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1. Introducao Geral

1.1. Plantas medicinais

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais ativos, que
podem ser utilizados tanto na forma natural ou como modelo para sintese de
farmacos. As plantas e microorganismos fornecem a industria farmacéutica
algumas das mais importantes fontes de compostos para pesquisa de novos
medicamentos. Na Ultima década, muitos estudos foram direcionados para a
medicina popular, com o propésito de identificar produtos naturais com
propriedades terapéuticas (Kilani et al., 2005). Em todo mundo, a medicina
tradicional estd sendo reavaliada por extensivas pesquisas com diferentes
espécies de plantas e seus principios terapéuticos (Scartezzini e Speroni, 2006).

Segundo Maciel et al. (2002) o uso de plantas no tratamento e cura de
enfermidades é tao antigo quanto a espécie humana. A medicina caseira ou
popular € comum tanto em regides pobres como nas grandes cidades brasileiras.
Assim, as plantas medicinais podem ser comercializadas em feiras livres,
mercados populares e encontradas, também, em quintais residenciais.

A natureza é uma fonte em potencial de agente fitoterapicos. Produtos
naturais e seus derivados representam mais de 50% de todas as drogas de uso
clinico no mundo. As plantas superiores contribuem mais que 25% desse total.
Aproximadamente, metade das espécies de plantas superiores vive nas florestas
tropicais, sendo assim, essas florestas representam um reservatério em potencial
de varias substancias com atividade biologica. Elas fornecem produtos quimicos
naturais com inestimaveis compostos que servem como ponto de partida para o
desenvolvimento de novas drogas. O potencial para o descobrimento de novos
compostos € enorme, uma vez que somente 1% das espécies tropicais foi
estudada do ponto de vista fitoquimico ou farmacoldgico (Gurib-Fakim, 2006).

As regides tropicais sao consideradas como a principal fonte de plantas

medicinais, e assim uma potencial fonte de agentes anticancer. Diversos vegetais



sdo usados amplamente, em todo mundo, como especiarias e condimentos na
culinaria e, varios destes itens, sdo usados na medicina popular (Manosroi et al.,
2005). Como na Africa, as Américas do Sul e Central, tém uma rica cultura
envolvendo plantas medicinais. No entanto, € pouco conhecida e nao é
devidamente estudada. Os paises das Américas do Sul e Central sdo uma fonte
de novos medicamentos desenvolvidos a partir das plantas. As plantas tropicais
sao fontes diretas de agentes terapéuticos como, por exemplo, o alcaléide D —
tubocuralina extraido da Chondrolendron tomentosun. Também, as plantas
tropicais, sdo usadas como fontes para elaboragdo de compostos semi-sintéticos.
Um exemplo, é o extrato saponina que € quimicamente alterado para produzir o
sapogenina, utilizado para fabricacdo de esteroides. Substancias encontradas na
flora tropical servem como modelo para sintese de novos compostos. (Gurib-
Fakim, 2006).

As pessoas que fazem uso de plantas medicinais podem ndo compreender
a cientifica razao das propriedades medicinais. Com tudo, elas conhecem, por
conhecimento tradicional que algumas plantas podem ser altamente eficientes, se
usadas doses terapéuticas. O poder curativo das plantas € mais bem entendido
com a ampliagdo dos conhecimentos sobre as fungdes fisiolégicas humanas.

As plantas medicinais contém varias classes de fitoquimicos que tém
propriedades antimutagénica, antioxidante, anticarcinogénica, imunomodulatora
(Punturee et al., 2004). Para Gurib-Fakim, (2006) uma unica planta pode conter
substancias de sabor amargo estimulante da digestdo, antiinflamatoéria,
compostos que reduzem inchaco e dor, compostos fendlicos que podem agir
como antioxidante, anti-bacterial, e anti-fungico, taninos que age como
antibiéticos naturais. Alcaléides que aumentam o humor dando a sensacao de
bem estar, e diversas substancias que aumentam a eliminagdo de residuos e
toxinas.

Os compostos fitoquimicos, responsaveis pelas propriedades medicinais,
sdo provenientes do metabolismo secundario e fungdes fisioldégicas das plantas.
Esses compostos atuam como principios ativos e sdo divididos em varios grupos,
de acordo com as fungdes e estrutura quimica (Okuda, 2005).

Os fitoquimicos encontrados nas plantas, que sao responsaveis pelo

poder medicinal, sdo constituidos de compostos ativos. Esses compostos sao



capazes promover respostas fisiolégicas quando no organismo animal. No
entanto, os fitoquimicos podem ter efeitos benéficos como também causar efeitos
indesejaveis ou téxicos. O mecanismo de acdo dos principios ativos sao
semelhantes 4s drogas sintéticas, contudo, geralmente, com menos efeitos
adversos devido as interagcbes com outras substancias existente nas plantas e
baixa concentracdo desses componentes nas plantas (Simdes et al., 2001).

Pouco se sabe sobre o potencial de risco que as plantas podem trazer a
saude humana. Componentes anti-nutricional e tdxicos estdo presentes em
muitas plantas, como acido oxalico, &cido nitrico e acido erucico. Varias dessas
substancias, presentes em algumas plantas, expressam atividades citotoxicas e
genotoxicas, mostrando, muitas vezes, uma correlagdo com a incidéncia de
cancer (Yen et al., 2001).

De acordo com Manosroi et al. (2005), componentes fendlicos e
flavondides, tais como, acido cindmico, acido caféico, acido sinapico e &acido
rosmainico sao responsaveis pela acao antioxidante, sequestradores de radicais
livres e metais quelantes. Eles também podem agir nas fases Go— G1 e Gy — S do
ciclo de divisao celular inibindo a proliferacao celular e tendo, portanto, uma acéo
antitumoral.

Muitas aplicagdes clinicas, dos metabdlitos secundarios das plantas e de
seus derivados, sao usadas no combate ao cancer ha mais de um século. De
todas as drogas utilizadas no tratamento contra o cancer, disponiveis entre 1940
e 2002, 40% sao produtos naturais ou derivados, com outros 8% produtos
sintetizados a partir de produtos naturais. Os agentes anticancer das plantas em
uso clinico podem ser categorizados em quatro principais classes de compostos:
alcaléides, epipopdofilotoxinas, taxanas e camptotecinas. A maioria destes
compostos esta associada com a paralisagao do ciclo de divisdo celular. Alguns
agem, principalmente, ligando-se aos microtubulos, induzindo sua
despolimerizagédo e parando o ciclo em metéfase (Balunas e Kinghorn, 2005).

De acordo com Balunas e Kinghorn (2005), uma outra estratégia de
combate ao cancer é quimioprevencao, que consiste na suplementagao alimentar
com compostos naturais, oriundos principalmente das plantas, para reverter ou
suprimir o0 processo de carcinogénese. A carcinogénese é um processo de varias

etapas em que uma célula normal é transformada em células cancerosas. Essas



etapas envolvem: a iniciagcdo, que é causada por agentes danosos ao DNA;
promoc¢ao, que consiste no aumento da proliferagdo celular; e a progressao que
envolve alteragdes genéticas adicionais.

A quimioprevencao é uma estratégia que almeja interromper cada uma
dessas etapas. A estratégia anti-iniciacdo consiste em induzir reparos na
molécula de DNA. A detoxificagdo como, por exemplo, o sequiestro de radicais
livres e de metabdlitos carcinogénicos, atua na etapa de anti-promogéo. Na anti-
progressao a estratégia € suprimir a proliferacdo, aumentar a imunidade, reduzir o

processo inflamatério e aumentar a apoptose (Balunas e Kinghorn, 2005).

1.2. Caryocar brasiliense Camb.

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Theales

Familia: Caryocaraceae

Género: Caryocar

Espécie: Caryocar brasiliense Camb.

Caryocar brasiliense (figura 1) € uma espécie arbdrea nativa dos cerrados
brasileiros (Araujo, 1995). Sua ocorréncia abrange todo o cerrado brasileiro,
sendo encontrado principalmente nas regides de cerrado denso e cerrado ralo,
com distribuicdo nos Estados de Goias, Minas Gerais, Distrito Federal, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Pard, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia, Ceara,
Maranhao, Tocantins e Piaui (Almeida et al., 1998).

E uma planta semidecidua, heli¢fita, xerdfita seletivamente. Ocorre em
agrupamento, tanto em formacao primaria como secundaria e pioneiras (Lorenzi,
2000). O pequizeiro é uma espécie que pode ser empregada em programas de
reflorestamento de areas degradadas, e em programas de renda familiar, por ser
uma espécie de fruto muito apreciado na regido. E ainda possui madeira de boa
qualidade, prépria para xilografia, construcao civil e naval (Pozo, 1997).



Figura 1 — Caryocar brasiliense - Pequizeiro

O plantio por sementes ocorre na estagdo chuvosa. Prefere climas quentes
sendo ideais as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil. Na producao
de mudas, a maior dificuldade esta na demora para a germinagéo, que sé ocorre
entre 120 e 360 dias apds a semeadura. Para acelerar o processo, submetem-se
0s caro¢os a um tratamento em uma solucdo com &cido giberélico antes de
semea-los (Araujo, 1994).

O pequi é o fruto produzido pela Caryocar, cujo nome é derivado da
palavra tupi “pyqui” em que Py significa casca e qui espinho. De acordo com a
regiao, pode receber o nome de piqui, piquia-bravo, améndoa-de-espinho, grao-
de-cavalo, pequerim, suari e piquia (Almeida et al., 1998). O fruto é drupdide,
conforme figura 2, com aproximadamente 3,2 x 6,5 a 7,8 cm, verde, epicarpo
coriaceo carnoso, pirénios 1 a 4, envolvidos pelo mesocarpo, com
aproximadamente 2,8 a 3,8 x 2,9 cm; mesocarpo amarelo claro, endocarpo
lenhoso espinhoso, sementes reniformes (Almeida et al., 1998). A polpa madura é
abundante, espessa e de cor clara. A casca é muito aderente as sementes,
quando o fruto esta verde, mas se solta com facilidade se esta amadurecida (Vera
et al., 2005). A casca do fruto é responsavel por cerca de 84% do peso total,
enquanto a polpa representa 10% e o caroco aproximadamente 6% (Ferreira et al.,
1987).



Figura 2 — Frutos do pequizeiro (Caryocar brasiliense)

A maior importancia do pequizeiro é devido ao uso de seus frutos na
culinaria como fonte de vitaminas e na extracdo de 6leos para fabricacdo de
cosmeticos. De acordo com Almeida e Silva (1994), o pequi € utilizado na
medicina popular no tratamento de problemas respiratorios, como afrodisiaco,
suas folhas s&o adstringentes e podem estimular a producdo da bilis. O 6leo da
polpa pode ser usado no controle de tumores, como também em problemas
oftalmolégicos devido a deficiéncia de vitamina A.

O pequi, dentre as varias espécies do Cerrado brasileiro (araticum, baru,
buriti, cagaita, jatobd e mangaba), apresenta a maior quantidade de lipidios (20%).
Em relagdo a concentracdo de proteinas (2,64%), apresenta valores inferiores
apenas ao jatoba e baru. O teor de fibras contida na polpa de pequi é de
aproximadamente 13% e apresenta cerca de 19,6% de carboidratos (Almeida,
1998; Faccioli e Gongalves, 1998).

SANO e ALMEIDA (1998) relata que a polpa do pequi apresenta alto teor
de pectina (2,23%), em comparagcao com as outras frutas nativas do Cerrado que
apresentam valores inferiores a 1%. A pectina € um importante parametro para a
industrializacdo e comercializagdo das frutas. Com relacdo a presenca de tanino,
caracterizada pela adstringéncia das frutas, o pequi apresenta baixa concentragao
(0,17%) em comparagao com o buriti (1,11%).

O teor de a e B caroteno, que sdo os precursores de vitamina A, na polpa
de pequi é de 7,46mg a cada 100mg de polpa, superada apenas pelo buriti.
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Também ¢é altamente rico em vitamina A como em vitamina B1 e B2. A polpa do
pequi apresenta 78,72 mg de vitamina C por 100g (Azevedo-Medeiro e

Rodriguez-Amaya, 2004).

1.3. Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (figura 3) € um antibidtico antiblastico
antraciclinico isolado de culturas de Streptomyces peucetius var. caesius
(Phamacia & Upjohn S.p.A.). De acordo com Rocha et al. (2001), a doxorrubicina
€, também, conhecida como adriamicina. A adriamicina € um quimioterapico muito
utilizado no tratamento de varios tipos de tumores humanos, principalmente em
carcinomas de mama, do endométrio, ovario, testiculo, tiredide e pulmao. Este
quimioterapico € utilizado, também, no tratamento de alguns sarcomas e

neoplasias.

Figura 3 — Férmula estrutural do quimioterapico Doxorrubicina.

Os antibiéticos antraciclinicos possuem uma estrutura de anel tetraciclina
com um acgucar incomum, a daunosamina, fixada por ligacao glicosidica. Todos os
agentes citotéxicos dessa classe possuem componentes quinona e hidroquinona
em anéis adjacentes, que lhes permitem atuar como agentes aceptores e
doadores de elétrons (Hardman et al., 2002).

O mecanismo de agdo das antraciclinas esta relacionado com a
capacidade desses compostos intercalar com a molécula de DNA afetando muitas
de sua fungdes, bem como sintese de DNA e RNA. Estes compostos provocam

ruptura nos filamentos dos &cidos nucléicos, troca de cromatides irmés e liga-se a
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topoisomerase |l, impedindo o reparo dos danos no DNA. As antraciclinas, em
virtude de seu grupo quinona, também geram radicais livres que atacam o DNA
(Hardman et al., 2002).

A exposigao de células a doxorrubicina resulta em apoptose devido aos
danos ocorrido no DNA e no mecanismo de reparo p53. Nas células que resistem,
observa-se aumento da atividade da glulationa peroxidase e atividade diminuida
da topoisomerase (Hardman et al., 2002).

A doxorrubicina é metabolizada pela citocromo P450 redutase para formar
intermediarios radicais semiquinonas, 0s quais sdo capazes de reagir com
oxigénio para produzirem radicais de anion superoxido, esses produtos podem
gerar peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila (OH) os quais sao citotéxico para
as celulas (Keizer et al., 1990).

A doxorrubicina, como muitos outros agentes citotoxicos, provoca deplecao
da medula, que € de curta duragdo e com rapida recuperagdo. A mais severa
toxicidade inclui a cardiotoxicidade, que é cumulativa e irreversivel. Também

provoca aberragdes cromossdmicas e alopecia (Rocha et al., 2001).

1.4. Teste para deteccao de Mutacao e Recombinacao
Somatica (Somatic Mutation And Recombination Test — SMART)
em células somaticas de Drosophila melanogaster

Testes, envolvendo a genética toxicolégica, estdo concentrados na
deteccao de agentes indutores de mutacdes génicas e de aberracdes
cromossOmica. Estudos avaliando a deteccdo destes agentes sdo importantes,
porque essas alteragdes genéticas sdo consideradas de grande importancia para
indug@o de doengas hereditarias, bem como para a iniciagdo de cancer. Eventos
como recombinagbes mitoticas, conversdo @génica e a nao—disjuncao
cromossémica estdo associados com o desenvolvimento de varios tumores, isso

devido a perda da heterozigose.



Para a deteccao de atividade mutagénica e recombinogénica, Graf et al.
(1984) descreveram o teste que detecta mutacdo e recombinacdo somatica em
células de asas de Drosophila melanogaster, mais conhecido como SMART —
Somatic Mutation And Recombination Test.

No SMART, a mosca da fruta, D. melanogaster (Figura 4), é utilizada como
organismo teste na deteccdo de agentes genotoxicos e, também, na deteccao de
antigenotoxicos. A D. melanogaster é ideal para o estudo de genotoxicidade e
antigenotoxicidade in vivo, porque € um organismo eucariotico, de pequeno porte,
com tempo de geracdo curto (cerca de 10 dias a 25°C), baixo custo de
manutencdo em laboratério, e sdo capazes a ativar, enzimaticamente,
promutagenos e procarcindégenos (Graf e Singer, 1992).

Os estoques de D. melanogaster sdo mantidos em frascos de 250 mL,
contendo meio de cultura para Drosophila preparado com: 820 mL de agua, 25 g
de fermento biolégico (S. cerevisiae), 11 g de agar, 156 g de banana e 1 g de

nipagin; & temperatura média de 25° C e umidade de 60%.

Figura 4 — Casal de Drosophila melanogaster.

As linhagens utilizadas no teste para detecgdo de mutagcdo recombinacao
somatica em asas de D. melanogaster s&o:

e  mwh/mwh (mwh — multiple wing hairs)
o fI¥/In(3LR)TMS, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd® (fir® — flare®)
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 ORR/ORR:; fIf/In(3LR)TM3, ri P sep I(3)89Aa bx**¢ e B (Oregon R —
flare®)

Os individuos da linhagem mwh possui no cromossomo 3 (3 — O,3) um
gene mutante mwh. Esse gene em homozigose recessiva altera o fenétipo dos
pélos da asa de D. melanogaster, determinando células com trés ou mais pélos
em vez de um (figura 5A).

As moscas da linhagem flare® possuem o marcador fIr’, em um dos bragos
do cromossomo 3 (3 — 38,8), que afeta o fenétipo do pélo, dando a aparéncia de
uma chama (figura 5B). Esse marcador em homozigose, em todo o genoma do
zigoto, é letal. Devido a letalidade no zigoto, o alelo fIr’ ¢ mantido na linhagem
estoque com a presenca de um balanceador cromossGmico, com multiplas
inversdes cromossémcas (TM3, Bd® - Third Multiple 3, beaded-serrate). Como
caracteristica, a mosca portadora desse balanceador possui a borda das asas
recortadas e nao permite recombinacao génica (Graf et al., 1984; Guzman-Rincén
e Graf, 1995).

Figura 5 — Pélos multiple wing hairs (A); Pélos flare (B).

Os individuos da linhagem Oregon R — flare® apresentam a mesma
constituicdo genética da linhagem flare®, mas diferindo por apresentar, nos
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cromossomos 1 e 2, provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT, alta
expressividade das enzimas citocromo P450, as quais sdo responsaveis pela
metabolizacdo e ativagcdo de pré-mutdgenos e pré-carcindégenos (Froélich e
Wirgler, 1989).

Para a realizagdo dos experimentos sao realizados o0s seguintes
cruzamentos: 1) cruzamento padrdo (ST — Standard Cross): fémeas virgens fir®
sdo cruzadas com machos mwh (Graf et al., 1989). Cruzamento de alta
bioativacdo (HB — High Bioactivation Cross): fémeas virgens ORR/fr’ sao
cruzadas com machos mwh (Graf e van Schaik, 1992). O cruzamento HB permite
a deteccdo de promutagenos, devido aos altos niveis de citocromo P450,
produzidos pela linhagem ORR/fIr’, enquanto que o cruzamento ST detecta
apenas mutagenos diretos.

Dos cruzamentos descritos acima, obtém-se dois tipos de descendentes:
trans-heterozigotos marcados (MH — mwh+/+flr’) que possui asas fenotipicamente

selvagens; e heterozigoto balanceado (BH — mwh+/+ TM3, bd®) que apresentam

asas fenotipicamente serrilhadas (figura 6) (Guzman-Rincén e Graf, 1995).

Figura 6 — Fendtipo das asas dos descendentes trans-heterozigotos (A); e dos

heterozigotos balanceados (B).
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Nos descendentes MH, observam-se todos os tipos de eventos
mutacionais, incluindo mutacao de ponto, delecdo e recombinagdo génica. Estes
eventos levam a formacdo de manchas simples (presenca apenas do fenétipo
mwh ou fIr’) ou gémeas (fendtipo mwh e fir’) nas asas de D. melanogaster. Ja nos
descendentes heterozigotos BH ndo ocorrem eventos recombinogénicos, devido a
multiplas inversdes do balanceador génico. Contudo, nesse caso, manchas
simples sdo produzidas por mutagbes de ponto e dele¢cdes, ndo aparecendo
manchas gémeas (Frei e Wirgler, 1996).

Durante a metamorfose, as células do disco imaginal da asa em larva de D.
melanogaster, em contato com mutageno, sofrem mutag¢des ao se diferenciarem
nos pélos das asas. As mutagdes induzidas sdo detectadas em moscas adultas
que apresentam manchas simples ou gémeas.

Portanto, o SMART é um teste rapido de curta duracéo, de facil realizacao,
baixo custo, no qual as larvas heterozigotas sao expostas aos componentes teste.
Este teste tem demonstrado ser eficiente para testar atividade genotdxica e

antigenotoxica (Graf et al., 1998).
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1.5. Objetivos

Por meio do teste para deteccao de mutacao e recombinacdo somatica, em

células de asas de D. melanogaster, este trabalho teve com objetivos:

+ Avaliar o potencial genotéxico do extrato aquoso de pequi;

+ Avaliar o potencial antigenotéxico do extrato aquoso de pequi, quando
associado a DXR;

+ Verificar se o sistema de ativacao citrocromo P 450 tem influéncia na
genotoxicidade ou antigenotoxicidade do extrato aquoso de pequi;

+ Qualificar a freqliéncia de recombinacao induzida pela DXR;

+ Avaliar os efeitos moduladores do extrato aquoso de pequi sobre as

freqliéncias de mutacao e recombinacgao induzidas pela DXR.
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Capitulo Unico

Atividade recombinogénica induzida pelo extrato aquoso de
pequi (Caryocar brasiliense) em células somaticas de Drosophila

melanogaster
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Resumo

A Caryocar brasiliense € uma planta, conhecida popularmente como pequi, nativa
do cerrado brasileiro, amplamente utilizada na culinéria brasileira. O fruto do
pequizeiro apresenta alto teor de carotenos (que é uma pro-vitamina A) e retinol e
vitamina C. Esses compostos sdo eficientes antioxidantes, sequestrando radicais
livres e prevenindo a acdo mutagénica de agentes fisicos e quimicos. Contudo,
em altas concentracées, podem ter efeitos recombinogénicos e mutagénicos.
Para avaliar os efeitos genotdxicos do pequi foram preparados extratos aquosos
do pequi (EAP) nas concentracbes de 1%; 5% e 10%. Para tanto, utilizou-se o
teste da mancha da asa em Drosophila melanogaster (Somatic Mutation And
Recombination Test — SMART). O SMART foi realizado por meio dos seguintes
cruzamentos: 1) — cruzamento Padrao (ST — Standard Cross): fémeas virgens
flare® (fIr/TM3, Bd®) foram cruzadas com machos mwh/mwh; 2) — cruzamento de
alta bioativagao (HB — “High Bioactivation Cross”), no qual fémeas virgens ORR
(ORR, fI/TM3, Bd®) foram cruzadas com machos mwh/mwh. Desses cruzamento
foram obtidos dois tipos de descendentes: heterozigoto marcado (MH - mwh +/+
fr’); heterozigoto balanceado (BH - mwh +/+ TM3, Bcf). Larvas de 72 horas, de
ambos cruzamentos, foram tratadas com diferentes concentragcées de EAP (1%,
5% e 10%). Como controles negativo e positivo foram utilizados, respectivamente,
agua destilada e doxorrubicina (DXR) (0,125mg/mL). O trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos genotoxicos do EAP e seus efeitos antigenotoxicos
contra a acdo genotéxica da DXR (0,125mg/mL). Os resultados obtidos
demonstraram que o EAP induziu um aumento, estatisticamente significativo, na
freqliéncia de manchas mutantes quando comparado com o controle negativo em
todas as concentra¢des do cruzamento HB e somente na concentragdo de 10%
do cruzamento ST. Na analise dos descentes BH observou-se efeito
recombinogénico, do EAP, somente quanto metabolizado pelas P-450. Quando

associado a DXR ocorre uma potencializacdo do efeito genotoxico desse
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quimioterapico. Portanto, pode-se concluir que, nestas condicées experimentais e
nas concentracoes testadas, o extrato aquoso de pequi apresentou um potencial

mutagénico e recombinogénico.

PALAVRAS CHAVE: Pequi, Drosophila melanogaster, SMART, doxorrubicina.

Abstract

Caryocar brasiliense is a plant popularly known as pequi, native from the Brazilian
“cerrado”, and is widely used in Brazilian cookery. Its fruit presents a high level B-
carotenes (which is a pro-vitamin A), retinol and vitamin C. These are efficient anti-
oxidizing components, and they scavenging free radicals and prevent mutagenic
action of physical and chemical agents. However, in high concentrations it may
have mutagenic and recombinogenic effects. So to valuate the genotoxic effects of
the pequi we prepared aqueous extracts of pequi (AEP) in concentrations of 1%,
5% and 10%. For this we used the wing spot test in Drosophila melanogaster
(Somatic Mutation And Recombination Test — SMART). The SMART was fulfilled
through the following crossings: 1) standard cross (ST); flare3 virgin females
(fI/TM3, Bd®) were crossed with mwh/mwh males; 2) HB — High Bioactivation
Cross which ORR (ORR, fir*/TM3, Bd®) virgin females were crossed with
mwh/mwh males. From these crossings, we obtained two kinds of descendents:
marked heterozygote (MH - mwh +/+ fi’); balanced heterozygote (BH - mwh
+/+TMP, Bdf). 72-hour larvae from both crossings were treated with different
concentrations of AEP (1%, 5% e 10%). Distilled water and doxorubicin (DXR)
(0,125mg/mL) were respectively used as negative and positive controls. The
present study aimed the valuating the genotoxic effects of AEP and its anti-
genotoxic effects against the genotoxic action of DXR (0,125mg/mL). The results
obtained demonstrated that AEP induced a statistically significant increase in the
frequency of mutant spots, when compared to negative control in all
concentrations of HB crossi and only in the concentration of 10 % of ST crossi. In
the analysis of HB descendents, we observed a recombinogenic effect of AEP,
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only when metabolized by P-450. When associated to DXR, there may be an over-
potentiality of the genotoxic effect of this chemotherapy. This way, we may
conclude that, in these experimental conditions and in the tested concentrations,

the aqueous extract of pequi presented a mutagenic and recombinogenic potential.

Key words: Pequi, Drosophila melanogaster, SMART.
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1. Introducao

O uso de plantas medicinais, na cura das enfermidades, € tao antigo
quanto a existéncia da espécie humana. Nem sempre o conheco sobre as plantas
medicinais € baseado em conhecimento cientifico, mais na medicina folclérica. No
entanto, nas ultimas décadas, tem sido feito varios estudo com fim de entender as
propriedades terapéuticas das plantas bem como identificar os principios ativos
encontrados nas plantas medicinais.

A elucidacdo dos componentes ativos presentes nas plantas e seus
mecanismos de acao sao uns dos maiores desafios para a quimica farmacéutica,
bioguimica e farmacoldgica. As plantas contém vérios constituintes que podem
apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos, devido a
presenca de compostos diferentes contribuindo para a mesma atividade (Maciel et
al., 2002). Portanto, a investigagdo do uso tradicional de plantas medicinais é
importante em dois niveis: primeiro como uma potencial fonte de drogas, e
segundo, como medida de seguranga para o uso continuo das plantas medicinais
(Vershaeve et al., 2004).

O poder medicinal das plantas é devido aos compostos oriundos de seu
metabolismo secundario. Dentre esses compostos destacam-se os terpendides,
fendis, alcalbides e carotendides. Devido as suas propriedades antioxidantes atua
como moduladores de mutagénicos e carcinogénicos (Romero-Jiménez et al.,
2005).

Extratos de plantas sdo usados no tratamento de varias doencas, de
acordo com conhecimento acumulado durantes varios séculos. Pesquisas
cientificas mostram que algumas substancias, presentes nas plantas medicinais,
podem ser potencialmente toxicas e carcinogénicas (Vershaeve et al., 2004).

Caryocar brasiliense Camb., Popularmente conhecida como pequi, € uma
espécie tipica do Cerrado brasileiro. Segundo Marques et al. (2002) o pequi é
comumente usado na culinaria local em pratos tipicos, como também na medicina

popular no tratamento de algumas doencas.
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O Pequizeiro tem altura média de 6-10m, com tronco tortuoso de 30-40cm
de diametro. Folhas compostas trifolioladas, com foliolos pubescentes. A polpa é
de coloracdo amarelo-intensa envolve um carogo duro formado por grande
quantidade de pequenos espinhos, podendo frutificar de janeiro a abril (Almeida e
Silva, 1994).

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) mostraram que a polpa do
pequi é constituida por altos niveis de componentes nutricionais, como acidos
graxos, carboidratos, proteinas, carotendides, vitamina E e retinol. De acordo com
Almeida (1998), a polpa dessa fruta apresenta grande quantidade de pectina e
taninos.

Almeida e Silva (1994) afirmam que o cha da folha atua como regulador
menstrual, o éleo da polpa como expectorante e o extrato etandlico das folhas
possui atividade contra cancer de pele.

Com o teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica
(SMART), desenvolvido em Drosophila melanogaster, € possivel detectar uma
grande gama de alteragGes genéticas, tais como mutagdo de ponto, delecdo,
recombinagdo mitética (Graf et al., 1984). Neste teste utilizam-se moscas com
genes marcadores mwh e flr’, sendo que as alteracdes sdo detectadas pela perda
da heterozigose desses genes. Durante o desenvolvimento embrionario da D.
melanogaster, as células do disco imaginal proliferam mitoticamente para formar o
corpo da mosca adulta. Alteragbes genéticas em umas dessas células do disco
imaginal levam a formacdo de células descentes, portadoras da alteracéo,
formando clones de células mutantes. Assim as alteragdes sao detectadas por
alteracoes fenotipicas nos pélos das asas da mosca adulta (Guzman-Rincon e
Graf, 1995).

A doxorrubicina (DXR) é um agente quimioterapico utilizado no tratamento
de varias neoplasias humanas. O mecanismo de acao dessa droga se da por
intercalag6es na molécula de DNA, producao de uma ampla variedade de radicais
livres e inibicdo da topoisomerase Il. Portanto, tém efeitos genotoxicos, tais como
clastogénicos em células somaticas e germinativas, mutagénicas e
recombinogénica (Rocha et al., 2001 e Hardman et al., 2002). Em D.
melanogaster, no teste SMART, a doxorrubicina induz efeitos mutagénicos e
recombinogénicos (Frélich e Wrgler, 1990).
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Tendo em vista que o fruto do pequizeiro, rico em carotendides, vitamina A
e C, com evidéncias de possiveis efeitos antioxidantes, esta sendo muito utilizado
tanto na medicina popular quanto como condimento, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial genotéxico do extrato aquoso de polpa de pequi e
seus possiveis efeitos antigenotdxicos quando associado a DXR, por meio do
SMART de asa de Drosophila melanogaster.
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2. Material e métodos

2.1. Agente quimico

Doxorrubicina (DXR) cloridrato de (8S-cis)-10-[(3-amino-2,3,6,-trideoxi-alfa-
1lixohexapiranosil)oxi]-7,8,9,10-tetrahidro-6,8,11-trihidroxi-8-(hidroxiacetil)-1-
etoxi5,12-naftacenodiona (CAS 23214-92-8), conhecido comercialmente como
Doxolem®, fabricada por Eurofarma Laboratoérios Ltda., Sdo Paulo — SP. Cada
frasco contém 10 mg de DXR liofilizada. Possui peso molecular 580 e forma
molecular C27H29NO+1.HCI.

2.2. Preparacao do extrato aquoso de Caryocar brasiliense

O extrato aquoso do pequi foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. César K.
Grisolia, do Departamento de Genética e Morfologia, Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Brasilia (UnB).

O fruto fresco do pequi (Caryocar brasiliense) foi comprado em mercado de
Brasilia e em seguida extraido sua polpa no laboratério. Logo apods, a polpa foi
colocada no Soxhet na propor¢cdo de 100 g para 1 L de agua destilada. O
processo de extracdo foi protegido do ar, com uma atmosfera de argbnio. A
extragdo durou em Soxhlet 10 horas. Apds a extragdo, num Rotavapor por 24
horas, foi retirada a agua e obtido o extrato concentrado e imediatamente foi
congelado a -80° C.

2.3. Teste para deteccao de mutacao e recombinacao
somatica (Somatic Mutation And Recombination Test —- SMART)

Os estoques de Drosophila melanogaster foram mantidos a temperatura de

25° C e a umidade relativa do ar de 60%, em frasco de 250 mL contendo meio de
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cultura [820 mL de agua, 11 g de agar, 156 g de banana, 259 de fermento

biologico (Sacharomyces cerevisiae) e 1 g de nipagin].

2.3.1 Cruzamentos

¢ Cruzamento padrdo (ST): fémeas virgens fI’/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa
bx** e Bdf foram cruzadas com machos mwh/mwh.

¢ Cruzamento de alta bioativacdo (HB): fémeas virgens ORR/ORR,;
fir*/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd® foram cruzadas com machos

mwh/mwh.

2.3.2 Coleta dos ovos

Apo6s ambos cruzamentos foram coletados os ovos, por um periodo de 8
horas, utilizando frasco de 250mL contendo meio de cultura préprio para a
ovoposicao. O meio contém uma base de agar (10 g de agar / 250 mL de agua),
sobre a qual foi colocado meio de fermento (250 g de fermento biolégico

(Sacharomyces cerevisiae) e, aproximadamente duas colheres de cha de agucar).

2.3.3 Tratamento

Larvas de 72 = 4 horas, provenientes dos cruzamentos ST e HB foram
transferidas para frascos contendo 1,5 g de meio puré de batata (Yoki). Em cada
frasco foram adicionado 5 mL de extrato aquoso de pequi em diferentes
concentracdes (1, 5 e 10%) isoladamente e em associacdo com doxorrubicina
(0,125 mg/mL). Como controle negativo foi usada agua destilada estéril e como
controle positivo, DXR (0,125 mg/mL).

Os adultos emergentes foram coletados e preservados em etanol 70%.
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2.3.4 Montagem de laminas

As moscas foram transferidas de etanol 70% para recipiente contendo
agua destilada. As asas foram destacadas do corpo da mosca e entendidas, aos
pares, em laminas codificas. Para fixar as asas, foi utilizada a solu¢do de Faure
(30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 g de hidrato cloral e 50 mL de agua).
Deixou-se secar por 1 hora em chapa aquecedora (60° C). As laminas foram
montadas com laminulas e solucado de Faure. Para que as asas ficassem com a
superficie bastante plana, foram colocados, sobre a laminula, pesos de metal de
aproximadamente 400 g e deixadas secar por mais 1 hora em chapa aquecedora
(60° C).

2.3.5 Analise microscopica das asas

As asas de D. melanogaster foram analisadas em microscépio Optico de
luz (objetiva 40X). Foram registrados o numero e os tipos de manchas
encontradas (simples ou gémeas), assim como o tamanho das mesmas, € a
posicao em que se encontravam nas asas. Ao final da andlise, foram comparadas
as frequéncias de manchas mutantes encontradas nas asas das moscas tratadas
com extrato aquoso de pequi com as encontradas nos controles negativos. E as
freqiéncias de manchas mutantes encontradas nas asas das moscas tratadas
com extrato aquoso de pequi associado com DXR foram comparadas com as
encontradas nos controles positivos. Aproximadamente 24.400 células foram

analisadas por asa

2.3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos experimentos realizados para verificacdo dos
efeitos genotoxico do extrato aquoso de pequi foi realizada por meio do teste
descrito por Frei e Wadrgler (1988). Para analise de antigenotoxidade, as
freqiiéncias de cada tipo de mancha por mosca, foram comparadas aos pares
usando o teste U de Mann, Whitney e Wilcoxon (Frei e Wargler, 1995).
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3. Resultados

As larvas dos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e
heterozigotos balanceados (BH), de ambos os cruzamentos (ST e HB), foram
tratadas em idénticas condicbes. Para a realizacdo do teste foram feitos
experimentos independentes: controle negativo (agua destilada estéril); controle
positivo (doxorrubicina — DXR 0,125 mg/mL); trés diferentes concentracdes de
extrato aquoso de pequi EAP (1, 5 e 10%) isoladamente e trés concentracdes de
EAP (1, 5 e 10%) associadas com doxorrubicina (0,125mg/mL).

A Tabela 1 mostra as frequéncias de manchas mutantes nos descendentes
trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) do
cruzamento padrdo (ST), tratados com extrato aquoso de pequi (EAP) nas
concentracbes de 1, 5 e 10%.

Somente na concentracdo de 10% de EAP ocorreu aumento
estatisticamente significativo no numero total de manchas quando comparado
com a frequéncia de manchas observada no controle negativo. Assim sendo,
procedeu-se analise dos descendentes heterozigotos balanceados (BH), com o
proposito de calcular a parcela de eventos recombinogénicos e mutagénicos.

Nos descendentes do cruzamento ST tratados com EAP a 10%, a
porcentagem de freqiiéncias total de machas mutantes oriundas por mutagdes foi
de 64,3% e por recombinagdes foi de 35,7%.

Nos descendentes heterozigotos balanceados (BH), tratados com EAP a
10%, nao foram verificados aumentos, estatisticamente significativos, de manchas
mutantes em todas as categorias de manchas. Diante dos resultados negativos,
observados nas concentragcdes 1 e 5% de EAP nao foram analisados os
descendentes BH para essas concentragoes.

Os dados da tabela 2 mostram as freqiéncias de manchas mutantes
observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e
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heterozigotos balanceados (BH), do cruzamento de alta bioativacdo metabdlica
(HB), tratados EAP, nas concentracdes de 1, 5 e 10%.

Nos descendentes trans-heterozigotos do cruzamento HB, houve um
aumento, estatisticamente significativo, em todas as concentracdes testadas, nas
freqUéncias totais de manchas. Na categoria de manchas simples pequenas
verificou-se, também, um aumento, estatisticamente significativo, nas
concentracoes de 1 e 5% de EAP.

Diante do aumento, estatisticamente significativo, dos totais de manchas
mutantes dos descendentes MH do cruzamento de alta bioativagcdo metabdlica
(HB), foram analisados os descendentes heterozigotos balanceados (BH), para
calcular a parcela de eventos recombinogénicos e mutagénicos.

Nos descendentes BH, do cruzamento HB, ndo foram verificados aumentos,
estatisticamente significativos, em todas as concentracdes testadas e em todas as
categorias de manchas mutantes. Portanto, as porcentagens de eventos
mutagénicos dos descendentes do cruzamento HB foram de 22,5%, 33,5% e
25,3% respectivamente nas concentracbes de 1, 5 e 10%. E as parcelas de
eventos recombinogénicos, para 0 mesmo cruzamento, foram de 77,5%, 66,5% e
74,7% respectivamente nas concentracoes de 1, 5 e 10%.

A figura 2 mostra as freqiiéncias totais de manchas mutantes, por mosca,
observadas em asas dos descendentes MH de Drosophila melanogaster,
provenientes dos cruzamentos ST e HB, tratados com diferentes concentraces
de EAP (1, 5 e 10%), &gua (como controle negativo) e doxorrubicina 0,125mg/mL
(como controle positivo).

Os resultados obtidos da analise dos descendentes trans-heterozigotos
marcados, dos cruzamentos ST e HB co-tratados com doxorrubicina e diferentes
concentragdes de EAP (1, 5 e 10%), estao representados na tabela 3.

Nos descendentes do cruzamento ST, foram verificados aumentos,
estatisticamente significativos, nas freqiiéncias do numero total de manchas e nas
freqiiéncias de manchas simples grandes. Estes aumentos foram verificados em
todas as concentracées de EAP em associacdo com DXR, quando comparados
ao controle positivo. Nas freqiéncias de manchas gémeas houve aumento,
estatisticamente significativo, somente nas concentracbes de 1 e 5% de EAP,

associado a DXR.
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Para a categoria de manchas simples pequena, dos descendentes do
cruzamento ST, ndo houve uma diferenga estatisticamente significativa, nos
individuos co-tratados com EAP e DXR, em todas as concentragdes, quando
comparados ao controle positivo.

Nos descendentes do cruzamento HB verificou-se um aumento,
estatisticamente significativo, nas freqiiéncias manchas simples grandes e nos
totais de manchas mutantes, nas concentracdes de 1 e 5% de EAP associados
com DXR. Na categoria de manchas simples pequena houve aumento,
estatisticamente significativo, apenas na associacao de 5% de EAP com DXR. Na
categoria de manchas gémeas o aumento estatisticamente significativo ocorre
apenas na associacao de 1% de EAP com DXR.

A figura 3 mostra as freqiéncias de manchas mutantes, por mosca,
observadas em asas dos descendentes MH de Drosophila melanogaster,
provenientes dos cruzamentos ST e HB, tratadas com diferentes concentragdes
de extrato aquoso de pequi (1, 5 e 10%) associado com DXR, tendo agua como

controle negativo.



Tabela 1. Frequiéncia de manchas observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceadores heterozigotos de Drosophila melanogaster do cruzamento padrao,
tratadas com o extrato aquoso de pequi (EAP) em trés diferentes doses (1%, 5% e 10%)

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico?

Pequenas
Tratamento simples Grandes simples Gémeas Total manchas Média das Freqiiéncia de clones
DXR EAP Node (1-2 cels)® (>2 cels)® mwh®  classes de tam. (10° células)*
S/ corre¢ao por  C/ corre¢io por
(mg/mL) (%) Moscas m=2 m=5 m=5 m=2 clones mwh* tam.** tam.**
(1) n/NC (23 X (n/NC)
mwh/ﬂr‘?
0 0 20 0,30 (06) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,30 (06) 6 1,33 0,61 0,39
0 1 30 0,53 (16) i 0,07 ©2) i 0,00 (00) i 0,60 (18) i 18 1,72 {2,11} 1,23 {0,61} 1,01 {0,66}
0 5 30 0,53 (16) i 0,13 ©4) i 0,00 (00) i 0,67 (20) i 20 1,65 {1,91} 1,37  {0,75} 1,07 {0,71}
0 10 30 0,67 (20) i 0,00 ©0) i 0,03 (01 i 070 (21 + 21 1,38 {1,42} 1,43 {0,82} 0,93 {0,55}
0,125 0 20 1,95 (39 + 1,65 33 + 1,20 (24 + 4,80 (96) + 96 3,15 {3,27} 9,84 {891} 21,76 {21,45}
mwh/TM3
0 0 20 0,35 (07) 0,00 (00) 0,35 (07) 7 1,00 0,72 0,36
0 10 20 0,45 (09) i 0,00 (00) i f 0,45 (09) i 9 1,22 {2,00} 0,92 {0,20} 0,54 {0,20}
0,125 0 20 085 (17) + 030 (6) + 115 (23) + 23 1,83 {2,19} 236 {1,64) 2,09 {1,87}

m = fator de multiplica¢do. Niveis de significAncia a.= 3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples ﬂr3 raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
“Freqiiéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o
~ ‘ 3
cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante f7r°.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceadores heterozigotos de Drosophila melanogaster do cruzamento de alta
bioativagao, tratados com o extrato aquoso de pequi (EAP) em trés diferentes doses (1%, 5% e 10%)

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico?

Pequenas Grandes
Tratamento simples simples Gémeas Total manchas Média das Freqiiéncia de clones
DXR EAP Node (1-2 cels)® (>2 cels)® mwh®  classes de tam. (10° células)’
S/ correcao por  C/ correcao por
(mg/mL) (%) Moscas m=2 m=5 m=5 m=2 clones mwh* tam.** tam.**
(1) n/NC (2"%) X (n/NC)
mwh/ﬂr‘?
0 0 20 1,15 (23) 0,10 (02) 0,05 (01) 1,30 (26) 26 1,54 2,66 1,93
0 1 29 190 (55 + 0114 (04 i 0,00 (00) i 2,03 (59) + 58 145 {128} 4,10 {143} 2,80 {0,87}
0 5 29 1,76 (51 i 024 (07) i 000 (00) i 2,00 (58) + 56 1,63 {1,80} 3,96 {129} 3,05 {1,13}
0 10 28 211 (59) + 0,07 (02) i 0,00 (©0) i 2,18 (61) + 61 1,54 {1,54}) 446 {180} 3,25 {1,31}
0,125 0 20 335 (67) + 250 (500 + 150 (30) + 735 (147) + 143 3,17 {3,54} 14,65 {1092} 33,08 {31,73}
mwh/TM3
0 0 20 0,70 (14) 0,00 (00) 0,70 (14) 14 1,36 1,51 0,97
0 1 20 045 (09) - 0,00 (00) i f 0,45 (09) - 9 1,00 {1,92} 0,92 -{0,59} 0,46 -{0,56}
0 5 20 0,65 (13) - 0,00 (00) i 0,65 (13) - 13 1,38 {L,15} 1,33 -{0,18} 0,87 -{0,10}
0 10 20 0,55 11 - 0,00 (00) i 0,55 (11) - 11 1,27 {1,061} 1,13 -{0,38} 0,68 -{0,29}
0,125 0,0 20 1,05 (21 i 0,05 (O1) i 1L10 (22) i 22 1,32 {1,24} 2,25 {0,74} 1,41 {0,44}

m = fator de multiplicagdo. Niveis de significancia a= 3 = 0,05.

®Incluindo manchas simples ﬂr3 raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
“Freqiiéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

prenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o

~ ‘ 3
cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante f7r".
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Tabela 3. Frequiéncia de manchas observadas nos descendentes trans-heterozigotos de Drosophila melanogaster do cruzamento padréo e de alta bioativacao, tratadas com

0 extrato aquoso de pequi (EAP) em trés diferentes doses e doxorrubicina (0,125 mg/mL)

Manchas por individuo (No. de manchas) diag. Estatistico®

Pequenas
Tratamento simples Grandes simples Gémeas Total manchas Média das Freqiiéncia de clones
DXR EAP Node (1-2 cels)® (>2 cels)® mwh®  classes de tam. (10° células)*
S/ correcao por C/ correcao por
(mg/mL) (%) Moscas m=2 m=5 m=5 m=2 clones mwh* tam.** tam.**
(1) n/NC (2"%) X (n/NC)
Cruzamento ST
0 0 20 0,30 (06) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,30 (06) 6 1,33 0,61 0,39
0,125 0 20 1,95 (39) 1,65 (33) 1,20 (24) 4,80 (96) 96 3,15 3,27 9,84 {9,22} 21,76 {22,19}
0,125 1 20 1,70 (34 - 5,35 (107) 3,50 (70) 10,55 (211) 197 4,24 434 20,18 {19,57} 95,59 {98,74}
0,125 5 20 2,25 (45) - 4,25 (85) 3,05 (61) 9,55 (191) 180 3,79 3,88 18,44 {17,83} 63,97 {65,59}
0,125 10 20 2,05 41 - 2,50 (50) 1,65 (33) 6,20 (124) 119 3,81 3,94 12,19 {11,58} 42,66 {44,37}
Cruzamento HB
0 0 20 1,35 (27) 0,15 (03) 0,00 (00) 1,50 (30) 30 1,93 3,07 2,93
0,125 0 20 335 (67) 2,50 (50) 1,50 (30) 735 (147) 143 3,17 {3,550} 14,65 {11,58} 33,08 {32,85}
0,125 1 20 3,8 (77) - 3,95 (79) 2,55 (51 10,35 (207) 201 3,61 {391} 20,59 {17,52} 62,95 {65,68}
0,125 5 20 2,05 (41 * 5,25 (105) 1,75 (35) 9,05 (181) 175 4,40 {491} 17,93 {14,86} 94,64 {111,69}
0,125 10 20 3,10 (62) - 3,25 (65) 2,00 (40) 8,35 (167) 165 3,68 {4,07} 16,91 {13,83} 54,35 {58,24}

m = fator de multiplicagdo. Niveis de significAncia a.= 3 = 0,05.

b . . 3
Incluindo manchas simples fIr” raras.

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

“Freqiiéncias de clone por mosca dividido pelo nimero de células analisadas por mosca (48.800).

'Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o

. < 3
cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante f7r”.
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Figura 2: freqiéncias totais de manchas mutantes por mosca, observadas em
asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes dos
cruzamentos “ST” e “HB”, tratadas com diferentes concentragdes de EAP (1, 5 e
10%).
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Figura 2: freqliiéncias totais de manchas mutantes por mosca, observada em
asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes do
cruzamento “ST” e “HB”, tratadas com diferentes concentracoes de EAP (1, 5 e
10%) associado com DXR 0,125mg/mL
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4. Discussao e Conclusao

O uso da Drosophila melanogaster em testes de genotoxicidade € bem
estabelecido, devido a sua alta similaridade genémica com mamiferos e € um
organismo eucariético de facil manutencao em laboratério (Vogel et al., 1999).

O SMART é um teste caracterizado pela sua rapidez, quando comparado
com outros testes in vivo, baixo custo, facil execucdo e detecta amplos aspectos
de alteragdes genéticas (Graf et al., 1984; 1989). E possivel detectar agentes
genotdxicos de acao direta, como também agentes genotdxicos indiretos
(promutagenos) devido aos altos niveis de citocromo P450 existentes nos
descendentes do cruzamento de alta bioativagao metabdlica (HB). Esse teste
avalia a atividade genotoxica de compostos simples bem como de misturas
complexas (Graf et al.,, 1996). Com a andlise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) e dos heterozigotos balanceados (BH) é possivel
quantificar os eventos recombinogénicos, no total de manchas mutantes
detectadas (Spand et al., 2001). Portanto, o SMART foi usado neste estudo, para
avaliar os efeitos genotdxico do extrato aquoso do pequi (EAP) e sua acao
antigenotdxica quando associado a DXR.

Neste experimento, todas as concentracoes de EAP apresentaram
variagdes significativas nas freqiéncias de manchas mutantes no cruzamento HB,
quando comparado com os resultados observados no controle negativo. Ja no
cruzamento ST somente na concentracdo de concentracdo de 10% apresentou
variacao significativa nas freqiéncias de manchas mutantes. Estes resultados
demonstram que, apds ser biometabolizado, na presenca de enzimas citocromo
P-450, o EAP, nestas condigdes experimentais, apresenta efeitos genotoxicos.

O EAP a 10% induziu aumento na freqiiéncia de manchas no cruzamento
ST pode ser devido a alta concentragdo desse extrato, pois os descendentes do
cruzamento ST ndo sdo totalmente livres das enzimas citocromo P-450, mas as
possuem em niveis basais (Frolich e Wirgler, 1989).
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As citocromos sdo um conjunto de enzimas importantes na metabolizacdo
de varios fitoquimicos e sdo capazes de ativar promutdgenos em mutagenos (Sun
et al. 2000). Promutagenos sao substancias que apresentam maiores freqiéncias
de manchas mutantes nos descendentes do cruzamento HB, apds serem
metabolizadas pelas citrocromo P-450 (Frélich e Wirgler, 1989). O EAP, nas
concentracoes testadas, apresentou maior freqiiéncia de manchas no cruzamento
HB, portanto, é possivel que exista no EAP algum composto com atividade
genotodxica indireta, que necessite de bioativacdo metabdlica, para exercer seus
efeitos genotdxicos.

Segundo Paolini et al. (2003) a suplementagdo de [-caroteno pode
interagir com os citocromo P-450 potencializando os efeitos de quimicos
carcinégenos. Isso mostra que, possivelmente, o -caroteno necessite de uma
metabolizacao para exercer efeito genotoéxico.

De acordo com Graf et al. (1984) as moscas emergentes BH apresentam
manchas mutantes somente devido a mutagbes pontuais, delecdo ou nao
disjungdo. Na analise dos descendentes BH, do cruzamento de alta bioativacao
(HB), ndo ocorreu aumento estatisticamente significativo de manchas mutantes
induzido pelo EAP, mostrando que as manchas mutantes obtidas nos
descendentes MH sao devido a ocorréncia de recombinagao. Ja na concentracao
testada nos individuos do cruzamento ST a taxa de mutacao foi maior que a de
recombinacdo. Assim sendo, esses resultados nos permitem concluir que, nestas
condicdes experimentais, o EAP quando metabolizado, pelas citocromo P-450,
exerceu atividade recombinogénica.

Agentes antioxidantes reduzem de forma significativa a genotoxicidade de
compostos geradores de radicais livres (Borek, 2005; Halliwell, 200; Marnett,
2000). Geralmente, frutas e verduras s&o ricas em substancias antioxidantes.
Segundo Edenharder et al., (2003) ratos tratados com frutas e verduras tiveram
reducdo na taxa de micronucleo induzido por benzo [a] pyrene.

O pequi € altamente rico em substancias consideradas como antioxidantes
(sequestradores de radicais livres), tais como carotendides, retinol e vitamina C.
Para Stahl e Sies, (1996) os carotendides s&o pigmentos importantes,
encontrados nas plantas, responsaveis pela coloracdo de varias frutas. No

homem além de ser precursor de vitamina A tem atividade antioxidante. Segundo
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Tavan et al. (1997) a vitamina A teve efeito modulador da genotoxicidade do
metilazoxmetanol em Salmonella typhimurium. Portanto, o pequi apresenta todo o
potencial fitoquimico na protecdo contra genotoxicidade. Este potencial do pequi
foi verificado por Grisolia e Khouri (2004) que nao sé verificaram a auséncia da
atividade genotdxica como, também, verificaram o efeito protetor contra a acao
clastogénica da bleomicina, que é indutora de radicais livres, em camundongos
tratados oralmente com 30 uL de EAP por 10 dias, por meio do teste do
micronucleo.

A provavel explicacdo da evidente genotoxicidade, observada nos
tratamentos com o EAP, vem da concentragdo do extrato utilizada no presente
experimento. Nos experimentos, envolvendo a avaliacdo da genotoxicidade, sao
utilizadas doses maiores capazes de serem suportadas pelos organismos testes.
No presente estudo foram utilizadas doses, possivelmente, altas (1, 5 e 10% do
extrato puro). Esta justificativa vem do fato de que na obtencao do extrato puro, é
extraida toda agua, por meio do rotavapor, concentrando, ainda mais, 0s
constituintes fitoquimicos do fruto. Contudo, estas doses ndo comprometeram o
desenvolvimento da mosca tendo em vista que, na avaliacdo da citotoxicidade,
foram verificadas eclosbes, pds-metamorfose, em quase 100% das larvas
tratadas. Portanto, nas condicbes do extrato testado, neste experimento,
possivelmente o processo de concentragdo tenha contribuido para aumentar as
concentracoes de carotendides, vitamina A e vitamina C, e estas altas
concentragdes podem, em vez de sequestrar, gerarem radicais livres, exercendo
efeitos genotodxicos, isto é, ocorreu efeito pro-oxidante.

Para Young e Lowe (2001) o efeito pré-oxidante dos B-carotenos foi
verificado no teste cometa quando empregado em altas doses. Em doses maiores
que 4 nM comeca a ocorrer perda do efeito protetor, e em altissimas doses
(10nM), o B-caroteno causa danos ao DNA. A concentragcdo de [-caroteno
também afeta as propriedades das membranas, quando maior a concentragéo de
B-caroteno mais permeavel ficam as membranas.

Em vérios experimentos, tais como SMART e teste cometa, a vitamina A
(retinol) mostrou ser genotdxica quando em altas doses. No teste SMART em
uma concentracao de 96 nM e no cometa foi genotdxico na concentragao de 7 nM

(Klamt et al., 2003). O &cido ascérbico, apesar de ser antimutagénico e
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anticarcinogénico, também demonstrou efeito genotdxico em altas doses em
diferentes sistemas testes (Tripathy et al., 1990).

E possivel, também, que o efeito genotéxico do EAP mostrado no presente
trabalho ndo tenha sido encontrado no teste do micronucleo, devido as diferencas
dos testes SMART e micronucleos. Uma vez que o SMART é capaz de detectar
mutacao de ponto, delecao e recombinacdes génicas (Graf et al., 1984), o teste
do micronucleo detecta somente efeitos clastogénicos e aneugénicos (Von
Ledebur e Schmid, 1973; Yamamoto e Kikushi, 1980).

Uma outra hipétese que pode explicar a possivel genotoxidade do EAP é
presenca de outro componente com atividade genotéxica, uma vez que o EAP é
uma mistura complexa. Como exemplo disso temos os alcal6ides, encontrados no
pequi, que segundo Fu et al (2002), podem ter agdo genotoxica e tumorogénica
principalmente pela formacao de aductos de DNA.

Na associacdo do EAP com DXR, verificou-se uma potencializacdo do
efeito genotdxico desse quimioterapico tanto no cruzamento ST quanto no HB. No
cruzamento ST observou-se que nao houve aumento estatisticamente significativo
de manchas mutantes simples pequena, isso pode ser devido a acdo mutagénica
do composto ocorrendo nos estagios iniciais de desenvolvimento embrionario
prevalecendo manchas grande, como descreve Graf et al., (1986).

Nos individuos tratados com EAP a 10% associado com DXR do
cruzamento ST ndo houve aumento estatisticamente significativo no numero de
manchas mutantes. E possivel que na maior concentragdo testada da associagdo
de EAP com DXR tenha tido efeito citotoxico, matando células afetadas.

Concluimos que, provavelmente, a agdo genotdxica do EAP seja devido a
componentes, ou associagao de alguns, que sao capazes de ativar promutagenos
em mutagenos, ou ainda, ser genotdxico direto em Drosophila melanogaster e,
também, devido a alta sensibilidade e eficiéncia do SMART em detectar mutagdes
pontuais, delecdo e recombinac¢des génicas.

Diante da importancia deste fruto para culinaria e de sua ampla distribuicao
nas regides de cerrado brasileiro, € importante que se fagam novos estudos, em
outros organismos teste, para se obter uma melhor avaliagdo da genotoxicidade
do EAP.
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Finalmente concluimos que nas condicoes experimentais deste estudo, o
EAP exerce efeito genotoxico em Drosophila melanogaster e esse efeito é, ainda,
potencializado quando metabolizado pelas citocromo P-450. Concluimos também
que o EAP nao apresenta efeito modulador da atividade genotéxica da DXR em

células somaticas de Drosophila melanogaster.
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