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Resumo: A Annona muricata é uma arvore popularmente conhecida no Brasil como graviola.
Seus frutos contém acetogenina, um composto com possiveis atividades antigenotdxicas. Nes-
te sentido foi realizado o teste SMART em Drosophila melanogaster para avaliar o possivel
efeito antigenotdxico do extrato do fruto da graviola. As larvas provenientes dos cruzamentos
padrdo (ST) e de alta bioativacdo (HB) foram tratadas com as seguintes concentragées do ex-
trato: puro; 1:1 e 1:2, isoladamente e associadas a doxorrubicina (DXR). Os resultados desta
andlise demonstraram que o fruto ndo apresentou efeito genotdxico, observando-se ainda
uma reducdo significativa de manchas quando associado a DXR, sugerindo uma possivel agdo
antigenotoxica.

Palavras-chave: Genotoxicidade, doxorrubicina, SMART.

Abstract: Annona muricata is a tree popularly known in Brazil as graviola. Their fruit contains
acetogenins, a compound with possible antigenotoxic properties. In this study we performed
the SMART test in Drosophila melanogaster to evaluate the antigenotoxic effect of the extract
of the fruit of graviola. Larvae from the standard (ST) and high bioactivation (HB) crosses were
treated with the following concentrations of the extract: pure, 1:1 and 1:2, alone and associat-
ed with doxorubicin (DXR). The results of this analysis demonstrated that the fruit showed not
present genotoxic effects, observed also a significant reduction of spots when associated with
DXR, suggesting a possible action antigenotoxic.
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1. Introducdo

A Annona muricata, popularmente conhecida como graviola, € uma arvore de
pequeno porte pertencente a familia Annonaceae (AZEVEDO, 2004). A gravioleira, planta
de grande importancia nos mercados fruticolas das Américas Central e do Sul, é culti-
vada principalmente no Norte e Nordeste Brasileiro. Seus frutos sao amplamente utili-
zados na fabricagao de sucos, sorvetes, compotas, geléias e doces (SACRAMENTO et al.,
2003). Seus principais constituintes quimicos sao as acetogeninas, quinolonas e isoqui-
nolonas (ROMAN, 1998).

A planta é utilizada em quase sua totalidade como tradicional remédio em mui-
tos paises (RAINTREE NUTRITION, 2007). Suas propriedades antiviral (PADMA et al., 1998),
antiparasitdria, adstringente, antireumatico (SANTOS; SANT’ANA, 2001) e antileishimania
(JARAMILLO et al., 2000; LIAW et al., 2002) sao atribuidas as cascas, folhas e raizes do ve-
getal, entretanto existem poucos relatos sobre os efeitos maléficos da graviola no ser
humano, apesar de estudos demonstrarem eficacia no controle de células tumorais. Seu
fruto apresenta uma classe de fitoquimicos denominados acetogeninas annondceas
(GLEYE et al., 1999 apud AVANZI; ALEIXO [s.d.] ), e, segundo pesquisas realizadas, a cito-
toxicidade da acetogenina é mediada pela diminui¢ao dos niveis de ATP através da
inibicdo do complexo enzimatico I (NADH desidrogenase) da cadeia transportadora de
elétrons (DEGLI et al., 1994 apud YUAN, 2003). As acetogeninas, também inibem as ubi-
quinonas, que sao expressas constitutivamente nas membranas celulares das células
cancerosas, mas expressa apenas transitoriamente em células normais (ALALI et al., 1999
apud YUAN, 2003).

Tendo em vista que grande parte da populacao utiliza recursos naturais para
seus cuidados primdrios em relagdo a satide, estudos envolvendo plantas medicinais
sao validos como medida de seguranca e controle para o uso popular.

Neste sentido nota-se que existem substancias que modificam genes especificos
e outras variantes genéticas que contribuem para o desenvolvimento de mutagdes,
tornando os testes genéticos tuteis no rastreamento de agentes com potencial
genotdxico. Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de pesquisas que visam a
prevencao de alteragdes no material genético, utilizando para isto, métodos confidveis
e capazes de detectar e medir esse dano, como o teste para deteccao de mutagado e
recombinacdo somatica (Somatic Mutation and Recombination Test - SMART) que é
comumente utilizado nessa area para a realizagdo de testes de genotoxicidade in vivo,
utilizando para isto o organismo teste, Drosophila melanogaster. Este inseto de facil
manipulacdo e manuten¢ao em laboratorio fornece um grande nimero de individuos
por progénie além de apresentar consideravel fracdo de genes homologos aos do
homem.

Muitos destes compostos ja foram testados quanto a sua toxicidade, entretanto
existem poucos relatos cientificos sobre os efeitos da polpa da graviola no organismo,
nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial genotdxico e/ou
antigenotdxico da polpa da graviola (Annona muricata), e também, avaliar a toxicidade,
por meio do SMART, em células somaticas de D. melanogaster.
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2. Material e métodos
2.1. Obtencao do extrato do fruto da graviola (Annona muricata)

O extrato utilizado no experimento foi obtido comercialmente através da polpa
da graviola (Annona muricata) ja industrializada (Frutpres - polpa de graviola, lote n°
02085, registrado no MAPA sob n° MG0911300010-0). As larvas de D. melanogaster fo-
ram tratadas com o extrato nas seguintes concentragdes: puro, 1:1 (1 parte de polpa e
outra parte de dgua) e 1:2 (1 parte de polpa e 2 partes de agua), isoladamente e associ-
ados a doxorrubicina.

2.2. Agente Quimico — Doxorrubicina

O cloridrato de doxorrubicina (Doxolem® - Eurofarma Laboratérios LTDA) é um
po liofilizado composto por metilparabeno, lactose e doxorrubicina (DXR). E um qui-
mioterdpico usado restritamente por hospitais e laboratérios com emprego especifico
em neoplasias malignas. A DXR é eficaz no tratamento de leucemias agudas e linfomas
malignos, bem como em tumores sélidos como, por exemplo, no cancer de mama
(CHABNER et al., 2006).

Acredita-se que a quebra do DNA por este quimioterapico seja mediada por sua
intercalagao ao DNA e a ligacao a topoisomerase II. Esta droga reage com a enzima ci-
tocromo P450 redutase e forma intermedidrios de radicais semiquinonas, os quais rea-
gem com oxigénio para produzir radicais de anion superdxido que podem gerar pero-
xido de hidrogénio e radicais hidroxila que atacam o DNA e oxidam suas bases (CHAB-
NER et al., 2006). Acredita-se que estas reagoes estejam envolvidas no seu mecanismo de
citotoxicidade contra uma variedade de tumores (BRUNSTEIN; SILVA, 2006).

Estudos demonstraram, que a DXR induz mutag¢des e recombinag¢des somaticas
em células de asas de D. melanogaster (ARAUJO, 2008; COSTA e NEPOMUCENO, 2006). Por
isto, neste trabalho a DXR foi utilizada como controle positivo, tendo em vista, sua
comprovada agao genotdxica.

2.3. Teste para deteccao de Mutacao e Recombina¢ao Somatica — SMART

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas trés linhagens de D. melano-
gaster; mwh, flr e ORR. As moscas da linhagem mwh possuem o gene marcador no cro-
mossomo 3 numa posicao distal, caracterizado por expressar trés ou mais pélos em
cada célula. A linhagem é mantida em homozigose por ser esta uma mutacao viavel.
Os individuos flare’> possuem o gene fIr’ numa posi¢ao proximal, também no cromos-
somo 3, e o pélo malformado € caracterizado por se assemelhar a uma chama. O gene
marcador fIr? é letal em homozigose (GRAF et al., 1984), no entanto, foi desenvolvido um
cromossomo homologo balanceador TM3, Bds (Third Multiple 3, Beaded-serrate) que
mantém a heterozigose da linhagem fIr.?
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A linhagem Oregon R; flare’ (ORR) apesar de apresentar o marcador fIr3, se difere
da linhagem flare* por apresentar os cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Ore-
gon R resistente ao DDT, além de possuir alta atividade de enzimas citocromo P450.

Para a obtencdo dos descendentes necessarios ao teste foram realizados dois
cruzamentos: o cruzamento padrao (ST- Standard Cross) utilizando fémeas virgens
flr¥3fTM3 cruzadas com machos mwh/mwh (GRAF et al., 1989) e o cruzamento de alta bio-
ativacdo (HB- High Bioactivation) cruzando fémeas virgens ORR com machos
mwh/mwh (GRAF; VAN SCHAIK, 1992).

Destes cruzamentos nascem dois tipos de descendentes, os trans heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses descendentes sao distintos
fenotipicamente, baseados no marcador TM3/Bd°. O fendtipo dos descendentes MH
desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que os descendentes BH apresentam
asas mal formadas, com aparéncia picotada ou serrilhada, denominadas “serrate”. Os
descendentes MH (mwh+/+fIr’) apresentam os cromossomos estruturalmente normais,
enquanto que os descendentes BH (mwh+/+TM3/Bd°) apresentam um cromossomo com
um balanceador génico com multiplas inversdes (TM3/Bd®). Os individuos MH podem
expressar pelos mutantes nas asas originados de alteracdes mutagénicas e recombino-
génicas ocorridas no locus génico mwh e flr’. Ja os descendentes BH possuem um cro-
mossomo balanceador TM3/Bd* que inviabiliza o aparecimento de células com recom-
binacdo, ocorrendo apenas eventos mutagénicos (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A oviposigao ocorre 48 horas apos o inicio dos cruzamentos, entao, as lar-
vas foram coletadas por filtragdo com um funil de metal e uma malha fina sob agua
corrente e transferidas para frascos contendo 1,5g de puré de batata (meio alternativo),
e as concentragdes da polpa da graviola testada: puro, 1:1 e 1:2. As larvas foram trata-
das também com 0,125mg/mL de DXR (usado como controle positivo) e com agua os-
mose reversa (usado como controle negativo). Apods se alimentarem do meio e comple-
tarem a metamorfose, os adultos emergentes foram coletados e preservados em etanol
70%. Em seguida, as asas foram destacadas do corpo e colocadas aos pares sobre lami-
nas e fixadas com solugao de Faure, onde prosseguiram para analise microscopica.

A andlise das manchas mutantes foi feita em microscépio Optico de luz com
aumento de 400X onde se observou todas as células das 7 regides (A, B, C’, C, D, D’ e E)
de cada asa, classificando-as em manchas simples, quando expressam apenas um dos
marcadores (mwh ou fIr¥), ou manchas gémeas, quando expressam os dois marcadores
(mwh e flr’) na mesma mancha (GRAF et al., 1984). Quanto ao tamanho as manchas fo-
ram classificadas em pequenas, quando apresentavam 1 ou 2 pélos mutantes ou gran-
des, quando expressavam mais de 2 pélos mutantes.

Ap0s a andlise das asas, os dados foram analisados estatisticamente seguindo a
metodologia descrita por Frei & Wiirgler (1988), onde se utiliza o teste do qui-
quadrado para propor¢des, baseando-se na hipdtese de que na série tratada, a frequén-
cia de manchas nao pode ser maior do que a frequéncia de mutagao do controle apro-
priado e que a frequéncia de mutac¢ao induzida na série tratada nao pode ser menor do
que a maior frequéncia de mutagao espontanea observada no controle.
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3. Resultados e discussdo

As Tabelas 1 e 2 mostram as frequéncias de manchas mutantes observadas nos
individuos trans-heterozigotos (MH) de cada concentracao, provenientes do cruzamen-
to padrao (ST) e do cruzamento de alta bioativa¢ao (HB).

Foram analisados 50 individuos de cada concentracao totalizando 800 indivi-
duos ou 1600 asas. As siglas MSP, MSG, MG, TM apresentadas em ambas as tabelas sig-
nificam respectivamente manchas simples pequenas, manchas simples grandes, man-
chas grandes e total de manchas.

Tanto os resultados da Tabela 1 quanto da Tabela 2 demonstram que o extrato
de graviola, em todas as concentrag¢des, nao apresentou a¢ao genotdxica, uma vez que
ndo induziu o aumento na frequéncia de manchas em relacdo ao controle negativo.
Estes dados foram observados tanto no cruzamento padrao quanto no cruzamento de
alta bioativacao, o qual possui um alto nivel de citocromo P450. Assim, se o extrato
utilizado contivesse alguma substancia capaz de, apos a metabolizagao, causar algum
dano as células, essa alta taxa de P450 seria capaz de converté-los em seus metabdlitos
toxicos que possivelmente causariam algum dano. Entretanto isto nado foi observado,
sugerindo que além de ndo apresentar atividade genotdxica, o extrato utilizado nao
possui pré-mutagenos sensiveis ao teste SMART.

A analise dos descendentes MH do cruzamento ST nos permite avaliar se
ocorreu ou nao a expressao de pélos mutantes nas asas originados de mutagoes ou re-
combinagdes ocorridas no locus génico mwh e flr¥(GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995). Os
resultados encontrados nos descendentes MH sao suficientes para comprovar que os
extratos, nas concentragoes testadas, nao foram capazes de provocar alteragées nestes
loci génicos, ou seja, nao induziram mutag¢ao nem recombinagao.

Costa e Nepomuceno (2006) demonstraram que a DXR induz mutagdes e re-
combinagdes em células somaticas de D. melanogaster detectadas pelo teste SMART. Nes-
te trabalho a DXR foi utilizada como controle positivo e quando submetido a andlise
notou-se uma alta taxa de pélos mutantes nos descendentes trans-heterozigotos do
cruzamento padrao (TM=194) e do cruzamento de alta bioativagao (TM=280) corrobo-
rando com os resultados dos pesquisadores citados.
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Tabela 1 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-
heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster, do cruzamento padrao (ST), tratados
com diferentes diluigdes do extrato do fruto da graviola e associados com DXR
(0,125mg/mL).

Genotipos N.de Manchas porindividuo ( n® de manchas ) diag. estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)b mwhe

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?
Contr. Neg. (25 0,0 (00 0,0 (01 0,5
(Agua) 50 050 ) 0 ) 2 ) 2 (26) 24
(19 0,0 (03 0,0 (02 04
Extrato 1:1 50 0,38 ) - 6 )i 4 ) 1 8 (24) - 24
(27 0,0 (04 0,0 (01 0,6
Extrato 1:2 50 0,54 ) - 8 )i 2 ) 1 4 (32) - 32
(20 0,0 (00 0,0 (02 04
Extrato puro 50 0,40 ) - 0 ) i 4 ) 1 4 (22) - 22
DXR (0,125 (79 1,5 (79 09 (48 4,1 (206
mg/mL) 50 1,58 ) + 8 ) + 6 ) + 2) + 194
Extrato 1:1 + (33 02 (14 03 (17 1,2
DXR 50 0,66 ) + 8 ) + 4 ) + 8 (64) + 60
Extrato 1:2 + (85 1,5 (79 08 (42 4,1 (206
DXR 50 1,70 ) - 8 ) - 4 ) - 2) - 195
Extrato puro + (28 02 (10 0,1 (05 0,8
DXR 50 0,56 ) + 0 ) + 0 ) + 6 (43) + 41

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclu-
sivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Ni-
veis de significancia a=b =0,05.

bIncluindo manchas simples fIr3 raras.

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

Os dados apresentados na Tabela 1 remetem a andlise dos descendentes MH do
cruzamento padrao. Foi observado que quando associados a DXR, o extrato do fruto da
graviola nas concentragdes puro e 1:1 provocaram uma redugao estatisticamente signi-
ficativa em todas as categorias de manchas, provavelmente por se tratar de um extrato
mais concentrado e com grandes quantidades de alguns constituintes como o que
acreditamos ser a acetogenina. Estes componentes podem ter interferido na agdo da

75



ATIVIDADE ANTIGENOTOXICA DA POLPA DE GRAVIOLA

doxorrubicina por mecanismos ainda desconhecidos, embora alguns autores tenham
descrito os possiveis modos de a¢ao dessa substancia. Porém quando a DXR foi associ-
ada ao extrato na concentragdao 1:2 nao foi verificada uma redugao na frequéncia de
manchas, talvez por pouca quantidade de ativos, que neste caso, foi insuficiente para
reduzir a frequéncia de manchas como foi observado nas concentragoes puro e 1:1.

Muitas espécies foram avaliadas quanto a mutagenicidade, apresentando resul-
tados negativos como os descritos por Zhang ef al. (2004) que avaliaram “aparas de
bambu” (Bambusa tuldoides) usadas para reduzir ou curar dores de estbmago, vomitos e
diarréias, e resultados de Ozaki et al. (2002) que comprovaram que “frutos de gardeé-
nia” (Gardenia jasminoidess) usados como corantes ndo sao prejudiciais ao DNA. No
presente experimento ficou evidente que nao houve um aumento na frequéncia de
manchas mutantes em relagdo ao controle negativo, concluindo que a graviola nao
apresenta um potencial risco ao DNA, podendo sugerir uma atividade antimutagénica
e/ou antirrecombinogeénica.

Por outro lado muitos produtos naturais podem apresentar efeitos nocivos co-
mo € o caso do extrato hidroalcodlico da planta conhecida popularmente como “louro-
de-cheiro” (Ocotea duckei vattimo) que apresentou atividade mutagénica quando subme-
tido a alguns testes de mutagenicidade (MARQUES ef al., 2003).

E bem documentado que mutacdes génicas atuam em etapas do processo de
carcinogénese e apenas para referir, a acetogenina anondcea inibe o complexo enzima-
tico I (NADH desidrogenase) da cadeia transportadora de elétrons e também as ubiqui-
nonas que estdo expressas constitutivamente nas membranas de células cancerosas,
deste modo reduzem os niveis de ATP e consequentemente morte da célula (DEGLI et
al., 1994 apud YUAN, 2003).

As acetogeninas, segundo Degli et al. (1994) apud Yuan (2003), inibem o
complexo I, e como consequéncia, tem-se uma deplecao de ATP causada pela falta de
gradiente eletroquimico, uma vés que os ions hidrogénio ndo sao bombeados para o
espago intermembrana devido a inibi¢do do complexo I, NADH desidrogenase, tal fato
pode explicar pelo qual meio as acetogeninas encontradas nas anonaceas causam uma
citotoxicidade. Em contrapartida inibem também as ubiquinonas que estao expressas
constitutivamente nas células cancerigenas e apenas de forma transitéria nas demais
células, e, por um mecanismo semelhante ao citado acima, impede a transferéncia de
elétrons de um complexo para o outro, deixando-os “ocupados” e os inviabilizando de
receber novas moléculas e consequentemente ndo ocorre o bombeamento de ions hi-
drogénio, que ndo gera o gradiente eletroquimico, ndo ocorrendo a sintese de ATP.
Tais mecanismos sugerem certa seletividade para células tumorais e uma fonte promis-
sora para novas drogas.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de manchas mutantes observadas nos descen-
dentes MH do cruzamento de alta bioativa¢ao. Neste caso, quando associados a DXR, o
extrato do fruto da graviola, em todas as concentragdes, apresentou uma redugao esta-
tisticamente significativa em todas as categorias de manchas.
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Tabela 2 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-
heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster, do cruzamento de alta bioativagao (HB),
tratados com diferentes dilui¢des do extrato do fruto da graviola e associados com
DXR (0,125mg/mL).

Genoétipos N.de Manchas por individuo (no. de manchas ) diag. estatistico? Total
e Conc. Indiv. MSP MSG MG ™ manchas
(mM) (N) (1-2 céls)® (>2 céls)b mwhe

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
mwh/flr?
Contr. Neg.

(Agua) 50 1,40 (70) 0,14 (07) 0,02 (01) 1,56 (78) 78
Extrato 1:1 50 1,32 (66) - 0,12 (06) i 0,02 (01) i 1,46 (73) - 68
Extrato 1:2 50 146 (73) - 0,08 (04) - 0,02 (01) i 1,56 (78) - 78
Extrato puro 50 1,30 (65) - 0,10 (05) i 0,00 (00) i 1,40 (70) - 69
DXR (0,125

mg/mL) 50 1,80 (90) - 2,78 (139) + 1,40 (70) + 5,98 (299) + 280
Extrato 1:1 +

DXR 50 1,50 (75) - 0,28 (14) + 0,08 (04) + 1,86 (93) + 92
Extrato 1:2 +

DXR 50 1,82 (91) - 0,84 (42) + 0,54 (27) + 3,20 (160) + 157
Extrato puro

+DXR 50 1,30 (65) f+ 0,14 (07) + 0,04 (02) + 1,48 (74) + 74

aDiagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclu-
sivo. m, fator de multiplicacdo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Ni-
veis de significancia a=b =0,05.

PIncluindo manchas simples fIr3 raras.

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

Nota-se, na Tabela 2, que o numero total de manchas aumentou a medida que a
concentracao de graviola foi diminuindo. A alta taxa de metaboliza¢do associada ao
extrato do fruto da graviola provocou uma reducdo de manchas nos testes onde se tem
uma maior concentra¢ao do extrato da graviola, sugerindo que no extrato existe algum
constituinte quimico capaz de reduzir mutag¢des induzidas pela DXR.

No que diz respeito a mutagenicidade da graviola, poucos estudos foram publi-
cados, entretanto pesquisas tém sido realizadas, sobretudo sobre um de seus metaboli-
tos secunddrios, as acetogeninas.

Aguirre (2008) descreveu os efeitos genotdxicos produzidos por uma fragao de
acetogenina isolada de Annona cherimdlia, uma anondcea da familia da graviola. Os
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referidos autores demonstraram um aumento de microntcleos em eritrécitos policro-
maticos induzidos pela fragao da acetogenina, além de determinar sua citotoxicidade
em fibroblastos de ratos e em ensaios “in vitro” de células derivadas de cancer de cdlon.

O extrato etandlico de sementes de araticum (Annona crassiflora) também foi es-
tudado e, segundo Santos et al. (1996) ele apresentou citotoxicidade “in vitro” para célu-
las provenientes de carcinoma de pulmado e melanoma. Similarmente, Vilar et. al.
(2008), em estudos conduzidos pelo teste de microntcleos em camundongos, demons-
traram que o araticum, por conter, também, niveis significativos de acetogeninas, pos-
sui um potencial citotoxico, calculado pelos autores pela razao entre eritrdcitos poli-
cromaticos e monocromaticos.

Outros estudos realizados por Chiu et. al. (2003), vao mais além, eles descrevem
que a diminui¢ao dos niveis de AMPc e GMPc podem, também, desempenhar um im-
portante papel na via de apoptose induzida por acetogeninas, assim como inibi¢ao do
complexo enzimatico I da cadeia transportadora de elétrons, ja descrito anteriormente
por Degli et al. (1994) apud Yuan (2003).

4. Conclusdo

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que, nas condigoes
experimentais delineadas nesta pesquisa, a DXR induz mutagdo e recombinacdo em
células somaticas de Drosophila melanogaster e que o extrato da polpa da graviola além
de ndo apresentar atividade genotoxica, apresenta uma possivel atividade antimutage-
nica e/ou antirrecombinogénica.
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