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RESUMO

LIMA, Adiles Paulo. Avaliagcdo Mutagénica e Antimutagénica do extrato aquoso de
Mimosa hostilis Benth pelo Teste de Mutacéo e recombinacdo somatica em asas de
Drosophila melanogaster (SMART). Sergipe: UFS, 2009 p. 45 (Dissertacdo — Mestrado
em Biotecnologia)

A planta Jurema preta (Mimosa hostilis) € tradicionalmente utilizada em regiées semi-
aridas do Brasil, com fins analgésicos e antiinflamatorios, na forma de cha das cascas.
Apesar do uso popular de plantas com fins medicinais, estudos detalhados sobre a acéo
dos constituintes nos organismos necessitam de maiores investigacdes, pois se conhece
gque a diferenca de dosagens pode causar efeitos danosos a saude. Estudos fitoquimicos
de compostos de algumas espécies do género Mimosa (Mimosa pudica e Mimosa
rubicaulis) revelaram acdo antioxidante, bactericida e toxicolégica, a depender da
dosagem aplicada; entretanto, pouco se conhece sobre os provaveis efeitos mutagénicos
e/ou antimutagénico de Mimosa hostilis. Na tentativa de preencher esta lacuna, este
trabalho objetivou investigar os possiveis efeitos mutagénico e protetor de trés
concentragdes de extrato aquoso de Mimosa hostilis (3,91, 15,625 e 62,5 mg/mL) por
meio do SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) de asa, utilizando 2
cruzamentos: padrdo (ST) e de alta bioativagcdo (HB) em 3 linhagens de Drosophila
melanogaster (multiple wing hairs (mwh), flare 3 (flr’) e Oregon R/ fIr3 (ORR/fIr?)). Os
resultados mostraram efeito mutagénico e antimutagénico nas concentracfes testadas.
Os efeitos antagbnicos (mutagénicos e antimutagénicos) observados sdo um reflexo de
constituicdo fitoquimica complexa do extrato aquoso de M. hostilis, onde efeitos isolados
e sinérgicos de seus componentes possam estar relacionados diretamente ou
indiretamente com os potenciais mutagénico e antimutagénico encontrados. No entanto,
torna-se importante identificar quais destes constituintes, isolados ou combinados, séo
responsaveis pelos dados aqui apresentados, para o melhor emprego da planta como
produto fitoterapico.

Palavras Chaves: Jurema preta, mutagénese, recombinogénese, fitoquimica, fitoterapico.
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ABSTRACT

LIMA, Adiles Paulo. Mutagenic and antimutagenic evaluation of Mimosa hostilis Benth
aqueous extract by the Wing Spot Test in Drosophila melanogaster (SMART). Sergipe:
UFS, 2009 p. 45 (Dissertation - Master in Biotechnology)

The plant Jurema preta (Mimosa hostilis) is traditionally used in semi-arid regions of
Brazil, for painkillers and anti-inflammatory, in the form of tea from bark. Despite the use
of plants with medicinal purposes is part of the knowledge already popularized long,
detailed studies about the action of the constituents in the organisms need further
investigation, because know that difference of doses lead to damage to health.
Phytochemical studies of compounds of some species of the genus Mimosa (Mimosa
pudica and Mimosa rubicaulis) showed antioxidant activity, toxicological and bactericidal,
depending on the dose applied, but very little is known about the likely effects mutagenic
and/or antimutagenic of Mimosa hostilis. In attempt to occupy this gap, this study aims to
investigate the mutagenic and protective effect of tree concentrations of aqueous extracts
of Mimosa hostilis (3,91, 15,625 e 62,5 mg/mL) through the SMART technique (Somatic
Mutation and Recombination Test) of wing through 2 crosses standard (ST) and high
bioactivation (HB) in 3 strains of Drosophila melanogaster: multiple wing hairs (mwh), flare
3 (fir¥) and Oregon R / fIr3 (ORR/fIr). The results showed mutagenic and antimutagenic in
concentrations tested. The antagonistic effects (mutagenic and antimutagenic) observed
is a reflection of the constitution phytochemical complex of M. hostilis aqueous extract,
where individual and synergistic effects of its components can be related directly or
indirectly with the potential mutagenic and antimutagenic matches. However, it is
important to identify which of these components, alone or combined, are responsible for
the data presented here, to the best use of the plant as herbal medicine.

Keywords: Jurema preta, mutagenesis, recombinogenesis, photochemical,
phitotherapeutic.



1. INTRODUCAO

Em partes do territorio brasileiro, como as regibes Norte e Nordeste, 0 uso de
plantas com fins medicinais constitui um dos poucos recursos disponiveis para a maioria
da populacéo, pela sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo. No entanto, o
uso indiscriminado pode trazer varios riscos a saude, uma vez que algumas substancias
podem desencadear reacfes adversas, causadas por seus proprios componentes, ou
pela presenca de contaminantes e adulterantes inclusos nas preparacfes fitoterapicas;
além disso, a depender da concentracdo, muitas plantas podem ser extremamente
téxicas. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vem elaborando
normas para a regulamentacao de alguns fitoterapicos, pois apesar do uso tradicional de
plantas medicinais com base nos conhecimentos populares, deve-se ter comprovagéo de
eficacia e seguranca.

Seja pelo crescente uso das plantas medicinais, seja pelo interesse cientifico em
descobrir novas substancias terapéuticas, as plantas atualmente estdo sendo mais
investigadas que em épocas precedentes. Constitui um ramo muito promissor para a
industria farmacéutica, uma vez que podem fornecer farmacos extremamente
importantes, como os que dificimente seriam obtidos a partir da sintese quimica (é o
caso dos alcalbides extraidos da Papaver somniferum e os glicosideos cardiotbnicos da
Digitalis spp). A ciéncia atualmente tem dado maior importancia a investigacdo de
recentemente terapias paliativas e preventivas de doencas como canceres que incluem o
uso de preparacdes de ervas. Embora o uso de infusfes seja rotineiro na populacdo, ndo
h& muita referéncia na literatura sobre os seus efeitos, mas se sabe que algumas
substancias constituintes de chas comuns podem apresentar propriedades genotéxica ou
anti-genotoxicas, a depender do tipo de planta e da dose administrada. Por isso, ha
necessidade de se conhecer mais sobre a natureza desses compostos e suas relacoes
de protecdo ou dano no DNA.

Algumas plantas do género Mimosa sdo usadas comumente pela populacdo no
tratamento de varios tipos de enfermidades, de queimaduras a parasitas internos; entre
seus constituintes pode-se encontrar diversos tipos de substancias como os alcaléides,
mimosina, flavondides, esterdis, terpendides, taninos, dentre outros. A espécie Mimosa
hostilis, popularmente conhecida como jurema-preta, ja foi descrita como sedativa,
administrada no tratamento de Ulceras, bronquite, erisipelas, além de seu uso na
alimentacdo animal. Apesar dos efeitos ja descritos, ha que se investigar a relagéo dose-
dependente ou evitar possiveis efeitos tdxicos ou citotdxicos.

A relagdo toxicidade de constituintes de plantas versus DNA ainda ndo esta bem
estabelecida. No entanto, sabe-se que diferentes tipos de compostos podem produzir
lesbes no DNA e sdo, por isso, denominados genotoxicos. Essas substancias estédo
presentes em diferentes ambientes, inclusive na dieta humana, e podem, potencialmente,
ser neutralizadas por uma classe diferente de compostos, os chamados agentes
antigenotéxicos ou antimutagénicos, que por outro lado podem ser encontrados também
nos mais variados ambientes. As substancias antimutagénicas podem estabelecer
relagdes direta ou indireta com o DNA, evitando ou revertendo os danos que promovem o
aparecimento de doengas, como canceres.

Testes para investigacao de toxicidade tém sido utilizados para avaliar o efeito de
seus constituintes sobre os organismos. Um dos testes que tem assumido maior
relevancia nos ultimos anos é o Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinagéo
Sométicas (SMART). Ele apresenta eficiéncia grande como método de deteccdo de
perda da heterozigose, associada em humanos a diversos distarbios genéticos como o0s
mecanismos de Carcinogénese, induzida através de diferentes compostos mutagénicos.
Além disso, pelo SMART se investiga também a atividade do sistema enzimético P450,
gue metaboliza agentes estranhos ao organismo (xenobibticos).



Na “medicina” popular o uso de plantas medicinais se da por diferentes tipos de
preparacdes e dentre elas estdo o cha, como também misturas de fragmentos de plantas
e ervas diferentes. Este fato motivou a presente pesquisa a utilizar o extrato aquoso de
M. hostilis, que podem se aproximar muito da forma usual da populacdo, devido a
presenca de constituintes que sao sollveis em agua. Entretanto, poucas informactes
referentes a planta se encontram na literatura, principalmente sobre sua utilidade efetiva
no combate a doencas como tumores e canceres, bem como efeitos adversos de
genotoxicidade. Por meio do SMART de asas é possivel obter informag¢des com alta
confiabilidade, rapidez e praticidade sobre efeito mutagénico, antimutagénico e
recombinogénico da Mimosa hostilis, além de ser possivel avaliar o metabolismo dos
compostos da planta pelo sistema P450. Desta forma, o presente trabalho fornece
informacBes que servem de base para futuras pesquisas no melhor emprego
fitoterapéutico da planta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas e Propriedades Terapéuticas

O conhecimento popular sobre as propriedades medicinais das plantas surge
juntamente com o estabelecimento das primeiras sociedades no mundo antigo. Assim, 0s
povos primitivos tomaram conhecimento das propriedades terapéuticas de determinadas
plantas para aplicar na cura de enfermidades. Ha relatos de algumas obras chinesas, que
datam de 3000 a.C, sobre o cultivo e uso de plantas medicinais (BIN et al., 2007). Em 78
d.C, o tratado De Materia Medica faz descricdo de cerca de 600 plantas. Foi por meio da
observacdo e da experimentacao de povos antigos que as propriedades terapéuticas de
alguns tipos de plantas foram incorporadas e propagadas através das geracles
sucessivas, constituindo parte da cultura popular (AGRA et al. 2007; TUROLLA &
NASCIMENTO, 2006).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, mas também uma enorme
diversidade cultural e um repertério ainda ndo bem compreendido de plantas com
potencial valor econdmico. Contudo, poucas familias de plantas foram avaliadas quanto
as suas propriedades terapéuticas. Essa lacuna é preenchida pelo conhecimento que as
populacdes tradicionais portam (ALBUQUERQUE et al, 2007; VARANDA, 2006). Por
exemplo, a regido Nordeste do Brasil abriga diferentes comunidades étnicas, incluindo
aquelas compostas de Amerindios nativos e “Quilombolas” (descendentes de escravos
africanos vivendo em comunidades chamadas quilombos). Estas comunidades praticam
agricultura de subsisténcia, criagdo de gado e explora produtos florestais, algumas vezes
associados com sistemas agroflorestais e tém contribuido com o conhecimento de
plantas medicinais desta regido (ALBUQUERQUE et al., 2005; FLORENTINO et al.,
2007).

Atualmente, observa-se que a populagdo adquiriu um vasto conhecimento das
espécies nativas e recorre freqliientemente as propriedades terapéuticas de um grande
namero de espécies vegetais, como também aos seus extratos ou preparados de drogas.
Grande parte da populagdo mundial utiliza esse recurso no combate a diversos tipos de
enfermidades, de doencas da circulagdo sanguinea a doencas parasitérias (BIN et al.;
2007; DEMMA et al., 2009).

A maioria dos preparados de plantas sdo administrados internamente formados
em forma de decocgéo, infusdo, maceragao e suco. Na chamada “garrafada” ha mistura
de diferentes plantas, raizes e cascas de arvores (AGRA et al., 2007). Pode ser usado
também o extrato hidroalcéolico ou etanélico — onde plantas sdo adicionadas a bebida
conhecida como “pinga” ou “cachaga” (KONAN et al., 2007). Ha relevancia também do
uso topico, difundido posteriormente através das medicinas herbais russa, chinesa,
indiana, uraniana e africana (DWECK, 2009).

As plantas medicinais sdo um dos poucos meios acessiveis, disponiveis e de
baixo custo a disponibilidade da populacdo, na auséncia de alguma forma da medicina
comercial. O retrato de paises em desenvolvimento mostra que as popula¢gfes dependem
de plantas medicinais para os cuidados primarios com a saude. Essa facil disponibilidade
€ também o que tem tornado a pratica comum e largamente difundida (AKINBORO &
BAKARE, 2007; AGRA et al. 2007; BIN et al., 2007; VARANDA, 2006).

Avancos jA sdo observados no que se refere a pesquisa e a utlizacdo da
fitoterapia no Brasil, principalmente pela nova possibilidade de sua implementacdo no
Sistema Unico de Salde (BIN et al., 2007), mas ainda ha muito o que se investigar em
relac@o a eficacia e seguranca do uso destes medicamentos, a sua acao farmacologica,
bem como ao potencial toxico e/ou genotéxico de variadas espécies vegetais conhecidas
(FONSECA & PEREIRA, 2004). Dessa forma, o uso convencional das plantas tem
gerado preocupacgdo nos meios cientificos, pois o uso indiscriminado pela populagéo tem
propagado que as plantas medicinais sdo inofensivas porque sdo haturais; mas como
visto, algumas plantas podem causar reacdes adversas por alguns componentes



proprios. Adicionado a isso pode se encontrar contaminantes e adulterantes nos
materiais das preparacdes fitoterapicas, além de ndo se conhecer bem em que
concentracdo a planta pode apresentar efeito toxico (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).
A relagdo terapéutica ou ofensiva de alguns poucos produtos naturais s6 agora comeca a
ser melhor compreendida.

Nesse sentido, o Brasil tem apresentado alguns avancos, como a Portaria n. 6 de
1995 da ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que estabeleceu prazos as
indastrias farmacéuticas para que apresentem dados de eficacia e seguranca dos
medicamentos fitoterapicos (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006), como: contra-
indicacOes, restricbes de uso, efeitos colaterais e reacfes adversas, para cada forma
farmacéutica (CARLINI, 1995). Outro avango é o Decreto n. 5.813 da ANVISA, que
aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que tem por
objetivo garantir & populacdo acesso mais seguro e 0 uso racional de plantas medicinais
e de fitoterapicos (BIN et al., 2007).

O que se procura ao utilizar as propriedades terapéuticas de um vegetal sdo os
seus principios ativos. Uma hipotese de trabalho recentemente langada por Monteiro e
colaboradores (2006), a complementaridade fitoterapéutica, diz que se pode encontrar
maior concentracao de substancias ativas em algumas partes especificas de plantas, que
foram selecionadas em determinados esta¢des do ano, em oposicdo a outras partes da
planta em outras estagbes (MONTEIRO et al., 2006).

As plantas apresentam geralmente compostos secundarios, com diversas
fungbes: ecologicas, alelopéticas, acdo atrativa ou repelente sobre outros organismos
(HEPP et al., 2009); sdo conhecidas, por exemplo, as acdes de terpenos, esterois,
alcaldides, fendis e quinonas na defesa contra herbivoros (ldaomar et al., 2002). No
entanto, alguns destes constituintes podem apresentar toxicidade para certos tecidos
animais, como figado (alcal6ides pirrolizidina, apiole, safrole, ligninas), rim (terpenos,
saponinas), pele (lactonas sesquiterpenos, furanocumarinas). Outros, ainda, podem
produzir certos tipos de substancias toxicas como viscotoxinas, lectinas e glicosideos
cianogenéticos (CAPASSO et al., 2000). Muitas outras substancias podem ser obtidos de
plantas, dentre elas: a muscarina, fisostigmina, canabinéides, forscolina, colchicina, os
quais podem servir como importantes ferramentas para o estudo farmacoldgico,
fisiol6gico e bioquimico. Em sua maioria, no entanto, os constituintes de plantas sequer
foram estudados e, para atender a diversas finalidades farmacoldgicas, € importante aliar
conhecimento tradicional da populacdo a investigacdo cientifica das plantas medicinais.
Informacgdes sobre o modo de utilizacdo de uma planta por certo grupo étnico podem dar
indicagbes extremamente importantes (RATES, 2001). Estudos de prospecgéo
fitoquimica revelam o comportamento quimico de extratos de plantas e ajudam na
escolha do material a ser usado na pesquisa. O pesquisador pode fracionar os extratos,
isolar e caracterizar substancias puras (MATOS, 1997).

Muitos compostos vegetais exercer agdo protetora contra xenobibticos, seja por
induzir enzimas de detoxificacdo ou por inibir enzimas oxidativas. Muitos carcind6genos
potenciais estdo presentes na dieta humana e devido ao grande numero e variedade,
podem em teoria ser evitados. Contudo, o conhecimento dos mecanismos especificos de
acado de muitos anti-carcindgenos, i.e, fitoquimicos, é ainda muito escasso (ROMERO-
JIMENEZ et al, 2005).

Mimosa € um dos maiores géneros de leguminosas mimosaceas, com
aproximadamente 500 espécies (HEARD & PETTIT, 2005), distribuidas em diferentes
continentes (GENEST et al.,, 2008). Muitas plantas desse género sdo apresentadas
costumeiramente pela populagdo como vegetais com propriedades medicinais. As
espécies Mimosa pudica e Mimosa rubicaulis, dentre outros usos etnoboténicos, sdo
administradas em caso de bronquite, cOlera, tosse, dispepsia, febre, ictericia, sifilis e
tuberculose (GENEST et al., 2008).

A espécie Mimosa hostilis = Mimosa tenuiflora (Figura 1), conhecida popularmente
como Jurema preta, € uma planta comum na regido semi-arida do globo e também
facilmente encontrada no semi-arido do Nordeste, como na caatinga, principalmente nos



estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia (Figura 2). Ela pertence a familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae e
apresenta uma altura de 4-6 metros, pélos pegajosos nos jovens ramos, com hastes
ligeiramente inclinadas, com um didmetro de 20-30 cm e de casca grossa (OLIVEIRA et
al., 1999; PIMENTEL et al., 2007).
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Figura 2. Distribuicédo global de M. hostilis. Fonte: www.dis

Segundo OLIVEIRA et al (2006), Jurema-preta também pode ser classificada
como Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret, onde alguns constituintes séo descritos: alcaldides
(5-hidroxi-triptamina e N,N-dimetiltriptamina), que estdo ligados a sua utilizacdo como
alucindgeno; calconas (cuculcana A e cuculcana B); esteroides, terpendides e saponinas
triterpénicas, considerados como responsaveis pela ruptura da membrana de eritrocitos,
além de fenoxicromonas (flavonoides incomuns). E utilizada na medicina popular contra
gueimaduras, lesbes, eczemas, perda de cabelo, dores de cabeca, dor de dente, dores
internas, hemorroidas, herpes, acne, doengas parasito-relacionadas, Ulcera, bronquite,
erisipelas, carminativo e no Nordeste brasileiro, diz-se que sua casca pode curar o



cansaco, ou reforcar o Utero, bem como outras atividades (OHSAKI et al, 2006; SOUZA
et al., 2008). Em contrapartida, estudos experimentais em ratas Wistar gravidas,
demonstraram o surgimento de malformacdes induzidas por ingestdo de sementes de
Mimosa tenuiflora (MEDEIROS et al., 2008).

Além do uso medicinal descrito acima, a planta apresenta propriedades sedativas
e narcoéticas, incluida na dieta de bovinos; seu caule € utilizado na confec¢do de estacas,
como também é empregada na curticdo de couros (OLIVEIRA et al.,, 1999). Outros
empregos da planta é a incorporacdo na producao de carvao e construcao de cercas de
demarcacdo e os taninos extraidos sdo usados também em tintas e curtumes. Em
épocas de escassez € comum incluir a planta na alimentacdo de ruminantes (SOUZA et
al, 2008; CAMARGO -RICALDE, 2000; PIMENTEL et al., 2007). Sobre os efeitos
psicoativos produzidos, h4 muitos relatos de alguns tipos de constituintes presentes nas
cascas. No Nordeste do Brasil, algumas tribos indigenas fazem uso da “jurema preta”,
conhecida como “bebida milagrosa”. Um dos ingredientes ativos é N,N-dimetiltriptamina
(N,N-DMT) assim como uma pequena quantidade de betacarbolinas (MARTINEZ et al |.,
2009; RAETSCH, 2005; SOUZA et al., 2008).

Estudos cientificos sobre o efeito terapéutico de Mimosa e testes de atividade
biol6gica dos extratos in vitro mostraram propriedades antimicrobianas, contra um largo
grupo de microorganismos, levedo e dermatécitos e indugdo do crescimento de
fibroblastos e outras células humanas. Em extratos de saponinas foram identificados
triterpendides designados como mimondsides a, b, e c, que, de acordo com as
observacdes in vitro, induzem proliferacdo de células de cultura humanas, processa
capacidade imunomoduladora, em parte atribuido as propriedades cicatrizadoras dos
extratos. Esses estudos revelaram a presenca de taninos, saponinas e fendis nos
extratos da planta (RIVERA-ARCE et al., 2007). No entanto, a escassez de informagdes
sobre suas propriedades terapéuticas na literatura cientifica especializada ndo permite
invalidar ou comprovar o uso tradicional pela populagéo.

Muitos componentes vegetais podem proteger organismos contra xenobioticos;
seja por induzir enzimas detoxificantes, seja por inibir enzimas oxidativas, que podem agir
sobre 0 DNA. No entanto, algumas plantas apresentam também importantes efeitos
toxicos, bem como podem também podem conter constituintes mutagénicos e, para
esses, também h& pouco conhecimento na literatura sobre esses efeitos (KRISTEN,
1997; FONSECA & PEREIRA, 2004, ROMERO-JIMENEZ et al., 2005).

Recentemente se busca entender alguns mecanismos de acdo dos produtos
fitoterapicos. Mesmo assim, ha fortes indicacbes de que o consumo de substancias
antimutagénicas ou anticarcinogénicas possa prevenir ou reverter alguns dos efeitos
produzidos por carcindgenos. Para que a populacdo e a ciéncia possa se servir desses
recursos de forma mais segura e eficaz hd necessidade cada vez maior de preencher a
lacuna da falta de conhecimento através de diversos estudos como de mutagénicidade e
antimutagenicidade de produtos herbais.

2.2 Mecanismos Geradores de Mutacgbes

Os organismos vivos estao freqlientemente expostos a agentes ambientais que
podem induzir modificagbes quimicas no DNA. As lesdes nesta molécula podem ser
induzidas por agentes quimicos, provenientes do meio ambiente ou resultantes de
reacfes quimicas que ocorrem nas proprias células; ou ainda por radiacfes, tais como a
luz ultravioleta (UV) e raios-X. Estas modificacdes na estrutura do DNA s&o prejudiciais
as células, uma vez que podem prejudicar processos vitais, tais como a duplicagdo do
DNA e a transcricdo génica. Elas também séo geradoras de mutacBes e aberracdes
cromossdmicas, fendmenos estes que levariam ao desenvolvimento de processos
cancerosos e morte celular. A deteccdo destes produtos e seus provaveis efeitos nos
organismos sao importantes no estudo do impacto que eles podem trazer as populacbes



animal, vegetal e, principalmente, humana (COSTA & MENK, 2000; RABELLO-GAY et
al., 1991; WEISBURGER, 1999).

Sob determinadas concentra¢des, algumas substancias induzem mutacdes
genéticas e aberragBes cromossémicas de grande importancia no conjunto de doencas
herdaveis, influi também no surgimento de cénceres. Na mitose, as células-filhas se
proliferam normalmente; entretanto pode ocorrer a conversdo e recombinacdo genética,
que sao importantes causadores da perda de heterozigose. Essa perda acarretaria sérias
doencas como Retinoblastoma, Tumor de Wilms e processos carcinogénicos. E os testes
gque os detectem in vivo sdo de grande importancia (GRAF et al., 1996).

Existem alguns tipos de substancias naturais que apresentam relevancia no
processo de reversdo de mutacdes, assim como podem ser importantes na descoberta
de terapias preventivas ou alternativas no combate a doencas como o cancer. Esses
compostos podem ser chamados antimutagénicos, e estao classificados dentro de dois
grandes grupos, conforme 0os mecanismos de agdo: desmutagénicos, inativam agentes
mutagénicos diretamente ou nos seus precursores inativando-os e bioantimutagénicos,
que inibe o processo mutagénico ou realizam o reparo na sequéncia de DNA (IDAOMAR
et al., 2002; GRUTER et al., 1990; WATERS et al., 1990).

Agéncias reguladoras em todo o mundo exigem testes de genotoxicidade de
produtos farmacéuticos antes da comercializacdo. Para a maior parte dos casos, uma,
trés ou quatro baterias de teste, incluindo mutagénese bacteriana, mutagénese de
mamiferos in vitro, analise de aberragcbes cromossdmicas in vitro e um ensaio de
estabilidade cromossémica in vivo sdo necessarios. Estes ensaios ndo foram modificados
substancialmente desde o inicio de sua utilizagdo e mantém a melhor abordagem para
identificacdo de perigo de genotoxicidade (SNYDER & GREEN, 2001). Dentre os
diversos testes que sdo usados para a avaliacdo da atividade mutagénica de certas
substancias estdo: 0s ensaios com Salmonella typhimurium (Salmonella/microsome
assay), o Teste da mancha da Asa (SMART) e o Teste de analise de micronucleo, entre
outros (VARANDA, 2006; DIXON et al., 2002; GRAF et al., 1998).

Segundo a ICH (1997), testes de genotoxicidade podem ser realizados tanto in
vitro como in vivo, para detectar compostos que induzem dano genético direta ou
indiretamente por varios mecanismos. Estes testes devem ser apropriados a identificar
riscos relativos ao DNA e sua fixagdo. A fixacdo do dano no DNA na forma de mutacdes
génicas, alteracbes cromossbmicas, recombinacdo e alteragbes cromossdémicas
numeéricas, é geralmente considerado essencial para efeitos herdados e em processo
multiplos de malignidade. Compostos que sao positivos em testes que detectam tais tipos
de dano tém o potencial de serem carcin6genos e/ou mutdgenos humanos, i.e., podem
induzir cancer e/ou defeitos herdaveis.

Atualmente se conhece muito sobre a relac@o entre exposicdo a um quimico em
particular e carcinogénese. Entretanto, em doencas herdaveis, uma relagdo similar tem
sido dificil de provar, e os testes de genotoxicidade tém sido usados, principalmente, para
predizer a carcinogenicidade. No entanto, considerando-se que as mutagfes em
linhagens germinativas séo claramente associadas com doengas humanas, a suspeita de
que um composto possa induzir efeitos herdaveis é considerada tdo seria quanto a
suspeita de que um composto possa induzir cancer. Em adicdo, o resultado de tais
testes pode ser valioso para a interpretacdo de estudos de carcinogenicidade (ICH,
1997).

2.3 O Teste SMART em Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, popularmente conhecidas como a “moscas das frutas”,
sdo organismos eucaridticos usados em experimentos de genética ha mais de meio
século, principalmente no estudo de atividades genotdxicas e antigenotoxicas de varios
tipos de substancias, de forma rapida, pratica e confidvel (IDAOMAR et al., 2002; GRAF
et al.,, 1996). Essas moscas apresentam outras vantagens como: curto periodo de
geracdo; pequeno numero de cromossomos; linhagens bem caracterizadas



geneticamente e sistema enziméatico semelhante ao dos mamiferos (referente ao
metabolismo de agentes xenobioticos) (GRAF et al., 1984).

O SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) — Teste para detec¢éo de
Mutacdo e Recombinacdo Somatica — € uma técnica que utiliza linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster, como monitor de expressdo de mutacdo e recombinacdo em
células somaticas. A partir deste teste diferentes substancias podem ser adicionadas em
meio de cultura das larvas de moscas, onde poderdo causar danos genéticos que se
expressardo nas asas ou nos olhos. Basicamente, o0 SMART de asa é realizado na
primeira geracdo, de acordo com o principio da perda de heterozigose de marcadores
recessivos (mwh e flr) adequados. Devido & acdo de diferentes compostos quimicos
genotdxicos pode haver mecanismos de quebra de cromossomos (como recombinagao
mitGtica, mutacdo e aberracdes cromossémicas), levando a formacdo de clones de
células mutantes que se multiplicam nos discos imaginais das larvas, expressos entao
como manchas nas asas das moscas adultas (GRAF et al., 1998).

Através da técnica SMART um grande numero de substancias tém sido testadas.
Dentre alguns compostos experimentados, estdo aqueles provindos de industrias,
farmécias e comeércio, comuns no cotidiano, como no caso de diferentes tipos de
hidrocarbonetos, derivados inorganicos e substancias e compostos secundarios extraidos
de plantas, Através do SMART é possivel detectar um vasto espectro de endpoints
genéticos como: mutacdes de ponto, delecdes e certos tipos de aberragbes
cromossdmicas, bem como recombinagdo mitética e conversdo génica (GUZMAN-
RINCON & GRAF, 1995). Além disso, 0 SMART detecta, a atividade de promutagenos,
usando linhagens com alta capacidade de transformar alguns carcinégenos em
metabdlitos ativos (IDAOMAR et al., 2002). O teste constitui uma ferramenta muito
importante e promissora, acrescentando informacgdes que podem auxiliar o conhecimento
da correta administracdo de substancias a saude humana, como também descobrindo
NOVOS recursos no combate as doencgas.

Em D. melanogaster, dois tipos de marcadores genéticos sao utilizados,
localizados no bragco do cromossomo 3: pélos mdultiplos de asa (multiple wing hair —
mwh), homozigoticamente vidvel numa mutagéo recessiva que produz tricomas multiplos
por célula em vez de um tricoma; flare® (pélo “fleur” - fIr®), uma mutacéo recessiva que
produz pélos de asas malformados, com os pélos em forma de "chama" ou “fogo”; e a
linhagem ORR; flare®, que carrega cromossomos 1 e 2 a partir de uma linhagem DDT
resistente Oregon R (R), linhagem caracterizada por um aumento do nivel de citocromos
P-450, conferindo alta sensibilidade para promutagenos e procarcindgenos (GRAF et al.,
1998).

Trés linhagens de D. melanogaster s&o utilizadas: mwh, flare® (fir¥) e ORR (ORR;
fir®). Dois cruzamentos séo realizados: cruzamento padrdo (Standard - ST) e cruzamento
de alta bioativagéo (HB). Para o cruzamento ST, fémeas virgens fIr® sdo acasaladas com
machos mwh (GRAF et al. 1989). No cruzamento HB, fémeas virgem ORR s&o
acasaladas machos mwh (GRAF & VAN SCHAIK, 1992). Em ambos 0s cruzamentos, 0s
seguintes descendentes sdo produzidos: a) marcadores-heterozigotos (MH) (mwh + / +
fir¥) com asas fenotipicamente selvagem (wild type wing); b) heterozigotos balanceados
(BH) (mwh + / + TM3, BdS) com asas fenotipicamente serrilhadas. A Figura 3 mostra
esguematicamente um tratamento usando a técnica SMART.
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Figura 3. Esquema simplificado do método SMART (fotos Adiles modificado de.
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O sistema enzimatico citocromos P-450 é responsavel pela biotransformacao de
compostos xenobiodticos (OSHIMA-FRANCO & FRANCO, 2003). Organismos eucariéticos
como insetos, para se protegerem da agdo de diversas substancias do meio ambiente
desenvolveram seus sistemas enzimaticos P450, envolvidos na oxidacao, peroxidacdo e
reducdo do metabolismo de numerosos pesticidas, herbicidas, poluentes ambientais e
toxinas de plantas. Linhagens resistentes de D. melanogaster tém alta atividade do P-450
e maior conteudo de genes P-450 que em cepas sensiveis (IDAOMAR et al. 2002), como
a linhagem ORR, que apresenta essa caracteristica (GRAF et al., 1996). Nessa linhagem
€ observado que um numero de promutdgenos mostram aumento de mutagenicidade
guando o cruzamento de alta bioativacdo é empregado (GRAF et al., 1996).

A técnica SMART tem demonstrado muita eficiéncia na detec¢do de mutagénese
e antimutagénese de muitos tipos de substancias, desde dejetos ambientais de origem
antropogénica até produtos farmacéuticos. O teste é empregado também para plantas
medicinais e alguns tipos de extratos, como no caso do Ipé Roxo (Tabebuia
impetiginosa), que apresenta diversas propriedades biolégicas. No SMART foi possivel
verificar que, na preparacdo comercial da planta, ndo foi observado efeito mutagénico;
entretanto, as maiores concentracées da planta associada com a droga doxorrubicina
(agente quimioterapéutico) aumentaram esse potencial (SOUSA et al.,, 2009). Algo
semelhante a esse experimento foi observado com extrato de tomate organico,
demonstrado que ndo é mutagénico, mas aumenta o niumero de mutac¢des induzida por
doxorrubicina (DUTRA et al., 2009). Ja4 o extrato aquoso da polpa da fruta pequi foi
demonstrado efeito mutagénico nas asas de Drosophila (CASTRO et al., 2008).

Pesquisas como essa constituem de grande relevancia, uma vez que poucos
estudos etnobotanicos e farmacologicos tém sido realizados em plantas da Caatinga, a
despeito de sua grande diversidade biolégica e cultural (ALBUQUERQUE et al, 2007). O
estudo de extratos de M. hostilis através da técnica SMART implementa informacdes
importantes  sobre os  efeitos mutagénicos e protetores da planta.
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3. OBJETIVOS:
3.1 Objetivo Geral:

Investigar os efeitos mutagénico, recombinogénico e protetor de diferentes
concentracdes do extrato aquoso de M. hostilis (Jurema preta), por meio do Teste
SMART de asa em Drosophila melanogaster.

3.2 Objetivos Especificos:

1) Avaliar os efeitos mutagénicos de diferentes concentragdes do extrato aquoso de M.
hostilis, em células de asas de D. melanogaster.

2) Avaliar os efeitos anti-mutagénicos de diferentes concentragdes do extrato aquoso de
M. hostilis contra 0 agente mutagénico uretano.

3) Avaliar os efeitos recombinogénicos das diferentes concentracfes do extrato aquoso
de M. hostilis, em células de asas de D. melanogaster.

4) Investigar se os compostos contidos no extrato sofrem alteracdo metabdlica pelo
sistema citocromo P450.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e preparacao dos extratos de M. hostilis

A entrecasca da planta Mimosa hostilis foi coletada em 23 de abril de 2008, no
Municipio de Piranhas, Estado de Alagoas, Lago de Xingd (09°37°25”S, 37°45'24”0),
Brasil (Figura 4). Um espécime foi registrado no herbéario da Universidade Federal de
Sergipe, com o nimero ASE 13166, e a identificacdo botanica realizada pela Dr®. Ana
Paula do Nascimento Prata, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Sergipe. As amostras foram submetidas a secagem em estufa a 37°C, com renovacao e
circulacdo de ar até completa desidratacao.
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Figura 4. Mapa da localizacdo do Lago de Xingo6, Piranhas — AL, Brasil (GOOGLE
MAPS, 2010).

A preparagdo do extrato aquoso da entrecasca de M. hostilis (EAJ - Extrato
Aguoso de Jurema) foi realizada no Laboratério de Bioguimica e Produtos Naturais, sob a
supervisdo do Professor Dr. Charles dos Santos Estevam, do Departamento de Fisiologia
da Universidade Federal de Sergipe e gentilmente cedido para a realizagdo do atual
experimento. A andlise fitoquimica, fendis totais e atividade antioxidante apresentadas na
presente pesquisa também foram feitas no mesmo laboratorio.

Entrecasca seca (4,828 Kg) foi reduzida a p6 utilizando-se um moinho de facas. o
extrato aquoso foi obtido a partir de 70g do pd, submetido a extracdo por decoccao. Para
cada 10 g do material vegetal foi utilizado 20 mL de agua destilada. Apés filtracéo a
vacuo o material foi evaporado em chapa quente concentrado e liofilizado obtendo-se o
extrato aquoso (18,75 g).

4.2 Tratamento das larvas de D. melanogaster
Todas as 3 linhagens de D. melanogaster: 1) multiple wing hairs (mwh): mwh/mwh; 2)

flare-3 (fir¥/In (3LR)TMS3, rip® sep 1(3)89Aabx**® e Bd®; e 3) ORR; flare-3 (ORR/ORR; fIr¥/In
(BLR)TM3, rip® sep 1(3)89Aabx**® e Bd®) (LINDSLEY & ZIMM, 1992) foram condicionadas
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em recipientes de vidro de 500 mL com meio de cultura para Drosophila (820mL de agua;
25g de fermento biolégico; 11g de agar; 150g de banana e 1g de antifangico
etilparabeno) e mantidas em estoque. Para os experimentos, foram realizados os
cruzamentos: padrédo (ST) (as fémeas virgens flare3 sdo cruzadas com machos mwh) e
alta bioativacao (HB) (as fémeas virgens ORR; flr-3 sdo cruzadas com machos mwh)
(GRAF et al., 1996). Os ovos das moscas dos dois cruzamentos foram coletados durante
um periodo de 8 horas nos frascos contendo uma base soélida de agar (3% de agar em
agua) e uma camada de fermento suplementado com sacarose. Apés 72 £ 4 h, as larvas
de 3° estagio foram lavadas com agua corrente e dgua destilada com auxilio de uma
peneira de malha fina e transportadas para recipientes menores contendo 1,5 g de meio
de cultura alternativo (puré de batata instantdneo, Yoki®) e 5 mL das diferentes
concentracdes de extrato aquoso de M. hostilis, (3,91, 15,625 e 62,5 mg/mL). A
concentracdo 62,5 mg/mL foi idealizada em parametros préximos aos encontrados na
literatura em experimentos com extratos no teste SMART, a partir desta as 2 outras
concentracdes foram produzidas, cada uma constituindo % da concentragdo anterior. O
controle positivo do experimento foi feito com URE (Uretano 0,891 mg/mL), o controle
negativo foi realizado com agua ultrapura (Ultrapure Water Systems — Sartorius, arium®
611). Foi realizado o tratamento cronico, periodo de aproximadamente 48 horas.

4.3 Confeccéo de ldminas e anélise do material

Os adultos resultantes dos dois cruzamentos (ST e HB), de gendtipos trans-
heterozigotos marcados - MH (mwh + / + fIr3) e heterozigotos balanceados - BH (mwh + /
+ TM3, BdS) foram coletados e conservados em etanol 70%. As asas das moscas foram
MH foram extraidas cuidadosamente, sob lupa binocular, Olimpus®, com auxilio de
pincas de entomoldgicas e fixadas pareadas em |aminas: cinco casais por lamina e seis
laminas para cada tratamento, com a solucao de Faure (30g de goma arabica, 20ml de
glicerol, 50g de hidrato cloral e 50ml de agua). As laminas BH foram montadas nos
resultados positivos de mutagénese e antimutagénese, usadas na identificacdo de
recombinacgédo; foram produzidas as mesmas quantidades de laminas que os individuos
MH. Em microscopio 6ptico de luz, Olimpus®, com aumento de 400 X as asas das
moscas foram analisadas e quantificado os diferentes padrbes de manchas mutantes
(tipo de célula e o tamanho das manchas mutantes — quantidade de células mutantes em
cada mancha). Ha necessidade de diferenciacdo dos adultos pelos fenétipos, onde o
marcador BdS (em descendentes BH) apresenta as asas dos adultos “recortadas” nas
extremidades, enquanto nos adultos MH ha presenca de asas com bordas lisas (GRAF et
al., 1984).

4.4 Andlise estatistica dos dados

Foi feita a analise segundo o teste do X? para proporcdes, bicaudal, de nivel de
significancia: a = b = 0,05 conforme Frei & Wiurgler (1988), comparando as frequéncias
dos tratamentos com os respectivos grupos controles.

De acordo com a frequéncia de inducdo de clones por 10° células foi feita a
atividade recombinogénica, calculada da forma: frequéncia de mutagbes (Fy) =
frequéncias de clones de moscas BH/frequiéncias de clones de moscas MH; freqiéncias
de recombinacdo (Fr) = 1 - Fy. Freqiiéncias de manchas totais (Ft) = total de manchas
nas moscas MH (considerando manchas mwh e fIr¥)/N° de moscas; mutacdo = Fr x Fy;
recombinacdo = Fr x Fr (SANTOS et al.,, 1999; SINIGAGLIA et al.,, 2006 apud
VALADARES, 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2 sumarizam, respectivamente, os resultados dos Cruzamentos
Padrao (ST) e Cruzamento de Alta Bioativagcao (HB) apds tratamento cronico das larvas
com diferentes concentracfes do extrato aquoso de Jurema-preta (EAJ 3,91, 15,625 e
62,5 mg/mL) com Uretano (URE 0,891 mg/mL), isolado e/ou associado. Os controles
positivo (URE) e negativo (agua ultrapura) foram realizados simultaneamente em cada
experimento. As freqiéncias de manchas mutantes (pequenas simples, grandes simples
e manchas gémeas) e manchas totais sdo apresentadas para ambas as progénies: MH
(trans-heterozigostos marcados — com asas lisas) e BH (heterozigotos balanceados —
com asas serrilhadas). Os resultados obtidos nos tratamentos isolados foram
comparados ao controle negativo. Os resultados observados nos tratamentos com as
diferentes concentracbes de EAJ associadas a URE foram comparados ao controle
positivo para verificar a possivel redugéo nas frequéncias de manchas mutantes.

A Tabela 1 apresenta as frequéncias de manchas mutantes obtidas na analise das
progénies MH e BH do cruzamento Padrdo (ST), isolados e associados a URE. Nos MH
observou-se um aumento estatisticamente significativo na freqiéncia de manchas
pequenas simples e total de manchas nas concentragcbes 15,625 e 62,5 mg/mL quando
comparadas ao controle negativo. Na Tabela 2, para os descendentes do cruzamento de
alta ativacdo metabolica (HB) tratados com EAJ, o aumento na freqiéncia de manchas
pode ser observado também em manchas pequenas simples e total de manchas para as
concentracdes de 3,91 e 15,625 mg/mL. Os resultados observados indicam que o EAJ
possui efeito mutagénico, independente de ativacdo metabolica.

GRAF et al. (1984, 1996 e 1998), SPANO et al. (2001) e VALADARES (2007)
apontam a existéncia da relacao entre o tempo de indugéo de uma alteragéo genética em
células somaticas e o tamanho resultante da mancha. Na fase tardia do desenvolvimento
das larvas de D. melanogaster, as células dos discos imaginais das asas podem sofrer
mutacfes favorecendo a prevaléncia de manchas pequenas, como mostrado nos
individuos MH do presente experimento.

Foi verificado um aumento estatisticamente significativo (a<0,05) nas frequéncias
de manchas mutantes simples pequenas, e no total de manchas, nos descendentes MH
do cruzamento ST tratados com URE, e para todos os tipos de manchas (pequenas
simples, grandes simples e gémeas) e total de manchas nos descendentes do
cruzamento HB, tratados com URE, comparado com as freqiéncias de manchas
mutantes observadas no controle negativo (agua ultra pura). Nos tratamentos com URE
realizados com os descendentes do cruzamento HB é observado uma frequéncia de
manchas mutantes mais expressivas. Este resultado € devido a ativacdo metabdlica do
URE pelo sistema enziméatico P450 (Figuras 5 e 6) (FROLICH & WURGLER, 1990; GRAF
& VAN SCHAIK, 1992; ABRAHAM & GRAF, 1996; DOGAN et al., 2005).
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XENOBIOTICOS
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Figura 5. Reacdo de ativacdo ou inativagdo mediadas por enzimas citocromo P450
(ORELLANA & GUAJARDO, 2004).
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Figura 6. Esquema do metabolismo do Uretano (HOFFLER et al., 2003).
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E bem documentado que mutacdes génicas atuam em etapas do processo de
carcinogénese e que ensaios que detectam componentes mutagénicos permitem
identificar substancias com risco potencial aos seres humanos. Substancias mutagénicas
tém em comum propriedades quimicas e fisicas que permitem suas interacdes com 0s
acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem levar a defeitos hereditarios
através de mutacdes em células germinativas e, quando a mutacdo ocorre em células
somaticas, a consequéncia mais comum é a formacao de tumores benignos ou malignos
(VARANDA, 2006).

Na avaliacdo de atividade antimutagénica, é possivel observar um resultado
positivo quando comparadas, ao tratamento com URE (controle positivo), as frequéncias
de manchas dos tratados com as diferentes concentracdes de EAJ associadas a URE.
Esta reducdo pode ser verificada nos descendente do cruzamento ST para manchas
pequenas simples, grandes simples e para o total de manchas. Nos descendentes HB, a
reducdo é observada para todos os tipos de manchas mutantes (pequenas simples,
grandes simples e gémeas) como para o total de manchas. Estes resultados indicam um
efeito antimutagénico do EAJ contra URE nas concentracdes testadas.

O resultado antagbnico observado nos experimentos com EAJ, apresentando
efeitos mutagénico e antimutagénico, pode ser relacionado ao fato do EAJ ser uma
mistura complexa de diferentes componentes, como pode ser visualizado na coluna Il da
Tabela 3, descrita por FERNANDES & ESTEVAM (2009). Possivelmente algum de seus
compostos apresenta atividade mutagénica nas condigcbes experimentais utilizadas,
produzindo o efeito mutagénico observado nos resultados tanto em ST quanto HB.
Paralelamente, pode-se considerar que outros compostos presentes ha mistura tenham
efeitos antimutagénicos especificos contra o Uretano e ndo contra outros componentes
presentes com potencial mutagénico na mesma planta, mascarando assim os efeitos
genotoxicos da planta nos experimentos de antimutagenicidade.

Comparando os resultados obtidos entre os descendentes MH e BH é possivel
observar uma diferenca na freqiiéncia de manchas mutantes nos tratamentos com URE
nos cruzamentos ST e HB. Esta diferenga equivale a taxa de recombinagdo somatica,
pois, os descendentes BH, devido a presenca do cromossomo balanceador TM3Bd®,
portador de multiplas inversdes, impede o desenvolvimento de células que tenham
sofrido recombinacdo. As Tabelas 1 e 2 apresentam também as taxas de recombinacao
para os totais de manchas dos tratamentos

A analise de recombinacgéo constitui de grande importancia, principalmente porque
€ documentada a estreita correlacdo entre mutacdo génica e recombinacdo homéloga
com a carcinogénese. Dessas alteracdes genéticas algumas podem representar um
papel iniciador na carcinogénese, mas eles estdo mais provavelmente envolvidos nas
etapas secundarias do processo, onde mutacdes oncogénicas recessivas sao reveladas
(BISHOP & SCHIESTL, 2002).

A observacédo dos tratamentos associados de EAJ com URE expressa diferencas
entre os descendentes MH e BH em ambos os cruzamentos. Provavelmente, estes
indices de recombinacao observados nos tratamentos associados sdo devidos, em sua
maior parte, a acao recombinogénica do URE, demonstrada no controle positivo.

Entre os descendentes MH e BH né&o foram observadas redugdes na frequiéncia
de manchas mutantes, correspondente ao indice de recombinacao, dos cruzamentos ST
tratados com EAJ isoladamente, que apresentaram resultado positivo. Nos descendentes
BH tratados com EAJ: concentragdo 3,91 mg/mL do cruzamento ST, e da concentracao
62,5 mg/mL do cruzamento HB ndo houve necessidade da andlise, pois 0s mesmos nao
apresentaram resultado positivo.



16

Tabela 1. Freqiiéncia de manchas mutantes obtidas na progénie do Cruzamento Padrdo (ST) subdivididos em Heterozigotos Marcados
(MH - mwh/flr®) e Heterozigotos Balanceados (BH - mwh/TM3).

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

(mg/mL) m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/fir®
0 0 60 0,27 (16) 0,00 (00) 0,00 (00) 0,27 (16) 14
0 0,891 60 1,78 (107) + 0,10 (06) + 0,00 (00) i 1,88 (113) + 102
3,91 0 60 0,37 (22) i 0,03 (02) i 0,02 (01) i 0,42 (25) i 18
15,625 0 60 0,50 (30) + 0,03 (02) i 0,00 (00) i 0,53 (32) + 30
62,5 0 60 0,50 (30) + 0,02 (01) i 0,00 (00) i 0,52 (31) + 26
3,91 0,891 60 0,72 (43) + 0,08 (05) i 0,03 (02) i 0,83 (50) + 37
15,625 0,891 60 1,13 (68) + 0,03 (02) i 0,00 (00) i 1,17 (70) + 47
62,5 0,891 60 0,92 (55) + 0,08 (05) i 0,02 (01) i 1,02 (61) + 36
mwh/TM3
0 0 60 0,28 (17) 0,00 (00) 0,28 (17) 17 -
0 0,891 60 1,52 (91) + 0,10 (06) + d 1,62 (97) + 97 13,83%
15,625 0 60 0,52 (31) + 0,03 (02) i 0,55 (33) + 33 -
62,5 0 60 0,58 (35) + 0,03 (02) i 0,62 (37) + 37 -
3,91 0,891 60 0,70 (42) + 0,00 (00) + 0,70 (42) + 42 15,66%
15,625 0,801 60 0,78 (47) + 000 (00) + 0,78 (47) + 47 3,33%
62,5 0,891 60 0,58 (35) + 0,02 (01) i 0,60 (36) + 36 41,18%

# Diagndstico estatistico de acordo com Frei & Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacdo para a

avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a= b= 0,05. b Incluindo manchas simples fIr3

raras.cConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes obtidas na progénie do Cruzamento de Alta Bioativagdo (HB) subdivididos em Heterozigotos
Marcados (MH - mwh/flr®) e Heterozigotos Balanceados (BH - mwh/TM3).

Genotipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas Rccombinagdo

EAJ URE (N) (1-2 céls)’ (>2 céls)’ mwh®
(mg/mL) (mg/mL) m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr®
0 0 60 0,58 (35) 0,05 (03) 0,00 (00) 0,63 (28) 26
0 0,891 60 450 (270) + 0,42 (25) + 0,08 (05) 4,98 (299) + 232
3,91 0 60 1,28 77) + 0,07 (04) i 0,02 (01) i 1,37 (82) + 77
15,625 0 60 1,22 (73) + 0,10 (06) i 0,00 (00) i 1,32 (79) + 64
62,5 0 60 0,42 (25) - 0,07 (04) i 0,03 (02) i 0,52 (31) - 27
3,91 0,891 60 2,82  (169) f+ 0,17 (10) + 0,05 (03) 3,03 (182) f+ 141
15,625 0,891 60 255 (153) + 020 (12) + 0,03 (02) 2,78 (167) + 103
62,5 0,891 60 1,37 (82) + 0,08 (05) + 0,02 (01) 1,47 (88) + 64
mwh/TM3
0 0 60 0,55 (33) 0,05 (03) 0,60 (36) 36 -
0 0,891 60 2,13 (128) + 0,03 (02) i a 2,17 (130) + 130 43,57%
3,91 0 60 1,30 (78) + 0,03 (02) i 1,33 (80) + 80 29,19%
15,625 0 60 0,82 (49) + 0,00 (00) - 0,82 (49) i 49 37,87%
3,91 0,891 60 1,72 (103) - 0,07 (04) i 1,78 (107) - 107 41,25%
15,625 0,891 60 2,25 (135) - 0,02 (01) i 2,27 (136) - 136 18,35%
62,5 0,891 60 1,05 (63) + 0,02 (01) i 1,07 (64) + 64 27,2%

®Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a
avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = b = 0,05. Incluindo manchas simples fir® raras.
°Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. “Apenas manchas simples mwh podem ser
observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flr3.
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Tabela 3. Resultado da andlise fitoquimica dos extrato aquoso, etandlico e particbes
(hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidrometandlica) da entrecasca de Mimosa

hostilis Benth (Fernandes & Estevam, 2009).

COMPOSTO TESTE/ REAGENTE EXTRATOS E FRACOES*
I I I \Y \Y Vi
Fendis Cloreto Férrico + + + + + +
Fendis Reativo de Follin-ciocalteu + + + + + +
Taninos Cloreto Férrico + + + + + +
Antocianinas Mudanca de pH - - - - - -
Antocianidinas Mudanca de pH - - - - - -
Chalconas Mudanca de pH + - - - - -
Auronas Mudanca de pH + - - - - -
Flavonas Mudanca de pH - - - + - -
Flavonois Mudanca de pH - - - + - -
Xantonas Mudanca de pH - - - + - -
Flavanonois Mudanca de pH - + + - + +
Leucoantocianidinas | Mudanga de pH e - - - - - -
aguecimento
Catequinas Mudanca de pH e - - - - - -
aguecimento
Flavanovas Mudanca de pH e + + + - + +
aguecimento
Flavondis Solucao acida + + + - + +
Flavononas Solucéo acida + Mg(s) + + + - + +
Flavononas Solugéo acida + Mg(s) + + + - + +
Flavonondis Solucéo acida + Mg(s) + + + - + +
Xantonas Solucéo acida + Mg(s) + + + - + +
Catequinas (conf.) Palito, HCI e aquecimento - - - - - -
Esteroides livres Solugéo + - + - - -
cloroférmica,Na2S04 e
H2S04
Xantonas Solugéo acida + Mg(s) + + + - - -
Triterpendides Solugéo cloroférmica, + + + + + +
Na2804 e HQSO4
Pentaciclicos livres Solugéo cloroférmica, + + + + + +
Na.QSO4 e HQSO4
Saponinas Residuo insoltvel em + + - - + +
cloroférmio e H,O
Alcaléides Cloroférmio, NH,OH, + + + + + +
Na,SO, HCI e reagentes,

* |- extrato etandlico, Il - extrato aquoso, lll - fracdo hexanica, IV - fracdo cloroférmica, V
- fracdo de acetato de etila, VI - fracado hidrometandlica.
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Os graficos das Figuras 7-10 apresentam a distribuicdo de freqiéncia do tamanho
de manchas mutantes observadas nos individuos descendentes MH e BH dos
cruzamentos ST e HB tratados com as diferentes concentracdes de EAJ isoladamente e
em associacdo com URE. Em todos os gréficos € possivel observar um predominio de
manchas pequenas em relacédo as demais na distribuicdo de tamanho. Esses resultados
est&o de acordo com outros descritos na literatura por GRAF et al. (1984), SPANO et al.
(2001) e VALADARES (2007). A maior frequéncia de manchas pequenas esta
relacionada a uma ocorréncia tardia das mutacdes durante o desenvolvimento das
células dos discos imaginais das asas nas larvas de D. melanogaster (GRAF et al.,1984).
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Figura 7. Distribuicdo das frequéncias de manchas por classes (n° de células/ mancha)
observadas em asas de individuos MH (heterozigotos marcados) de D. melanogaster dos
cruzamentos padrao (ST) e alta capacidade de bioativacdo (HB), obtidas através do teste
SMART, apresentando as concentracdes do tratamento com extrato aquoso de jurema
preta (EAJ 3,91, 15,6 e 62,5mg/mL) e os controles positivo (uretano 0,891mg/mL) e

negativo (dgua ultra

pura).
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias de manchas por classes (n° de células/ mancha)
observadas em asas de individuos MH (heterozigotos marcados) de D. melanogaster dos
cruzamentos padrdo (ST) e alta capacidade de bioativacdo (HB), obtidas através do teste
SMART, apresentando as concentra¢gdes do tratamento com extrato aquoso de jurema
preta (EAJ 3,91, 15,6 e 62,5mg/mL) associadas a uretano 0,891mg/mL e o controle
positivo (uretano 0,891mg/mL).
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Figura 9. Distribuicdo das frequéncias de manchas por classes (n° de células/ mancha)
observadas em asas de individuos BH (heterozigotos balanceados) de D. melanogaster
dos cruzamentos padréo (ST) e alta capacidade de bioativacdo (HB), obtidas através do
teste SMART, apresentando as concentragfes do tratamento com extrato aquoso de
jurema preta (EAJ 3,91, 15,6 e 62,5mg/mL) e o controle positivo (uretano 0,891mg/mL)
positivos para recombinacdo somatica.
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Figura 10. Distribuicdo das frequéncias de manchas por classes (n° de células/ mancha)
observadas em asas de individuos BH (heterozigotos balanceados) de D. melanogaster
dos cruzamentos padrdo (ST) e alta capacidade de bioativacdo (HB), obtidas através do
teste SMART, apresentando as concentragfes do tratamento com extrato aquoso de
jurema preta (EAJ 3,91, 15,6 e 62,5mg/mL) associadas a uretano 0,891mg/mL e o

controle positivo (uretano 0,891mg/mL) de resultados positivos para recombinacao.
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Um grande numero de fatores moduladores, incluindo antimutagénicos e
anticarcinogénicos tém sido muito estudados para avaliar sua habilidade para suprimir ou
prevenir o processo de carcinogénese. Atualmente, tem sido aceito que plantas e seus
produtos representam um das fontes principais de compostos com potencial
guimiopreventivo e, de fato, muitos metabolitos secundarios de plantas tém demonstrado
essa atividade (KINGHORN et al, 2004). Plantas medicinais contém misturas complexas
de milhares de componentes que exercem sua acdo isoladamente ou de maneira
sinergistica (CAl et al, 2004).

Extratos sdo misturas complexas de compostos com grande numero de
constituintes quimicos diferentes (CHUNG et al., 2005). Para se esclarecer e registrar 0s
constituintes presentes em metabdlitos secundérios de vegetais a fitoquimica é realizada.
Ela permite o conhecimento preliminar do comportamento quimico dos extratos e facilita
a escolha do material de pesquisa e o isolamento e caracterizacdo de substancias puras
(MATOS, 1997; RODRIGUES et al., 2009).

Como revela a Tabela 3, montada com a analise fitoquimica dos extratos aquoso
e etandlico e particbes do extrato etandlico (hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
hidrometandlica) da entrecasca de M. hostilis Benth, observa-se a presenca de
importantes grupos de metabdlitos secundarios. Experimentos de prospeccéo fitoquimica,
atividade antioxidante e fendis totais dos extratos constituem maneiras importantes de
conhecer seus constituintes e analisar seus efeitos (FERNANDES & ESTEVAM, 2009;
MATOS, 1997).

Em relacéo a atividade antioxidante, os resultados seguem em ordem decrescente
para os extratos: fracao acetato de etila, extrato aquoso, fragdo hidrometandlica e extrato
hidroalcodlico. A avaliacdo de fendis totais desses compostos mostra que eles
contribuem particularmente e mais efetivamente para a acdo sequiestradora de radicais
livres. A ordem decrescente estabelecida foi: fracdo acetato de etila, extrato etandlico,
fracdo hidrometandlica e extrato aquoso, com altos teores de compostos fendlicos
(FERNANDES & ESTEVAM, 2009). Pela analise realizada, o extrato aquoso utilizado no
estudo mostrou atividade antioxidante, comprovada pela presenca de fendis e sua agéo
sequestradora de radicais livres. Essa observagdo € importante, uma vez que muitos
componentes de extratos vegetais desta forma podem estar relacionados com 0 acao
antimutagénica, protegendo organismos contra xenobidticos; na indugdo de enzimas
detoxificantes ou inibindo agentes mutagénicos, que podem agir sobre o DNA (GRUTER
et al., 1990; WATER et al., 1990).

Grupos de alcaléides e flavondides sao descritos na literatura com propriedades
mutagénicas, entretanto outros compostos dos mesmos grupos podem atuar em
diferentes mecanismos como: atividade antioxidante e supressao de ativagdo metabdlica.
Os flavondides sdo compostos polifendlicos e representam uma das moléculas
responsaveis pela prevencdo de cancer, por uma gama de diferentes mecanismos. Uma
de suas mais importantes caracteristicas, responsavel pela suas propriedades
preventivas, € sua interacdo com as enzimas do citocromo P450 CYP1.
Tradicionalmente, os flavonoides tém sido descritos como inibidores de CYP1 devido a
sua inibicdo da formacdo de produtos carcinogénicos e, conseqiente, bloqueio do
estagio de iniciagcdo da carcinogénese. Contudo, crescentes evidencias indicam que os
flavondides também sdo capazes de agir como substratos para CYP1, sofrendo
bioativacdo a agentes antiproliferativos dentro das células cancerosas
(ANDROUTSOPOULOS, 2010).

Nos Ultimos anos, estudos também tém relatado efeitos mutagénicos e
carcinogénicos em alguns alcaléides, como € o caso dos pirrolizidinicos, comuns em
muitas espécies de plantas e um dos responsaveis pelos efeitos danosos tanto em
alimentos quanto em ervas medicinais e suplementos da dieta, em homens e animais.
Metade dessas moléculas ja identificados sdo mutagénicas (clivorina, fucinotoxina,
heliotrina, lasiocarpina, ligularidina, LX201 e sencircina) e muitos deles tumorigénicos.
Sob ativacdo metabdlica, eles produzem adutos de DNA, quebras no DNA, troca entre
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cromatides irmds, micronlcleos e aberracdes cromossémicas, mutacdes génicas e
cromossdmicas in vivo e in vitro (CHEN et al, 2010).

Outros componentes também presentes nos extratos de M. hostilis como
triterpendides, saponinas e esterdis apresentaram, em outros experimentos, resultados
negativos para mutagenicidade (CHEN et al.,, 2002; ZHANG et al., 2004; VARANDA,
2006; FERNANDES & ESTEVAM, 2009).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e
na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides
mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais
sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al, 2002).

Muitos carcinégenos potenciais estdo presentes na dieta humana e, devido ao seu
grande e variado numero eles s6 podem ser evitados em teoria. Uma estratégia
alternativa atual € o consumo de anti-carcin6genos/anti-mutdgenos que possam prevenir
ou reverter alguns dos efeitos produzidos por carcinégenos. Contudo, o conhecimento de
mecanismos de acdo especificos de muitos deles ainda é pobre (ROMERO-GIMENEZ,
2005). Nesse contexto, estudos de mutagénese e antimutagénese podem ajudar na
avaliacdo da seguranca e efetividade dos produtos naturais.

O estudo de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas é valido em dois
aspectos: em primeiro lugar, como uma fonte de pesquisa de drogas com potencial
guimioterapéutico, e, em segundo, como medida de seguranga para 0 uso popular
(ELGORASHI et al., 2003; ARORA et al., 2005 apud VARANDA, 2006). Dessa forma, 0s
ensaios para avaliacdo da atividade mutagénica das plantas utilizadas pela populagéo,
bem como de suas substancias isoladas, sdo necessarios e importantes para estabelecer
medidas de controle no uso indiscriminado. Além disso, é preciso esclarecer os
mecanismos e as condi¢cdes que mediaram o efeito bioldgico, antes que as plantas sejam
consideradas agentes terapéuticos (VARANDA, 2006).
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6. CONCLUSAO

Os objetivos do presente trabalho foram alcancados na investigacao dos possiveis
efeitos genotoxicos e antigenotdxicos de Mimosa hostilis, onde foi observada atividade
mutagénica nas concentracdes do extrato aquoso, bem como atividade antimutagénica,
assim como recombinacdo somatica, mesmo ndo havendo ativacdo metabdlica pelo
sistema citocromo P450.

A partir dos dados experimentais obtidos e da bioprospec¢édo dos constituintes
presentes no extrato aquoso de M. hostilis, podemos concluir que os efeitos antagbnicos
(mutagénicos e antimutagénicos) observados sdo um reflexo de sua constituicao
fitoquimica complexa, onde efeitos isolados e sinérgicos de seus componentes podem
estar relacionados, diretamente ou indiretamente, com 0s potenciais mutagénico e
antimutagénico encontrados. No entanto, torna-se importante identificar quais destes
constituintes, isolados ou combinados, sdo responsaveis pelos dados aqui apresentados,
para o melhor emprego da planta como produto fitoterapico. Portanto, é importante dar
prosseguimento a estudos para o melhor conhecimento da planta e da atividade isolada
de seus constituintes para uma utilizagdo mais segura.
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