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RESUMO

A populacdo utiliza Macrosiphonia petraea para fins medicinais, empregada nas formas de
cha e infuso, indicada como depurativa, anti-sifilitica, anti-reumatica, anti-ulcerogénica,
antinociceptiva e principalmente como anti-inflamatéria, sendo um dos usos mais comuns no
Estado de Mato Grosso do Sul. Diante da ampla utilizacdo desta planta para o tratamento de
varias doencas e a falta de informacBes sobre seu potencial genotdxico, esta pesquisa teve
como objetivo avaliar a atividade genotoxica e recombinogenica dos extratos: aquoso (EAQ),
etanolico (EEtOH), hidrometandlico (EHM), extrato hexanico (EHex) e fase acetato de etila
(FACOEL), obtidos de raizes de M. petraea por meio de células somaticas de Drosophila
melanogaster (SMART - Somatic Mutation And Recombination Test). Para tanto foram
utilizados dois cruzamentos com o objetivo de identificar a possibilidade da bioativacdo do
composto, sdo eles: [1] o cruzamento padrdo (ST), femeas virgens da linhagem flr¥/TM3, bd®
cruzadas com machos mwh. [2] para o cruzamento de alta bioativacdo (HB), fémeas virgens
da linhagem ORR/ORR; flr3/TM3, Bd® cruzadas com machos mwh. Para tanto, foram utilizadas
larvas de 72 horas provenientes dos cruzamentos ST e HB, tratadas com diferentes
concentragOes de EAq, EEtOH, EHM, E EHex e FACOEt. Como controle negativo utilizou-se
o0 solvente (1% de Tween-80,Etanol a 3% e agua) e como positivo o cloridrato de
doxorrubicina - DXR (0,125 mg/mL). Os resultados observados nos descendentes dos
cruzamentos ST e HB, indicaram que houve um aumento estatisticamente significativo na
frequéncia de todas as categorias de manchas mutantes no EAq, EEtOH, EHM quando
comparado com o controlo negativo. No entanto, individuos tratados com FAE obteve 100%
de mortes. Estes dados sugerem que nas condi¢des experimentais descritas, 0 EAq e EEtOH
apresentaram atividade genotoxica e citotoxica nas maiores concentracbes, EHex foi
potencialmente genotoxico, e o FACOEt foi cittoxico, indicando a natureza prejudicial de
seus extratos antes e apds metabolizacéo.

Palavras-chave: Velame branco. Recombinacgdo. Alcaloide. Medicina popular. SMART.
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1. INTRODUCAO

A familia Apocynaceae descrita por Antoine Laurent de Jussieu (1774), pertence a
ordem Gentianales e inclui um total de 550 géneros com cerca de 5100 espécies tropicais e
subtropicais, algumas tem poucos registros de coletas em regides temperadas (RAPINI,
2000). No Brasil ocorrem mais de 850 espécies distribuidas em 90 géneros, representadas por
plantas de habitos variados.

As espécies dessa familia apresentam, na sua maioria, latex branco e abundante, em
alguns espécimes esta caracteristica € visivel apenas nos ramos terminais (SOUZA,
LORENZI, 2005).

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes fontes
vegetais de constituintes quimicos com utilidade terapéutica na medicina moderna como
terpenoides, flavonoides e principalmente alcaloides. Alcaloides isolados do género
Rauwolfia (resepina, ajmalicina, ajmalina, ajmalinina, serpentina e serpentinina) sao
utilizados em casos de hipertensdo e arritmias cardiacas, € do género Strophantus os
glicosideos cardiotbnicos (ouabaina, estrofantindina e cimarina) (DI-STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002).

Além de apresentar inumeras propriedades medicinais, a familia Apocynaceae também
se destaca quanto a sua importancia econdmica, como por exemplo, as espécies do género
Aspidosperma (A. polyneuron; A. pyrifolium), fornecedoras de madeiras de excelente
qualidade usada em construcdes, fabricacdo de moveis e ferramentas (RIBAS; SOUZA;
LORENZI, 2005), outras espécies apresentam potencial paisagistico pela beleza de suas flores
ou pela forma do tronco e da copa.

Dentre as espécies cultivadas no Brasil, destaca-se Allamanda cathartica, Nerium
oleander, Plumeria rubra e Thevetia peruviensis (HOPKINS et al., 1999; SOUZA;
LORENZI, 2005). Frutos comestiveis estdo presentes nos géneros: Ambelania, Couma,
Hancornia e Rhigospira, como o latex da sorva (Couma utilis) que foi utilizado para a
producdo da goma de mascar. Populagfes africanas, e indigenas da América do Sul utilizam
toxinas de algumas espécies para envenenar flechas para caca e pesca (METCALFE;
CHALK, 1950; RODRIGUES, 2001).

A espécie Macrosiphonia petraea (A. Saint-Hilaire) K. Schum alvo deste estudo
ocorre em boa parte do Brasil, sendo encontrada no Distrito Federal, Goiads, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S0 Paulo e Rio Grande do Sul, é popularmente



conhecida pelos nomes de Losna do campo, Guaranitica, Boleadinha, Barbasco, Jalapa,
Jalapa-branca e Velame-branco de acordo com a regido em que se desenvolve (WOODSON,
1938).

A populacgéo utiliza M. petraea para fins medicinais, empregada nas formas de cha e
infuso, indicada como depurativa, anti-sifilitica, anti-reumatica, anti-ulcerogénica,
antinociceptiva e principalmente como anti-inflamatéria, sendo um dos usos mais comuns no
Estado de Mato Grosso do Sul (RATES, 2001).

Os dados da literatura indicam a relacdo da composicdo quimica dos extratos de
plantas da familia Apocynaceae, com a atividade citotoxica e genotoxica, especialmente os
alcaloides isolados desta familia. Em analise fitoquimica qualitativa de raizes de
Macrosiphonia velame verificou-se a presenca de alcaloides, flavonoides e taninos
(VIOLANTE et al., 2009). Entretanto, Assis (2012) ndo encontrou alcaloides nesta planta,
novos estudos fitoquimicos estdo em andamento para verificar a presenca destes metabdlitos.

Poucos dados referente a toxicidade acerca dessa planta sdo encontrados na literatura,
o0 que reforca a necessidade de estudos quanto as suas possiveis atividades biologicas in vitro

e in vivo, justificando o presente estudo.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Diante da importancia da descoberta de novas substancias com atividades bioldgicas,
este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos: genotoxico e recombinogénico dos extratos
aquoso, etanolico, hidro-metandlico, hexanico e fase acetato de etila obtidos das raizes de

Macrosiphonia petraea (velame-branco).

2.2. Objetivos Especificos

v Relacionar a concentracdo utilizada do extrato aquoso, etandlico,
hidrometanolico, hexanico e fase acetato de etila com os efeitos genotdxicos.
v’ Evidenciar o potencial genotéxico e recombinogénico dos extratos com o

aumento e/ou diminuicdo da freqiiéncia de manchas mutantes observadas no teste SMART.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e identificacdo

As raizes de Macrosiphonia petraea (A. Saint-Hilaire) K. Schum foram coletadas nos
arredores da cidade de Campo Grande (Mato Grosso do Sul - Brasil), no ano de 2009. O
material vegetal foi identificado pela pesquisadora MSc. Ubirazilda Maria de Resende sendo a
exsicata n® 23771 incorporada ao Herbario do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

3.2. Preparacdo dos extratos

O extrato aquoso (EAQ) foi preparado de acordo com o uso popular, 100 mL de agua
filtrada adicionada a 2g de po obtido das raizes de M. petraea, apds fervura de 10 minutos o
extrato foi filtrado e determinado o volume final, foram feitas as diluicGes utilizadas no
SMART.

Os extratos etandlico (EEtOH), hidrometandlico (EHM), hexanico (EHex) e fase
acetato de etila (FACOEt) foram preparados e fornecidos por Luiz Roberto de Assis Junior,
Mestrando em Quimica Organica (Enfase em Produtos Naturais), no Laboratdrio de Pesquisa
1 (LP1) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande-MS, Brasil.
Para ser utilizado no ensaio SMART, os extratos foram diluidos em 1% de Tween-80, 3% de

etanol e agua Milli-Q.

3.3. Agente Quimico

O cloridrato de doxorrubicina (DXR) (Biorrub® - Biosintética Ltda., cidade de Sao
Paulo, estado de Séo Paulo, Brasil — CAS N° 23214-92-8), é um antibiético antineoplasico
antraciclinico isolado de culturas do fungo Streptomyces peucetius var. caesius (CHABNER
etal., 1996).

O DXR foi utilizado neste ensaio como indutor de mutagdes (controle positivo). As
antraciclinas podem intercalar-se no DNA, afetando muitas de suas fungdes, incluindo sua
sintese e a do RNA. Por conseguinte, as antraciclinas sao mutagénicas e carcinogénicas
(CHABNER et al., 1996; RANG et al., 2007).



3.4. Teste para detecgdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (Somatic Mutation And
Recombination Test — SMART) em células sométicas de asas de Drosophila melanogaster

Graf e colaboradores (1984) desenvolveram o teste SMART em células somaticas de
D. melanogaster, fundamentado em marcadores genéticos para a forma e o tipo de tricomas
(pelos) que revestem as asas destas moscas. A Drosophila é uma espécie modelo utilizada em
um grande nimero de pesquisas como em experimentos de genotoxicidade (GRAF et al.,
1984, GRAF; VAN SCHAIK, 1992) e ensaios toxicoldgicos (KAR et al., 2001; NAZIR et
al., 2003). E um organismo eucariético extensivamente estudado e que permite a obtengdo de
resultados confiaveis, os quais podem ser extrapolados para vertebrados.

O sequenciamento do genoma da D. melanogaster revelou uma alta conservacao
evolutiva quando comparado ao genoma humano, apresentando alta homologia para genes
controladores do sistema de reparo do DNA (RUBIN et al., 2000) bem como para outras
doengas (KAZANTSEV et al., 2002; BIER, 2005).

3.4.1. Cruzamentos realizados

Para a obtencdo dos descendentes necessarios ao teste foram realizados dois diferentes
cruzamentos: o cruzamento padrdo (ST - Standard Cross) utilizando fémeas virgens flr¥/TM3
cruzadas com machos mwh/mwh (Graf et al., 1989) e o cruzamento de alta bioativacdo (HB -
High Bioactivation) cruzando fémeas virgens ORR com machos mwh/mwh (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992).

Destes cruzamentos nascem dois tipos de descendentes, os trans heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses descendentes sdo distintos
fenotipicamente, baseados no marcador TM3/Bds. O fenotipo dos descendentes MH
desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que os descendentes BH apresentam asas
mal formadas, com aparéncia picotada ou serrilhada, denominadas ““serrate”.

Os descendentes MH podem expressar pelos mutantes nas asas originados de
alteragbes mutagénicas e recombinogénicas ocorridas entre os l6cus génicos mwh e flr® e entre
o fIr® e o centrémero. Ja os descendentes BH possuem o cromossomo balanceador TM3/Bds
que inviabiliza a formac&o de eventos de recombinacdo (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).



3.4.2. Manutencdo do meio

Os estoques das moscas foram mantidos em frascos de 250 mL contendo meio de
cultura de D. melanogaster, preparados com 820 mL de agua, 25 g de Saccharomyces
cerevisae Meyen (levedura formulada comercialmente como Fermento Bioldgico
Fleischmann), 11 g de base para meio de cultura (Agar Agar, Tipo ), 156 g de Musa ssp.
(banana), 1 g de Metilparabeno | (comercialmente Nipagin), este meio foi fervido e
distribuido de maneira uniforme nos frascos, os quais foram mantidos em estufa de

fotoperiodo, com temperatura de 22° C e umidade relativa do ar em torno de 65%.

3.4.3. Obtencao e Coleta de larvas

Foram selecionadas aproximadamente 400 fémeas virgens das linhagens flr® e ORR, as
quais foram cruzadas com a 200 machos da linhagem mwh, por um periodo de 48 horas,
posteriormente os casais foram transferidos para frascos contendo uma base solida de agar-
agar coberta por uma camada de fermento biolégico (Saccharomyces cerevisae)
suplementado com acgucar por um periodo de 8 horas para coleta de ovos. Ap6s 72 + 4 horas,
as larvas de 3° estadio de desenvolvimento, foram lavadas com &gua corrente, coletadas com

auxilio de uma peneira de malha fina, posteriormente submetidas aos tratamentos.

3.4.4. Tratamentos

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® Alimentos) e
5,0 mL do EAq nas concentracdes de (1,25; 2,5 e 5 mg/mL); e 5,0 mL de EEtOH, EHM,
EHex e FACOEt nas concentragfes (0,25; 0,5 e 1 mg/mL), como controle negativo foi
utilizado o solvente, preparado com 1% de Tween-80, 3% de etanol e agua Milli-Q, como
controle positivo 0 DXR na concentragdo de 0,125 mg/mL. Apos se alimentarem do meio e
completarem a metamorfose, os adultos emergentes foram coletados e preservados em etanol
70%.



3.4.5. Montagem e Andlise das Laminas

As asas foram destacadas do corpo e colocadas aos pares sobre laminas e fixadas com
solucdo de Faure, onde prosseguiram para analise microscopica. A analise das manchas
mutantes foi feita em microscopio 6ptico de luz com aumento de 400X onde se observou
células de todas 7 regides (A, B, C’, C, D, D’ ¢ E) de cada asa, classificando-as em manchas
simples, quando expressam apenas um dos marcadores (mwh ou flr®), ou manchas gémeas, no
caso de expressdo com dois marcadores (mwh e flr®) na mesma mancha (GRAF et al., 1984).
Quanto ao tamanho, as manchas foram classificadas em pequenas, uma vez que apresentam 1

ou 2 pelos mutantes e grandes quando expressavam mais de 2 pelos mutantes.

3.4.6. Deteccdo da genotoxicidade

Apbs a analise das asas, os dados foram analisados estatisticamente seguindo a
metodologia descrita por Frei e Wiirgler (1988), onde se utiliza o teste do X? para proporcdes
com nivel de significancia 5%, baseando-se na hipdtese de que na série tratada, a frequéncia
de manchas né&o pode ser maior do que a frequéncia de mutagédo do controle apropriado e que
a frequéncia de mutacdo induzida na série tratada ndao pode ser menor do que a maior
frequéncia de mutacdo espontanea observada no controle.

Com base na frequéncia de inducdo de manchas induzidas, a atividade
recombinogénica foi calculada como: frequéncia de mutacdo (Fm)= frequéncia de manchas
observadas em moscas BH / frequéncia de manchas observadas em moscas MH; frequéncia
de recombinacdo (FrR)= 1 — Fm. Frequencia total de manchas (Frt)= total de manchas
observadas nas moscas MH (considerando manchas mwh e fIr®) / N° de moscas; mutagio=
FrxFwm; recombinagdo= FrxFr (SANTOS et al., 1999; SINIGAGLIA et al., 2006).

4. RESULTADOS

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada por meio dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH), de ambos os cruzamentos
padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB), os quais foram tratados em idénticas condigdes. Para
a realizacdo do teste foram realizados experimentos com trés diferentes concentracdes do

extrato aquoso (EAQ), etandlico (EEtOH), hidrometandlico (EHM), hexanico (EHex) e fase



acetato de etila (FACOEt) obtidos das raizes de M. petraea, concomitantemente foi adicionado
o0 controle negativo (CN) e controle positivo (DXR).

A Tabela 1 (ANEXO) mostra os resultados obtidos com os descendentes MH do
cruzamento ST tratados com 1,25 e 2,5 mg/mL de EAq, as frequéncias totais de manchas
foram respectivamente 0,73 e 0,78; os resultados obtidos sdo estatisticamente inconclusivos
quando comparados com o controle negativo, cuja frequencia total de manchas foi de 0,48.
No entanto, na concentracdo 5 mg/mL, a frequéncia total de manchas foi de 1,90, indicando
que esta concentracdo é genotoxica e citotoxica pois o numero de individuos adultos tratados
com esta concentragéo foi 75% menor do que o observado nas demais concentragdes.

No controle positivo (DXR) o total de manchas foi de 8,68 estatisticamente
significativo quando comparado com o controle negativo, as manchas mutantes, estdo

distribuidas em simples pequena, simples grande e gémeas (Grafico 1).
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Gréfico 1. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento padrdo
(ST), tratados com EAQ.

Para os descendentes BH do cruzamento ST, a frequéncia total de manchas variou de
0,37 a 0,45, enquanto que a obtida no controle negativo foi de 0,17. Calculando-se a
frequéncia de recombinac&o, verifica-se que 62 a 71% das mutac¢Ges ocasionadas, sdo devidas
a eventos de recombinacéo.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos do tratamento com o EAQ nos
descendentes MH do cruzamento HB, verifica-se que as frequéncias de mutacdes variaram de
2,25 a 3,65, enquanto que a encontrada no controle negativo foi de 0,70. Comparando-se as

frequéncias de mutacdes obtidas nos grupos tratados com EAq com o controle negativo,



verifica-se que 0 EAQ é genotoxico em todas as concentragdes e citotoxico na concentracdo
de 5 mg/mL (Grafico 2).

Nos descendentes BH do cruzamento HB as frequéncias de mutagdes variaram de 1,30
a 1,96, enquanto que a observada no controle negativo foi de 0,17. Os grupos trados diferem

significativamente do controle negativo, a recombinacdo variou de 52 a 55% (Tabela 2).
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Gréafico 2. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento alta
bioativacdo (HB), tratados com EAQ.

A Tabela 3 apresenta os resultados da analise das frequéncias de manchas mutantes
obtidas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com diferentes concentracfes do
EEtOH, verifica-se que a frequéncia de mutacGes obtidas no controle negativo foi de 0,48,
enquanto que os grupos tratados com o EEtOH apresentaram frequéncia de mutacles
variando de 0,85 a 1,25.

Para os descendentes BH do cruzamento ST, o EEtOH apresentou diagnostico
genotdxico para as concentracdes 0,25 e 0,5 mg/mL e efeito citotoxico na concentracdo de
1,0 mg/mL.
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Gréfico 3. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento padrdo
(ST), tratados com EEtOH.

A Tabela 4 apresenta os resultados do cruzamento HB, cujos descendentes foram
tratados com diferentes concentracdes do EEtOH. Observa-se que a frequéncia de manchas
mutantes no controle negativo foi de 0,70, enquanto que a encontrada nos grupos tratados
com o EEtOH variou de 3,05 a 4,23. Verifica-se que o total de manchas nos grupos tratados,
difere estatisticamente das obtidas no controle negativo (Gréafico 4). Entretanto, os individuos
tratados com DXR apresentaram um total de mutacGes de 9,5 distribuidas em todas as
categorias de manchas, apresentando um elevado potencial genotoxico.

Nos descendentes BH do cruzamento HB, as concentracfes 0,25, 0,5 e 1 mg/mL do
EEtOH, induziram um aumento estatisticamente significativo no numero de manchas
mutantes, quando comparadas com as observadas no controle negativo. A frequéncia de

recombinacéo foi de 66%.
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Gréfico 4. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento de alta
bioativacdo (HB), tratados com EEtOH.

A Tabela 5 apresenta os resultados da analise das frequéncias de manchas mutantes
obtidas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com diferentes concentragdes do EHM,
verifica-se que a frequéncia de mutagdes obtidas no controle negativo foi de 0,30, enquanto
gue os grupos tratados com o EHM apresentaram frequéncia de mutacdes variando de 0,20 a
0,35 (Grafico 5).
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Gréfico 5. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento padrdo
(ST), tratados com EHM.

Na Tabela 6 os resultados apresentados nos descendentes MH do cruzamento HB,

cujos descendentes foram tratados com diferentes concentracbes do EHM. Observa-se que o



numero total de manchas mutantes no controle negativo foi de 0,75, enquanto que a observada
nos grupos tratados com o EHM variou de 0,40 a 1,10. Verifica-se que o numero total de
mutacdes encontradas nos grupos tratados, ndo difere estatisticamente das obtidas no controle

negativo (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento de alta
bioativacdo (ST), tratados com EHM.

A FACOEt apresentou atividade citotoxica, em todas as concentra¢des utilizadas, nas
duas linhagens (ST e HB), todas as larvas morreram antes de atingirem o estadio de pupa.

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos com os descendentes MH do cruzamento ST
tratados com EHex, as frequéncias totais de manchas variaram de 0,30 a 0,70. As menores
concentracdes, apresentaram resultados estatisticamente inconclusivos quando comparadas
com o controle negativo, cuja frequencia total de manchas foi de 0,30. Enquanto que a
concentracdo de 1 mg/mL, foi genotoxica, pois o total de mutacdes difere significativamente

da observada no controle negativo (Grafico 7).
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Gréfico 7. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento padrdo
(ST), tratados com EHex.

Na Tabela 8 os resultados obtidos do tratamento com o EHex nos descendentes MH do
cruzamento HB, na concentragdo de 1 mg/mL, mostram aumentos significativos nas

frequéncias totais de manchas. O aumento no total de manchas foi dose resposta (Gréfico 8).
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Grafico 8. Total de manchas mutantes observadas nos individuos resultantes do cruzamento de alta

bioativacdo (HB), tratados com EHex.

5. DISCUSSAO

Diversas pesquisas tém sido conduzidas com diferentes espécies de Apocynaceae,

visando o isolamento e a caracterizacdo de metabdlitos especiais, que apresentem potenciais



bioldgicos (farmacolégicos) ainda ndo relatados. O estudo das atividades bioldgicas
(citotoxica, mutagénica, genotoxica, antigenotdxica e antioxidante) de extratos de plantas,
metabolitos secundarios e seus derivados, sdo realizados em diversos organismos testes
(COZZl et al., 1997; SILVA et al., 2008; VILAR et al., 2008).

Este trabalho tornou-se o primeiro estudo quanto a atividade mutagénica e
recombinogénica de extratos obtidos de M. petraea avaliados em células sométicas de asas de
D. melanogaster (SMART). Este ensaio tem sido utilizado como ferramenta para avaliar a
interacdo de compostos quimicos com a molécula de DNA, tornando-se um importante
indicador de riscos a saude humana.

Os resultados obtidos indicou que o potencial genotéxico dos EAq e EEtOH, foram
similares nos cruzamentos ST e HB, entretanto, as numero total de manchas mutantes
encontradas nos descendentes MH do cruzamento HB, sdo 4 vezes, maior do que as
observadas no ST, este resultado indica que estes extratos apresentam metabo6litos que sdo
ativados pela enzima de metabolizagdo de xenobidticos, (citocromo oxidase P-450).

A atividade citotoxica e genotdxica observada nos EAq e EEtOH, podem ser
atribuidas aos constituintes destes extratos. O esteroide, neridienona A foi isolado do extrato
etandlico (ASSIS, 2012), esta substancia apresenta atividade anti-inflamatéria, é citotdxica
para células humanas (BAI et al.,, 2007) sendo, a provavel responsavel pela atividade
citotoxica mencionada para os extratos de M. petraea.

Os resultados obtidos com os extratos EM e EHex indicam que somente a maior
concentracdo (1 mg/mL) foi genotdxica para os descendentes MH das linhagens ST e HB. De
acordo com Assis (2012), do EHex, foram isolados os compostos lupeol, a-amirina, /-
amirina, S-sitosterol, acetato de &cido oleandlico, acetato do &cido ursolico, acido arjundlico e
asiatico). A atividade genotoxica observada seja devido a interacdo desses metabolitos,
considerando que os triterpenos (&cido ursolico e oleanolico) ndo sdo genotodxicos, pois de
acordo com Resende (2006), reduziram significativamente a frequéncia de micronucleos
policrométicos obtidos de medula éssea de camundongos Balb/c, induzidos por DXR,
apresentando assim atividade antigenotoxica.

Da FACOEt etila foram isolados o lupeol, a-amirina, f-amirina, &cido oleandico e
acetato do acido ursolico (ASSIS, 2012). Esta fase foi citotoxica em todas as concentracfes
avaliadas no ensaio SMART. Este resultado pode ser atribuido aos triterpenoides (a-amirina e
S-amirina). De acordo com Barros (2011) uma mistura de a-amirina e f-amirina, induziu

morte celular por apoptose em células leucénica HL-60.



S&o poucos os relatos sobre a atividade citotdxica e genotdxica de extratos obtidos de
plantas do género Macrosiphonia, este género tambeém é descrito em muitas publicacbes com
o nome de Mandevilla (SIMOES et al., 2007). O efeito genotoxico e antigenotoxico de
extratos etanolicos obtidos de Mandevilla velutina, foi avaliado em dois sistemas teste:
Micronucleo em medula 6ssea de ratos Swiss e 0 ensaio SMART. Os dois testes indicaram
que o extrato ndo é genotoxico (SILVA et al., 2008).

6. CONCLUSAO

Os extratos obtidos de M. petraea possuem metabdlitos secundarios, que sdo capazes
de ativar promutadgenos em mutagenos, ou ainda ser genotoxico direto para Drosophila
melanogaster.

O EAq indicou ser genotoxico e citotoxico em elevadas concentragbes, o EEtOH
possui efeito genotoxico e citotdxico em altas concentracfes, 0 EHex apresentou atividade
genotoxica, o EHM foi genotdxico, EM aferiu ser genotoxico quando avaliado pelo teste
SMART, assim, como o FACOEt.

A atividade genotoxica, verificada nos extratos foi devida e a sensibilidade e
eficiéncia do SMART em permitir a deteccdo de eventos mutacionais e recombinacdes em

células somaticas.
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ANEXOS



Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com o extrato aquoso de raizes (EAQ) de M. petraea e seus

controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas Recombinacéo
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® %
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?
Contr. Neg. 40 0.40 (16) 0.05 (02) 0.03 (01) 0.48 (19) 19
DXR 40 3.18 (127) + 223 (89) + 3.28 (131) + 8.68 (347) + 347 96
1.25 40 0.68 27) I 005 (02) i 0.00 (00) i 073 (29) i 29 62
2.5 40 0.73 (299 + 003 (01) i 0.03 (01) i 078 (31) i 31 71
5 10* 1.60 (16) + 020 (02) i 0.10 (01) i 190 (19) + 19
mwh/TM3
Contr. Neg. 30 0.17 (05) 0.00  (00) 0.17 (05) 5
DXR 30 0.37 11y + 000 (00) + 0.37 (11 + 11
1.25 30 0.30 (09) i 007 (02) i 0.37 (12) i 11
2.5 20 0.40 (08) i 005 (01) i 0.45 (09) i 9
5 30 0.40 (12 i 003 (01) i 0.43 (13) + 13

8Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para

significativamente negativos. Niveis de significanciaa = b = 0,05.
BIncluindo manchas simples flr® raras.
fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flrS.

a avaliacdo de resultados



Tabela 2. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento HB, tratados com o extrato aquoso de raizes (EAQ) de M. petraea e seus
controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas Recombinacéo
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® %
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?
Contr. Neg. 40 0.70 (28) 0.00  (00) 0.00 (00) 0.70 (28) 28
DXR 40 3.9 (156) + 195 (78) + 34 (136) + 95 (370) + 370 92
1.25 40 2.68 (107) + 025 (100 + 0.00 00) I 293 (117) + 117 93
2.5 40 3.08 (123) + 050 (200 + 0.08 03) I 365 (146) + 146 63
5 20  2.00 (40) + 020 (04) + 0.05 01) I 225 (45) + 45
mwh/TM3
Contr. Neg. 30 0.40 (12) 0.07  (02) 0.17 (05) 5
DXR 30 0.73 (229 + 0.03 (01) + 0.76 (23) + 23
1.25 30 1.30 (399 + 0.00 (00) i 1.30 (39) + 39
2.5 30 1.77 (53) + 0.03 (01) i 1.80 (54) + 54
5 25 1.88 47y + 008 (02) i 1.96 (49 + 49

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

PIncluindo manchas simples flr® raras.

fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flrS.



Tabela 3. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com o extrato etandélico de raizes (EEtOH) de M. petraea e

seus controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas Recombinacéo
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® %
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
Contr. Neg. 40 040  (16) 0.05 (02 0.03  (01) 048  (19) 19
DXR 40 32  (127) + 223 (89) + 328 (131) + 868 (347) + 347 96
0.25 20 080 (16) + 005 (01) i 010 (02) i 095 (190 + 19
0.5 20 060 (12) i 010 (02) i 015 (03) i 085 (17) i 17
1 20 100 (200 + 010 (02) i 015 (03) i 125 (25 + 25
mwh/TM3
Contr. Neg. 30 017  (05) 0.00 (00) d 017  (05) 5
DXR 30 04 (11) + 000 (00) + 037 (11) + 11
0.25 20 100 (200 + 010 (02) i 110  (22) + 22
05 10 0.60 (06) + 0.00 (00) i 0.60 (06) + 6

@Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados

significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05.
®Incluindo manchas simples flr® raras.
fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n#o contém o gene mutante flrS.



Tabela 4. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento HB, tratados com o extrato etandlico de raizes (EEtOH) de M. petraea e
seus controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas Recombinacéo
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh® %
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
Contr. Neg. 40 0.70 (28) 0.00 (00) 0.00 (00) 0.70 (28) 28
DXR 40 3.9 (156) + 195 (78) + 34 (136) + 95 (370) + 370 93
0.25 40 315 (126) + 060 (24) + 0.05 (02) i 380 (152) + 152 66
0.5 40 335 (134) + 088 (35 + 0.00 (00) i 423 (169) + 169 66
1 20 2.45 499 + 055 (11) + 0.05 (01) i 3.05 (61) + 61
mwh/TM3
Contr. Neg. 30 0.40 (12) 0.07  (02) d 0.57 a7 17
DXR 30 0.7 (229 + 003 (01) + 0.76 (23) + 23
0.25 30 1.50 (45 + 020 (06) i 1.70 (51) + 51
0.5 30 1.77 (53) + 013 (04) i 1.90 (57) + 57
1 25 1.56 (399 + 008 (02) i 1.64 (41) + 41

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

PIncluindo manchas simples flr® raras.

fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flrS.



Tabela 5. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com o extrato hidrometandlico de raizes (EHM) de M.
petraea e seus controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh¢
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?

Contr. Neg. 20 0.15 (03) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.15 (03) 3
DXR 40 3.18 (127) + 223 (89) + 3.8 (131) + 868 (347) + 347
0.25 20 0.20 (04) i 0.00 (00) - 0.00 (00) i 0.20 (04) i 4

0.5 20 0.25 (05) i 0.00 (00) - 0.05 (01) i 0.30 (06) i 6
1 20 0.35 (07) i 0.00 (00) - 0.00 (00) i 0.35 (07) i 7

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

®Incluindo manchas simples flr® raras.

fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 6. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento HB, tratados com o extrato hidrometandlico de raizes (EHM) de M.
petraea e seus controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh?©
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
Contr. Neg. 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (15) 15
DXR 40 3.9 (156) + 1.95 (78) + 3.4 (136) + 9.5 (370) + 370
0.25 20 0.40 (08) - 0.00 (00) i 0.00 (00) i 0.40 (08) - 8
0.5 20 0.65 (13) i 0.05 (01) i 0.00 (00) i 0.70 (14) - 14
1 20 1.10 (22) i 0.00 (00) i 0.00 (00) i 1.10 (22) i 22
aDiagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliacdo de resultados

significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05.
®Incluindo manchas simples flr® raras.
‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



Tabela 7. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento ST, tratados com o extrato hexanico de raizes (EHex) de M. petraea e seus
controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?

Contr. Neg. 20 0.15 (03) 0.15 (03) 0.00 (00) 0.30 (06) 6
DXR 40 3.18 (127) + 223 (89) + 3.8 (131) + 868 (347) + 347
0.25 20 0.20 (04) i 0.10 (02) i 0.00 (00) i 0.30 (06) i 6

0.5 20 0.40 (08) i 0.10 (02) i 0.00 (00) i 0.50 (10) i 10
1 20 0.55 (11) + 0.10 (02) i 0.05 (01) i 0.70 (14) i 14

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

®Incluindo manchas simples flr® raras.

fConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

Tabela 8. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes do cruzamento HB, tratados com o extrato hexanico de raizes (EHex) de M. petraea e seus
controles negativos (Contr. Neg.) e positivo (DXR).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico? Total
e conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?

Contr. Neg. 20 0.65 (13) 0.05 (01) 0.05 (01) 0.75 (15) 15
DXR 40 3.9 (156) + 1.95 (78) + 3.4 (136) + 9.5 (370) + 370
0.25 20 0.40 (08) - 0.25 (05) i 0.00 (00) i 0.65 (13) - 13

0.5 20 0.65 (13) i 020 (04) i 005 (01) i 0.90 (18) [ 18
1 20 1.30 (26) + 000 (00) i 005 (01) i 135 (27) + 27

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

®Incluindo manchas simples flr® raras.

‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.



