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1.INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais € uma pratica generalizada na medicina
popular. E o resultado do acimulo secular de conhecimentos empiricos sobre a a¢io
dos vegetais, por diversos grupos étnicos. A importancia das plantas na medicina
popular por suas propriedades terapéuticas € detectada ao longo da histéria da
humanidade. A China, desde o ano 3000 a. C., j& se dedicava ao cultivo das plantas
medicinais, como a raiz de ginseng, o ruibarbo, a céanfora, destacando-se na
farmacognosia. Os antigos egipcios conseguiram grandes progressos no fabrico de
cosmeéticos, antissépticos, gomas e outras matérias de origem vegetal, paralelo a
criacdo de purgantes, vermifugos e diuréticos. O embalsamento de mumias foi
possivel gracas a estes progressos que remontam a 2300 a.C. Ainda neste periodo,
assirios e hebreus j4 se dedicavam a cultura de diversas plantas para o uso
medicinal e rituais religiosos, como também no preparo de cosméticos. Na India, no
periodo bramico (seis ultimos séculos a.C.), constam obras que abordam assuntos
como esséncias, elixires, purgantes, tinturas, extratos aquosos, etc., exaltando as
propriedades de certos vegetais, assim como de diversos outros medicamentos e
receitas. Na Grécia antiga, Hipocrates (460-377 a.C.), considerado o “Pai da
Medicina”, reuniu em sua obra “Corpus Hippocraticum”, a sintese dos
conhecimentos médicos de seu tempo. A importancia das plantas e seu valor
terapéutico ou toxico na Antiga Grécia alcancou o inicio da Era Cristd, quando
Didscorides, em seu tratado “De Materia Médica”, enumerou mais de 500 drogas de
origem vegetal, descrevendo o emprego terapéutico de muitas delas. Durante o
Império Romano (primeiros cinco séculos da Era Cristd), 0s romanos,
extremamentes dependentes das ervas para uso medicinal e culinario, as
importavam da Africa, Espanha e do Oriente e as disseminavam por todo o império.
Na idade média, apesar da medicina e os estudos das plantas sofrerem um periodo
de inércia, se destacaram 0s monastérios que, na Europa, mantiveram viva a
literatura medicinal, os arabes que contribuiram para a difusdo de diversas plantas
medicinais nas costas do Mediterraneo e os alquimistas, que, ao darem inicio a
ilatroquimica (a cura de doencas como verdadeira finalidade da quimica) e
discorrerem sobre a terapéutica das plantas, lancaram as bases da medicina natural
(Covalite e Franco,2002).



Observacdes realizadas até agora indicam que todas as formacdes
culturais fazem uso de plantas como recurso medicinal. Em todas as épocas e em
todas as culturas, o0 homem aprendeu a tirar proveito dos recursos naturais locais
(Lorenzi e Matos, 2002).

O Brasil possui uma grande diversidade de plantas medicinais. Desde a
época do descobrimento, os indios j4 retinham, e ainda o fazem, conhecimentos
sobre os poderes medicinais de cada arbusto, folha, tronco e raiz. Os imigrantes,
vindos de diversas partes do mundo, contribuiram através de seus costumes na
ampliacdo dos conhecimentos das plantas medicinais. A influéncia européia teve
inicio com os jesuitas, que vieram para o Brasil em 1579 e que, além de trazerem
seus conhecimentos no tratamento de doencas pelo uso das plantas, trouxeram
ervas medicinais que se reproduziram, formando genétipos e variedades distintas

gue se adaptaram ao solo brasileiro (Martins et al. 1995; Adeodato et al. 1996).

Atualmente mais de 25% dos medicamentos em uso s&o derivados
naturais ou produtos semi-sintético, de origem natural. Nos paises em
desenvolvimento da America Latina, a percentagem de utilizacdo de produtos
naturais vem aumentando consideravelmente, revelando a importancia do
conhecimento da composi¢do quimica, acdo farmacoldgica e de possiveis efeitos
colaterais dessas plantas (OPAS/OMS, 1996). Grande parte das plantas brasileiras
apresentam alguma propriedade terapéutica util a populacdo. No entanto, registros
comprovam que a percentagem de espécies estudadas sob o ponto de vista

fitoquimico ou farmacol6gico ndo chega a 1% (Martins et al, 1995).

O consumo de remédios obtidos de plantas medicinais é pratica comum
para cerca de 80% da populacdo mundial, segundo estimativas da Organizacéo
Mundial de Saude. A OMS tem incentivado o uso de plantas medicnais por terem
muitos fatores que colaboram para o desenvolvimento de praticas de saude,
incluindo principalmente a facilidade de acesso, 0 baixo custo e a compatibilidade

cultural com as tradi¢cdes populares (Colavitti e Franco, 2002).

Os organismos vivos, em seu processo evolutivo, vem sofrendo
interacbes com o ambiente, ocasionando modificacdes estruturais especificas,

favorecendo a adaptacdo das espécies as exigéncias do meio em que vivem. Por



essa razdo muitas plantas desenvolveram substancias téxicas como defesa, contra

animais predadores, bactérias, fungos e virus (Ribeiro et al. 2003).

As plantas de um modo geral, constituem um verdadeiro laboratério
natural, onde sdo sintetizadas substancias que podem ter efeito tanto benéfico
quanto maléfico para o organismo humano (Corréa et al. 1999). Algumas
substancias que encerram um preparo popular podem conter a¢des sinérgicas que,
guando tomadas isoladamente ndo produzem efeitos. Entretanto, essas mesmas
acOes sinérgicas podem produzir, ao longo do tempo, efeitos desconhecidos, que
podem assumir uma natureza toxica, como por exemplo: Pau D’arco (tabebuia
avellanedae, Lor), Confrei (Symphytum officinale, L.), (Almeida, 1993). Assim sendo,
a utilizacdo de plantas desconhecidas do ponto de vista toxicoldégico, pode causar
eventos mutacionais somaticos ou germinativos desencadeando doencas, ou
desordens hereditarias multiplas, em seres humanos (Corréa et al. 1999). Portanto,
varias espécies apresentam efeitos potencialmente toxicos, mutagénicos,

carcinogénicos e teratogénicos (Eren et al. 2015).

Em contraste, algumas plantas contém substancias inibidoras que
interferem nas etapas dos eventos mutagénicos, apresentando efeitos moduladores
da mutagénese (Waters et al. 1990). Embora evidéncias diretas sobre a origem
mutacional das doencgas somaticas humanas sejam limitadas, inferéncias obtidas a
partir de resultados experimentais em varios organismos fornecem apoio consistente
para a visdo de que muitas doencas tém suas raizes nas mutacbes. Isto é
particularmente verdadeiro para a relacdo entre mutacdo somatica e céancer. A
grande maioria dos carcin6genos iniciam sua atividade tumoral através de interacdes
especificas com o DNA das células, levando a lesdes genéticas permanentes que,
geralmente, se expressam como mutagdes génicas e/ou alteracbes cromossémicas.
Por outro lado, a identificacdo de genes especificos envolvidos na indugéao do cancer
— 0S proto-oncogénes — e sua ativacao por alteracdes genéticas a nivel de DNA vém
colaborar com a idéia da associacdo entre mutagénese e carcinogénese. (Ziljlstra
and Vogel, 1988). As pesquisas nho campo da mutagénese, ndo somente servem
como um meio de acesso para determinar o risco geneético para as progénies, mas,
também, como uma ferramenta para avaliar os riscos poténcias de desenvolvimento
de tumores malignos nos individuos ou populagdes expostas a agentes genotoxicos

guimicos ou fisicos (Wirgler et al.1984).



De Flora e Ramel (1988), concluiram que a ocorréncia de efeitos
genotdxicos em ceélulas somaticas pode levar a iniciagdo do cancer. Mesmo assim,
este passo é a expressao final de uma intrincada cadeia de complexos eventos
mutacionais, envolvendo uma relacdo entre um determinado composto e sua
distribuicdo e transporte para O6rgdos e tecidos, a penetracdo em células
metabolizantes e/ou objetivas, 0 acesso para o nucleo, danos para a molécula de
DNA e finalmente a fixacdo de danos genotoxicos. Todos estes estagios
precedentes da iniciacdo, assim como 0s passos subseqientes da carcinogénese,
sao afetados por fatores hospedeiros e sdo governados por um sistema entre forgas
opostas, tais como a ativacdo e detoxificacdo de producado metabdlica, formacéo de
derivados eletrofilicos e o bloqueio nucleofilico, espécies reativas de oxigénio e
limpadores antioxidantes, danos causados na molécula do DNA e o processo de
reparacdo. Portanto os inibidores da mutagenicidade e carcinogenicidade atuam de
maneira oposta neutralizando ou modulando a complexa cascata de eventos
envolvidos nos passos consecutivos, que levam formacdo de mutacdo e cancer. De
acordo com Ehling et al. (1983), respostas para agentes carcinogénicos em qualquer
estagio desta sequéncia de eventos pode resultar de algum fenémeno inicial, que
ainda é uma questdo aberta. Mesmo assim, parece ter pouca duvida que a
intercepgéo de agentes deletérios ou inibitérios, em varios estagios dos seus efeitos
no organismo constituem fatores decisivos no desenvolvimento de condicdes

patoldgicas.

A incidéncia de doencas genéticas pode ser reduzida pelo decréscimo
nas taxas de mutacdo, uma das estratégias para a protecdo das populacdes
humanas seria, portanto, a identificacdo dos agentes mutagénicos, seguida da
implementacdo de medidas de controle do risco genético, através da diminuicdo da
exposicdo humana a estes agentes (De Flora, 1998). Assim, surge uma nova
possibilidade para a protecdo da saude humana, que é a identificacdo e
caracterizagdo de substancias naturais ou sintéticas que sdo capazes de modular os
efeitos da mutagénese e sao ditas antimutagénicas (Waters et al. 1990; Hartaman e
Shankel, 1990). Estudos relatam que substancias extraidas de frutas, vegetais e
plantas contém compostos como os polifendis, dentre outros, que apresentam um

efeito protetor do organismo contra doencas (Kaur et al. 2015).



Os agentes antimutagénicos que atuam no processo de inibicdo da
mutagénese estao agrupados em duas categorias que sdo os desmutagénicos e 0s
bioantimutagénicos. De acordo com esta hipétese (Kada et al. 1982), os
desmutagénicos bloqueiam substancias mutagénicas, impedindo-as de atuarem no
DNA, e os bioantimutagénicos por serem capazes de suprimir a mutacao interferindo
sobre o processo de reparagdo celular (Devi et al. 2015). A exposicao das células-
alvo aos moduladores pode tanto preceder, co-existir ou seguir a exposicdo ao
agente mutagénico caracterizando respectivamente, o pré, co e pos-tratamento
(Kada et al. 1982). Os possiveis mecanismos envolvidos nha modulagédo da resposta
mutagénica em sistemas bacterianos, permite a verificacdo no pré-tratamento, de
reacdes intracelulares do modulador com o mutagénico ou interferéncia com
mecanismos celulares que geram a sua genotoxicidade. No co-tratamento possibilita
investigar as reagdes extracelulares do modulador com o mutagénico ou com
componentes do sistema metabodlico exégeno e no pdés-tratamento os efeitos do
modulador sobre os mecanismos de reparacao envolvidos na eliminacdo das lesdes
pré-mutacionais induzidas pelo mutagénico no DNA das células-alvo (De Flora,
1998). Compostos antigenotdoxicos e antimutagénicos podem ser usados como
agentes quimiopreventivos contra o cancer. O efeito modulador de tais compostos
pode ocorrer através de diferentes mecanismos, tais como a protecdo das células
contra danos oxidativos, a melhoria dos sistemas de reparacdo de DNA, ou interagir
diretamente com o agente clastogénico impedindo-o de interagir com a molécula do
DNA (Silva et al. 2014).

1.1 Drosophila melanogaster como organismo teste

Testes para a verificacdo da mutagénicidade de agentes fisicos e
quimicos tém sido desenvolvidos em D. melanogaster pela capacidade de medir um
amplo aspecto de danos genéticos induzidos em células germinativas e somaticas
(Graf e Singer,1992).

A D. melanogaster, eucarioto invertebrado, foi um dos primeiros animais a
serem intensivamente estudados geneticamente. No Laboratério de T. H. Morgan
nos Estados Unidos e em seguida com o redescobrimento dos Trabalhos de Mendel,
a Drosophila foi reconhecida como animal experimental ideal para estudos genéticos

devido seu reduzido tamanho: criagdo em grande numero e de forma econdmica e



facil; tempo de geracao curto (cerca de 10 dias, a 25°C e 60% de umidade); reduzido
namero de cromossomos (2n=8); cromossomos politénicos gigantes nas glandulas
salivares, 0s quais séo bastante favoraveis para analise, permitindo a construcéo de
mapas cromossomicos detalhados, sendo estes um instrumento adicional para o
estudo de mutacgBes e devido sua capacidade de metabolizacdo assemelhar-se a do
Homem, diferenciando apenas pelo 6rgédo envolvido (Graf e Singer, 1992). Nos
seres humanos o figado se encarrega, através de enzimas cataliticas, dos processos
oxidativos de degradacdo, transformando as substancias em compostos mais ou
menos toxicos ao individuo, os quais poderiam ter ou ndo capacidade mutagénica
ou cancerigena. Em Drosophila nédo existe um o6rgdo central de
desintoxicacao/ativacdo, ocorrendo tais atividades enzimaticas principalmente no
corpo gorduroso, tubulos de Malphigi e varias partes do tubo digestivo (hepato-
pancreas e cecos gastricos), que decompdem as substancias filtrando a hemolinfa
para remover as excrecoes (Ferreira e Terra, 1991).

D. melanogaster oferece vantagens e possibilidades especiais, uma vez
gue possui uma variedade de marcadores genéticos que permitem a criacdo de
varios sistemas-testes capazes de detectar os mais variados tipos de eventos
mutacionais como: mutacdes génicas de efeitos deletérios; pequenas dele¢bes que
serdo efetivamente transmitidas; pequenas duplicacées que surgem provavelmente
por instabilidade na replicacdo do DNA; rearranjos cromossémicos estruturais como
inversdes e translocacfes; ndo-disjuncdo, levando a aberracfes cromossbémicas
numéricas e recombinacdo genética. Estes efeitos podem ser detectados em (i)
tecidos gonadais — originando mutagdes que séo transmitidas a progénie, ou (i) em
células somaticas — permitindo o prognéstico da formacédo de clones de células
mutantes que se expressam como mosaicos nos individuos expostos a agentes
mutagénicos. Adicionalmente, os resultados obtidos nas células somaticas podem
fornecer evidéncias indiretas quanto ao potencial carcinogénico da substancia

analisada (Zijlstra and Vogel 1988).

Os testes de curta duracdo feitos com D. melanogaster envolvendo
estudos de Genética Toxicologica, em células germinativas baseia-se na deteccéo
de letal recessivo ligado ao sexo (SLRL) e na perda do cromossomo X em anel —
RING-X-LOSS (RXL). O teste SLRL detecta danos genéticos transmissiveis que

ocorrem nas células germinativas de um organismo eucarioto intacto, analisando-se



a segunda geracao; esses danos podem ocorrer desde simples trocas de pares de
bases do DNA até efeitos associados com aberragcdes cromossémicas (Zijlstra and
Vogel 1988). Ja o teste RXL oferece resultados em apenas uma geracao, onde séo
fornecidas informacdes sobre efeitos clastogénicos, delecdes e néo-disjuncoes
(Valencia et al. 1984).

Por outro lado, os testes rapidos em células somaticas de D.
melanogaster tém-se tornado cada vez mais estabelecidos. O teste de mutacédo e
recombinacdo somatica (Somatic Mutaion and Recombination Test — SMART) de
asa ou olho, baseia-se na detec¢do de manchas nos pélos das asas ou omatideos
mutantes nos olhos dos adultos. O primeiro sistema de teste somético — SMART —
foi desenvolvido para identificar danos genéticos no olho, usando marcadores
hetero-alélicos white (w) e white-coral (wc) (Mollet e Wirgler, 1974), sendo
substituido por um teste mais eficiente white/white (Vogel e Zijlstra, 1988); o SMART
de asa foi desenvolvido usando os marcadores celulares multiple wing hair (mwh) e
flare (flr), nas asas (Graf et al. 1984). Esses dois sistemas de testes tém sido bem
validados, uma vez que, ambos permitem a deteccdo de recombinacdo mitética e
todos os outros tipos de eventos mutacionais que podem originar manchas mutantes
como mutacdo de ponto, delecéo, tipos especificos de aberrracdes cromossémicas
e, possivelmente, conversdo génica. Um outro sistema de teste somatico com D.
melanogaster para a deteccdo de mutagenos ambientais usa uma mutacdo para o
gene cor do olho (w))- teste da mancha do olho white-ivory. Este teste baseia-se na
reversdo de uma mutacdo w numa quadruplicacdo em tandem, que conduz a
formacao de clones com manchas tipo selvagem (w*) de omatideos dos olhos de
moscas adultas; essa reversdo pode ocorrer por recombinacao intracromossémica,
recombinacdo intracromossémica parcial ou conversdo génica. Entretanto, esse
teste ndo detecta mutacdes de ponto, pequenas delecdes, perdas cromossomicas e
nao disjuncbes (Consuegra et al.1996), bem como, recombinacbes
intercromossdmicas (Ferreiro et al. 1995), distinguindo-o dos ja bem estabelecidos
SMART - asa e olho. Estudos realizados com SMART-olho demonstram que o teste
white-ivory (W) ndo detecta compostos quimicos que tenham uma alta
recombinogenicidade como se pode observar no teste da mancha da asa de D.

melanogaster (Graf e Wirgler, 1996).



1.2 Testes bacterianos

Existem varios testes de deteccdo na avaliacdo da potencialidade
mutagénica de compostos quimicos. Estes testes, que podem ser realizados em
diversos niveis celulares, tanto em procariotos como em eucariotos, foram
desenvolvidos em decorréncia do fator ético que limita a utilizacdo da espécie
humana em experimentos que possam oferecer riscos a saude humana. Estes
testes que podem ser de longa ou curta duracdo, envolvendo ou ndo exames
citogenéticos, vieram contribuir, de forma valiosa, para amenizar as consequéncias
desvantajosas da utilizacdo de determinadas substéncias, fornecendo subsidios

para deliberagdes quanto a conveniéncia de sua utilizacéo (Varella-Garcia, 1987).

Os testes a longo prazo, consistem basicamente na observacdo de
animais por um periodo relativamente longo ou até, se possivel, pela vida inteira,
induzindo-se o desenvolvimento de neoplasias com uma ou varias doses de uma
substancia, testada através de protocolos apropriados. Tais testes requerem um
planejamento cuidadoso, uma documentacédo e controle adequados dos animais, um
alto padrao de analise patolégica e, principalmente, uma analise estatistica bastante
imparcial, além desses requisitos, € um teste que tem o custo bastante elevado,
além de que a ocorréncia de neoplasias € muito demorada, exigindo freqientemente

varios anos, o que é incompativel com as necessidades da sociedade moderna
(Bannasch et al. 1986).

Os testes rapidos foram desenvolvidos, para detectar alteracdes
genéticas induzidas por diferentes substancias e compostos quimicos em
microorganismos, células de mamiferos, culturas de tecido e em varias plantas e
animais (Kilbey et al. 1984).

Embora existam divergéncias quanto a validade dos testes bacterianos
em relacdo a carcinogenicidade das substancias, tem se tornado claro que existe
uma significativa correlacdo entre efeitos genotoxicos em bactérias, e inducao de

mutacdes e/ou neoplasias em mamiferos (Purchase,1982).

Desde 1975, muitos “testes bacterianos a curto prazo” tém sido propostos.
O desenvolvimento destes testes se deve principalmente ao avanco dos
conhecimentos adquiridos com as respostas bacterianas aos agentes quimicos e

fisicos que produzem lesdes no DNA, bem como da natureza dessas, dos seus



processos de reparagcdo assim como dos mecanismos da mutagénese e da
regulacdo enzimética. Isto se completa com o progresso alcancado com o
desenvolvimento de uma série de cepas bacterianas que permitem detectar

diferentes tipos de lesdes produzidas por esses agentes (Vennit et al. 1986).

Muitas substancias carcinogénicas que tendem a causar cancer em ratos
e em camundongos em multiplos sitios, podem apresentar lesées no DNA, que séo
detectados em testes de genotoxicidade bacteriana (Ames, 1983).
Consequentemente, testes bacterianos a curto prazo desempenham um papel
importante na identificacdo de agentes genotoxicos e compostos carcinogénicos e
podem fornecer subsidios para a regulacdo do uso desses compostos (Vennit et al.
1986).

1.3 Teste de perda do cromossomo X em anel (Ring-x-loss)

Bridges, (1916), propGs uma teoria sobre a ndo-disjun¢cdo cromossomica
na hereditariedade. Anderson, (1925), apresentou dados sobre o processo de
crossing-over em cromossomo X de D. melanogaster. Ambos os trabalhos, tiveram
grande importancia na genética de um modo geral. Posteriormente estas teorias,
foram sendo aplicadas em técnicas especificas de protocolos experimentais. Muller,
(1927), foi o primeiro a demonstrar que os efeitos mutagénicos do raio X, induzem
letais recessivos no cromossomo X de Drosophila. A partir desta época, houve um

interesse maior nas investigacdes sobre mutagenicidade com Drosophila.

O principio basico do teste ring-x-loss foi apresentado por Morgan, (1933),
em seu estudo sobre o cromossomo X em D. melanogaster, incluindo caracteristicas
sobre o cruzamento das moscas, das progénies obtidas, assim como 0 aspecto
fenotipico herdado, e sobre as mutacfes que foram detectadas e incluidas em
diferentes classes fenotipicas. Baurer, (1939), apresentou resultados sobre a dose
dependente de raios X em mutacBes cromossdmicas em cromossomo X em anel de
D. melanogaster. Lewis e Bacher, (1968), demonstraram uma metodologia para
alimentacdo de machos de Drosophila melanogaster, portadores desse cromossomo
anelar. Estudos sobre marcadores genéticos de Drosophila melanogaster foram
desenvolvidos por Lindsley e Grell, (1968). Em seus estudos sobre “testes de
mutagenicidade - mutagbes cromossémicas em “Drosphila melanogaster”, Valéncia

et al. (1984), descreveram sobre as classes fenotipicas utilizadas no teste ring-x-



loss. Para testar as hipotese formuladas no teste ring-x-loss, foi proposto por
Kastenbaum e Bowman, (1970), um método estatistico capaz de analisar essas
mutacfes. Atualmente, tem sido utilizado em testes como o ring-x-loss, SMART-

asa/olho o teste estatistico Qui-quadrado, proposto por Frei e Wirgler, (1988).

O teste para deteccdo do cromossomo X em anel, € sensivel a
mutégenos fiscos e quimicos quando comparado ao cromossomo normal em bastéo.
Esse teste € de protocolo simples, uma vez que permite a deteccdo de efeitos
clastogénicos em células germinativas pos-meioticas de machos ring-x tratados em
apenas uma geracdo. Assim, esse teste fornece resultados de quebras
cromossOmicas que levam a efeitos do tipo perda do cromossomo X em anel, perda
parcial do cromossomo Y, mosaicismo e ndo-disjuncdo (Cunha et al. 1992). Os
machos caracterizam-se por possuir um cromossomo X em anel com marcadores
para as mutagoes y (yellow - corpo com coloragdo amarela) e B (bar-olhos reduzidos
em forma de barra) e um cromossomo Y com marcadores y+ (corpo com coloragao
cinza selvagem), localizado na posicéo curta e BS (bar stone- olhos muito reduzidos
em forma de barra), localizado na extremidade maior (possibilita detectar perdas
parciais do cromossomo Y). As fémeas (ywsn?®) caracterizam-se por apresentarem,
em seus cromossomos X, marcadores para as mutagbes y (yellow-corpo com
coloracédo amarela), w (white- olhos redondos e com coloracédo branca e sn? (singed-
cerdas retorcidas). (Valencia et al. 1984; Zijlstra e Vogel, 1988). As constituicbes
genotipicas das linhagens marcadoras ring-x e fémeas virgens ywsn3, s&o
respectivamente, C1 (2) yB/ y+ YBS e ywsn?® /ywsn?® (Lindsley e Grell, 1968; Lindsley
e Zimm 1992).

7

O método de ninhadas é utilizado no teste RXL para discriminar a
sensibilidade de células pos-meidticas, de machos ring-x tratados, e cruzados com
fémeas virgens ywsn® em intervalos de 3 e 2 dias. Cada ninhada corresponde a uma
fase do estagio da espermatogénese: ninhada 1: espermatozoéide; ninhada 2:
espermatides adultas; ninhada 3: espermatides jovens. Os resultados obtidos séo
avaliados de acordo com os critérios estabelecidos por 11 classes fenotipicas
(Zijlstra & Vogel, 1988).

A revisdo bibliogréfica realizada por Valencia et al. (1984), relata 161

compostos quimicos pertencentes a 47 classes distintas, que foram avaliados para
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detectar possiveis efeitos clastogénicos em células germinais de modelos
experimentais de D. melanogaster. Os autores observaram, uma co-relacdo entre
estudos prévios sobre carcinogenicidade em mamiferos ou mutagenicidade em
diferentes sistemas biologicos e a ocorréncia de translocacfes herdaveis, perda de
cromossomo X e ndao-disjuncdo induzidas em células germinativas de D.

melanogaster de 90, 74 e 44%, respectivamente.
1.4 Teste para deteccdo de mutacdes e recombinacdes soméaticas (SMART)

As primeiras tentativas de realizacdo do teste para atividade mutagénica
com carcinégenos quimicos ocorreram, a partir de 1940. Desde aquele tempo muitas
substancias quimicas, incluindo carcin6genos e nao-carcindgenos, foram testadas
para mutagenicidade em D. melanogaster. Protocolos de teste com um padrao
internacional foram desenvolvidos para o trabalho de rotina nas investigacfes (Graf
et al. 1990). Os testes de mutagenicidade se encontram validados com um grande
namero de agentes quimicos e misturas complexas (mais de 400), e estdo bem

adaptados para estudos de antimutagenicidade (Graf et al. 1998).

O teste SMART realizado com manchas de asas, permite medir um
espectro de agentes genotoxicos que induz mutacdes em células sométicas de D.
melanogaster (Wurgler et al. 1984). Este teste é sensivel a uma variedade de
agentes mutagénicos com acéo direta ou que requer bioativacdo (Graf, 1995). A
inducdo da perda de heterozigose dos marcadores nas células dos discos imaginais
das larvas tratadas com compostos genotoxicos, conduz a formacdo de células
mutantes que apds o processo da metamorfose se expressam como manchas nas

asas do corpo da mosca adulta (Spané e Graf, 1998).

Utiliza-se para a realizacdo do teste SMART-asa linhagens de D.
melanogaster que sdo marcadores capazes de detectar mutagdes e recombinacdes
somaticas em células de asas de acordo com o método desenvolvido por Graf et al.
(1984). As trés linhagens mutantes usadas séo; 1- multiple wing hairs (mwh), que
possui um gene mutante (mwh) no cromossomo n°3 (3-0,3) em condi¢cao
homozigota, que corresponde a um mutante recessivo que determina que as células
da asa apresentem trés ou mais pélos, no lugar de um, com a constituicao
cromossbmica y; mwh jv (Graf et al. 1984, Graf et al. 1989).; 2- flare-3 (fIr3), que

possui um gene marcador recessivo em hemizigose (flr¥) no cromossomo n°3 (3-
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38,8), que afeta os pélos das células da asa, modificando-os, conferindo uma
aparéncia de chama (Guzman-Rincon et al. 1994), com a constituicdo genética flr3
In(BLr)TM3, ri pP sep 1(3)89Aabx34¢ e Bds (Graf et al. 1989). 3- linhagem ORR,; flare-
(ORR; fIr3) que possui um gene marcador recessivo em hemizigose (flr¥) no
cromossomo n°3 (3-38,8), que afeta os pélos das células das asas, modificando-os,
parecendo uma chama, e um cromossomo 2, transferido de uma linhagem selvagem
Oregon R (ORR), resistente ao DDT (Dapkus e Merrel, 1977), caracterizada por um
aumento na atividade de enzimas do complexo citocromo P450 (Hallstrém, 1985;
Guzman-Rincon e Graf, 1995); com constituicdo genética ORR; flr3/In(3LR)TMS, ri
pp sep 1(3)89Aa bx34e e Bds (Graf et al. 1989).

Frolich e Wirgler (1989), visando desenvolver uma linhagem de moscas
capaz de ativar promutagenos, de uma forma mais eficiente, que dependem da
ativacdo metabdlica por enzimas do processo do citocromo P-450, construiram uma
nova linhagem que carrega os cromossomos 1 e 2 de uma outra linhagem Oregon R
(ORR) resistente ao DDT (Dapkus e Merrel, 1987). Portanto, esta nova linhagem
ficou conhecida por possuir Alta Capacidade de Bioativagao (“High Bioactivation —

HB), o que permite a produgéo de altos niveis de citocromo P-450.

As linhagens “flare-3” e ORR,; flare-3”, possuem o gene flr® que é letal em
homozigose. Portanto, ambas linhagens possuem o gene flr® em hemizigose, sendo
gue o cromossomo homodlogo, balanceador (TM3, BdS), apresenta inversdes
multiplas (Graf et al. 1984).

Diversos tipos de agentes genotdxicos ndo reagem diretamente com 0s
acidos nucleicos in vitro, entretanto sdo transformados in vivo por processos
metabdlicos, que conferem a capacidade de se ligarem covalentemente ao DNA,
RNA e proteinas. Muitas dessas transformacdes sdo realizadas pelas enzimas
citocromo P450, cuja funcdo geral é degradar compostos estranhos ao organismo
(Blackburn e Gait, 1992). As substancias antimutagénicas sao capazes de reduzir a
frequéncia de mutacbes espontdneas ou induzidas. A dieta alimentar humana
contém uma grande variedade de agentes mutagénicos e carcinogénicos assim
como muitos agentes antimutagénicos e anticarcinogénicos naturais (Ames, 1983).
Dessa maneira, 0s mecanismos pelos quais o0s extratos de plantas modulam os

efeitos genotoxicos, indicam que certos compostos especificos, tais como o acido
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ascoérbico e fibras vegetais, podem atuar de forma tdo especifica, agindo como
agentes redutores, sequestrando radicais livres ou mesmo se ligando ao mutageno
(Sarkar et al. 1996).

1.5 Teste de Ames

O teste de Ames foi desenvolvido por Bruce Ames e colaboradores na
década de 70, na Universidade de Berkeley, California (Ames et al. 1975) e foi

aperfeicoado em 1983 por Maron e Ames.

Este ensaio tem por objetivo avaliar a capacidade de determinados
compostos quimicos ou misturas complexas induzirem mutacdes no genoma de
linhagens de S. typhimurium através da reversdo do fendtipo histidina negativo.
(Maron e Ames, 1983).

As linhagens de S. typhimurium utilizadas neste teste, foram construidas
especificamente para detectar produtos que podem induzir a mutacdes génicas,
causando deslocamento no quadro de leitura (frameshift) ou substituicdo de pares
de base do DNA. As mutacdes que ocorrem além do operon da histidina, podem
ainda ser do tipo rfa, uvrB e plasmideos pkM101, que conferem maior sensibilidade

na deteccdo de agentes genotoxicos (Maron e Ames, 1983).

O ensaio tem sido amplamente utilizado na identificacdo de substancias
mutagénicas, devido a sua simplicidade, sensibilidade, reprodutibilidade e
versatilidade. Segundo o Environmental Mutagen Information Center Index (EMIC),
USA, até o ano de 1982 ja tinham sido testados mais de 5.000 produtos, na
determinacdo da mutagenicidade de compostos quimicos puros ou fracionados
(Maron e Ames,1983).

O método se baseia no uso de linhagens bacterianas de S. typhimurium
previamente selecionadas para dependéncia ao aminoacido histidina e
apresentando a mutacdo reversa quando colocado em contacto com agentes
indutores que atuam ao nivel do DNA bacteriano (Ames et al. 1975; Maron e Ames,
1983; Cariello e Piegorsch, 1996). Apés um determinado periodo de incubacédo (48
horas a 37°C), as colbnias revertentes das placas teste sdo contadas e comparadas
com o numero de revertentes das placas controle. Dada a composi¢cdo do meio de

cultura, s0 formardo colbnias as células prototroficas em relagdo a histidina,

13



provenientes de mutacdes espontaneas ou originadas de mutagdes provocadas pela
substancia quimica ou amostra em teste. Controles positivos e negativos sao
sempre incluidos em cada ensaio. No presente trabalho, utilizou-se o teste de Ames
(sem metabolizacdo enzimatica) com as cepas TA97a TA98 TA100 e TA102 de S.
typhimurium (Maron e Ames,1983).

O teste de Ames também permite a realizacdo da triagem de poluentes
ambientais, o monitoramento de populacdes humanas expostas a produtos de riscos
quimicos, a verificacdo de mutagenicidade em plantas medicinais e em produtos

utilizados em quimioterapia (Rabelo-Gay et al. 1991).

Resultados positivos no teste de Ames, indicam que a substéancia em
teste induz mutacBes de ponto por substituicio de bases ou deslocamento no
qguadro de leitura no genoma desse microorganismo (Rabello-Gay et al. 1991). Por
outro lado, o teste de Ames tem sido amplamente empregado na identificacédo de
substancias moduladoras da mutagénese (Chen e Yen, 1997). O desenvolvimento
de pesquisas na area de antimutagénese e anticarcinogénese foi direcionado,
principalmente, para a detec¢do de fatores anti-risco presentes na dieta humana,
empregando testes de curta duracdo in vitro e in vivo. As primeiras indicacdes sobre
a atividade antimutagénica de diferentes substancias foram obtidas em sistemas
bacterianos (De Flora, 1998). Estudos recentes tem demonstrado que uma série de
substancias, encontradas em alimentos naturais, sdo capazes de modular efeitos
mutagénicos e/ou carcinogénicos de varios tipos de agentes genotoxicos como o
cha verde, que apresentou um efeito modulador contra a acdo do agente indutor de
nitrosagcdo (Tanaka et al. 1998) e o extrato liofilizado da casca de rom&, que
apresentou um efeito antioxidante e antimutagénico contra a agcdo mutagénica da

azida sodica na cepa TA 100 de S. typhimurium (Negi et al. 2003).

A planta medicinal D. furfuracea € amplamente utilizada pela populacdo
brasileira e ainda é desconhecida do ponto de vista mutagénico e/ou
antimutagénico. Dessa maneira, € de fundamental importancia avaliar a atividade

mutagénica e antimutagénica da mesma.
1.6 Duguetia furfuracea
A planta Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth & Hook. f. (Annonaceae), é

frequentemente encontrada na regidao do Cerrado brasileiro principalmente no Brasil
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Central, apresentando popula¢des com Varios individuos (Silva, 1998). O cha da raiz
tem sido usado como calmante, antirreumatico, no tratamento de dores nos rins e
lombalgias. O cha da folha tem sido utilizado para combater afecc¢des renais (Figura
1A).

A floracdo ocorre entre janeiro e junho, a frutificacdo de fevereiro a
outubro. O fruto €& consumido “in natura” (Silva, 1998). As caracteristicas
morfolégicas de D. furfuracea sdo de um subarbusto de aproximadamente 1,70m de
altura, que possui ramos jovens cilindricos, recobertos por pélos ferrugineos, que
exibem folhas simples, alternas, eliptico, lanceoladas e coreaceas, acuminadas no
apice e cuneadas na base, com cerca de 16 cm de comprimento e aproximadamente
5,5cm de largura, apresentando em ambas as faces, pélos ferrugineos escamosos.
As flores séo isoladas e apresentam uma coloracdo vermelho claro. Os pedicelos
tem cerca de 2cm de comprimento, com pélos escamosos em toda a sua superficie,
enquanto seu calice é constituido de trés sépalas, livres, com pélos ferrugineos em
ambas as faces. A corola é constituida de seis pétalas, livres, com manchas
vermelhas evidentes na base de cada pétala, que apresenta em ambas as faces
pélos escamosos. Os estames sS40 numerosos, laminares, apresentando coloragao
vermelho claro. O gineceu é apocarpico. Possui o fruto composto, com cerca de 8cm
de comprimento, de cor verde, com pélos escamosos distribuidos em toda a
superficie. O sistema radicular € do tipo pivotante, muito profundo, com raizes
secundarias partindo da principal mais ou menos em angulo reto e mantendo-se
paralelas a superficie em praticamente toda a sua extensdo (de 8 a 12 metros).
Estas raizes secundarias ndo apresentam raizes terciaria (Cesar e Arens, 1969). As

amostras para o presente trabalho foram coletadas na regido de Parauna — GO.

As anonaceas sao consideradas plantas de variado aproveitamento e
tradicionalmente usados na medicina popular, sendo seu fruto e sementes
comestiveis. Suas finalidades terapéuticas abrangem: uso da polpa do fruto maduro
como tonico e adstringente; das folhas como indutoras do fluxo menstrual,
antisifilitrico e antirreumatico; das cascas como antidiarréico e do p6 das sementes
para o tratamento de ferimentos, picadas de cobra e pediculose (Cruz, 1979;
Almeida et al. 1987).
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A familia Annonaceae pertence a classe Magnoliopsida, sub-classe
Magnoliidae e ordem Magnoliales. Compreende cerca de 120 géneros e mais de
2000 espécies. As plantas dessa familia sdo formadas por arvores e arbustos
tropicais e subtropicais e sdo conhecidas por produzirem diversos derivados
alcaloidicos isoquinolinicos. A triagem de espécies vegetais dessa familia é de
grande importancia uma vez que tem sido indentificadas substancias com diferentes
atividades  biologicas, como por exemplo, citotoxica, antiplasmaodica,
antiprotozoarica, antiparasitaria, pesticida antimicrobiana, antifingica antimalarica,
Imunosssupressora, antioxidante e antitumoral (Sousa et.al. 2000; Frana et al. 2000;
Garcia, et al. 2000).

Agostini et al. (1995), na determinacdo da caracterizacdo quimica da
polpa do marolo, (Annona coriaceae) (Annonaceae) encontraram taninos, vitamina
A, e vitamina C. Os resultados obtidos, revelaram que o teor de vitamina C, foi
equivalente aos encontrados em abacate, abacaxi e melancia, e os da vitamina A,
equivalente aos encontrados em mamao, péssego, goiaba e varias outras frutas

tropicais.

Fechine, et al. (2000), verificaram pelo estudo fitoquimico da planta
Hornschuchia obliqgua (Annonaceae), a presenca dos seguintes alcalbides:
roemerina, guadiscina, liriodenina, cleistopholina e o alcaldide do tipo
azantraquinona, ja descritos na literatura, mas encontrados pela primeira vez nesse

género.

Silva et al. (2000), avaliaram a atividade analgésica e antiinflamatéria da
Annona glabra (Annonaceae) em camundongos. Os resultados mostraram que 0s
extratos estudados possuem atividade antinociceptiva de modulacao periférica sem,

no entanto apresentarem atividade antiinflamatoria.

Frana et al. (2000), estudando sobre a familia Annonaceae determinaram

a atividade citotoxica do extrato de cascas de Duguetia sp em Artemia salina.

Siqueira et al., (1998) realizaram estudos fitoquimicos biomonitorado das
cascas do caule de Duguetia glabriuscula (Annonaceae), onde testaram ensaios
sobre toxicidade em Artemia salina. Assim, verificou-se que a toxicicidade de
alcaldides sobre esse organismo marinho possui uma boa correlagdo com atividade

antitumoral.

16



Silva et al. (1998), realizaram estudos sobre os extratos de Annona
crassiflora e Hyptis ovalifolia em isolados de Cryptococcus neoformans que é o
fungo que causa a micose sistémica, denominada criptococose que afeta sobretudo
individuos imunocomprometidos (AIDS). Atualmente o tratamento da criptococose é
limitado devido a toxicidade apresentada como efeito colateral. Os ensaios feitos
com o extrato bruto etanodlico das folhas de A. crassiflora e H. ovaliflora mostraram
que a mistura dos extratos das referidas plantas (sobretudo a fracdo aquosa)

possuem efetivo poder inibitorio para a proliferacdo de C. neoformans.

Garcia et al. (2000), realizaram a triagem de extratos vegetais nas familias
Combretaceae, Apocynaceae, Annonaceae para a verificacdo da possivel atividade
antitumoral e isolamentos biomonitorado de substancias ativas, no organismo
Artemia salina. Os resultados encontrados, demonstraram que dentre as espécies
testadas, a Annona coriacea apresentou maior toxicidade em A. salina. A substancia
acetogenina tetra-hidrofuranica, possivelmente a (+) - gigantecina, foi isolada das

folhas de A. coriacea e mostrou-se ativa em células de carcinoma mamario humano.

Estudos realizados com a familia Annonaceae, tém indicado a presenca
de outros constituintes com comprovada atividade biol6gica, como o célcio, fésforo,
ferro, carotendides, vitamina B1 e B2 e vitamina C (Agostini et al. 1995; Almeida et
al. 1987), além da classe das acetogeninas, que representa um grande interesse
nos estudos fitoquimicos de Annonaceae, particularmente do género Annona
(Santos et al. 1994).

Jolad et al. (1982), testaram o extrato etandlico das raizes de Uvaria
accuminata e dele isolaram a primeira acetogenina de Annonaceae, uma substancia
gue apresentou atividade citotdxica, antiparasitaria e antitumoral no sistema PS

(leucemia linfocitica em ratos) in vivo.

A grande maioria dessas acetogeninas apresentaram atividade
antitumoral em testes in vitro e in vivo contra diferentes linhagens de células
neoplasicas. Algumas delas sdo também efetivas na inativacdo de linhagens de
células resistentes as drogas, e séo relativamente nao téxicas as células tumorais
humanas. Atividades antimitética, antimicrobiana e antimalarica também foram

atribuidas as acetogeninas de Annonaceae (Oberlies et al. 1997; Sousa et al. 2000).
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A possivel acdo antitumoral desta classe de acetogeninas, demonstrada
experimentalmente, foi atribuida pelo impedimento da producdo de ATP através da
inibicdo da enzima oxi-redutase ubiquinona-NADH (Complexo 1) do sistema
transportador de elétrons mitocondrial (Londershausen, et al. 1991; Hollingworth et
al. 1994; Pollo-Zafra et al. 1996) e da enzima oxidase ubiquinona-NADH de
membranas plasmatica de células tumorais (Morre, et al. 1995).

Santos et al. (1995), isolaram e determinaram a estrutura de uma nova
acetogenina, a partir do extrato etanélico de sementes de Annona crassiflora Mart.
que foi denominada de crassiflorina. Dessa maneira, crassiflorina, bulatanocina e
cherimolina-2 sdo denominacdes diferentes para a mesma substancia que foi isolada
em trés paises diferentes: Brasil, Estados Unidos e Franca, a partir de espécies do
género Annona, a saber Annona crassiflora, Annona Bullata e Annona cherinolia
(Cortes et al. 1993). A crassiflorina, demonstrou, in vitro, significante atividade contra
linhagens de células tumorais humanas quando comparada com adriamicina, agente
conhecidamente antineoplasico (Santos et al. 1995) A presenca de atividade
antitumoral da crassiflorina tem despertado um grande interesse por Annona
crassiflora Mart. (Araticum) como uma possivel fonte potencial de agente

antineoplastico natural (Santos et al. 1994).

Estudos realizados com plantas da familia Annonaceae vem demonstrar a
importancia da continuidade de investigacdes especificas sobre o extrato de varias

espécies e sua aplicabilidade na medicina (Silva et al. 1998).

Nos Uultimos anos, varios tipos de testes tem sido aplicados para a
avaliacdo de efeitos genotdxicos e/ou mutagénicos de fitoterapicos (Varella-Garcia,
1987).

O uso indiscriminado das plantas medicinais brasileiras pela populacéo,
tem despertado o interesse cientifico para o desenvolvimento de pesquisas sobre a
verificagdo dos possiveis efeitos mutagénico e/ou antimutagénicos das mesmas
(Chen-Chen e Sena, 2002). Portanto, o presente trabalho propds investigar estes
possiveis efeitos na planta medicinal Duguetia furfuracea pelo teste Ring-x-loss, que
permite a deteccdo da possivel atividade genotoxica em D. melanogaster por
oferecer respostas de células germinativas a mutagenos obtidos pelo teste da perda

do cromossomo X em anel (Cunha et al. 1992), ou pela atuacdo de mutagenos em
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células somaticas pelo teste de mutacdo e recombinacdo soméatica (SMART-asa),
Graf et al. (1984), bem como o teste de Ames, que permite medir a mutagenicidade
da bactéria pelo nimero de células revertentes para a prototrofia de histidina (Maron
e Ames, 1983).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar:

- A atividade genotdxica da planta D. furfuracea em células germinais de D.
melanogaster com o teste da perda total do cromossomo X em anel (RXL);

- A atividade genotéxica e antigenotoxica de D. furfuracea em células somaticas D.

melanogaster pelo teste de mutacdo e recombinacdo somatica SMART-asa;

- A atividade mutagénica e antimutagénica de D. furfuracea pelo teste de AMES em
cepas de S. typhimurium TA 97a, TA 98, TA 100 e TA 102.
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3. EXPERIMENTO |

3.1 Teste para a deteccdo da perda do cromossomo X em anel

O teste ring-x-loss, € um teste de curta duracdo que permite avaliar a
atividade mutagénica de compostos, pela inducdo de mutacdes génicas e quebras
cromossdmicas em células germinais de D. melanogaster. A utilizacdo de testes
como o (RXL), em um Unico estagio da espermatogénese pode conduzir a
resultados falsos negativos. Entretanto, quando se realiza este teste, utilizando a
metodologia de ninhadas, que consiste no cruzamento sucessivo dos machos
tratados, com novas fémeas virgens a intervalos de 3, 2 ou 1 dia respectivamente,
obtém-se células tratadas em diferentes estagios da espermatogénese, permitindo a
separacdo de células sexuais progressivamente mais jovens ao tempo do
tratamento, garantindo assim, a eficacia dos resultados obtidos (Zijlstra e Vogel,
1988).

3.2 Material e método
3.2.1 Linhagens de D. melanogaster

Utilizou-se machos da linhagem marcadora ring-x e fémeas virgens
ywsn3, cujas constituicdes genotipicas sdo respectivamente, C1 (2) yB/ y+ YBS e

ywsn? /ywsn? (Lindsley e Grell, 1968; Lindsley e Zimm, 1992).
3.2.2 Defini¢c&o das doses de Duguetia furfuracea

Como o teste ring-x-loss visa analisar o efeito clastogénico de certos
compostos quimicos ou fisicos, entre os descendentes de machos tratados (Zijlstra
& Vogel, 1988), a curva de toxicidade da D. furfuracea permite estabelecer a
sobrevivéncia em meio de cultura. Entretanto, existem certos compostos com
elevada citotoxicidade, capazes de inibir totalmente as divisbes celulares, por isso,
no caso do teste ring-x-loss, é fundamental que a meiose continue seu curso apos o

tratamento dos machos. (Galloway et. al. 1994).

Concentragcdes altamente toxicas conduzem a poucos descendentes, 0
que torna a analise estatistica invidvel. Dessa maneira, busca-se concentragfes que
permitem uma maior sobrevivéncia e, consequientemente, uma melhor andlise

estatistica dos dados (maior nimero de descendentes), (Galloway et al. 1994).
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Com o objetivo de definir as doses de Duguetia furfuracea que permitem
uma sobrevivéncia em meio de cultura garantindo assim um bom numero de
individuos, realizou-se a curva de sobrevivéncia da seguinte maneira: inicialmente as
folnas de D. furfuracea utilizadas no preparo das doses, foram previamente
coletadas no campo (Figura,1A) e posteriormente submetidas ao processo de
lavagem com &gua destilada e secagem em estufa a 45°C. As folhas secas foram
preparadas em infusdo por 20 minutos. As dosagens foram estabelecidas a partir
dessa curva de sobrevivéncia, onde se elegeram as diluicdes com menor indice de
mortalidade. Para a realizacdo dessa curva, foram feitos trés experimentos com
machos da linhagem marcadora ring-x, com 2-3 dias de idade, que foram
submetidos a um jejum por 4 horas. ApOs este periodo, as moscas foram
transferidas para tubos de fundo chato, preparados com algodao (camada + 1.0 cm)
e cobertos com papel filtro contendo 2 ml de diferentes diluicbes da solugcdo mae
(17g de D. furfuracea em 100ml de &gua destilada por infusédo). Foram colocados 10
individuos por tubo, perfazendo 10 repeticdes por tratamento. Para o controle
negativo utilizou-se agua destilada esterilizada. As moscas permaneceram neste
tratamento (via ingestdo), durante 24 horas. A partir dessa solucdo méae foram
realizadas diluicdes (75%, 50%, 25% 20%, 12,5% 10% e 8%) que foram testadas
para se estabelecer uma curva de sobrevivéncia. Dentre os resultados obtidos,
foram selecionadas 3 diluicbes por apresentarem em média 0s seguintes nameros
de sobrevivéncia: 49% de sobrevivéntes para a dose de 50% da solu¢do mée; 65%
de sobrevivéntes para a dose 25%; e 72% de sobrevivéntes para a dose de 8%.
Portanto as diluicbes de 50%, 25% e 8% da solugdo mée, passaram a ser as doses
1, 2 e 3 utilizadas nos capitulos | e Il, dos experimentos com D. melanogaster. Desse
modo, a dose-1 corresponde a uma diluicdo de 50% da solu¢cdo mae, ou seja, 0
equivalente a 0,085g/ml; a dose-2 corresponde a diluicdo de 25% da solucdo mae,
ou o equivalente a 0,042g/ml; e a dose-3 corresponde a diluicdo de 8% da solucao
mae, equivalente a 0,014g/ml (Lewis e Bacher,1968 com modificacdes).

3.2.3 Controles

O composto uretano (etil carbamato; etil uretano; acido ester carbamico),
C3H7NO:2 foi utilizado para o controle positivo por apresentar elevada toxicidade e

acao carcinogénica (Choy et al. 1996).

22



Para o controle negativo utilizou-se 4gua destilada esterilizada.
3.2.4 Meio de cultura

Para a manutencdo do estoque foram utilizados frascos de 250ml
contendo meio de cultura para D. melanogaster (820ml de agua, 25g de fermento
bioldgico (Sacaromyces cerevisae), 11g de agar, 156g de banana, 1g de nipagin
(Graf et al. 1984).

3.2.5 Procedimento

Machos da linhagem marcadora ring-x, com 2-3 dias de idade, foram
submetidos a um jejum por 4 horas. Em seguida foram tratados por ingestao,
durante 24 horas, com 3 diferentes doses do cha por infusdo da planta D. furfuracea
(0,085g/ml; 0,042g/ml; 0,014g/ml). Para o controle positivo usou-se o0 uretano na
concentracdo de 20mM e para controle negativo agua destilada esterilizada. Foram
distribuidos 2 ml de cada solucdo dos tratamentos por tubo de fundo chato,
previamente preparados com algodéo (camada + 1.0cm) em seguida, cobertos com
papel filtro, para evitar aderéncia das moscas. Foram colocados 10 machos por tubo,
perfazendo 20 repeticbes por tratamento. Decorrido o periodo de tratamento os
machos foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio banana-agar para
0s cruzamentos com fémeas virgens ndo tratadas da linhagem marcadora ywsn?,
com 2-3 dias de idade, na proporcdo de 1:1 por tubo, durante trés dias, para a
obtencdo da primeira ninhada. Em seguida, as fémeas foram descartadas e 0s
machos foram transferidos e submetidos a outro cruzamento com novas fémeas
virgens ywsn? por dois dias, obtendo-se assim a segunda ninhada. Novamente, as
fémeas foram descartadas e os machos transferidos e submetidos ao terceiro
cruzamento por mais dois dias para a obtencdo da terceira ninhada. Assim, foram
obtidas 3 ninhadas que representam amostras homogéneas de células germinativas
tratadas em diferentes estagios da espermatogénese. Os ensaios foram conduzidos
a temperatura de aproximadamente 25° + 1°C e a umidade relativa de mais ou

menos 60% (Lewis e Bacher,1968). O experimento foi realizado com trés repetices.
3.2.6 Analise da geragao F1

Apoés dez dias do cruzamento de machos ring-x tratados com fémeas

virgens ywsn® nas condicdes laboratoriais descritas, obteve-se o inicio da
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emergéncia da geracédo F1 de D. melanogaster que foi analisada, observando-se os
fendtipos encontrados. Os individuos desta progénie foram agrupados em 11 classe
fenotipicas, sendo que as classes 1 e 2 correspondem aos descendentes
normalmente esperados (ndo-mutantes); e as demais as classes mutantes de 3 a
11. (Valencia et al. 1984; Zijlstra e Vogel, 1988).

A geracao F1 proveniente do cruzamento de machos ring-x tratados com
fémeas virgens ywsn?, foi analisada de acordo com os critérios agrupados em 11
classes fenotipicas, sendo a Classe 1: fémea (Xp/Xm) - olho vermelho e reniforme,
corpo amarelo e cerdas normais (Figura 1B,a). Classe 2: macho (Xm/y+ YBS®) - olho
branco e em barra corpo selvagem e cerdas retorcidas (Figura 1B,a). Classe 3:
macho (Xm/0) - perda total do cromossomo X em anel: olho branco e redondo
(normal), corpo amarelo e cerdas retorcidas (Figura 1B,b). Classe 4: mosaico (Xm/0-
Xm/Xp) - perda total do cromossomo X em anel na por¢do masculina: lado
masculino: olho branco e redondo, corpo amarelo e cerdas retorcidas e lado
feminino: olho vermelho e reniforme, corpo amarelo e cerdas normais (Figura 1C,a).
Classe 5: fémea (Xm/Xp/y+YBS®) — nédo-disjuncdo no macho, olho vermelho e em
barra, corpo selvagem e cerdas retorcidas. Classe 6: macho (Xm/y+Y) - perda
parcial do cromossomo Y, olho branco e redondo, corpo selvagem e cerdas
retorcidas (Figura 1C,b) Classe 7: macho (Xm/YBS) - perda do cromossomo Y olho
branco e em barra, corpo amarelo e cerdas retorcidas. Classe 8: mosaico
(Xm/y+YBS-Xm/YBS) - perda parcial do cromossomo Y, na extremidade curta; lado A:
olho branco e em barra, corpo selvagem e cerdas retorcidas e lado B: olho branco e
em barra corpo amarelo e cerdas retorcidas. Classe 9: fémea (Xm/Xmy+YBS®) - néo
disjuncdo na fémea, olho branco e em barra, corpo selvagem e cerdas retorcidas.
Classe 10: fémea (Xm/Xm) - ndo-disjuncdo na fémea, olho branco e redondo, corpo
amarelo e cerdas retorcidas. Classe 11: macho (Xp/o) — ndo-disjuncdo na fémea,
olho vermelho e reniforme (Fig.2F), corpo amarelo e cerdas normais (Valencia et al.
1984; Zijlstra e Vogel, 1988).

Os dados obtidos pela soma dos trés experimentos independentes, foram
comparados por qui-quadrado. A freqiéncia de perda completa do cromossomo X
em anel foi calculada pela somatoria entre os individuos pertencentes a classe 3
(Xm/0) e os individuos da classe 4 - mosaico -(Xm/0-Xm/Xp) dividida pela somatdria

dos individuos pertencentes as classes: 1(Xp/Xm); 3 (Xm/0); 4 (Xm/0-Xm/Xp); 5

24



(Xm/Xply+YBS®) e 11 (Xp/o) de cada experimento, e o resultado, foi obtido pela média
dos trés experimentos (Zijlstra and Vogel, 1988; Frei & Wurgler 1988).

3.2.7 Analise estatistica

A analise estatistica para o0 experimento ring-x-loss foi realizada
considerando-se duas hipéteses simultaneamente: Ho: hip6tese nula e Ha; hipbtese
alternativa, que permitem classificar os resultados como: positivo, negativo, fraco-
positivo ou inconclusivo. (Quadro 1A). Comparou-se os valores de X2 encontrado
com o X?, unilateral = 2.706 e com 0.05 (1GL), podendo-se aceitar ou ndo Ho,
dependendo do resultado (Frei & Wirgler 1988).

3.3 Resultados e discussao

O presente trabalho avaliou a possivel atividade clastogénica da planta
medicinal D. furfuracea em células germinativas de D. melanogaster pelo teste ring-

x-loss.

Foram realizados trés experimentos independentes, cada um composto
por trés ninhadas que representam diferentes etapas da espermatogénese. As
ninhadas 1, 2 e 3 representam células tratadas nas fases de espermatozéides,
esperméatides adultas e espermatides jovens, respectivamente. Essa € uma técnica
que permite detectar efeitos genéticos em células germinativas pdos-meidticas
adultas e mais jovens, refletindo sua sensibilidade ao composto (Sankaranarayanan
e Sobels, 1976; Wijen et al. 2001).

A utilizacdo da metodologia de ninhadas, associada ao tratamento via
ingestdo nos machos ring-x-loss, possibilitou sugerir que a auséncia de efeito
genotoxico de D. furfuracea ocorreu tanto em células germinais masculinas
proficientes em enzimas envolvidas na ativacdo metabdlica; como é o caso de
espermatoécito e espermatozdide — quanto em células enzimaticamente inativas no
que se refere a metabolizacdo — o0s espermatozéides. De acordo com
Sankaranarayanan e Sobels (1976), os espermatozéides maduros de D.
melanogaster ndo possuem a maquinaria bioquimica necessaria para restaurar as
lesbes pré-mutacionais ou converté-las em mutagbes. As enzimas comprometidas
com o metabolismo do DNA sdo controladas pelo gendtipo materno, estando

presentes no citoplasma dos oo6citos no momento da fertilizacdo. Dessa maneira, a
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reparacdo das lesfes espontédneas ou induzidas nos espermatozoéides é realizada
por mecanismos presentes nos o06citos — caracterizando o chamado reparo materno
(Graf et al. 1979 e Frei, 1982).

O uretano, utilizado como controle positivo é um agente genotoxico
formador de adutos de DNA, provenientes de sua transformacdo metabdlica em
vinilcarbamato seguida de epoxidacdo a N-hidroxietil carbamato, visto que, na sua
forma original (etil-carbamato), ndo contém estruturas ativas (Gupta e Dani 1989). O
uretano tem sido utilizado como agente genotoxico em testes somaticos — SMART:
asa e olho (Frélich e Wiurgler, 1990; Graf e Van Schaik, 1992; Vogel e Nivard, 1993;
Abraham e Graf, 1996), bem como em células germinativas dos testes SLRL
(Foureman et al. 1994) e RXL (Leigh, 1976) de D. melanogaster.

A tabela 1A, apresenta os resultados obtidos nas trés repeticbes dos
experimentos da avaliacdo da atividade mutagénica pelo teste ring-x-loss, com a
freqiéncia de perda completa do cromossomo X em anel, perda parcial do
cromossomo Y, mosaicismo e nao disjuncdo em células germinativas de machos

adultos de D. melanogaster tratados com D. furfuracea.

Pela repeticdo |, pode-se observar que os descendentes de D.
melanogaster provenientes de machos da linhagem marcadora ring-x tratados com
D. furfuracea nas doses 0,085g/ml, 0,042g/ml e 0,014g/ml, cruzados com fémeas
virgens ywsn?, ndo apresentaram um aumento de perda completa do cromossomo X
em anel, perda parcial do cromossomo Y, mosaicismo e nao disjunc¢ao,
estatisticamente significativos (P>0,05) para as ninhadas 1, 2 e 3, quando
comparados por qui-quadrado com o controle negativo.

As frequéncias de perda completa do cromossomo X em anel, perda
parcial do cromossomo Y, mosaicismo e nado disjuncao, observadas na repeticéo I,
com os descendentes do cruzamento de machos ring-x tratados com D. furfuracea
(0,085g/ml, 0,042g/ml e 0,014g/ml) e fémeas virgens ywsn3, ndo apresentaram
aumento estatisticamente significativo (P>0,05) nas diferentes ninhadas, quando

comparadas por qui-quadrado com o controle negativo.

Pela repeticdo Ill, observou-se que os descendentes de machos ring-x
tratados com D. furfuracea nas doses 0,085g/ml, 0,042g/ml e 0,014g/ml e cruzados

com fémeas virgens ywsn?3, ndo apresentaram aumento estatisticamente significativo
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(P>0,05) para as 3 ninhadas, quando comparados por qui-quadrado com o controle

negativo.

O controle positivo (Uretano 20mM) apresentou nas repeticdes I, Il e lll,
perda completa do cromossomo X em anel, perda parcial do cromossomo Y,
mosaicismo e ndo disjuncao, entre os descendentes do cruzamento de machos ring-
X tratados e cruzados com fémeas virgens ywsn?3. Pelos resultados obtidos, verificou-
se que houve um aumento estatisticamente significativo (P>0,05) para as ninhadas

1, 2 e 3 quando comparados com o controle negativo, pelo teste de qui-quadrado.

Pela tabela 1A, pode-se observar que as ninhadas 1, 2 e 3 tratadas com
uretano (20mm), apresentaram resultados positivos para as classes 1 (Xp/Xm)
fémeas regulares; classe 2 (Xm/y+ YBS) machos regulares; classe 3 (Xm/0) perda
completa do cromossomo X em anel; classe 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; classes 6, 7 e
8 (Xmly+Y; Xm/YBS ; Xm/y+YBS-Xm/YB® ) perda parcial do cromossomo Y. Com
base nos dados das classes 5, 9, 10 e 11 (Xm/Xp/y+YBS ; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm e
Xp/o), verificou-se que a porcentagem de perda do cromossomo X em anel para a
ninhada 1 foi de 6.42% (£ 0.79); para a ninhada 2 de 7.40% (£ 1.10); para a ninhada
3 de 6.43% (+ 0.50).

Pelos dados obtidos das ninhadas 1, 2 e 3, tratadas com agua destilada
esterilizada (controle negativo), observou-se que para a classe 1 (Xp/Xm) fémeas
regulares; classe 2 (Xm/y+ YBS) machos regulares; classe 3 (Xm/0) perda completa
do cromossomo X em anel; classe 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; classes 6, 7 e 8
(Xm/y+Y; Xm/YBS® ; Xm/y+YBS-Xm/YBS ) perda parcial do cromossomo Y ; classes 5,
9, 10 e 11 (Xm/Xply+YBS ; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm e Xp/o), o resultado foi negativo. A
porcentagem de perda do cromossomo X em anel para a ninhada 1 foi de 1.12% (+
0.14); para a ninhada 2; 1.33% (z 0.39); e para a ninhada 3 de 1.21% (£ 0.11).

Os resultados alcancados nas ninhadas 1, 2 e 3 tratadas com a dose-1
(0.085g/ml), foram negativos para as classes 1 (Xp/Xm) fémeas regulares; classe 2
(Xm/y+ YB®) machos regulares; classe 3 (Xm/0) perda completa do cromossomo X
em anel; classe 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; classes 6, 7 e 8 (Xm/y+Y; Xm/YBS ;
Xm/y+YBsS-Xm/YB® ) perda parcial do cromossomo Y ; classes 5, 9, 10 e 11
(Xm/Xply+YBS® ; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm e Xp/o) ndo-disjungéo. Os resultados obtidos

com a dose 0,085g/ml na ninhada 1, apresentaram uma média de perda completa
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do cromossomo X em anel de 1.38% (x 0.06). Observou-se entretanto, que esta
dose ndo levou a um aumento estatistico significativo em relacdo ao controle
negativo que nesta ninhada apresentou uma média de 1.12% (x 0.14). Para a
ninhada 2 a média média foi de 1.15% (+ 0.03), este valor assemelha-se com o valor
do controle negativo da ninhada 1 que apresentou uma média de 1.12% (+ 0.14).
Para a ninhada 3, a média de 1.18% (+ 0.11), um valor préximo do controle negativo
gue nesta ninhada foi de 1.21% (£ 0.11).

Pdde-se observar pelos dados obtidos das ninhadas 1, 2 e 3 tratadas com
a dose 0.042g/ml, que para as classes 1 (Xp/Xm) fémeas regulares; classe 2 (Xm/y+
YBS) machos regulares; classe 3 (Xm/0) perda completa do cromossomo X em anel;
classe 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; classes 6, 7 e 8 (Xm/y+Y; Xm/YBS ; Xm/y+YBs-
Xm/YBS® ) perda parcial do cromossomo Y ; classes 5, 9, 10 e 11 (Xm/Xp/y+YBS ;
Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm e Xp/o) nao-disjuncédo, os resultados foram negativos,
apresentando na ninhada 1, uma média de 1.17% (+ 0.11); este valor esta bem
préximo do controle negativo que nesta ninhada apresentou uma média de 1.12 % (z
0.14) e que na ninhada 3 apresentou uma média de 1.21% (+ 0.11). O tratamento
com esta mesma dose apresentou na ninhada 2 uma média de 1.22% (+ 0.12), ou
seja, um valor bem préximo do controle negativo da ninhada 3, que apresentou uma
média de 1.21% (= 0.11). A ninhada 3 apresentou para esta dose, uma média de
1.18% (+ 0.11), valor semelhante ao controle negativo desta ninhada que foi de
1.21% (£ 0.11).

Observou-se que as ninhadas 1, 2 e 3 tratadas com a dose-3 (0.014g/ml),
apresentaram um resultado negativo para as classes 1 (Xp/Xm) fémeas regulares;
classe 2 (Xm/y+ YBS) machos regulares; classe 3 (Xm/0O) perda completa do
cromossomo X em anel; classe 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; classes 6, 7 e 8 (Xm/y+Y;
Xm/YBS; Xm/y+YBs-Xm/YBS) perda parcial do cromossomo Y; classes 5, 9, 10 e 11
(Xm/Xply+YBS; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm e Xp/o) n&o-disjungdo. A ninhada 1,
apresentou uma média de 1.17% (x 0.15). Pdéde-se observar, que esta dose néo
induziu a um aumento estatistico significativo em relagdo ao controle negativo, que
nesta ninhada apresentou uma média de 1.12% (+ 0.14). Na ninhada 2, esta dose
apresentou uma meédia de 1.14% (+ 0.16), sendo um valor préximo do controle

negativo da ninhada 1, que apresentou uma média de 1.12% (+ 0.14). Esta dose
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pode ser correlacionada também com o valor do controle negativo da ninhada 3, que
apresentou uma meédia de 1.21% (+ 0.11).

Nunes e Carvalho, (2003) relataram que a perda completa de
cromossomo X em anel (classe 3) pode estar relacionada com eventos do tipo
quebras cromossOomicas (Leigh, 1976; Vogel e Natarajan, 1979). Entretanto,
algumas evidéncias experimentais indicam que a ocorréncia de trocas entre
cromatides irmas pode ser um mecanismo alternativo que conduz a perda completa
de cromossomo X em anel (Wirgler e Graf, 1980). Conseqlientemente, a perda
completa de cromossémo X em anel pode refletir dois tipos de fendmenos
relacionados tanto com quebras cromossOmicas simples ou duplas, quanto com
trocas de cromatides irmas (Valencia et al. 1984). O mosaicismo verificado nas
classes 4 e 8, pode ser causado por perda do cromossomo X durante a divisao,
mesmo 0 mosaicismo pode também ser produzido por crossing-over (Leigh, 1976,
Zijstra e Vogel, 1988). A perda parcial do cromossomo Y (classes 6 e 7) pode ser
devido a perda dos marcadores para as partes curtas e longas deste cromossomo.
Neste caso a maioria das perdas parciais dos cromossomos ocorreram devido a
guebras cromossomicas. Tais eventos, sao relativamente raros no cromossomos Y
em comparacdo com o cromossomo X em anel. A perda dos B marcadores situados
na parte longa do Y cromossomo esta relacionada ao resultado da quebra do
cromossomo, enquanto que a perda da parte curta y+ do marcador pode resultar em
delecdes ou mutacdes de ponto. Valencia et al. (1984), analisando o teste ring-x-
loss, propuseram que os resultados da néo-disjuncéo verificada nas classes 5,9,10 e
11, ocorreram devido a perda ou ganho de cromossomos inteiros em fungcédo da
interferéncia causada pelo composto testado. O presente estudo, mostrou uma
correlacdo com a literatura acima citada, devido a ocorréncia de mutacfes
espontaneas no controle negativo, assim como das mutacfes induzidas por D.
furfuracea (valor proximo das mutagBes espontaneas), e no controle positivo, por

apresentar inducdo da atividade mutagénica nas classes analisadas.

Pelos resultados obtidos (Tabela 1A), pdde-se observar que o controle
positivo apresentou uma alta freqiéncia de perda do cromossomo X anel, oscilando
entre 6.42% (x 0.79) a 7.40% (= 1.10). De acordo com a literatura, verificou-se que o
uretano atuou apresentando uma acao genotodxica nas células germinativas de todas

as ninhadas analisadas (Foureman et al. 1994).
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Observou-se pelos resultados do controle negativo, que a frequéncia de
perda espontanea do cromossomo X em anel, variou entre 1.12% (+ 0.14) a 1.33%
(= 0.39). Estes resultados encontram-se de acordo com Wijen et al., (2001), que em
seus experimentos com células germinativas, demonstraram uma frequéncia de
mutacdo espontadnea média de 2.0%. Segundo Leigh et al. (1976), as variagcbes
entre as frequéncias de perda espontanea podem ser devidas as influéncias de

fatores nutricionais bem como as idades materna e paterna.

Abrahan e Kesavan (1998), na India, estudaram com Drosophila a
possivel genotoxicidade de alguns condimentos e especiarias usados como
constituintes da dieta, como o gengibre, o cravo da india, a canela e outros, obtidos
como extratos aquosos a quente, e administrados isolados ou em combinag¢do com
cafeina ou teofilina, via teste de “Perda do Cromossomo X em Anel” e teste do
“‘Recessivo Letal Ligado ao Sexo”. Os resultados mostraram que, quando
ministrados isolados, nenhum destes compostos induziu um aumento significante de

frequéncia de perdas do cromossomo X em anel e/ou de mutacgdes ligadas ao sexo.

Graf e Wirgler (1986), investigaram a genotoxicidade do café instantaneo
e do café congelado a seco preparado em casa, através de ensaios de
mutagenicidade em células germinativas de D. melanogaster, dentre eles, o teste de
“‘Perda do cromossomo sexual”’, sendo que nenhum efeito genotoxico pbde ser

detectado nos ensaios.

Cunha et al. (1992) estudando o potencial mutagénico do acido tanico, em
células germinais de Drosophila melanogaster, via testes da “Perda do Cromossomo
X em Anel” (“Ring-Loss”) e do “Letal Recessivo Ligado ao Sexo (SLRL), concluiram

gue 0 mesmo nado possui atividade mutagénica e/ou clastogénica.

Guerra (1994), com o teste ring-x-loss, analisou a possivel acao
genotoxica da planta medicinal boldo (Vernonia condensata), deduzindo que as
perdas totais ou parciais e ndo-disjuncdo em células pods-meidticas de D.

melanogaster, ndo foram significativas.

Pereira (1999), desenvolvendo o teste ring-x-loss para verificar sobre o
possivel efeito genotéxico da planta (Hiptidendron canun) observou que a mesma

nao exerceu atividade clastogénica no que se refere a perda total do cromossomo X
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em anel, mosaicismo, perda parcial do cromossomo Y e nado-disjuncdo em células

germinais de D. melanogster.

Nunes e Carvalho (2003), avaliaram o potencial mutagénico da planta
algodadzinho—do-campo (Cochlospermum regium), em células germinais de D.
melanogaster, através do teste ring-x-loss, obtendo com a dose 0,013g/ml na
ninhada 3, um valor de perda do cromossomo x em anel de 1.13%. Este valor esta
proximo ao valor encontrado com D. furfuracea na dose 0,085g/ml, na ninhada 2,

gue apresentou uma perda de cromossomo x em anel de 1.15 % (+ 0.03).

Os resultados alcancados com D. furfuracea pelo teste ring-x-loss, podem
ser correlacionados com o trabalho de Souza et al. (2003), quando investigaram
sobre o efeito de (Stryphnodendron adstringens), em células germinativas de D.
melanogaster e encontraram com a dose 66% do extrato dessa planta, o valor de
1.37% de perda completa do cromossomo X em anel para a ninhada 3; ou seja, um
valor bem proximo ao que foi encontrado com D. furfuracea na dose 0,085g/ml, que
na ninhada 1 foi de 1.38% (+ 0.06). Foi verificado uma semelhanga em relagéo ao
controle negativo, que para S. adstringens foi de 1.82% para a ninhada 2 e para D.
furfuracea na ninhada 3, este valor foi de 1.21% (+ 0.11). O controle positivo utilizado
em ambos os trabalhos foi o uretano (20mM) e para o teste com S. adstringens a
perda completa do cromossomo X em anel para a ninhada 1 foi de 4.58%; para a
ninhada 2 de 7.71%; para a ninhada 3 de 7.52%. No presente trabalho, o controle
positivo apresentou um resultado semelhante sendo 6.42% (+ 0.79) na ninhada 1;
7.40% (+ 1.10) na ninhada 2 e de 6.43% (+ 0.50) na ninhada 3. Dessa maneira, foi
possivel constatar que os resultados obtidos com D. furfuracea estdo de acordo com

a literatura.

Resulados contrarios ao presente trabalho foram encontrados por Pinho
et al. (2014), na avaliacdo do potencial de toxicidade hidroalcodlica em extratos de
folhas de D. furfuracea (HEDF) em um modelo de Drosophila melanogaster. A
toxicidade foi avaliada como variacdo de desempenho locomotor, atividade
mitocondrial, estresse oxidativo, MAPKs fosforilagdo, e indugcdo de apoptose apos
exposicdo as concentragbes HEDF (1-50 mg / mL) durante 7 dias. Os resultados
obtidos sugerem o estresse oxidativo como um importante mecanismo subjacente a

sua toxicidade.
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Silva et al (2012), avaliaram a genotoxicidade e citotoxicidade do extrato
liofilizado de folhas de Duguetia furfuracea utlizando os testes de indugao profago A
(SOS-Induteste) e do microndcleo em medula Ossea de camundongos. Os
resultados mostraram que D. furfuracea ndo apresentou um aumento na inducédo do
profago A (P>0,05) no Induteste-SOS e também nao foi observado aumento do
namero de eritrocitos policroméaticos micronucleados (P>0,05), no Teste do
Micronucleo, sugerindo auséncia de genotoxicidade em ambos os testes. Por outro
lado, uma diminuig&o significativa no numero de bactérias, (P<0,05), bem como uma
diminuicdo significativa na relacdo entre eritrocitos policromaticos e eritrécitos
normocromaticos, (P<0,05), foram observadas, mostrando a¢éo citotoxica do extrato
liofiizado de folhas de D. furfuracea. Assim, esta planta ndo apresentou acao

genotoxica, mas mostrou um efeito citotoxico em ambos os testes utilizados.

Diante dos resultados apresentados, foi possivel verificar que D.
furfuracea ndo induziu um aumento significativo das frequéncias de aberracdes
cromossbmicas, ndo-disjuncdo ou mosaicismo em células germinais de D.

melanogaster pelo teste ring-x-loss.
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4. EXPERIMENTO I

4.1 Teste para deteccdo de mutacfes e recombinacdes soméaticas (SMART)

O teste SMART-asa é baseado na inducdo de manchas mutantes (clones)
que surgem a partir da perda da heterozigozidade de células em desenvolvimento,
as quais séo heterozigotas para um gene recessivo marcador, presente nas células

das asas de D. melanogaster (Frei e Wirgler, 1995).

No teste de mancha utiliza-se dois tipos de cruzamentos para gerar
populacdes de larvas experimentais: o padrdo (ST) e o de alta bioativacdo (HB) que
€ caracterizado por um aumento na atividade de enzimas P450. Ambos os
cruzamentos produzem dois tipos de progénie: (i) marcador-heterozigoto, onde as
manchas podem ser devido a recombinagdo mitética e outros eventos mutacionais;
(i) balanceador-heterozigoto, que detecta apenas eventos mutacionais, eliminando
todos os eventos recombinacionais devido a inversdo multipla do balanceador TM3
(Spano et al. 2001).

A realizacdo desse ensaio teve por finalidade verificar a possivel presenca
da atividade genotdxica e/ou antigenotdxica de D. furfuracea em células somaticas
de D. melanogaster. Utilizou-se para a deteccdo de mutacdo e recombinacao
somatica, linhagens de D. melanogaster portadoras de marcadores especificos

localizados no cromossomo 3.
4.2 Material e Método
4.2.1 Cruzamentos entre as linhagens mutantes

O cruzamento entre as linhagens mwh/mwh e flr3/TM3, Bds (Figura 2A),
produz dois tipos de descendentes: os marcadores trans-heterozigotos (MH: mwh + /
+ flrd) que apresentam asas fenotipicamente selvagens; e o balanceador
heterozigoto (BH: mwh + / TM3, Bd®) que apresenta asas do tipo serrilhada (Graf et
al. 1984). Para a realizacédo do cruzamento padréo (ST — “Standard Cross”), utilizou-
se fémeas virgens flr3 /IN(BLR)TMS3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e Bds que foram
cruzadas com machos mwh/mwh (Graf et al. 1989). Para a realizacdo do
cruzamento de alta capacidade de bioativacdo (HB — “High Bioactivation Cross”),
utilizou-se fémeas virgens ORR,; flr3/In(3LR)TMS, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e Bds que
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foram cruzadas com machos mwh/mwh (Graf e Van Schaick,1992). As linhagens

foram mantidas em frascos contendo meio de cultura sintético para D. melanogaster.
4.2.2 Definicdo das doses de Duguetia furfuracea

As doses de D. furfuracea usadas neste experimento foram as mesmas

descritas no experimento | (item 3.2.2.).
4.2.3 Controles

Os controles usados neste experimento foram os mesmos descritos no

experimento | (item 3.3.3.).
4.2.4 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a manutencdo do estoque de D.

melangaster neste experimento, encontra-se descrito no experimento | (item 3.2.4.).

Para a manutencdo das larvas de terceiro estadgio até a eclosdo dos
adultos, utilizou-se o meio de cultura instantaneo (Formula 4-24 Carolina Biological
Supply Company, Burlington, North Carolina), (Graf et al. 1984).

425 Procedimento

O procedimento experimental foi realizado para os dois tipos de
cruzamentos (ST e HB) com machos da linhagem marcadora mwh, com 2-3 dias de
vida, que foram cruzados com fémeas virgens flr® ou ORR,; flr3, com 1-2 dias de vida,
em meio de cultura padrdo por 8 horas, na propor¢cdo de um macho para duas
fémeas. Decorrido o periodo do cruzamento, os casais foram transferidos para
frascos (250ml) contendo meio de ovoposi¢cdo, onde permaneceram por 8 horas.
Apés este intervalo os adultos foram descartados. Aproximadamente 72+4h apos o
inicio da ovoposicao, foram coletadas larvas de terceiro estagio, por flotacdo em
agua destilada. Para o teste de mutagenicidade foram distribuidas cerca de 50
larvas em cada tubo de fundo chato contendo 1,5g de meio sintético e adicionados
5ml das diferentes doses da planta D. furfuracea (0,085g/ml; 0,042g/ml; e
0,014g/ml). Para o co-tratamento (Figura 2B), utilizou-se as mesmas dosagens
acrescidas de uretano a 20mM. Para o controle negativo utilizou-se agua destilada e
para o controle positivo uretano 20mM. As larvas submetidas ao tratamento crénico,
via co-tratamento, permaneceram por um periodo de aproximadamente 48 horas,

até alcancarem o estagio de pupa. Os adultos foram estocados em etanol a 70%. Os
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experimentos foram desenvolvidos a temperatura de aproximadamente 25° + °C e
umidade relativa de 60%. Os experimentos foram realizados com trés repeticbes
(Graf et al. 1984; Guzméan-Rincon e Graf, 1995).

4.2.6 Preparo de asas

As asas dos imagos foram retiradas do corpo, com o auxilio de um bisturi
e uma pinca de ponta fina, estendidas e fixadas sobre a superficie de laminas secas
com solucédo de Faure (30g de goma ardbica, 20ml de glicerol, 1,5g de hidrato de
cloral, e 50ml de 4gua destilada). Foram dispostas 10 asas provenientes de fémeas
e 10 de machos em cada lamina, permanecendo na estufa a 40°C, por 24 horas.
Apos este periodo, colocou-se uma laminula com uma gota de solucéo de Faure. A
lamina com a laminula permaneceram por mais 24 horas na estufa a 40°C, sendo
pressionadas por cubos de metal de 400g, para dar mais aderéncia das asas a

lamina, bem como evitar bolhas de ar na superficie da lamina (Graf et al. 1984).
4.2.7 Analise de laminas

As asas foram analisadas em suas superficies dorsal e ventral em
microscoépio 6tico de luz (objetiva 400X). Para a deteccao de manchas, considerou-
se 0s tricomas presentes nas asas, onde cada um representa uma célula. As
manchas foram classificadas de acordo o tamanho, a posicdo em que foram
detectadas na asa e os tipos encontrados que podem ser simples ou gémeas (Graf
et al. 1984).

4.2.8 Andlise estatistica

Para a avaliacdo dos possiveis efeitos mutagénicos de D. furfuracea foi
realizada a andlise estatistica com o procedimento de decisdo multipla (Quadro 1A),
que permite distinguir entre quatro diferentes resultados: positivo, fraco positivo,
negativo ou inconclusivo (Frei e Wirgler, 1988). Para a avaliacdo dos experimentos
de antimutagenicidade, utilizou-se o teste estatistico para um nivel de significancia

de 5%, desenvolvido por Frei e Wirgler (1995).
4.3 Resultados e discusséo

Com o objetivo de avaliar o possivel efeito genotoxico e/ou antigenotoxico
da planta D. furfuracea nas doses; 0,085g/ml; 0,042g/ml e 0,014g/ml, utilizou-se o

teste (SMART) em células de asas de D. melanogaster. Para o controle positivo
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utilizou-se o uretano (20mM) e para o controle negativo dgua destilada esterilizada.
O presente trabalho utilizou o tratamento cronico (48hs) tanto para os descendentes

do cruzamento ST, como para 0s descendentes do cruzamento HB (Figura 2B).

4.3.1 Verificacdo sobre a possivel atividade mutagénica de D. furfuracea em

células somaticas de D. melanogaster

A tabela 2A apresenta as frequéncias de manchas observadas nos
adultos emergentes com marcadores trans-heterozigotos do cruzamento padrdo
(MH: mwh + / + fIr3) de D. melanogaster tratados com as diferentes doses de D.

furfuracea, além dos controles positivo e negativo.

Os descendentes MH (marcadores heterozigotos) de D. melanogaster do
cruzamento padrdo (ST), tratados com D. furfuracea na dose de 0,085g/ml, ndo
apresentaram um aumento estatisticamente significativo (P>0,05) para as
frequéncias de manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e para o total
de manchas, quando comparadas com o controle negativo (Figura 2C).

O tratamento com D. furfuracea na dose de 0,042g/ml observado nos
descendentes MH do cruzamento (ST), apresentou um aumento estatisticamente
siginificativo (P>0.05), para as manchas pequenas simples, grandes simples,
gémeas e para o total de manchas, quando comparadas com o controle negativo
(Figura 2C).

Também ndo se observou um aumento estatisticametne significativo
(P>0.05), para as manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e para o
total de manchas, quando comparadas com o controle negativo (Figura 2C), entre os
descendentes MH do cruzamento padrdo (ST) tratados com D. furfuracea na dose
de 0,0014g/ml.

Ainda na tabela 2A, pode-se observar as frequéncias de manchas entre
os descendentes MH de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de
bioativacdo (BH: mwh + / TM3, BdS) tratados com diferentes doses de D. furfuracea,

assim como os controles positivo e negativo.

As frequéncias de manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas

e total de manchas obtidas entre os descendentes MH do cruzamento HB na dose
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0,085¢g/ml de D. furfuracea, ndo foram estatisticamente significativas (P>0,05)

guando comparadas com o controle negativo (Figura 2D).

Nas larvas descendentes do cruzamento HB tratadas com D. furfuracea
(0,042g/ml), verificou-se que para as frequéncias de manchas pequenas simples,
grandes simples, gémeas e para o numero total de manchas, ndo houve aumento

significativo (P>0,05) quando comparadas com o controle negativo (Figura 2D).

Também as frequéncias de manchas obtidas nos descendentes do
cruzamento HB com D. furfuracea (0,014g/ml), n&o apresentaram aumento
estatisticamente significativo (P>0,05) para as manchas pequenas simples, gémeas
e para o numero total de manchas, quando comparadas com o controle negativo
(Figura 2D).

O controle positivo apresentou para os descendentes MH (ST e HB) um
aumento estatisticamente significativo nas frequéncias de manchas pequenas

simples (Figura 2G,a), grandes simples (Figura 2H,a), gémeas (Figura 2H,b) e no
total de manchas quando comparadas com o controle negativo. As frequéncias de

manchas espontaneas (Figura 2G,a), obtidas no controle negativo, observadas nos
descendentes do cruzamento ST e HB, estdo compativeis com a literatura (Graf e
Van Schaik, 1992).

O uretano utilizado como controle positivo, € um agente que possui
efeitos comprovadamente genotoxicos no teste da mancha da asa de D.
melanogaster. Os resultados obtidos no controle positivo com o0s experimentos ST e
HB demonstraram sua eficaz acdo por induzir pré-mutagenos, elevando
significativamente a frequiéncia de manchas observadas, apresentando assim um
perfil comparavel a literatura (Idaomar et al. 2002). As freqiéncias de manchas
espontaneas, obtidas no controle negativo, observadas nos descendentes dos

cruzamentos ST e HB, estdo de acordo com a literatura (Graf e Van Schaik, 1992).

Frolich e Wargler (1990), estudaram sobre a genotoxicidade do ethyl
carbamate (uretano), em D. melanogaster com teste SMART-asa. Os resultados
obtidos com o cruzamento padrao (ST) na concentragcao de 20(mM) demonstraram
que para as manchas pequenas simples (1-2 células) a frequiéncia de inducéo foi de

1.50(180) +; para as manchas grandes simples (>2 células) a frequiéncia de inducao
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foi de 0.17(21) +; para as manchas gémeas a frequéncia de inducéo foi de 0.11(13)
+ e o total de frequiéncias induzidas foi de 1.78(214) +. No cruzamento HB, o total de
freqiéncia de manchas induzidas na concentracdo de 10(mM) foi de 0.79(63) +; e na
concentracdo de 30(mM) foi de 2.47(198)+. Dessa maneira, foi possivel evidenciar a

eficiéncia do agente uretano como indutor de genotoxicidade.

Os resultados obtidos no presente trabalho, com o controle positivo no
teste de mutagenicidade (SMART-asa), apresentaram uma correlacdo com o
trabalho de Frélich e Wirgler (1990), sendo que no cruzamento padrdao (ST), o
uretano (20mM), apresentou para as manchas grandes simples (>2 células) uma
frequéncia de inducdo de 0.76(46)+,enquanto que no trabalho acima citado foi de
0.17(21)+; para as manchas gémeas a frequéncia de inducédo foi de 0.76(46)+,
sendo que Frélich e Wirgler (1990), alcacaram uma valor de 0.11(13)+ ; o total de
frequéncia induzida foi de 1.76(106)+, enquanto a literatura citada apresenta um
valor bem proximo, sendo 1.78(214)+. No cruzamento (HB), o resultado obtido no
presente trabalho, com o total de frequéncia de manchas induzidas foi de
1.33(124)+. Dessa maneira, pdde-se observar, que muito embora Frélich e Wrgler
(1990), ndo tenham utilizado o uretano na concentracao de 20(mM), no ensaio com
o cruzamento (HB), houve uma correlagdo entre ambos os trabalhos, devido ao fato
dos valores alcancados no presente trabalho com o uretano (20mM) para o total de
manchas, ser intermediario para os valores obtidos na concentracédo de 10 e 30(mM)

pelos referidos autores.

Resultados contrarios aos obtidos com D. furfurcaea, foram encontrados
por Frei and Wirgler (1995), quando realizaram ensaios com D. melanogaster para a
avaliacdo do potencial mutagénico da planta medicinal Aristolochia clematitis L. Os
autores constataram que esta planta foi capaz de induzir mutacdes e recombinacdes

mitoticas em células somaéticas pelo teste SMART-asa.

A vitamina C (acido ascorbico) encontrada em muitas frutas e vegetais
(Ferguson, 1994) foi estudada por Triparthy et al. (1990), que utilizaram o teste
SMART-asa, para a verificacdo do possivel efeito mutagénico. Os resultados
encontrados, demonstraram que o acido ascorbico néo induziu efeitos genotoxicos

nas manchas das asas de D. melanogaster.
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Sousa et al. (2003), estudando a possivel presenca da atividade
genotoxica do fitoterapico Stryphnodendron adstringens (Mart), em células
somaticas de D. melanogaster, pelo teste SMART-asa, verificaram que ndo houve
um aumento estatisticamente significativo nos resultados obtidos. Portanto, o
presente trabalho pode ser correlacionado com o destes autores, por apresentar
caracteristicas semelhantes. A planta S. adstringens apresentou no controle
negativo dos cruzamentos; (ST) e (HB), uma frequéncia para o total de manchas de
0.41(23) e 0.37(20) respectivamente, enquanto que para D. furfuracea os valores
para os cruzamentos (ST) e (HB) foram de 0.21(13) e 0.28(17) respectivamente. A
dose de 100% de S. adstringens, (barbatimdo) apresentou no cruzamento (ST) um
valor de 0.18(11) de frequéncia de manchas induzidas, sendo que a planta D.
furfuracea apresentou para as doses 0,085g/ml e 0,042g/ml o valor de 0.11(07). No
cruzamento (HB), as doses 66%, 75% e 100% de S. adstringens, apresentaram para
o total de manchas induzidas, os valores de 0.30(18); 0.42(25) e 0.42(25)
respectivamente, enquanto D. furfuracea apresentou para as doses 0,085g/ml;
0,042g/ml e 0,014g/ml um valor de 0.13(08) para o referido cruzamento. Dessa
maneira, ficou evidenciado a auséncia da atividade genotoxica em ambas as plantas

estudadas.

Toledo et al. (2006), estudaram os possiveis efeitos abortivos e tdéxicos do
extrato aquoso de D. furfuracea em ratas gravidas (Rattus norvegicus). Foi
observado com as doses (20g/100ml H20) de 5% e 10% a presenca de cistos nos
Uteros das ratas tratadas, o que comprova a implantacdo do blastocisto sem
desenvolvimento fetal. O numero total de corpo Ildteo nos animais tratados
apresentaram uma reducdo significativa em comparacdo com o0 grupo controle,
demonstrando portanto, a embriotoxicidade de D. furfuracea. No entanto, na
presente pesquisa, detectamos falta de atividade mutagénica de infusdo de folhas D.

furfuracea utilizando o teste SMART.

Resultados semelhantes ao estudo com D. furfuracea foram encontrados
por Rezende et al. (2013), em seus estudos com o teste de mutacdo e recombinagao
somatica (SMART), com Drosophila melanogaster quando avaliaram o potencial de
genotoxicidade de (Saccharomyces cerevisiae M.) comparado com a acéo

mutagénica induzida pela doxorrubicina. Os resultados evidenciaram a auséncia de
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atividade genotdxica em todas as doses testadas (10,0%, 20,0% ou 40,0%p / p) nos
cruzamentos (ST) e (HB).

Dogan & Yesilada (2015), avaliaram o efeito mutagénico do composto
fendlico Resveratrol pelo teste SMART-asa (ST). As doses (0.1; 0.2; 0.5; 0.75; 1mM)
apresentaram respectivamente os seguintes resultados: (ST): 0.11 (8); 0.15 (11);
0.16 (12); 0.21 (14); 0.25 (10). Estes resultados podem ser comparados com 0s
obtidos neste trabajo con D. furfuracea com o cruzamiento ST (0.10 (06); 0.11 (07);
0.11 (07). Dessa maneira, foi posivel constatar que os resultados obtidos com D.
furfuracea e Resveratrol ndo apresentaram efeitos mutagénicos, clastogénicos e/ou

recombinogénicos em células somaticas de D. melanogaster.

Resultados semelhantes a este, foram obtidos por Cardoso et al. (2015),
guando realizaram a avaliacdo mutagénica do extrato aquoso de propolis vermelha
pelo teste SMART-asa. As doses 0,125; 0,25; 0,5 mg/mL apresentram 0s seguintes
resultados: (ST): 0,45(09); 0,60(12); 0,50(10); (HB): 0,75(15); 0,75(15)
respectivamente. Portanto, os resultados obtidos ndo apresentaram efeitos
mutagénicos, clastogénicos e/ou recombinogénicos, com ou sem ativacao
metabolica por enzimas do sistema citocromo P450, em células somaticas de D.

melanogaster.

Diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que D.furfuracea néao

apresentou efeitos genotoxicos em células sométicas de D. melanogaster.

4.3.2 Verificacdo do efeito protetor de D. furfuracea em células sométicas de

D. melanogaster

Para a verificacdo da possivel atividade antigenotdxica de D. furfuracea
em células de D. melanogaster utilizou-se o co-tratamento (Figura 2B), que foi
realizado com larvas do terceiro estagio (72+4 horas de idade), provenientes do
cruzamento (ST) e (HB), nas diferentes doses (0.085g/ml; 0.042g/ml e 0.014g/ml),
associadas ao uretano (20mM).

Pelos resultados encontrados (Tabela 2B) no experimento | (ST), com a
dose de 0,085g/ml de D. furfuracea + uretano(20mM), pode-se observar um
aumento estasticamente significativo (P>0.05) nas manchas grandes simples e

gémeas quando comparadas com o controle positivo, entretanto, houve uma
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diminuicdo estatisticamente significativa (P<0.05) nas manchas pequenas simples e
no total de manchas quando comparadas ao controle positivo. A dose
0,042g/ml+uretano(20mM) mostrou que houve um aumento estasticamente
significativo (P>0.05) nas manchas grandes simples e gémeas em relacdo ao
controle positivo, entretanto, houve uma diminuigdo estatisticamente significativa
(P<0.05) nas manchas pequenas simples e no total de manchas quando
comparadas ao controle positivo. A dose 0,014g/ml+uretano(20mM) também
apresentou um aumento estasticamente significativo (P>0.05) nas manchas grandes
simples e gémeas quando comparadas com o controle positivo, entretanto, houve
uma diminuicdo estatisticamente significativa (P<0.05) nas manchas pequenas

simples e no total de manchas quando comparadas ao controle positivo (Figura 2E).

Ainda em relacdo a tabela 2B, péde-se observar os resultados obtidos no
experimento 1l (ST), com a dose de 0,085g/ml de D.furfuracea associada ao
uretano(20mM), que apresentou uma reducgéo estasticamente significativa (P<0.05)
nas manchas pequenas simples, gémeas e no total de manchas, quando
comparadas com o controle positivo. As manchas grandes simples apresentaram
uma diferenca nao signicativa. A dose 0,042g/ml+uretano(20mM) mostrou que
houve uma reducdo estasticamente significativa (P<0.05) nas manchas pequenas
simples, grandes simples, gémeas e total de manchas quando comparadas com o
controle positivo. A dose 0,014g/ml+uretano(20mM) demonstrou que houve uma
reducdo estasticamente significativa (P<0.05) nas manchas pequenas simples,
gémeas e total de manchas quando comparadas com o controle positivo, sendo que
houve uma diferenca estatisticamente n&o significativa nas manchas grandes
simples quando comparadas ao controle positivo (Figura 2E). Essas manchas
grandes simples ou gémeas originam-se por alteracbes no material genético em um
momento da embriologia (Frei e Wurgler, 1988); e a sua auséncia indica um efeito

tardio do uretano devido a sua associagéo com a planta medicinal D. furfuracea.

Os resultados obtidos no experimento Il (Tabela 2B), do cruzamento
(ST), demonstraram que houve um aumento estatistico (P>0.05) para as doses;
0,085g/ml; 0,042g/ml e 0,014g/ml de D. furfuracea associadas ao uretano(20mM),
para as manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e total de manchas

guando comparados ao controle positivo.
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O efeito protetor obtido pelo co-tratamento de D. furfuracea associado ao
uretano no cruzamento padrdo (ST), apresentou no experimento | um indice de
protecdo para o total de manchas de 11% para a dose 0,085g/ml; 88% (0,042g/ml);
e 93% (0,014g/ml). Para o experimento Il, 95% para a dose 0,085g/ml; 65%
(0,042g/ml); e 89% (0,014g/ml). Para o experimento lll, 96% para a dose 0,085g/ml;
98% (0,042g/ml); e 93% (0,014g/ml).

Pelos resultados encontrados na verificacdo dos possiveis efeitos
antigenotoxicos (Tabela 2B) no experimento | (HB), com a dose de 0,085g/ml de D.
furfuracea + uretano(20mM), pdde-se observar que houve reducdes estatisticamente
significativas (P<0.05) nas manchas pequenas simples, gémeas e no total de
manchas quando comparadas ao controle positivo. As manchas grandes simples
apresentaram uma diferenca nédo significativa. A dose 0.042g/ml + uretano(20mM),
apresentou reducdes estatisticamente significativas (P<0.05) nas manchas
pequenas simples, gémeas e no total de manchas quando comparadas com o
controle positivo. As manchas grandes simples apresentaram uma diferenca ndo
significativa. A freqiéncia das manchas observadas na dose 0.014g/ml +
uretano(20mM), mostra que houve uma reducdo estatisticamente significativa
(P<0.05) nas manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e para o total
de manchas quando comparadas ao controle positivo (Figura 2F).

Os resultados obtidos (Tabela 2B) no experimento Il (HB), demonstraram
que houve reducdes estatisticamente significativas (P<0.05) na associacdo da dose
de 0.085g/ml de D. furfuracea + uretano(20Mm), nas manchas pequenas simples,
grandes simples e para o total de manchas quando comparados com o controle
positivo. Entretanto houve aumento estaticamente significativo nas manchas
gémeas. Os resultados obtidos com a dose 0.042g/ml + uretano(20mM), mostraram
gue houve reducdes estatisticamente significativas (P<0.05) nas manchas pequenas
simples, grandes simples e no total de manchas, quando comparadas com o
controle positivo. Entretanto houve aumento estaticamente significativo nas manchas
gémeas. Os resultados alcancados com a dose 0.014g/ml + uretano(20mM),
mostraram que houve uma reducdo estatisticamente significativa (P<0.05) nas
manchas pequenas simples, grandes simples, gémeas e para o total de manchas

guando comparados com o controle positivo (Figura 2F).

42



Pela tabela 2B, pode-se observar que as freqiéncias de manchas obtidas
no experimento Il (HB), pela associacdo da dose de 0.085g/ml de D. furfuracea +
uretano(20Mm), apresentaram reducdes estatisticamente significativas (P<0.05) nas
manchas pequenas simples, e para o total de manchas, quando comparadas com o
controle positivo. Entretanto houve aumento estaticamente significativo nas manchas
grandes simples e gémeas. A dose 0.042g/ml + uretano(20mM), apresentou
reducbes estatisticamente significativas (P<0.05) nas manchas pequenas simples,
no total de manchas quando comparadas com o controle positivo. Entretanto houve
aumento estaticamente significativo nas manchas grandes simples e gémeas. A
frequéncia das manchas observadas na dose 0.014g/ml + uretano(20mM), mostra
que houve uma reducdo estatisticamente significativa (P<0.05) nas manchas
pequenas simples, quando comparados com o controle positivo. As manchas
grandes simples e gémeas apresentaram um aumento estatisticamente significativo,

enquanto o total de manchas mostrou uma diferenga n&o significativa (Figura 2F).

O uretano utilizado no controle positivo, demonstrou em ambos o0s
cruzamentos sua acdo eficaz, induzindo significativamente as freqléncias de
manchas apresentadas, demonstrando assim uma correlagdo com dados da
literatura. As freqiiéncias de manchas espontaneas, obtidas no controle negativo,
observadas nos descendentes do cruzamento ST e HB, estdo compativeis com a
literatura (Graf e Van Schaik, 1992).

Pela tabela 2B, pode-se observar que os resultados encontrados na
frequiéncia total de manchas mutantes induzidas pelo co-tratamento com o
cruzamento padrdo (ST), apresentaram um efeito de protecdo da planta D.
furfuracea sobre o agente mutagénico uretano, quando administrado nas doses;
0,085¢g/ml; 0,042g/ml e 0,014g/ml para as manchas pequenas simples nos
experimentos | e Il, para manchas gémeas nos experimentos | e Il, para o total de
manchas dos experimentos | e I, assim como para as manchas grandes simples na

dose 0,042g/ml do experimento Il (Figura 2E).

Os dados obtidos (Tabela 2B) a partir do co-tratamento dos descendentes
do cruzamento de alta bioativacao (HB), permitem deduzir pela anéalise da freqiéncia
total de manchas induzidas, que a planta D. furfuracea foi capaz de atenuar os

efeitos lesivos do agente mutagénico uretano, nas séries tratadas com as doses;
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0,085¢g/ml; 0,042g/ml e 0,014g/ml para as manchas pequenas simples nas
repeticbes I, Il e lll; para as manchas grandes simples na repeticdo Ill; para as
manchas gémeas nas repeticoes | e Il (0,085g/ml e 0,042g/ml); para o total de
manchas nas repeticdes | e |l. E interessante ressaltar que na repeti¢do Ill, houve
também uma acdo de protecdo para o total de manchas nas doses 0,085g/ml e
0,042g/ml. Ainda com relacéo a repeticao |, verificou-se uma reducdo de manchas
grandes simples, na dose 0,014g/ml, evidenciando assim um efeito protetor de D.
furfuracea contra o uretano (Figura 2F).

O efeito protetor obtido pelo co-tratamento de D. furfuracea associado ao
uretano no cruzamento de alta bioativagcdo (HB), apresentou no experimento | um
indice de protecédo para o total de manchas de 90% para a dose 0,085g/ml; 93%
(0,042g/ml); e 93% (0,014g/ml). Para o experimento I, 90% para a dose 0,085g/ml;
93% (0,042g/ml); e 93 % (0,014g/ml). Para o experimento Ill, 84% para a dose
0,085g/ml; 84% (0,042g/ml); e 69% (0,014g/ml).

Pelos resultados obtidos, pode-se observar que D. furfuracea via co-
tratamento, apresentou um efeito protetor contra a acdo genotoxica do uretano em
células somaticas de D. melanogaster, tanto no cruzamento padréo (ST) como no
cruzamento com alta bioativacdo (HB). Esses dados indicam que mesmo em alta
concentracdo de enzimas de desintoxicagcdo (complexo citocromo p-450) a planta

mantém o seu limiar de protecéo ativo.

Nepomuceno (1997), verificou um efeito de protecdo da planta medicinal
Moringa oleifera contra a acdo do uretano. No cruzamento (ST), a associacdo da M.
oleifera (extrato 1:1) com o uretano (10mM), apresentou uma frequéncia total de
manchas de 0.60(18); enquanto que a associacao de D. furfuracea (0,042g/ml) com
o uretano (20mM), apresentou para o total de manchas um valor de 0.45(27). No
cruzamento (HB), a associacdo da M. oleifera (extrato 1:2) com o uretano,
apresentou uma frequiéncia total de manchas de 0.70(14), sendo que D. furfuracea
apresentou nas doses: 0.085g/ml e 0.014g/ml; associadas ao uretano, um valor para
o total de manchas de 0.58(35) e 0.71(43) respectivamente. A comparacao entre
ambos os trabalhos, demonstra uma semelhanca nos resultados obtidos. Portanto,
pode-se inferir que, tanto a M. oleifera quanto a D. furfuracea foram capazes de

atenuar os efeitos genotoxicos do uretano. Dessa maneira, pode-se sugerir, que
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tenha ocorrido uma interacdo direta entre os constituintes da M. oleifera e da D.

furfuracea com o uretano ou seus metabadlitos.

Ramirez-Victoria et al. (2001), utilizaram o teste SMART-asa, para a
verificacdo dos possiveis efeitos antigenotoxicos do Capsicum spp. No cruzamento
padrdo (ST), a associacdo do Capsicum spp. (12.5%) com methyl urea (20mM),
apresentou uma frequéncia total de manchas de 0.38(46); enquanto que a
associacao da D. furfuracea (0,085g/ml) com o uretano (20mM), apresentou para o
total de manchas um valor de 0.36(22). A associagao do Capsicum spp. (25%) com
o methyl urea, apresentou uma frequéncia total de manchas de 0.40(48); enquanto
gue a associacao da D. furfuracea (0,042g/ml) com o uretano, foi de 0.45(27). Os
descendentes do cruzamento com alta bioativacdo (HB), apresentaram na
associacao methyl urea (20mM) com Capsicum spp. (50%), uma frequéncia total de
manchas de 0.47(57); enquanto que um valor semelhante foi obtido com associagao
de D. furfuracea (0,085g/ml) + uretano (20mM), perfazendo uma frequéncia total de
manchas de 0.46(28). A semelhanca entre os resultados obtidos da associacdo do
methyl urea com Capsicum spp, e da D. furfuracea com o uretano, demostram que
houve uma diminuigdo da frequiéncia total de manchas obtidas tanto no cruzamento

ST como no HB, comprovando o efeito modulador de ambas as plantas estudadas.

Dogan & Yesilada (2015), avaliaram o efeito antimutagenico de
Resveratrol (0.2, 0.5, 1 mM: composto polifendlico) com ciclofosfamida (CP 0.5, 1, 2
mM); mitomicina C (MMC 0.05 mM) e N-metil-N-nitrosourea (MNU 1 mM), pelo teste
SMART-asa (ST) com D. melanogaster. Os resultados evidenciaram uma
significante reducdo da dose resposta nas frequencias total de manchas de 39.60%
para o cotratamento com CP; de 48.86% para cotratamento com MMC y 55.25%
para MNU.

Franchi et al. (2013), avaliaram o efeito antimutagénico de noni (TNJ)
(Morinda citrifolia L.), contra as lesbes induzidas por doxorrubicina (DXR) e
mitomicina C (MMC), pelo teste SMART-asa com D. melanogaster. Os resultados
evidenciaram uma significante reducdo da dose-resposta nas frequéncias de
manchas de ambos os co-tratamentos. A inibicdo observada foi de 63, 71 e 97%
para o co-tratamento com MMC; e de 83, 92 e 96% para co-tratamento com DXR,

para as concentragbes de 25, 50e 75% de TNJ, respectivamente. Os autores
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correlacionaram esse resultado com micronutrientes antioxidantes tais como

compostos fendlicos, alcaldides e flavanoides presentes nessa planta.

Rezende et al. (2013), verificaram o efeito antimutagénico de (-)
cubebin (Piper cubeba Linn.) pelo teste SMART-asa com D. melanogaster. Os
resultados obtidos demostraram que (-) cubebin inibiu significativamente os efeitos
genotoxicos de Uretano. A inibicdo observada foi de 48.89% (ST) y 67.53% (HB)
para o co-tratamento com Uretano. Este estudo pode ser correlacionado com o

trabalho com D.furfuracea por atuar como um possivel desmutagénico.

De um modo geral, observou-se que, tanto para 0s ensaios sobre a
verificagdo da possivel atividade mutagénica, quanto para o possivel efeito protetor
de D. furfuracea, ocorreram todos os tipos de manchas, independente dos
resultados das mesmas. A presenca dessas manchas mutantes, que ocorreram
espontaneamente ou pelo tratamento com D. furfuracea, ou com o agente indutor de
mutagenicidade, indicam a eficidcia do teste utilizado na deteccdo de mutacdes
génicas, cromossdmicas e/ou recombina¢cées no organismo da D. melanogaster.
Assim, as células-alvo dos discos imaginais de larvas do terceiro estagio
(marcadores trans-heterozigotos) foram expostas a diferentes tratamentos, para que,
ao sofrerem divisbes continuas originassem as células das asas dos imagos, com

seus pélos ou tricomas, que foram analisados segundo Frei e Wurgler (1988).

Através da andlise dos tricomas presentes nas asas dos imagos trans-
heterozigotos foram detectadas manchas simples e/ou gémeas (Figuras 2G,b e
2H,b) que expressaram os fenotipos pélos multiplos e/ou pélos com a base alargada.
Portanto, as manchas pequenas que ocorreram nas repeti¢coes |, Il e Ill, originaram-
se a partir de eventos genéticos em larvas trans-heterozigotas, correspondem a
clones pequenos; enquanto que as manchas grandes correspondem a clones
maiores, ou seja, sao provenientes de lesbes que ocorreram mais precocimente no

no cromossomo 3 (Guzman-Rincon e Graf, 1995).

Pelos resultados encontrados na verificagdo dos possiveis efeitos
genotoxcos e antigenotoxicos (Tabelas 2A e 2B), nas repeti¢des I, Il e Ill, com os
cruzamentos padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB), com as doses; 0,085g/ml;
0.042g/ml e 0.014g/ml de D. furfuracea, pode-se observar que as manchas (mwh)

(Figuras 2Ha e 2J,b), que surgiram nos ensaios, podem ter sido originadas a partir
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da recombinacdo mitética simples entre os marcadores mwh e flr3 que originaram
clones simples, que expressaram o fenoétipo pélos multiplos (mwh). Entretanto,
verificou-se ainda, que as manchas com o fenétipo flr® (Figuras 2G, b e 2J, a),
surgiram devido a recombinacéo entre flr3 e o centrdmero, seguida de uma segunda
recombinagdo entre mwh e flr®, ocorrendo em uma mesma célula, resultando em
clones simples flr3. Portanto, essas manchas com os fenétipos mwh e flr3,
originaram-se de mutacdes que ocorrerram no contetdo informacional de um dos
locus dos genes marcadores, como mutacdes pontuais, ndo-disjuncdo ou grandes
delecdes, contendo um dos dois alelos selvagens mwh/+ ou flr/+, originando clones
simples mwh ou flr’. J& os clones de manchas gémeas (Figuras 2H, b e 2J, a),
fazem parte de um evento exclusivo, que pode ter ocorrido devido a recombinacéo
entre flr® e o centrdmero, com a segregacdo de um cromossomo tipo parental e um
recombinante (células homozigotas do tipo mwh/+ e flr3/+) (Guzman-Rincén e Graf,
1995: Ribeiro et al. 2003).
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5. EXPERIMENTO Il
51 Teste de Ames

O teste de Ames, que tem como principio medir a mutagenicidade
bacteriana pelo nimero de células revertentes para a prototrofia de histidina, utiliza
diferentes linhagens de S. typhimurium auxotréficas em relacéo a histidina, que sao
expostas a amostra ou ao produto quimico em teste e plagueadas em um meio
minimo. Essas linhagens utilizadas nos testes de mutagenicidade, contém mutacdes
qgue podem ser do tipo rfa que aumenta a permeabilidade da membrana, ou uvrB
que possui um sistema deficiente de reparo por excisdo e também contém os
plasmideos (pKM101) que conferem maior sensibilidade na deteccdo de agentes
genotoxicos (Maron e Ames, 1983). Com a introducdo de mutacdes adicionais nas
cepas originais, o teste tem-se tornado mais sensivel permitindo a deteccdo de
varios produtos mutagénicos ou cancerigenos, compostos oxidantes, aldeidos,
perdxido de hidrogénio, glioxal e formaldeido dentre outros (Rabello-Gay et al.
1991).

O presente trabalho teve o objetivo de determinar a possivel presenca de

mutagenicidade e antimutagenicidade da planta D. furfuracea pelo teste de Ames.
5.2. Material e método
5.2.1 Linhagens de S. typhimurium

As cepas de S. typhimurium utilizadas no presente trabalho foram TA97a,
TA98, TA100 e TA102 (Tabela 3A).

5.2.2 Controles
- N-6xido 4-nitroquinolina (4NQO) - para as cepas TA97a e TA98
- Azida sédica - para a cepa TA100
- Mitomicina C - para a cepa TA102

O controle negativo foi realizado com agua destilada esterilizada ou
diluente dimetilsulfoxido (DMSO).

5.2.3 Meio de cultura
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Os meios de cultura utilizados foram os seguintes; 0 meio nutriente para a
incubacdo das cepas S. typhimurium, o agar minimo glicosado (adgar glicose e o
meio MEVB “E”, Vogel e Bonner, (1956), para a confeccdo de placas, a solugao
mista histidina/biotina 0,5mM que foi acrescentada no meio agar minimo glicosado, o
top &gar contendo tracos de histidina/biotina 0,5mM para a formacdo do
“background” e o meio para a confecgao de placas master contendo os antibiéticos
especificos (ampicilina para as cepas TA98, TA100 e TA97a, e ampicilina e
tetraciclina para a cepa TA102), (Maron e Ames, 1983). Esses componentes

encontram-se especificados nos quadros 3A a 3G.

5.2.4. Verificacdo das caracteristicas genéticas e conservacao das cepas

bacterianas

Para a conservagao das cepas de S. typhimurium foram realizados testes

para verificacdo dos caracteres genéticos de acordo com Maron e Ames, (1983).

A dependéncia das cepas a histidina foi confirmada pela demonstracéo da
necessidade de histidina para crescimento das cepas bacterianas em placas de agar
minimo glicosado seletivo. As culturas em caldo nutrientes foram plaqueadas em
agar minimo glicosado com biotina (controle) e placas com agar minimo glicosado
com histidina/biotina incubadas a 37°C (pernoite). ApGs este procedimento foi
verificado se as cepas do grupo controle ndo apresentaram crescimento e se as

cepas do grupo histidina/biotina apresentaram crescimento.

A presenca de mutacdo rfa das cepas foi confirmada através da
sensibilidade ao cristal violeta: uma aliquota de 100ul das linhagens, em agar de
superfice (45°C), foi distribuido em placas de agar nutriente. Sobre um pequeno
disco de papel filtro estéril (5 milimetros de diametro), colocado no centro da placa,
foi adicionado 10ul de solucao cristal violeta. Apos 12 horas de incubacdo a 37°C,

observou-se a zona de inibicdo do crescimento (cerca de 14 mm) ao redor do disco.

A presenca de delecdo uvrB foi confirmada pela sensibilidade a radiacdo
ultravioleta (UV germicida). Estrias de culturas com e sem mutacdo uvrB foram
semeadas em placas contendo agar nutriente. Metade da placa foi coberta, sendo a
outra metade irradiada com luz UV (15W-germicida) a uma distancia de 33cm. As
cepas contendo fator de resisténcia (TA97a, TA98, TA100 e TA102) foram expostas

por 8 segundos. Essas cepas foram incubadas por 24 horas. Apds esse periodo, foi
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observado se as cepas com delecdo uvrB cresceram somente na metade da placa
nao irradiada e a cepa TA102 (que ndo apresenta esta delecdo) cresceu por toda a

placa.

Presenca do plasmidio pKM101: Linhagens portadoras do plasmidio sao
resistentes a ampicilina. Culturas resistentes e sensiveis foram estriadas em placas
agar nutriente, acrescidas de ampicilina. Apos incubagdo a 37°C, observou-se o

crescimento das linhagens portadoras do plasmidio de resisténcia.

Presenca do plasmidio pAQ1l: A linhagem portadora deste plasmidio,
TA102, foi testada para resisténcia a ampicilina e tetraciclina. Em procedimento

semelhante ao anterior, as placas foram acrescidas de tetraciclina (60ug/placa).

A taxa de reversdo espontanea das cepas teste para independéncia a
histidina foi medida pelas colénias revertentes, prototroficas em relacdo a histidina,
que foram visualizadas em placas contendo agar minimo com tracos de histidina e
biotina. Nas colbnias auxotroéficas, foi observado a presenca de uma fina camada de

crescimento bacteriano (background).

Apos estes procedimentos, as cepas foram preservadas em frascos
contendo 1,0 ml de caldo nutritivo, acrescido de 0,09ml de dimetil sulféxido (DMSO)
como agente crioprotetor, em seguida, as cepas foram submetidas a um
congelamento fracionado para diminuir o impacto de temperatura onde as cepas
homogeneizadas foram acondicionadas inicialmente em freezer a -20°C por 24
horas. Decorrido este periodo, as cepas foram transferidas ao freezer a -70°C. Para
evitar possiveis contaminac¢des durante o uso rotineiro, as cepas foram estriadas em
placas contendo agar minimo glicosado com histidina/biotina e os antibi6ticos
ampicilina e tetraciclina (placa master), vedados com “parafilm” e conservadas sob
refrigeracdo a 4°C. Foram confeccionadas placas “master” das cepas TA97a, TA98,
TA100 e TA102 para a realizacdo dos experimentos de avaliagdo da atividade de

genotoxicidade e antigenotoxicidade (Maron e Ames, 1983).
5.2.5 Procedimento experimental

O procedimento experimental para a avaliacdo da atividade mutagénica e
antimutagénica foi realizado da seguinte maneira: no teste de mutagenicidade,

aliquotas (0,1ml) de cultura “pernoite” das cepas S. typhimurium TA97a, TA98,

50



TA100 e TA102, em fase estacionaria de crescimento, foram incubadas por 25
minutos em diferentes doses do cha de D. furfuracea por infusdo (0,0mg, 0,05mg,
0,1mg, 0,5mg, 1mg, 2mg, 4mg). Para o teste de antimutagenicidade foram utilizadas
as seguintes dosagens: (0,0mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,5mg, 1mg, 2mg, 4mg, € 8mg)
acrescidas de 0,5ug de 4NQO para as cepas TA97a e TA98, 1,5ug de azida sddica
para TA100 e 0,5ug de mitomicina C para TA102. Para ambos os ensaios, as
culturas foram incubadas durante 25 minutos com agitacdo (120 rpm) e aeracédo a
37°C. Decorrido este periodo foi acrescentado 2ml de top agar glicosado liguefeito
contendo solucdo de histidina/biotina (0,5mM). O conteudo foi vertido em placas de
petri em duplicata contendo meio minimo glicosado e em seguida as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. ApOs este periodo realizou-se a contagem do
namero de colbnias revertentes. Para cada cepa foram realizados trés experimentos
com duas repeticbes. Utilizou-se como controle positivo 0,5ug de 4NQO para as
cepas TA97a e TA98, 1,5ug de azida soOdica para a cepa TA100 e 0,5ug de
mitomocina C para a cepa TA102. Para os controles negativos utilizaram-se H20
(destilada e esterilizada) e o solvente (DMSO). Os resultados foram obtidos da
média aritmética dos trés experimentos realizados (Maron e Ames, 1983; Rabello-
Gay et al. 1991).

5.2.6. Expresséo e analise dos resultados

Com o titulo de facilitar a vizualizagdo e uma melhor comparacao dos
resultados obtidos, os mesmos foram expressos pela razdo da mutagenicidade em
funcdo da dose da planta. A razdo de mutagenicidade (RM) pode ser expressa pela
relacdo do numero de coldnias revertentes na placa teste (E) e do nimero de
colbnias revertentes na placa do controle negativo (Cn), onde RM = E/Cn. Um
resultado pode ser considerado como positivo quando o numero de colonias
revertentes induzidas for igual ou superior ao dobro do numero de colénias do
controle negativo e além disso, deve existir uma relacdo dose-resposta em pelo
menos trés das doses testadas. Resultados negativos indicam que, a substancia
testada ndo apresenta as condi¢des citadas anteriormente. (Maron e Ames, 1983;
Rabello-Gay et al. 1991).

5.3. Resultados e discussao

51



53.1 Avaliagdo da atividade mutagénica de D. furfuracea em cepas de

S. typhimurium

O presente trabalho avaliou a possivel atividade mutagénica e
antimutagénica do ch& das folhas de D. furfuracea por infusdo pelo teste de Ames,
utilizando-se as cepas TA97a, TA98, TA100 e TA102.

Os resultados obtidos do presente trabalho foram apresentados nas
figuras 3A a 3D.

Pela figura 3A pbdde-se observar, que a cepa TA97a tratada com D.
furfuracea, apresentou uma razdo de mutagenicidade maxima (1.17) obtida nas
doses 0,05mg e 0,5mg. Esses resultados mostraram um pequeno acréscimo da
razdo de mutagenicidade, entretanto, um resultado s6 é considerado positivo
quando a razdo de mutagenicidade (RM) for igual ou superior a dois (2) e além
disso, apresentar uma relacdo de dose resposta em pelo menos trés (3) das doses
testadas. Neste caso, ndo foram verificados as condi¢cées acima descritas, e dessa
maneira, nao foi possivel detectar a presenca da atividade mutagénica da planta D.

furfuracea.

Pela figura 3B, pbde-se observar que ndo houve inducdo do nimero de
células revertentes em funcdo da dose. O tratamento da planta ndo provocou um
aumento da RM. Para todas as dosagens utilizadas a RM obtida foi inferior a um (1).
Assim, ndo foi possivel detectar a presenca da atividade mutagénica de D.
furfuracea na cepa TA98.

Pelos resultados obtidos da cepa TA100 (Figura 3C), pode-se observar
que a planta ndo causou um aumento do numero de células revertentes em funcéo
da dose. Para as doses utilizadas apresentou-se uma RM menor que um (1).
Portanto, ndo foi possivel identificar a presenca da atividade mutagénica da planta
na cepa TA100.

Pelos resultados obtidos da cepa TA102 (Figura 3D), observou-se que a
D. furfuracea ndo provocou um aumento de células revertentes. Para todas as doses
utilizadas, néo foi observado um aumento da RM. Dessa maneira, ndo foi possivel

detectar a presenca da atividade mutagénica da planta na cepa TA102.
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Pelos resultados obtidos das cepas TA97a TA98, TA100 e TA102, pode-
se observar que a planta D. furfuracea ndo provocou um aumento significativo do
namero de coldnias revertentes em funcdo da dose, sendo que o numero de
colbnias revertentes de cada amostra, foi inferior ao dobro do nimero de coldnias
revertentes do controle negativo. Desta maneira, p6de-se concluir que esta planta

nao apresentou atividade mutagénica nas cepas de S. typhimurium analisadas.

Resultados contrérios, aos obtidos com D. furfuracea no presente
trabalho, foram encontrados por Varanda e Villegas (1994), quando realizaram
ensaios com S. typhimurium para a avaliacdo do potencial mutagénico da planta
medicinal Paepalanthus velloioides. Os autores constataram que esta planta foi
capaz de induzir mutacdes nas cepas TA100 e TA98. Os ensaios demonstraram
atividade mutagénica em ambas as linhagens, indicando uma atuacéo a nivel de

substituicdo de bases, bem como no deslocamento do referencial de leitura.

Tyrsina et al. (1994) realizaram o teste de Ames com S. typhimurium
(TAL100) e verificaram que, o acido ascorbico e seus derivados tem propriedades

pré-oxidantes.

Moreno et al. (1991), estudando os possiveis efeitos mutagénicos do
alcaléide aporfinico boldina, presente na planta medicinal Pneumus boldus
constataram pelo teste de Ames, que o0 mesmo nao foi capaz de induzir mutacdes
nas cepas de S. typhimurium TA98, TA100, TA102.

Resultados semelhantes aos obtidos com D. furfuracea no presente
trabalho, com a cepa TA100, foram apresentados por Oliveira et al. (1994), quando
realizaram o teste de Ames com a planta Bixa orellana e verificaram que o0s

resultados obtidos da cepa, TA100, ndo apresentaram atividade mutagénica.

Heo et al. (2001) avaliaram pelo teste de Ames, o potencial mutagénico
do Galangin, que € um flavandide presente em alta concentracdo na planta
medicinal Alpinia officinarum. Os resultados obtidos da cepa TA98, demonstraram
que o Galangin, induziu atividade mutagénica nos ensaios com ativagdo metabdlica.
Entretanto, o Galangin, ndo apresentou atividade mutagénica quando testado na

cepa TA100, com e sem atividade metabdlica.
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Fonseca et al. (1994) realizaram o teste de Ames com 0 extrato aquoso
liofiizado de Paullinia cupana e verificaram que houve inducédo de frameshift na
linhagem TA97a. Entretanto, os resultados obtidos das cepas TA98, TA100 e

TA102, indicaram que o extrato desta planta ndo apresentou atividade mutagénica.

Zhang et al. (2004), realizaram um estudo para avaliar 0 extrato aquoso
de aparas de bambu, aplicando o teste de Ames com as linhagens TA98, TA97,
TA100 e TA102 de S. typhimurium, na auséncia e presenca de ativacdo metabdlica
(S9). A auséncia de inducdo do aumento do numero de colonias com mutacao
reversa nas quatro cepas teste em todas as doses testadas demonstrou que o
extrato de bambu ndo apresentou atividade mutagénica.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo foram
relatados por Vieira et al. (2013), quando avaliaram o possivel efeito mutagénico da
curcumina pura, pelo teste de Ames nas doses de 0,002, 0,005, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2
e 0,5 mg/placa, administrados com as linhagens TA97a, TA98, TA 100 e TA102.
Curcumina ndo mostrou um aumento estatisticamente significativo no nimero de
colonias revertentes em comparacdo com O controle negativo em todas as

concentracoes testadas.

Resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho com
D.furfuracea foram relatados por Yoshida et al. (2015), quando avaliaram a possivel
atividade mutagénica dos compostos fendlicos de baru (Dipteryx alata Vogel) com o
test de Ames utilizando cepas de Salmonella typhimurium (TA98, TA97, TA100 e
TA102). Os resultados dos mostram que nenhum dos compostos fendlicos induziu
aumento no numero de colbnias revertentes em comparacdo com o grupo do

controle negativo, indicando a auséncia de actividade mutagénica.

5.3.2 Avaliacdo da atividade antimutagénica de D. furfuracea em cepas de S.

typhimurium

A avaliacdo da atividade antimutagénica de D. furfuracea foi realizada
pelo co-tratamento da planta com os agentes sabidamente mutagénicos. O co-
tratamento foi a metodologia escolhida por possibilitar investigar reacbes que
ocorrem preferencialmente a nivel extracelular, entre o0 modulador e o mutagénico
(Kada et al. 1982; De Flora, 1998).
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De acordo com Rabello-Gay, et al. (1991), a magnitutude da inducao no
teste de Ames pode ser indicada por meio da razdo de mutagenicidade (RM). A
razdo de mutagenicidade, foi expressa pela relacdo do numero de coldnias
revertentes na placa teste do co-tratamento (E), e o nimero de colbnias revertentes
na placa do controle positivo (Cp), onde RA=E/Cp. Considerou-se um resultado
como positivo quando o niumero de colbnias revertentes induzidas foi inferior a 70%
do nimero de colbnias do controle positivo ou seja, uma protecdo de pelo menos
30%. Além disso, apresentar uma relacdo inversa da dose-resposta. Pelas curvas
dose-resposta construidas para os controles positivos utilizados no ensaio, foram
selecionadas as doses que apresentaram um maior numero de revertentes para

serem associadas com a planta em teste, determinando assim o co-tratamento.

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antimutagénica de D.
furfuracea em quatro cepas de S. typhimurium foram apresentadas nas figuras 3E a
3H.

Pela figura 3E, pbde-se observar que D. furfuracea provocou uma
diminuicdo consideravel do numero de células revertentes na cepa TA97a.
Observou-se que para todas as doses utilizadas apresentou-se uma protecéo
significativa da agdo mutagénica do 4NQO. A protecdo méxima foi obtida na dose de
4000ug com uma protecdo de 81%. Dessa maneira, pode-se concluir que a planta
D. furfuracea exerceu acdo moduladora do agente mutagénico 4NQO.

Pelos resultados obtidos da cepa TA98 (Figura 3F), observou-se que D.
furfuracea causou um decréscimo do numero de células revertentes. Para todas as
doses usadas mostrou-se uma protecdo da atividade mutagénica do 4NQO. A
protecdo maxima alcancada ocorreu na dose 4000ug com uma protecdo de 67%.
Assim sendo, pode-se constatar que D. furfuracea promoveu uma agdo moduladora

do agente mutagénico 4NQO.

Pela figura 3G, pbde-se observar que D. furfuracea promoveu uma
diminuicdo do numero de celulas revertentes na cepa TA100. Observou-se que para
todas as doses utilizadas apresentou-se uma protecdo da acdo mutagénica da azida
sbdica. A protecdo maxima foi obtida na dose de 4000ug com uma protecao de 52%.
Assim, foi verificado que D. furfuracea exerceu um efeito de modulagcdo da

mutagenicidade da azida sédica.
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Pelos resultados obtidos da cepa TA102 (Figura 3H), observou-se que D.
furfuracea causou uma diminuicdo do numero de células revertentes. Para todas as
doses utlizadas apresentou-se uma protecao da atividade mutagénica da mitomicina
C. A protecdo maxima obtida ocorreu na dose de 2000ug com uma protecdo de
53%. Dessa maneira, pdde-se constatar o efeito protetor de D. furfuracea contra a

acao muatgénica da mitomicina C.

Pelos resultados obtidos das quatro linhagens de S. typhimurium
verificou-se, que o cha por infusdo de D. furfuracea mostrou uma protegdo contra as
acOes lesivas dos agentes mutagénicos utilizados no co-tratamento. A protecéo
méaxima obtida das quatro cepas (TA97a, TA98 TA100 e TA102) foram de 81%,
67%, 52% e 53% respectivamente, obtendo dessa maneira, uma meédia de protecdo
de 63%. Assim pbde-se concluir que a planta exerceu uma forte acdo de atenuacao

na mutagénese.

Sarkar et al. (1996), relataram que 0s mecanismos pelos quais 0s extratos
de plantas modulam os efeitos genotéxicos indicam que certos compostos
especificos, tais como o acido ascorbico e fibras vegetais, podem atuar agindo como
agente redox, ou sequestrando radicais livres ou mesmo ligando-se aos principios

toxicos do mutageno.

Aruna et al. (1991) demonstraram efeitos antimutagénicos das folhas de
Moringa oleifera em Salmonella typhimurium (linhagem TA1537).

Shiraki et al. (1994) verificaram que os resultados obtidos do teste de
Ames (S. typhimurium TA104) com o cha preto, apresentou efeito antimutagénico e

antioxidativo, contra a acdo mutagénica do peroxido de hidrogénio.

Marnewick et al. (2004) utilizaram o teste de Ames (com metabolizacao
(S9) para a verificagdo dos possiveis efeitos antigenotoxicos de extratos aquosos
das plantas Aspalathus linearis, Cyclopia intermedia e Camellia sinensis em cepas
de S. typhimurium. Os resultados obtidos da cepa TA98 demonstraram que estas
plantas exerceram uma ag¢do de atenuagdo da mutagenicidade do 2-
acetyllaminofluorene. Os resultados obtidos da cepa TA100 apresentaram um efeito

modulador das referidas plantas contra a atividade mutagénica da aflotoxina.
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Negi et al. (2003) detectaram a atividade antimutagénica do extrato da
planta medicinal (Punica granatum) em S. typhimurium (TA100), contra a atividade
mutagénica da azida sédica, demonstrando um efeito protetor de 40%. Portanto, o
resultado acima citado, pode ser comparado com o resultado alcancado no presente
trabalho com D. furfuracea que promoveu uma protecdo de 52% na cepa TA100,

contra as atividades mutagénicas da azida sodica.

Zahin et al. (2014), encontraram resultados similares ao presente estudo
com 0s extratos secos de P. granatum em S. typhimurium. A maior concentracéo
testada (500 uM) mostrou um significativo efeito modulador de P. granatum contra a
mutagenicidade induzida pela azida de sédica e MMS. O indice de protecédo foi de
74,4% em TA97 seguido por TA100 (74,3%), TA98 (65,3%), e TA102 (59,8%) nas
linhagens analisadas.

Devi et al. (2015), em seus estudos com o teste de ames para verificar a
antimutagenicidade do extrato etanolico de Curcuma caesia. Constararam a reducéo
de lesdes induzidas pela acdo indireta da ciclofosfamida por 97,21% e 90,30%
respectivamente para as cepas TA98 e TA100 (na presenca de S9). A forte atividade
antimutagénica foi demonstrada pela alta dose (5000 pg/placa).

A atividade antimutagénica do acido galico foi verificada usando o ensaio
de Ames, Kaur et al. (2015). Os resultados obtidos com as cepas TA98 de S.
typhimurium mostraram que a dose de 2.500 mg / 0,1 ml /placa, promoveu um efeito
modulador de 74,56% e 76,45% contra a acdo mutagénica do 4-nitro-o-phenylene
diamine (NPD) e 95,27% e 95,81% contra as lesOes de 2-aminofluorene (2-AF). A
linhagem TA100 apresentou uma acao protetora de 95,89% e 96,22% de inibicao
contra a azida sodica e um indice de 99,76% e 99,56% deinibicdo contra-2 AF.
Estes resultados podem ser comparados com os obtidos no presente trabalho com
D. furfuracea contra a acdo mutagénica do 4NQO, onde a cepa TA98 atingiu a
protecdo maxima de 67% com a dose 4000ug e com a cepa TA100 contra a acao
lesiva da azida sédica, onde protecdo maxima foi obtida na dose de 4000ug com
uma protecéo de 52%.

Lima et al. (2014), avaliaram o efeito citoprotetor do extrato etandlico e
fracbes de D. furfuracea frente ao metal pesado cloreto de mercurio (HgCl 2). Os
dados obtidos indicaram que esta planta exerceu uma acgéo citoprotetora a E. coli

contra a toxicidade do Mercurio (HgCl 2). De acordo com os autores, esse efeito
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protetor pode ser atribuido as propriedades quelantes dos flavonoides presentes em

D. furfuracea.

Mejia et al. (1998) realizaram o teste de Ames com a linhagem YG1024
(derivada da linhagem TA98) de S. typhimurium para a verificacdo da possivel
atividade antimutagénica de peppers (Capsicum spp.) Os resultados obtidos
apresentaram uma de protecédo de 72% da planta contra a acdo mutagénica do 1.8-
dinitropyrene. Este resultado pode ser comparado com o valor de protecao
alcancado com a cepa TA98 na associacdo de D. furfuracea com o 4NQO, que

apresentou uma protecao de 67%.

Edenharder e Grinhage, (2003) investigaram a antimutagenicidade de
flavandides sobre a acdo mutagénica do tert-butyl hidroperéxido e cumene
hydroperdxido em S. typhimurium (TA102). Os resultados obtidos indicaram que o
flavanoide exerceu uma inibicdo de 50% sobre os efeitos mutagénicos destes
compostos. Este resultado pode ser comparado com o presente trabalho com D.
furfuracea que apresentou uma protecdo de 53% na cepa TA102, contra a acgéo

lesiva da mitomicina C.

Rauscher et al. (1998) realizaram estudo com S. typhimurium sobre o
efeito antimutagénico de extratos de frutas e vegetais ricos em carotendides. Os
resultados alcancados com a cepa TA98, demonstraram que o efeito protetor do
damasco foi de 51% contra a atividade mutagénica do 2-amino-3-methylimidazo
[4,5-f] quinoline. Na linhagem TA100, o efeito protetor do damasco foi de 42% contra
os efeitos mutagénicos da aflotoxina. Portanto houve uma semelhanca entre os
resultados obtidos nos testes de antimutagenicidade com D. furfuracea que
apresentou nas linhagens TA98 e TA1l00 uma protecdo de 67% e 52%
respectivamente contra a acdo do 4NQO. Estes autores, apresentaram os resultados
obtidos da cepa TA100, onde a laranja demonstrou um efeito de protecdo contra a
mutagenicidade do benzo[a]pyrene (BaP) de 67%, ou seja, este mesmo valor foi
encontrado no presente trabalho com a cepa TA98 que apresentou a protecdo de
67% de D. furfuracea contra a acdo do 4NQO e também da cepa TA102, que
mostrou a protecdo maxima de 53% contra a acdo lesiva da mitomicina C. A
linhagem TA97a apresentou um efeito protetor de 72% da laranja contra a acao

mutagénica da aflotoxina. Este valor pode ser comparado com o presente trabalho,
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onde a cepa TA97a, apresentou uma significativa protecédo de 81% de D. furfuracea

contra a acao mutagénica do 4NQO.
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6. DISCUSSAO GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis atividades
mutagénicas e/ou antimutagénicas de D. furfuracea através de trés ensaios
genéticos. O primeiro ensaio empregado foi o Ring-x-loss, que permite a deteccao
do efeito clastogénico em células germinais de D. melanogaster. O segundo ensaio
foi o (SMART-asa), que possibilita a deteccdo de mutagcdo ou recombinacdo em
células somaticas de D. melanogaster. O terceiro ensaio utilizado foi o teste de
Ames, que permite a deteccdo de mutacdes induzidas por diferentes substancias ou
agentes quimicos, no genoma de linhagens de S. typhimurium através da reverséo

do fendtipo histidina negativo.

6.1 Avaliacdo sobre a possivel atividade genotoxica de D. furfuracea em

células germinais de D. melanogaster

O uso da D. melanogaster na genética toxicologica tem se baseado,
principalmente, na resposta de células germinais — obtidas através do teste para
deteccdo de letal recessivo ligado ao sexo (SLRL) e do teste para perda de
cromossomo X em anel (RXL). Ambos fornecem resultados importantes no que se
refere aos riscos genéticos das mutacdes para as geracdes futuras (Zijlstra & Vogel,
1988).

Os eventos genéticos encontrados em Drosophila podem ser detectados
em (i) tecidos gonadais — originando mutacdes que sdo transmitidas para as
progénies, ou (ii) em células somaticas — permitindo o prognéstico da formacéo de
clones de células mutantes que se expressam como mosaicos nos individuos

expostos a agentes mutagénicos (Zjilstra et al. 1979).

Adicionalmente, a D. melanogaster tem se mostrado suscetivel para a
identificacdo de mutagénicos que requerem ativacdo metabdlica. Estudos obtidos a
partir de homogeneizados de D. melanogaster revelaram a presenca da atividade de
citocromo P-450, em larvas e adultos. Por outro lado, o fato de que células germinais
masculinas apresentam diferentes niveis de enzimas de metabolizacdo facilita a
caraterizacdo de uma determinada substancia mutagénica como sendo de acao

direta ou indireta. Os espermatozoides s&o células metabolicamente inativas,
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enquanto que as espermatides e os espermatécitos apresentam os maiores niveis

de atividades de metabolizac&o (Zijlstra and Vogel, 1988).

Em Drosophila, ha diferencas no reparo do DNA nos machos e nas
fémeas. Nos machos tratados, o reparo das lesdes pré-mutagénicas ocorre nas
células germinativas jovens (pré-maturas), mas nao nos espermatozoéides maduros
porque estes ndo possuem sistemas enzimaticos proficientes para o reparo. E o
chamado reparo paterno (Vogel e Natarajan 1995). Smith et al. (1983), comparando
a mutabilidade induzida pelo EMS (etimetanosulfonato)) e MMS
(metilmetanosulfonato) de varios estagios de células germinativas da
espermatogénese do mutante “mei-9ATY", reparo deficiente do DNA, e de uma
linhagem controle reparo-proficiente, verificaram que os dados obtidos,
proporcionaram evidéncia direta para a hipotese de que os processos de reparo do
DNA funcionam até o comeco da meiose e sao inativos nas células pds-meidticas.
Por conseguinte, as células pré-meiéticas (gbnias), devido apresentarem sistemas
de reparo por excisdo efetivos até o comeco da meiose, apresentam maior
capacidade de reparo e, em consequéncia, baixa mutabillidade. Em geral, é
observado um padrédo de alta mutabilidade nas células pos-meiéticas, seguindo de
baixa fertilidade associada aos estagios meibticos; e baixa mutabilidade nas células
espermatogbnicas pré-meibticas. Portanto, o reparo paterno € menos eficiente, pois
s6 age nas células jovens. O reparo do DNA pode ocorrer também no odcito, apés a
fertilizacdo. E o chamado sistema de reparo materno (Vogel, 1989). Os odcitos com
0 reparo materno por excisdo defectivo podem mostrar, na presenca de certos
mutagénicos, um aumento de mutagdes, constituindo o efeito conhecido como

hipermutabilidade (Vogel e Natarajan 1995).

Graf e Wirgler (1982), relataram que as lesdes induzidas que ocorrem
nos espermatozoides de D. melanogaster podem levar a mutagdes. As frequiéncias
de perda do cromossomo sexual nos espermatozoides recuperados, dependem do
tipo de fémeas usadas nos cruzamentos, as fémeas mostram efeitos maternais. Os
espermatozoides mutagenizados por agentes alquilantes monofuncionais,
aumentam a frequéncia de perda do cromossomo sexual quando ocorre um reparo
por excisdo deficiente (mei9%) dos odcitos. Vogel e Natarajan (1995), observaram
que o funcionamento eficaz do sistema de reparo materno apés a fertilizagéo, é

importante para a remocdo de defeitos contidos no DNA das células germinativas
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paternais. Quando uma substancia mutagénica apresenta efeitos que incluem
quebras cromossdmicas e/ou ndo-disjuncdo, esta expbe o individuo ao risco de
afetar suas células somaticas e provavelmente, seus descendentes, via células

gaméticas (Valencia et al. 1984).

A avaliacdo do possivel efeito genotoxico de D. furfuracea em células
germinativas de D. melanogaster foi realizada com trés experimentos independentes
onde machos da linhagem ring-x (RX: C1 (2) yB/ y+ YBS), foram tratados com
diferentes doses da planta via ingestdo e posteriormente cruzados com fémeas
virgens ywsn?® ndo tratadas, visando a obtencgdo de resultados sobre a resposta dos
trés tipos de células da espermatogénese, que ao se expressarem na geracao F1,
permitem diagnosticar o efeito de acordo com os critérios qualitativos de avaliacéao
(Zijlstra & Vogel, 1988).

No teste ring-x-loss, o controle positivo utilizado foi o uretano na
concentracdo de 20mM, uma vez que, testes de perda cromossOmica e
translocacdes reciprocas demostraram que a inducdo de quebras requer

consideravelmente altas concentracdes de certos compostos (Zimmering, 1983).

O uretano é um carcindgeno animal muito estudado nos ultimos 40 anos.
Estudos demonstraram que este composto geralmente ndo apresenta-se como
mutagénico em Neurospora, por outro lado apresenta-se como mutagénico em
Saccharomyces. A Drosophila parece ser o organismo que melhor responde, em
termos de resultados positivos de mutagenicidade, ao uretano (Sotomayor, 1990).
Esse mesmo autor afirma que o uretano é clastogénico em células soméaticas de
mamiferos in vivo, mas mostra uma maior variabilidade de resultados com células

tratadas in vitro.

O estudo da genotoxicidade do uretano em S. typhimurium, em
Saccharomyces cerevisiae e em células TK6 humanas (linfoblastos) mostrou que, na
auséncia de enzimas citocromo P450, nao foi observada genotoxicidade em nenhum
dos trés sistemas. Na presenca de um sistema ativador (citocromo P450), o uretano
induziu mutagenicidade em S. typhimurium na linhagem TA100, mas n&o induziu nas
linhagens TA98 e TA102 (Hubner et al. 1997).

Freese (1965) estudando os efeitos do hidroxiuretano, derivado do

uretano obtido pela metabolizagdo, verificou que o0 mesmo apresenta uma grande
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afinidade pelo DNA. De acordo com o autor, 0 mecanismo de ag&o do hidroxiuretano
no DNA esta diretamente relacionado ao fato de o composto (hidroxiuretano)
apresentar um radical livre —\NHOH que rapidamente interage com o DNA. Ele
acredita que muitas mutacdes induzidas pelo hidroxiuretano sédo causadas pela
mudanca de um unico par GC por um AT. O hidroxiuretano e seus derivados, sob
condicdes fisioldgicas, reage com o0s &cidos nucléicos ou seus constituintes basicos
ou com proteinas, acetilando especificamente o grupo amino primario de citosina
(IARC, 1974).

Epoxivinil carbamato (VCO), um outro metabdlito do uretano, possui uma
forte atividade eletrofilica, com capacidade de interagir com DNA, formando aductos
com as purinas (adenina e guanina) de S. typhimurium (Park et al. 1993).

Abraham et al. (1998), verificaram por meio do teste de microndcleos em
camundongos, que extratos vegetais (cenoura, espinafre e repolho), café e cha (Cha
preto indiano), apresentaram uma atenuacgdo dos efeitos mutagénicos, quando co-

administrados com uretano.

Fllckiger-Isler et al. (2004), verificaram pelo teste de Ames (sem ativacao
metabdlica) que o uretano apresentou atividade mutagénica na cepa TA98 de S.

typhimurium.

Os resultados obtidos demonstraram que, de acordo com a literatura, os
controles positivos e negativos apresentaram eficacia em relacado a dose-resposta, e
o indice de perda do cromossomo X em anel, das diferentes doses da planta
apresentaram uma co-relacdo com o controle negativo, onde a porcentagem obtida
em ambos os tratamentos encontram-se préximo de 2%, que é o indice aproximado

de mutacdes espontaneas esperadas para o teste aplicado.

Resultados contrarios aos obtidos no presente trabalho com D. furfuracea,
foram demonstrados por Frei et al. (1985) quando realizaram ensaios com D.
melanogaster para a verificacdo do potencial mutagénico da planta medicinal
(Aristolochia clematitis). Os resultados obtidos, revelaram A. clematitis foi capaz de
induzir mutacdes em células germinativas pelo teste Ring-X-loss, bem como

recombinac¢des mitdticas em células somaticas pelo teste SMART-asa.
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Os resultados obtidos no presente trabalho com D. furfuracea,
demonstraram uma semelhanca com o trabalho desenvolvido por Pereira (1999), na
verificagcdo do possivel efeito genotdxico da planta medicinal (Hiptidendron canun).
Pelo teste Ring-x-loss, observou-se que H. canun ndo exerceu atividade
clastogénica no que se refere a perda total do cromossomo X em anel, mosaicismo,
perda parcial do cromossomo Y e nao-disjuncdo em células germinais de D.

melanogster.

Pelos resultados obtidos com as diferentes doses do cha por infusdo de
D. furfuracea verificou-se que a planta n&o induziu perda de cromossomo X em anel,
perda parcial de cromossomo Y, mosaicismo e ndo-disjungéo, portanto ndo houve
uma diferenca estatistica significativa em relacédo ao controle negativo, nas ninhadas
1, 2 e 3. Dessa maneira, pdde-se inferir que D. furfuracea nédo induziu lesdes que
levam aos efeitos clastogénicos avaliados pelos quatro critérios utilizados no teste

ring x-loss.

6.2 Avaliacdo sobre a possivel atividade genotdéxica e antigenotdxica de D.

furfuracea em células somaticas de D. melanogaster

O teste de mutacdo e recombinacdo somatica (SMART) em D.
melanogaster desponta como um sistema importante para o prognostico de agentes
mutagénicos e recombinogénicos, atuando sobre células somaticas. O teste SMART
mais comumente empregado, baseia-se na deteccdo de manchas de pélos mutantes
presentes nas asas dos adultos. O numero de manchas obtidos fornece resultados
sobre a ocorréncia de eventos genéticos enquanto que o tamanho destas manchas
é informativo do tempo de atuacdo do mutagénico ao longo da embriogénese. Por
outro lado, a presenca de dois genes marcadores especificos localizados no
cromossomo 3 permite a distincdo entre eventos mutacionais — predominantemente
do tipo mutacdo pontual — e recombinacdo mitdtica entre regides de hetero ou
eucromatina (Graf et al. 1984). A recombinacdo genética € um fendmeno de
importancia universal para todos os sistemas, desde os virus até 0s eucariotos
superiores. Na mosca das frutas (D. melanogaster), a recombinagdo genética ocorre
nao somente nas células meidticas, como também, nas células somaticas durante a

divisao celular mitética (Stern,1986).
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Graf (1994), demonstrou por procedimentos experimentais com
D.melanogaster que a idade ideal para o tratamento das das larvas € de 72 horas,
considerando que existe uma clara relacdo entre o tempo de inducéo e frequéncia,
bem como, o tamanho de manchas simples: em larvas jovens sdo produzidas
manchas grandes e em numero pequenos e, em larvas mais velhas, as manchas
sdo em grande numero e pequenas; manchas gémeas ndo sdo encontradas em

larvas muito velhas ou muito jovens.

A classificacdo das manchas (“spots”) em classes conforme o tamanho
permite estimar o momento (em que estagio larval) o evento mutacional foi induzido.
Clones induzidos no inicio do desenvolvimento larval serdo de tamanho grande:
enquanto que os produzidos no 2° e 3° instar serdo sucessivamente menores
(Vogel, 1989).

A classificacdo dos clones mwh, refere-se aos casos em que uma ou mais
células contiverem pélos expressando o fenotipo mwh, isto € 3 ou mais pélos em
cada célula. Grupos de células que apresentarem 2 pélos cada uma, ndo devem ser
considerados. No caso de uma célula, contendo 3 pélos mutantes, estar adjacente a
uma ou mais células com 2 pélos mutantes — as células com 2 pélos séo
consideradas como mwh e incluidas na contagem do nimero de células mutantes

que formam o clone (Guzman-Rincén e Graf, 1995; Ribeiro et al. 2003).

Os clones simples flr® sdo poucos frequéntes, jA que se originaram por
eventos raros, como mutacdes no locus flr, pequenas delecBes intersticiais ou
recombinacdo dupla. O gene flr® tem uma expressividade bastante variavel,
manifestando-se como um ponto, um pélo curto e alargado, ou até, como pélos
amorficos, chegando ao extremo de se manifestar como a forma de um baléo,
devido a extrusdo do material melanético quitinizado (Graf et al. 1984; Ribeiro et al.
2003).

Os clones gémeos, manifestam o fenétipo flr* e mwh no mesmo clone.
Séo considerados clones gémeos: (i) uma ou mais células mwh adjacentes a uma ou
mais células flr3, desde que separadas por ndo mais do que duas células com o
fenétipo selvagem; (ii) clones formados por celulas flr® e células contendo pélos
dulpos — desde que as células contendo dois pélos estejam claramente expressando
o fendtipo mwh (Guzman-Rincon e Graf, 1995; Graf et al. 1989; Ribeiro et al. 2003).
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Clones simples expressando o fenétipo mwh sdo mais freqientemente
observados nos experimentos. Clones gémeos, com ambos sub-clones mwh e flr3,
sdo menos frequentes, sendo os clones simples flr3 os que apresentam a menor
incidéncia (Graf et al. 1984; Ribeiro et al. 2003).

No procedimento experimental do presente trabalho, todas as condigbes
acima citadas foram verificadas (Figs. 2G; a, b / 2H; a,b).

A avaliagcdo do possivel efeito genotoxico e/ou antigenotéxico de D.
furfuracea em células somaticas de D. melanogaster foi realizada com trés
experimentos independentes. Utilizou-se no teste SMART-asa, as larvas de terceiro
estagio, provenientes do cruzamento padrdao (ST) e de alta bioativacdo (HB), que
foram expostas a tratamento croénico com diferentes concentracbes do cha por

infuséo de D. furfuracea para a verificacdo da possivel atividade genotoéxica.

A tabela 2A apresenta pelo teste de genotoxicidade, as frequéncias de
manchas observadas nos adultos emergentes: ST e HB. No controle positivo do
cruzamento (HB) as frequéncias de manchas pequenas simples e total de manchas
sdo maiores que as do controle positivo do cruzamento (ST), indicando que estdo de
acordo com as observacdes de Frolich e Wirgler (1990), que verificaram que o
uretano é um pré-mutageno que necessita de ativacdo metabdlica pelas enzimas do

citocromo P450.

Pelos resultados alcancados nos testes de genotoxicidade (Tabela 2A),
verificou-se na analise dos descendentes MH do cruzamento padrdo (ST) e do
cruzamento de alta capacidade de bioativagdo (HB), que nas condigbes
experimentais empregadas, o cha por infusdo de D. furfuracea nédo induziu um
aumento estatisticamente significativo (Frei e Wrgler,1988), para nenhum dos tipos
de manchas consideradas. (Figuras 2E e 2F). Tais resultados permitem deduzir que
h& auséncia de componentes capazes de interagir com o DNA e causar danos de
modo significativo. Se algum dano ocorreu no DNA o sistema de reparo conseguiu
com eficiéncia, sua reconstituicdo antes que o mesmo se expressasse no individuo

adulto.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho com D.
furfuracea foram encontrados por Silva, (2002), na avaliacdo da atividade

mutagénica da planta medicinal Guazuma ulmifolia Lamb. Os resultados
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demonstraram que o extrato de Guazuma ulmifolia ndo exerceu atividade do tipo
mutacdo de ponto, delecdo, ndo-disjuncdo ou recombinacdo mitética em células
somaticas de larvas de terceiro estagio, no cruzamento padrao (ST), sugerindo que
o fitoterapico ndo € um agente genotoxico de acéo direta (um mutageno), assim
como no cruzamento com alta atividade metabdlica (HB), sugerindo que o
fitoterapico ndo é um agente de acéo indireta (um pré-mutageno).

Pelos resultados obtidos nos testes de antigenotoxicidade, pbéde-se
observar na andlise dos descendentes MH dos cruzamentos ST e HB, que nas
condicBes experimentais realizadas, o cha por infusdo, de D. furfuracea apresentou
um efeito de protecdo contra as mutagfes e recombinacdes sométicas induzidas
pelo uretano, nos descendentes do cruzamento padréo, principalmente em relacédo a
dose de 0,042g/ml, que apresentou uma reducdo em todos os tipos de manchas
analisadas, e a dose 0,014g/ml, administrada nos descendentes do cruzamento de
alta bioativacdo, que apresentou um eficiente efeito de protecdo para todos os tipos

de manchas analisadas (Tabela 2B).

Kong et al. (1995), relataram que a concentracdo dos extratos vegetais €
importante na obtencdo de efeitos antigenotdxicos mais eficientes. Assim, pode-se
sugerir que as doses 0,042g/ml e 0,014g/ml de D. furfuracea sdo as mais indicadas

no sentido de conferir uma maior protecao contra a acao de agentes genotéxicos.

Os resultados obtidos com D. furfuracea no teste SMART-asa para a
avaliacdo da atividade mutagénica e antimutagénica, apresentaram uma
semelhanca com os resultados obtidos por Triparthy et al. (1990), quando realizaram
a avaliacdo do possivel efeito mutagénico do acido ascérbico, e 0 mesmo
demonstrou a auséncia de efeitos genotbxicos, e foi capaz de proteger contra

produtos de nitrosacao do metil uréia em combinag¢do com nitrito de sddio, in vivo.

Algumas pesquisas com G. ulmifolia, evidenciaram efeito antioxidante da
casca e folha devido a presenca de proantociandina, sinalizando para a
possibilidade de seu uso na profilaxia de danos ao material genético, haja visto, que
agente oxidantes como o cromato de potassio € altamente genotdxico tanto em
cruzamento padrédo (ST) quanto em cruzameto com alta bioativacdo (HB) (Spané et
al. 2001).

67



Dentre os principios quimicos encontrados em G. ulmifolia o B-sisterola, a
cafeina a mucilagem e o tanino possuem atividade preventiva ao cancer. Como tais
substancias atuam na prevencdo do cancer, pode-se inferir que auxiliam no
mecanismo de reparo ou impedem alteracdes genéticas nas ceélulas somaticas
(Silva, 2002).

Por meio de SMART, em D. melanogaster, foi demonstrado que o cafe,
guando co-administrado com o uretano, exibe um mecanismo inibitério, capaz de

impedir a acdo genotdxica do uretano (Abraham e Graf, 1996).

Carlson, (1994), relatou que o uretano, como pro-mutageno, necessita de
ativacdo metabdlica para que possa atuar induzindo uma atividade genotoéxica.
Dessa maneira, pode-se sugerir que D. furfuracea tenha sido capaz de reagir

metabolicamente, inibindo a atividade das enzimas do citocromo P450.

Bu-Abbas et al. (1994) e Chen e Yen (1997), consideraram dois
mecanismos capazes de atuar no processo da antimutagenicidade de extratos
aguosos de plantas: 1) interacdo direta entre 0 promutageno e 0s componentes
nucleofilicos presentes nos extratos; 2) inibicdo de promutagenos dependentes de
bioativacao por citocromo P450. Portanto, pode-se considerar que o cha por infusédo
de D. furfuracea tenha atuado como um desmutagénico. Isto porque seus
constituintes apresentaram efeitos antigenotoxicos pela inativacdo dos mutagenos
ou seus precursores, inibindo a atividade de enzimas, ou impedindo a interacdo do

mutageno com o DNA (Kada et al. 1982).

6.3 Avaliacdo sobre a possivel atividade mutagénica e antimutagénica de D.
furfuracea em cepas S. typhimurium pelo teste de Ames

No teste de Ames, resultados positivos indicam que o produto quimico, ou
amostra em teste, induz mutacdes de ponto por substituicdo de bases ou do tipo

“frameshift” no genoma desse microorganismo.

Maron e Ames (1983), verificaram que de maneira geral os resultados
positivos de compostos estudados, apresentam um perfil comum, onde inicialmente
0 numero de centros infecciosos permanecem nos niveis da inducdo espontanea,
cujo inicio define a dose minima indutora, em seguida, uma fase apresentando um

elevado percentual de células induzidas, e uma outra parte descendente que
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corresponde a faixa de concentracdes toxicas. Os resultados alcancados neste
trabalho com os controles positivos indicaram que o maior numero de colbnias
revertentes obtidas com os agentes indutores, foram de 0,5ug 4-nitroquinolina
(4NQO) para as cepas TA97a e TA98, de 1,5ug de azida sédica para a cepa TA100
e de 0,5ug de mitomicina C para a cepa TA102. Dessa maneira, 0s resultados
obtidos com os controles positivos foram de acordo com os padrdes ja estabelecidos
(Maron e Ames, 1983; Ribeiro et al. 2003) e apresentaram uma co-relacdo com o

perfil acima descrito.

Fllckiger-Isler et al. (2004), realizaram o teste de Ames com TA98 e
TAMIX e constataram que o controle positivo 4NQO apresentou alto indice de

mutagenicidade.

Beudot et al. (1998), avaliaram a mutagenicidade e antimutagenicidade de
flavandides pelo teste de Ames. O controle positivo 4-NQO, induziu atividade
mutagénica na cepa TA100. Entretanto o0s resultados obtidos do teste de
antimutagenicidade, revelaram que o flavanoide foi capaz de inibir a mutagenicidade
do 4-NQO na cepa TA100. Estes resultados, apresentam uma semelhanca em
relacdo aos resultados obtidos no presente trabalho com o controle positivo 4-NQO,
onde foi possivel detectar pelas cepas TA97a e TA98 de S. typhimurium atividade
mutagénica deste controle positivo, entretanto, no teste de antimutagenicidade, os
resultados obtidos das cepas TA97a e TA98, apresentaram um efeito de protecédo da

D. furfuracea contra a agao mutagénica do 4-NQO.

A azida soédica é frequentemente usada em laboratdrio quimico e
extensamente utilizada na indUstria, agricultura e medicina. O potencial mutagénico
da azida sddica tem sido demonstrado por varios testes de mutagenicidade e alguns
resultados obtidos com o teste de Ames, indicaram que esta, induziu mutacao por
substituicdo de bases na linhagem TA1530 de S. typhimurium entretanto, nao foi
detectado a inducdo de mutagenicidade nas linhagens TA1531, Tal532 e TA1534
(Nilan et al. 1973).

Jones et al. (1980), realizaram teste de mutagenicidade com células de
roedores (linhagens V79 e V7979 de Hamster Chinés) e constataram pelos
resultados obtidos, que a azida sodica atuou induzindo atividade mutagénica nas

linhagens testadas.
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Gonzales-César e Ramos-Morales (1997), utilizaram o teste SMART-asa
para a verificacdo da atividade mutagénica da azida sodica e concluiram que a
mesma, foi capaz de induzir recombinacdo mitética em larvas de Drosophila

melanogaster.

Mitomicina-C (MMC — CAS N°. 50-07-7) € um antibiético, cujo mecanismo
de acdo é o de se unir covalentemente com as macromoléculas do DNA,
funcionando como um agente alquilante bifuncional, formando “cross-linkings” com o
DNA (Rodriguez-Arnaiz, et al. 1996). Esta ligacdo ao DNA produz monoadicbes
(aducts) de DNA, e biadi¢cbes (cross-linkings) de DNA-proteina, induzindo alteracfes
cromossOmicas e levando a uma reducao na taxa de proliferacdo celular (Giri e
Chatterjee, 1998).

No teste SMART-asa, a formacdo de manchas grandes na presenca de
mitomicina C, indica a acao deste composto durante o inicio das divisbes das células
que compordo a asa da mosca, 0 que contraria a idéia de que a mitomicina C é
responsavel por uma reducdo na taxa de proliferacdo celular (Giri e Chatterjee,
1998).

No teste de micronucleos em linfécitos humanos ficou demonstrado, que a

mitomicina C induz atividade clastogénica (Surrallés et al. 1995).

Cunha et al. (1992), avaliaram o possivel potencial supressor do acido
tanico sobre as lesfes induzidas pelo agente alquilante bifuncional, mitomocina C.
Os resultados obtidos, demonstraram um aumento significativo nas frequéncias de

perda de cromossomo X em anel.

Andrade et al. (1992), trabalhando com a vanilina, demonstraram que
flavandides encontrados nesta planta, exerceram um efeito anticlastogénco sobre a

perda do cromossomo X em anel induzida pela mitomicina C.

A mitomicina C € uma droga bem estabelecida como agente anti-tumoral.
Atualmente, tem sido utilizada na quimioterapia contra uma variedade de neoplasias
(mama, préstata, coloretal, gastrico e pulméo) (Rossi et al. 1997). Entretanto, seus
efeitos mutagénicos tem sido detectados em varios tipos de testes. Estudos
relacionados com a perda do cromossomo X em anel, em D. melanogaster,

demonstraram que a mitomicina C induz biadicdes no DNA — convertidas em
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guebras de cadeia dupla (DSBs, Double Strand Breaks) por enzimas envovidas no
reparo por excissao (Leigh, 1976; Vogel e Natarajan, 1979; Zijlstra e Vogel, 1988).

Ueda e Komano, (1984), relataram que a mitomicina C induz alteracdes

no DNA, preferencialmente na sequéncia de dinucleotideos G-T.

De acordo com Rodrigues-Arnaiz, et al. 1996 e Rossi, et al. (1997), a
atividade mutagénica da mitomicina-C pode ser inibida por compostos que tém a
capacidade de sequestrar radicais livres. Compostos estes, que podem ser
encontrados nas folhas de vegetais (vitaminas A, C e clorofilina). Dessa maneira, no
presente trabalho, pode-se sugerir que o efeito inibidor da atividade mutagénica da
mitomicina C, possa ter ocorrido, devido a possivel presenca de componentes nas
folhas de D. furfuracea que tem a capacidade de sequestrar radicais livres.

Resultados negativos indicam que a substancia em teste, ndo induz
mutacdes de ponto por substituicdo de bases ou do tipo “frameshif’ no genoma de S.
typhimurium. Os controles negativos incluidos no teste de Ames foram de acordo
com o solvente utilizado. Para as cepas TA97a e TA98 usou-se o dimetilsulféxido
(DMSO) e agua destilada para as cepas TA100 e TA102. Os resultados obtidos pela
reversao espontanea indicaram que as condi¢fes experimentais estavam de acordo

com o padrao estabelecido (Ames, 1983).

Um agente é considerado antimutagénico quando ocorre uma atenuagao
dos efeitos da substancia mutagénica, incubada juntamente com a substancia
testada. Quanto menor a razao de antimutagenicidade, maior € o efeito protetor da

substancia em teste (Rabello-Gay et al. 1991).

Ramel et al. (1986), propuseram a classificacdo dos agentes
antimutagénicos quanto ao seu modo de acado, da seguinte maneira: (i) estagio 1-
compreendendo substancias de acéo extracelular que podem ser; a) substancias
inibidoras da formacao ou captacdo dos mutagénicos; b) substancias inativadoras de
mutagénicos ou promutagenicos; (i) estagio 2- incluindo compostos de acao
intracelular que podem ser; a) agentes bloqueadores, que previnem a mutacgéo por
competirem com sitios alvos, ou que inibem a conversao no carcinégeno final, ou
que aumentam a atividade das enzimas desintoxicantes e também por reagirem

diretamente com os grupos eletrofilicos; b) Agentes captadores de radicais livres; c)
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agentes supressores- que previnem a expressao neoplasica de celulas iniciadoras;

d) agentes que afetam os mecanismos de reparagédo do DNA.

De acordo com Wattenberg (1983), os inibidores da carcinogénese podem
ser divididos em trés categorias: a) compostos que previnem a formacdo de
metabdlicos mutagénicos e/ou carcinogénicos, a partir de precursores quimicos; b)
agentes bloqueadores que previnem a carcinogénese por reagirem com sitios
celulares criticos; c) agentes supressores, capazes de suprimir a expressao de

neoplasias em células previamente expostas.

De Flora e Ramel (1988), propuseram 0s mecanismos de inibicdo da
mutagénese ou carcinogénese, pelos seguintes aspectos: a) Inibidores da
mutagénese com atuacdo extracelular — onde os inibidores da captacdo dos
mutagénicos ou seus precursores, impedem a sua penetracdo dentro do organismo,
ou dentro da célula, ou mesmo favorecem a sua remocao; b) Inibidores da formacéao
enddégena do mutagénico - onde ocorre a inibicdo da reacdo de nitrosacdo e a
modificacdo da flora bacteriana intestinal; ¢) desativacdo do mutagénico, que pode
ocorrer por reacao fisica, quimica ou enzimatica; d) Inibidores da mutagénese com
atuacao intracelular — neste caso os moduladores do metabolismo podem atuar
inibindo a duplicacdo celular, favorecendo a captacdo do mutagénico por células
nao-alvo, inibindo a ativacdo de prémutagenicos ou induzindo os mecanismos de
desintoxicacdo; e) Blogueadores de moléculas reativas - que podem reagir com
sitios eletrofilicos por reacdo quiimica, enzimatica, captando espécies ativas de
oxigénio ou protegendo sitios nucleofilicos do DNA,; f) Moduladores da duplicacéo e
reparacdo do DNA — promovendo maior fidelidade na duplicacdo do DNA,
favorecendo a repararacdo das les6es do DNA e inibindo a reparacado indutora de
erros; g) Inibidores atuando na iniciacdo ou em células neoplasicas — onde os
moduladores da promoc¢éo tumoral, podem agir inibindo os efeitos genotoxicos,
captando radicais livres, inibindo a proliferacdo celular, induzindo a diferenciacao
celular e modulando o sinal de traducao; h) Moduladores da progressao tumoral-
estes atuam inibindo os efeitos genotdxicos, agindo nos horménios ou nos fatores de
crescimento, no sistema imune, nos agentes anti-neoplasicos fisicos, quiimicos ou

bioldgicos e também agem modulando o sinal de traducéo.

72



De Flora e Ramel (1988), relataram que varios fatores, governados por
forcas balanceadoras opostas podem, adicionalmente, interferir sobre o processo
mutacional. Neste contexto, destacam-se: (i) o0s sistemas de ativacdo e
desintoxicacdo metabdlica, (i) a formacdo de espécies ativas de oxigénio ou de
derivados nucleofilicos e sua captacédo por blogueadores de moléculas reativas, e
(iii) as lesBes pré-mutacionais presentes no DNA e a possibilidade de sua reparacéo

por multiplos sistemas de correcdo inerentes as ceélulas.

De Flora e Ramel (1988), observaram que alguns inibidores da
mutagénese e/ou carcinogénese, exercem seus efeitos por interferir em apenas uma
das diferentes etapas de atuagdo dos mecanismos de inibicdo da mutagénese ou
carcinogénese. Entretanto, estes autores verificaram que alguns compostos podem
atuar através de mecanismos multiplos e dependendo da etapa em que eles
interferem, os resultados podem ser contraditérios. Assim, um agente que exerca
efeitos protetores em determinadas condi¢cdes experimentais pode ser inefetivo ou
nocivo (téxico, mutagénico e/ou carcinogénico) dependendo: (i) da metodologia
utilizada — dose, rota e sequéncia de administracdo do modulador; (ii) do organismo-

teste empregado; e (iii) do tipo de lesédo que esta sendo analisada.

De acordo com De Flora e Ramel (1988), uma substancia identificada
como mutagénica, refere-se a uma intrincada cadeia de eventos envolvendo a via de
entrada e a quantidade do composto que € absorvida; a sua captacdo pelo sistema
metabdlico — no caso de pré-mutagénicos — ou pelas células alvo, quando nos
referimos aos mutagénicos de acao direta; o seu acesso ao nucleo e a sua interacéo

com o DNA; e finalmente, a fixacdo das lesdes genéticas.

Pelos resultados obtidos no teste de Ames para a verificacdo do efeito
mutagénico de D. furfuracea foi possivel observar, que ndo houve um aumento
significativo de revertentes nas linhagens testadas. Dessa maneira, de acordo com
Ramel et al. (1988), pode-se sugerir, a auséncia de mutagenicidade nas cepas de S.

typhimurium.

Os resultados obtidos das cepas TA97a e TA98, demonstraram o efeito
de protecao de D. furfuracea contra o deslocamento do quadro de leitura causado
pelo 4NQO, e contra a substituicdo de pares de bases induzidas pela azida sédica e

mitomicina C, nas cepas TA100 e TA102 respectivamente. (Maron e Ames, 1983).
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Por outro lado, torna-se dificil e por vezes incerta a identificacdo dos mecanismos
envolvidos nos processos de inibicAo da mutagenicidade, principalmente pela
ocorréncia de varios fenomenos resultantes de diferentes fatores que interagem
simultaneamente na cascata de eventos envolvidos em tal processo (De Flora e
Ramel (1988); Ramel et al. (1986).

Pelos resultados obtidos no teste de antimutagenicidade, com as quatro
cepas S. typhimurium tratadas com diferentes doses, do cha por infusdo de D.
furfuracea constatou-se, que houve um decréscimo do nimero de revertentes em
relacdo ao controle positivo para cada amostra testada. Portanto, péde-se sugerir
que esta planta, desempenhou de maneira significativa, um efeito modulador na
atenuacdo da mutagénese, agindo como um desmutagénico Kada et al. (1982),
exercendo a sua atividade protetora, inativando as substancias mutagénicas,
impedindo-as de atuarem sobre o DNA, ou mesmo interferindo na interacdo do
mutédgeno com o DNA.

7. CONCLUSIONES

La evaluacion de la posible actividad mutagénica y/o antimutagénica, de
la infusion de D. furfuracea en el presente trabajo, de acuerdo con los objetivos
preestablecidos para el conjunto de los tests aplicados y en las condiciones de los

ensayos realizados, evidenci6 que:

1- De acuerdo com los resultados obtenidos por el test Ring-x-loss,
demostraron que D. furfuracea no ejercio actividad genotédxica en células germinales
de D. melanogaster presentando asi, en las tres nidadas, la ausencia de pérdida
total del cromosoma X en anillo, mosaicismo, pérdida parcial del cromosoma Y, 0 no

disyuncion.

2- El analisis de la actividad genotoxica en células somaticas de D.
melanogaster a través del test de mutacion y recombinacion somatica, demostrd que
D. furfuracea no indujo ningun efecto del tipo mutacion puntual, delecion, no-
disyuncién o recombinacién mitética, en células de los linajes portadores de baja
actividad de metabolizacién (ST), asi como en células de linajes portadores de alta

metabolizacion (HB).
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3- El analisis de la actividad antigenotoxica en células somaticas de D.
melanogaster a través del test de mutacion y recombinacién soméatica, demostro por
el co-tratamiento, que D. furfuracea present6 un efecto de proteccién contra las
mutaciones y recombinaciones somaticas inducidas por el uretano, en los
descendentes del cruce patron (ST), principalmente en relacion a la dosis 0,042g/ml,
donde hubo reduccién en todos los tipos de manchas analizadas, asi como la dosis
0,014g/ml, administrada en los descendentes del cruce de alta bioactivacion (HB),
que presentd un eficiente efecto de proteccion para todos los tipos de manchas
analizadas. Por tanto, la eficiencia de D. furfuracea, en la protecciéon contra las
mutaciones y recombinaciones somaticas inducidas por el uretano, es dependiente

de la dosis utilizada.

4- Los resultados obtenidos en la evaluacion de la posible actividad
mutagénica de la infusion de D. furfuracea por el test de Ames demostraron que la
planta no indujo mutaciones de punto por sustituicién de bases o por desplazamiento

del cuadro de lectura en cepas S. typhimurium.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la possible actividad
antimutagénica de la infusién de D. furfuracea por el test de Ames demostraron por
el co-tratamiento que la planta presentd un efecto de proteccion contra lesiones
inducidas por los agentes mutagénicos observandose una disminuicion del nimero
de colonias revertientes. Por tanto, se puede sugerir, que la planta actuo
promoviendo un efecto modulador en la diminucién de la accion mutagénica,

actuando, como un posible desmutagénico.

75



8. RESUMEN

El empleo de plantas medicinales en la recuperacion de la salud ha
evolucionado a lo largo del tiempo, desde las formas mas sencillas de tratamiento
local utilizadas por el hombre de las cavernas, hasta las formas tecnolégicamente
sofisticadas de fabricacion industrial empleadas por el hombre moderno. Pero a
pesar de haber una gran diferencia entre las dos formas de su uso hay un hecho
comun entre ellas: y es que el hombre percibié que existe algun factor en las plantas
gue cuando es administrado, sea en forma de mezcla compleja como infusiones,
tinturas, polvos, etc. 0 como substancia aislada pura transformada en pastillas,
gotas, pomadas o capsulas, tiene la propriedad de reaccionar beneficamente en los
organismos Yy resulta en el restablecimiento de la salud. Este factor es lo que se
llama de principio activo, ya esté constituido por una Unica substancia existente en la
planta o por un conjunto de substancias que actuan sinérgicamente, y que reciben el
nombre de complexo fitoterapico. Esas substancias pueden ser empleadas dentro
de la propria planta en la forma de preparados caseros, como infusiones, tinturas y
polvos, o en la forma de compuesto puro, retirado de la planta y transformado por la
industria farmacéutica en capsulas, pastillas y pomadas. Por eso, la planta
medicinal, cuando esta bien escogida y es usada correctamente, solamente difiere
del medicamento industrial hecho con la substancia aislada, en el embalaje y las
substancias colorantes, aromatizantes, flavorizantes, y conservantes que
acompafan el principio activo en ese tipo de medicamento. Basandose en este
concepto, la organizacién Mundial de Salud (OMS), en el &nimo de reducir el nUmero
de excluidos de los sistemas gubernamentales de salud, recomienda a los 6rganos
responsables de la salud publica de cada pais, que: a) realicen inventarios
regionales de las plantas tradicionalmente usadas en la medicina popular y que las
identifiquen botanicamente. b) estimulen y recomienden el uso de aquellas que
tengan comprobada su eficacia y seguridad terapéuticas; c) desaconsejan el empleo
de practicas de la medicina consideradas inutiles o perjudiciales; d) desarrollen
programas que permitan cultivar y utilizar las plantas seleccionadas en forma de
preparaciones dotadas de eficacia, seguridad y calidad (Lorenzi, H. e Matos, F. J. A.,
2002).
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Actualmente, mas del 25% de los medicamentos en uso son derivados
naturales o productos semisintéticos de origen natural. En los paises en desarrollo
de Ameérica Latina (OPAS/OMS, 1996), el porcentaje de utilizacion de productos
naturales viene aumentando considerablemente, revelando la importancia del
conocimiento de la composicidbn quimica, de la accién farmacoldgica y de los
posibles efectos colaterales de esas plantas principalmente porque varias especies
presentan efectos potencialmente téxicos, mutagénicos, carcinogénicos Yy
teratogénicos (Eren et al. 2015). Por otro lado, gran parte de las plantas brasilefias
presentan alguna propiedad terapéutica util a la poblacion. Pero, a pesar de ello, hay
registros que comprueban que el porcentaje de especies estudiadas desde el punto

de vista fitoquimico o farmacoldgico no llega al 1% (Martins et al. 1995).

Los organismos vivos, en su proceso evolutivo vienen sufriendo
interacciones con el ambiente, lo que ha ocasionado cambios estructurales
especificos, favoreciendo la adaptacion de las espécies a las exigencias del medio
en que viven. Por esa razon muchas plantas desarrollaron substancias toxicas como
defensa contra depredadores, bacterias, hongos y virus (Ribeiro et al. 2003) que

podrian ser potencialmente peligrosas para el ser humano.

La utilizacion de plantas desconocidas desde el punto de vista
toxicolégico, puede causar eventos mutacionales somaticos 0 germinativos,
desencadenando enfermedades o desordenes hereditarios multiples en los seres
humanos (Corréa et al. 1999). En contraste, algunas plantas contienen substancias
inibidoras que interfieren en diferentes etapas de los eventos mutagénicos,
presentando efectos moduladores de la mutagénesis (Waters et al. 1990).

Aunque las edividencias directas sobre el origen mutacional de las
enfermidades somaticas humanas sean limitadas, inferencias obtenidas a partir de
resultados experimentales en varios organismos dan apoyo consistente a la
hipotesis de que muchas enfermedades tienen sus raices en las mutaciones. Esto es
particularmente claro para la relaciéon entre mutacién somatica y el cancer. La gran
mayoria de los carcinégenos inician su actividad tumoral a través de interacciones
especificas con el DNA de las células, provocando enfermedades genéticas
permanentes, que generalmente, se expresan como mutaciones genéticas y/o

alteraciones cromosémicas. Por otro lado, la identificacion de los genes especificos
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implicados en la induccion del cancer — los protooncogenes — y su activacion por
alteraciones del DNA han reforzado la idea de asociacion entre la mutagenesis y la

carcinogenesis (Ziljlstra and Vogel1988).

Las investigaciones en el campo de la mutagénesis, no solamente sirven
como un medio de acceso para determinar el riesgo genético para las progenies,
sino también, como una herramienta para evaluar los riesgos potenciales del
desarrollo de tumores malignos en los individuos o poblaciones expuestas a los

agentes genotoxicos quimicos o fisicos (Wirgler et al. 1984).

La incidencia de enfermedades genéticas pueden ser reducida por la
disminuicion en los indices de mutacion. Una de las estrategias para la proteccion de
las poblaciones humanas seria, por tanto, la identificacion de los agentes
mutagénicos, seguida por la implementacion de medidas del control de riesgo
genético, a través de la disminuicién de la exposicibn humana a estos agentes (De
Flora, 1998). Asi surge una nueva posibilidad para la proteccion de la salud humana,
y es la identificacion y caracterizacion de substancias naturales o sinteticas que sean
capaces de modular los efectos de la mutagenesis y que son llamadas de
antimutagénicas (Waters et al. 1990; Hartman & Shankel, 1990 Estudios relatan
que substancias extraidas de frutas, vegetales y plantas contienen compuestos
como los polifenoles, entre otros, que presentan un efecto protector del organismo

contra enfermedades (Kaur et al, 2015).

Se han desarrollado pruebas para la confirmacion de la mutagenecidad
de los agentes fisicos y quimicos en Drosophila melanogaster capaces de medir un
amplio aspecto de los dafios genéticos inducidos en las células germinativas y
somaticas (Graf & Singer, 1992).

D. Melanogaster ofrece ventajas y posibilidades especiales, ya que posee
una variedad de marcadores genéticos que permiten la creacion de varios sistemas
de pruebas, capaces de detectar diferentes tipos de eventos mutacionales como:
mutaciones génicas de efectos deletérios; pequefios dafios que seran efectivamente
transmitidos; pequefias duplicaciones que probablemente aparecen por la
inestabilidad en la replicacion del DNA; redisposicion de los cromosomas
estructurales como: inversiones y translocaciones; no disyuncion, conduciendo a las

aberraciones cromosOmicas numericas y a la recombinacion genética. Estos efectos
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pueden ser detectados en (i) tejidos gonadales — conduciendo a las mutaciones que
son transmitidas a la progenie, o (ii) en células somaticas — permitiendo el
prognostico de la formaciéon de clones de células mutantes que se expresan como
mosaicos en los individuos expuestos a los agentes mutagénicos. Los resultados
que han sido logrados en las células somaticas pueden mostrar evidencias indirectas

en cuanto al potencial carciongénico de la substancia analizada (Zijlstra et al. 1979).

La prueba ring-x-loss, realizada con D. melanogaster es de protocolo
sencillo, y permite la deteccion de los efectos clastogénicos en las células
germinativas pos-meioticas de machos ring-x-trados en tan solo una generacion. Asi,
esa prueba suministra resultados de roturas cromosémicas que conducen a efectos
del tipo de la pérdida del cromossomo X en anillo, pérdida parcial del cromosomo Y,
mosaicismo y no disyuncién. Los machos ring-x se caracterizan por poseer un
cromosoma X en anillo, con marcadores para las mutaciones y (yellow — cuerpo de
coloracion amarilla) y B (bar-ojos reducidos en forma de barra) y un cromosoma Y
con marcadores y+ (cuerpo de coloracion gris selvaje), localizado en el brazo corto y
Bs (bar stone — ojos muy reducidos en forma de barra), localizado en el brazo largo
(posibilita la deteccién de pérdidas parciales del cromossomo Y). Las hembras
(ywsn®) se caracterizan por presentar en sus cromosomos X marcadores para las
mutaciones y (yellow — cuerpo de coloracién amarilla), w (white — ojos redondos y de
coloracién blanca, y sn? (singed — cerdas retorcidas) (Valencia et al. 1984; Zijlstra &
Vogel, 1988). Las constituciones genotipicas de los linajes marcadores ring-x y
hembras virgenes ywsn3, son respectivamente, C1 (2) yB/y+YBS ywsn3/ywsn?3
(Lindsley & Zimm, 1992). Para discriminar la sensibilidad de las distintas células
posmeioticas de los machos ring-x, se utiliza el método de nidales cruzando los
machos tratados com con hembras virgenes ywsn? en intervalos de 3 a 2 dias tras el
tratamiento del macho. Cada nidal corresponde a larvas obtenidas por fecundacion
con espermatozoides que fueron tratados con el agente en estudio en una fase
distinta la espermatogénesis: nidal 1: espermatozoide nidal 2: espermatides adultas;
nidal 3: espermatides jovenes. Los resultados se evallan agrupando la progenie en
11 classes fenotipicas (Zijlstra & Vogel, 1988). La prueba Ring-x-loss, permite la
deteccion en una Unica generacion, de eventos clastogénicos del tipo pérdida del
cromosoma X en anillo, pérdida parcial del cromosomo Y, mosaicismo, y no

disyuncién (Cunha et al. 1992).
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La prueba SMART, utiliza como marcador fenotipico la presencia de
manchas en las alas y permite medir un espectro de agentes genotoxicos que
inducen a mutaciones en las células somaticas de D. melanogaster (Wurgler et al.,
1984). Esta prueba es sensible a una variedad de agentes mutagénicos con accion
directa o que requiere bioactivacion (Graf, 1995). La induccion para la pérdida de la
heterozigosis de los marcadores en las células de los discos imaginales de las larvas
tratadas con compuestos genotoxicos, conducen a la formaciéon de células mutantes
que dispués del proceso de la metamorfosis se expresan como manchas en las alas
de la mosca adulta (Span6 & Graf, 1998). Para la realizacion de la prueba SMART-
ala se utilizan linajes de D. melanogaster que permiten la deteccion de mutaciones y
recombinaciones somaticas en las células de las alas, de acuerdo con el método
desarrollado por Graf et al, (1984). Las tres linajes mutantes usados son: 1- multiple
wing hairs (mwh), que posee un gen mutante (mwh) en el cromosomo n° 3 (3-0,3) en
condicién homozigotica y corresponde a un mutante recesivo que determina que las
células de las alas presenten tres o0 mas pelos, en lugar de uno, su constituicion
cromosémica es y; mwh jv (Graf et al. 1984, Graf et al. 1989); 2- flare-3 (fIr3), que
posee un gen marcador recesivo en hemizigosis (flr®) en el cromosoma n° 3 (3-38,8),
que afecta a los pelos de las alas, cambiandolos y dandoles una aparencia de llama
(Guzman-Rincon et al. 1994) su constitucién genética flr3 In(3Lr)TM3, ri pP sep
[(3)89Aabx34¢ e Bds (Graf et al. 1989). 3- Linaje ORR,; flare — (ORR; fIr®) que posee
un gen marcador recesivo en hemizigosis (flr3) en el cromosomo n° 3 (3-38,8), que
afecta los pelos de las alas, dandoles aspecto de llama, y un cromosoma 2,
transferido del linaje selvaje Oregon R (ORR), resistente al DDT (Dapkus e Merrel,
1977), Este dltimo linaje se caracteriza por un aumento en la actividad de las
enzimas del complejo citocromo P450 (Hallstrom, 1985; Guzman-Rincén e Graf,
1995); y tiene una constitucion genética ORR; flre In(3Lr)TMS3, ri pP sep 1(3)89Aabx34e
e Bds (Graf et al. 1989). Frolich e Wirgler (1989), pretendiendo desarrollar un linaje
de moscas capaz de activar promutagenos, de una forma mas eficaz, desarrollaron
un nuevo linaje que lleva los cromosomas 1 y 2 del Oregon R (ORR) resistente al
DDT (Dapkus e Merrel, 1977) debido a la produccion de altos niveles de citocromo
P-450. La caracteristica de este linaje es, por tanto, su gran capacidad de

Bioactivacion (“High Bioactivacion-HB”).
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Desde 1975, han sido propuestas muchas pruebas bacterianas. El
desarrollo de estas pruebas se debe principalmente al avance en los conocimientos
adquiridos sobre las respuestas bacterianas a los agentes quimicos y fisicos que
causan dafios en el DNA, sobre la naturaleza de esos cambios y sus procesos de
reparacion, asi como sobre los mecanismos de mutagénesis y de su regulacion
enzimatica. Paralelamente se ha desarrollado toda una serie de cepas bacterianas
que permiten la deteccion de diferentes tipos de dafios producidos por agentes

mutagénicos (Vennit et al. 1986).

La prueba de Ames fue desarrollada por Bruce Ames y colaboradores en
la decada del 70, en la Universidad de Berkeley, California (Ames et al., 1975) y fue
perfeccionada en 1983 por Maron y Ames. Este ensayo tiene como objetivo evaluar
la capacidad de determinados compuestos quimicos o mezclas complejas de inducir
mutaciones en el genoma de S. typhimurium a través de la reversion del fenotipo

histidina negativo (Maron y Ames, 1983).

En esta prueba fueron utilizados los linajes de S. typhimurium
desarrollados especificamente para detectar mutagenos que provocan un
desplazamiento en el marco de lectura (frameshift) o substitucién de pares de bases
del DNA. Ademas de las mutaciones que afectan al operon de la histidina, pueden
ocurrir otras del tipo rfa, uvrB y plasmideos pkM101, que otorgan mayor sensibilidad

en la deteccion de agentes genotoxicos (Maron y Ames, 1983).

El método se basa en el empleo de linajes de S. typhimurium
dependientes de histidina que presentan la mutacion reversa cuando estan en
contacto con agentes mutagénicos (Ames et al. 1975; Maron e Ames, 1983; Cariello
e Piegorsch, 1996). Despues de un determinado periodo de encubacion (48 horas a
37°C), las colonias revertientes de las placas test son contadas y comparadas con el
namero de las revertientes de las placas control. Dada la composicion del medio de
cultivo, solamente formaran colonias las células prototroficas en relacion a la
histidina, provenientes de mutaciones espontaneas u originadas por mutaciones
provocadas por la substancia quimica o por la muestra en el test. En el presente
trabajo, se utilizo la prueba de Ames (sin metabolizacion enzimatica) con las cepas
TA97a TA98 TA100 y TA102 de S. typhimurium (Maron e Ames, 1983).
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La prueba de Ames tambien permite realizar la identificacion de
contaminantes ambientales, monitorizar poblaciones humanas expuestas a
productos con riesgos quimico, o confirmar la posible mutagenicidad de las plantas

medicinales y los productos empleados en la quimioterapia (Rabelo-Gay et al. 1991).

La planta Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth & Hook. f. (Annonaceae), se
localiza en la region del “Cerrado” brasilefio principalmente en el Brasil Central, y
presenta poblaciones con varios individuos (Silva, 1998). La infusion de su raiz ha
sido empleado como calmante y antirreumatico, en el tratamento de dolores de
rifiones y lumbagos. La infusion de la hoja ha sido empleada en el tratamiento de
enfermedades renales (Figura 1A).

La familia Annonaceae pertenece a la clase Magnoliopsida, sub-clase
Magnoliidae y orden Magnoliales. Comprende cerca de 120 géneros y mas de 2000
especies. Las plantas de esa familia forman arboles y arbustos tropicales y
subtropicales y son conocidos porque producen diversos derivados alcaloidicos
isoquinolinicos. En muchas de las especies vegetales de esa familia han sido
identificadas substancias con diferentes actividades biologicas, citotoxica,
antiplasmaddica, antiprotozoarica, antiparasitaria, pesticida, antimicrobiana,
antifingica, antimalarica, imunosupresora, antioxidante y antitumoral (Sousa et al.
2000; Fechine et al. 2000; Frana et al. 2000; Garcia et al. 2000).

Silva et al. (2000), evaluaron la actividad analgésica y antiinflamatoria de
la Annona glabra (Annonaceae) en ratdn. Los resultados mostraron que los extractos
estudiados poseen actividad antinociceptiva de modulacion periférica sin que

presenten actividad antiinflamatoria.

Frana et al. (2000), estudiando la familia Annonaceae observaron que el
extracto de cascaras de Duguetia sp tiene actividad citotoxica en Artemia salina.

Siqueira et al. (1998) realizaron estudios bioquimicos de la corteza del
tallo de Duguetia glabriuscula (Annonanaceae), e hicieron estudios de su toxicidad
en Artemia salina. Asi, se confirmo que la toxicidade de sus alcaloides sobre ese

organismo marino correlaciona positivamente con su actividad antitumoral.

Silva et al. (1998), analizaron el efecto de los extractos de Annona

crassiflora y Hyptis ovalifolia sobre Cryptococcus neoformans un hongo que causa la
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micosis sistémica denominada criptococosis que afecta principalmente los individuos
imunocomprometidos (SIDA). Los tratamientos que se emplean actualmente para
combatir la criptococosis presentan ciertos problemas debido a sus efectos
secundarios. Los ensayos efectuados con el extracto bruto etandlico de las hojas de
A. crassiflora y H. ovaliflora han demonstrado que la mezcla de los extractos de las
referidas plantas (sobretodo la fraccion acuosa) poseen efectivo poder inibitorio
sobre la proliferacion de C. neoformans.

Garcia et al. (2000), realizaron la actividad de extractos vegetales de las
familias Combretaceae, Apocynaceae, Annonaceae sobre Artemia salina. Los
resultados obtenidos demostraron que los extratos de Annona coriacea presentaron
la mayor toxicidade en A. salina. La substancia acetogenina tetra-hidrofuranica,
posiblemente la (+)-gigantecina, fue aislada de las hojas de la A. coriacea y se

mostré activa en las células del carcinoma mamario humano.

Otros estudios realizados con la familia Annonaceae, han indicado la
presencia de otros constituyentes con comprobada atividad biologica, como el célcio,
fosforo, hierro, carotenoides, vitamina B1, B2 y la vitamina C (Agostini et al. 1996;
Almeida et al. 1987), ademas la clase de las acetogeninas, que presentan gran

interés, particularmente las del género Annona (Santos et al. 1994).

Jolad et al. (1982), sometieron a prueba el extracto etandlico de las raices
de Uvania accuminata y de él aislaron la primera acetogenina de Annonaceae, una
substancia que presenté actividad citotoxica, antiparasitaria y antitumoral en el

sistema PS (leucemia linfocitica en los ratones) in vivo.

Actualmente hay un gran interés en identificar nuevos compuestos que
posean propriedades farmacoldgicas, que no sean genotdxicos y que presenten

actividades antimutagénica (Kasuba et al. 1999).
OBJETIVO

El empleo indiscriminado de plantas medicinales brasilefias por la
poblacién ha puesto en alerta sobre la necesidad de desarrollar experimentos que
confirmen los posibles efectos mutagénicos y/o antimutagénicos de las mismas
(Chen-Chen e Sena, 2002). El presente trabajo tiene como proposito investigar estos

posibles efectos en la planta medicinal D. furfuracea mediante la prueba ring-x-loss,
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que permite la deteccion de la posible actividad genotéxica en D. melanogaster,
informando de la respuesta de las células germinativas a los mutagenos, a través de
la deteccidn de la pérdida del cromosoma X en anillo (Cunha et al. 1992), mediante
la prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART-ala), Graf et al. (1984),
que pone de manifesto la actuacion de los mutagenos sobre células sométicas, y
mediante la prueba de Ames, que permite medir la mutagenicidad en la bacteria S.
typhimurium através del andlisis de las células revertientes para la prototrofia de
histidina (Maron e Ames, 1983).

EXPERIMENTO |

En el experimento | consistio en el desarrollo de la prueba para la
deteccidn de la pérdida del cromosoma X en anillo. El empleo de ensayos como el
RXL en una Unica etapa de la espermatgénesis puede llevar a resultados falso
negativos. Sin enbargo, cuando se realiza este ensayo empleando la metodologia de
nidales, que consiste en el cruzamiento sucesivo de los machos tratados con nuevas
hembras virgenes en intervalos de 3, 2 o0 1 dia respectivamente, se analizan células
tratadas en diferentes etapas de la espermatogénesis, assegurando asi la eficacia

de los resultados obtenidos (Zijlstra e Vogel, 1988).

En nuestro estudio se emplearon machos del linaje marcador ring-x y
hembras virgenes ywsn3, cuyos rasgos genotipicos son respectivamente, C1 (2)
yB/y+YBS ywsn3/ywsn? (Lindsley e Grell, 1968; Lindsley e Zimm, 1992).

El compuesto uretano (etil carbamato; etil uretano; acido ester carbamico),
Cs3H7NO:2 fue empleado para el controle positivo por presentar alta toxicidade y
accion carcinogénica (Choy et al. 1996). Para el control negativo se empleo agua

destilada esterilizada.

Para el mantenimiento de D. melanogaster se emplearon frascos de
250ml que contenian medio de cultura especifico (820 ml de agua, 25g de levedura
de panaderia (Sacaromyces cerevisae), 11g de agar, 1569 de platano, 1g de nipagin
(Graf et al. 1984).

Con el objetivo de definir las dosis de D. furfuracea que permitan la
supervivencia en el medio de cultivo, empleamos la metodologia apresentada por

Lewis y Bacher (1968), con modificaciones.
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Machos del linaje marcador ring-x, con 2-3 dias de edad, fueron
sometidos a un ayuno de 4 horas. Enseguida fueron tratados durante 24 horas, por
ingestion de 3 diferentes dosis de infusion de la planta D. furfuracea (0,085g/ml;
0,042g/ml; 0,014g/ml). Para el control positivo se empled, uretano en una
concentracion de 20mM y para el control negativo agua destilada esterilizada.
Fueron distribuidos 2 ml de cada solucion por cada tubo de fondo plano con una
lamina de algodon de 1.0 cm, cubierta con papel filtro, para evitar la aderencia de las
moscas. Fueron colocados 10 machos por tubo, totalizando 20 repeticiones por
tratamiento. Trascurrido el periodo de tratamiento los machos fueron transferidos a
tubos de ensayo que contenian medio de platano-agar para proceder de los
cruzamientos con hembras virgenes no tratadas del linaje marcador ywsn3. Las
hembras, con 2-3 dias de edad, se colocaraon en la proporcion de 1:1 por tubo,
durante tres dias, para la obtencién de la primera nidada. Luego, las hembras fueron
retiradas y los machos transferidos a nuevos tubos y sometidos a otro cruzamiento
con nuevas hembras virgenes ywsn? durante dos dias. De esta forma se obtuvo la
segunda nidada. Nuevamente las hembras fueron rechazadas y los machos
transferidos y sometidos al tercera cruzamiento por otros dos dias para la obtencién
de la tercera nidada. De esta forma se obtuvieron 3 nidadas que representan
muestras homogéneas de células germinativas tratadas en diferentes estadios de la
espermatogénesis. Los ensayos fueron realizados a una temperatura de
aproximadamente 25° + 1°C y una humedad relativa de aproximadamente el 60%

(Lewis e Bacher, 1968). El experimento fue realizado por triplicado.

Después de diez dias del cruzamiento se produjo la emergencia de la
generacion F1 de D. melanogaster que fue analizada, mediante la observacién de
los fenotipos. Los individuos de esta progenie fueran agrupados en 11 clases
fenotipicas, siendo que las clases 1 y 2 las que corresponden a los descendientes
normalmente esperados (no-mutantes); y las clases 3 a 11 las mutantes. (Valencia
et al. 1984, Zijlstra e Vogel, 1988).

Los datos que se obtuvieron fueron comparados utilizando el test de x2.
La frecuencia de la pérrdida completa del cromossoma X en anillo fue calculada
mediante la suma de los individuos pertenecientes a la clase 3 (Xm/0) y los
individuos de la clase 4 — mosaico — (Xm/0-Xm/Xp) dividida por la suma de los

individuos pertenecientes a las clases: 1(Xp/Xm); 3 (Xm/0); 4 (Xm/0-Xm/Xp); 5
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(Xm/Xply+YBS®) y 11 (Xp/0) de cada experimento. Se utiliz6 como resultado la media
de las tres réplicas (Frei & Wirgler, 1988).

El analisis estadistico para del experimento ring-x-loss fue realizado
considerandose dos hipotesis simultaneamente: Ho: hipotesi nula y Ha: hipotesis
alternativa que permite clasificar los resultados como: positivo, negativo, débil-
positivo o inconclusivo. (Quadro 1A). Se compararon los valores encontrados de X?
con el X? unilateral = 2.706 y con P<0,05 (1GL), pudiendose aceptar o no Ho,
dependiendo del resultado (Frei & Wirgler, 1988).

En las las repeticiones [, Il y Il (tabla 1A) se puede observar que los
descendientes de D. melanogaster provenientes de los machos del linaje marcador
ring-X tratados con D. furfuracea en las dosis 0,085g/ml, 0,042g/ml y 0,014g/ml, y
cruzados con hembras virgenes ywsn3, no presentaron aumento en la pérdida
completa del cromosoma X en anillo, pérdida parcial del cromosoma Y, mosaicismo
y no disyuncién, estadisticamente significativos (P>0,05) para los nidales 1, 2 y 3

respecto del control negativo.

En la tabla 1A, se puede observar que los nidales 1, 2 y 3 tratados con
uretano (20mm), presentan resultados positivos (P>0,05) para las clases 1 (Xp/Xm)
hembras regulares; clase 2 (Xm/y+YB®) machos regulares; clase 3 (Xm/0) pérdida
completa del cromosoma X en anillo; clase 4 (Xm/0-Xm/Xp) mosaico; clases 6, 7y 8
(Xm/y+Y; Xm/YBS; Xm/y+YBS-Xm/YBS®) pérdida parcial del cromosoma Y. En base a
los resultados obtenidos en las clases 5, 9, 10 y 11 (Xm/Xp/y+YBS; Xm/Xmy+YBS;
Xm/Xm y Xp/o) se comprobd que el porcentage de pérdida del cromosoma X en
anillo para el nidal 1 fue del 6.42% (+0.79); para el nidal 2 del 7.40% (+1.10); para el
nidal 3 del 6.43% (+£0.50). Por tanto, y de acuerdo con la literatura se comprobd que
la actuacion del uretano presentd una accion genotoxica en las células germinativas

de todos los nidales analisados (Foureman et al. 1994).

Al analizar los datos obtenidos de los nidales 1, 2 y 3, y tratados con agua
destilada esterilizada (control negativo), se observo que para la clase 1 (Xp/Xm), 2
(Xm/y+YBS), 3 (Xm/0), 4 (Xm/0-Xm/Xp), 6, 7 y 8 (Xm/y+Y; Xm/YBS; Xm/y+YB® —
Xm/YBS®), 5,9, 10 y 11 (Xm/Xp/ly+YBS; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm y Xp/o), el resultado fue
negativo. El porcentage de pérdida del cromosoma X en anillo para el nidad 1 fue de

86



del 1.12% (= 0.14); para el nidal 2, 1.33% (x 0.39); y para el nidal 3 del 1.21%
(x0.11). Estos resultados estan de acuerdo con la literatura (Wijen et al. 2001).

Los resultados obtenidos en los nidales 1, 2 y 3 y tratados con la dosis-1
(0.085g/ml), fueron negativos para las clases 1 (Xp/Xm); clase 2 (Xm/y+YBS); clase 3
(Xm/0); clase 4 (Xm/0-Xm/Xp); clases 6, 7 y 8 (Xm/y+Y; Xm/YBS;, Xm/y+YBs-
Xm/YB?®); clases 5, 9, 10 y 11 (Xm/Xp/y+YBS®; Xm/Xmy+YBS; Xm/Xm y Xp/o). Los
resultados que se obtuvieron con la dosis 0.085g/ml en el nidal 1, presentaron una
media de la pérdida completa del cromosoma X en anillo del 1,38% (+0.06). Por
tanto se observé que en esta dosis no hubo un aumento estadistico significativo en
relacion al control negativo 1.12% (de pérdida completa en el mismo nidal). Para el
nidal 2 la media fue del 1.15% (+0.03), este valor se asemeja al valor del control
negativo del nidal 1, que presento una media del 1.12% (+ 0.14). Para el nidal 3, la
media del 1.18% (+0.11), un valor proximo del control negativo y que en este nidal
fue del 1.21% (+0.11).

Por los resultados obtenidos de los nidales 1, 2 y 3 tratados con la dosis
0.042g/ml, podemos observar que para las classes analizadas, los resultados
también fueron negativos, presentando el nidal 1, una media de pérdida del
crmosoma X en anillo del 1.17% (£0.11) (1.12% en el control negativo). El
tratamiento con esta misma dosis, presento en el nidal 2 una media del 1.22%
(£0.12), y ell nidal 3 una media del 1.18% (+0.11), valores ambos semejante a los de

Sus respectivos controles negativos.

El tratamiento con la dosis-3 (0.014g/ml), también proporcioné resultados
negativos para las clases analizadas. El nidal 1 presento una media del 1.17%
(x0.15). y en el nidal 2 esta dosis presentdé una média del 1.14% (+0.16). El nidal 3

presenté una média del 1.21% (+0.11).

Nunes y Carvalho, (2003) relataron que la pérdida completa del
cromosoma X en anillo (clase 3) puede estar relacionada con eventos del tipo de
rupturas cromosomicas (Leigh, 1976; Vogel y Natarajan, 1979). Sin enbargo,
algunas evidencias experimentales indican que la ocurrencia de permutacion entre
las cromatidas hermanas puede ser un mecanismo alternativo que también conduce
a la pérdida completa del cromosoma X en anillo (Wurgler e Graf, 1980).

Consecuentemente la pérdida completa del cromosoma X en anillo puede reflejar
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dos tipos de fendmenos que estan relacionados tanto con roturas cromosOmicas
simples o dobles, como, con permutaciones de las cromatides hermanas (Valencia
et al., 1984). El mosaicismo confirmado en las clases 4 y 8 puede ser ocasionado
por la pérdida del cromosoma X durante la division (Leigh, 1976), pero puede ser
tambien ocasionado por el crosing-over (Leigh, 1976; Zilstra e Vogel, 1988) La
pérdida parcial del cromosoma Y (clases 6 y 7) tal vez se debe a la pérdida de los
marcadores para los brazos cortos y largos de este cromosoma. En este caso la
mayoria de las pérdidas parciales de los cromosomos ocurrieron debido a las roturas
cromosOmicas. Tales eventos son relativamente raros en los cromosomas Y en
comparacion con el cromosoma X en anillo. La pérdida de los B marcadores
situados en la parte larga del cromosoma Y esta relacionada con el resultado de la
quiebra del cromosoma, mientras que la pérdida de la parte corta y+ del marcador
puede deberse a delecciones o mutaciones de punto. Valencia et al., (1984),
analizando la prueba ring-x-loss, propusieron que los resultados de la no disyuncion
comprovada en las clases 5, 9, 10 y 11, ocurrieron, debido a la pérdida o ganancia
de cromosomas enteros. El presente estudio, mostré una correlacion con la literatura
arriba citada, en lo que se refiere a la ocurrencia de mutaciones espontaneas en el
control negativo, asi como a las mutaciones inducidas por D. furfuracea (valor
proximo al de mutaciones espontaneas), y en el controle positivo que claramente

mostraba induccion de la actividad mutagénica en las clases en estudio.

En Drosophila, hay diferencias en la reparacion del DNA en los machos y
en las hembras. En los machos tratados, la reparacion de los dafios premutagénicos
ocurre en las celulas germinativas jovens (premaduras), pero no en los
espermatozoides maduros porque estos no poseen sistemas enzimaticos eficientes.
Es la llamada reparacion paterna (Vogel y Natarajan, 1995). Smith et al. (1993),
comparando la mutabilidad inducida por el EMS (etiimetanosulfonato) y MMS
(metilmetanosulfonato) en varios estadios de células germinativas de la
espermatogénesis del mutante “mei-9AT1”, que presenta una reparacion del DNA,
deficiente, y de un linaje control reparacién-eficiente, comprovaron que los procesos
de reparacion del DNA funcionan hasta el inicio de la meiosis y son inactivos en las
células posmeidticas. Por consiguiente, las células premeioticas (gonias), presentan
mayor capacidad de reparacion y, en consecuencia, baja mutabilidad. Estos

estadios se asocian com bajas fertilidades, mientras que en general, se observa un

88



patron de alta mutabilidad en las células pos meioticas, que son las més fértilles. Por
ello, la reparacion paraterna es menos eficiente, porque solamente actua en las
células jovenes. La reparacion puede ocurrir tambien en el ovocito, después de la
fertilizacion. Es el llamado sistema de reparacion materno (Vogel, 1989). El empleo
para estos test de ovocitos que presentam alteraciones en los mecanismos de
reparacion puede proporcionar, en presencia de ciertos mutagénicos, un aumento de
las mutaciones, constituyendo el efecto conocido como hipermutabilidad (Vogel e
Natarajan, 1995).

Graf y Wdugler (1982), relataron, que los dafos induzidos en los
espermatozoides de D. melanogaster pueden conducir a las mutaciones, pero las
frecuencias de la pérdida del cromosoma sexual en los espermatozoides
recuperados, dependen también del tipo de hembras empleadas en los
cruzamientos, habiendo por tanto un efecto materno. Los espermatozoides
mutagenizados aumentan aumentan la frecuencia de pérdida del cromosoma sexual
cuando ocurre una deficiente reparacion por excision (mei9?) en los ovocitos. Vogel y
Narajan (1995), observaron que el funcionamiento eficaz del sistema de reparacion
materno tras la fertilizacion, es importante para la remocién de los defectos en el
DNA de las células germinativas paternas. Cuando una substancia mutagénica
presenta efectos que incluyen roturas cromosémicas y/o no disyuncién, esta expone
al individuo al riesgo de afectar sus células somaticas y probablemente, sus

descendientes, via células gameticas (Valéncia et al. 1984).

En la prueba ring-x-loss, el control positivo utilizado fue el uretano a una
concentracion de 20mM. Freese (1965) estudiando los efectos del hidroxiuretano
gue se producen por la metabolizacién del uretano, comprobd que éste presenta
gran afinidad por el DNA. De acuerdo con el autor, el mecanismo de accion del
hidroxiuretano en el DNA esta directamente relacionado con el hecho de que el
compuesto (hidroxiuretano) presenta un radical libre —NHOH que rapidamente
intereacciona con el DNA. Segun éste autor muchas mutaciones inducidas por el
hidroxiuretano son motivadas por el cambio de un Unico par GC por un AT. El
hidroxiuretano y sus derivados, bajo condiciones fisiologicas, reacciona con los
acidos nucleicos o0 sus constituyentes basicos o0 con proteinas, acetilando

especificamente el grupo amino primario de citosina (IARC, 1974).
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El epoxivinil carbonato (VCO), otro metabolito del uretano, posee fuerte
actividad electrofilica con capacidad de interaccion con el DNA formando aductos
con las purinas (adenina y guanina) de S. typhimurium (Park et al. 1993).

Abrahanm et al. (1998), comprobaron por medio de la prueba de
micronucleos en ratones, que extractos vegetales (zanahoria, espinaca y repollo café
y té), presentan una atenuacion de los efectos mutagénicos, cuando

coadministrados con el uretano.

Guerra (1994), con la prueba ring-x-loss, analiz6 la posible accion
genotoxica de la planta medicinal boldo (Vermonia condensata), deduciendo que las
pérdidas totales o parciales y la no disyunciébn en células posmeioticas de D.

melanogaster, no fueron significativas.

Pereira (1999), utilizando la prueba ring-x-loss para confirmar el posible
efecto genotdxico de la planta medicinal Hiptidendron canun, observo que la misma,
no ejercio actividad clastogénica en lo que se refiere a la pérdida total del
cromosoma X en anillo, mosaicismo, pérdida parcial del cromosoma Y y no

disyuncién en las células germinales de D. melanogaster.

Nunes e Carvalho (2003), evaluaron el potencial mutagénico de la planta
medicinal “algodaozinho-do-campo” (Cochlospermum regium) en células germinales
de D. melanogaster, por medio de la prueba ring-x-loss, obteniendo con la dosis
0,013g/ml en el nidal 3, un valor de pérdida del cromosoma X en anillo del 1,13%.
Este valor esta proximo al valor encontrado con D. furfuracea en la dosis 0,085g/ml,

en el nidal 2, mostré una pierda del cromosomo X en anillo del 1,15% (+ 0,03).

Los resultados obtenidos con D. furfuracea por la prueba ring-x-loss,
pueden ser correlacionados con el trabajo de Souza et al. (2003), sobre el efecto de
de Stryphnodendron adstringens en células germinativas de D. melanogaster. Estos
autores encontraron un 1,37% de pérdida completa del cromosoma X en anillo para
el nidal 3, con la dosis de 66% del extracto de esa planta, un valor proximo al que
fue encontrado con D. furfuracea en al dosis 0,085g/ml, que en el nidal 1 fue del
1,38% (+0,06). Fue comprobada una semejanza en relacion al control negativo, que
para S. adstringens fue del 1,82% para el nidal 2 y para D. furfuracea en el nidal 3,
este valor fue del 1,21% (+0,11). El control positivo empleado en ambos trabajos fue
el uretano (20mM) y para la prueba con S. adstringens la pierda completa del
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cromosoma X en anillo para el nidal 1, fue del 4,58%; para el nidal 2 del 7,71%; y
para el nidal 3 del 7,52%. En el presente trabajo, el control positivo presentd un
resultado semejante, siendo el 6,42% (+0,79%) en el nidal 1; el 7,4% (+£1,10) en el
nidal 2 y el 6,43% (+0,50) en el nidal 3. De esa maneira, fue posible constatar que
los resultados obtenidos con D. furfuracea estan de acuerdo con los referidos por la

literatura para otra plantas medicinales.

Resultados contrarios al presente trabajo fueron encontrados por Pinho et
al. (2014), en la evaluacién del potencial de toxicidad hidroalcohdlica en extractos de
hojas de D. furfuracea (HEDF) en un modelo de Drosophila melanogaster. La
toxicidad fue evaluada como variacion de desempefio locomotor, actividades
mitocondrial, estrés oxidativo, MAPKs fosforilacion e induccion de apoptosis tras
exposicién a concentrados HEDF (1-50 mg / mL) durante 7 dias. Los resultados
obtenidos sugieren el estrés oxidativo como un importante mecanismo subyacente a

su toxicidad.

Silva et al. (2012), evaluaron la genotoxicidad y citotoxicidad del extracto
liofilizado de horas de Duguetia furfurdcea utilizando los testes de induccion profago
A (SOS-Induteste) y de microndcleo en la medula 6sea de ratas. Los resultados
mostraron que D. furfuracea no presentd aumento en la induccion del profago A
(P>0,05) en el Induteste-SOS tampoco fue observado aumento del numero de
eritrocitos policrométicos micronucleados (P>0,05), en el Test del Micronucleo,
sugiriendo ausencia de genotoxicidad en ambas pruebas. Por otro lado, fue
observada una reduccion significativa en el nimero de bacterias, (P<0,05), y una
reduccion significativa en la relaciébn entre eritrocitos policrométicos y eritrocitos
normocromaticos, (P<0,05), indicando accién citotoxica del extracto liofilizado de
hojas de Duguetia furfurdcea. Asi, D. furfurdcea no present6 accion genotoxica, pero

mostré un efecto citotdxico en ambas pruebas utilizadas en este trabajo.

Ante los resultados presentados, fue posible confirmar que D. furfuracea
no indujo un aumento significativo de las frecuencias de las aberraciones
cromosOomicas, no disyuncion o mosaicismo en las células germinales de D.

melanogaster que sean detectables mediante la prueba de ring-x-loss.

EXPERIMENTO I
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En el experimento Il, fue realizada la prueba para la deteccion de
mutaciones y recombinaciones somaticas (SMART). La realizacion de ese ensayo,
tuvo por finalidad, comprobar la posible presencia de actividad genotoxica y/o
antigenotoxica de D. furfuracea en las células somaticas de D. melanogaster. Para
este ensayo se utilizaron linajes de D. melanogaster portadoras de marcadores

especificos, localizados en el cromosoma 3.

Para la realizacion del cruzamiento patron (ST — “Standard Cross”), se
utilizaron hembras virgenes flr3 /In (3LR)TMS3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e e Bds que
fueron cruzadas con machos mwh/mwh (Graf et al. 1989). Para la realizacion del
cruzamiento de alta capacidad de bioactivacion (HB — “High Bioactiation Cross”),
fueron utilizadas hembras virgenes ORR; flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e
e Bds que fueron cruzadas con machos mwh/mwh (Graf e Van Schaick, 1992).

Los controles empleados en este experimento, asi como el medio de

cultivo y las dosis de D. furfuracea fueron los mismos descritos en el experimento I.

El procedimiento experimental fue realizado para los dos tipos de
cruzamientos (ST y HB) con machos del linaje marcador mwh, con 2-3 dias de vida,
que fueron cuzados con hembras virgenes flr3 0 ORR, fIr3, con 1-2 dias de vida, en
médio de cultivo patrén durante 8 horas, en la proporcién de un macho para dos
hembras. Transcurrido el periodo del cruzamiento las parejas fueron transferidas a
frascos (250ml) que contenian medio de ovoposicion, donde permanecieron durante
8 horas. Después de este intervalo los adultos fueron desechados.
Aproximadamente 72+4h despues del inicio de la ovoposicion, fueron colectadas
larvas del tercer estadio, por flotacion en agua destilada. Para la prueba de
mutagenicidad fueron distribuidas cerca de 50 larvas en cada tubo de fondo plano
gue contenia 1,5g de medio sintético y adicionados 5 ml de las diferentes dosis de la
infusién de D. furfuracea (0,085g/ml; 0,042g/ml; y 0,014g/ml). Para el cotratamiento
(Figura 2B), se utilizaron las mismas dosis, siendo afiadido uretano a 20mM. Para el
control negativo, se emple6 agua destilada y para el control positivo uretano 20mM.
Las larvas sometidas al tratamiento crénico, via cotratamiento, permanecieron por un
periodo de aproximadamente 48 horas, hasta que alcanzaron el estadio de pupa
(ninfa). Los adultos fueron almacenados en etanol al 70%. Los experimentos fueron

realizados a una temperatura de aproximadamente 25%+°C y una humedad relativa
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del 60%. Los experimentos se realizaron por triplicado (Graf et al. 1984; Guzman-
Rincén e Graf, 1995).

Las alas de los imagos fueron retiradas del cuerpo, embebidas en
solucion de Faure (30g de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 1,5g de hidrato de cloral,
y 50 ml de agua destilada) y dispuestas sobre un porta seco, mantenido en estufa a
40°C, durante 24 horas. Después del montage de la lamina, la misma permanecio
por mas 24 horas en la estufa a 40°C. Las alas fueron analizadas en microscopio
optico de luz (objetivo 40X) analizando sus superficies dorsal y ventral. Para la
deteccion de manchas, fueron considerados los tricomas presentes en las alas,
donde cada uno representa una célula. Las manchas fueron clasificadas de acuerdo
con el tamafo, la posicion en que fueron detectadas y los tipos: sencillas o gemelas
(Graf et al. 1984).

Para la evaluacion de los posibles efectos mutagénicos de D. furfuracea
fue realizado un andlisis estadistico con un procedimiento de decision multiple
(Cuadro 1A), que permite distinguir entre cuatro resultados diferentes: positivo, débil
positivo, negativo e inconclusivo (Frei y Wirgler, 1988). Para la evaluacion de los
experimentos de la antimutagenicidad, se utilizo la prueba estadistica para un nivel

de significancion del 5%, desarrollado por Frei y Wigler (1995).

En la comprobacién de la posible actividad mutagénica, los descendientes
MH (marcadores heterozigotos) de D. melanogaster del cruzamiento padréon (ST),
tratados con D. furfuracea en las dosis 0,085g/ml; 0,042g/ml y 0,0014g/ml, no
presentaron aumento estadisticamente significativo, (P>0,05) para las frecuencias de
manchas pequefias simples, grandes simples, gemelas ni para el total de las

manchas, respecto del control negativo (Figura 2C).

Las frecuencias de manchas pequefias simpes, grandes simples, gemelas
y el total de manchas que se obtuvieron entre los descendientes MH del cruzamiento
HB (Tabla 2A), en las dosis 0,085g/ml; 0,042g/ml de D. furfuracea, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) respecto de las observadas en el

control negativo (Figura 2D).

Tampoco las frecuencias de manchas que se obtuvieron en los
decendientes del cruzamiento HB con D. furfuracea (0,014g/ml) presentaron

aumento estadisticamente significativo (P>0,05) para las manchas pequefas
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simples, gemelas y para el numero total de manchas, cuando fueron comparadas

con el control negativo (Figura 2D).

El control positivo presentd un aumento estadisticamente significativo en
las frecuencias de manchas pequefias simples (Figura 2G,a), grandes simples
(Figura 2H,a), gemelas (Figura 2H,b) y en el total de manchas respecto del control
negativo. Las frecuencias de manchas espontaneas (Figura 2G,a) obtenidas en el
control negativo y obsevadas en los descendientes del cruzamiento ST y HB, son

compatibles con la literatura (Graf e Van Shaik, 1992).

Este test se ha utilizado para la evaluacion de diferentes sustancias

proporcionando informacion sobre su potencial mutagénico.

Resultados contrarios a los que se obtivieron con D. furfuracea, fueron
encontrados por Frei et al. (1995), cuando realizaban ensayos con D. melanogaster
para la evaluacién del potencial mutagénico de la planta medicinal Aristolochia
clematitis. Los autores constataron mediante la prueba SMART-ala, que esta planta

fue capaz de induzir mutaciones y recombinaciones mitéticas en células somaticas.

La vitamina C (&cido ascorbico) encontrada en muchas frutas y vegetales
(Ferguson, 1994) fue estudiada por Triparthy et al. (1990), que utilizaron la prueba
de SMART-ala, para la comprobaciébn de su posible efecto mutagénico. Los
resultados encontrados, demonstraon que el acido ascorbico no indujo efectos
genotoxicos que afecten a las manchas de las alas de D. melanogaster.

Sousa et al. (2003), estudiando la posible presencia de la actividad
genotoxica del fitoterapico Stryphnodendron adstringens en las células somaticas de
D. melanogaster, mediante la prueba SMART-ala, confirmaron que no hubo aumento
estadisticamente significativo en los resultados obtenidos. Por lo tanto, el presente
trabajo puede ser correlacionado con el de estos autores, por presentar
caracteristicas semejantes. La planta S. adistringens presentod, en los cruzamientos
(ST) y (HB) del control negativo una frecuencia para el total de manchas de 0,41(23)
y 0,37(20) respectivamente, mientras que para D. furfuracea los valores para los
cruzamientos (ST) y (HB) fueron de 0,21(13) y 0,28(17) respectivamente. La dosis
de 100% de S. adstringens presentaron en el cruzamiento (ST) un valor de
frecuéncia de manchas inducidas, 0,18 (11) mientras que con la planta D. furfuracea

se obtuvieron para las dosis 0,085g/ml y 0,042g/ml valores de 0,11(07). En el
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cruzamiento (HB), las dosis de 66%, 75% y 100% de S. adstringens, presentaron
para el total de manchas inducidas, los valores de 0,30(18); 0,42(25) y 0,42(25)
respectivamente, mientras que D. furfuracea presentd para las dosis 0,085g/ml;
0,042g/ml y 0,014g/ml un valor de 0,13(08) para el referido cruzamiento. De esa
forma quedd evidenciada la ausencia de actividad genotéxica en las dos plantas
estudiadas.

Dogan & Yesilada (2015), evaluaron el efecto mutagénico de Resveratrol
(compuesto polifendlico) por el test SMART-ala (ST). Las dosis (0.1; 0.2; 0.5; 0.75;
1mM) presentaron respectivamente los siguientes resultados: (ST): 0.11 (8); 0.15
(11); 0.16 (12); 0.21 (14); 0.25 (10). Estos resultados pueden ser comparados con
los obtenidos en este trabajo con D. furfuracea con el cruzamiento ST (0.10 (06);
0.11 (07); 0.11 (07). De esa maneira, fue posible constatar que los resultados
obtenidos con D. furfuracea y Resveratrol no presentaron efectos mutagénicos,

clastogénicos y/o recombinogénicos en células somaticas de D. melanogaster.

Resultados semejantes a este, fueron obtenidos por Cardoso et al,
(2015), cuando realizaron la evaluacion mutagénica del extracto acuoso de propolis
roja por el test SMART-asa. Las dosis 0,125; 0,25; 0,5 mg/mL presentram los
seguintes resultados: (ST): 0,45(09); 0,60(12); 0,50(10); (HB): 0,75(15); 0,75(15)
respectivamente. Los cruzamientos (ST) y (HB) no presentaron efectos mutagénicos,
clastogénicos y/o recombinogénicos, con o sin activacion metabdlica por enzimas del

sistema citocromo P450, en células somaticas de D. melanogaster.

Para la confirmacion de la posible actividad antigenotdéxica de D.
furfuracea en las células de D. melanogaster se utilizé el cotratamiento (Figura 2B),
que fue realizado con larvas del tercer estadio (72+4 horas de edad), provenientes
del cruzamiento (ST) y (HB), y con las diferentes dosis de infusién (0,085g/ml;

0,042g/ml y 0,014g/ml), asociadas al uretano (20mM).

Por los resultados encontrados (Tabla 2B) en la repeticion | (ST), con la
dosis de 0,085¢g/ml de D. furfuracea + uretano (20mM), se puede observar un
aumento estadisticamente significativo (P>0,05) en las manchas grandes simples y
gemelas, respecto del control positivo. Sin embargo, hubo una disminucion
estadisticamente significativa (P<0,05) de las manchas pequefias simples y del total

de manchas, respecto del mismo. La dosis 0,042g/ml + uretano (20mM) también
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mostrdé un aumento estadisticamente significativo (P>0,05) de las manchas grandes
simples y gemelas en relaciébn al control positivo, asi como una disminuicion
estadisticamente signicativa (P<0,05) de las manchas pequefas simples y del total

de manchas respecto del control positivo (figura 2E).

También en relacion a la tabla 2B, se pueden observar los resultados
obtenidos en la repeticion Il (ST), con la dosis de 0,085g/ml de D. furfuracea,
asociada al uretano (20mM), que presento uma reduccion estadisticamente
significativa (P<0,05) de las manchas pequefias simples, gemelas y del total de
manchas, respecto del control positivo. Las manchas grandes simples presentaron
una diferencia significativa. La dosis 0,042g/ml + uretano (20mM) mostré que hubo
una reduccion estadisticamente significativa (P<0,05) de las manchas pequefias
simples, grandes simples, gemelas y total de manchas. La dosis inferoior 0,014g/ml
+ uretano (20 mM) también provoc6d una reduccidn estadisticamente significativa
(P<0,05) de las manchas pequefias simples, gemelas y del total de manchas,
respecto del control positivo, no observadose ninguna diferencia en cuanto a las
manchas grandes simples (Figura 2E). Las manchas grandes simples o gemelas se
originan por alteraciones en el material genético en un momento del desarrollo
embrionario (Frei e Wirgler, 1988); y su ausencia indica un efecto tardio del uretano

devido a su asociacion con la planta medicinal D. fururacea.

Los resultados obtenidos en la repeticion 1l (Tabla 2B), del cruzamiento
(ST), demuestran que huvo un aumento estadistico (P>0,05) respecto del control, de
manchas pequefas simples, grandes simples, gemelas y del total de manchas con
las dosis; 0,085g/ml; 0,042g/ml y 0,014g/ml de D. furfuracea asociadas al uretano
20mM.

El efecto protector obtenido por el cotratamiento de D. furfuracea asociado
con uretano en el cruzamento padron (ST), presentd en la repeticion | un indice de
proteccion para el total de manchas de 11% para la dosis (0,085 g / ml); 88% para la
dosis (0,042g / ml); y 93% para la dosis (0,014g / ml). En la repeticion Il presentd
95% para la dosis (0,085 g / ml); 65% para la dosis (0,042g / ml); y 89% para la dosis
(0,014g / ml). En la repeticion 1l presentd 96% para la dosis (0,085 g / ml); 98% para
la dosis (0,042g / ml); y 93% para la dosis (0,014g / ml).
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Por lo que respecta a los cruces (HB) los resultados encontrados en la
repeticion | (Tabla 2B) con la dosis de 0,085g/ml de D. furfuracea + uretano (20mM),
muestran que huvo reducciones estadisticamente significativas (P<0,05) en las
manchas pequefias simples, gemelas y en el total de manchas respecto del control
positivo. Las manchas grandes simples presentaron una diferencia no significativa.
La dosis 0,042g/ml + uretano (20mM), provocO reducciones estadisticamente
significativas (P<0,05) en las manchas pequefias simples, gemelas y en el total de
manchas, no observadose diferencias en cuanto a las manchas grandes simples. .
La frecuencia de las manchas observadas en la dosis 0,014g/ml + uretano (20mM),
muestra que también con esta dosis huvo una reduccion estadisticamente
significativa (P<0,05) en las manchas pequefias simples, grandes simples, gemelas
y para el total de manchas, respecto del control positivo (Figura 2F).

Los resultados que se obtuvieron (Tabla 2B) en la repeticion Il (HB),
demostraron que con la dosis mas elevada (0,085g/ml) de D. furfuracea + uretano
20mM), asi como la intermedia (0,042g/ml + uretano 20mM) hubo una reducion
estadisticamente significativa (P<0,05) de las manchas pequefias simples, grandes
simples y del total de manchas y un aumento significativo de las manchas gemelas.
Los resultados obtenidos con la dosis 0,014g/ml + uretano (20mM), solo muestran
una reduccién significativa (P>0,05) de las manchas pequefias simples, grandes

simples, gemelas y del total de manchas. (Figura 2F).

En la Tabla 2B se puede observar que las frecuencias de manchas que se
obtuvieron en la repeticion 1l (HB), por la asociacién de la dosis de 0,085g/ml de D.
furfuracea + uretano (20mM), presentaron reducciones estadisticamente
significativas (P<0,05) en las manchas pequefias simples, y para el total de
manchas, respecto dell control positivo. Sin enbargo hubo un aumento significativo
en las manchas grandes simples y gemelas. La dosis 0,042g/ml + uretano (20mM),
provoco reducciones significativas (P<0,05) en las manchas pequefias simples y en
el total de manchas, asi como un aumento significativo en las manchas grandes
simples y gemelas. La frecuencia de las manchas observadas con la dosis 0,014g/mi
+ uretano (20mM), muestra una reduccion significativa (P<0,05) en las manchas
pequefias simples. Las manchas grandes simples y gemelas presentaron un
aumento estadisticamente significativo, mientras que el total de manchas mostrd una

diferencia no significativa (Figura 2F).
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El efecto protector obtenido por el cotratamiento de D. furfuracea asociado
con uretano en el cruzamiento de alta bioactivacion (HB), presentd en la repeticion |
un indice de proteccion para el total de manchas de 90% para la dosis (0,085 g / ml);
93% para la dosis (0,042g / ml); y 93% para la dosis (0,014g / ml). En la repeticién Il
presentdé 90% para la dosis (0,085 g / ml); 93% para la dosis (0,042g / ml); y 93%
para dosis (0,014g / ml). En la repeticion Il presenté 84% para la dosis (0,085 g /
ml); 84% para la dosis (0,042g / ml); y 69% para la dosis (0,014g / ml).

El uretano utilizado en el control positivo, demostr6 en los dos
cruzamientos su accién eficaz, induciendo significativamente un aumento en las
frecuencias de las manchas presentadas, y mostrando asi, una correlacién con los
datos de la literatura. Las frecuencias de manchas espontaneas obtenidas en el
control negativo, y observadas en los descendientes del cruzamiento ST y HB, son

compatibles con la literatura (Graf e Van Schaik, 1992).

Por los resultados obtenidos, se puede observar que D. furfuracea, por via
cotratamiento, presentd efecto protector contra la accion genotéxica del uretano en
las células somaticas de D. melanogaster, tanto en el cruzamiento patrén (ST) como
en el cruzamiento con alta bioactivacion (HB). Esos datos indican que incluso con
una alta concentracion de enzimas de desintoxicacion (complejo citocromo p-450) la

planta mantiene su nivel de proteccién activo.

Esta técnica se ha utilizado para el andlisis de otras plantas medicinales,
asi Nepumuceno et al 1997) comprobd que la planta medicinal Moringa oleifera
presenta un efecto de protecciéon contra la accion del uretano. En el cruzamiento
(ST), la asociacion de M. Oleifera (extracto 1:1) con el uretano (10mM), proporcioné
una frecuencia total de manchas de 0,60 (18); mientras que la asociacion de D.
furfuracea (0,042g/ml) con el uretano (20mM), present6 para el total de manchas un
valor de 0,45 (27). En el cruzamiento (HB), la asociacion de M. oleifera (extracto 1:2)
con el uretano, present6 una frecuencia total de manchas de 0,70 (14), mientras que
D. furfuracea presento en las dosis: 0,085g/ml y 0,014g/ml asociadas al uretano, un
valor para el total de las manchas de 0,58 (35) y 0,71 (43) respectivamente. La
comparacion entre ambos trabajos, demuestra la semejanza en los resultados
obtenidos. Por consiguiente, se puede inferir que, tanto M. oleifera como D.

furfuracea fueron capaces de atenuar los efectos genotoxicos del uretano.
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Ramirez-Victoria et al (2001), utilizaron la prueba de SMART-ala, para la
comprobacion de posibles efectos antigenotoxicos del Capsicum spp. En el
cruzamiento modelo (ST), la asociacién del Capsicum ssp. (12,5%) con methyl urea
(20mM), presentd una frecuencia total de manchas de 0,38 (46); mientras que la
asociacion de la D. furfuracea (0,085g/ml) con el uretano (20mM), proporciond un
valor de 0,36 (22) para el total de manchas. La asociacion de Capsicum ssp. (25%)
con el methyl urea, presentd una frecuencia total de manchas de 0,40 (48); mientras
que la asociaciéon de la D. furfuracea (0,042g/ml) con el uretano, fue de 0,45 (27).
Los descendientes del cruzamiento con alta bioactivacion (HB), presentaron en la
asociacion methyl urea (20mM) con Capsium ssp. (50%), una frecuencia total de
manchas de 0,47 (57); mientras que se obtuvo un valor semejante con la asociacion
de la D. furfuracea (0,085g/ml) + uretano (20mM), completando una frecuencia total
de manchas de 0,46 (28). La semejanza entre los resultados que se obtuvieron por
la asociacion del methyl urea con Capsicum ssp., y de la D. furfuracea con el
uretano, demuestran que las plantas estudiadas ejercen un efecto modulador de la

actividad genotoxica.

Franchi et al. (2013), evaluaron el efecto antimutagénico de noni (TNJ)
(Morinda citrifolia L.), contra las lesiones inducidas por doxorrubicina (DXR) y
mitomicina C (MMC), por el test SMART-asa con D. melanogaster. Los resultados
evidenciaron una significante reduccién de la dosis-respuesta en las frecuencias de
manchas de ambos cotratamientos. La inhibicion observada fue de 63, 71 y 97%
para el cotratamiento con MMC; y de 83, 92 y 96% para cotratamiento con DXR,
para las concentraciones de 25, 50 y 75% de TNJ, respectivamente. Los autores
vincularon ese resultado con micronutrientes antioxidantes, tales como compuestos

fendlicos, alcaloides y flavandides presentes en esa planta.

Dogan & Yesilada (2015), evaluaron el efecto antimutagénico de
Resveratrol (0.2, 0.5, 1 mM: compuesto polifenélico) con ciclofosfamida (CP 0.5, 1, 2
mM); mitomicina C (MMC 0.05 mM) y N-metil-N-nitrosourea (MNU 1 mM), por el test
SMART-ala (ST) con D. melanogaster. Los resultados evidenciaron una significante
reduccion de la dosis-respuesta en las frecuencias total de manchas de 39.60% para
el cotratamiento com CP; de 48.86% para cotratamiento con MMC y 55.25% para
MNU.
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Rezende et al. (2013), verificaron el efecto antimutagénico de (-) cubebin
(Piper cubeba Linn.) por el test SMART-asa con D. melanogaster. Los resultados
obtenidos demostraron que el (-) cubebin inhibié significativamente los efectos
genotoxicos de Uretano. La inhibicion observada fue de 48.89% (ST) y 67.53% (HB)
para el cotratamiento con Uretano. Ese estudio puede ser correlaccionado con el

trabajo con D.furfuracea por actuar como un possible desmutagénico.

A partir de los resultados encontrados (Tablas 2A y 2B) en las tres
réplicas, con los cruzamientos (ST) y (HB) y con las tres de dosis D. furfuracea,
utilizadas, se puede deducir que las manchas (mwh) (Figuras 2Ha y 2Jb) que
surgieron en los ensayos, pueden haver sido originadas a partir de la recombinacion
mitética simples entre los marcadores mwh y flr3, que originaron clones simples, que
expresaron el fenotipo pelos multiples (mwh). Se comprob6é también que las
manchas con el fenotipo flr3 (Figuras 2Gb y 2Ja), surgieron debido a la
recombinacién entre fIr3 y el centrémero, seguida de una segunda recombinacion
entre mwh y flr3 en una misma célula, y resultando en clones simples flr3. Por
consiguiente, esas manchas con los fenotipos mwh y flr3, se originaron a partir de
mutaciones que ocurrieron en el contenido informacional de uno de los locus de los
genes marcadores, como mutaciones puntuales, no disyuncion o grandes
delecciones, conteniendo uno de los dos alelos salvages mwh/+ o flr/+ y originando
clones simples mwh o flr3. Los clones de manchas gemelas (Figuras 2Hb y 2J,a),
forman parte de un evento exclusivo, que tal vez ocurrié por la recombinacion entre
flr3 y el centromero, con la segregacion de un cromosoma del tipo parental y uno
recombinante (células homozigotas del tipo mwh/+ y flr3/+) (Guzman-Rincéon e Graf,
1995; Ribeiro et al. 2003).

Analizando los resultados que se obtivieron en los ensayos de
antigenotoxicidade se observa que en las condiciones experimentales realizadas, la
infusién, de D. furfuracea presentd efecto de proteccion contra las mutaciones y
recombinaciones somaticas inducidas por el uretano, en los decendientes del
cruzamiento modelo, y principalmente en relacién a la dosis de 0,042g/ml, que
presento una reduccion en todos los tipos de manchas analizadas y la dosis
0,014g/ml, administrada en los descendientes del cruzamiento de alta bioactivacion,
gue presento un eficiente efecto de proteccién para todos tipos de manchas

analizadas (Tabla 2B).
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Kong et al. (1995), relataron que la concentraciébn de los extractos
vegetales es importante en la obtencién de efectos antigenotoxicos més eficientes.
Asi, se puede sugerir que las dosis 0,042g/ml y 0,014 g/ml de D. furfuracea son las
mas indicadas en el sentido de conferir mayor proteccidn contra la accion de agentes
genotoxicos. Por lo tanto, se puede considerar que la infusion de D. furfuracea actua
como un desmutagénico ya sea porque sus constituyentes presentan efectos
antigenotoxicos por la inactivacion de los mutdgenos 0 sus precursores, por
inhibicion de la actividad de las enzimas, o impidiendo la interaccion del mutageno
con el DNA (Kada et al. 1985).

EXPERIMENTO Il

El experimento Ill, tuvo por objetivo determinar la posible presencia de
actividad mutagénica y antimutagénica de la infusion las hojas de D. furfuracea
mediante la prueba de Ames. Para ello se utilizaron las cepas S. typhimurium
TA97a, TA98, TA100 y TA102 (Tabla 3A).

El control negativo fue realizado con agua destilada o el diluente
dimetilsulféxido (DMSO), y el control positivo fue especifico para cada cepa (Maron e
Ames, 1983). El N-oxido 4-nitroquinolina (4NQO) para las cepas TA97a y TA98, el
acido sodico para la cepa TA100, y la Mitomicina C para la cepa TA102.

Los medios de cultura utilizados fueron los siguientes: el medio nutriente
para la encubacion de las cepas S. tyhimurium fue agar minimo glucosado (agar
glucose); el medio MEVB “E”, (Vogel e Bonner 1956), para la confeccién de las
placas, la solucién mixta de histidina/biotina 0,5mM, que fue agregada al medio agar
minimo glucosado, o top agar conteniendo trazos de histidina/biotina 0,5mM para la
formacion del “background” y el medio para la confeccion de placas master,
conteniendo los antibiéticos especificos (ampicilina para las cepas TA98, TA100 y
TA97a, y ampicilina y tetraciclina para la cepa TA102). Esos componentes estan
especificados en los cuadros 3A y 3G (Maron e Ames, 1983).

Para la conservacion de las cepas de S. typhimurium fueron realizados
ensayos de rutina para la comprobacién de caracteres genéticos, tales como: la
presencia de mutaciéon rfa en la membrana, la presencia de deleccion uvrB, la
dependencia de las cepas a la histidina, la presencia de plasmideos de resistencia
(PKM101 y pAQ1) y la tasa de reversién espontanea (Maron e Ames, 1983).
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El procedimiento experimental para la evaluacion de la actividad

mutagénica y antimutagénica fue realizado de la siguiente manera:

Para la prueba de mutagenecidad, alicuota (0,1ml) de cultivo “pernoche”
de las cepas S. typhimurium TA97a, TA98, TA100 y TA102, en fase estacionaria de
crecimiento, fueron encubadas por 25 minutos en diferentes dosis de la infusién de

D. furfuracea por infusion (0,0mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,5mg, 1mg, 2mg, 4mg).

Para la prueba de autimutagenecidad fueron utilizadas las siguientes
dosis de infusién: 0,0mg, 0,05mg, 0,1mg, 0,5mg, 1mg, 2mg, 4 mg y 8 mg a las que
se afiadieron de 0,5ug de 4NQO para las cepas TA97a y TA98, 1,5ug de &cido
sédico para TA100 y 0,5ug de mitomicina C para TA102.

Para ambos ensayos, los cultivos fueron encubados durante 25 minutos
con agitacion (120 rpm) y aireacion a 37°C. Transcurrido este periodo fueron
afladidos 2 ml del top agar glucosado licuado, conteniendo solucién de
histidina/biotina (0,5mM). EIl contenido fue vertido en placas de Petri por duplicado,
conteniendo medio minimo glucosado, y las placas fueron encubadas a 37°C
durante 48 horas. Despues de este periodo se realizd el recuento del nimero de
colonias revertientes. Para cada cepa fueron realizados tres experimentos con dos
repeticiones. Se utiliz6 como control positivo 0,5ug de 4NQO para las cepas TA97a 'y
TA98, 1,5ug de &cido sédico para la cepa TA100 y 0,5ug de mitomocina C para la
cepa TA102. Para los controles negativos se utilizaron H20 (destilada y esterilizada)
y el solvente (DMSO). Los resultados se obtuvieron de la media aritmética de los tres

experimentos ejecutados (Maron e Ames, 1983; Rabello-Gay et al. 1991).

Con el fin de facilitar la visualizacion y la comparacion de los resultados
obtenidos, estos fueron expresados como la razén de la mutagenecidad en funcion
de la dosis de la planta. La razén de la mutagenecidad (RM) es la relacion del
namero de colonias revertientes en la placa ensayo (E) y el nimero de colonias
revertientes en la placa del control negativo (Cn), donde RM=E/Cn. Un resultado
puede ser considerado como positivo cuando el numero de colonias revertientes
inducidas sea igual o superior al doble del numero de colonias del control negativo vy,
ademas, debe haber una relacién de dosis/respuesta en al menos tres de la dosis

ensayadas. Los resultados negativos indican que la substancia ensayada no
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presenta las condiciones citadas anteriormente (Maron e Ames, 1983; Rabello-Gay
et al. 1991).

Los resultados que se obtuvieron fueron presentados en las figuras 3A e
3D.

En la figura 3A se puede observar, que la cepa TA97a tratada con D.
furfuracea, present6 una razon de mutagenicidad maxima (1.17) en las dosis 0,05mg
y 0,5 mg. Esos resultados mostraron un pequefio aumento de la razon de
mutagenicidad. Sin embargo, un resultado es considerado positivo cuando la razén
de mutagenecidad (RM) es igual o superior a dos 2. y presenta una relacion de dosis
respuesta en por lo menos tres de las dosis ensayadas. En este caso no se
cumplieron estas condiciones por lo que no fue posible detectar la presencia de la
actividad mutagénica de la planta D. furfuracea en las condiciones experimentales

utilizadas.

En la figura 3B se puede observar que en la cepa TA98 no hubo
alteracion del numero de células revertientes en funcion de la dosis. El tratamiento
de la planta no provoc6 un aumento en la RM. Para todas las dosis utilizadas la RM
que se obtuvo fue inferior a uno 1. Asi, no fue posible detectar la presencia de la

actividad mutagénica de D. furfuracea en la cepa TA98.

Por los resultados que se obtuvieron de la cepa TA100 (figura 3C), se
puede observar que la planta no causé aumento del numero de células revertientes
en funcion de la dosis. Para las dosis utilizadas se presentd una RM menor que 1.
Por conseguiente, no fue posible identificar la presencia de la actividad mugaténica
de la planta en la cepa TA100.

Por los resultados obtenidos de la cepa TA102 (Figura 3D) se observo
que la D. furfuracea no provoco aumento de células revertientes. En ninguna de las
dosis utilizadas fue observado aumento de la RM. De esa manera, tampoco fue
posible detectar la presencia de la actividad mutagénica de la planta en la cepa
TA102.

Como hemos visto, en ninguna de las cepas utilizadas (TA97a, TA98,
TA100 y TA102) se puede observar que la planta D. furfuracea provocara un

aumento significativo del nimero de colonias revertientes en funcion de la dosis. De
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esa manera, se puede concluir que esta planta no present6 actividad mutagénica en

las condiciones experimentales empleadas.

Resultados contrarios a los que se obtuvieron con D. furfuracea en el
presente trabajo, fueron encontrados por Varanda y Villegas (1994), cuando
realizaron ensayos con S. typhimurium para la evaluacion del potencial mutagénico
de la planta medicinal Paepalanthus velloioides. Los autores constataron que esa
planta fue capaz de inducir mutaciones en las cepas TA100 y TA 98. Los ensayos
demonstraron actividad mutagénica en los dos linajes, indicando una actuacion al

nivel de substitucion de bases, asi como en el desplazamiento del marco de lectura.

Tyrsina et al. (1994), realizaron la prueba de Ames con S. typhimurium
(TA100) y confirmaron que, el acido ascorbico y sus derivados tienen propiedades

prooxidantes.

Moreno et al. (1991), estudiando los posibles efectos mutagénicos del
alcaloide aporfinico boldina, presente en la planta medicinal Pneumus boldus
mediante la prueba de Ames, constataron que este agente no fue capaz de inducir

mutaciones en las cepas de S. typhimurium TA98, TA100 y TA102.

Fonseca et al. (1994), realizaron la prueba de Ames con el extracto
acuoso liofilizado de Paullinia cupana y confirmaron que huvo induccion de
frameshift en el linaje TA97. Sin embargo, los resultados que se obtuvieron de las
cepas TA98, TA100 y TA102, indicaron que el extracto de esta planta no presento

actividad mutagénica.

Heo et al. (2001), evaluaron por la prueba de Ames el potencial
mutagénico del galangin, que es un flavanoide presente en grande concentracién en
la planta medicinal Alpinia officinarum. Los resultados obtenidos con la cepa TA98,
demonstraron que el Galangin indujo actividad mutagénica en los ensayos con
activacion matabolica. Sin embargo, el galangin, no present6 actividad mutagénica

cuando fue sometido a prueba con la cepa TA100, con y sin actividad metabolica.

Resultados semejantes a los encontrados en este estudio fueron
relatados por Vieira et al. (2013), cuando evaluaron el posible efecto mutagénico de
la curcumina pura, por medio del test de Ames en las dosis de 0,002, 0,005, 0,02,
0,05, 0,1, 0,2 e 0,5 mg/placa, administrados con las linajes TA97a, TA98, TA 100 y
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TA102. La curcumina no presenté un aumento estadisticamente significativo, en el
namero de colonias revertentes, en comparacién con el controle negativo en todas
las concentraciones probadas.

Resultados semejantes a los encontrados en este trabajo con D. furfuracea
fueron relatados por Yoshida et al. (2015) cuando evaluaron la posible actividad
mutagénica de los compuestos fendlicos de baru (Dipteryx alata Vogel) en el test de
Ames utilizando cepas de (Salmonella typhimurium) (TA98, TA97, TA100 e TA102).
Los resultados muestran que ninguno de los compuestos fendlicos indujo el aumento
en el numero de colonias revertientes en comparacion con el grupo de controle

negativo, indicando la ausencia de actividad mutagenica.

Los resultados aqui obtenidos en la evaluacién de la actividad
antimutagénica de D. furfuracea en cuatro cepas de S. typhimurium, fueron

presentados en las figuras de 3E a 3H.

De acuerdo con Rabello-Gay et al. (1991) la magnitud de actividad
antimutagénica en la prueba de Ames también puede ser indicada por medio de la
razon de la mutagenicidad (RM) expresada como la relacion entre el nimero de
colonias revertientes en la placa test del contratamiento (E), y el nimero de colonias
revertientes en la placa del control positivo (Cp), donde RA=E/Cp. Se considera
como un resultado positivo, cuando el nimero de colonias revertinentes inducidas
sea inferior al 70% del numero de colonias del control positivo (una proteccién de por
lo menos el 30%) y ademas, se observe una relacion inversa de la dosis-respuesta.
Por las curvas dosis-respuesta elaboradas para los controles positivos utilizados en
nuestro ensayo, fueron seleccionadas las dosis que presentaron un mayor ndmero
de revertientes, que seran asociadas a la planta en test, para realizar el

cotratamiento.

En la figura 3E, se puede observar que D. furfuracea provocod una
disminuicion considerable en el nimero de células revertientes en la cepa TA97A.
Tambien se observo que para todas las dosis empleadas se presentd una proteccién
significativa de la accion mutagénica del 4NQO. La proteccion maxima que se
obtuvo, fue en la dosis de 4000 pg con una proteccion del 81%. De esa forma, se
puede concluir, que la planta D. furfuracea ejercio accion moduladora del agente

mutagénico 4NQO.
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En los resultados obtenidos de la cepa TA98 (Figura 3F), se observé que
D. furfuracea causo una disminuicion del nimero de células revertietes. Y para todas
las dosis empleadas se mostro una proteccion de la actividad mutagénica del 4NQO.
La proteccion maxima alcanzada ocurrié en la dosis 4000ug con una proteccion del
67%. Asi, se puede constatar que D. furfuracea promovio una accion moduladora del

agente mutagénico 4NQO tambien en esta cepa.

En la figura 3G, se puede observar que D. furfuracea promovié una
disminucion del nimero de células revertientes en la cepa TA100. Se observd que
para todas las dosis utilizadas se presenté una proteccion de la accibn mutagénica
del &cido sddico. La proteccibn méaxima se obtuvo en la dosis de 4000ug con una
proteccion del 52% confirmando asi que D. furfuracea ejerci6 un efecto de

modulacién de la mutagenecidad del &cido sadico.

En los resultados obtenidos de la cepa TA102 (Figura 3H), se observo
que D. furfuracea causé una disminucion del nimero de células revertientes. Para
todas las dosis utilizadas se presenté una proteccion de la actividad mutagénica de
la mitomicina C. La proteccion maxima que se obtuvo ocurrio en la dosis de 2000 ug,
con una proteccion del 53%. Asi, se puede constatar el efecto protector de la D.

furfuracea contra la accion mutagénica de la mitomicina C.

Mediante el analisis de los resultados obtenidos con los cuatro linajes de
S. typhimurium se comprob6 que la infusion de D. furfuracea mostré una proteccion
contra las acciones dafiinas de los agentes mutagénicos utilizados en el
cotratamiento. La proteccién maxima que se obtuvo en las cuatro cepas fue del 81%,
67%, 52% y del 53% respectivamente, obteniendose de esa manera una media de
proteccion del 63%. Asi, se puede concluir que la planta ejercié una fuerte accién de

atenuacion en la mutagénesis.

Sarkar et al. (1996) relataron que los mecanismos por los cuales los
extractos de las plantas modulan los efectos genotdxicos indican que ciertos
compuestos especificos, tales como el acido ascorbico y las fibras vegetales,
pueden actuar como agentes redox, secuestrando radicales libres o uniendose a los

principios toxicos del mutageno.

Negi et al. (2003) detectaron la actividad antimutagénica del extracto de la
planta medicinal (Punica granatum) en S. typhimurium (TA100) contra la actividad
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mutagénica del &cido sédico, demonstrando un efecto protector del 40%. Por tanto el
resultado citado arriba, puede ser comparado con el resultado alcanzado en el
presente trabajo con D. furfuracea, que promovié una proteccion del 52% en la cepa

TA100 contra las actividades mutagénicas del &cido sddico.

Mejia et al. (1998) realizaron la prueba de Ames con el linaje YG1024
(derivado del linaje TA98) de S. typhimurium para la comprobacion de posible
actividad antimutagénica de Capsicum spp.. Los resultados que se obtuvieron
presentaron una proteccion del 72% contra la accibn mutagénica del 1.8-
dinitropyrene. Este resultado puede ser comparado con el valor de proteccion
alcanzados con la cepa TA98 en la asociacion de D. furfuracea con el 4NQO, que

presento una proteccion del 67%.

Edenharder e Grinhage (2003) investigaron la antimutagenicidad de
flavanoides sobre la accion mutagénica del tert-bubyl hidroperéxido y cumene
hydroperoxido en S. typhimurium TA102. Los resultados que se obtuvieron indicaron
qgue el flavanoide ejercié una inhibicion del 50% sobre los efectos mutagénicos de
estos compuestos. Este resultado puede ser comparado con el de este trabajo en D.
furfuracea que presentd una proteccion del 53% en la cepa TA102, contra la accion

dafiina de la mitomicina C.

Rauscher et al. (1998) realizaron estudios con S. typhimurium sobre el
efecto antimutagénico de extractos de frutas y vegetales ricos en carotenoides y fue
constatado en los linajes TA98 y TA100 el efecto protector del damasco del 51% y
42% respectivamente contra los efectos mtagénicos 2-amino-3-methylimidazo (4,5-f)
quinoline y aflotoxina respectivamente. Por tanto huvo una semejanza entre los
resultados que se obtuvieron en los ensayos de antimutagenicidad con D.
furfuracea, que presentd en los linajes TA98 y TA100 una proteccion del 67% y 52%
respectivamente contra la accion del 4NQO. Utilizando la cepa TA100, se ha
comprobado un efecto protector de la naranja contra la mutagenicidad del
benzo[a]pyrene (BaP) del 67%. Este mismo valor fue encontrado en el presente
trabajo con la cepa TA98, que muestra una proteccion del 67% de D. furfuracea
contra la accion del 4NQO y tambien con la cepa TA102, que mostro una proteccion
maxima del 53% contra la accion dafiina de la mitomicina C. El linaje TA97a mostro

un efecto protector de la naranja del 72% frente a la accion mutagénica de la
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aflotoxina. Este valor puede ser comparado con el presente trabajo, donde la cepa
TA97a presentd una significativa proteccion del 81% de la D. furfuracea contra la

accion mutagénica del 4NQO.

Zahin et al. (2014) encontraron resultados similares al de este estudio con
los extractos secos de P. granatum en S. typhimurium. La gran concentracion
testada (500 pM) mostré un significativo efecto modulador de P. granatum contra la
mutagenicidad inducida por la azida de sodica y MMS. El indice de proteccion fue de
74,4% en TA97 seguido por TA100 (74,3%), TA98 (65,3%), y TA102 (59,8%) en los

linajes analizados.

Devi et al. (2015) en sus estudios con el test de ames para verificar la
antimutagenicidad del extracto etandlico de Carcuma caesia verificaron la reduccion
de lesiones inducidas por la accion indirecta de la ciclofosfamida por 97,21% vy
90,30% respectivamente para las cepas TA98 y TA100 (en la presencia de S9). La
fuerte actividad antimutagénica fue demostrada por la alta dosis (5000 pg/placa).

La actividad antimutagénica del acido gélico fue verificada usando el
ensayo de Ames, Kaur et al. (2015). Los resultados obtenidos con las cepas TA98
de S. typhimurium mostraron que la dosis de 2.500 mg / 0,1 ml /placa, promovié un
efecto modulador de 74,56% y 76,45% en contra la acciébn mutagénica del 4-nitro-o-
phenylene diamine (NPD) y 95,27% y 95,81% en contra las lesiones de 2-
aminofluorene (2-AF). El linaje TA100 presenté una accion protectora de 95,89% e
96,22% de inhibicién contra la azida sodica y un indice de 99,76% y 99,56% de
inhibicién contra-2 AF. Estos resultados pueden ser comparados con los obtenidos
en este trabajo con D. furfuracea contra la accion mutagénica de 4NQO, donde la
cepa TA98 atingiod la proteccidon maxima de 67% con la dosis 4000ug y con la cepa
TA100 contra la accion lesiva de la azida sédica, donde la proteccion maxima fue

obtenida en la dosis de 4000ug con una proteccion de 52%.

Un agente es considerado antimutagénico, cuando ocurre una atenuacion
de los efectos de la substancia mutagénica, incubada conjuntamente con la
substancia que estd sendo evaluada. Cuanto menor sea la razon de
antimutagenicidad, mayor es el efecto protector de la substancia en test. (Rabello-
Gay et al. 1991).
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De Flora y Ramel (1988) propusieron los siguientes mecanismos de
inhibicion de la mutagénesis: a) inhibidores de la mutagénese con actuacion
extracelular donde los inhibidores de la captacion de los mutagénicos o sus
precursores, impiden su penetracion dentro del organismo o dentro de la célula, o
favorecen su eliminacion; b) inhibidores de la formacion endégena del mutageno —
donde ocurre la inhibicion de la reaccion de nitrosacion y el cambio de la flora
bacteriana intestinal; c) desactivacion del mutagénico, que puede ocurrir por
reaccion fisica, quimica o enzimatica; d) inhibidores de la mutagénesis con actuacion
intracelular. En este caso, los modulares del metabolismo pueden actuar inhibindo la
duplicacion celular. En este caso, los moduladores del metabolismo pueden actuar
inhibiendo la duplicacion celular, favoreciendo la captacién del mutageno por células
no diana, inhibiendo la activacion de promutagénicos o induciendo los mecanismos
de desintoxicacion; e) bloqueadores de moléculas reactivas, que pueden reaccionar
con sitios electrofilicos por reaccion quimica, enzimatica, captando especies
reactivas de oxigeno (ROS) o protegiendo sitios nucledfilos del DNA; f) moduladores
de la duplicacién y reparacion del DNA, promoviendo mayor fidelidad en la
duplicaciéon del DNA, y favoreciendo la reparacion de los dafios en el DNA e
inhibiendo la reparacién inductora de los errores; g) inhibidores que actdan en la
iniciacion o en células neoplasicas, donde los moduladores del ascenso tumoral,
pueden actuar inhibiendo los efectos genotoxicos, captando radicales libres,
inhibiendo la proliferacién celular, induciendo ala diferenciacion celular y modulando
el sefial de traduccion; h) moduladores de progresion tumoral, estos actlan
inhibiendo los efectos genotoxicos, actuando en las hormonas o en los factores del
crecimento, en el sistema inmune, en los agentes antineoplasicos fisicos, quimicos o

bioldgicos y también actuan modulando el sefial de traduccion.

De Flora y Ramel (1988), obsevaron que algunos inhibidores de la
mutagénesis y/o carcinogénesis, ejercen sus efectos al interferir en tan solo una de
las diferentes etapas de la actuacion de los mecanismos de inhibicion de la
mutagenesis 0 carcinogénesis. Sin embargo, estos autores comprobaron que
algunos compuestos pueden actuar también a través de mecanismos multiples y
dependiendo de la etapa en que interfieren, los resultados pueden ser
contradictorios. Asi, un agente que ejerza efectos protectores en determinadas

condiciones experimentales puede ser inefectivo o nocivo (téxico, mutagénico y/o
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carcinogénico) dependiendo: (i) de la metodologia empleada-dosis, ruta y secuencia
del administradién del modulador; (ii) del organismo-test empleado; vy (iii) del tipo de

dafio que esta siendo analisado.

La identificacion de los mecanismos implicados en los procesos de
inhibicién dela mutagenicidad se vuelve dificil y a veces incierta, principalmente por
la ocurrencia de varios fendmenos resultantes de diferentes factores y que
interactuan simultaneamente en la cascada de eventosque constiuye el proceso (De
Flora e Ramel, 1988; Ramel et al. 1986).

Por los resultados que se obtuvieron en la prueba de antimutagenicidad,
con las cuatro cepas de S. typhimurium y tratadas con diferentes dosis, de la infusion
de D. furfuracea, se constaté que hubo una disminuicién del numero de revertientes
en relacién al control positivo para cada muestra en test. Por lo tanto se puede
concluir que esta planta, desempeiia de forma significativa, un efecto modulador en
la atenuacion de la mutagénesis, actuando como un desmutagénico y ejerciendo su
actividad protectora, mediante inactivacion de las substancias mutagénicas,
impidiedolas actuar sobre el DNA, o interferiendo en la interaccién del mutageno con
el DNA.
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