verificou-se também atividade citotoxica na fragdo alcaloidica nas
concentracdes avaliadas, visto que todas as larvas que foram submetidas a esse tratamento
morreram.

Palavras chaves: Malaria. Alcaloide. Medicina popular. SMART.
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1. INTRODUCAO

A familia Rubiaceae possui distribui¢cdo cosmopolita, concentrada nos tropicos, sendo
a maioria arvores de pequeno porte ou arbustos muito frequentes no sub-bosque, incluindo
aproximadamente 550 géneros e 9000 espécies. No Brasil é representada por cerca de 120
géneros e 2000 espécies, sendo uma das principais familias de nossa flora (SOUZA;
LORENZI, 2008; TAYLOR et al., 2007).

A familia pode ser facilmente reconhecida em campo devido as suas folhas simples,
geralmente opostas cruzadas e pela presenca de estipulas interpeciolares. As flores de
Rubiaceae apresentam as mais variadas formas e cores, podendo ser polinizadas por
borboletas, mariposas, abelhas, moscas, aves ou morcegos (JUDD et al., 2009, apud
SCHVINN; SILVA, 2011).

Segundo Mabberley (1987 apud DIAS, 2011), o género Pogonopus é composto por
apenas trés espécies (Pogonopus exsertus (Oerst) Oerst, Pogonopus speciosus (Jacq) K.
Schum, Pogonopus tubulosus (A. Rich.) K. Schum) as quais possuem flores com corola
tubular e cores que variam entre rosa, vermelho e roxo. As flores da espécie P. tubulosus séo
dispostas em inflorescéncias pedunculadas terminais e possuem bracteas em suas axilas
(DIAS, 2011).

Dentre os representantes de Rubiaceae, o café (Coffea arabica L. e C. canefora Pierre
ex Froehner) é a principal espécie de interesse econdmico. Destacam-se também espécies
utilizadas na alimentag¢do como o “jenipapo” (Genipa americana L.) (SOUZA; LORENZI, 2008),
as utilizadas na industria farmacéutica como a Cinchona pubescens, além de varias espécies
empregadas pela medicina popular no tratamento de diversas enfermidades, tais como:
hepatite, apendicite, infec¢do das vias urindrias e para combater o desenvolvimento de
cancer (XU et al., 1997; COELHO et al., 2006, apud FERNANDES, 2011).

P. tubulosus fornece uma das numerosas drogas chamadas "Falsa quina™ na América
do Sul, utilizada contra a malaria (KILLEEN et al., 1993, apud SAUVAIN et al., 1996). A
malaria ¢ uma doenca infecciosa causada por protozoarios que pertencem ao género
Plasmodium da familia Plasmodidae. Quatro espécies de parasitas da malaria séo patogénicas
para os seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. Malariae (OLIVEIRA et al.,
2009).



De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a malaria é a doenca tropical
parasitaria que mais causa problemas sociais e econdmicos no mundo, s6 é superada em
numero de mortes pela AIDS. Esta doenca afeta cerca de 500 milhdes de pessoas causando
um milh&o de mortes a cada ano. No Brasil, a area de maior endemicidade é a Amazonia,
apresentando 99% dos casos (RODRIGUES; DAVID NETO, 2011; SAXENA et al., 2003).

Sauvain e colaboradores (1996) realizaram um estudo fitoquimico do extrato da casca
do caule de P. tubulosus, na tentativa de encontrar novos produtos antimalaricos, a partir
deste extrato foram identificados trés alcaloides (tubulosine, psicotrina e cefalina), que
apresentaram atividade antimalarica, in vitro e in vivo. Contudo o alcaloide tubulosine, o
principal componente antimalarico isolado a partir desta espécie, apresenta pouco interesse no
tratamento curativo da maléria devido sua toxicidade.

Apesar de muitas acBes benéficas das plantas, alguns de seus constituintes como, por
exemplo, os alcaloides e taninos podem ser toxicos e causar problemas hepaticos, gastricos e
alteracdes no DNA (tais como delecdo e recombinacdo) (AMES, 1983; MARQUES et al.,
2003). Para garantir a seguranca no uso de plantas, deve ser comprovado que sua utilizacdo
ndo traz riscos a saude humana por meio de estudos farmacoldgicos e toxicologicos, sendo
entdo necessaria a avaliacdo de uma possivel atividade citotdxica e genotdxica.

O ensaio SMART em células somética de Drosophila melanogaster tem sido
empregado para avaliar a genotoxicidade e ou antigenotoxicidade de extratos e de
metabolitos secundarios obtidos de plantas (TELLEZ et al., 2007; SANTOS-CRUZ et al.,
2012).

Como sdo escassos 0s dados na literatura especializada sobre os efeitos citotdxicos e
genotoxicos para 0s extratos e fracdes isolados da espécie P. tubulosus, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar esses efeitos, utilizando o Teste para Deteccdo de Mutacdo e
Recombinacdo Somatica (Somatic Mutation And Recombination Test — SMART) em células

somaticas de Drosophila melanogaster.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta, identificacdo e preparo dos extratos.

O material botanico, as partes aéreas do vegetal (caule e fruto) de P. tubulosus (Figura
1) foram coletadas na chacara dos Poderes em Campo Grande — MS, no ano de 2010.

A identificacdo da espécie foi realizada pela professora MSc. Ubirazilda Maria de
Resende sendo a exsicata depositada no herbario CGMS, localizada no Departamento de
Biologia da UFMS.

Os extratos foram preparados por Aime Portella, Mestrando em Quimica Organica:
Enfase em Produtos Naturais— UFMS - Campo Grande/MS.

Figura 1: Pogonopus tubulosus. Disponivel em:
<http://www.hoybolivia.com/turismo/turisticos/flora/26quina.htm>
Acessado em 20/10/2012

2.2. Somatic Mutation And Recombination Test —- SMART (Teste para deteccéo de

Mutacgdo e Recombinacdo Somatica).

O Teste para detec¢do de Mutacdo e Recombinagcdo Somadtica (Somatic Mutation and
Recombination Test — SMART) baseia-se em mutac¢des encontradas nos tricomas que

revestem as asas de Drosophila melanogaster (Figura 2). A vantagem de utilizar a D.



melanogaster deve-se ao fato de ser um organismo eucarioto com ciclo de vida curto,
aproximadamente de 10-12 dias a 252C. Durante a metamorfose, grupos de células que
originardo as asas (discos imaginais) sofrem sucessivas mitoses até se diferenciar
completamente. As moscas utilizadas sdo portadoras de dois genes marcadores para a forma
dos pelos das asas: pelos multiplos, do inglés multiple wing hair (mwh, 3-0.3) e pelos cujo
formato lembra uma chama de vela, do inglés flare (fIr’, 3-38.8), baseado na induco de
altera¢des genéticas as quais originam a perda de heterozigose em células larvais, que sdo
heterozigotas para estes dois genes recessivos (GRAF et al., 1984).

Os dois tipos de manchas possiveis s30: manchas simples (somente mwh ou fir’), que
apontam para muta¢Ges pontuais e alteragdes cromossdmicas, assim como recombinagdo
mitdtica; e manchas gémeas (células mwh e fIr’ adjacentes) (Figura 3), que sdo fruto
exclusivo de recombinacdes, podendo fornecer indicacGes preliminares sobre a acdo

recombinogénica do composto (GRAF et al., 1984; GRAF et al.,1994).

Figura 2: Drosophila melanogaster. Disponivel em:
<https://gene.sfari.org/GeneDetail/NIPBL >
Acessado em 20/10/2012



Figura 3: Fotomicrografias evidenciando os tipos de manchas mutantes encontradas. A — mancha
simples com pelos multiplos (mwh), a seta da figura A indica pelos (mwh). B — mancha simples com
pelos flare (flr®), a seta da figura B indica os pelos do tipo ( flr’). C — Mancha gémea, com pelos
maltiplos (mwh) (seta maior) e pelos flare ( flr®) (seta menor) adjacentes.

2.3. Cruzamentos

O Ensaio SMART foi realizado por meio de cruzamentos experimentais entre
linhagens: (mwh, flr® e ORR/Ir®) de D. melanogaster. Com essas linhagens foram realizados
dois diferentes cruzamentos: 1] cruzamento padréo (ST- standard cross) entre machos “mwh”
e fémeas virgens flr* (GRAF et al., 1984) e 2] cruzamento de alta bioativacdo (HB- high
bioactivation cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens ORR/fIr3(GRAF; VAN SCHAIK,
1992). Ambos os cruzamentos produzem individuos trans-heterozigotos marcados (MH), com
constituicdo genotipica mwh/flr®, e individuos heterozigotos balanceados (BH), constituidos
por mwh/TM3, Bd®, que pode ser facilmente reconhecidos pelos aspectos fenotipicos das asas
com bordas recortadas (serate). Onde os individuos MH permitem detectar a ocorréncia de
mutacdes de ponto, pequenas aberra¢fes cromossdmicas e recombina¢fes mitdticas proximais
e distais, ja a analise dos individuos BH permite detectar a ocorréncia de mutacfes de ponto e
pequenas aberracdes cromossdmicas (GUZMAN-TINCON; GRAF, 1995).
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2.4. Manutencéo do meio, obtencéo e coleta de larvas e tratamentos.

Os estoques foram mantidos em frascos de ¥ de litro contendo meio de cultura de
Drosophila melanogaster (820 mL de agua, 25 g de fermento (Saccharomyces cerevisae), 11
g de agar-agar, 156 g de banana, 1 g de nipagin) a temperatura de 22° C e a uma umidade
relativa do ar de 65%.

Foram selecionadas 400 fémeas virgens das linhagens flr® e ORR, as quais foram
cruzadas com 200 machos da linhagem mwh, por um periodo de 48 horas, posteriormente 0s
casais foram transferidos, por um periodo de 8 horas para frascos contendo uma base sélida
de &gar-agar, coberta por uma camada de fermento bioldgico (S. cerevisae) suplementado
com acucar, para coleta de ovos. Apés 72 + 4 horas, as larvas de 3° estadio de
desenvolvimento, foram lavadas com agua 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 5,0 mL do
extrato etandlico dos frutos e cascas do caule nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/mL;
e 5,0 mL da fracdo alcal6idica nas concentracGes de 0,12; 0,25 e 0,50 e ndo alcaldidica nas
concentragdes de 0,5; 1,0, 2,0 e 4,0 mg/mL; como controle negativo foi utilizado o solvente
(composto por agua, 3% de etanol e 1% de tween-80), como controle positivo foi utilizado o
cloridrato de doxorrubicina na concentracdo de 0,125 mg/mL.

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genotipos: mwh + / + flr3 (trans-
heterozigoto marcado - MH) e mwh + / + TM3, Bd® (heterozigoto balanceado — BH) foram
coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram destacadas e montadas entre laminas e
laminulas com solucdo de Faure (30 g de goma arabica, 50 g de hidrato de cloral, 100 mL de
agua e 20 mL de glicerol) e analisadas quanto & ocorréncia de diferentes tipos de manchas
mutantes, em microscépios épticos com magnificacdo de 400X. Para a analise estatistica foi
utilizado o programa qui-quadrado bicaudal (FREI; WURGLER, 1988) onde (i) positivo:
rejeita—se a primeira hipdtese e aceita—se a segunda; (ii) fraco positivo: rejeita—se ambas as
hipdteses; (iii) inconclusivo: aceita—se ambas hipoteses; (iv) negativo: aceita—se a primeira

hipdtese e rejeita—se a segunda.
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3. RESULTADOS

No Ensaio SMART realizado por meio de cruzamentos experimentais entre os machos
da linhagem mwh com fémeas da linhagem flr®, cruzamento padréo (ST), verificou-se que o
extrato etanolico dos frutos e cascas do caule nas concentracGes de 0,5; 1,0 e 2,0 ndo foram
genotoxicos, pois as frequéncias de mutacdes por individuo ndo diferem das encontradas no
controle negativo, visto que as frequéncias de mutagdes por individuos no controle foram de
0,73 e nos grupos tratados variou de 0,4 a 1,10. Porém os extratos apresentaram atividades
citotoxicas na concentracao de 4,0 mg/mL, ja que as larvas desenvolveram-se até o estadio de

pupa, e a maioria delas morreram sem atingir a fase adulta (tabela 1).

Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) ap6s tratamento cronico com
extrato etanélico da casca do caule (EEC), dos frutos (EEF) obtidos de P. tubulosus.

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL)  (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh*
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
ST
mwh/flr®
Contr. Neg. 30 060 (18) 0,07 (02 0,07 (02 0,73 (22) 22
DXR(0,125) 40 317 (127) 2,22 (89) 327 (131) 8,67 (347) 347
EEC (0,5) 30 037 (11) - 0,13 (04) i 0,07  (02) i 057 (17) - 17
EEC (1,0) 30 037 (11) - 030 (09) + 000 (00) i 067 (20) - 20
EEC (2,0) 30 0,30 (09) - 0,07 (02) i 0,03 (01) i 0,40 (12) - 12
EEC (4,0) 10 1,00 (10) i 0410 (01) i 000 (00) i 1,10 (11) i 11
EEF (0,5) 20 045 (09) i 005 (01) i 000 (00) i 0,50 (10) i 10
EEF (1,0) 20 060 (12) i 000 (00) i 000 (00) i 0,60 (12) i 12
EEF (2,0) 20 055 (11) i 0,05 (01) i 0,00 (00) i 0,60 (12) i 12
EEF (4,0) *

D: Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. - m, fator
de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia o = B 0,05. ?
Incluindo manchas simples flr®; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3
células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes, quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de
distancia; “ MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente; ¢ TM — Total de manchas.

12



Analisando-se os dados obtidos com os tratamentos realizados com os descendentes
HB - cruzamento de alta bioativacdo (Tabela 2), verifica-se que as frequéncias de manchas
mutantes obtidas nos grupos tratados com os extratos etandlicos das cascas do caule e dos
frutos da P. tubulosus nas concentrac@es de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL, ndo apresentaram atividade
genotdxica, pois 0 numero de mutacdes por individuo expressas nos grupos tratados, nao
difere significativamente das obtidas no controle negativo, visto que as frequéncias de
mutacgdes por individuos no controle foram de 0,83 e nos grupos tratados variou de 0,37 a
0,95. Entretanto, na concentracdo de 4,0 mg/mL, ambos 0s extratos exerceram atividade
citotdxica, pois os resultados foram similares aos obtidos no tratamento realizados com 0s

descendentes ST.

Tabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr’) de D. melanogaster do cruzamento de alta bioativacdo (HB) apés tratamento
crbnico com extrato etandlico da casca do caule (EEC), dos frutos (EEF) obtidos de Pogonopus
tubulosus.

Gendtipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL)  (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh*

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)

HB

mwh/flr®
Contr. Neg. 30 0,73 (22) 0,07 (02) 0,03 (01) 0,83 (25) 25
DXR(0,125) 40 3,57 (143) 3,05 (122) 4,20 (168) 10,82 (433) 433
EEC (0,5) 30 0,30 (09) - 003 (01) i 0,03 (01) i 0,37 (11) - 11
EEC (1,0) 30 0,73 (22) - 007 (02) i 0,03 (01) i 0,83 (25) - 25
EEC (2,0) 30 043 (13) - 013 (04) i 0,03 (01) i 0,60 (18) - 18
EEC (4,0) 10 0,10 (01) - 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,10 (01) - 1
EEF (0,5) 20 0,80 (16) - 010 (02) i 0,00 (00) i 0,90 (18) - 18
EEF (1,0) 20 065 (13) - 005 (01) i 0,10 (02) i 0,80 (16) - 16
EEF (2,0) 20 085 (17) i 005 (01) i 005 (01) i 095 (19) - 19
EEF (4,0) *

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. - m, fator
de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia a = B 0,05. ®
Incluindo manchas simples flr®; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3
células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes, quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de
distancia; “ MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente;  TM — Total de manchas.
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Na tabela 3 encontram-se os resultados obtidos nos descendentes ST, tratados com as
fracOes alcaloidica nas concentracdes de 0,12; 0,25 e 0,50 e ndo alcaldidica nas concentracdes
de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/mL. Verifica-se que a fracdo ndo alcaloidica ndo apresentou
atividade genotdxica, pois o nuimero de mutacbes expressas por individuo, ndo difere
significativamente das obtidas no controle negativo, uma vez que as frequéncias de mutacoes
por individuos no controle foram de 0,33 e nos grupos tratados variou de 0,57 a 0,63. Porém
na concentragdo 4,0 mg/mL mostrou ser citotoxica, visto que, todas as larvas morreram,
Verificou-se que no tratamento com a fracdo alcaloidica, todas as concentracfes foram

citotoxica, ja que ndo houve desenvolvimento das larvas.

Tabela 3. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST) apds tratamento crénico com a
fracdo ndo alcaloidica (FN) e alcaloidica (FA) obtidos de Pogonopus tubulosus.

Genotipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
ST
mwh/flr®
Contr. Neg. 30 0,27  (08) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,33 (10) 10
DXR(0,125) 40 3,57 (143) 3,05 (122) 4,20 (168) 10,82 (433) 433
FN (0,5) 30 0,47  (14) i 0,10 (03) i 0,07  (02) i 0,63 (19) i 19
FN (1,0) 30 050  (15) i 0,10 (03) i 0,03 (01) i 0,63 (19) i 19
FN (2,0) 30 0,40 (12) i 0,10 (03) i 0,07  (02) i 0,57 (17) i 17
FN (4,0) *
FA (0,12) N
FA (0,25) *
FA (0,50) *

D: Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. - m, fator
de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significantemente negativos. Nivel de significancia a = B 0,05. °
Incluindo manchas simples flr®; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3
células de distancia; © MSG - Manchas simples grandes, quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de
distancia; MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr®e mwh simultaneamente; © TM — Total de manchas.
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Analisando-se os dados apresentados na tabela 4, nota-se que os resultados obtidos nos
descendentes HB tratados com a fragdo ndo alcaloidica na concentracdo 0,5 mg/mL diferem
significativamente dos resultados obtidos no controle negativo, visto que a frequéncia de
mutacdes observadas no grupo tratado € duas vezes maior do que a observada no controle
negativo. Sendo assim, entdo o diagnostico foi positivo (+), de acordo com Frei e Wurgler
(1988). Nas concentracbes de 1,0 e 2,0 mg/mL os resultados estatisticos foram negativo ou
inconclusivo, pois a maioria dos individuos morreram devido a toxicidade da fracdo nédo
alcaloidica.

O tratamento com a fracdo alcaloidica nos descentes HB apresentou atividade

citotoxica em todas as concentracdes, resultado similar ao encontrado nos descendentes ST.

Tabela 4. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos
marcados (mwh/flr®) de D. melanogaster do cruzamento de alta bioativacio (HB) apés tratamento
cronico com a fragdo ndo alcaloidica (FN) e alcaloidica (FA) obtidos de Pogonopus tubulosus.

Genotipos  N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mg/mL) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh*
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
HB
mwh/flr®
Contr. Neg. 40 0,35 (14) 0,05 (02) 0,03 (01) 0,43 (17) 17
DXR(0,125) 40 3,57 (143) 3,05 (122) 4,20 (168) 10,82 (433) 433
FN (0,5) 20 090 (18) + 0,10 (02) i 0,00 (00) i 1,00 (20) + 20
FN (1,0) 15 0,33 (05) i 0,00 (00) i 0,00 (00) i 0,33 (05) -
FN (2,0) 10 0,50 (05) i 0,00 (00) i 0,10 (01) i 0,60 (06) i
FN (4,0) N
FA (0,12) N
FA (0,25) *
FA (0,50) *

D: Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. - m, fator de
multiplicagio para a avaliagio de resultados significantemente negativos. Nivel de significincia a = B 0,05. ?
Incluindo manchas simples fIr*; ® MSP - Manchas simples pequenas, quando até 2 células afetadas com até 3 células
de distancia; © MSG - Manchas simples grandes, quando mais de 2 células afetadas com até 3 células de distancia; °
MG - Manchas gémeas, quando possuir células flr® e mwh simultaneamente;  TM — Total de manchas.
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4. DISCUSSAO

Ha poucos relatos na literatura sobre a atividade citotdxica e genotdxica de extratos e
de metabolitos secundarios obtidos de plantas da familia Rubiaceae, especialmente as do
género Pogonopus, este é o primeiro estudo que avalia a atividade genotdxica e citotoxica de
extratos, fragcdo ndo alcaloidica e alcaloidica obtidos da espécie P. tubulosus.

Analisando-se os dados obtidos com os tratamentos feitos a partir dos extratos
etanolicos da casca e do fruto de P. tubulosus nos descendentes ST e HB (Tabelas 1 e 2).
Verifica-se que nas concentracfes menores 0s extratos etandlicos desta planta ndo apresentam
atividades genotdxica, mas em concentracbes mais elevadas sdo citotoxicos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Fernandes (2011) quando investigou a atividade
genotoxica e citotoxica de extratos aquosos de raizes de Galianthe thalictroides, planta da
mesma familia da P.tubulosus, utilizando o teste SMART.

Apesar do uso popular, pouco € conhecido sobre a atividade genotoxica e citotdxica de
extratos e metabdlitos secundarios obtidos de plantas do género Pogonopus. O género mais
estudado da familia Rubiaceae é o Uncaria, com destaque para a Uncaria tomentosa. Extratos
aquosos desta planta ndo apresentaram atividade citotoxica em células de ovario de hamster
chinés (SANTA MARIA et al., 1997)

Os dados obtidos com os tratamentos feitos com a fracdo ndo alcaloidica de P.
tubulosus realizados com os descendentes ST e HB de D. melanogaster (Tabelas 3 e 4),
demonstraram que a fracdo ndo alcaldidica na linhagem HB foi genotdxica na concentracao
(0,5 mg/mL); nas concentracdes 1,0 e 2,0 mg/mL os resultados obtidos foram estatisticamente
negativos ou inconclusivos para genotoxicidade. Estes resultados podem ser atribuidos ao
menor numero de individuos analisados, uma vez que mais de 70% dos descendentes
morreram apdés o tratamento, entdo, provavelmente sé restaram os individuos menos
suscetiveis de sofrem danos no material genético. A concentracdo de 4,0 mg/mL foi citotdxica
nas linhagens ST e HB. A fracdo alcaloidica foi citotoxica em todas as concentracdes
avaliadas nas duas linhagens (ST e HB), a atividade citotdxica pode ser atribuida, aos
alcaloides presentes na fracdo alcaloidica, ja que os mesmos inibem a sintese proteica.

Em estudo fitoquimico realizado com a fracdo alcaloidica da casca de P. tubulosus
foram isolados alcaloides andlogo a emetina, cefalina e tubolosine, apresentando alta

atividade citotoxica. A fracdo alcaloidica apresentou citotoxicidade elevada frente a duas
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linhagens de células tumorais de melanoma murino (B16-F10) e mama humana (MCF-7),
com ICs (indice médio de sobrevivéncia) menor do que o observado para cisplatina e foi
ativa contra a linhagem celular de carcinoma de laringe (HEp-2) (GARCEZ, Comunicagéo
pessoal).

A atividade citotoxica pode estar relacionada ao modo de acdo dos alcaloides
isoquinolinicos (emetina, cefalina e tubolosine) que sdo inibidores de sintese proteica
(GUPTA,; SIMINOVITCH, 1977)

Sauvain e colaboradores (1996) realizaram estudo fitoquimico do extrato da casca do
caule de P. tubulosus, na tentativa de encontrar novos produtos antimaléricos. A partir deste
extrato foram identificados alcaloides com atividade antimalarica. Contudo o alcaloide
tubulosine, o principal componente antimalarico isolado a partir desta espécie, apresenta
pouco interesse no tratamento curativo da malaria devido apresentar atividade citotdxica. 1sso
mostra a necessidade de novos estudos para comprovar as atividade biologicas, genotoxica
e/ou citotdxicas das plantas que sdo utilizadas como medicamento para tratamento, cura e
prevencdo de doencas, para que possam ser selecionadas as plantas com maior valor
medicinal e menos efeitos colaterais.

De acordo com Deene e Hussain (1991), alcaloides do género Nauclea (Rubiaceae), 0s
quais sdo formados principalmente por indol e seus derivados glicosilados, podem ser os
responsaveis por varias atividades bioldgicas, incluindo atividade antimaléria e analgésica
entre outras.

Os alcaloides sdo uma das principais classes de compostos que possuem atividade
antimalarica (SAXENA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009). Uma das mais antigas e mais
importantes drogas antimalaricas é a quinina, um alcaloide que foi isolado por cientistas
franceses (PELLETIER; CAVENTOU 1920, apud OLIVEIRA et al, 2009 ) a partir da casca da
Cinchona spp. (Rubiaceae).

Metabolitos secundarios obtidos de plantas com atividade citotoxica e genotdxica, tais
como os alcaloides, sdo utilizados para tratamento e prevencao de varias doencas, inclusive
para o tratamento da maléria (OLIVEIRA et al., 2009). No entanto sdo necessarios estudos

que comprovem a eficicia desses metabdlitos secundarios, para que ndo ocorra risco a saude.

Garcez, F. R. Comunicacdo pessoal. 2012. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
Departamento de Quimica — Campo Grande/MS).
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De acordo com Kitajima (2007) a camptotecina usada no tratamento do cancer,
também tem sido obtida de algumas espécies de Rubiaceae. Esta constatacdo acentua a
importancia das Rubiaceas como fonte de protdtipos para substancias anticancer, além de
serem possiveis fontes de uma grande variedade de alcaloides e outros compostos, 0s quais
podem ser dotados de bioatividades como é o caso dos alcaloides utilizados no tratamento da
malaria.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etandlico dos frutos e cascas do caule nas concentracfes de
0,5; 1,0 e 2,0 ndo foram genotoxicos nos descendentes ST e HB. Porém os extratos
apresentaram atividades citotoxicas na concentracdo de 4,0 mg/mL em ambos o0s
descendentes.

A fracdo ndo alcaloidica desta planta ndo apresentou atividade genotoxica nos
descendentes ST nas concentracdes mais baixas, no entanto na concentracdo de 4,0 mg/mL
mostrou ser citotdxica, visto que, todas as larvas morreram.

A fracdo ndo alcaloidica na concentracdo de 0,5 mg/mL, apresentou atividade
genotoxica nos descendentes HB, ja que o resultado foi positivo, nas concentracdes de 1,0 e
2,0 mg/mL, os resultados estatisticos foram negativo ou inconclusivo, pois a maioria dos
individuos morreram devido a toxicidade desta fragéo.

No tratamento com a fragdo alcaloidica, todas as concentracdes foram citotoxicas para
os descendentes dos cruzamentos ST e HB.

Os resultados obtidos com o ensaio (SMART) corroboram o0 uso popular da planta P.
tubulosus para o tratamento da maléria, jA que os extrato e a fracdo ndo alcaloidica em
concentragfes de 4,0 mg/mL e a fracdo alcaloidica em todas as concentracBes foram
citotoxicas. Certamente os protozoarios causadores da malaria, morrem apds o tratamento
com esta planta, devido a presenca dos alcaloides, jA que os mesmos inibem a sintese de
proteina. Por isso é imprescindivel os estudos quimicos ou biolégicos de plantas utilizadas
como medicamento, para identificar seus constituintes Uteis a salde humana visando

selecionar as plantas com maior valor medicinal e menos efeitos colaterais.
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