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ABSTRACT

The Brazilian “cerrado” (tropical American savanna) is a semi-arid region
in which plants are submitted to metabolic stress that triggers defense
mechanisms when confronted with unfavorable environmental conditions. The
Lauraceae is an economically important family with 52 genera and
approximately 2500-2750 species consisting mostly of trees or tree-like shrubs,
rich in biologically active secondary metabolites, such as lignans (sesamin,
methylpiperitol and polyprenol-12), y-lactones (isoobtusilactone), alkaloids,
flavonoids and terpenes, which have shown different biological and
pharmacological activities. Several plants from Lauraceae family are considered
endangered Brazilian “cerrado” species. According to studies conducted in the
area of phytochemistry at the Chemical Department of the Federal University of
Mato Grosso do Sul (UFMS), using the three species Aiouea trinervis,
Nectandra cissiflora and Ocotea minarum several secondary metabolites have
been already isolated, so the aim of the present study was to verify: i] the
antioxidant activity of ethanolic extracts (EE) obtained from the leaves of Aiouea
trinervis and from the leaves or stems of Nectandra cissiflora; 2] the genotoxic
effects (evaluated for mutagenic and recombinagenic effects) of EE obtained
from the leaves or fruits of Aiouea trinervis, from leaves or stems of N. cissiflora,
and y-lactones from fruits of A. trinervis; 3] the antimutagenic effects of EE
obtained from leaves of A. trinervis and from leaves or stems of N. cissiflora.
The antioxidant activities were evaluated in vitro using the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method. The data observed with
DPPH test demonstrates antiradical activity of plant extracts. The wing somatic
mutation and recombination test (SMART) using Drosophila melanogaster is a
short term test suited for the detection of genotoxic activity of pure compounds
or complex mixtures as well as for studies on antigenotoxicity. The SMART was
used to evaluate the genotoxicity of EE obtained from the leaves or fruits of A.
trinervis and EE from the leaves or stem of N. cissiflora as well as of y-lactones
(isoobtusilactone) isolated from fruits of A. trinervis. The extracts and the y-
lactone fraction showed no mutagenic effects on spontaneous DNA lesions.

Due to these preliminary observed results, EE from the leaves of A. trinervis



and EE from the leaves or stem of N. cissiflora were used in combination with
the free radical generator doxorubicin (DXR) (used as chemotherapeutic agent)
for antigenotoxic evaluation. All in all, when EE were combined with DXR, the
results generally indicated a dose-related antigenotoxic (antimutagenic) effects,
which depends on to different secondary metabolites found in each type of

extract, which probably operate through different mechanisms of action.

Key words: Antigenotoxicity; antioxidant activity; Drosophila melanogaster;

genotoxicity; Lauraceae.



RESUMO

O cerrado brasileiro (savana Americana tropical) € uma regido semi-
arida, na qual as plantas sdo submetidas ao estresse metabolico, que induz
mecanismos de defesa quando confrontado com condicdes ambientais
desfavoraveis. A familia Lauraceae é formada por 52 géneros e
aproximadamente 2500 espécies, consistindo principalmente de arvores e
arbustos ricos em metabdlitos secundarios, tais como lignanas (sesamina,
metilpiperitol e poliprenol-12), vy-lactonas (isoobtusilactona), alcaldides,
flavondides e terpenos, os quais tém mostrado diferentes atividades biolégicas
e farmacoldgicas. Vérias plantas da familia Lauraceae sdo consideradas
espécies do cerrado brasileiro, ameacadas de extincdo. Em estudos
fitoquimicos realizados com as espécies Aiouea trinervis, Nectandra cissiflora e
Ocotea minarum, conduzidos pelo Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) foram identificados entre outros
metabdlitos a sesamina e flavondides, os quais sdo atribuidos atividade
antioxidante e antigenotoxica. A atividade antioxidante de extratos etandlicos
(EE) foi avaliada in vitro usando o ensaio antioxidante 2,2-diphenyl-1-
picrydrazyl (DPPH). O teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo
somatica em células de asas (SMART) em Drosophila melanogaster € um teste
de curta duracdo para a deteccdo de atividade genotoxica de compostos puros
ou misturas complexas, assim como para estudos de antigenotoxicidade. O
SMART foi usado para avaliar a genotoxicidade e /ou antigenotoxicidade dos
EE, da y-lactona (isoobtusilactona) e dos alcaldides (triptofol, ocoteina e
dicentrina). O objetivo do presente estudo foi verificar: 1] a atividade
antioxidante de (EE) obtidos de folhas de Aiouea trinervis, de folhas e caule de
Nectandra cissiflora e folhas e frutos de Ocotea minarum; 2] os efeitos
genotoxicos (avaliados quanto aos efeitos mutagénicos e recombinogénicos)
de EE obtidos de folhas e frutos de Aiouea trinervis, de folhas e caule de
Nectandra cissiflora e folhas e frutos Ocotea minarum, e da y-lactona
(isoobtusilactona), e dos alcalbides triptofol, ocoteina e dicentrina; 3] os efeitos
antimutagénicos de EE obtidos de folhas de Aiouea trinervis, de folhas e caule

de Nectandra cissiflora, de folhas e frutos de Ocotea minarum. Os dados



observados com o teste DPPH demonstraram a atividade anti-radical dos
extratos obtidos das folhas de Aiouea trinervis e Nectandra cissiflora e dos
frutos de Ocotea minarum. Somente o0s alcaloides ocoteina e dicentrina
apresentaram atividade genotoxica. Devido a esses resultados os EE de folhas
de A. trinervis, folhas e caule de N. cissiflora e folhas e frutos de O. minarum
foram associados com o gerador de radicais livres doxorrubicina (DXR) para
avaliacdo de antigenotoxicidade. De modo geral, quando os EE foram
combinados com DXR, os resultados indicaram efeitos antigenotéxicos
relacionados com dose especifica e dependendo dos metabdlitos secundarios
encontrados em cada tipo de extrato, 0os quais provavelmente operam por meio

de diferentes mecanismos de acéo.

Palavras chave: Lauraceae; atividade antioxidante; antigenotoxicidade;

Drosophila melanogaster; genotoxicidade.



APRESENTACAO






APRESENTACAO

As plantas superiores contém uma variedade de metabdlitos secundarios
que apresentam grande diversidade estrutural. Estima-se que mais de cem mil
metabdlitos secundarios sdo produzidos pelas plantas, os quais podem ser
utilizados como matéria prima para a sintese de diferentes substancias bioativas.
Por isso, as perspectivas do conhecimento sobre as mesmas sao altamente
promissoras, sendo a identificacdo de metabdlitos vegetais de interesse
terapéutico uma area de grande importancia farmacologica e econdmica.

O cerrado, bioma onde ocorreu a coleta das plantas utilizadas nesta
pesquisa, € um dos maiores biomas brasileiros, possuindo grande diversidade
vegetal. Esta diversidade € relativa aos taxons mais elevados (género, familia e
ordem). Quanto maior for a diversidade taxon6mica em niveis superiores, maior é
o distanciamento filogenético entre as espécies e maior é a diferenca e
diversidade quimica entre elas. A familia Lauraceae Ness € uma das varias
familias encontradas neste bioma.

Esta familia € composta por mais de 52 géneros, com aproximadamente
2.750 espécies distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais do planeta,
especialmente nas florestas centro e sul-americanas. Os principais géneros sao:
Aniba, Ocotea, Nectandra, Persea e Cinnamomum.

Uma das linhas de pesquisas em andamento no Departamento de Quimica
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) é o estudo quimico de
plantas (Fitoquimica), com destaque para a familia Lauraceae Ness, com o
objetivo de isolar e caracterizar os seus metabdlitos secundarios. Os géneros
mais estudados sdo Aniba, Licaria, Nectandra e Ocotea.

A maioria das espécies desta familia € rica em metabdlitos secundarios,
pertencentes a diversas classes, como: flavondides, alcaléides, monoterpenos e
sesquiterpenos, além das neolignanas e lignanas, sendo, ainda, algumas
espécies ricas em Oleos essenciais; com quase duas centenas de substancias
inéditas registradas na literatura.

Considerando o grande numero de substancias inéditas isoladas desta
familia, € de suma importancia averiguar as atividades mutagénica e/ou

antimutagénica de seus extratos e metabdlitos secundarios. Deve-se ressaltar
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que a busca de substancias com potencial agdo mutagénica e/ou antimutagénica
encontra-se em expanséao, porém tem sido pouco explorada no que diz respeito
aos metabolitos secundarios.

Este trabalho, enquanto pesquisa basica espera contribuir com
informacdes sobre as atividades biolégicas de extratos etandlicos (EE) de trés
plantas pertencentes a familia Lauraceae (Aiouea trinervis, Nectandra cissiflora e
Ocotea minarum), bem como dos alcaloides triptofol, ocoteina e dicentrina, e da y-

lactona. Assim sendo, 0s objetivos desta pesquisa foram:

1) Avaliar a atividade antioxidante de EE de A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum

in vitro, por meio do ensaio com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH).

2) Avaliar por meio do Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) de
asas da Drosophila melanogaster:

2.1) Os efeitos mutagénicos de EE de A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum,

2.2) Os efeitos mutagénicos dos metabolitos secundarios triptofol, ocoteina e
dicentrina (alcal6ides) isolados de plantas do género Ocotea; e de y-lactona,

isolada de frutos verdes de A. trinervis.

2.3) Os efeitos antimutagénicos de EE de A. trinervis, N. cissiflora e O.
minarum contra os efeitos genotdxicos do agente antineoplasico cloridrato de
doxorrubicina (DXR).

Os EE e os metabdlitos secundarios utilizados nesta pesquisa foram
fornecidos pela Prof* Dr* Fernanda Rodrigues Garcez, do Departamento de
Quimica da UFMS.

As plantas foram identificadas pela Prof*® Dr® Ubirazilda Maria Resende.
Exsicatas de cada espécie estdo depositadas no Herbario da UFMS.

A apresentacao deste trabalho foi dividida nos seguintes capitulos:



Capitulo 1 — Fundamentacdo Tedrica - Apresenta uma revisdo geral da
literatura, com informacdes sobre a familia Lauraceae; os géneros Aiouea,
Nectandra e Ocotea; os metabdlitos secundarios e as suas aplica¢des; inibidores
de topoisomerases; antioxidantes; e mecanismos quimiopreventivos dos

fitoquimicos.

Capitulo 2 — Apresenta o manuscrito denominado “Assessment of
antioxidant, genotoxic and antigenotoxic activities of ethanolic extracts from of the
plant Aiouea trinervis (Lauraceae) in the wing spot test of Drosophila
melanogaster “ a ser enviado para publicacdo na revista cientifica Environmental

and Molecular Mutagenesis.

Capitulo 3 — Apresenta o manuscrito denominado “Efeito Antioxidante e
Antigenotéxico dos Extratos Etandlicos de Nectandra cissiflora (Lauraceae)” a ser
enviado para publicacdo na revista cientifica Environmental and Molecular

Mutagenesis.

Capitulo 4 — Apresenta o manuscrito denominado “Atividade Antigenotdxica
de extratos etandlicos de Ocotea minarum (Lauraceae) em células somaticas de
Drosophila melanogaster” a ser enviado para publicagdo na revista cientifica Life

Sciences.

Capitulo 5 — Apresenta o manuscrito denominado “Investigacéo da Atividade
Genotoxica dos Alcaloides Triptofol, Ocoteine e Dicentrine em Células Somaticas
de Drosophila melanogaster* a ser enviado para publicacdo na revista cientifica

Life Sciences.






Capitulo 1

Fundamentacao Teorica






1. Fundamentacédo Tedrica

1.1 A Familia Lauraceae

A familia Lauraceae Nees é considerada uma das familias mais primitivas
pertencentes a divisdo Magnoliophyta. Tal fato deve-se as suas caracteristicas
morfolégicas e anatbmicas, que as aproxima de outras familias, tais como
Calycanthaceae, Idiospermaceae e Hernandiaceae (CRONQUIST, 1988). Sao
tipicamente arbéreas, variando de arbustos a arvores de dossel. E
predominantemente tropical, composta por cerca de 2.750 espécies distribuidas
em 52 géneros (ROHWER, 1993), nas regides tropicais e subtropicais do planeta
(WERFF; RICHTER, 1996) (Figura 1).

E i E op g

*’qu)“ﬁ‘:::

Figura 1. Mapa com apresentacdo da distribuicdo mundial das Lauraceae
<http://www.ceunes.ufes.br/downloads/2/luismenezes_Lauraceae> acessado em 12 de agosto de
2008 .

A familia Lauraceae Nees possui grande importancia econémica em todo o
mundo. As espécies mais utilizadas em larga escala sédo: o abacate (Persea
americana), a canela (Cinnamomum verum) e o louro (Laurus nobilis). A casca ou

o fruto de algumas espécies sdo usados como condimentos (Dicypellium
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caryophyllaceum) ou para fazer cha (Licaria puchury-major e Aniba canelilla).
Substancias aromaticas para perfumaria sdo extraidas de algumas espécies,
como a canela-sassafras (Ocotea odorifera) e o pau-rosa (Aniba rosaeodora).
Outras séo utilizadas na medicina popular ou industrial, como a céanfora
(Cinnamomum camphora). As demais tém, em geral, grande importancia
econbmica em suas areas de ocorréncia, devido principalmente a madeira, que é
amplamente explorada em diversas regifes. Porém, a maioria das espécies tem
Seu uso restrito as comunidades tradicionais, que detém o conhecimento empirico
da utilizacdo dessas plantas (VICENTINI et al., 1999; QUINET; ANDREATA,
2002).

No Brasil, ocorrem 22 géneros, frequentemente encontrados em florestas
pluviais, restingas e areas de cerrado (BARROSO, 2002). No Estado do Mato
Grosso do Sul, a familia esta representada pelos géneros Aniba, Cassytha,
Cinnamomum, Cryptocarya, Endlicheria, Mezilaurus, Persea, Aiouea, Nectandra e
Ocotea (MORAES, 2005; 'RESENDE, Comunicacdo pessoal).

O género Aiouea é restrito a regido neotropical, com 25 espécies, sendo
que no Brasil sdo encontradas 16 espécies (BAITELLO, 2001). Entretanto, no
Estado do Mato Grosso do Sul, o género é representado apenas por Aiouea
trinervis Meisn (ALVES; ISHII, 2007) popularmente chamada de brinco-de-

princesa ou louro-de-Goias (Figura 2).

O género Nectandra € composto por 114 espécies, distribuidas nas
Américas tropical e subtropical, das quais 43 espécies sao brasileiras (ROHWER,
1993), sendo oito espécies registradas no Estado do Mato Grosso do Sul,
(*Resende, Comunicacéo pessoal). Varias espécies de Nectandra s&o usadas na
medicina popular como curativo de feridas, anti-reumatica, digestivas, diuréticas
(LOPES, 1995), no tratamento do sistema bronco-pulmonar, de epilepsia, da

febre, colicas menstruais e como auxilio no parto (MORENO et al., 1993).

'Resende, U. M. Comunicacdo pessoal. 2008. Universidade Federal do Mato Grosso do Sul -
Herbario CGMS — Campo Grande (MS).



Dr2 Lillian May Grespan Estodutto da Silva, da

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS).

Figura 2. Aiouea trinervis (Cortesia da Prof?



A Nectandra cissiflora Nees apresenta diversos nomes populares, tais
como: canela-amarela, canela-capitdo-mor, canela-fedorenta, canela-trampa
(MORAES, 2005).

Figura 3. Nectandra cissiflora (Cortesia da Prof* Dr? Lillian May Grespan Estodutto da Silva, da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS).

Dentre os géneros mais expressivos das Lauraceae brasileiras, tem-se o
género Ocotea, amplamente distribuido no territério nacional. Tem despertado o
interesse dos fitoquimicos brasileiros, pois varios alcaléides aporfindides
comumente encontrados neste género apresentam diversas atividades biolégicas
(ZANIN; LORDELLO, 2007).

O género Ocotea possui 0 maior niumero de espécies medicinais, sendo
usadas como anti-reumatica, depurativa, tbnico estomatico e contra abscessos. A
Ocotea minarum (Nees) Mez, também conhecida como canelinha ou canela-
vassoura, ocorre nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Goias e Parana (MORAES, 2005).



Figura 4. Ocotea minarum (Cortesia da Prof2 Dr2 Lillian May Grespan Estodutto da Silva, da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS).



1.2 Metabdlitos Secundéarios

Os vegetais produzem uma grande quantidade de compostos organicos,
que parecem nao ter funcéo direta no seu crescimento e desenvolvimento. Tais
substancias sdo denominadas metabdlitos secundarios ou produtos secundarios.
A Figura 5 mostra, de forma simplificada, as rotas envolvidas na biossintese dos
metabdlitos secundarios e suas inter-relacbes como o metabolismo primario
(SIMOES et al., 2002). Estes compostos em geral ndo apresentam acio direta
conhecida nos processos de fotossintese, respiracdo, transporte de solutos,
sintese de carboidratos, proteinas e lipideos, bem como assimilacdo de nutrientes
e diferenciacdo dos tecidos (TAlZ; ZEIGER, 2004). Embora nao sejam
necessariamente essenciais para o organismo produtor, apresentam funcdes
ecolégicas, tais como atracdo de polinizadores, protecdo contra predadores,
evitam a perda de agua e aumento de temperatura, atuam como inibidores de
germinacao; garantindo vantagens para a sobrevivéncia e para a perpetuacao da
espécie em seu ecossistema (SANTOS, 2004).

A producdo de metabdlitos secundarios € o resultado de complexas
interacdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacédo (WINK, 1990).
Cada um desses processos, por sua vez, € governado por genes e, portanto,
influenciado por trés fatores principais: hereditariedade, ontogenia (estagio de
desenvolvimento) e ambiente (ROBBERS et al., 1996).

Os metabdlitos secundarios vegetais podem ser divididos em trés grupos
guimicamente distintos: (i) terpenos, (i) compostos fendlicos e (iii) compostos

nitrogenados.
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Figura 5. Esquema simplificado das principais vias de biossintese de metabdlitos secundarios (SIMOES et.al., 2002, com modificacdes).




1.2.1 Terpenos

Os terpenos constituem o maior grupo de produtos secundarios. As
diversas substancias desta classe sdo, em geral, insoliveis em agua e
sintetizados a partir da acetil-CoA ou de intermediarios glicoliticos. Os terpenos
sdo classificados pelo numero de unidades pentacarbonadas que possuem,
embora, algumas vezes, extensas modificagcdes metabolicas possam dificultar a
identificacdo dos residuos de cinco carbonos. Os terpenos de 10 carbonos, que
tém duas unidades Cs, sdo chamados de monoterpenos; os de 15 carbonos (trés
unidades Cs) sdo o0s sesquiterpenos; e os terpenos de 20 carbonos (quatro
unidades Cs) sdo os diterpenos. Os maiores terpenos incluem triterpenos (30
carbonos), tetraterpenos (40 carbonos) e politerpendides, onde a unidades de Cs
€ maior do que 8 (TAIZ; ZEIGER, 2004) (Figura 6).

Muitos terpenos s&o hidrocarbonetos, os quais contém oxigénio na
molécula, formando alcoodis, aldeidos ou cetonas. Estes derivados
freqientemente sdo denominados de terpendides. Também sao encontradas
unidades isoprénicas dentro de estruturas de outras moléculas naturais. Assim
alcaldides inddlicos, varias quinonas (vitamina K, E), vitamina A obtida apartir do
B-caroteno, contém fragmentos terpénicos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os terpenos e seus derivados sdo utilizados na prevencdo e terapia de
diversas doencas, incluindo o cancer (LAM; ZHENG 1991).
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Figura 6. Unidades basicas dos terpenos.
<http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Terpene_Biosynthese.svg> acessado em 12 de agosto

de 2008 .
1.2.2 Compostos Fendlicos
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Os compostos fendlicos constituem um dos mais numerosos grupos
encontrados no Reino Vegetal, sendo biossintetizados de varias maneiras nas
plantas superiores. A maioria dos fendis € derivada, pelo menos em parte, da
fenilalamina, um produto da rota do acido chiquimico (Figura 5). Os compostos
fendlicos podem ser divididos em dez classes. Baseados na estrutura quimica,
mais de 8.000 diferentes compostos foram descritos (BRAVO, 1998). Devido a
sua diversidade quimica, os compostos fendlicos apresentam uma variedade de
funcbes nos vegetais, agindo como compostos de defesa contra insetos
herbivoros e fungos, outros tém fungdo no suporte mecéanico, como atrativo de
polinizadores, ou dispersores de frutos, ou reduzindo o crescimento de plantas
competidoras adjacentes (MANACH et al., 2005).

Atencao especial tem sido dada a fitotoxicidade de certos compostos
fendlicos as furanocumarinas. Esses compostos sdo atoxicos até que a luz os
ative. A luz solar, na faixa do ultravioleta A (UV-A) eleva algumas
furanocumarinas a um estado eletronico de alta energia. As furanocumarinas
fotoativadas podem se inserir na dupla hélice do DNA e ligar-se as bases
pirimidicas, citosina e timina, bloqueando a transcricdo e o reparo do DNA,
provocando, ocasionalmente, a morte celular (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os polifendis de maior abundancia em plantas sdo os acidos fendlicos
flavondides, estilbenos e lignanas (Figura 7). Dos polifendis encontrados na dieta,
60% e 30% correspondem respectivamente aos flavondides e aos &acidos
fendlicos (RAMOS, 2007).
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Resveratrol

OH

Quercetina

Sesamina

Figura 7. Estruturas quimicas dos polifenodis quercetina (flavondide); resveratrol (estilbeno) e sesamina
(lignana) (Jayasinghe et al., 2003; Hammer et al., 2008;.Yu et al., 2008).

1.2.3 Compostos Nitrogenados

Uma grande variedade de metabdlitos secundarios vegetais possui
nitrogénio na sua estrutura. Incluem-se nesta categoria alguns compostos bem
conhecidos na defesa das plantas contra a herbivoria, como os alcaldides e os
glicosideos cianogénicos, os quais sdo de consideravel interesse, devido ao seu
efeito tdxico para humanos e as suas propriedades medicinais. Sdo exemplos de
compostos nitrogenados, os alcaloides, glicosideos cianogénicos e 0s
aminoacidos ndo-protéicos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os alcal6ides sdo, via de regra, sintetizados a partir de um ou poucos
aminoacidos comuns - sobretudo lisina, tirosina e triptofano. Contudo, o
esqueleto de carbono de alguns alcaloides apresenta um componente derivado
da rota dos terpenos. Além dos alcaloides, as plantas contém outros compostos
nitrogenados com funcdo de protecdo, os glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos, ndo sao téxicos como tal, mas rapidamente decompdem-se
quando a planta é lesada, produzindo venenos volateis, tais como o acido
cianidrico (HCN) (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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1.3 Producédo de Metabdlitos Secundarios pelas Plant as e Fatores
Associados

Os efeitos medicinais benéficos oriundos das plantas resultam da producéo
de metabdlitos secundarios. Compostos, tais como alcaldides, terpendides,
qguinonas, taninos, cumarinas, flavondides, polipeptideos e substancias fendlicas,
sao sintetizados e depositados em 6érgdos especificos ou em todas as partes da
planta (HARBONE, 1990). Estas substancias sdo muito complexas e sao
encontradas em certos niveis, especificamente de certas familias, géneros e
espécies (BALANDRIN et al., 1985).

Variacbes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as
proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; inter e intra-especifica) e, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modificacdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e
evolutivos (LINDROTH et al., 1987; HARTMANN, 1996).

A producdo de metabdlitos secundérios € frequentemente afetada pelas
condi¢cdes ambientais, pois estes metabdlitos representam uma interface quimica
entre as plantas e o ambiente (KUTCHAN, 2001). Exemplo disso sao as variagoes
sazonais encontradas nos 0leos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos
fendlicos, flavondides, cumarinas, saponinas, alcaldides, taninos, graxas
epiculares, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos, isolados de diversas
espécies vegetais (ROCA-PEREZ et al., 2004).

Existe uma correlagdo bem estabelecida entre intensidade de radiacao
solar e producdo de compostos fendlicos, tais como flavondides, taninos e
antocianinas. Isto pode ser explicado, principalmente no caso dos flavondides e
fenilpropandides correlatos, pela prote¢do contra a foto-destruicdo proporcionada
por estes metabdlitos ao absorver e/ou dissipar energia solar, protegendo os
tecidos mais internos contra os danos causados pela radiacdo UV-B (GRACE;
LOGAN, 2000).

De acordo com GOTTLIEB; BORIN (1994), a variedade e o potencial de

metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies do Cerrado sdo maiores que
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as da floresta Amazobnica. Diferengas significativas também foram verificadas
entre as espécies da Mata atlantica e as do Cerrado. As espécies da Mata
Atlantica apresentaram pequeno numero de metabdlitos secundarios, mas em
grande quantidade, ao passo que as do Cerrado possuem grande numero de
compostos estreitamente relacionados, porém em pequena quantidade. Essas
diferengcas foram evidenciadas por meio da utilizacgdo do mesmo método de
extracao fitoquimica (KAPLAN et al.,1994).

A maioria das espécies da familia Lauraceae € rica em metabdlitos
secundarios pertencentes a diversas classes, como: alcaldides do tipo aporfinico,
inddlico e benzilisoquilinico, monoterpenos e sesquiterpenos, além das
neolignanas e lignanas (CARVALHO, 1987), sendo ainda, algumas espécies ricas
em Oleo essencial (SCORA; SCORA, 2001).
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1.3.1 Metabdlitos Secundarios Isolados dos Géneros Aiouea, Nectandra e
Ocotea e suas Atividades Bioldgicas

Em estudos fitoquimicos de espécies vegetais pertencentes a familia
Lauraceae, coletadas no Cerrado proximo a cidade de Campo Grande (MS),
como a A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum, foram isolados diversas classes de
metabdlitos secundarios.

Das folhas da Aiouea trinervis foram isolados as lignanas: sesamina e
metilpiperitol; e as lactonas: y-lactona (isoobtusilactone A) e poliprenol-12. Dos
frutos foram isolados apenas y-lactonas (MARTINS, 2004). A classe de
substancias lignanas € extensamente distribuida em angiospermas e
gimnospermas. Apresentam uma grande variedade de estruturas e as atividades
bioldgicas sdo amplas (AGRAWAL; THAKUR, 1985).

Vérias lignanas sdo conhecidas por suas atividades antitumoral, anti-
mitética, antiviral, antibacteriana, antiestrogénica, sedativa, hipertensiva e
inibidora enzimatica (AGRAWAL; THAKUR 1985; CHAO et al., 2002). A sesamina
tem potente propriedade antioxidante, impedindo o catabolismo do y-tocoferol a
carboxicromanos, elevando, desta forma, a concentracao tecidual e plasmética de
y-tocoferol (PARKER et al., 2000).

As lignanas auxiliam na reducé&o do nivel do colesterol sérico (KATO et al.,
1998), sendo também consideradas como possiveis componentes
quimiopreventivos (CHAO et al., 2002), pois reduzem a incidéncia de cancer de
mama e proéstata (JIAO et al., 1998). As neolignanas e y-lactonas apresentaram
atividade citotéxica nas linhagens de células cancerosas do tipo P-388 (leucemia
linfocitica), KB16 (carcinoma nasofaringeo), A549 (carcinoma de pulmao) e HT
(adenocarcinoma de colon) (TSAI et al., 2000; TSAI et al., 2002).

Das folhas da N. cissiflora foram isolados catequina, sesquiterpeno (acido
costico) e o [-sitosterol, como componente majoritario. Do caule apenas
sesquiterpeno (MIRANDA, 2008).

O B-sitosterol é o mais abundante fitoesterdide encontrado, principalmente,
em Oleos vegetais, tais como: oliva, amendoim, soja e girassol (LING; JONES,
1995). Diversas evidéncias sugerem que os fitoesteroides inibem a inducdo de

tumores em animais. A dieta com fitoesterdides diminui a formagédo de adenoma
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(LING; JONES, 1995). Estudos realizados com animais submetidos a dietas
controladas sugerem que os fitoesteréides protegem contra o cancer de mama,
assim como outros tipos de cancer, incluindo coélon e prostata (AWADA et al.,
2004).

O B-sitosterol interfere no crescimento de diversos tipos de células tumorais
in vitro e diminui o tamanho e a extensdo das metastases tumorais in vivo
(AWADA et al.,, 2007); impede o crescimento das células PC-3 de cancer de
prostata humano, e é efetivo na inducao de apoptose (AWADA et al., 2005).

Espécies de Nectandra revelaram a presenca de diversos tipos de
metabdlitos secundarios, sendo que em Nectandra megapotamica foram
identificados os alcaldides inddlicos responsaveis por atividades toxicas e
alucinégenas, além de inibirem o crescimento do tripanossomo Crithidia
fasciculada. Da casca de Nectandra turbacensis foram isolados compostos
terpénicos e neolignanas (MORO, 1985).

Em espécies amazbnicas, pertencentes ao género Nectandra Rol, foram
encontrados compostos quimicos denominados neolignanas (GOTTLIEB;
YOSHIDA, 1978), os autores sugerem que a atividade antitumoral dos extratos se
deve a atividade das neolignanas. Da Nectandra rigida isolou-se a licarina A, que
possui atividade antitumoral (CARVALHO, 1986).

Dos frutos da O. minarum foram isolados dezenove compostos, entre eles:
alcaléide indolico - triptofol (Figura 8), flavondides, biflavondides, cumarina,
sesquiterpeno, esterodides, alquil benzeno e bis-lignana (GARCEZ et al., 2005)
enquanto que nas folhas encontrou-se B-sitosterol e terpenos (sesquiterpenos e
lactonas sesquiterpénicas) (NOGUEIRA, 2007).

Figura 8 . Estrutura quimica do alcaléide inddlico - triptofol (Garcez et al., 2005).
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Os compostos fendlicos (tais como os flavonodides) podem inibir varios
estagios no processo de carcinogénese, por afetar eventos moleculares nos
estagios de iniciacdo, promocao e progressao. Eles podem aumentar a expressao
dos componentes pro-apoptoticos no inicio da proliferacéo celular e, desta forma,
prevenir ou atrasar o desenvolvimento do tumor (RAMOS, 2007).

Lactonas sesquiterpénicas sdo compostos terpendides caracteristicos da
familia Asteraceae, mas também podem ser encontradas em outras familias de
plantas angiospermas (RODRIGUEZ et al., 1976). Compdem um grupo de
substancias naturais que apresentam uma diversidade de efeitos bioldgicos.
Atuam como agentes alelopéaticos e possuem atividade citotoxica e antitumorais
(PICMAN, 1986).

Extratos hidroalcodlicos de Ocotea duckei sdo ricos em lignanas,
monoterpenos e alcaldides (SILVA et al., 2002). Supfe-se que esses compostos
estejam envolvidos na mutagenicidade de extratos hidroalcodlicos de O. duckei
detectada por meio do teste de Ames (MARQUES et al., 2003). Diferentes
trabalhos demonstraram o potencial mutagénico de um grande numero de
alcaléides em Salmonella typhimurium TA100 e TA98 na presenca ou auséncia
de S9 (NOZAKA et al, 1990; WANG,; PENG, 1996), enquanto outros
demonstraram que os alcalbides aporfinicos inibiram o crescimento de linhagens
celulares de hepatoma humano HuH-7 in vitro, assim como a biossintese de DNA
e RNA (HUANG et al., 1998).

Das folhas da Ocotea acutifolia foram isolados quatorze alcaloides
aporfinicos do tipo isoquinolinico, entre eles a leucoxina, n-6xido ocoteina,
ocoteina e a dicentrina (Figura 9) (°Silva, Comunicacdo pessoal). A ocoteina é um
inibidor da topoisomerase Il e a dicentrina é um agente intercalante, que também
interfere com a atividade catalalitica das topoisomerases | e Il (HOET et al.,
2004).

’Silva, A. F. G. Comunicacdo pessoal. 2008. Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — Pds-
graduacédo em Quimica — Campo Grande (MS).
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Figura 9 . Estrutura quimica do alcal6ide aporfinico dicentrina (Hoet et al., 2004).
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1.3.2 Alcalbides

Alcaldides sdo compostos organicos alcalinos que contém um ou mais
anéis de atomos de carbono, usualmente com o atomo de nitrogénio no anel. A
posi¢cdo do nitrogénio no anel de carbono varia em diferentes alcal6ides e nas
diferentes familias de plantas, microrganismos e ou invertebrados. A posicdo do
atomo de nitrogénio afeta a propriedade dos alcaldides (PELLETIER, 2001;
HESSE, 2002).

Constituem-se num vasto grupo de metabdlitos, com grande variedade
estrutural. Mais de 18.000 alcaldides diferentes foram descobertos em 300
familias de plantas, microrganismos, fungos, invertebrados marinhos, insetos,
anfibios e outros organismos (DALY, 1998).

Os alcaldides podem ser encontrados em todas as partes de um vegetal.
Contudo, em um ou mais Orgaos havera um acumulo preferencial dessas
substancias. Sao sintetizados no reticulo endoplasmatico, concentrando-se em
seguida nos vacuolos. Posteriormente, acumulam-se em: (i) tecidos em
crescimento ativo; (ii) células epidérmicas; (iii) bainhas vasculares e (iv) vasos
lactiferos (EVANS, 1996).

Diversas fungbes sdo atribuidas aos alcaléides nos vegetais, tais como:
reserva de nitrogénio, horménios reguladores de crescimento, defesa contra a
invasao de microrganismos e virus, protecdo contra a radiacdo UV (HENRIQUES
et al.,, 2004). Praticamente, todos os alcaldides sdo toxicos para humanos,
guando ingeridos em quantidades suficientes. Por exemplo, a estricnina, a
atropina e a coniina sdo alcaldides classicos utilizados como venenos. Entretanto,
em baixas doses, muitos sdo farmacologicamente uteis. A morfina, a codeina e a
escopolamina sao utilizados na medicina. Outros, como a cocaina, a nicotina e a
cafeina desfrutam de um wuso ndo medicinal bastante difundido, como
estimulantes ou sedativos (TAIZ; ZEIGER, 2004).

No nivel celular, o modo de ac&do dos alcaldéides em animais € bastante
variado. Muitos alcalbides interagem com os componentes do sitema nervoso, em
especial os transmissores quimicos; outros afetam o transporte de membrana, a

sintese protéica ou a atividade enzimatica (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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O uso de extratos vegetais contendo alcaldides como medicamentos,
venenos, e em poc¢des magicas, pode ser tracado desde os primordios da
civilizacdo. A presenca de alcal6ides pode ser assinalada em ampla gama de
atividades biologicas investigadas. Assim, pode-se citar emetina (amebicida),
atropina (anticolinérgico), reserpina (anti-hipertensivo), quinina (antimalérico),
camptotecina, vimblastina e vincristina (antitumorais), codeina (antitussigeno),
morfina (hipnoanalgésico), quinidina (depressor cardiaco), cafeina (estimulante do
sistema nervoso central - SNC), teobramina (diurético), colchicina (tratamento da
gota), tubocurarina (miorrelaxante), castanospermina (antiviral), galantamina
(tratamento do mal de Alzheimer) (CORDELL et al., 2001; COYLE et al., 2001).

Os alcal6ides podem ser subdivididos em diversos grupos, incluindo:
acridinico, aporfinico, quinolinico, indodlico, isoquinolinico, entre outros
(DEMBITSKY, 2005).

Os alcalbides inddlicos apresentam um amplo espectro de atividades
biologicas (SOMEI; YAMADA, 2005). Muitos deles sdo utilizados com propdsito
medicinal, servindo de protétipo para o desenvolvimento de novas drogas
sintéticas (DEMBITSKY, 2002; 2005). Possuem grande importancia econdmica,
devido as suas atividades farmacoldgicas. Entre eles podemos citar a vincristina e
a vimblastina, que sdo antineoplasicos importantes; a ergotamina que é um
importante farmaco contra a enxaqueca; a ajmalicina e a ioimbina, farmacos
usados em disturbios do fluxo sangilineo; e a reserpina, utilizada como
antidepressivo. Mais recentemente, a ibogaina vem atraindo atencdo por
apresentar resultados promissores, em animais, no tratamento da dependéncia de
drogas (SCHRIPSEMA et al., 2004).

Dentre os alcalbides isoquinolinicos, os aporfindides representam um grupo
grande e ainda em expansdo, com cerca de 500 alcal6ides isolados de mais de
90 géneros de plantas. Formam um importante grupo de metabdlitos secundarios.
Alguns desses compostos tém sido usados, na medicina tradicional, para o
tratamento de varias doencas. Muitos destes exibem potente atividade citotoxica,
podendo ser utilizados para o design de agentes antineoplasicos (STEVIGNY et
al., 2005).

Os alcal6ides aporfindides (actinodafinina, cassythine e dicentrina) foram
isolados da Cassytha filiformis (Lauraceae), planta parasita amplamente

23



distribuida, a qual é utilizada na medicina popular africana para o tratamento do
cancer, de tripanossomos e de outras doencgas. Os alcalbides aporfinicos ligam-se
ao DNA e comportam-se como tipicos agentes intercalantes. Experimentos
bioquimicos mostraram que actinodafinina, cassythine e dicentrina também
interferem com a atividade catalitica da topoisomerase, em contraste com outros
alcaldides aporfinicos. Essas interacdes com o DNA podem explicar, em parte, 0s
efeitos observados em células do céancer e nos tripanossomos (HOET et al.,
2004).

Os alcaldides isoquinolinicos constituem um grupo de substancias bastante
freqientes em espécies do género Ocotea. Varios alcaldides aporfindides
comumente encontrados neste género apresentam pronunciada bioatividade,
como coclaurina - anti-HIV (KASHIWADA et al.,, 2005); glaucina — citotoxica
(HOET et al.,, 2004); derivados halogenados da predicentrina - aumento da
afinidade aos receptores dopaminérgicos D1 (ASENCIO et al., 2005); dicentrina -
inibicdo da topoisomerase Il, agente intercalante do DNA, atividade antineoplasica
(HOET et al., 2004); dicentrinona - inibicdo da topoisomerase | (ZHOU et al.,
2000); ocoteina - inibicAo da topoisomerase Il. Varios destes alcaldides tém
gerado patentes, acarretando grande interesse nessa classe de compostos
(ZANIN; LORDELLO, 2007).
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1.4 Inibidores de Topoisomerase

As DNA topoisomerases sd0 enzimas que catalisam quebras transitorias
na molécula do DNA. As DNA topoisomerases podem ser do tipo | (DNA
topoisomerase | — topo |), que produzem quebras unifilamentares temporarias; ou
do tipo Il (DNA topoisomerase Il - topo Il), que produzem quebras bifilamentares
transitérias (CHO et al., 2000) (Figura 10). Apdés a ocorréncia deste evento,
ambas as enzimas catalisam a re-ligacao das ligacGes fosfodiéster do DNA (CHO
et al., 2000).
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Topoisomerase |
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Quebras cromossémicas
e aberracdes

N

Morte celular

Figura 10 . Mecanismos de acgdo das topoisomerases | e Il (KINGMA; OSHEROFF, 1998, com modificagdes).
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A topo | é uma enzima essencial, que controla a superelicoidizacdo e o eixo
de torcdo do DNA durante os processos de replicacdo, transcrigcdo, recombinacéo,
reparacao e estruturacdo da cromatina, modificando o seu estado topoldgico, por
meio da quebra e posterior religacéo de suas fitas (STEWART et al., 1998).

A topo Il atua na mitose, estando envolvida na condensagdo dos
cromossomos, na segregacdo da dupla hélice do DNA, assim como na
manutencao da estrutura da cromatina. Destaca-se também sua funcéo sobre os
mecanismos envolvidos tanto no processo recombinacional, quanto no reparo que
envolve recombinacao (LARSEN et al., 1998).

Em condi¢cbes normais, as quebras introduzidas nas fitas de DNA pelas
topos | e Il sédo toleradas pelas células em funcdo ndo apenas de seu carater
intermediario, mas também devido aos baixos niveis em que sdo produzidas.
Entretanto, a manutencao de tais quebras, e o consequente incremento nas suas
freqUuéncias, promove a ocorréncia de recombinacdo mitética, com rearranjos
estruturais expressos como insercoes, delecdes e translocacdes, podendo ainda
induzir uma série de eventos relacionados com apoptose. Consequentemente,
substéancias capazes de favorecer a manutencao das quebras mediadas por estas
enzimas podem ser consideradas como agentes quimioterapicos, jA que 0s
multiplos efeitos acima citados podem ser citotdxicos, levando as células tumorais
a morte (KINGMA; OSHEROFF, 1998).

Os compostos denominados genericamente de inibidores de topo, foram
divididos em venenos e inibidores cataliticos, de acordo com seus mecanismos de
acao. Os venenos de topo atuam como estabilizadores dos complexos DNA-topo,
impedindo a religacdo das fitas de DNA clivadas pela acdo catalitica da topo.
Desta forma, transformam esta enzima em uma potente toxina celular. Os
inibidores cataliticos de topo interferem com a atividade catalitica da enzima, sem
promover a estabilizagcdo dos complexos clivados, formados pelas topos e o DNA
(FORTUNE; OSHEROFF, 2000).

Alguns dos inibidores e venenos de topo conhecidos sdo compostos
naturais, produzidos por plantas ou microorganismos. Estes compostos sao
altamente toxicos para outros organismos, 0 que sugere que sua funcdo esta
relacionada com a auto defesa da espécie produtora (CAPRANICO et al., 2007).

As topo eucaridticas séo o alvo da maioria das drogas antitumorais que interagem
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com a atividade da enzima por estabilizar os complexos DNA-topo, impedindo a
religacdo das fitas de DNA clivadas pela acdo catalitica da topo, mantendo as
quebras simples e duplas geradas (TOPCU, 2001).

Uma das drogas antitumorais que tem sido utilizada ha mais de 30 anos
para o tratamento de diferentes tipos de neoplasias humanas, tais como cancer
de mama, leucemias, linfomas e sarcomas, € a adriamicina (cloridrato de
doxorrubicina - DXR). Esta substancia é um antibiotico antraciclinico, obtido do

fungo Steptomyces peucetius (QUILES et al., 2002) (Figura 11).

Figura 11 . Estrutura quimica da doxorrubicina (Trevisan e Poppi, 2003).

A DXR pode induzir a complexacdo da topo Il com a hélice do DNA,
ocasionando numerosas quebras de fita dupla (FILYAK et al., 2007), além de
atuar como agente intercalante (CAPRANICO et al.,1997), acarretando a
formacédo de aductos no DNA, levando a troca de cromatides-irmés e aberracdes
cromossOmicas (GULKAC et al., 2004). Acarreta, ainda, estresse oxidativo e a
producdo de radicais livres (SINGAL et al., 2000). Assim, o efeito biolégico da
DXR pode nao ser baseado somente na atividade da topo Il (SWIFT et al., 2006).

Portanto, todos estes mecanismos de acdo tornam a DXR um potente
agente toxico/genotoxico. Consequentemente, este quimioterapico ocasiona uma
série de eventos adversos nos pacientes, com destaque para a cardiotoxicidade.
Este efeito é atribuido & geracdo de radicais livres, 0os quais podem causar a
lipoperoxidacdo, ocasionando alteracdes na integridade da membrana celular,

além de alterar a funcdo mitocondrial, favorecendo a sintese de radicias livres
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(ZHOU et al., 2000). Esforcos significativos tém sido feitos, com o propdsito de
desenvolver uma terapia conjunta para diminuir a cardiotoxicidade induzida pela
DXR e aumentar a eficacia terapéutica anticancer (BEG; BALTIMORE, 1996).
Entre eles, a utilizacdo de compostos fendlicos e outros, 0os quais sequestram 0s
radicais superoxido, peréxido de hidrogénio e hidroxila, os quais podem ser
candidatos em potencial para reduzir a toxicidade (LEE et al., 1991; LIU; TAN,
2000).

Muitos pesquisadores tém avaliado a acdo de antioxidantes sintéticos ou
naturais associados a DXR (ANTUNES; TAKAHASHI, 1998; COSTA,
NEPOMUCENO, 2006; ZHANG et al., 2005; ANTUNES et al., 2007; VALADARES
et al., 2007; FRAGIORGE et al., 2007), com o propdésito de reduzir o estresse
oxidativo (LAMSON; BRIGNAL, 1999; QUILES et al., 2002), e minimizar a

toxicidade deste quimioterapico.
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1.5 Atividade Antioxidante

O oxigénio € vital para todos os animais. Entretanto, diversos processos
fisiolégicos e bioquimicos podem produzir como subproduto, radicais livres e
outras espécies reativas de oxigénio. A reducdo univalente do oxigénio molecular
resulta em espécies reativas de oxigénio (EROs). EROs incluem radicais livres,
tais como anion radical superoxido (O2e-), radicais hidroxilas (*OH) e
hidroperoxila (ROOe¢), bem como espécies de nao radicais livres, tais como o
peroxido de hidrogénio (H.O,) (ARUOMA, 1999). A producdo de tais radicais
livres pode causar danos ao DNA e RNA, oxidar lipidios e proteinas. As EROs
atacam as cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do
colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico, iniciando,
assim, o processo de peroxidacao lipidica nas membranas celulares (VALKO et
al., 2004).

O estresse oxidativo danifica os sistemas biologicos, promovendo o
desenvolvimento de varias doencas, tais como cancer, doencas coronarianas e
mal de Alzheimer, além de acelerar o processo de envelhecimento (SMITH et al.,
1996; TABATA et al., 2008).

Acredita-se que o estresse oxidativo apresenta, no minimo, dois mecanismos
de acdo no desenvolvimento da carcinogénese. O primeiro mecanismo seria
epigenético, no qual genes responsaveis pelos sinais de crescimento e de
proliferacdo celular teriam a sua expressao modulada (VALKO et al., 2004). As
EROs também podem estimular as proteinas quinases e as vias de poli ADP-
ribosilacdo de proteinas cromossOmicas, afetando, desta forma, as vias de
transducdo de sinal. Isto pode levar a modulacdo da expressdo de genes
essenciais para a proliferacdo e promocéo de tumor (CERUTTI; TRUMP, 1991).

O segundo mecanismo, pelo qual os radicais livres induzem alteragbes
genéticas, sdo as mutacbes e rearranjos cromossOmicos, que podem
desempenhar papel importante na iniciagdo da carcinogénese (GUYTON;
KENSLER, 1993). Os rearranjos cromossdmicos sao resultados de quebras de
fitas mal reparadas, contribuindo para a amplificacdo génica e perda de
heterozigose, alterando, assim, a expressdo génica, o que pode promover a

progressao neoplasica (MARNETT, 2000). Os danos oxidativos no DNA também
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podem contribuir com alteracées nas bases do DNA em certos oncogenes ou
genes supressores de tumor. Tem sido demonstrado que radicais hidroxilas (¢OH)
podem ativar oncogenes, tais como K-ras e C-Raf-1, induzir mutagdes de ponto
nos pares de bases GC e dele¢cbes N-terminal nestes genes (JACKSON, 1994).

Mutacdes em dinucleotideos CpG sdo freqlentemente encontradas em
certos genes supressores de tumor, tais como p53 e retinoblastoma, levando a
sua inativagcdo (NIGRO et al.,, 1989; YANDELL et al.,, 1989). Os radicais livres
também podem induzir citotoxicidade, que pode contribuir no processo de
carcinogénese pela deplecdo da populagdo normal de células e promocdo da
expansdo clonal de células mais resistentes, aumentando assim a probabilidade
de mutacao (VALKO et al., 2004).

Entretanto, a producéo de radicais livres é controlada nos seres vivos por
diversos compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex.,
superéxido dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes.
Destas ultimas, destacam-se tocoferois (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C),
polifendis, selénio e carotenodides (HASLAM, 1996; VALKO et al., 2004). Quando
hé limitacéo na disponibilidade de antioxidantes, podem ocorrer lesdes oxidativas
de carater cumulativo. Os antioxidantes sao capazes de estabilizar ou desativar
os radicais livres antes que ataguem os alvos biolégicos nas células (ATOUI et al.,
2005).

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que,
presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato. Os radicais formados a
partir de antioxidantes nao séo reativos para propagar a reacdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacdo com outro radical, formando produtos estaveis, ou
podem ser reciclados por outro antioxidante (ATOUI et al., 2005).

Todos os organismos aerébicos, inclusive os humanos, possuem defesas
antioxidantes e antigenotoxicas que o0s protegem de danos oxidativos e
genotoxicos. As enzimas de reparo estdo presentes para remover ou reparar
moléculas danificadas. O mecanismo de defesa enzimatico inclui a superdxido
dismutase (SOD) que catalisa radicais superéxido em peroxido de hidrogénio, a

catalase (CAT), que converte H,O, em oxigénio e agua, a glutationa peroxidase
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dependente de selénio (GPX), que catalisa a degradacédo da H,O, (HAYDER et
al., 2008).

Dados de numerosos experimentos sugerem que os danos oxidativos no
DNA sédo de grande relevancia no envelhecimento, bem como na etiologia de
muitas doengas humanas, incluindo aterosclerose, doengas neurodegenerativas e
até mesmo o cancer (MARNETT, 2000; OLINSKI et al.,, 2002). O potencial
genotoxico é diretamente proporcional ao niumero de lesbes oxidativas do DNA
que escapam do mecanismo de reparo. E conhecido que o mecanismo de reparo
decai com a idade e, desta forma, as lesbes no DNA acumulam-se com o
envelhecimento (VALKO et al., 2004). A Figura 12 mostra esquema representativo
de defesas celulares contra estresse oxidativo.

Os antioxidantes naturais contidos em plantas aromaticas e medicinais,
frutos e vegetais podem ser usados na prevencdo dos consequentes danos
oxidativos deletérios e, portanto, sdo considerados agentes gquimiopreventivos
(KITTS, 1994; VERHAGEN et al., 1997; KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Atualmente ha um grande interesse em encontrar fontes naturais de
antioxidantes, para minimizar os danos oxidativos celulares (ANIYA, 2002). Os
antioxidantes podem interferir com enzimas de metabolizagdo de xenobidticos,
blogueando a atividade mutagénica/carcinogénica e modulando o reparo do DNA
(CRAIG, 1999; HEO et al., 2001; KRIS-ETHERTON et al., 2002). Todos esses
mecanismos podem ser importantes para as propriedades antimutagénicas ou
anticarcinogénicas (DE FLORA; FERGUSON, 2005).
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Figura 12 . Esquema representativo de defesas celulares contra estresse oxidativo (LYKKESFELDT; SVENDSEN, 2007).




1.6 Mecanismos Quimiopreventivos dos Fitoquimicos

Diversos extratos obtidos de plantas, e alguns de seus metabdlitos
secundarios, exercem atividades antioxidantes (KRIS-ETHERTON et al., 2002;
MOREIRA, 2005); inibem a peroxidacdo lipidica (Garcia-Alonso et al., 2004),
impedem a atividade das topos (WOO et al., 1999), estimulam as enzimas de
detoxificagcdo (KONG et al., 2001) e induzem a apoptose (GALATI; O'BRIEN,
2004), demonstrando, assim, atividade quimiopreventiva do cancer.

A quimioprevencdo do cancer pode ser determinada pelo uso de
compostos naturais ou sintéticos, para prevenir, suprimir, atrasar ou reverter o
desenvolvimento invasivo do cancer (PATEL et al., 2007). Os mecanismos pelos
guais os agentes quimiopreventivos exercem seu efeito protetor tém sido focado
nos mecanismos intracelulares, incluindo aumento na producdo de enzimas
envolvidas na detoxificagcdo dos carcindégenos (enzimas de fase IlI) e na inibicdo
da ativacdo metabdlica dos carcindgenos (enzimas de fase 1), resultando em
baixa producdo de metabdlitos eletrofilicos capazes de se ligar ao DNA
(STAVRIC, 1994). Entretanto, a suscetibilidade dos sistemas bioldgicos aos
carcindbgenos quimicos é, em parte, controlada pelo balanco entre enzimas de
fase I, o sistema citocromo P-450 (CYP450s), dependente de mono-oxigenases e
enzimas de fase Il, ex.: glutationa-S-transferase (GST); quinona redutase (QR) e
uridina difosfoglucoronato glucoroniltransferase (UDP- UGT) (TALALAY, 1989).

Uma das atividades quimiopreventivas conhecidas dos fitoquimicos é a
inducdo das enzimas de metabolizacdo de fase Il, tais como a glutationa-S-
transferase (GST). As enzimas de fase Il catalizam as reagcbes de conjugacao
entre glutationa e os intermediérios eletrofilicos reativos de fase | para facilitar sua
eliminacao do corpo (WILKINSON; CLAPPER, 1997). A quimioprevencédo obtida
através dos fitoquimicos € encontrada em representantes dos trés grupos
quimicos: terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados, com
destaque para os compostos fendlicos, tais como os flavonéides.

Numerosos estudos tém atribuido aos compostos fendlicos atividades

quimiopreventivas. Estes compostos podem prevenir o desenvolvimento do
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cancer por meio de acao antioxidante e/ou da modulacao da funcdo das diversas
proteinas, tais como: da secre¢do das proteinas quinase na proliferacdo celular
em tumor; e induzir a expressdo de enzimas anticarcinogénicas ou inibir a
induc&o de enzimas promotoras do cancer (OWEN et al., 2000; SAKAKIBARA et
al., 2003).

Diversas substancias fendlicas encontradas na dieta apresentam efeito
anticarcinogénico e antimutagénico (FERGUSON, 1994; STAVRIC, 1994),
principalmente algumas espécies de ervas que contém substancias fendlicas
bioativas, com potente atividade antioxidante. Muitos dos agentes
quimiopreventivos modulam a expressdo de genes incluindo a indugdo das
enzimas de detoxificacdo de fase Il, tais como as GST e UDP-UGT (KONG et al.,
2001).

Desta forma, os compostos fendlicos podem inibir a carcinogénese por
afetar eventos moleculares nos estagios de iniciacdo, promoc¢ao e progressao
(YANG et al., 2001). Eles podem aumentar a expressdo dos componentes pro-
apoptoticos no inicio da proliferacdo celular e, desta forma, prevenir ou atrasar o
desenvolvimento do tumor (RAMOS, 2007).

Os flavonodides também inibem a promoc¢ao dos estagios da carcinogénese
por impedir a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROSs); a formacédo de
enzimas que contribuem com a sintese de DNA ou a acdo do ATP; e a inibicao
das proteinas quinases que contribuem para o sinal de transducédo proliferativo.
Finalmente, eles podem prevenir o desenvolvimento de tumor por induzir
apoptose nas células tumorais por inibicdo da topo Il; diminuicdo da atividade da
p53; ou por causar toxicidade mitocondrial, 0 que inicia a apoptose mitocondrial
(GALATI; O'BRIEN, 2004).

Compostos fendlicos isolados de plantas tém sido alvo de grande interesse
devido a sua capacidade antioxidante, bem como devido a possiveis implicagcbes
benéficas na saude humana, especialmente no tratamento e prevencao do cancer
(BRAVO, 1998). O efeito anticarcinogénico dos vegetais pode ser devido a
presenca de muitos compostos com diferentes propriedades (TEPSUWAN et al.,
1999).

Na presente pesquisa foi avaliada in vitro, a atividade antioxidante de EE
obtidos de A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum, por meio do ensaio com 2,2-
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difenil-1-picrilidrazila (DPPH). A atividade genotéxica dos EE de A. trinervis, N.
cissiflora e O. minarum e de trés alcaloides, ocoteina e dicentrina, isolados de
folhas de Ocotea acutifolia, e o triptofol obtido de frutos de Ocotea minarum; e y-
lactona, isolada de frutos verdes de A. trinervis foi investigada, por meio do
Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) de asas da Drosophila
melanogaster. Os efeitos antigenotdxicos de EE de A. trinervis, N. cissiflora e O.
minarum contra os efeitos genotoxicos do agente antineoplasico cloridrato de

doxorrubicina (DXR) também foram avaliados com o SMART.
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1.7 Metodologia Utilizada

1.7.1 Somatic Mutation And Recombination Test (SMAR T)

O Somatic Mutation And Recombination Test — SMART (Teste para
deteccdo de Mutagdo e Recombinacdo Somética), que utiliza como biomonitor a
Drosophila melanogaster, foi empregado para avaliar a atividade mutagénica dos
EE de A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum; os efeitos genotdxicos de trés
alcaloides, ocoteina e dicentrina, isolados de folhas de Ocotea acutifolia, do
triptofol, obtido de frutos de Ocotea minarum; e de y-lactona, isolada de frutos
verdes de A. trinervis; assim como os efeitos antimutagénicos de EE de A.
trinervis, N. cissifora e O. minarum contra os efeitos genotoxicos do agente
antineoplasico cloridrato de doxorrubicina (DXR).

Esse sistema apresenta a vantagem de utilizar um organismo eucarioto
que possui curto periodo de geracdo (aproximadamente 10 dias a 25° C);
caracteres morfolégicos bem definidos; sistema enzimatico semelhante aos dos
mamiferos, que permite o metabolismo de agentes xenobidticos; e grande nimero
de linhagens mutantes, muito bem caracterizadas geneticamente (Graf et al.,
1996). E um teste barato, que produz resultados confiaveis, inequivocos e
reproduziveis.

O sequenciamento do genoma da D. melanogaster revelou uma alta
conservacao evolutiva, quando comparado ao genoma humano, ndo apenas em
nivel de seqiéncia de DNA, mas principalmente em relacdo as funcdes génicas.
Sao também relevantes os dados obtidos a partir de analises do proteoma, uma
vez que 60% dos 289 genes relacionados a doencas humanas apresentam
homologos em Drosophila, dos quais 75% portam sequéncias protéicas similares
nestes dois organismos (TICKOO; RUSSELL, 2002). Portanto, existe uma alta
conservacdo entre rotas bioquimicas e funcdes regulatérias entre as duas
espécies (ST. JOHN; XU, 1997).

Tais descobertas, somadas aos mais de 90 anos de contribuicdo deste
organismo a pesquisa genética, colocam a Drosophila como um modelo

promissor ndo apenas para o estudo de doencas humanas, mas também para a
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obtencdo de drogas que possam ser efetivamente utilizadas no seu combate
(LEHMANN et al.,2004).

VOGEL et al. (1999), registraram cerca de 300 compostos quimicos
avaliados no teste SMART de asa de D. melanogaster, documentados em
aproximadamente 100 publicagbes. Entre os compostos avaliados, incluem-se
drogas antineoplasicas, agentes intercalantes, compostos indutores de pontes de
DNA-DNA e DNA-proteina, inibidores de topos e inibidores da sintese de DNA.

Nos ultimos anos diversos pesquisadores tém avaliado o efeito genotéxico
e ou antigenotéxico de diversos extratos de plantas, utilizando o SMART
(IDAOMAR et al., 2002; SOUZA et al., 2003; ROMERO-JIMENEZ et al., 2005;
LAOHAVECHVANICH et al., 2006).

O SMART de asa em D. melanogaster fundamenta-se na premissa de que
durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (os discos imaginais
das asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a
metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Este
bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pélos das asas:
pélos multiplos (mwh, 3-0.3) e pélos cujo formato lembram uma “chama de vela”,
do inglés flare (flr, 3-38.8), baseando-se na inducéo de alteracdes genéticas que
originam a perda de heterozigose em células larvais, que sédo heterozigotas para
estes dois genes recessivos (Graf et al., 1984).

Portanto, este teste detecta a perda da heterozigose, que pode ocorrer
espontaneamente ou ser induzida por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, em

células sométicas de D. melanogaster.
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1.7.1.1 Metodologia para 0 SMART

Para o SMART, foram utilizados dois diferentes cruzamentos portando os
marcadores para a forma dos pélos das asas: 1] Cruzamento padrédo (Standard
cross - ST), em que fémeas virgens da linhagem flare (flr), com genétipo flr¥/
IN(BLR)TMS3, ri p° sep I(3)89Aa bx**® e Bd® (abreviado como flrTM3, Bd® ) foram
cruzadas com machos da linhagem multiple wing hairs (mwh), com genétipo
mwh/mwh; 2] Cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (High bioactivation cross
- HB), em que fémeas virgens da linhagem ORR/flare (ORR/flr), com gendtipo
ORR/ORR; flr¥ In(BLR)TMS3, ri p” sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® (abreviado como ORR;
flryTM3, Bd®) foram cruzadas com machos mwh/mwh. A linhagem ORR/flare
possui 0s cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R (R), resistente
ao DDT, contendo genes responsaveis por alto nivel de enzimas de
metabolizacao do tipo citocromo P(CYP)6 A2 (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

Para a realizacdo dos cruzamentos ST e HB, fémeas virgens flr¥TM3, Bd®
e ORR; fI’/TM3, Bd® foram cruzadas com machos mwh. De ambos o0s
cruzamentos foram coletados ovos por um periodo de 8 horas, em frascos
contendo uma base sélida de agar (3% em agua) e uma camada de fermento de
padaria (Saccharomyces cerevisiae) suplementado com acucar. Apos 72 horas *
4 horas, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua corrente e coletadas com o
auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de larvas foram transferidos para
frascos de vidros contendo 1,5g de meio de cultura alternativo (puré instantaneo
de batata Yoki®) hidratado com concentracdes equivalentes a 0,625 mg.mL™;
1,25 mg.mL™?ou 2 ,5 mg.mL™* de EE de A. trinervis isoladamente e em associacdo
com DXR (0,125 mg.mL™); 0,625 mg.mL™; 1,25 mg.mL™ou 2 ,5 mg.mL™ de EE de
N. cissiflora isoladamente e em associacdo com DXR (0,125 mg.mL™); 0,625
mg.mL™; 1,25 mg.mLYou 2 ,5 mg.mL™ de EE de O. minarum isoladamente e em
associacdo com DXR (0,125 mg.mL™); e com 0,4 mg.mL™; 0,8 mg.mL™ ou 1,6
mg.mL™ do alcaléide ocoteina isolado de folhas de Ocotea acutifolia; 0,4 mg.mL™;
0,8 mg.mL™ ou 1,6 mg.mL™ do alcaléide dicentrina isolado de folhas de Ocotea
acutifélia; 0,4 mg.mL™; 0,8 mg.mL™ ou 1,6 mg.mL™ do alcaléide triptofol obtido de
frutos de Ocotea minarum; 0,7 mg.mL™; 1,4 mg.mL™ ou 2,8 mg.mL™ de y-lactona,

isolada de frutos verdes de A. trinervis. Como controle positivo foi utilizado o
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cloridrato de doxorrubicina (DXR) na concentracdo de 0,125 mg.mL™ e como
controle negativo, o solvente constituido por agua ultra pura (obtida de sistema
Milli-Q), 1% de Tween-80 e 3% etanol.

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 e
analisadas quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em
microscépios Opticos com magnificacdo de 400x.

A andlise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutacdes de
ponto, pequenas aberracbes cromossdémicas e recombinacdes mitdticas
proximais e distais. A analise dos individuos BH permite detectar a ocorréncia de
mutacdes de ponto e pequenas aberra¢cdes cromossdmicas. No entanto, devido a
presenca de inversbes multiplas no cromossomo balanceador, as células
resultantes de recombinacdo mitética sao inviaveis. A célula que sofreu perda do
alelo selvagem ira desenvolver o fendtipo mutante, durante a metamorfose no
estagio de pupa, e pode ser diferenciada facilmente das demais (GUZMAN-
RINCON; GRAF, 1995).

A andlise da superficie dorsal e ventral das asas considera o nimero de
manchas que fornece dados quantitativos e o tipo de mancha que permite
identificar o evento genotoxico induzido. Manchas simples que expressam apenas
um dos genes mutantes, flr’ ou mwh, indicam a ocorréncia de mutaces génica
e/ou cromossbmica, bem como recombinacdo. Entretanto, manchas gémeas
formadas por células adjacentes expressando os fenétipos flr* e mwh originam-se
exclusivamente de eventos recombinacionais (GRAF et al., 1984). A Figura 13
apresenta fotomicrografias de segmentos de asas de D. melanogaster MH com
manchas simples do tipo multiple wing hairs, manchas simples do tipo flare e
manchas gémeas (mwh e flr adjacentes) obtidas em microscoépio 6ptico de luz,
aumento de 400X.

E também importante distinguir entre manchas simples pequenas (1-2
células mutantes) e manchas grandes (3 ou mais células mutantes) porque as
primeiras sao formadas durante o ultimo e/ou penultimo ciclos de divisao mitotica

que estado ocorrendo na pupa, enquanto que as grandes sdo produzidas mais
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cedo, durante o desenvolvimento da larva. As manchas simples pequenas sao
originadas por mutagées cromossomicas (aneuploidia) e/ou grandes delec¢des,
independente do tempo em que elas foram induzidas, ja que essas células
apresentam uma baixa taxa de diviséo celular (GRAF et al., 1984).

A Figura 14 mostra esquema de cromossomos de células primordiais dos
discos imaginais de asas, presentes na fase de larva de D. melanogaster, em
divisdo mitética normal (adaptado de GRAF et al., 1984).

As Figuras de numeros 15 a 17 mostram os diferentes mecanismos
genéticos (mutacdo de ponto, delecdo, e recombinagdo) responsaveis pelo
aparecimento de manchas mutantes simples e gémeas (adaptado de Graf et al.,
1984).

Os resultados observados com os EEs e com os alcal6ides foram avaliados
estatisticamente por meio do teste Binomial Condicional (KASTEMBAUN,;
BOWMAN,1970), com nivel de significancia a=p=0,05. As freqiéncias de cada
tipo de mancha mutante por mosca foram comparadas com 0S respectivos
controles negativos, possibilitando a caracterizacdo dos resultados como
positivos, fraco-positivos, negativos ou inconclusivos (FREI; WURGLER, 1988).
Na aplicacdo pratica do método de decisdo, além da hip6tese nula, elabora-se
uma hipétese alternativa especifica, que requer uma frequiéncia de mutacdo m
vezes maior no tratado, do que a obtida no controle negativo.

A hipdtese nula postula que ndo ha diferenca na frequéncia 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
freqiéncias de mutacdes que € m vezes maior que a freqiéncia espontanea
observada no controle. Além disso, podem acontecer casos em que ambas as
hipoteses deverdo ser rejeitadas. Isto significa que o tratamento induziu uma
resposta genotoxica fraca, com uma freqiéncia de danos que é significativamente
menor que m vezes a freqiiéncia obtida no controle negativo (FREI; WURGLER,
1995.

Para a andlise dos efeitos antimutagénicos dos EEs sobre a genotoxicidade
induzida pela DXR, os dados foram avaliados de acordo com o teste nédo
paramétrico de Mann-Whitney (FREI; WURGLER, 1995).
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Com base na frequéncia de inducdo de manchas por 10° celulas, a
atividade recombinogénica foi calculada como: frequéncia de recombinacéo (Fgr) =
1 - frequéncia de mutagcao (Fu). Fv = freqiéncia de manchas observadas nas
moscas BH / frequiéncias de manchas observadas nas moscas MH. A frequéncia
total de manchas (Fy) = total de manchas nas moscas MH (considerando as
manchas mwh e flIr®) / N° de moscas; mutacdo = Fr x Fy; recombinacdo = Fr x Fg
[Santos et al., 1999; Sinigaglia et al., 2006]. Com base na frequéncia de manchas
corrigida pelo controle por 10° célula, as porcentagens de inibicéo induzida pelos
EEs foram calculadas como: (DXR sozinha — EEs mais DXR / DXR sozinha) x 100

(Abraham, 1994).
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Figura 13. Fotomicrografia mostrando mancha simples com pélos multiplos (A); mancha simples com pélos
flare (B); e mancha gémea (C) com pélos mudiltiplos (seta maior) e pélos flare (seta menor) adjacentes.
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Figura 14. Esquema representativo de divisdo mitdtica normal em células primordiais dos discos imaginais de asas de D. melanogaster (adaptado de

GRAF et al., 1984).
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Figura 15. Esquema representativo de divisdo mitética com ocorréncia de mutagdo em células primordiais dos discos imaginais de asas de D.

melanogaster (adaptado de GRAF et al., 1984).
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Figura 16. Esquema representativo de divisdo mitética
melanogaster (adaptado de GRAF et al., 1984).

com ocorréncia de delecdo em células primordiais dos discos imaginais de asas de D.
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Figura 17. Esquema representativo de divisdo mitotica com ocorréncia de recombinacéo entre o centrdmero e o locus flare em células primordiais dos

discos imaginais de asas de D. melanogaster (adaptado de GRAF et al., 1984).




1.7.2 Ensaio Antioxidante Utilizando 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH)

O radical sintético DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) ndo € relevante
biologicamente. Porém, o ensaio DPPH ¢ utilizado freqlientemente para avaliar a
habilidade dos antioxidantes em sequestrar os radicais livres, 0os quais séo
conhecidos por serem o0 maior fator de danos biolégicos causados pelo estresse
oxidativo. Este ensaio é conhecido por fornecer informacdes confiaveis acerca da
habilidade antioxidante dos compostos testados (HUANG et al., 2005).

O ensaio para determinar a presenca de atividade antioxidante foi efetuado
com os EE das folhas da A. trinervis, N. cissiflora e O. minarum, utilizando-se o
teste in vitro com 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), através do ensaio

espectrofotométrico, com resposta quantitativa.

A capacidade antioxidante de substancias naturais pode ser avaliada
espectrofotometricamente através da facilidade com que o radical livre estavel
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) recebe um atomo de hidrogénio de uma

substancia potencialmente antioxidante (Figura 18).
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Figura 18. Esquema representativo da adicdo de um atomo de hidrogénio no radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) (JAGETIA et al., 2003).

Em solucéo, o radical DPPH apresenta uma cor violeta muito intensa, que
€ consequéncia do elétron desemparelhado. O radical DPPH absorve em 517 nm
e um decréscimo neste comprimento de onda ocorre pela estabilizacdo do radical
atraves do recebimento de um hidrogénio radicalar da espécie antioxidante, que &
indicada pela mudanca da cor da solugdao (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,
2003) (Figura 19).
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Figura 19. Fotografia de placa de ELISA, demonstrando reacdo de 6xido-reducéo entre extratos etanolicos e
a substancia 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A cor violeta intensa indica a presenca de elétrons
desemparelhados no radical DPPH. A mudanca da cor da solucdo indica a estabilizagdo do radical, por meio
do recebimento de um hidrogénio radicalar da espécie antioxidante (Cortesia da Prof2 Dr2 Lidilhone
Harsman, da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS).
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1.7.2.1 Metodologia para o Ensaio Antioxidante

O ensaio para averiguacao da atividade redutora utilizando o teste in vitro
com DPPH é um procedimento bastante simples. Para tanto, uma solucdo de
DPPH (0,02 mM), utilizada como fonte de radicais livres, foi adicionada com
solugbes da amostra teste em diferentes concentracgdes (3,125; 6,25; 12,5; 25,0;
50,0; 100,0 e 200,0 pg.mL™). As medidas de absorbancia foram efetuadas em
triplicata, apos 30 minutos. Estas medidas foram feitas em espectrofotometro, no
comprimento de onda 517 nm, tendo como controle positivo o hidroxi tolueno
butilado (BHT).

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo
metodologia descrita na literatura, com pequenas modifica¢cdes, monitorando-se o
consumo do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo
da absorbancia de solucdes de diferentes concentragoes.

O decréscimo na absortividade molar expressa o potencial antioxidante da
amostra teste, que € representada por uma curva da concentracdo pela

porcentagem da variagao da absortividade molar (AA) (YAMAGUSHI et al., 1998).

A partir da equacado da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia
no tempo de 30 minutos, para cada concentragéo testada, foram determinados os
percentuais de DPPH remanescentes (% DPPHREM), conforme a equacao:
%DPPHREM = [DPPH]T=t / [DPPH]T=0x100 onde [DPPH]T=t corresponde a
concentracdo de DPPH no meio, apés a reacdo com o extrato. [DPPH]T=0 é a
concentragdo inicial de DPPH, ou seja, 0,02mM. A concentracdo eficiente,
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de
DPPH em 50% (CE50), foi determinada usando o programa Microcal Origin 7.5, a
partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na
abscissa as concentragbes da amostra (ug.mL™) ou do controle positivo; e na
ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHREM) (MOREIRA et
al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

Neste trabalho foram utilizados EE e metabdlitos secundarios de plantas da
Familia Lauraceae, devido a estudos institucionais conduzidos no Departamento
de Quimica e no Departamento de Botanica da UFMS.

Considerando o potencial da familia Lauraceae na producdo de metabalitos
secundarios, com ampla atividade bioldgica citada na literatura, justifica-se uma
investigacdo do efeito mutagénico de EE obtidos das folhas da A. trinervis, N.
cissiflora e da O. minarum (Lauraceae) e de trés alcaloides, ocoteina e dicentrina,
isolados das folhas da Ocotea acutifolia, e o triptofol obtido dos frutos da Ocotea

minarum; e de y-lactona, isolada de frutos verdes de A. trinervis.

A ocoteina é um inibidor de topo I, enquanto a dicentrina € um agente
intercalante do DNA, com atividade anti-topo | e anti-topo Il. Atualmente, os
inibidores de topos sao utilizados no tratamento de diferentes tipos de céancer.
Considerando que cerca de 60% dos agentes usados como quimioterapicos no
tratamento do cancer sao substancias de origem natural (NEWMAN et al., 2003),
a investigacdo da atividade genotoxica desses alcaldides € importante ndo so
como pesquisa basica, mas para as diferentes areas do conhecimento cientifico,
que poderdo utilizar esses resultados como subsidios na a busca de outros
metabdlitos secundérios importantes para a producdo ou design de novos
agentes para o tratamento de diversas doencas, inclusive o cancer.

Neste trabalho também foram investigadas a atividade antioxidante e as
potencialidades antimutagénicas dos EE, considerando que, desses extratos,
foram isolados, entre outros, metabdlitos secundéarios tais como sesamina,
flavondides, biflavondides, sesquiterpenos. De acordo com dados da literatura,
estes compostos apresentam atividade antioxidante e antigenotdxica. Isto €,
reduzem as frequéncias de mutacbes espontaneas ou induzidas,
independentemente do mecanismo de agdo. Portanto, € possivel que, apos serem
submetidos a testes apropriados, sejam utilizados como agentes de prevencao de
efeitos adversos causados por agentes biologicos, quimicos ou fisicos que
danificam o DNA.

50



A deteccdo de substancias de origem vegetal que modulam os efeitos
genotoxicos € de grande importancia, podendo auxiliar no entendimento dos
mecanismos celulares de mutagénese/carcinogénese, assim como fornecendo
informacdes para a prevencdo das alteracdes génicas, as quais podem resultar

no aparecimento de diversas doengas.
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ABSTRACT

Aiouea trinervis Meisn. is a shrub that grows in the “cerrados” (a savanna
ecosystem) of Brazil. In the present study, fractionation of ethanolic extracts (EE)
from the leaves of A. trinervis led to the isolation of the butanolide (y-lactone)
namely isoobtusilactone A, as well as the lignans namely sesamin, methylpiperitol
and polyprenol-12. Their structures were determined by spectroscopic analyses.
The anti-oxidant effects of the EE obtained from leaves of A. trinervis were
examined using the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrasyl (DPPH) assay. The data
obtained revealed antioxidant activity. The lack of information related to the
genotoxic and antigenotoxic properties of EE from the leaves of A. trinervis prompt
us to study this EE alone and in association with the chemotherapeutic free-radical
generator doxorubicin (DXR), used as reference mutagen. The genotoxic
properties were evaluated for mutagenic and recombinagenic effects using the
wing spot test of Drosophila melanogaster (Somatic Mutation And Recombination
Test — SMART). The standard and the high bioactivation crosses were used. The
latter cross is characterized by a high sensitivity to promutagens and
procarcinogens. The results observed in both crosses were similar and indicated
that EE from the leaves of A. trinervis did not show genotoxicity at the doses used
and suppressed the DNA damage induced by DXR in a dose-dependent manner.
The combined treatments demonstrated that EE have anti-mutagenic activity.
Besides, the genotoxic properties of crude EE from fruits of A. trinervis and of the
y-lactone fraction were also evaluated with the D. melanogaster standard cross.
No statistically significant differences in spot frequencies between controls and
treated series were observed. The results indicate that, under these experimental
conditions, EE from the leaves or fruits of A. trinervis as so as the y-lactone
fraction are not genotoxic, and that EE from the leaves of A. trinervis protects
against the genotoxic effects of the DXR, probably due to the A. trinervis anti-

oxidant activity.
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INTRODUCTION

The anti-tumour screening of Brazilian plants led to the isolation and
identification the active phytochemicals and confirmed the continuing importance
of natural product screening models, alongside targeted drug development, in the
discovery of new anti-neoplastic pharmacophores [Monks et al., 2002]. The
isolation of natural compounds from medicinal plants has been of increasing
interest [Cai et al., 2004]. These compounds have been also the target of interest
on antimutagenesis [Calomme et al., 1996] and antioxidant activities [Yagi et al.,
2002].

The Lauraceae is an economically important family, with 52 genera and
approximately 2500-2750 species, consisting mostly of trees or tree-like shrubs,
rich in biologically active secondary metabolites, such as neolignins, y-lactones,
alkaloids, flavonoids and terpenes, which have shown different biological
properties [Gottlieb, 1972; Henriques et al., 2000; Tsai et al., 2000; Garcez et al.,
2005; Chang et al., 2008; Wang et al., 2008].

The Aiouea trinervis Meisn., 1864. (Laurales, Lauraceae) is a shrub that grows
in the "cerrados” (a savanna ecosystem) of Mato Grosso do Sul, Brazil, and is
considered an endangered Brazilian species [Garcez et al., 2005]. As previously
demonstrated the fractionation of the ethanolic extracts from the roots, the
underground trunk and the leaves of A. trinervis led to the isolation of four
butanolides (y-lactones), namely (-)-epilitsenolides C-2 and C-1, isobtusilactone A
and obtusilactone A; and the lignans (+)-sesamin, (+)-methylpiperitol and
polyprenol-12 [Garcez et al., 2005].

The y-lactones (-)-epilitsenolides C-2 and C-1 induced cytotoxic activities in
Hep(2) human cancer cells [Garcez et al., 2005]. Isoobtusilactone A displayed
cytotoxic activity in Hep(2) human cancer cells and DNA damage on CHO K1 and
HTC mammalian cells assayed with single-cell gel electrophoresis (comet assay)
[Garcez et al., 2005]. When isolated from the stem wood of Formosan Lindera
communi showed cytotoxic effects against P-388 cancer cell lines [Tsai et al.,
2002]; isolated from the leaves of Cinnamomum kotoense demonstrated to be an
agent capable of inducing anticancer effects in two human breast cancer cell lines,
MCF-7 and MDA-MB-231 [Kuo et al., 2007] and on human non-small cell lung
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cancer (NSCLC) A549 cells [Chen et al., 2008]; as so as apoptotic cell death of
Hep G2 cells mediated via both caspase-dependent and -independent pathways
[Liu et al., 2008]. The lignans (+)-sesamin and (+)-methylpiperitol were shown to
possess moderate cytotoxic effects in Hep(2) human cancer cells and genotoxic
properties on CHO K1 and HTC mammalian cells with comet assay [Garcez et al.,
2005]. Labaj et al. [2003] described the protective effects of several lignin
polymers against the genotoxic effect of N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNG) tested in hamster lung V79 cells and human colon Caco-2 cells. The
ethanolic extracts from the roots, the underground trunk and the leaves of A.
trinervis showed genotoxic properties on CHO K1 and HTC mammalian cells with
comet assay [Garcez et al., 2005].

The DPPH molecule is characterized as a stable-free radical by virtue of the
delocalization that gives rise to a deep violet color, characterized by an absorption
band in ethanol solution centered at 517 nm. When a solution of DPPH is mixed
with a substance that can donate a hydrogen atom, this gives rise to the reduced
form (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine), with the loss of the violet color [Bouhlel et
al., 2007].

Free radicals generated by exogenous chemicals or endogenous metabolic
processes in food systems may cause oxidative damage by oxidizing
biomolecules and result in cell death and tissue damage [Kehrer, 1993].
Antioxidants can protect the human body from free radicals and retard the
progress of many chronic diseases [GokturkBaydar et al., 2007].

The genotoxic agent doxorubicin (DXR), also named adriamycin, is an
anthracycline antibiotic obtained from Steptomyces peucetius that has been used
for the treatment of a wide variety of cancers [Quiles et al., 2002]. It is widely
accepted that oxidative stress and the production of free radicals is involved in
DXR action [Singal et al., 2000]. Thus, it has been reported that DXR leads to
direct oxidative injury to DNA [Feinstein et al., 1993], generates lipid peroxidation
[Quiles et al., 1999a] and also targets DNA topoisomerase |l [Horenstein et al.,
2000]. The decrease of DXR genotoxicity in non-tumour cells is the aim that has
been achieved experimentally by combined treatments of DXR with free radical

scavengers and antioxidants [Antunes and Takahashi, 1998; Costa and

69



Nepomuceno, 2006; Tavares et al., 2006; Antunes et al., 2007; Fragiorge et al.,
2007; Valadares et al., 2008].

The wing somatic mutation and recombination test (SMART) using
Drosophila melanogaster has shown to be a sensitive, rapid and inexpensive tool
for the detection of genotoxic activity of pure compounds or complex mixtures as
well as for studies on antigenotoxicity [Graf et al. 1996]. The SMART in D.
melanogaster has been successfully used to demonstrate the protective effects of
different free radical scavengers on the genotoxicity of DXR [Costa and
Nepomuceno, 2006; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008].

Considering the lack of information related to the antioxidant activity of
ethanolic extracts (EE) of the leaves of Aiouea trinervis, the aim of the present
study was to investigate its antioxidant properties using the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrasyl (DPPH) assay as the marker for antioxidant activity. The lack of
information related to the genotoxic and antigenotoxic properties of EE from the
leaves of A. trinervis prompt us to study this EE alone and in association with the
chemotherapeutic free-radical generator doxorubicin (DXR). The genotoxic and
antigenotoxic properties were evaluated using the SMART. Besides, the genotoxic
properties of crude EE from fruits of A. trinervis and of the y-lactone fraction were

also evaluated.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Doxorubicin (DXR) (Doxolen® - Eurofarma Laboratorios Ltda., Sdo Paulo -
SP, Brazil (CAS 23214-92-8) was obtained from the Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia - MG, Brazil. The ethanolic extracts (EE)
were produced and supplied by the Chemical Department of the Federal
University of Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande - MS, Brazil. The EE
were always freshly prepared immediately before use and dissolved in 1% tween-
80 (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema — SP, Brazil) and 3%
ethanol (Proquimios, Rio de Janeiro — RJ, Brazil) and distilled water. 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) (CAS 1898-66-4) and butylated hydroxyl toluene (BHT)
(CAS 128-38-0) were obtained from Sigma—Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo — SP,
Brazil).

Extraction and isolation

Air-dried and powdered leaves (100g) were extracted at room temperature
with EtOH. After concentration under vacuum, the residue (17g) was subjected to
column chromatography over silica gel (70-230 mesh, 1509) eluted with a hexane-
EtOAc gradient system (9.5:0.5, 9:1, 8:1.5, 1:1, 3:7, 0:1, 750 mL each) to give
fractions I-IX. Separation of fraction IV (hexane-EtOAc, 8.5:1.5, 800mg) by
repeated column chromatography over silica gel (230-400 mesh, 509) eluted with
a hexane-EtOAc gradient (1:0, 700mL; 9.8:0.2, 500mL; 9.5:0.5, 400 mL) yielded
polyprenol-12 (hexane-EtOAc, 9.5:0.5, 49.0 mg). Separation of fraction VI
(hexane-EtOAc, 1:1, 946.0 mg) by gel filtration (Sephadex LH-20, 30g, CHCls-
MeOH, 3:2, 240 mL) resulted in twenty fractions (Frs.1-20). Compound (+)-
sesamin (28.0 mg) was obtained from Frs. 17 and 18 whereas Frs. 14 — 16 were
re-chromatographed over a silica gel column (230 — 400 mesh, 509) eluted with a
hexane — EtOAc gradient system (9.5:0.5, 360 mL; 9:1, 420 mL; 8;2, 300mL) to
yield isoobtusilactone A (hexane- EtOAc, 9 :1, 15.0 mg) and (+)-sesamin
(hexane-EtOAc, 8:2, 25.0 mg) Garcez et al. [2005].
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Radical-scavenging activity (DPPH)

The free radical scavenging capacity of EE from the leaves of A. trinervis
was tested against the stable DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl-hydrate) free-
radical according to the modified method reported by Mensor et al. [2001]. The
ability to scavenge DPPH radical was measured in these experiments by the
discoloration of the solution. BHT commonly used as antioxidant, was used as
standard. A 100 pL aliquot of ethanol solution containing different amounts of EE
was added to 100 pL of daily prepared ethanolic DPPH solution (0.02mM). The
concentrations of extract employed were (3.125; 6.25; 12.50; 25.0; 50.0; 100.0
and 200.0 pg/mL). The absorbance was measured at 517 nm with a UV - visible

spectrophotometer. All measurements were done in triplicate.

The Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)

The markers multiple wing hairs (mwh, 3-0.3) and flare-3 (flr*, 3-38.8) are at
the tip and roughly in the middle of the left arm of chromosome 3, respectively.
Two crosses were carried out to produce the experimental larval progeny: 1]
Standard (ST) cross, flr*/ In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx*** e Bd® females
crossed with mwh males; 2] High bioactivation (HB) cross, ORR/ORR,
flr*/In(BLR)TM3, ri pP sep I(3)89Aa bx**® e Bd® females crossed with mwh males
[Graf et al., 1984, 1989; Graf and van Schaik, 1992].

From the two crosses eggs were collected for 8 h in culture bottles with an
agar-agar base (4% wi/v) topped with a thick layer of live baker's yeast
supplemented with sucrose. The larvae were washed out of the bottles 72 + 4 h
later with tap water and collected in a stainless steel strainer. For chronic feeding,
a series of vials were prepared with 1.5 g mashed potato flakes (Yoki® Alimentos
S.A., Brazil) and 5 mL of a solution containing a final concentration of 0.625; 1.25
and 2.5 mg.mL™ of EE from leaves of A. trinervis alone or in association with DXR
(0.125mg.mL™). Negative (1% Tween-80 and 3% ethanol in distilled water) and
positive (DXR 0.125 mg.mL™) controls were included in both experiments. Each
treatment was conducted in duplicate. Each cross produced two types of progeny,

i.e. marker-heterozygous (MH) (mwh+/+flr®) and balancer-heterozygous (BH)
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(mwh+/+TM3,Bd®) flies. The dominant Bd® marker allows the wings of these two
genotypes to be distinguished. The hatched flies were stored in 70% (v/v) ethanol.
The wings were removed and mounted on slides with Faure’s solution and
analyzed under a compound microscope at 400x magnification [Graf et al., 1984].

Frequency and size of single and twin spots were recorded.
Statistical analysis

DPPH

The scavenging activity was measured as the decrease of samples
absorbance versus the DPPH standard [Yagi et al., 2002]. Results were
expressed as percentage inhibition (%). The mean inhibiting concentration (ICso )%

was defined by the formula:

(%) = [OD control —OD sample] X 100
[OD control]

Where ODcontrol Was the initial absorbance and ODsample Was the value for

added sample concentration [Lee et al. 2003].

SMART

For evaluation of the effects induced, the frequencies of spots per wing were
analyzed with a computer program based on the two alternative hypotheses
method proposed by Frei and Wirgler [1988, 1995]. This method tests two
alternative hypotheses: (i) the mutation frequency in the treated group is no higher
than the mutation frequency in the control group; (ii) the frequency in the treated
group is no less than m times as high as the observed spontaneous mutation
frequency in the control. For the statistical calculations, the Kastenbaum-Bowman
test [Kastenbaum and Bowman, 1970] was used, with significance levels a = 8 =
0.05. Based on the control-corrected frequencies of clone formation per 10° cells,
the percentages of interference by EE were calculated as follows: (genotoxin

alone — genotoxin plus EE/ genotoxin alone) x 100 [Abraham, 1994].
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RESULTS AND DISCUSSION

In the present study the EE from the leaves and fruits of A. trinervis and the y-
lactone fraction were chosen to be investigated based on institutional studies
conducted in the area of phytochemistry.

The antioxidant activities of the EE from the leaves of A. trinervis were tested
by DPPH free radical scavenging method. The synthetic nitrogen-centered DPPH
radical is not biologically relevant, but the DPPH assay is often used to evaluate
the ability of the antioxidant to scavenge free radicals, which are known to be a
major factor in biological damage caused by oxidative stress. This assay is known
to give reliable information concerning the antioxidant ability of the tested
compounds [Huang et al., 2005].

The antioxidant capacity of the plant extract was confirmed by its capacity to
reduce the radical compound 2,2-dipheny-1-picrylhydrazyl (DPPH), into 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazine. This showed the efficiency of scavenging DPPH
radicals with a IC50 value of 218.82+0.24 pg/mL as compared to the reference
compound BHT (value 63.15+0.34 pug/mL). Table 1 shows the dose-response for
DPPH radical scavenging for a range of concentration for each test extract (12.5-
200 pg/mL) compared to BHT at the same dose range.

The data obtained from the DPPH antioxidant assay revealed that EE from the
leaves of A. trinervis has the capacity to scavenger free radicals. It is likely that the
antioxidant activity found in the extract is due to lignan action (sesamin), in
agreement with findings by Parker et al. [2000] that this substance has potent
antioxidant properties.

It has been demonstrated that this sesamin preparation exhibits various
physiological activities including that of antioxidant [Yamashita et al., 2000].
Lignans have been shown to scavenge reactive oxygen species in vitro [Lu and
Liu, 1991]. Lignan antioxidant activity may therefore both inactivate lipid and
reactive oxygen species and have an indirect effect on in vivo endogenous
antioxidant systems i.e. glutathione (GSH) and GSH metabolizing enzymes [Lu
and Liu, 1991].

This has driven the search by researchers for antioxidants. The development of

antioxidants that scavenge ROS would support biological resistance to free
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radicals, retard the process of ageing and decrease the risk of age associated
degenerative diseases, such as cancer, cardiovascular diseases, immune system
decline and brain dysfunction [Finkel and Holbrook, 2000].

In recent years there has been increasing interest in antimutagenesis
[Calomme et al.,, 1996] and antioxidant activity [Yagi et al.,, 2002]. Such
compounds may be useful in preventing cancer and other mutation-related
diseases, by fortifying physiological defense mechanisms, or by promoting the
intake of protective factors [De Flora, 1998].

To evaluate the genotoxicity of the EE from the leaves or fruits of A. trinervis,
each treatment was done in duplicate. The doses used were determined through a
pilot experiment. The data obtained in the MH progeny were pooled after verifying
that the two independent experiments were in agreement and are summarized in
Tables 2, 3 and 4, where the frequencies of spots observed were classified as
small single, large single, twin and total spots.

The data obtained from the treatment with EE from the leaves or fruits of A.
trinervis were compared to the negative control. EE from the leaves at
concentrations of 0.625, 1.25 and 2.50 mg.mL™* and EE from the fruits at
concentrations of 1.25, 2.50 and 10.0 mg.mL™ did not produce statistically
significant increases in the spontaneous mutation rate observed in the negative
control and the results observed were inconclusive or negative for all spot
categories. Similar effects were found in MH progeny of both the ST and HB
crosses.

Although in the present study no genotoxic activity of this plant’s leaf extract
was detected at the evaluated concentrations, which was assessed by means of
SMART, cytotoxic effects at 2.0 X 10* ug/mL were found for organic extracts from
different parts of Aiouea trinervis in CHO cells (data not shown). According to Tsai
et al. [2000] and Tsai et al. [2002], this is provided from the y-lactones fraction
(isoobtusilactone A).

Previous studies have shown that isoobtusilactone A exhibited cytotoxic and
genotoxic effects on a variety of cell types, including human laryngeal carcinoma
Hep-2, Chinese hamster ovarian cell CHO-K1, rat hepatoma cell HTC [Garcez et
al., 2005], and mouse lymphoid leukemia P-388 [Tsai et al., 2002]. Tsan-Zon et al.
[2008] suggested that isoobtusilactone A induced apoptotic cell death was
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mediated via both caspase dependent and independent pathways. Numerous
plants and plant constituents have already demonstrated cytotoxic activity [Ali-
Shtayeh et al., 2000; Balan et al., 2007].

The absence of genotoxicity observed in our studies indicates that the lowest
effective concentration of possible active genotoxic compound (isoobtusilactone A)
in the EE was not reached. Another possible hypothesis for explaining the
negative results in the SMART assay is the existence of different effect levels for
different genetic endpoints measured in SMART.

However, the genotoxic evaluation of a fraction containing y-lactone
(isoobtusilactone A), obtained from the immature fruits of Aiouea trinervis (Table
5) showed that the concentration of 2.8 mg.mL™ was lethal for D. melanogaster
larvae, while the concentrations of 0.7 and 1.4 mg.mL™ did not show signals of
toxicity neither genotoxicity.

Previous studies have shown that y-lactona [isoobtusilactone A) was cytotoxic
in Hep(2 human cancer cells in vitro and induced DNA damage on CHO K1 and
HTC mammalian cells assayed with the comet assay [Garcez et al., 2005].

Prior studies have shown that DXR produces free radicals, in addition to
interfering with the activity of topoisomerase Il, resulting in damage to DNA
[Horenstein et al., 2000]. Considering that in the present study the data obtained
from the DPPH antioxidant assay revealed that EE from the leaves of A. trinervis
has the capacity to scavenger free radicals, but did not show genotoxicity at the
doses used in the SMART assay, these data prompt us to evaluate the capacity of
EE from leaves of A. trinervis to scavenger the free radicals generated by DXR
using the SMART co-treatment protocol. The results observed are summarized in
Tables 2 and 3. DXR treatment induced positive results for all categories of spots
when compared to the negative control (p<0.05). The statistically significant
increases in twin spots indicate the recombinagenic activity of DXR. Tables 2 and
3 also show the high frequency of recombination induced by DXR, 88.64% and
91.69% respectively, for ST cross and HB cross. DXR promotes recombination
events by inhibiting the activity of topoisomerase Il.

Prior studies have demonstrated that the wing spot test in Drosophila is most

suited to the detection of recombinogenic activity of genotoxic chemicals [Spané et
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al., 2001]. The data obtained in the present study with DXR are in agreement with
those found by Fragiorge et al. [2007].

DXR is widely used as a positive control in genotoxicity experiments. This drug
presents a broad spectrum of action including oxidative stress and the production
of free radicals [Singal et al., 2000], which promote oxidative injury in DNA
[Feinstein et al., 1993].

Compared to the data observed with DXR alone, the results obtained for the
mwh/flr® progeny co-treated with EE and DXR showed a statistically significant
lower frequency of all types of spots, except for small single spots at the
concentration of 0.625 mg.mL™. The percentage of inhibition obtained varied from
22.30% to 65.48% in the cross ST and from 16.00% to 69.40% in the HB cross.

However, when the BH progeny were analyzed, inhibition was found to vary
from 59.39% to 79.28 % in the ST cross and from 32.08% to 69.15% in the HB
cross. In this way EE presents antigenotoxic activity, since it reduced the
genotoxic activity of DXR in both MH and BH progeny.

The results showed a dose-effect relationship, in both crosses, presenting a
significant reduction in the level of mutation, though not for recombination induced
by DXR.

The antigenotoxic effect detected with the SMART can be attributed to the
antioxidant activity of EE, which contains sesamin, a potent antioxidant. Recent
studies have shown that lignans produce a preventive effect against hormone-
dependent cancers such as breast, prostate, and colon cancers [Adlercreutz,
2002]. Several mechanisms have been suggested to explain the anticarcinogenic
effect of lignans in vivo including antiestrogenic, anticarcinogenic [Adlercreutz,
1997] and antioxidant activities [Kamal-Eldin 1995].

The data obtained from the DPPH assay corroborate the results found in the
SMART test, where EE reduced mutations, probably through oxidative stress
and/or the production of free radicals from the action by DXR [Singal et al., 2000].
It has been suggested that active oxygen scavengers reduce mutation induced by
various mutagens [Kim et al., 1991].

Similar results were found by Antunes and Takahashi [1999] who treated
lymphocytes cultures with vitamin C (VC) and E (VE), a potent antioxidant, before,

simultaneously or after DXR treatment. Presumably, in this study the antioxidant
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activity of VC and VE is a major factor in their ability to counteract the clastogenic
effect of DXR. Other mechanisms that could explain these data would be the
protective effect of vitamins as a result of their antioxidant activity.

Another hypothesis that could explain the antigenotoxic activity of EE is the
nature of the injury produced in the DNA and consequent activation of enzymes
involved in the repair and expression process of p53. Antioxidants can interfere
with xenobiotic metabolizing enzymes, block activated mutagens/carcinogens,
modulate DNA repair and even regulate gene expression [Heo et al., 2001; Kris-
Etherton et al., 2002; Nikolic™ et al., 2004].

While phytochemicals present in these extracts of EE have a different
structure and thus activity, a possible additive and synergistic effect caused by
different phytochemicals may also play a role.

Plants produce a great diversity of substances that could be of therapeutic
significance in many areas of medicine. These therapeutic benefits of medicinal
plants are often attributed to their antioxidant properties [Dakwar et al., 2006]. A
variety of intracellular and extracellular antioxidants are known to play an
important role in controlling oxidative stress [Jayaprakasha et al., 2006].

Another factor to be considered is the mechanism by which the
anticarcinogens/antimutagens operate, such as the direct inactivation of
carcinogens/mutagens [Kohlmeier et al., 1995].

All these mechanisms may be important for their antimutagenic and
anticarcinogenic properties [De Flora and Ferguson, 2005]. Other studies have
also established that antioxidant activity alone does not account for the
antigenotoxicity of plant extracts [Lee and Jang, 2004; Lambert and Chang, 2003;
Galati and O’Brien, 2004].

The absence of genotoxicity of EE and the promising antigenotoxic and
antioxidant activities of EE from the leaves of A. trinervis suggested that
secondary metabolites such as the neolignins and sesamin are
phytopharmaceutical molecules of interest. Antimutagenic properties elicited by
plant species have a full range of prospective applications in human healthcare
[Hayder et al., 2008].

Further studies applying different test systems, experimental protocols and

other end-points are required to better characterize and understand the properties
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of y- isoobtusilactone A and lignin (sesamin) and contribute to new discoveries
with therapeutic ends.

In conclusion, under the described experimental conditions, EE from the
leaves of A. trinervis has antioxidative and protective effect against the
genotoxicity induced by DXR. Further studies designed to isolate, identify, and
characterize their active antioxidant constituents should provide a greater

understanding of the mechanisms underlying the antioxidant effects of this EE.
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Table 1. Anti-oxidant activities of the ethanolic extracts (EE) from the leaves of A.

trinervis on DPPH free radical

Compounds and

Inhibition
Concentration ICs0 (Hg/mL)
(%)
(Hg/mL)
Butylated hydroxyl toluene (BHT)®
12.5 8.55 63.15+0.34
25 20.40
50 38.42*
100 62.96*
200 86.31*
EE from the leaves of A. trinervis
12.5 7.62 218.82 + 0.24
25 11.61
50 20.35
100 32.40*
200 59.19*

2 nhibition of absorbance at 517 nm relative to that of standard DPPH solution.
b Positive control of anti-oxidant effect.
* P < 0,05 (Dunett test)
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TABLE 2. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)

progeny of the standard (ST) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the leaves of A. trinervis and doxorubicin (DXR)

Genotypes and

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

Frequency of clone

: 5

treatments o . Small single Large single Spots forma}tlpnllo cells per Recombination  Inhibition®

of flies . with mwh  cell division
DXR EE spotsb(l-2 spots b(>2 Twin spots Total spots clone® Control (%) (%)
(mg/mL)  (mg/mL) cells) cells) Observed  ~- .
mwh/flr®
0 0 60 0.17 (10) 0.05 (03) 0.02 (01) 0.23 (14) 14 0.47
0 0.625 60 0.22 (13)i 0.02 (01)i 0.02 (01)i 0.25 (15)i 15 0.51 0.04
0 1.250 60 0.23 (14)i 0.02 (01)i 0.02 (01)i 0.27 (16)i 16 0.54 0.07
0 2.500 60 0.27 (16)i 0.02 (01)i 0.02 (01)i 0.30 (18)- 18 0.61 0.14
0.125 0 60 3.70 (222)+  5.35(312)+  7.23(434)+ 16.28 (977)+ 947 32.34 31.87 88.64
0.125 0.625 60 5.33 (320)* 3.23 (194)* 3.93 (236)* 12.50 (750)* 739 25.23 24.76 94.06 22.30
0.125 1.250 60 3.27 (196) 2.08 (125)* 2.45 (147)*  7.80 (468)* 461 15.74 15.27 93.05 52.08
0.125 2.500 60 3.33 (200) 1.23 (74)* 1.10 (66)* 5.67 (340)* 336 11.47 11.00 93.18 65.48
mwh/TM3
0.125 0 60 1.35 (81)+ 0.55 (33)+ ! 1.90 (114)+ 114 3.89 3.62
0.125 0.625 60 0.70 (42)* 0.15 (09)* ! 0.85 (51)* 51 1.74 1.47 59.39
0.125 1.250 60 0.60 (36)* 0.05 (03)* ! 0.65 (39)* 39 1.33 1.06 70.72
0.125 2.500 60 0.48 (29)* 0.02 (01)* ! 0.50 (30)* 30 1.02 0.75 79.28

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

®Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.
bIncluding rare fir® single spots.
‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.
dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

®Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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TABLE 3. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)

progeny of the high bioactivation (HB) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the leaves of A. trinervis and doxorubicin

(DXR)

Genotypes and

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

Frequency of clone

Spots : 5

treatments NO of flies Small single Large single with fcoerlrln;:lic;?(/)ig cells per Recombination  Inhibition®
DXR EE spotsb(l-z spots (>2 Twin spots Total spots rr|1wh . Control (%) (%)

cells cells clone
(mg/mL)  (mg/mL) ) ) Observed corrected
mwh/flr®
0 0 60 0.28 (17) 0.02 (01) 0.02 (01) 0.32 (19) 19 0.64
0 0.625 60 0.28 (17)- 0.03 (02)i 0.02(01)i 0.33 (20)- 20 0.68 -0.04
0 1.250 60 0.35 (21)i 0.05 (03)i 0.00 (00)i 0.40 (24)i 24 0.81 0.17
0 2.500 60 0.25 (15)- 0.07 (04)i 0.02 (01)i 0.33 (20)- 20 0.68 -0.04
0.125 0 60 2.20 (132)+  7.18(431)+  10.27 (616)+ 19.65 (1179)+ 1150 39.27 38.63 91.69
0.125 0.625 60 3.35 (201)* 4.73 (284)* 8.20 (492)* 16.28 (977)* 969 33.09 32.45 93.28 16.00
0.125 1.250 60 3.15 (189)* 2.32 (139)* 4.73 (284)* 10.20 (612)* 608 20.76 20.12 90.50 47.91
0.125 2.500 60 3.48 (209)* 1.07 (64)* 1.58 (95)* 6.13 (368)* 365 12.46 11.82 91.62 69.40
mwh/TM3
0 0 60 0.08 (05) 0.00 (0) ! 0.08 (05) 05 0.17
0.125 0 60 1.27 (76)+ 0.38 (23)+ ! 1.65 (99)+ 99 3.38 3.21
0.125 0.625 60 1.00 (60)* 0.15 (09)* ! 1.15 (69)* 69 2.35 2.18 32.08
0.125 1.250 60 0.57 (34)* 0.45 (27)* ! 1.02 (61)* 61 2.08 1.91 40.49
0.125 2.500 60 0.57 (34)* 0.00 (00)* ' 0.57 (34)* 34 1.16 0.99 69.15

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

®Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.
bIncluding rare fir® single spots.
‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.
dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

®Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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TABLE 4. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) progeny of the standard (ST)

cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts from the fruits (EEF) of A. trinervis

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

H]Zém_%';ts Ne of flies ?pr)ic])?s” (sli?glfe” s)° I('fgrgciﬁisl;%le spots mlg spots 'In'qo:tgl spots Spots with mwh clone®
m=2 m=5

EEF

0 40 0.50 (20) 0.02 (01) 0.02 (01) 0.55 (22) 0.55 (22)

1.25 40 0.30 (12)- 0.00 (00)i 0.00 (00)i 0.30 (12)- 0.30 (12)

2.50 40 0.37 (15)- 0.05 (02)i 0.02 (01)i 0.45 (18)- 0.45 (18)

10.0 40 0.47 (19)- 0.02 (01)i 0.05 (02)i 0.55 (22)- 0.55 (22)

DXR (0.125) 40 2.00 (80)+ 2.63 (105)+ 3.40 (136)+ 8.03 (321)+ 7.73 (309)

Only marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr’) were evaluated.

®Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; m = multiplication
factor; P<0.05 vs. untreated control.

bIncluding rare fIr® single spots.

‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.
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TABLE 5. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) progeny of the standard (ST) cross

after chronic treatment of larvae with y-lactone

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

;rnrwega.l:rrane'{;tS N®of flies Sprarc])?s”b(slng © I(‘fzrgceeﬁisr;%le spots Twin spots Total spots flgﬁteSC it
cells)

y-lactone

0 40 0.50 (20) 0.02 (01) 0.02 (01) 0.55 (22) 0.55 (22)

0.7 40 0.50 (15)- 0.03 (01)i 0.00 (00)i 0.53 (16)- 0.40 (16)

1.4 40 0.76 (23)- 0.06 (02)i 0.00 (00)i 0.82 (25)- 0.63 (25)

2.8 00 - - - - -

DXR (0.125) 40 2.00 (80)+ 2.63 (105)+ 3.40 (136)+ 8.03 (321)+ 7.73 (309)

Only marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr’) were evaluated.

®Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; m = multiplication
factor; P<0.05 vs. untreated control.

bIncluding rare fir® single spots.

‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.
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Gréfico 1 : FreqUéncias totais de manchas mwh por individuos apés tratamento crénico com
EE obtidos de folhas de A. trinervis nos cruzamentos ST e HB.
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Gréfico 2. Frequéncias totais de manchas mwh por individuos apds tratamento crénico com
EE obtidos de frutos de A. trinervis no cruzamento ST.
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Gréfico 3: Freqguéncias totais de manchas mwh por individuos apés tratamento
croénico com y- lactona obtida de frutos de A. trinervis nos cruzamentos ST e HB.
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Gréfico 4: Frequéncias totais de manchas mwh por individuos apds tratamento crénico com EE
obtidos de folhas de A. trinervis associados com DXR nos cruzamentos ST e HB.
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Gréfico 5 : Contribuicdo das frequéncias de mutacédo e recombinacao em relacéo a freqiéncia
total de manchas mwh por individuo, do cruzamento ST, ap0s tratamento crénico com EE de
folhas de A. trinervis associado a DXR.
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Gréfico 6 : Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinagdo em relacdo a frequéncia
total de manchas mwh por individuo, do cruzamento HB, apds tratamento crénico com EE de
folhas de A. trinervis associado a DXR.
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ABSTRACT

In this study, the antioxidant activity of ethanolic extracts (EE) obtained from the
leaves or stem of Nectandra cissiflora Ness were evaluated in vitro using the 2,2-
diphenyl-1-picrylhnydrazyl (DPPH) test. The data observed with DPPH test
demonstrates antiradical activity of plant extracts. The wing somatic mutation and
recombination test (SMART) using Drosophila melanogaster was used to evaluate
the genotoxicity and antigenotoxicity of EE from the leaves or stem of N. cissiflora.
Third stage larvae obtained from standard (ST) cross and high bioactivation (HB)
cross were treated with: 1] a solution containing a final concentration of 0.625 mg
mL™; 1.25 mg mL™* and 2.50 mg mL™ of EE from the leaves of N. cissiflora alone
or combined with the genotoxic and antineoplasic agent doxorubicin (DXR) (0.125
mg.mL™); and 2] a solution containing a final concentration of 0.625 mg.mL™?; 1.25
mg.mL™* and 2.50 mg.mL™ of EE from the stem of N. cissiflora alone or combined
with DXR (0.125 mg.mL™). For either the ST cross or HB cross, no statistically
significant differences in spot frequencies were observed in treatments with EE
alone, indicating that under these experimental conditions the extracts showed no
mutagenic effects on spontaneous DNA lesions. When EE were combined with
DXR, the results indicated a dose-related antigenotoxic effect. However, EE from
leaves of N. cissiflora showed a more pronounced effect than that obtained with
EE from the stem. These results suggest that these different protective effects
may be attributed to different secondary metabolites found in each type of extract,

which probably operate through different mechanisms of action.
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INTRODUCTION

Nectandra cissiflora Nees (Laurales Laurineae, Lauraceae Juss.), popularly
known as “canela”, “canelo” or “massaranduba-branca”, is a plant found in the
Brazilian “cerrado” (tropical American savanna) and in tropical and subtropical
regions of the Americas. The “cerrado” is a semi-arid region of Brazil, in which
plants are submitted to metabolic stress that triggers defense mechanism(s) when
plants are confronted with unfavorable environmental conditions [Almeida et al.,
2007].

The plants from the *“cerrado” produce a wide range of secondary
metabolites. Phytochemical studies have reported the presence of flavonoids,
terpenos, sequiterpenos and lignans in species of Nectandra [Barbosa-Filho et al.,
1989; Ribeiro et al., 2002], with wide range of biological and pharmacological
activities.

Plants of the genus Nectandra are used in folk medicine as antifungal,
antidiarrheal, analgesic and antirheumatic agents. Scientific investigations have
demonstrated the biological activity of certain species, e.g., the antitumor activity
of Nectandra rigida [Le Quesne et al., 1980], antiplasmodial activity of Nectandra
salicifolia [Bohlke, et al., 1996], and antimalarial activity of Nectandra cuspidate
(Muioz et al., 2000]. Natural products and herbal remedies used in traditional folk
medicine have been the source of many medically beneficial drugs [Mufioz et al.,
2000].

In phytochemical studies of N. cissiflora leaves were isolated catechins,
sesquiterpenes, sesquiterpene lactone (SL) (costic acid) and B-sitosterol, as the
primary component, while sesquiterpenes were isolated from N. cissiflora stems
[Miranda, 2008].

Catechins has shown to provide protective effect against hormone related
cancers; induces apoptosis and alters the expression of cell cycle regulatory
proteins that are critical for cell survival and apoptosis; have anti-oxidant activities,
inhibit bacterial growth in urinary tract infections and reduce atherosclerosis
(Aruoma et al., 2006; Stuart et al., 2006]. The biosynthesis of catechins, their
physiological role in plants, and their striking pharmacological and physiological

effects on humans was reviewed by Yu and Jez [2008]. B-sitosterol is the most
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abundant phytosteroid produced by plants, and is found primarily in vegetable oils:
olive, peanut, soybean and sunflower [Ling and Jones, 1995]. Epidemiological
evidence has shown that B-sitosterol is a particularly potent inhibitor of tumor
growth in human colon cancer HT-29 cells and human prostate cancer LNCaP
cells [Awad et al., 1996; von Holtz et al., 1998]. SLs are substances presenting
diverse pharmacological activities, with anti-microbial, anti-viral, anti-inflammatory,
and antitumor effects [Picman, 1986; Zang et al., 2005].

Doxorubicin (DXR) is one of the most effective and widely used anticancer
drugs in the clinic. However, its therapeutic benefit is limited by acute and chronic
cardiotoxicity, one of the life-threatening side effects of DXR-based therapy [Bien
et al.,, 2007; Lyu et al., 2007]. DXR was used in the present study as positive
control because it induce damage to the DNA molecule by interaction with the
enzyme topoisomerase Il [Zunino and Capranico, 1992; Horenstein et al., 2000;
Minotti et al., 2004]; generation of free radicals and lipid peroxidation [Feinstein et
al., 1993; Singal et al., 2000]; and induction of DNA homologous recombination
[Lehmann et al., 2003; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008].

The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method,
introduced initially by Blois [1958] and developed by Brand-Williams et al. [1995],
has shown to be an efficient method to determine spectrophotometrically the
radical scavenging activity of plant extracts. The principle of the assay is based on
the color change of the DPPH solution from purple to yellow as the radical is
guenched by the antioxidant [Antolovich et al., 2002; Karago6zler et al., 2008].

Drosophila melanogaster has shown to be a well-established insect model
for toxicological studies [Nazir et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2003] and human
diseases [Auluck et al., 2002; Kazantsev et al., 2002]. The European Centre for
the Validation of Alternative Methods has recommended the use of D.
melanogaster for research [Festing et al., 1998; Benford et al., 2000]. The wing
somatic mutation and recombination test (SMART) in D. melanogaster developed
by Graf et al. [1984] has shown to be an efficient, versatile and sensitive
eukaryotic short-term assay for detection of genotoxic activity of pure chemical
compounds with different structures or complex mixtures as well as for studies on
antigenotoxicity [Graf et al., 1984; 1996; Vogel et al., 1999]. SMART can detect

the genotoxicity of compounds that produces loss of heterozygosis by several
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mechanisms, such as mitotic recombination, deletion, point mutation and
chromosomal loss [Graf et al., 1984].

The wing SMART in D. melanogaster has been used to demonstrate the
protective effects of different free radical scavengers on the genotoxicity of DXR
[Costa and Nepomuceno, 2006; Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008].

No data concerning to the antioxidant, mutagenic or antimutagenic activity
of EE obtained from the leaves or stem of N. cissiflora were found in the literature.

In the present study, we assessed the antioxidant activity of EE from the
leaves or stem of N. cissiflora in vitro using the DPPH test. The data observed with
DPPH test demonstrates antiradical activity of these plant extracts. The wing
SMART using the D. melanogaster standard (ST) cross and high bioactivation
(HB) cross was used to evaluate the genotoxicity of EE from the leaves or stem of
N. cissiflora alone. The extracts showed no mutagenic effects on spontaneous
DNA lesions. So, due to these preliminary observed results, EE from the leaves or
stem of N. cissiflora were used in combination with the free radical generator DXR

for antigenotoxic evaluation.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Doxorubicin (DXR) (CAS N° 23214-92-8) Biorrub® Laboratoérios Biosintética
Ltda., S&o Paulo - SP, Brazil, used as a positive control, was obtained from the
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG,
Brazil. The EE obtained from the leaves of N. cissiflora, and the EE obtained from
the stem of N. cissiflora were produced and supplied by the Chemical Department
of the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande - MS,
Brazil. The EE were always prepared immediately before use and dissolved in 1%
tween-80 (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema — SP, Brazil) and
3% ethanol (Proquimios, Rio de Janeiro — RJ, Brazil) and distilled water.1,1-
diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH) (CAS N° 1898-66-4) and butylated
hydroxytoluene (BHT) (CAS N° 128-38-0) were obtained from Sigma-Aldrich Brazil
Ltda., S&o Paulo — SP, Brazil.

Phytochemical study

Fractionation of the EE from the leaves of N. cissiflora led to the isolation of
catechins, sesquiterpenes, sesquiterpene lactone (costic acid) and B-sitosterol.
Fractionation of the EE from the stems of N. cissiflora led to the isolation of
sesquiterpenes. Their structures were determined by spectroscopic analyses. For

preparation of plant extracts and additional information, see Miranda [2008].
Radical-scavenging activity (DPPH)

The free radical scavenging capacity of EE from the leaves or stem of N.
cissiflora was determined using the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) method
[Antolovich et al., 2002]. The ability to scavenge DPPH radical was measured in
these experiments by the discoloration of the solution. Briefly, 100 pL of 0.02mM
DPPH in ethanol was mixed with 100 uL of EE from the leaves of N. cissiflora with
differing final concentrations (12.50, 25.0, 50.0, 100.0 and 200.0 pg.mL™) or with
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100 pL of EE from the stems of N. cissiflora with differing final concentrations
(12.50, 25.0, 50.0, 100.0 and 200.0 pg.mL™) and the mixtures were vortexed. The
samples were kept in the dark for 30 min at room temperature and then the
decrease in absorbance at 517 nm was measured spectrophotometrically.
Absorbance of DPPH solution in the absence of plant extract was measured as
the negative control. BHT was used as positive control. The antioxidant assays

were carried out in triplicate.

Somatic Mutation And RecombinationTest (SMART)

The genotoxic effects of EE obtained from the leaves or stem of N. cissiflora
and the antigenotoxic effects of EE obtained from the leaves or stem of N.
cissiflora on DXR-induced somatic mutations in D. melanogaster were assessed
by SMART for the multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) and flare-3 (fIr®, 3-38) recessive
mutations. The D. melanogaster crosses used were the standard (ST) cross, in
which fIr¥/In(BLR)TM3, ri p sep 1(3)89Aa bx**® e Bd® females were mated with
mwh males [Graf et al., 1989]; and the high bioactivation (HB) cross, in which
ORR; fIr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx*** e Bd® females were mated with
mwh males [Graf and van Schaik, 1992]. The HB cross is characterized by a high
sensitivity to promutagens and procarcinogens because the ORR; flr¥/TM3, Bd®
strain carries chromosomes 1 and 2 from a DDT-resistant Oregon R(R) line
[Dapkus and Merrell, 1977] which is characterized by an increased level of
cytochrome P-450 [Héllstrom and Blanck, 1985; Saner et al., 1996].

Both crosses produce two types of progeny i.e. marker-heterozygous (MH)
(mwh+/+flr®) flies, with phenotypically wild type wings and balancer-heterozygous
(BH) (mwh+/+TM3, Bd®) flies, with phenotypically serrate wings.

From the two crosses eggs were collected for 8h in culture bottles with an
agar-agar base (4% w/v) topped with thick layer of live bakers vyeast
supplemented with sucrose. The larvae were washed out of the bottles 72 £ 4 h
later with tap water and collected in a stainless steel strainer. For chronic feeding,
a series of vials were prepared with 1.5 g mashed potato flakes (Yoki® Alimentos
S.A., Brazil) according to Spano et al. [2001] and 5 mL of a solution containing a

final concentration of 0.625 mg mL™; 1.25 mg.mL™ and 2.50 mg.mL™ of EE from
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leaves alone or combined with DXR at a final concentration of 0.125 mg.mL™; 5
mL of a solution containing a final concentration of 0.625 mg.mL™ ; 1.25 mg.mL™
and 2.50 mg.mL* of EE from stem alone or combined with DXR at a final
concentration of 0.125 mg.mL™. Negative (1% tween-80 and 3% ethanol in
distilled water) and positive (0.125 mg.mL™ DXR) controls were included in both
experiments.

Each treatment was conducted in duplicate. The hatched flies were stored
in 70% (v/v) ethanol. Their wings were removed and mounted on slides with
Faure’s solution and analyzed under compound microscope at 400x magnification.
Frequency and size of single and spots were recorded according to Graf et al.
[1984].

Statistical analysis

DPPH

Scavenging activity was measured as the decrease of samples absorbance
versus DPPH standard [Yagi et al., 2002]. The samples DPPH radical scavenging
activity was expressed as percentage inhibition (%) and mean inhibiting
concentration (ICso )% was defined by the formula: % DPPH radical scavenging
activity = [(OD control-OD sample)/OD control] X100 where OD control was the
absorbance of the control and OD sample was the absorbance of the sample [Lee
et al., 2003; Karagozler et al., 2008].

SMART

The frequency of each type of spot (small single, large single or twin) and
the total frequency of spots per fly for each treatment were compared pair-wise
(i.e., negative control versus EE; positive control (DXR) alone versus DXR plus
EE) according to Kastenbaum and Bowman [1970], with P=0.05 [Frei and Wrgler,
1988; 1995]. All inconclusive and weak results were analyzed with the non-
parametric U-test of Mann, Whitney and Wilcoxon (a=p=0.05, one sided) [Frei and

Wiirgler, 1995]. Based on clone induction frequencies per 10° cells, the
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recombinogenic activity was calculated as: frequency of mutation (FM) =
frequency of clones in BH flies/frequency of clones in MH flies; frequency of
recombination (FR) = 1 - FM. Frequencies of total spots (FT) = total spots
observed in MH flies (considering mwh and flr* spots) / N° of flies; mutation = FT -
FM; recombination = FT - FR [Santos et al., 1999; Sinigaglia et al., 2004]. Based
on the control-corrected spot frequencies per 10° cells, the percentages of EE
inhibition were calculated as: (DXR alone — EE plus DXR/DXR alone) X100
[Abraham, 1994].
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Results

Radical-scavenging activity (DPPH)

Radical scavenging activity of EE obtained from the leaves or stem of N.
cissiflora was determined spectrophotometrically by the DPPH free radical
scavenging method.

The quantitative evaluation of the antioxidant activity was carried out using
the methodology described in the literature, monitoring the consumption of the free
radical DPPH through the samples, by measuring the fall in absorbance of
solutions of different concentrations. These measurements were made using a
spectrophotometer at a wavelength of 517 nm.

The amount of extract tested, required to reduce the initial concentration of
DPPH by 50% (ICsp), is shown in Table 1. A dose-dependent inhibition was found
for the leaf extract, where at the concentration of 200 pg.mL™? the inhibition
percentage was 88.45, with an ICs of 72.29 ug.mL™?, whereas the positive control
(BHT) presented an inhibition percentage of 86.13, with an ICs; of 63.15 pg.mL™.
These data indicate potent antioxidant activity of the leaves extract by DPPH,
which inhibits free radicals. However, the EE of the stem produced no such
antioxidant activity (data not shown).

Somatic Mutation And RecombinationTest (SMART)

The genotoxic activities of the EE obtained from the leaves or stem of N.
cissiflora alone and the antigenotoxic activities of the EE from the leaves or stem
of N. cissiflora in association with DXR were evaluated using the SMART in the
MH progeny from the ST and HB crosses. Concurrent negative (1% tween-80 and
3% ethanol in distilled water) and positive (DXR 0.125 mg.mL™) controls were also
included. The BH progeny was analysed only when positive outcomes were
observed in the total spots of MH individuals. In both crosses EE alone or in
association with DXR was assessed twice. Since no statistical differences were
found between the results of individual experiments, the data observed were

pooled.
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EE from the leaves of N. cissiflora

The results obtained after treatment of the larvae with equivalent
concentrations of 0.625; 1.25 mg and 2.50 mg.mL™* of EE obtained from the
leaves of N. cissiflora alone, and the negative and positive controls, are
summarized in Tables 2 and 3, respectively for ST cross and HB cross. The
frequencies of mutant spots observed in the negative controls compared with the
frequencies observed in the treated groups with EE in both ST cross and HB
cross, revealed no statistically significant differences. These data allow us to
conclude that the EE from the leaves of N. cissiflora are not genotoxic in the
concentrations evaluated. Furthermore, the results recorded in both tables
demonstrate and confirm previous observations that DXR is a powerful direct-
acting genotoxin, capable of inducing high frequencies of all kind of mutant spots.

The results obtained from the simultaneous treatment of different EE from
the leaves of N. cissiflora combined with DXR are also summarized in Tables 2
and 3. The data obtained in the ST cross and HB cross are rather similar. The
larvae of MH individuals treated with a solution containing a final concentration of
0.625; 1.25 and 2.50 mg.mL™ of EE combined with DXR (0.125 mg.mL™), showed
a statistically significant reduction of total spots induced by DXR, except for the
concentration of 0.625 mg.mL™ in the HB cross. The overall inhibition is 40.83%,
71.56% and 88.16% for EE 0.625; 1.25 and 2.50 mg mL™, respectively, for ST
cross, and 23.04% and 62.00% for EE 1.25 and 2.50 mg mL™, respectively, for HB
Cross.

The larvae of BH individuals showed a statistically significant reduction of
total spots induced by DXR for either the ST cross or HB cross.

Comparisons of the frequencies of clone formation observed in the MH and
BH flies of the treated series with DXR alone and DXR plus EE were done to
quantify the mutagenic and recombinogenic potential of the test samples,
according to Santos et al. [1999] and Sinigaglia et al. [2004]. The results showed
that the genotoxicity in MH flies was due to mainly to mitotic recombination (Tables
2 and 3). Nevertheless, the results obtained show that EE from the leaves of N.
cissiflora had anti-mutagenic activity, but did not display antirecombinogenic

activity.
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EE from the stems of N. cissiflora

The results obtained after treatment of the larvae with equivalent
concentrations of 0.625; 1.25 and 2.50 mg.mL™ of EE obtained from the stems of
N. cissiflora alone, and the negative and positive controls, are summarized in
Tables 4 and 5, respectively for ST cross and HB cross. For either the ST cross or
HB cross, no statistically significant differences in spot frequencies were observed
in treatments with EE from the stems of N. cissiflora, indicating that under these
experimental conditions the extracts showed no mutagenic effects on spontaneous
DNA lesions.

The results obtained from the simultaneous treatment of different EE from
the stems of N. cissiflora combined with DXR are also summarized in Tables 4
and 5. The data obtained in the ST cross and HB cross are also rather similar. The
larvae of MH individuals treated with a solution containing a final concentration of
0.625; 1.25 and 2.50 mg.mL™ of EE combined with DXR (0.125 mg.mL™), showed
a statistically significant reduction of total spots induced by DXR, except for the
concentration of 0.625 mg.mL™ in both crosses. The overall inhibition is 27.60%,
and 39.72% for EE 1.25 and 2.50 mg.mL™, respectively, for ST cross, and 23.89%
and 43.17% for EE 1.25 and 2.50 mg.mL™, respectively, for HB cross.

The larvae of BH individuals showed a statistically significant reduction of
total spots induced by DXR for all concentrations either for the ST cross or HB
Cross.

Comparisons of the frequencies of clone formation observed in the MH and
BH flies of the treated series with DXR alone and DXR plus EE showed that the
genotoxicity in MH flies was due to mainly to mitotic recombination (Tables 4 and
5). The results obtained show that EE from the stems of N. cissiflora had anti-

mutagenic activity but did not display antirecombinogenic activity.
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Discussion

The molecule DPPH is characterized as a stable-free radical due to the
delocalization that gives rise to a deep violet color, characterized by an absorption
band in ethanol solution centered at 517 nm. When a solution of DPPH is mixed
with that of a substance that can donate a hydrogen atom, this gives rise to the
reduced form (diphenylpicrylhydrazine), with the loss of the violet color [Bouhlel et
al., 2007].

The antioxidant activity observed with EE obtained from the leaves of N.
cissiflora can be attributed in part to B-sitosterol, the main component of the
extract. However, an additive or synergistic effect of other components cannot be
discarded.

Moreno [2003] suggests that 3-sitosterol, a minor component of olive oil,
can protect against oxidative stress through modulation of antioxidant enzymes.
Masella et al. [2004] suggested that B-sitosterol regulates the GSH redox cycle by
preventing ROS accumulation through the improvement of antioxidant enzymes. 3
-Sitosterol modulates antioxidant enzyme response in RAW 264.7 macrophages.
The effects of (-sitosterol on antioxidant enzymes depend on the
estrogen/phosphatidylinositol 3-kinase pathway [Vivancos et al., 2005]. 3-sitosterol
shows binding affinity for these estrogen receptors [Gutendorf and Westendorf,
2001] and estrogens act as antioxidants, at least to some extent, via the
stimulation of antioxidant enzymes [Dabrosin et al., 1998].

Plants (fruits, vegetables, medicinal herbs, etc.) may contain a wide variety
of free radical scavenging molecules, such as phenolic compounds (e.g. phenolic
acids, flavonoids, quinones, coumarins, lignans, stilbenes, tannins), nitrogen
compounds (alkaloids, amines, betalains), vitamins, terpenoids (including
carotenoids), and some other endogenous metabolites, which are rich in
antioxidant activity [Cotelle et al., 1996; Velioglu et al., 1998; Zheng and Wang,
2001; Cai et al., 2003].

The antioxidative potential of a plant does not depend solely on phenolic
content [Dorman et al., 2003]. The terpenes are a major group of chemicals
present in plants and they have been shown to possess antioxidative properties

particularly against lipid peroxidation [Grassmann et al., 2002]. In addition to the
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classical anti-oxidants, plants with antioxidative properties have been traditionally
used to prevent diseases associated with free radicals [Kim et al., 2007]. So, the
antioxidants naturally contained in aromatic and medicinal plants, fruits and
vegetables can be used in the prevention of deleterious oxidative effects and,
therefore, are considered chemoprotectives [Kitts, 1994; Verhagen et al., 1997;
Kris-Etherton et al., 2002].

Data from numerous experiments suggest that oxidative damage to DNA is
important in aging, as well as in the etiology of many human diseases, including
atherosclerosis, neurodegenerative diseases and even cancer [Marnett, 2000;
Olinski et al., 2002].

The genotoxic potential is directly proportional to the number of oxidative
injuries to the DNA that escape the repair mechanism. It is known that the repair
mechanism weakens with age and this is how DNA injuries accumulate [Valko et
al., 2004].

According to Maguire et al. [2003], B-sitosterol (the main component of the
EE from the leaves of N. cissiflora) and 3-sitosterol oxide, do not induce genotoxic
effects in mammal cells, but cause a significant reduction in cell viability. However,
SLs were also isolated from EE from the leaves of N. cissiflora. Previous studies
have shown that most known active SLs present cytotoxic activity (KB and P388
leukemia cells in vitro) and activity against in vivo p388 leukemia cells [Fernandes
et al., 2008]. According to Hibasami et al. [2003], SLs are considered to be
responsible for the observed antitumoral activity, showing strong growth inhibitory
effect against human promyelotic leukemia (HL-60) cells and apoptosis.

Chemical studies showed that the cytotoxic activity is due to the reaction of
a-B-unsaturated carbonyl structures of the SLs with thiols, such as cysteine. These
studies support the view that SLs inhibit tumor growth by selective alkylation of
growth-regulatory biological macromolecules, such as key enzymes, which control
cell division, thereby inhibiting a variety of cellular functions, which directs the cells
into apoptosis [Fernandes et al., 2008]. Severe oxidative stress conferred by SLs-
induced thiol depletion results in a disruption of the integrity of mitochondria,
triggering mitochondrial permeability transition and release of mitochondrial pro-

apoptotic proteins [Tukov et al., 2004].
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However, in the present study the EE obtained from the leaves or stems of
N. cissiflora did not induce genotoxic effect in somatic cells of D. melanogaster,
since no reduction in hatching and no statistically significant differences in spot
frequencies were observed for larvae treated with these EE when compared to the
negative control. These results are probably due to the concentration of SL in the
extract, which was not sufficient to cause neither cytotoxic nor genotoxic events.

An analysis of the frequencies of recombinations obtained in the groups
treated simultaneously with DXR and EE in the ST and HB crosses showed that
the frequency of recombination was similar to that observed in the positive control
(DXR) at all concentrations. The data are similar to that obtained by Fragiorge et
al. [2007].

DXR interacts with the enzyme topoisomerase II, which controls the
topology of super spiralized regions of DNA, linking to it and causing an opening in
the double strand. As such, the treatments with DXR prevent the reattachment of
the double strands cut by topoisomerase Il, causing permanent damage to the
DNA molecule [Minotti et al., 2004]. According to Ferguson and Pearson [1996], all
of the point inhibitors have a potent clastogenic effect and can induce illegitimate
recombination. According to previous observations [Lehmann et al., 2003,
Fragiorge et al., 2007; Valadares et al., 2008], DXR is a preferential inducer of
homologous recombination when compared with mutational events in D.
melanogaster somatic cells.

Comparing the data obtained with the EE (leaves and stem), a dose-
dependent antimutagenic effect was found. However, extracts obtained from the
leaves are more efficient when compared to the results obtained with the stem
extract. These results are attributed to different metabolites found in each type of
extract. Leaves exhibited antioxidant activity and, therefore reduce the mutagenic
effects caused by DXR, including the production of free radicals.

The effective anti-oxidant activity of the EE extract from the leaves of N.
cissiflora may be due to the scavenger properties of EE against the free radicals
generated by DXR, playing an important role in antimutagenic activity.

The antigenotoxic effect obtained with the stem extract can be attributed to
the action of sesquiterpenes that protect against oxidative stress. Linalool presents

activity against a broad spectrum of cancer cells, especially cervical cancer cells.
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However, this does not discard the action of other compounds present in the
extract, though none were identified in the antigenotoxic activity observed [Cherng
et al., 2007].

The present study revealed that N. cissiflora extracts are effective in
reducing levels of mutagenicity from DXR, probably operating through more than
one mechanism.

Another explanation for the reduction in the frequency of spots in this
experiment may be due to the activation of the repair mechanism. Konopacka et
al. [1998] showed that the radio protective effects of vitamins C and E, as well as
B-carotene, depend on the treatment concentration, and are not only due to
capturing of the free radicals but also to an increase in DNA repair.

Antimutagenic activity of substances derived from plants may be due to a
variety of mechanisms, such as inhibition of genotoxic effects, signal transduction
modulation, antioxidant activity and scavenging of free radicals [De Flora et al.,
1999; Mantle et al., 2000].

Diverse studies indicate that antimutagenic properties may be due to
inhibition of penetration of the mutagens into the cells [Shankel et al., 1993];
inhibition of metabolic conversion by P450 of promutagens into mutagens [Gomes-
Carneiro et al., 2005], or activation of enzymatic detoxification of mutagens for
instance by plant extracts.

Natural compounds play important roles in multiple mechanisms, which may
be responsible for their anticarcinogenic effects. Antioxidant activity and iron
chelating activities as well as inhibition of bioactivating (phase |I) enzymes and
induction of detoxifying (phase Il) enzymes [Marchand, 2002; Galati and O’Brien,
2004] may provide protection against cancer initiation (antigenotoxic effects).

Although B-sitosterol is the main component of EE from the leaves, the
genotoxic and/or antigenotoxic activity of this substance was not evaluated with
SMART. The literature, however, attributes diverse activities to [-sitosterol.
Epidemiological evidence has shown that (-sitosterol is a particularly potent
inhibitor of tumor growth in human colon cancer HT-29 cells and human prostate
cancer LNCaP cells [Awad et al., 1996; von Holtz et al., 1998].

Several lines of evidence are available to suggest that plant phytosterols

inhibit the induction of tumors in animals; dietary plant phytosterols appear to
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inhibit colonic cancer development prior to adenoma formation [Ling and Jones,
1995], B-Sitosterol induces G2/M arrest, endoreduplication, and apoptosis through
the Bcl-2 and PI3K/Akt signaling pathways [Moon et al., 2008].

B-sitosterol had an inhibitory effect on the tumor-promoting activity of 12-0-
tetracanoylphorbol-13-acetate (TPA) in mouse skin following initiation by 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene [Yasukawa et al., 1991] and coadminstration of N-
methyl-N-nitrosourea and [-sitosterol to rats produced significantly fewer colon
tumors (benign or benign and malignant) as compared to rats given the
carcinogen alone [Raicht et al., 1980].

In conclusion, under the experimental conditions, the EE obtained from the
leaves of N. cissiflora presented an antioxidant and antimutagenic effect on DXR-
induced genotoxicity whereas EE obtained from the stems of N. cissiflora
presented only antigenotoxic activity. Further studies will be needed with the
components isolated to determine the contribution of each one on the antioxidant

and antigenotoxic activities of EE.
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Table 1. Anti-oxidant activities of the ethanolic extracts (EE) from the leaves of N.

cissiflora on DPPH free radical

Compounds and

_ Inhibition 1
Concentration %)° ICs0 (ug.mL ™)
(Mg-mL ™)
Butylated hydroxyl toluene (BHT)®
12.5 8.55 63.15+0.34
25 20.40
50 38.42*
100 62.96*
200 86.31*
EE from the leaves of N. cissiflora
12.5 8.77 72.29 £0.36
25 17.30
50 30.02*
100 51.72*
200 88.45*

2 nhibition of absorbance at 517 nm relative to that of standard DPPH solution.
b Positive control of anti-oxidant effect.
* P < 0,05 (Dunett test)
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TABLE 2. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)

progeny of the standard (ST) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the leaves of N.cissiflora and doxorubicin (DXR)

Genotypes and

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

Frequency of clone

: 5

treatments o . Small single Large single Spots forma}tlpnllo cells per Recombination  Inhibition®

of flies . with mwh  cell division
DXR EE spotsb(l-2 spots b(>2 Twin spots Total spots clone® Control (%) (%)
(mg/mL)  (mg/mL) cells) cells) Observed  ~- .
mwh/flr®
0 0 60 0.23 (14) 0.02 (01) 0.00 (00) 0.25 (15) 15 0.51
0 0.625 60 0.23 (14) i 0.06 (02) i 0.00 (00) i 0.25 (15) - 16 0.54 0.03
0 1.250 60 0.26 (16) i 0.00 (00) i 0.00 (00)i  0.26 (16) i 16 0.54 0.03
0 2.500 60 0.23 (14) i 0.02 (01) i 0.00 (00)i  0.25 (15) - 15 0.51 0.00
0.125 0 60 7.47 (219)+  5.33(320)+  7.23(434)+ 16.22 (973)+ 943 32.20 31.69 89.33
0.125 0.625 60 7.03 (206) 2.35 (141)* 3.73 (224)* 9.52 (571)* 564 19.26 18.75 95.30 40.83
0.125 1.250 60 3.41 (100) * 1.23 (74)* 1.77 (106)*  4.67 (280)* 279 9.52 9.01 92.78 71.56
0.125 2.500 60 0.82 (49) * 0.43 (26)* 0.87 (52)* 2.12 (127)* 125 4.26 3.75 92.80 88.16
mwh/TM3
0 0 60 0.34 (10) 0.00 (00) ! 0.34 (10) 10 0.34
0.125 0 60 2.52 (74)+ 1.19 (35)+ ! 3.72 (109)+ 109 3.72 3.38
0.125 0.625 60 1.16 (34)* 0.06 (02)* ! 1.22 (36)* 36 1.22 0.88 73.96
0.125 1.250 60 0.92 (27)* 0.06 (02)* ! 0.99 (29)* 29 0.99 0.65 80.76
0.125 2.500 60 0.58 (15)* 0.03 (01)* ' 0.61 (18)* 18 0.61 0.27 92.00

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

4Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.
bIncluding rare fir® single spots.
‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.
dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

®Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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TABLE 3. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)

progeny of the high bioactivation (HB) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the leaves of N. cissiflora and doxorubicin

(DXR)

Genotypes and

Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis®

Frequency of clone

: 5
treatments NS : Small single Large single Spots forma}tl_onllg cells per Recombination  Inhibition®
of flies . with mwh  cell division
DXR EE spots (1-2 splcl)ts (>2 Twin spots  Total spots clone® ool (%) (%)
cells cells
(mg/mL)  (mg/mL) ) ) Observed corrected
mwh/flr®
0 0 60 0.25 (15) 0.08 (05) 0.00 (00) 0.33 (20) 20 0.68
0 0.625 60 0.58 (17)i 0.06 (02)- 0.10 (01)i 0.33 (20)- 20 0.68 0.00
0 1.250 60 0.68 (20)i 0.10 (03)i 0.06 (02)i 0.85 (25)i 25 0.85 0.17
0 2.500 60 0.75 (22)i 0.03 (01)- 0.00 (00)i 0.78 (23)- 23 0.78 0.10
0.125 0 60 2.15(129)+  5.65(339)+  9.07 (544)+  16.87 (1012)+ 16.47(988) 33.74 33.06 93.07
0.125 0.625 60 3.73 (224)* 4.47 (268)* 8.13 (488)*  16.33(980) 16.18(971) 33.16 32.48 95.90
0.125 1.250 60 3.53 (212)* 3.52 (211)* 5.82 (349)* 12.87 (772)* 12.75(765) 26.12 25.44 96.22 23.04
0.125 2.500 60 2.07 (122)* 1.85 (111)* 2.62 (157)* 6.53 (392)* 6.47(388) 13.25 12.57 96.73 62.00
mwh/TM3
0 0 60 0.27 (16) 0.00 (0) ! 0.27 (16) 16 0.54
0.125 0 60 0.87 (52)+ 0.52 (31)+ ! 1.38 (83)+ 83 2.83 2.29
0.125 0.625 60 0.77 (46) 0.15 (09)* ! 0.92 (55)* 55 1.87 1.33 41.92
0.125 1.250 60 0.63 (38) 0.10 (06)* ! 0.73 (44)* 44 1.50 0.96 58.07
0.125 2.500 60 0.38 (23)* 0.08 (05)* ' 0.47 (28)* 28 0.95 0.41 82.09

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

®Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.
bIncluding rare fir® single spots.
‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.

dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

®Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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TABLE 4. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)

progeny of the standard (ST) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the stem of N.cissiflora and doxorubicin (DXR)

Genotypes and Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis® Frequency OE clone

freatments NC of flies Small single Large single _ i‘\),\%s with fdci>\r/rirs1izg:1c(>jn/10 cells per cell Recombination Inhibition®
DXR EE spotsb(1-2 bspots (>2cells)  Twin spots Total spots clone® (%) (%)
(mg/mL)  (mg/mL) cells) Observed Cgﬁgtcrt(;l d

mwh/fir®

0 0 60 0.33 (20) 0.02 (01) 0.06 (04) 0.41 (25) 25 0.85

0 0.625 60 0.23 (14)- 0.05 (03)i 0.02 (01)- 0.30 (18)- 18 0.61 -0.24

0 1.250 60 0.26 (16)- 0.03 (02)i 0.03 (02)i 0.33 (20)- 20 0.68 -0.17

0 2.500 60 0.31 (19)- 0.02 (01)i 0.06 (04)i 0.40 (24)- 24 0.81 -0.04

0.125 0 60 1.60 (96)+ 2.25 (135)+ 2.95 (177)+ 6.80 (408)+ 6.5 (390) 13.31 12.46 95.02

0.125 0.625 60 1.52 (91) 2.28 (137) 2.88 (173) 6.68 (401) 6.6 (396) 13.69 12.84 98.13

0.125 1.250 60 1.22 (73) * 1.52 (91)* 2.23 (134)* 4.97 (298)* 4.8 (289) 9.87 9.02 98.44 27.60
0.125 2.500 60 1.05 (63) * 1.45 (87)* 1.68 (101)* 4.18 (251)* 4.0 (251) 8.36 7.51 100.00 39.72
mwh/TM3

0 0 60 0.18 (11) 0.00 (00) ! 0.18 (11) 11 0.37

0.125 0 60 0.48 (29)+ 0.00 (00) ! 0.48 (29)+ 29 0.99 0.62

0.125 0.625 60 0.25 (15)* 0.05 (03) ! 0.30 (18) 18 0.61 0.24 61.30
0.125 1.250 60 0.18 (11)* 0.07 (04) ! 0.25 (15)* 15 0.51 0.14 77.40
0.125 2.500 60 0.15 (09)* 0.03 (02) ! 0.18 (11)* 11 0.37 0.00 100.00

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

4Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.

bIncluding rare fIr* single spots.

‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.

dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

®Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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TABLE 5. Summary of results obtained with the Drosophila wing spot test (SMART) in the marker-heterozygous (MH) and balancer-heterozygous (BH)
progeny of the high bioactivation (HB) cross after chronic treatment of larvae with ethanolic extracts (EE) from the stem of N. cissiflora and doxorubicin
(DXR)

Genotypes and Spots per fly (number of spots) statistical diagnosis® Frequency of clone
: 5
treatments e . Small single Large single Spots forma}tlpr}llg cells per Recombination  Inhibition®
of flies . with mwh  cell division
DXR EE spotsb(l-z splcl)ts b(>2 Twin spots Total spots clone® Control (%) (%)
cells cells
(mg/mL)  (mg/mL) ) ) Observed — ~
mwh/fir®
0 0 60 0.25 (15) 0.08 (05) 0.00 (00) 0.33 (20) 20 0.68
0 0.625 60 0.58 (17)i 0.03 (02) - 0.10 (01)i 0.33 (20)- 20 0.68 0.00
0 1.250 60 0.68 (20)i 0.05 (03) i 0.06 (02)i 0.85 (25)i 25 0.85 0.17
0 2.500 60 0.75 (22)i 0.02 (01) - 0.00 (00)i 0.78 (23)- 23 0.78 0.10
0.125 0 60 2.15 (129)+ 5.65 (339)+ 9.07 (544)+ 16.87 (1012)+ 988 33.74 33.06 93.07
0.125 0.625 60 3.73 (224) 4.47 (268)* 8.13 (488)*  16.33 (980) 971 33.16 32.48 95.90
0.125 1.250 60 3.53 (212) 3.52 (211)* 5.82 (349)*  12.87 (772)* 765 26.12 25.44 96.22 23.04
0.125 2.500 60 2.07 (122) - 1.85 (111)* 2.62 (157)* 6.53 (392)* 388 13.25 12.57 96.73 62.00
mwh/TM3
0 0 60 0.27 (16) 0.00 (0) f 0.27 (16) 16 0.54
0.125 0 60 0.87 (52)+ 0.52 (31)+ ! 1.38 (83)+ 83 2.83 2.29
0.125 0.625 60 1.77 (46) 0.30 (09)* ! 1.87 (55)* 55 1.87 1.33 41.92
0.125 1.250 60 1.29 (38) 0.20 (06)* f 1.50 (44)* 44 1.50 0.96 58.07
0.125 2.500 60 0.78 (23) * 0.17 (05)* ! 0.95 (28)* 28 0.95 0.41 82.09

Marker-trans-heterozygous flies (mwh/flr®) and balancer-heterozygous flies (mwh/TM3) were evaluated.

“Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, two-sided; probability levels: -, negative; +, positive; i, inconclusive; P<0.05 vs.
untreated control; *, P < 0.05 vs. DXR only.

bIncluding rare fIr* single spots.

‘Considering mwh clones from mwh single and twin spots.

dFrequency of clone formation: clones/flies/48,800 cells (without size correction).

Calculated as [DXR alone — DXR + EE) / DXR alone} X 100, according to Abraham [1994].

'Balancer chromosome TM3 does not carry the flIr* mutation and recombination is suppressed, due to the multiply inverted region in these chromosome.
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Grafico 1: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, dos cruzamentos ST e HB, ap6s tratamento crénico com EE obtidos de folhas
da N. cissiflora (EENC ) associado a DXR.
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Gréafico 2 : Frequéncias totais de manchas mwh em células de asas de D. melanogaster apés
tratamento croénico com EE de caule de N. cissiflora observadas nos cruzamentos ST e HB.
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Grafico 3: Freguéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, dos cruzamentos ST e HB, ap0s tratamento crénico com EE obtidos de folhas da
N. cissiflora (EENC ) associado a DXR.
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Gréfico 4 : Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinacdo em relagdo a frequéncia
total de manchas mwh por individuo, no cruzamento ST, apds tratamento crénico com EE obtido
de folhas da N. cissiflora (EENC) associado a DXR.
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Grafico 5: Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinacdo em relacdo a frequéncia
total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do cruzamento HB,
apos tratamento crénico com EE obtido de folhas de N. cissiflora (EENC) associado a DXR.
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Grafico 6: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.

melanogaster, dos cruzamentos ST e HB, ap0s tratamento crénico com EE de caule de N.
cissiflora (CENC) associado a DXR.
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Gréfico 7 : Contribuicdo das freqiiéncias de mutacdo e recombinacdo em relacdo a frequéncia total de
manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do cruzamento ST, apés tratamento
cronico EE de caule de N. cissiflora (CENC) associado a DXR.
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Gréfico 8: Contribuicdo das freqiiéncia de mutagdo e recombinacdo em relacdo a freqiéncia total de
manchas mwh por individuo, obtidos no cruzamento HB, apds tratamento crénico com EE de caule de N.
cissiflora (CENC) associado a DXR.
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Resumo

O género Ocotea € conhecido pela producdo de metabdlitos secundarios,
tais como alcaldides benzilisoquinolinico, neolignanas e pironas. Diversas
atividades bioldgicas sdo atribuidas as plantas pertencentes a este género, tais
como antipirético, antiinflamatério, antioxidante, antimicrobiano, e preventivos
contra a agregacao plaquetéria in vitro. No presente trabalho, foram avaliadas as
atividades genotoxicas (mutagénicas e recombinogénicas) de extratos etandlicos
(EE) obtidos de folhas e de EE obtidos de frutos da Ocotea minarum, utilizando-se
o teste de deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART) em células de asas de Drosophila melanogaster.
Para tanto, larvas de terceiro estagio foram tratadas com solu¢cbes contendo
diferentes concentragdes finais 0,625; 1,25 e 2,5mg.mL™ de EE de folhas e com
0,625; 1,25 e 2,5 mg.mL™ de EE de frutos isoladamente. Uma vez comprovado a
auséncia de efeitos genotéxicos desses EE, os mesmos foram testados em
associacdo com o agente antineoplasico cloridrato de doxorrubicina (DXR - 0,125
mg.mL™?), para avaliacdo de antigenotoxicidade. A analise dos individuos trans-
heterozigotos marcados (MH) (genétipo mwh/flr®) dos cruzamentos ST e HB,
tratados simultaneamente com diferentes concentracdes finais de EE de folhas e
DXR, indica reducéo aproximada de 32 a 61% da genotoxicidade ocasionada pela
DXR no cruzamento ST; e de 37% a 48% no cruzamento HB. Os individuos
resultantes do cruzamento ST, tratados simultaneamente com EE de frutos e
DXR, apresentaram inibicdo de 44% a 75% da genotoxicidade induzida pela DXR.
Em concluséo, nessas condi¢cbes experimentais, os EE de folhas e de frutos de O.
minarum ndo apresentaram efeitos genotdoxicos em células de asas de D.

melanogaster, mas inibiram a mutagenicidade induzida pela DXR.

Palavras-chave : Genotoxicidade, Lauraceae, metabdlitos secundarios, somatic

mutation and recombination test; SMART.

138



Introducao

A Ocotea minarum (Laurales; Lauracea) € uma planta nativa do cerrado
brasileiro, pertencente ao género Ocotea, 0 mais expressivo das Lauraceae
brasileiras, conhecido pela produgdo de metabdlitos secundérios, tais como
alcaldides benzilisoquinolinico, neolignanas e pironas (Barbosa-Filho et al., 1989;
Silva et al., 2002). As espécies pertencentes a este género apresentam variacdes
inter- e intra-especificas quanto a producao de metabdlitos secundarios (Chaverri
& Ciccio, 2005; Sacchetti et al., 2006).

Vecchietti et al. (1979) isolaram quatorze alcal6ides aporfinicos das folhas
da O. minarum coletadas no Estado brasileiro de Minas Gerais. Porém, em
estudos fitoquimicos das folhas de O. minarum coletadas em Campo Grande
(Estado do Mato grosso do Sul, Brasil) foram isolados: terpenos, esteréide
glicosilado (sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo), lactona terpénica,
norsesquiterpeno e sesquiterpenos (acido curcumen e &cido lancedlico)
(Nogueira, 2008). De frutos de O. minarum foram isolados: alcaldide indol
(triptofol-5-O-B-D-glicopiranosideo), cumarina escopoletina e flavonoides
(taxifolina, quercetina, eriodictiol e naringenina) (Garcez et al., 2005).

O género Ocotea possui 0 maior numero de espécies medicinais utilizadas
pela populacdo nativa como anti-reumatica, depurativa, tbnico estomatico e contra
abscessos (Chaves et al., 1995; Moraes, 2005). Diversas atividades biologicas
sdo atribuidas a plantas pertencentes a este género, tais como efeitos antipirético,
antiinflamatdrio, antioxidante, antimicrobiano, e preventivos contra a agregacao
plaquetaria in vitro (Kurup et al., 1989; Ahmed et al., 2000; Tognolini et al., 2006).

Alcal6ides isoquinolinicos (noraporfine, caaverine e domesticine) isolados
de O. lancifolia apresentaram atividade in vitro contra a forma promastigota de
trés linhagens de Leishmania spp (L. braziliensis; L. amazonensis e L. donovani) e
mostraram atividade hepatotoxica em células da linhagem Hep-G2 (Fournet et al.,
2007).

A doxorrubicina (DXR) é um agente antineopladsico mutagénico, que
apresenta multiplos mecanismos de acdo, tais como producdo de radicais e
estresse oxidativo (Singal et al., 2000), favorecendo a peroxidacgéo lipidica (Quiles
et al.,1999), ocasionando injurias oxidativas no DNA (Feinstein et al., 1993),
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induzindo a complexacgéo da topoisomerase Il com a hélice do DNA, ocasionando
numerosas quebras de fita dupla (Filyak et al., 2007).

No presente trabalho, foi avaliada a atividade genotoxica (mutagénica e
recombinogénica) de extratos etanodlicos (EE) obtidos de folhas e de frutos de O.
minarum, utilizando-se o teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo
somatica (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) em células de
asas de Drosophila melanogaster. Uma vez comprovado a auséncia de efeitos
genotoxicos desses EE, os mesmos foram testados em associacdo com o agente
antineoplasico DXR (0,125 mg.mL™), para avaliacdo de antigenotoxicidade. Para
tanto, para a obtencdo da progénie larval experimental, moscas portadoras dos
marcadores genéticos recessivos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare 3 (flr?, 3-
38,8) foram utilizadas para a realizacdo de dois cruzamentos diferentes: 1]
Cruzamento padréo (Standard cross - ST); e 2] Cruzamento de alta capacidade
de bioativacdo metabdlica (High bioactivation cross - HB), que apresenta altos
niveis constitutivos da enzima citocromo P-450, o que torna os descendentes
mais sensiveis a diversos promutagenos e procarcindgenos. Este teste detecta
um amplo espectro de alteragBes genéticas, incluindo mutagéo de ponto, delecao,
recombinacdo mitética e nao-disjuncdo (Graf et al., 1989; Graf & van Schaik,
1992), sendo mais sensivel para a detec¢do de eventos recombinacionais (Spané
et al., 2001).
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Material e Métodos
Substancias Quimicas

Cloridrato de Doxorubicina (DXR) (Biorrub® - Biosintética Ltda., Sdo Paulo,
Brasil - CAS n. 23214-92-8) foi obtido do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia (MG), Brasil). Os extratos etanolicos (EE)
foram produzidos no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande (MS), Brasil. Os EE foram preparados
imediatamente antes do uso, dissolvidos em uma solugao de 1% tween-80 : 3%
etanol em agua ultra pura, obtida de um sistema MilliQ (Millipore, Vimodrone,

Milan, Italy).
Estoques de Drosophila melanogaster e cruzamentos

O teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (somatic
mutation and recombination test — SMART) em células de asas de Drosophila
melanogaster, também denominado de teste da mancha da asa, foi realizado
utilizando trés linhagens mutantes: 1] linhagem “multiple wing hairs” (mwh) com
constituicdo genética y; mwh jv; 2] linhagem “flare-3” (fIr), com constituicdo
genética fIr® / In(3LR)TM3, ri pP seP [(3)89Aa bx**® e Bd®; 3] linhagem “ORR; flare-
% (ORR; flare-®), com constituicdo genética ORR; fIr® / In(3LR)TM3, ri p° sep
I(3)89Aa bx**® e Bd°. Esta Ultima linhagem possui os cromossomos 1 e 2
provenientes da linhagem Oregon R (R), resistente ao DDT, contendo genes
responsaveis por alto nivel de enzimas de metabolizacdo do tipo citocromo
P(CYP)6 A2 (Graf & van Schaik, 1992).

Com estas linhagens foram realizados dois diferentes cruzamentos: 1)
cruzamento padrédo (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“fIr*” (Graf et al., 1984; 1989): 2) cruzamento de alta capacidade de bioativacio
metabdlica (HB — high bioactivation cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“ORR; fIr*” (Graf & van Schaik, 1992). Ovos dos dois cruzamentos foram
coletados por 8 horas em frascos contendo uma base de agar-agar (4% wi/v)

coberta com uma camada de fermento bioldégico suplementado com acucar.
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Larvas de terceiro estagio de desenvolvimento (72 £ 4 h) foram lavadas com agua
corrente e coletadas com o auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de
larvas foram transferidos para frascos de vidros contendo 1,5 g de meio
alternativo (puré de batata instantaneo Yoki®) (Yoki Alimentos S. A. — S&o
Bernardo do Campo, SP, Brasil) rehidratado com solu¢des contendo diferentes
concentracdes finais equivalentes a (0,625; 1,25 e 2,5 mg.mL™) dos extratos,
isoladamente ou em associacdo com DXR (0,125 mg.mL™). Como controle
positivo foi utilizado o cloridrato de doxorrubicina (DXR) na concentracéo de 0,125
mg/mL. Como controle negativo foi utilizado o solvente (1% de Tween-80 + 3%
etanol em agua ultra pura).

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genotipos: mwh + / + flr3
(trans-heterozigoto marcado — MH) ou mwh + / + TM3, Bd® (heterozigoto
balanceado — BH) foram coletados e fixados em etanol 70%. As asas foram
destacadas e montadas entre laminas e laminulas com solugdo de Faure e
analisadas quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em

microscopio optico de luz, com magnificacdo de 400x.
Analise estatistica

As frequéncias de cada tipo de mancha (pequenas simples, grandes
simples ou gémeas) e o as frequéncias totais de manchas por mosca, de cada
tratamento, foram comparadas aos pares (i.e., controle negativo versus EE;
controle negativo versus controle positivo; controle positivo (DXR) isoladamente
versus DXR associado a EE), de acordo com Kastenbaum & Bowman (1970),
com P = 0,05 (Frei & Wirgler, 1988; 1995). Todos os resultados inconclusivos e
fracos positivos foram analisados com o teste ndo-paramétrico U-test de Mann,
Whitney and Wilcoxon (o= B = 0.05) (Frei & Wirgler, 1995). Com base na
freqiiéncia de inducdo de manchas por 10° células, a atividade recombinogénica
foi calculada como: frequéncia de mutacdo (Fyv) = frequéncia de manchas
observadas em moscas BH / frequiiéncia de manchas observadas em moscas MH;
frequéncia de recombinacao (Fgr) = 1- Fu. Freqiiéncia total de manchas (Fr) = total

de manchas observadas nas moscas MH (considerando manchas mwh e flr®) / N°
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de moscas; mutacdo = Fy x Fy; recombinacdo = Fy x Fr (Santos et al., 1999;
Sinigaglia et al., 2006).
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Resultados

A avaliagédo genotoxica do EE obtido de folhas de O. minarum foi realizada
por meio dos cruzamentos ST e HB.

As Tabelas 1 e 2 mostram, respectivamente, os resultados obtidos com os
individuos MH dos cruzamentos ST e HB, tratados com solu¢des contendo
concentracdes finais (0,625; 1,25 e 2,5 mg.mL™) de EE de folhas. Verifica-se que
no cruzamento ST a frequéncia total de manchas por individuo observada no
controle negativo foi de 0,35, enquanto que os tratados com o EE de folhas de O.
minarum apresentaram frequéncias que variaram de 0,18 a 0,22. No cruzamento
HB, a frequéncia total de manchas por individuo observada no controle negativo
foi de 0,57, enquanto que os tratados com o EE de folhas de O. minarum
apresentaram freqiiéncias que variaram de 0,22 a 0,43.

O EE de folhas de O. minarum reduziu as frequéncias espontaneas de
manchas induzidas em ambos 0s cruzamentos. Esses resultados nos permitem
concluir que, nessas condicdes experimentais, o0 EE ndo apresenta efeitos
genotoxicos diretos ou indiretos.

Diante dos resultados negativos observados no teste de genotoxicidade, foi
realizada a avaliacdo antigenotoxica do EE de folhas de O. minarum contra os
efeitos genotdxicos do agente antineoplasico DXR.

Os resultados observados nos descendentes MH dos cruzamentos ST e
HB, tratados com concentracdo equivalente a 0,125 mg.mL™ de DXR, revelaram
aumento na frequéncia de todas as categorias de manchas mutantes, quando
comparadas com o controle negativo (Tabelas 1, 2 e 3). Uma vez observados
aumentos estatisticamente significativos nas frequiéncias de manchas mutantes
nos descendentes MH, procedeu-se a analise dos descendentes BH, com o
propdsito de comparacao de resultados para a determinagédo da porcentagem de
manchas devidas a mutacdo e a porcentagem de manchas devidas a
recombinacao.

Os resultados da andlise dos individuos MH dos cruzamentos ST e HB,
tratados simultaneamente com EE de folhas de O. minarum associado a DXR,
indicaram uma reducdo para todas as categorias de manchas, exceto manchas

simples grandes, para a concentracdo de 0,625 mg.mL*do cruzamento ST.
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Analisando-se a porcentagem de inibicdo, observa-se que os EE reduziram a
genotoxicidade ocasionada pela DXR de 32% a 61% para o cruzamento ST e de
37% a 48% para o cruzamento HB. Conclui-se, portanto, que a taxa de inibicdo
foi dose-resposta.

Diante dos resultados observados com os descendentes MH resultantes
dos cruzamentos ST e HB, tratados simultaneamente com EE de folhas de O.
minarum e DXR, procedeu-se a andlise dos descentes BH. Os resultados
observados mostram que houve diminuicdo estatisticamente significativa nas
frequéncias de manchas mutantes observadas nos tratados simultaneamente com
EE de folhas de O. minarum e DXR.

Comparando-se as frequéncias de manchas mutantes observadas nos
descentes MH, com as obtidas nos individuos BH dos cruzamentos ST e HB,
tratados simultaneamente com EE de folhas de O. minarum e DXR, verifica-se
predominante atividade recombinogénica (Tabelas 1 e 2).

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos com os individuos MH do
cruzamento ST tratados com solu¢des contendo concentragdes finais (0,625; 1,25
e 2,5 mg.mL™) de EE de frutos de O. minarum. Verifica-se que as frequiéncias
totais de manchas por individuo observadas nos tratados com o EE de frutos de
O. minarum ndo diferem estatisticamente da frequéncia total de manchas por
individuo observada no controle negativo. Esses resultados nos permitem concluir
que, nessas condicbes experimentais, o EE de frutos de O. minarum nao
apresenta efeitos genotoxicos diretos.

Diante dos resultados negativos observados no teste de genotoxicidade, foi
realizada a avaliagdo antigenotoxica do EE de frutos de O. minarum contra os
efeitos genotdxicos da DXR.

Os resultados da analise dos individuos MH do cruzamento ST tratados
simultaneamente com EE de frutos de O. minarum associado a DXR, indicaram
uma reducdo para todas as categorias de manchas, exceto manchas simples
pequenas, para a concentracdo de 0,625 mg.mL™. Analisando-se a porcentagem
de inibicdo, observa-se que os EE reduziram a genotoxicidade ocasionada pela
DXR de aproximadamente 45% a 75%. Conclui-se, portanto, que a taxa de

inibicédo foi dose-resposta.
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Diante dos resultados observados com os descendentes MH resultantes do
cruzamento ST, tratados simultaneamente com EE de frutos de O. minarum e
DXR, procedeu-se a andlise dos descentes BH. Os resultados observados
mostram que houve diminuicdo dose-dependente estatisticamente significativa
nas frequéncias totais de manchas mutantes.

Comparando-se as frequéncias de manchas mutantes observadas nos
descentes MH, com as obtidas nos individuos BH tratados simultaneamente com
EE de frutos de O. minarum e DXR, verificou-se uma predominante atividade
recombinogénica (aproximadamente de 86% a 93%).

Os resultados observados permitem sugerir que, nessas condigoes
experimentais o EE de folhas e o EE de frutos de O. minarum nao possuem

efeitos genotdxicos, mas inibem a acdo genotdxica da DXR.
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Discussao

De EE de folhas de O. minarum foram isolados [B-sitosterol, terpenos,
lactonas terpénicas, norsesquiterpeno e sesquiterpenos. Dos compostos isolados
supracitados sdo atribuidas atividades citotdéxicas e apoptédticas em culturas de
células, apenas para 0s sequisterpenos e lactonas sesquiterpénicas.

De acordo com Hibasami et al. (2003), os sesquiterpenos (costunolide e
zaluzanin D) isolados do Laurus nobilis (Lauraceae) induziram apoptose em
células leucénicas (HL-60). Em prévios estudos realizados (Park et al., 2002;
Dirsch et al., 2001a, b; Wen et al.,, 2002), foi demonstrado que as lactonas
sesquiterpénicas costunolide, helenalin e parthenolide séo citotoxicas e induzem
apoptose, mediada pelo estresse oxidativo, em células T leucémicas. Entretanto,
nao foram encontrados dados na literatura sobre a atividade biolégica dos
sesquiterpenos (acido curcumen e acido lancedlico) isolados do EE de folhas da
Ocotea minarum.

No presente trabalho, o EE de folhas de O. minarum ndo apresentou
efeitos genotdxicos, o que pode ser atribuido as baixas concentracdes de
sesquiterpenos e de lactonas sesquiterpénicas, ou a estrutura quimica destes
compostos. De acordo com Heinrich et al. (1998), lactonas sesquiterpénicas
fazem parte de um grande grupo de metabdlitos secundarios de plantas, com
diversas estruturas quimicas, as quais apresentam diversas atividades biologicas,
tais como atividades anti-neoplasica e efeito cito-protetor em células gastricas
(Robles et al., 1995; Penissi et al., 1998).

Porém, quando EE obtidos de folhas da Ocotea lancifolia (dados né&o
mostrados), foram avaliados com o0 SMART (cruzamentos ST e HB), tratados com
concentracdes equivalentes a 0,625; 1,25 ou 2,5 mg.mL™, apresentaram atividade
genotoxica dose dependente em ambos os cruzamentos. Estes resultados s&o
atribuidos aos alcaloides isoquinolinicos (leucoxina, n-0xido ocoteina, ocoteina e

dicentrina), componentes majoritarios deste extrato (*Silva, comunicac&o verbal).

SILVA, A. F. G. Comunicac&o pessoal. 2008 (Departamento de Quimica da UFMS, Curso de Pés-
Graduacédo em Quimica, Campo Grande, Mato Grosso do Sul).
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Extratos de Ocotea leucoxylon mostraram atividade seletiva tipica de
inibidores da enzima topoisomerase I, em ensaios com levedura, para agentes
que danificam o DNA. Os compostos bioativos deste extrato foram isolados e
identificados como os alcaldides aporfinicos dicentrinona e dicentrina. Estudos
bioquimicos com topoisomerase | recombinante indicam que a dicentrinona e
dicentrina séo inibidores desta enzima (Zhou et al., 2000).

No presente trabalho, o EE de frutos de O. minarum também né&o
apresentou efeitos genotoxicos. Deste extrato foram isolados o alcaldide indol
(triptofol), a cumarina, e diferentes flavondides (taxifolina, quercetina, eriodictiol e
naringenina). Estes dados revelam que existe uma diferenca inter especifica
quanto a atividade genotoxica de extratos obtidos de plantas do género Ocotea,
relacionados aos diferentes metabdlitos secundarios encontrados em cada
espécie.

A DXR induziu elevadas frequéncias de manchas mutantes, devidas
preponderantemente a recombinacdo mitética. Esses resultados estdo de acordo
com os encontrados em trabalhos preliminares (Lehmann et al., 2003; Fragiorge
et al.,, 2007; Valadares et al.,, 2008), e devem estar relacionados com o
mecanismo de acdo da DXR, uma vez que sua estrutura quimica favorece a
geracdo de radicais livres, os quais ocasionam danos no DNA, além de formar
complexos, induzindo quebras de fita dupla (Keizer et al., 1990). De acordo com
Spencer et al. (2008), a recombina¢gdo homologa € o principal mecanismo usado
pelas células para reparar quebras de fita dupla de DNA.

Os EE de frutos modularam os efeitos mutagénicos da DXR, mas nao
inibiram o0s eventos de recombinacdo. Os mecanismos celulares, e o0s
constituintes ativos do EE de frutos, responsaveis pela diminuicdo dos danos do
DNA causados pela DXR, ndo sao conhecidos, mas é possivel especular que o
EE pode ter protegido as células, de quebras de fita do DNA induzidos pelos
radicais livres produzidos pela DXR, pela acdo dos flavonoides (taxifolina,
eriodictiol, naringenina e quercetina) presentes neste extrato, uma vez que este
extrato apresentou atividade antioxidante pelo método DPPH (dados nao
mostrados).

Os flavondides sdo metabdlitos secundarios de plantas que exibem

diversas atividades biolégicas, tais como atividades anti-hepatotoxica, anti-
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alérgica, anti-inflamatdria, anticarcinogénica e antimutagénica. Essas funcdes
freqientemente séo atribuidas as suas atividades antioxidantes e sequestradoras
de radicais livres (Agullo et al., 1997; Shih et al., 2000).

Muitos flavondides também sdo conhecidos por modular as enzimas de
metabolizacdo de xenobidticos (Guengerich et al., 1995; Obermeier et al., 1995).
Estudos com os flavondides tangeretina, naringenina e naringina tém
demonstrado que estes flavondides podem modular a genotoxicidade induzida por
xenobidticos em figado de ratos (Siess et al.,, 1995). Outros estudos tém
demonstrado que estes flavondides podem modular a atividade da CYP (P450)
em células de figado de rato e figado humano (Obermeier et al., 1995).

A naringenina eleva a sintese de RNAm da catalase, superéxido dismutase
e da glutatione peroxidase em coelhos (Jeon et al., 2001, 2002); sequestra os
radicais livres superoxido e hidroxila (Yuting et al., 1990); protege contra danos
induzidos pela radiacao (Jagetia et al., 2003), e contra a indu¢do de micronucleos
induzidos pela ifosfamida em células de medula 6ssea de camundongos (Alvarez-
Gonzélez et al., 2001).

Dos EE de frutos também foi isolada a quercetina. De acordo com Duthie et
al. (1997), os flavondides quercetina e myricetina reduziram os danos no DNA de
linfécitos humanos induzidos pelo peréxido de hidrogénio, sendo que a quercetina
foi mais efetiva em inibir as quebras no DNA, e também protegeu contra os danos
oxidativos das bases pirimidinas. A quercetina diminui a mutagenicidade
associada com os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (benzo[a]pyrene e
dimethylbenz[a]Janthracene), provavelmente pela inibicdo da ativacdo metabdlica
mediada pelo citocromo P450 ou pela inducdo da detoxificacdo (Middleton &
Kandaswami, 1993).

O efeito antigenotoxico observado no EE de frutos pode ser atribuido a
outros mecanismos, tais como inducéo de reparo do DNA. Esta funcéo é atribuida
a quercetina, flavondide encontrado neste extrato (Ramos et al., 2008). Estudos
realizados por Kong et al., (2000) indicam que os flavondides interagem
intracelularmente com proteinas envolvidas na cascata de sinal intracelular ou por
regular a expressao de genes da via das caspases na indugcao de apoptose. Os
flavondides podem modular a expressdo génica e a interacdo com as vias de

sinalizacao celular (Soobrattee et al., 2005), modular o sistema de reparo (De
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Flora, 1998; Collins et al., 2003), reduzindo assim a acédo genotoxica da DXR. A
acdo sinérgica dos compostos encontrados no EE de frutos também néo esta
descartada.

A atividade antigenotoxica observada com o EE de folhas foi menor do que
a observada com o EE de frutos. Tal fato deve-se, provavelmente, por este
extrato ndo possuir atividade antioxidante. Portanto, a atividade antigenotdxica
deve ser atribuida a outros mecanismos de acao presentes em seus constituintes,
tais como terpenos e sesquiterpenos. Lam & Zheng (1991) relataram que
terpenos isolados do cravo da india exibem alta atividade de indugéo da enzima
GST em camundongos. O incremento da atividade das enzimas de detoxificacao
esta associado com a inibicdo da carcinogénese. Os terpenos e seus derivados
sao utilizados na prevencéo e terapia de diversas doencas, incluindo o cancer.
Terpenos tais como d-Limonene e o alcool perillyl inibem de modo dose
dependente, o desenvolvimento do cancer de mama, figado, pele, pulméo, colon,
estbmago e pancreas (Paduch et al., 2007). Enquanto que o0s sesquiterpenos
protegem contra o estresse oxidativo, o linalool apresenta atividade contra um
amplo espectro de células cancerosas, especialmente células de carcinoma
cervical (Cherng et al., 2007).

Em concluséo, o presente estudo indica que os EE de folhas e frutos de O.
minarum possuem atividade antigenotoxica no teste SMART. O provavel
mecanismo de acdo do EE (desmutagénico ou bioantimutagénico), bem como os
constituintes quimicos responsaveis pela antigenotoxicidade, n&o foram
elucidados, considerando que os EE utilizados contém uma mistura complexa de
metabdlitos secundarios. Portanto, a atividade antigenotdxica observada pode
estar relacionada com o efeito sinérgico dos metabdlitos secundarios terpenos e
seus derivados, no EE de folhas, e os flavondides, triptofol e cumarina, no EE de
frutos, os quais podem ter efeito antioxidante, modular a atividade das enzimas de

fase | e Il ou atuar sobre o sistema de reparo, e modular a expressao génica.
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TABLE 1. Frequiéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) e heterozigoto balanceado (BH) de

D. Melanogaster do cruzamento padréo (ST) apos tratamento crénico com extrato etandlico (EE) de folhas de O. minarum e DXR.

Genoétipos e Manchas por indiv. (n° de manchas) diagndstico estatistico® Freqliéncia de
tratamentos Total forr;pagéo de c.Io.nefs o _
O MSP MSG MG ™ manchas 10 céls plog divisdo Recorr;)magao Inlbol/gao
DXR EE indiv. (1-2 céls)” (>2 céls)® mwh © ces (%) (%)
(mgmLY)  (mg.mL?) Observado Controle
corrigido
mwh/flr®
0 0 60 0,30 (18) 0,05 (03) 0,00 (00) 0,35 (21) 21 0,71
0 0,625 60 0,18 (11) - 0,02 (01) i 0,02 (00) i 0,22 (13) - 13 0,44 -0,27
0 1,250 60 0,15 (09) - 0,03 (02) i 0,00 (00) i 0,18 (11) - 11 0,37 -0,34
0 2,500 60 0,20 (12) - 0,02 (01) i 0,00 (00) i 0,22 (13) - 13 0,44 -0,27
0,125 0 60 1,60 (96)+ 2,55 (135)+ 2,95 (177)+ 6,80 (408)+ 390 13,31 12,60 94,60
0,125 0,625 60 0,92 (55)* 1,83 (110) - 1,93 (116)* 4,68 (281)* 272 9,28 8,57 98,48 32,00
0,125 1,250 60 0,55 (33) * 1,57 (94)* 1,87 (112)* 3,98 (239)* 225 7,68 6,97 97,41 44,68
0,125 2,500 60 0,78 (47) * 0,90 (54)* 1,15 (69)* 2,83 (170)* 165 5,63 4,92 97,76 60,95
mwh/TM3
0 0 40 0,28 (11) 0,05 (02) 0,33 (13) 13 0,32
0,125 0 40 0,90 (36)+ 0,10 (04)i 1,00 (40)+ 40 1,00 0,68
0,125 0,625 40 0,40 (16)+ 0,05 (02)i 0,45 (18)+ 18 0,45 0,13
0,125 1,250 40 0,35 (14)+ 0,15 (06)i 0,50 (20)+ 20 0,50 0,18
0,125 2,500 40 0,35 (14)+ 0,08 (03)i 0,43 (17)+ 17 0,43 0,11

Individuos trans-heterozigotos marcados (mwh/flrs) e heterozigoto balanceado (mwh/TM3).

% Diagndstico estatistico de acordo com Frei and Wirgler [1988; 1995]. U-test, bi-caudal; Diagnéstico estatistico: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo;
P<0,05 vs,controle negativo; * P < 0,05 vs DXR.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.

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

dFreqUéncia de formacgéo de manchas: manchas/moscas/48.800 células (sem corregéao).

®Calculado por [DXR isolado — DXR + EE) / DXR isolado] X 100, de acordo com Abraham [1994].

"Devido & presenca de inversdes multiplas no cromossomo balanceador, as células resultantes de recombinagdo mitética sdo inviaveis.



T9T

TABLE 2. Frequiéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) e heterozigoto balanceado (BH) de

D. Melanogaster do cruzamento padrédo (HB) ap0s tratamento cronico com extrato etandlico (EE) de folhas de O. minarum e DXR.

Genoétipos e Manchas por indiv. (n° de manchas) diagndstico estatistico® Freqiiéncia de
ratamentos N° MSP MSG MG ™ Total de f05rmagao de (_:I9n~e d  Recombinagéo Inibig&o®
. N b manchas /10 cells por divisdo
DXR EE Indiv. (1-2 céls) (>2 cés) mWh°  Observado  Controle (%) (%)
(mg/mL)  (mg/mL) corrigido
mwh/flr®
0 0 60 0.52 (31) 0.03 (02) 0.02 (01) 0.57 (34) 33 1.12
0 0.625 60 0.37 (22)- 0.05 (03)i 0.02 (01)i 0.43 (26)- 26 0.88 -0.24
0 1.250 60 0.23 (14)- 0.00 (00)i 0.02 (01)i 0.25 (15)- 15 0.51 -0.61
0 2.500 60 0.20 (12)- 0.02 (01)i 0.00 (00)i 0.22 (13)- 13 0.44 -0.68
0.125 0 60 1.25 (75)+ 2.25 (135)+ 3.10 (186)+ 6.60 (396)+ 376 12.84 11.72 91.72
0.125 0.625 60 0.95 (57) 1.47 (88)* 1.93 (116)* 4.35 (261)* 249 8.50 7.38 88.61 37.00
0.125 1.250 60 0.58 (35)* 1.55 (93)* 2.10 (126)* 4.23 (254) 242 8.26 7.14 92.00 39.00
0.125 2.500 60 0.78 (47)* 1.03 (62)* 1.82 (109)* 3.63 (218)* 212 7.24 6.12 92.32 47.78
mwh/TM3
0 0 40 0.28 (11) 0.05 (02) 0.33 (13) 13 0.33
0.125 0 40 1.08 (43)+ 0.23 (09)+ 1.30 (52)+ 52 1.30 0.97
0.125 0.625 40 1.10 (44)- 0.10 (04)i 1.20 (48)- 48 1.20 0.87
0.125 1.250 40 0.80 (32)i 0.10 (04)i 0.90 (36)i 36 0.90 0.57
0.125 2.500 40 0.80 (32)i 0.00 (00)+ 0.80 (32)+ 32 0.80 0.47

Individuos trans-heterozigotos marcados (mwh/flr’) e heterozigoto balanceado (mwh/TM3).

% Diagndstico estatistico de acordo com Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, bi-caudal; Diagndstico estatistico: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo;
P<0,05 vs,controle negativo; * P < 0,05 vs DXR.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

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

dFreqijéncia de formacéo de manchas: manchas/moscas/48.800 células (sem corre¢do).

®Calculado por [DXR isolado — DXR + EE) / DXR isolado] X 100, de acordo com Abraham [1994].

"Devido a presenca de inversdes multiplas no cromossomo balanceador, as células resultantes de recombinacao mitética sdo inviaveis.
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Tabela 3. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH)

de D. melanogaster do cruzamento padréo (ST) apos tratamento crénico com extrato etandlico (EE) de frutos de O. minarum e doxorrubicina (DXR)

Genétipos e Manchas por indiv. (n° de manchas) diagndstico estatistico® Freqiiéncia de formaco
tratamentos Total de clones S L.
MSP MSG MG ™ manchas /10° céls por divisdo cel® R€combinagdo  Inibicdo
DXR EE (1-2 cels) (>2 cels) mwh ® “Opservado  Controle ) )
(mg/mL)  (mg/mL) corrigido
mwh/flr®
0 0 40 0,53 (21) 0,08 (03) 0,05 (02) 0,65 (26) 26 1,33
0 0,625 40 0,50 (20) 0,03 (01) i 0,05 (02) i 0,58 (23) - 23 1,17 -0,16
0 1,250 40 0,55 (22) 0,05 (02) i 0,03 (01)i 0,63 (25) i 25 1,28 -0,05
0 2,500 40 0,53 (21) 0,08 (03) i 0,00 (00) i 0,60 (24)- 24 1,23 -0,10
0,125 0 40 1,78 (71)+ 4,58 (183)+ 7,05 (282)+ 13,40 (536)+ 12,88(515) 26,38 25,05 90,37
0,125 0,625 40 1,75 (70) 2,28 (91)* 3,55 (142)* 7,58 (303)*  7,45(298) 15,26 13,93 91,52 44,40
0,125 1,250 40 0,85 (34)* 2,20 (88)* 4,20 (168)* 7,25 (290)*  7,02(281) 14,39 13,06 92,57 48,00
0,125 2,500 40 0,93 (37)* 1,03 (41)* 1,71 (71)* 3,73 (149)*  3,68(147) 7,53 6,20 86,00 75,00
mwh/TM3
0 0 40 0,33 (13) 0,00 (00) ! 0,33 (13) 13 0,66
0,125 0 40 1,40 (56)+ 0,10 (04) ! 1,50 (60)+ 60 3,07 2,41
0,125 0,625 40 0,78 (31)* 0,13 (05) ! 0,90 (36)* 36 1,84 1,18
0,125 1,250 40 0,70 (28)* 0,10 (04) ! 0,80 (32)* 32 1,63 0,97
0,125 2,500 40 0,65 (26)* 0,10 (04) ' 0,75 (30)* 30 1,53 0,87

Individuos trans-heterozigotos marcados (mwh/fir’) e heterozigoto balanceado (mwh/TM3).

% Diagndstico estatistico de acordo com Frei and Wiirgler [1988; 1995]. U-test, bi-caudal; Diagndéstico estatistico: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo;

P<0,05 vs,controle negativo; * P < 0,05 vs DXR.

®Incluindo manchas simples flr® raras.
‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as gémeas.

dFreqijéncia de formacéo de manchas: manchas/moscas/48.800 células (sem corre¢do).
®Calculado por [DXR isolado — DXR + EE) / DXR isolado] X 100, de acordo com Abraham [1994].
"Devido a presenca de inversdes multiplas no cromossomo balanceador, as células resultantes de recombinacao mitética séo inviaveis.
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Grafico 1: Frequéncias totais de manchas mwh em células de asas de D. melanogaster apés
tratamento crénico com EE de folhas de Ocotea minarum (EEOM) observadas nos cruzamentos ST

e HB.
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Gréfico 2 : Frequéncias totais de manchas mwh em células de asas de D. melanogaster apés
tratamento crénico com EE de frutos de Ocotea minarum (EEFOM) observadas no cruzamento ST.
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Gréfico 3: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, dos cruzamentos ST e HB, apds tratamento crénico com EE de folhas de O.
minarum associados a DXR.
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Grafico 4 : Contribuicdo das freqiiéncias de mutacdo e recombinacdo em relacdo a frequéncia
total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do cruzamento ST,
apos tratamento crénico com EE de folhas de O. minarum associados a DXR.
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Gréfico 5: Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinacdo em relagédo a frequéncia
total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do cruzamento HB,
apos tratamento crénico com EE de folhas da O. minarum associado a DXR.
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Grafico 6: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, do cruzamento ST, apés tratamento crénico com EE de frutos da O. minarum
associados a DXR.
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Grafico 7: Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinacdo em relacdo a
freqUéncia total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do
cruzamento ST, apods tratamento crénico com EE de frutos da O. minarum associados a
DXR.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar as atividades mutagénicas e
recombinogénicas do alcaléide inddlico triptofol, isolado de frutos de Ocotea
minarum; e dos alcaldides isoquinolinicos ocoteina e dicentrina, isolados de folhas
de Ocotea acutifolia. Para tanto, foi utilizado o teste para deteccdo de mutacéo e
recombinacdo somatica (Somatic Mutation And Recombination Test - SMART) em
células de asas de Drosophila melanogaster. Larvas de terceiro estagio (72 h),
obtidas do cruzamento padréo (ST — standard cross) foram tratadas com solucdes
contendo concentrag@es finais (0,1; 0,2 e 0,4 mM) de cada um dos alcalbides
isoladamente. Como controles negativo e positivo foram utilizados,
respectivamente, o solvente (1% de etanol em &agua destilada) e o agente
genotoxico antineoplasico cloridrato de doxorrubicina — DXR (0,2 mM). A analise
dos descendentes MH mostrou que as diferentes concentragdes do triptofol ndo
induziram aumentos estatisticamente significativos nas frequiéncias de manchas
mutantes, quando comparadas com as observadas no controle negativo. No
entanto, a ocoteina e a dicentrina apresentaram efeitos citotoxico e genotoxico,
aumentando, de forma estatisticamente significativa, as frequéncias de manchas
mutantes. Comparando-se o0s resultados observados nos descendentes MH com
0s observados nos BH, conclui-se que os alcalbdides isoquinolinicos induziram
altas frequéncias de recombinacdo mitotica. Os resultados obtidos sugerem que a
atividade genotoxica dos alcaldides isoquinolinicos esta relacionada com as suas
estruturas quimicas, que inibem a atividade das enzimas topoisomerase | e I,
fixando as quebras simples e duplas de DNA, induzidas por estas enzimas,

favorecendo a ocorréncia, principalmente de eventos recombinacionais.

Palavras-chave: Mutagenicidade, recombinacdo mitotica, somatic mution and

recombination test, SMART, topoisomerase.
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INTRODUCAO

A Ocotea minarum e a Ocotea acutifolia sdo plantas pertencentes ao
género Ocotea, um dos géneros mais expressivos das Lauraceae brasileiras,
amplamente distribuido no territorio nacional, o qual tem despertado interesse dos
fitoquimicos brasileiros, pois varios alcaldides aporfinicos (isoquinolinicos),
comumente encontrados neste género, apresentam diferentes atividades
bioldgicas (Zanin & Lordello, 2007).

De estudos fitoquimicos preliminares, realizados com frutos de O. minarum,
coletados em Campo Grande (MS), foi isolado, entre outros compostos, o
alcaléide inddlico triptofol (Garcez et al., 2005). De folhas de O. acutifdlia, também
coletadas em Campo Grande, foram isolados quatorze alcaldides aporfinicos,
entre eles: leucoxina, n-6xido ocoteina, ocoteina e dicentrina (*Silva, comunicacéo
pessoal).

Os alcalbides inddlicos apresentam um amplo espectro de atividades
biologicas (Somei & Yamada, 2005). Muitos deles sao utilizados com propadsito
medicinal. Outros servem de protétipo para o desenvolvimento de novas
substancias sintéticas (Dembitsky, 2002; 2005). Entre os alcaldides inddlicos
estdo incluidas a vincristina, a vinblastina e a camptotecina, as quais sdo
freqientemente prescritas como agentes antineoplasicos, pelo fato de
interromperem  processos  bioldégicos basicos nas células humanas
(Sirikantaramas, 2008).

Varios alcal6ides aporfinicos, como a ocoteina e a dicentrina, apresentam
pronunciada bioatividade. A ocoteina possui atividade antitussigena e
adrenolitica, enquanto que a dicentrina possui acdo analgésica, sedativa e anti-
neoplasica (Bing-Nan et al., 2000). A dicentrina € um agente intercalante que
interfere com a atividade catalitica da DNA topoisomerase | e Il. Além disso,
possui atividade citotoxica e anti-tripanossomal (Zhou et al., 2000; Hoet et al.,
2004).

As DNA topoisomerases Sao enzimas essenciais que governam a topologia
do DNA durante processos metabdlicos nucleares fundamentais. Agentes
quimicos que interferem com as DNA topoisomerases sao frequentemente

encontrados na natureza. Alguns tém eficacia terapéutica no tratamento de
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doencgas infecciosas, assim como no tratamento do cancer humano. Os
compostos que interferem com as topoisomerases podem ser divididos em duas
categorias, baseados no mecanismo de acao: 1] venenos de topoisomerases; e 2]
inibidores cataliticos de topoisomerases (Capranico et al., 1997).

Os alcal6ides isoquinolinicos exercem os dois tipos de atividades contra a
DNA topoisomerase |. A poténcia de agentes quimicos que atuam como venenos
de topoisomerase pode estar mais relacionada as funcbes celulares desta
enzima, do que a acao do agente quimico contra a enzima propriamente dita (Li &
Liu, 2001; Pommier, 2006).

O teste para deteccdo de mutagdo e recombinacdo em células soméaticas
de Drosophila melanogaster (Somatic Mutation And Recombination Test -
SMART) é um teste de curta duracéo, versatil e sensivel usado para deteccéo da
atividade genotdxica de compostos simples e misturas complexas, assim como
para estudos de antigenotoxicidade (Graf et al., 1996) e estudos comparativos
para avaliacdo genotoxica de agentes quimicos com diferentes estruturas (Vogel
et al., 1999; Tiburi et al., 2002; Lehmann et al., 2004; Fragiorge et al., 2008), entre
eles os inibidores de DNA topoisomerases (Pérez-Chiesa & Narvaez, 1993; Frei &
Wirgler, 1996; Torres et al., 1998; Cunha et al., 2002; Lehmann et al., 2004).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito genotoxico (mutagénico
e recombinogénico) do alcaldide inddlico triptofol, isolado de frutos de O.
minarum; e dos alcalbides isoquinolinicos ocoteina e dicentrina, isolados de folhas

de O. acutifolia.
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Material e Métodos
Agentes Quimicos

O alcaléide inddlico triptofol e os alcaldides isoquinolinicos ocoteina e
dicentrina foram fornecidos pela Prof® Dr2 Fernanda Rodrigues Garcez, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), Campo Grande (MS). A solucéo de alcaloides foi preparada com etanol
1%, em agua destilada, imediatamente antes do uso. Cloridrato de doxorubicina
(DXR) (Biorrub® - Biosintética Ltda., Sdo Paulo, Brasil — CAS N° 23214-92-8) foi
obtido do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia
(MG), Brasil.

Linhagens de Drosophila e Cruzamentos

Foram utilizadas duas linhagens portadoras dos marcadores recessivos
das células das asas de Drosophila melanogaster: multiple wing hairs (mwh, 3-
0.3) e flare (fir’, 3-38.8): 1] linhagem multiple wing hairs (mwh) com constituicao
genética y; mwh jv; 2] linhagem flare, com constituicdo genética fIr®/ In(3LR)TM3,
ri pP sep I(3)89Aa bx**® e Bd®. O cruzamento padrdo (ST) foi realizado com
fémeas virgens flare cruzadas com machos mwh (Graf et al., 1984, 1989).

Os ovos foram coletados durante um periodo de 8 horas em frascos
contendo uma base soélida de agar (3% wi/v), coberta com uma camada de
fermento biolégico suplementado com sacarose. ApOGs 72 + 4 horas, as larvas
foram lavadas em agua corrente e coletadas com o auxilio de uma peneira de
malha fina e transferidas para frascos contendo 1,5 g de meio de cultura
alternativo (puré de batata instantaneo Yoki® - Yoki Alimentos S. A. — S&o
Bernardo do Campo, SP, Brasil) rehidratado com solu¢cdes contendo diferentes
concentracfes finais (0,1; 0,2 e 0,4 mM) dos alcaldides triptofol, ocoteina ou
dicentrina. Como controle negativo foi utilizado o solvente (1% de etanol em agua
destilada estéril) e como controle positivo a DXR (0,2 mM). Os tratamentos foram
realizados por um periodo de aproximadamente 48 horas (tratamento cronico).

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de gendtipos trans-heterozigotos
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marcados (MH) (gendtipo mwh + / + flr¥) e heterozigotos balaceados (BH)
(gendtipo mwh + / + TM3, Bd®) foram coletados e fixados em etanol 70%. As asas
foram montadas entre laminas e laminulas com solucdo de Faure e analisadas,
quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em microscopios

opticos, com magnificacdo de 400x.
Analise estatistica

Para a avaliacdo dos efeitos genotdxicos, as frequéncias de manchas mutantes
observadas por mosca, de cada série tratada, foram comparadas com as
frequéncias observadas no controle negativo. As comparacdes estatisticas foram
feitas por meio do programa SMART de computador, o qual utiliza o teste do X?
para propor¢des, de acordo com Frei & Wirgler (1988). Para a analise estatistica
final de todos os resultados positivos, o0 teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
U-test com niveis de significancia a = £ = 0.05 foi utilizado com o objetivo de
excluir falsos positivos (Frei and Wdurgler, 1995). Com base na frequéncia de
inducdo de manchas por 10° células, a atividade recombinogénica foi calculada
como: frequéncia de mutacdo (Fv) = frequéncia de manchas observadas em
moscas BH / frequéncia de manchas observadas em moscas MH; frequéncia de
recombinacédo (Fr) = 1- Fu. Frequéncia total de manchas (Ft) = total de manchas
observadas nas moscas MH (considerando manchas mwh e flr®) / N° de moscas;
mutacéo = Fr x Fy; recombinacdo = Fy x Fr (Santos et al., 1999; Sinigaglia et al.,
2006).
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Resultados

Os resultados observados na analise dos descendentes MH do cruzamento
ST, tratados com solug¢des contendo concentracoes finais de 0,1; 0,2 e 0,4 mM do
alcaléide triptofol, assim como o0s controles negativo e positivo, estdo
representados na Tabela 1.

No controle positivo (DXR) foram observados aumentos estatisticamente
significativos nas frequéncias de todas as categorias de manchas mutantes
(simples pequena, simples grande e gémeas), quando comparado com o controle
negativo.

As diferentes concentragdes do triptofol ndo induziram aumentos
estatisticamente significativos (a > 0,05) nas freqiéncias de manchas, quando
comparado com o controle negativo. A maior freqiéncia de manchas por asa
observada no grupo tratado com triptofol foi de 0,43, enquanto que a frequéncia
espontanea obtida no controle negativo foi de 0,42. Esses resultados demonstram
que, nessas condices experimentais, o triptofol ndo possui efeitos genotoxicos.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH e BH das séries
tratadas com concentragdes finais equivalentes a 0,1; 0,2 e 0,4 mM dos alcaldides
ocoteina e dicentrina, e 0s respectivos controles negativo e positivo, estao
apresentados na Tabela 2.

Na andalise dos descendentes MH, tratados com as diferentes
concentragcdes de ocoteina, verifica-se aumento estatisticamente significativo nas
frequéncias totais de manchas mutantes, exceto para a concentracédo de 0,1mM,
que apresentou aumento estatisticamente inconclusivo.

Analisando-se os dados obtidos com dicentrina, verifica-se um aumento
estatisticamente significativo nas frequéncias totais de manchas mutantes, para
todas as concentracdes utilizadas, quando comparado com o controle negativo.

Os resultados obtidos com ocoteina e dicentrina indicam que as
freqiéncias de manchas mutantes estdo diretamente relacionadas com dose-
resposta, para ambos os alcalbides.

A ocoteina apresentou uma freqiiéncia de formacdo de clones de 1,7.10°
por divisdo celular para a concentracdo de 0,1 mM e de 4,37.10° para a

concentracdo de 0,4 mM. No entanto, para a dicentrina as frequéncias de
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formacao de clones variaram de 11,57.10° a 28,89.10, respectivamente para as
concentracoes de 0,1 mM e de 0,4 mM.

Diante dos aumentos estatisticamente significativos observados nas
freqiéncias de manchas mutantes nos descendentes MH, procedeu-se a analise
dos descendentes BH, com o propésito de comparagdo de resultados para a
determinacdo da porcentagem de manchas devidas a mutacdo e a porcentagem
de manchas devidas a recombinacéo.

A andlise dos descendentes BH demonstrou que as frequéncias de
manchas mutantes induzidas por todas as concentracdes de ocoteina foram
estatisticamente inconclusivas quando comparadas com o controle negativo. No
entanto, todas as concentracbes de dicentrina induziram aumentos
estatisticamente significativos nas frequéncias totais de manchas mutantes, para
todas as concentracdes utilizadas, quando comparado com o controle negativo.

Os resultados da andlise dos individuos BH, tratados com ocoteina e
dicentrina, quando comparados com os obtidos nos descendentes MH, revelaram

frequéncias de recombinacdo acima de 80%.
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Discussao

Os resultados obtidos nos experimentos realizados com o alcal6ide indolico
triptofol nos permitem concluir que, nas condicbes experimentais utilizadas, o
mesmo ndo possui efeitos genotdéxicos. Foi ainda verificado que a freqiéncia
espontanea obtida no controle negativo esta de acordo com os valores descritos
na literatura, que variam de 0,22 a 0,50 (Romero-Jiménez et al., 2005; Fragiorge
et al., 2007).

Nao foram encontrados na literatura especializada, referéncias
relacionadas a avaliagdo genotoxica do triptofol. No entanto, esse alcaldide
apresenta estrutura quimica semelhante ao indole-3-carbinol (13C), que néo
apresentou efeitos clastogénicos e nem aneugénicos, quando testado por meio do
teste do microndcleo em células de medula éssea, e em linfocitos de sangue
periférico de camundongos (Rupa et al., 2007).

Entretanto, o 13C induziu apoptose em células epiteliais de carcinoma
mamario, mas ndo em ceélulas de epitélio mamario normal (Rahman et al., 2003).
Exibiu atividade antiproliferativa em cultura de células de cancer de prostata e
mama (Cover et al., 1999; Le et al., 2003), inibiu carcinoma de figado em rato, por
meio da inducdo das enzimas de fase | (P450 oxidases) e de fase Il (conjugases),
gue sdo enzimas essenciais no metabolismo de xenobidticos (ex. carcindgenos) e
endobiodticos (ex. hormonios) (Parkin & Malejka-Giganti, 2004).

Outros alcaldides inddlicos, como a vincristina e a vinblastina, s&o
inibidores do fuso, ocasionando aneugénese. Esta propriedade foi confirmada em
ensaios in vitro em culturas de fibroblastos de pulmao de hamster (sub-clone V79-
MZ); e de medula 6ssea e de eritrécitos de hamster (Gudi et al., 1990; Antoccia et
al., 1991).

Quando diferentes alcal6ides inddlicos foram avaliados por meio do
SMART de asas de D. melanogaster, foram observados os seguintes resultados:
a vincristina e a vimblastina foram consideradas genotoxicas (Tiburi et al., 2002).
A camptotecina foi 0 composto mais genotdéxico quando comparado a trés
diferentes venenos de topo Il (Frei & Wurgler, 1996). No entanto, a fagaronina e a
nitidina ndo apresentaram atividade genotdxica (Pérez-Chiesa & Narvaez, 1993).

Desta forma, pode-se concluir que nem todos os alcaldides inddlicos ocasionam
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eventos de genotoxicidade em células somaticas de Drosophila, sendo provavel
gue a atividade genotOxica esteja relacionada com a estrutura quimica do
alcaloide.

No controle positivo, a freqiiéncia de formacéo de clones por divisédo celular
observada foi de 15,82.10° (dado n&o apresentado). Este efeito é atribuido aos
diversos mecanismos de acdo da DXR, tais como: estresse oxidativo e a
producao de radicais livres (Singal et al., 2000). A DXR ainda pode interagir com a
enzima topoisomerase IlI, a qual controla a topologia das regibes super-
espiralizadas do DNA, ligando-se e causando a abertura da dupla fita. Sendo
assim, os tratamentos com DXR impedem a re-ligagdo das duplas fitas
seccionadas pela topoisomerase I, causando lesdo permanente a molécula do
DNA (Minotti et al., 2004).

Com relagdo aos alcaldides isoquinolinicos ocoteina e dicentrina foi
verificado que a dicentrina € aproximadamente 4,5 vezes mais genotoxica do que
a ocoteina, apesar destes alcal6ides possuirem estrutura quimica muito
semelhante. Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que os mesmos
induziram efeitos citotoOxicos ou apoptoticos em células somaticas de D.
melanogaster, pois ocorreram reducdes de aproximadamente 70% no numero de
eclosbes, pés-metamorfose dos individuos tratados, quando comparados com o
controle negativo.

Trabalhos preliminares descreveram as atividades citotdxica e antitumoral
de alcaldides isoquinolinicos (Yasukawa et al., 1991; Iwasa et al., 2001 a, b;
Stevigny et al.,, 2002). O alcaldide isoquinolinico actinodaphnine isolado de
Cassytha filiformis (Lauraceae) induz citotoxicidade em algumas linhagens de
células de cancer, tais como Mel-5 (células de melanoma) e HL-60 (células
mieloides) (Stevigny et al., 2002).

De acordo com Woo et al. (1997; 1999) a pronunciada atividade da
dicentrina deve-se ao fato desta molécula ser mais planar do que os demais
alcaldides aporfindides, sendo, portanto, um agente intercalante. Desta forma, a
diferenca de planaridade pode conduzir a diferencas no comportamento bioldgico.
Outro ponto relevante sobre a atividade da dicentrina € seu mecanismo de acéo,
pois atua sobre a enzima topo Il (Hoet et al., 2004). Este mecanismo de inibicao,

somados a sua capacidade intercalante, explicam a elevada atividade genotoxica.
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Os resultados obtidos neste trabalho com os alcaldides ocoteina e
dicentrina estédo de acordo com os resultados observados com outros alcaldides
inibidores de topoisomerases, também avaliados por meio do SMART em células
de asas de D. melanogaster, como os obtidos com a elipticina (Frei & Wirgler,
1996); etoposide VP-16 (Torres et al., 1998); e com daunorubicina, idarubicina e
idarubicina (Lemann et al., 2004).

No presente trabalho, aproximadamente 60% dos clones de células
mutantes sdo de manchas pequenas (uma ou duas células). Apesar da auséncia
de informagdes sobre a atividade da ocoteina e dicentrina como indutoras de
mutagcbes cromossOmicas, a sua atividade aneugénica foi descartada, visto que
estes alcalbides também aumentaram de forma significativa o numero de
manchas grandes. De acordo com Graf et al. (1984) substancias aneugénicas
avaliadas pelo SMART, caracterizam-se por induzir preferencialmente manchas
pequenas, em fungcdo da taxa reduzida de divisdo mitética presente nas células
que sofreram aneugénese.

As elevadas frequéncias de recombinacdo observadas para a ocoteina e
dicentrina, sdo semelhantes as obtidas por Cunha et al. (2002) para bloqueadores
de topo | e Il, e podem ser correlacionadas ao mecanismo de acdo destes
alcaldides, uma vez que as quebras de fitas do DNA e a posterior re-ligacdo sédo
reacoes catalisadas pelas DNA topoisomerases, que podem ser requeridas para a
formacdo de recombinacdes intermediarias (Wang et al., 1996). De acordo com
Ferguson & Pearson (1996), todos os inibidores de topo tém potente efeito
clastogénico e séo capazes de induzir recombinacao.

Os resultados observados nos permitem sugerir que, ao inibir a atividade
das topoisomerases | e Il, os alcalbides (ocoteina e dicentrina) fixaram as quebras
simples e duplas de DNA induzidas por estas enzimas, favorecendo a ocorréncia
de eventos de mutag&o e recombinagéao.

Inibidores de topoisomerase Il séo efetivos agentes quimiopreventivos, com
valor preditivo de 91% (Cho et al.,, 2000). Esses compostos sao agentes
importantes usados na terapia de muitas neoplasias, incluindo cancer de mama,
pulmao, testiculo e sarcomas (Hande, 2006).

Alcaldides isolados de plantas, com atividades citotdxica e genotoxica, tém

sido ativamente explorados nos ultimos trinta anos, com o proposito de descobrir

177



novas moléculas, as quais possam ser utilizadas como agentes quimioterapicos,
ou servirem de proto6tipo para o desenvolvimento de novas drogas sintéticas. Um
dos principais mecanismos de acdo dos quimioterapicos é a sua atuacao sobre as
topoisomerases. O requerimento da topo I, para que as células complete a
mitose, tornou esta enzima essencial para a divisdo e proliferagéo celular. Desta
forma, os inibidores cataliticos de topo Il podem se constituir em uma nova classe
de agentes quimiopreventivos, que podem inibir a carcinogénese via acdo anti-
proliferativa ou de diferenciacéo celular (Cho et al., 2000).

Os resultados obtidos sugerem que os alcaldides isoquinolinicos (ocoteina
e dicentrina) possuem altas atividades citotdxica e genotoxica, relacionadas com
as suas estruturas quimicas, que inibem a atividade das enzimas topoisomerase |
e Il, fixando as quebras simples e duplas de DNA induzidas por estas enzimas,
favorecendo a ocorréncia de eventos recombinacionais. No entanto, pesquisas
adicionais sdo necessarias para que sejam esclarecidos 0s seus mecanismos de
acao e que esses alcaldides possam ser utilizados como agentes quimioterapicos,

ou servirem de prototipo para o desenvolvimento de novas drogas sintéticas.
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Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de D.

melanogaster do cruzamento padrao (ST) apoés tratamento crénico com diferentes concentracdes do alcaldide triptofol (TRP)

- Manchas por indiv. (n° de manchas) diagndstico estatistico® Total
Genatipos e o
N MSP MSG MG ™™ manchas
tratamentos . . b b c
(MM) Individuos (1-2 céls) (>2 céls) mwh
(N) m=2 m=2 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
Contr. Neg. 60 0,33 (20) 0,02 (01) 0,07 (04) 0,42 (25) 25
DXR 0,2 40 2,00 (80) + 2,63 (105) + 3,40 (136) + 8,03 (321) + 309
TRP 0,1 60 0,27 (16) - 0,13 (08) + 0,02 (01) - 0,42 (25) - 24
TRP 0,2 60 0,25 (15) - 0,07 (04) i 0,07 (04) i 0,38 (23) - 23
TRP 0,4 60 0,35 (21) - 0,07 (04) i 0,02 (01) - 0,43 (26) - 26
Individuos trans-heterozigotos marcados (mwh/flr®).
& Diagnostico estatistico de acordo com Frei and Wirgler [1988]. Teste U, bi-caudal; Diagndstico estatistico: -, negativo; +,

positivo; i, inconclusivo; P<0,05 vs,controle negativo.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

“Considerando manchas mwh de manchas simples mwh e manchas gémeas.



Tabela 2. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH)

de D. melanogaster do cruzamento padréo (ST) apés tratamento cronico com diferentes concentracdes dos alcaldides ocoteina e dicentrina

Manchas por indiv. (n° de manchas) diagndstico estatistico®

88T

Genotipos e Ne° MSP MSG MG ™™ Total de mrémchas Recombinacdo
v Individuos (1-2 céls)’ (>2 céls)® m("r‘]’)h %
(N) m=2 m=2 m=5 m=2
mwh/flr®

CN 30 0,47 (14) 0,03 (0,1) 0,03 (0,1) 0,53 (16) 16
DXR 0,2 40 2,00 (80) + 2,63 (105) + 3,40 (163) + 8,03 (321) + 309 92,73
OCT 0,1 30 0,57 (17) i 0,20 (06) i 0,10 (03) i 0,87 (26) i 25 88,52
OCT 0,2 30 0,53 (16) i 0,40 (12) + 0,20 (06) i 1,13 (34) + 32 87,15
OCT 0,4 30 1,53 (46) + 0,53 (16) + 0,20 (06) i 2,27 (68) + 64 85,36
DIC 0,1 20 3,35 (67) + 1,00 (20) + 0,95 (19) + 5,80 (116) + 113 86,26
DIC 0,2 20 4,45 (89) + 1,90 (38) + 0,80 (16) + 7,15 (143) + 139 81,29
DIC 0,4 20 8,35 (167) + 4,00 (80) + 2,00 (40) + 14,35 (287) + 282 88,68

mwh/TM3

CN 30 0,20 (06) i 0,00 (00) i d 0,20 (06) 06
DXR 0,2 60 0,65 (39) + 0,07 (4) i d 0,72 (43) + 43
0CT 0.2 30 0,20 (06) i 0,07 (02) i d 0,27 (08) i 08
0CT 0.4 30 0,34 (10) | 0,10 (03) i d 0,43 (13) i 13
DIC 0.1 20 0,75 (15) + 0,15 (03) i d 0,90 (18) + 18
DIC 0.2 20 1,05 (21) + 0,35 (07) + d 1,40 (28) + 28
DIC 0,4 20 1,40 (28) + 0,20 (04) + 1,60 (32) + 32

Individuos trans-heterozigotos marcados (mwh/flre').
@ Diagnostico estatistico de acordo com Frei and Wiirgler [1988]. Teste U, bi-caudal; Diagnostico estatistico: -, negativo; +, positivo; i, inconclusivo; P<0,05 vs,controle

negativo.

®Incluindo manchas simples fIr® raras.

ZConsiderando manchas mwh de manchas simples mwh e manchas gémeas.
Somente manchas simples mwh podem ser observadas em heterozigotos mwh/TM3 uma vez que o cromossomo balanceador TM3 néo carrega a mutacéo fir.
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Gréafico 1: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, do cruzamento ST, ap0s tratamento crénico com o alcal6ide indélico triptofol.

189




mwh por

individuo

Fregliéncias totais de manchas

16

14

12

10

DXR 0,2 mM AGUA OCT 0,1 mM OCT 0,2 mM OCT 0,4 mM

Tratamento

Gréfico 2: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, do cruzamento ST, apds tratamento crénico com o alcaldide isoquinolinico

ocoteina.
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Gréfico 3 : Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinagdo em relacdo a frequéncia

total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do cruzamento

ST, apés

tratamento crénico com ocoteina.
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Gréfico 4: Frequéncias totais de manchas mwh observadas em células de asas de D.
melanogaster, do cruzamento ST, apés tratamento crénico com o alcaldide isoquinolinico
dicentrina.
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Grafico 5: Contribuicdo das frequéncias de mutacdo e recombinacdo em relacdo a
freqUéncia total de manchas mwh por individuo, em células de asas de D. melanogaster do
cruzamento ST, apos tratamento crénico com dicentrina.
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