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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para prevencdao, tratamento ou cura de doencas é uma
das praticas medicinais mais antigas da humanidade e atualmente seu uso pela
populacdo mundial continua muito significativo (JUNIOR et al., 2005). Dentre as
espécies medicinais encontra-se a Hymenaea courbaril L., conhecida popularmente
como jatoba. Pertence a familia Fabaceae e é nativa da mata semidecidua da bacia
do Parana, Centro Oeste e floresta tropical Amazonica. Sendo também encontrada
no Cerrado brasileiro e no México (LORENZI & MATOS, 2002).

Na medicina popular H. courbaril L. € empregada para diversos fins, como o
tratamento de enfermidades estomacais, inflamatérias, para doencas respiratorias,
problemas na proéstata e cistite cronica (AGUIAR, 2009; GUARIM-NETO E MORAIS,
2003; LORENZI & MATOS, 2002). No entanto, apesar do seu amplo uso, até o
momento ndo foram encontrados na literatura estudos relacionados com a sua
atividade genotoxica e/ou antigenotoxica, revelando assim a importancia do presente
estudo.

Para avaliacdo desses efeitos genotoxicos e antigenotdxicos um grande
namero de testes de curta-duracdo estdo disponiveis. Dentre esses destaca-se o
teste SMART/asa com Drosophila melanogaster que foi primeiramente descrito por
Graf e colaboradores em 1984. Caracterizado por ser um teste rapido, barato, que
produz resultados confidveis e facilmente reproduziveis (GRAF et al., 1984).

Tendo em vista todas as atividades biologicas e o amplo uso da espécie H.
courbaril L. ja relatadas até o momento. O presente trabalho teve por objetivo avaliar
a atividade citotdxica, genotdxica e antigenotéxica da seiva de H. courbaril L. pelo

teste SMART/asa em células somaticas de Drosophila melanogaster.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Seiva de Hymenaea courbaril L.

Foi utilizada a seiva exsudada do caule de H. courbaril L. coletada na cidade
de Pirendpolis-Goias. Apds a obtencdo do material o mesmo foi estocado a 4°C até
0 momento dos tratamentos.

2.2 Teste de Mutacdo e Recombina¢cdo Somatica (SMART)

O teste SMART baseia-se na identificacdo de pélos ou tricomas com
fenGtipos mutantes que representam a expressao fenotipica da ocorréncia de lesdes
em nivel de DNA, indicando eventos genéticos relacionados com mutacdes
pontuais, aberragbes cromossdmicas e rearranjos estruturais devidos a
recombinacdo mitética (GRAF et al., 1984).

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: o Cruzamento Padrdo (ST),
onde fémeas virgens da linhagem flr® foram cruzadas com machos da linhagem mwh
e o Cruzamento Aprimorado (HB), onde fémeas da linhagem ORR; flr® foram
cruzadas com machos mwh. De ambos os cruzamentos foram obtidos dois tipos de
descendentes: trans-heterozigoto marcados (MH) com asas arredondadas e
heterozigotos balanceados (BH) que possuem asas serrilhadas devido a presenca
do balanceador Bd® (GRAF et al. 1984)

Larvas de terceiro estadgio de ambos os cruzamentos foram coletadas e
lavadas em agua corrente com auxilio de peneiras de malha fina. Para a avaliacao
da citotoxicidade, essas foram submetidas a tratamento crénico por administracéo
oral, sendo 100 larvas em tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,0 cm de altura)
contendo 0,9 g de meio de cultura puré de batata (Yoki Alimentos S.A.) hidratados
com 3 mL de 13 diferentes diluicbes da SHyc (Figura 1) e também o controle
negativo (agua destilada estéril). Na avaliacdo da atividade genotdxica, seguindo os
mesmos procedimentos adotados para a curva de sobrevivéncia, foram utilizados 3
mL de 3 diferentes diluicbes da SHyc selecionadas a partir dessa curva de
sobrevivéncia (0,3 SHyc+2,7 H,0O; 1,5 SHyc+1,5 H,O e 3 mL SHyc). Para avaliacéo
da antigenotoxicidade também foram colocadas cerca de 100 larvas/tubo de ambos
os cruzamentos, sendo adicionado em cada frasco 1,5 mL do controle positivo
(solucdo de Doxorrubicina a 0,125mg/mL) associadas com 1,5 mL das mesmas
diluicbes da SHyc utilizadas para avaliacdo da genotoxicidade.

Os adultos emergentes de cada tubo foram fixados em etanol 70% e

armazenados até o momento de montagem das asas e posterior analise



microscoépica. A analise dos tricomas, presentes nas superficies dorsal e ventral das
asas, permitiu a identificacdo de manchas de pélos mutantes que podem ser
classificadas como: (1) simples mwh ou flr®, quando somente um dos marcadores se
expressar, ou (2) gémeas, quando ambos o0s fenétipos mutantes estiverem
presentes.

Para andlise estatistica foi feita uma comparacao entre as séries tratadas e o
controle negativo (dgua destilada), para os experimentos de genotoxicidade, ou 0
controle positivo (DXR), para avaliacdo antigenotoxica, observando-se, mas
diferentes diluicdes da seiva, a diferenca de ocorréncia de pélos mutantes. Aplicou-
se o teste do X? para proporcdes com nivel de significancia 5% (FREI & WURGLER,
1988).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analise citotoxica da SHyc foi determinada a taxa de sobrevivéncia dos
individuos provenientes dos cruzamentos ST e HB tratados com 13 diferentes
concentracbes e o controle negativo (dgua destilada estéril). Os resultados sé&o
apresentados na Figura 1. A analise dos dados demonstram que a SHyc néo
apresentou efeito citotoxico significativo sobre as moscas para ambos o0s

cruzamentos (ST e HB) quando comparados ao controle negativo.

Curva de sobrevivéncia de moscas tratadas com a seiva de
Hymenaea courbaril L.
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Figura 1. Porcentagem relativa da sobrevivéncia das larvas de Drosophila
melanogaster detectada apods tratamento com diferentes diluicbes da SHyc.

Na avaliacdo da atividade genotoxica dos individuos trans-heterozigotos
marcados (MH) de ambos os cruzamentos, ndo foi observado um aumento

significativo na frequéncia de manchas simples pequenas, grandes e gémeas



induzidas pela SHyc em relagédo ao controle negativo, demonstrando que a mesma
nao foi capaz de induzir eventos mutagénicos e/ou recombinogénicos. Foi
observado um aumento significativo em todas as categorias de manchas nos
individuos tratados com DXR (controle positivo) quando comparada ao controle
negativo (Tabela 1).

Os resultados de avaliacdo da atividade antigenotoxica da SHyc estédo
apresentados na tabela 2. Pode-se observar em todas as concentragcdes uma
reducdo significativa na frequéncia de manchas simples pequenas, grandes e
gémeas induzidas por DXR em comparacdo ao controle positivo. Foi possivel
observar também uma relacdo de dose-dependéncia na reducdo da freqiéncia de
eventos mutagénicos.

Segundo Guzman-Rincén e Graf (1995) nos descendentes MH de ambos os
cruzamentos de Drosophila melanogaster € possivel detectar a ocorréncia de
diferentes eventos genéticos, tais como mutacbes de ponto, aberracbes
cromossOmicas e recombinacdo mitética. Portanto no presente estudo a SHYc pode
ter atuado como um agente modulador contra danos mutagénicos e eventos de
recombinacdo mitotica causados pela DXR.

Tabela 1: Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-
heterozigotos de Drosophila melanogaster do cruzamento HB e ST, tratados com

diferentes concentracfes da SHyc.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes MH de
Drosophila melanogaster do cruzamento ST e HB tratados com diferentes
concentragdes da SHyc associadas a DXR.

Gendtipos N. de Manchas porindividuo [ no. de manchas } diag . estatistico™ Taotal
e Cone. Indin. MsP M5G WG T man-chas
{mL} (M} [1-2 céls)® =2 céls)® mwvh®
m=2 m=5 m=5 =2 (n}
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DxR a0 450 (184) + 208 (23] - 1.70 (B8] + .38 (33F + o687
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4. CONCLUSAO

A seiva de Hymenaea courbaril ndo foi citotoxica e genotoxica nas condicdes
experimentais testadas, mas apresentou atividade antigenotoxica modulando danos
causados pelo quimioterapico DXR.
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