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REsuMo: A erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides) pertence a familia
Chenopodiaceae, originaria da América do Sul. E uma planta herbacea com até 1m de
altura de odor muito forte, amplamente disseminada, vegetando essencialmente em lugares
férteis. Todas as partes da planta tém poderes analgésicos, estomaticos e vermifugos. O
Chenopodium ambrosioides é constituido por hidrocarbonetos terpénicos (cimeno, limoneno
e terpineno) e principalmente por ascaridol. Com o objetivo de detectar a existéncia de
agentes genotoéxicos e as possiveis alteragcbes que o Chenopodium ambrosioides pode
trazer ao material genético, foi utilizado o teste para deteccdo de mutacio e recombinacao
somatica em asas de Drosophila melanogaster (SMART). O extrato aquoso da erva-de-
santa-maria foi preparado nas seguintes concentragdes: extrato aquoso puro, extrato
aquoso 50% e extrato aquoso 25%. Para tanto, foram realizados os cruzamentos: padréo
(Standard Cross - ST) e de alta capacidade de bioativagdo (High Bioactivation Cross - HB)
dos quais foram obtidos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos
balanceados (BH). Foram analisados os individuos MH descendentes do cruzamento HB,
nos quais as manchas sdo induzidas por mutagdo ou por recombinagdo mitética. Os
extratos aquosos da erva-de-santa-maria testados ndo apresentaram aumento significativo
no namero de total de manchas, em nenhuma das concentragcées, quando comparados com
controle positivo. Contudo, foram observados aumentos, estatisticamente significativos, no
ndimero de manchas gémeas, indicando uma provavel agao recombinogénica. No entanto,
quando essas concentragdes foram associadas a doxorrubicina (DXR 0,125 mg/ mL), houve
redugdo significativa no nimero total de manchas mutantes. A redugao nas freqliiéncias de
manchas pode sugerir a primeira vista, um efeito protetor. Contudo, ndo pode ser
descartada uma possivel acao citotdxica, da erva-de-santa-maria, levando a destruicao de
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manchas mutantes induzidas pela DXR. Essa acao toxica da erva-de-santa-maria p6de ser

percebida pela redugdo no nimero de moscas, principalmente, no extrato puro.

PALAVRAS-CHAVE: Chenopodium ambrosioides. Drosophila melanogaster. Genotoxidade.
SMART.

ABSTRACT: The erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides) belongs to the
Chenopodiaceae family and is originated of South America. It is an herbaceous plant that
goes to even 1 meter high, it has a strong odor, is amply disseminated and grows essentially
in fertile places. The Chenopodium ambrosioides is constituted by terpene hydrocarbon
(cymene, lymonene and terpynene) and especially by ascaridole. With the aim of detecting
the existence of genotoxic agents and possible alterations that Chenopodium ambrosioides
may bring to the genetic material, we used the test to detect mutation and somatic
recombination in wings of Drosophila melanogaster (SMART). The aqueous extract of erva-
de-santa-maria was prepared in the following concentrations: pure aqueous extract, aqueous
extract 50% and aqueous extract 25%. For this, the following crosses were fulfilled: standard
cross (ST) and High Bioactivation Cross (HB), from which we obtained marked heterozygous
descendants (MH) and balanced heterozigotos (BH). The MH individuals descendant from
HB crosses were analyzed, where spots are induced by mutation and mitotic recombination.
The aqueous extracts of erva-de-santa-maria tested did not present a significant increase in
the total number of spots, in any of the concentrations, when compared to positive control.
However, we could observe statistically significant increases in the number of twin spots,
which indicates a probable recombinagenic action. However, when these concentrations
were associated to doxorrubicina (DXR 0, 125 mg/ mL), there was a significant decrease in
the total number of mutant spots. The decrease in the frequencies of spots may suggest at
first sight a protector effect. Yet we cannot eliminate the possibility of a citotoxic action of
erva-de-santa-maria, which could lead to the destruction of mutant spots induced by DXR.
This toxic action of erva-de-santa-maria could be perceived by the decrease in the number of
flies especially in the pure extract.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

Genética é o nome dado ao estudo da hereditariedade, o processo pelo qual as
caracteristicas sao passadas dos genitores para a prole, de modo que todos 0s organismos,



inclusive os seres humanos, se assemelhem a seus ancestrais (BROWN, 1999). A genética
como um conjunto de principios e procedimentos analiticos s6 comegou em 1860, quando
um monge agostiniano chamado Gregor Mendel fez uma série de experimentos que
indicaram a existéncia de elementos bioldgicos, hoje conhecidos como genes, presentes
numa se¢ao de moléculas helicoidais filamentares — o DNA (SUZUKI, 2002).

Em seus experimentos, Mendel utilizou a ervilha Pisum sativum como organismo
experimental. Mais tarde, no século XX, os trabalhos mendelianos foram redescobertos e
serviram como base para técnicas mais sofisticadas desenvolvidas por Thomas Hunt
Morgan e por seus colaboradores, 0s quais possibilitaram o mapeamento das posigdes dos
genes nos cromossomos eucarioticos. Morgan descobriu um organismo idealmente
adequado ao programa de pesquisa que queria desenvolver. Esse organismo foi a
Drosophila melanogaster, conhecida como a mosca das frutas.

Segundo Morgan, a Drosophila possui varias caracteristicas que a tornam muito
adequada a analise genética, tais como a forma das asas e a cor do corpo. Hoje as técnicas
descobertas pelo grupo de Morgan se tornaram métodos padrdo da analise genética
(BROWN, 1999).

1.1 MUTACOES

As mutacbes génicas e as recombinacées sdo as principais fontes de
variabilidade genética, proporcionando a diversidade de caracteristicas individuais em cada
espécie, bem como a multiplicidade das espécies, ao longo da evolugdo (LOURO, 2002).

As mutagbes sdo modificacdes genotipicas que podem ocorrer em células da
linhagem germinativa, bem como em células somaticas. No entanto, apenas as primeiras
podem ser perturbadas de uma geragao a seguinte, sendo, desse modo, responsaveis pelas
doencas hereditarias. Por outro lado, as que ocorrem nas células somaticas podem resultar
na morte do portador ou na diminui¢cao da fungéo celular (LOURO, 2002).

As mutacbes podem ser induzidas quando ocorrerem em resposta a um agente
obviamente externo (BURNS; BOTTINO, 1991), seja ele agente fisico, seja biolégico, seja
quimico, denominados agentes mutagénicos (LOURO, 2002).

Existem varios tipos de mutagenos, cada um agindo de forma diferente. Com
acao secundaria, os mutagenos ocorrem naturalmente no meio e causam alteragdes
estruturais nas moléculas de DNA (BROWN, 1999). Como exemplo, podemos citar os
analogos de bases, nos quais algumas substancias que possuem estruturas moleculares
similares as bases comuns (por exemplo, a 5-bromouracil) podem ser incorporadas, caso
esteja presente no filamento de DNA em replicagcdo (BURNS; BOTTINO, 1991).



Das mutacdes, podem decorrer multiplos efeitos que, na grande maioria, os
resultados sdo maléficos como malformagdes congénitas, envelhecimento celular e
organico, teratogénese e canceres (SILVA, 2003).

Todos os cénceres de células somaticas sdo causados por uma série de
mutagdes especiais que se acumulam em uma célula. Essas mutagbes vao atribuir as
células alta habilidade de proliferagdo celular, diminuicdo da suscetibilidade a apoptose ou
aumento da taxa geral de mutagao da célula (SUZUKI, 2002).

Céanceres sao agregados de células, todas derivadas de uma célula inicial
fundadora aberrante que, embora rodeada de tecido normal, ndo se integra mais ao
ambiente. As células cancerosas diferem de suas vizinhas normais por varias alteracoes
fenotipicas especificas, tais como uma rapida taxa de divisdo e um formato anormal
(SUZUKI, 2002).

As células cancerosas sao definidas por duas propriedades hereditarias: elas e
sua progénie (1) reproduzem apesar dos impedimentos normais e (2) invadem e colonizam
territérios normalmente reservados para células. E a combinagao dessas caracteristicas cria
um perigo especial. As células que apresentam a primeira propriedade e nao a segunda, isto
€, que proliferam excessivamente, mas permanecem juntas, como uma massa unica,
formam um tumor, mas, nesse caso, o tumor é chamado de benigno. Ele pode ser
completamente removido por cirurgia. Um tumor somente é canceroso se suas células tém
capacidade de invadir os tecidos circundantes e, nesse caso, é chamado de maligno.
Células de tumor maligno, com essa propriedade invasiva, podem deixar o tumor primario e
invadir a corrente sanguinea ou os vasos linfaticos e formarem tumores secundérios ou
metastase, em outros locais do organismo. Quanto mais disperso o cancer, mais dificil sera
erradica-lo (ALBERTS, 1999).

1.2 PLANTAS MEDICINAIS E O CANCER

O uso de plantas medicinais (inteiras ou suas partes como folhas, cascas,
sementes e seus produtos extrativos como as resinas e os 6leos) é tdo antigo quanto a
histéria da humanidade. Ha relatos em obras de 2.700 a.C, sendo empregadas na medicina,
na cosmética e até em ceriménias religiosas.

Algumas plantas utilizadas como medicamentos contém componentes
provenientes do metabolismo secundario e funcbes fisioldgicas que atuam como principios
ativos. Tais principios tém atividades bioldgicas diversas, como, emulsionante e
estabilizante, antiinflamatorios, cicatrizantes, anti-reumaticos, anti-sépticos, antimicrobiano,
antiespasmaodicos, antipiréticos, antioxidantes e outros (OKA e ROPERTO, 2000).



Atualmente, um nimero cada vez maior de pessoas preocupadas com 0 eXcesso
das civilizagbes industriais, traduzidos em danos e ameacgas a integridade da saulde fisica,
mental e moral, recorre a fitoterapia num movimento quase que instintivo de reconciliagcao
com a natureza (BIESKI, 2005).

No Brasil, as plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovagao de suas propriedades farmacoldgicas, aplicando-se, na maioria das vezes, a
automedicacdo, que nao respeita os limites de uso dos fitoterapicos e nao fornece
informagdes sobre efeitos colaterais. Esses fatores contribuem para que a intoxicagdo por
meio dessas plantas se torne um sério problema de saude publica. Agregue-se a isso a
realizacdo de misturas entre diversas plantas medicinais, o que pode resultar na anulacao
dos efeitos benéficos ou, na pior das hipoteses, em um composto altamente téxico
(BORGES, 2005).

Diversos estudos sao realizados com o intuito de conhecer os potenciais
quimicos e farmacologicos de varias espécies de plantas medicinais e muitos dados ja
demonstraram que algumas espécies possuem substancias mutagénicas e carcinogénicas.

O poder medicinal das plantas se deve a um conjunto de componentes ativos
sintetizados em seus tecidos que, a principio, podem ser considerados terapéuticos, mas
também podem causar efeitos indesejados ou toxicos. Esses componentes, quando
introduzidos nos organismos animais, promovem respostas fisiolégicas e homeostasia e, de
um modo geral, os principios ativos apresentam mecanismos de agdo semelhantes as
drogas sintéticas (SIMOES et al., 2001).

1.3 ERVA-DE-SANTA-MARIA (CHENOPODIUM AMBROSIOIDES)

A erva-de-santa-maria  (Chenopodium  ambrosioides) ¢é da familia
Chenopodiaceae, originaria da América Tropical. E uma planta herbacea com até 1m de
altura (MARTINS, 1995). No Brasil, ¢ amplamente disseminada, vegetando essencialmente
em lugares férteis, em torno de habitagdes, jardins e rogas, principalmente em estagdes
chuvosas (CARDOSO et al., []).

Além de erva-de-santa-maria, essa planta também é conhecida popularmente
como mastrugo, mastruz, ambrésia, erva-formigueira e erva-mata-pulgas (TAVARES, 2002).
A planta tem um odor muito forte, as flores e as sementes sdo pequenas e verdes, sendo
estas verdes quando frescas e pretas, quando secas (CHENOPODIUM AMBROSIOIDES,
2001). O Chenopodium ambroioides € constituido de hidrocarbonetos terpénicos (cimeno,

limoneno, terpineno, etc.) e de ascaridol (CARDOSO et al., []).



Todas as partes da planta tém poder analgésico, antihelmintico, antiinflamatério,
estomatico, vermifugo e, mais recentemente, esta sendo testada no tratamento contra
células tumorais (NASCIMENTO, 2005). Externamente, pode ter uso tépico em
hemorréidas, para desintoxicar mordida de serpentes e outros venenos e é usada em
feridas devido a suas propriedades ja citadas.

O dleo essencial presente na semente e nas folhas da planta é altamente toxico.
Seu excesso pode causar voémitos, convulsdes e até mesmo a morte. Além disso, a planta
pode também causar a dermatite ou outras reagdes (MORRIS, 1997). Qualquer uso deve,
preferivelmente, ser feito sob a supervisdo de um profissional qualificado.

Esta planta, sob forma de infusdo, ndo deve ser prescrita para mulheres
gravidas, pois € considerada abortiva por induzir a menstruacdo (ZHANG, 2002). Pode
também ser usada no tratamento de algumas doencas, como a Ulcera, devido as suas

propriedades analgésicas e sedativas (ZHANG, 2002).

Figura1: Erva-de-santa-maria (Chenopodim ambrosioides).

1.4 DOXORRUBICINA

O cloridrato de doxorrubicina, um antibiético citotdéxico antraciclinico isolado de
culturas de Streptomyces peucetius var. caesius foi utilizado neste teste para monitorar o
namero de mutacdes, quando a D. melanogaster for exposta a um agente quimico (controle
positivo).

O cloridrato de doxorrubicina é conhecido comercialmente por Adriblastina RD,
um pé liofilizado composto por metilparabeno, lactose, além da doxorrubicina, sendo usado
restritamente por hospitais e laboratérios com emprego especifico em neoplasias malignas.

A doxorrubicina é eficaz em leucemias agudas e linfomas malignos, ativa em tumores



sblidos e € um componente valioso de varios esquemas de quimioterapia, como do
carcinoma de mama e carcinoma de pequenas células dos pulmdes. A droga ainda é
benéfica em uma ampla variedade de sarcomas como o osteogénico, de Ewing, e sarcomas
de tecidos moles (GILMAN et al., 1996).

Além disso, a doxorrubicina € usada com éxito para produzir regressdao em
carcinomas de bexiga, tireéide, carcinoma ovariano, linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin,
neuroblastomas, tumor de Wilms e outros tumores sélidos (ADRIBLASTINA RD.: po6
liofilizado. Responsavel farmacéutica bioquimica Dr.2 F. Cutrupi. Milao: Pharmacia & Upjohn
S.p.A, 2002. Bula de remédio).

As propriedades citotéxicas da doxorrubicina (DXR) sobre as células malignas e
seus efeitos parecem estar relacionadas com a intercalagdo de seus anéis planos
tetraciclina, entre os pares de bases nucleotidicas, causando conseqlientes danos a sintese
de DNA e sobre a membrana lipidica celular, podendo, ainda, desencadear a quebra do
DNA (ADRIBLASTINA RD.: pé liofilizado. Responsavel farmacéutica bioquimica Dr.2 F.
Cutrupi. Mildo: Pharmacia & Upjohn S.p.A, 2002. Bula de remédio).

A DXR é ativa durante todo o ciclo celular, incluindo a intérfase, provocando
efeitos antiproliferativos aos tecidos tumorais, mas também a outros tecidos sensiveis, como
a medula 6ssea, a mucosa gastrintestinal e oral, os foliculos capilares e outros
(ADRIBLASTINA RD. pé liofilizado. Responsavel farmacéutica bioquimica Dr.2 F. Cutrupi.
Mildo: Pharmacia & Upjohn S.p.A, 2002. Bula de remédio).

1.5 SMART (SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION TEST) - TESTE PARA DETECCAO DE
MUTACAO E RECOMBINAGAO SOMATICA (GRAF ET AL., 1984)

O SMART é um teste usado para avaliar a genotoxicidade de misturas
complexas, como particulas aéreas, extrato de plantas, bebidas como o café, chas e vinhos,
dentre varias outras substancias (RIBEIRO, 2003).

O teste SMART de asa de Drosophila melanogaster fundamenta-se na premissa
de que, durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (os discos imaginais das
asas) proliferam-se mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a

metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas (RIBEIRO, 2003).
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Figura 2. Casal de Drosophila melanogaster. O
macho (esquerda) é a mosca menor e
apresenta o pente sexual como ilustrado e a
fémea (direita) a maior.

Este bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pélos das
asas: pélos mdltiplos (mwh, 3-0,3) cujo marcador é um gene recessivo, mantido em
homozigose na linhagem mwh. Este gene esta localizado préximo a extremidade do brago
esquerdo do cromossomo 3 e, na condicdo homozigota, expressa-se como pélos multiplos,
ou seja, 3 ou mais pélos dentro de uma Unica célula das asas dos adultos — ao contrario do
gene selvagem que origina um unico pélo (RIBEIRO, 2003).

Outro gene marcador fI’ também é um gene recessivo que afeta a forma dos
pélos, cujo formato lembra uma “chama de vela” — do inglés flare (fI’, 3-38,8) — e esta
também localizado no brago esquerdo do cromossomo 3, porém em uma regido mais
proximal (3-38,8). Todos os alelos fIr’ conhecidos séo letais zigéticos recessivos (RIBEIRO,
2003).
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Figura 3: Fotomicrografia, com microscépio 6ptico de luz, dos
pélos da asa de Drosophila melanogaster, obtida no Laboratério
de Citogenética e Mutagénese - Centro Universitario de Patos
de Minas, Patos de Minas. Apresentagdo de pélos mdltiplos
(seta).
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Figura 4: Fotomicrografia, com microscopio Optico de luz, dos
pélos da asa de Drosophila melanogaster, obtida no Laboratério
de Citogenética e Mutagénese - Centro Universitario de Patos
de Minas. Apresentacdo de pélos multiplos (seta maior) e
apresentacao de pélos flare (seta menor).

No entanto, células do disco imaginal das asas, que sdo homozigotas para este
gene, expressam o fenétipo fI’, sendo visiveis. Em funcéo dessa caracteristica, os alelos fir’
sdo mantidos na linhagem marcadora em estado de heterozigose na presenca de um
cromossomo balanceador TM3, que carrega multiplas inversdes (TM3/ Bd®) (RIBEIRO,
20083).

Devido a alta sensibilidade, o teste SMART é considerado um excelente modelo
para estudo de genotoxicidade, podendo fornecer respostas relevantes para 0 homem, com
um alto indice de acerto.

Para a realizagdo deste teste, foram utilizadas trés linhagens mutantes de D.
melanogaster, portadoras dos marcadores genéticos multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare-
3 (fiP, 3-38,8)

1. multiple wing hairs (mwh), com constituicdo genética y: mwh jv.

2. Flare - 3 (fI}), com constituicdo genética fIr’/ In(3LR)TM3 , ri p° sepl(3)89Aa
bx** e Bd’.

3. ORR:; flare - 3 (ORR; fIr’) com constituicdo genética ORR; fIr’/ In(3LR)TM3 , ri
o’ sepl(3)89Aa bx**¢ e Bd.

A fim de verificar os possiveis efeitos genotoxicos do extrato da planta erva-de-
santa-maria, por meio do teste para deteccdo de mutacdo e recombinagcdo somatica em
asas de Drosophila melanogaster, os seguintes cruzamentos foram realizados:

1 - Cruzamento padrao (ST- Standard Cross) (GRAF et al., 1989)
Fémeas virgens fIr’/ In(SBLR)TM , ri p° sepl(3)89Aa bx** e Bd® cruzadas com machos

mwh/mwh.



2 - Cruzamento de alta biotivagdo (HB - High Bioactivation Cross") (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992).

Fémeas virgens ORR; fI’/ In(3LR)TM, ri p° sepl(3)89Aa bx** e Bd® cruzadas com
machos mwh/mwh.

Desses cruzamentos, foram obtidos dois tipos de descendentes: marcador trans-
heterozigoto (MH: mwh +/+ fIr’), e balanceador heterozigoto (BH: mwh +/TM3, Bdf). Os
individuos MH expressam pélos mutantes nas asas originados de alteragbes mutagénicas e
recombinogénicas ocorridas no lcus génico mwh e flIr’. Ja os descendentes BH possuem
um cromossomo balanceador TM3/Bd® que inibe recombinacgdo, ocorrendo apenas eventos
mutagénicos devido a inversdes multiplas. O fenotipo do descendente heterozigoto marcado
(MH) desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que, no heterozigoto balanceado
(BH), as asas sao mal formadas, com aparéncia picotada ou serrilhada, denominadas
“serrate” (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995). As larvas, de ambos os gendtipos, emergentes
desses cruzamentos, foram tratadas com diferentes concentracées do extrato aquoso da
erva-de-santa-maria.

Este trabalho tem por objetivo verificar os possiveis efeitos genotéxicos do
extrato aquoso da planta erva-de-santa-maria, por meio do teste para detecgdo de mutagao
e recombinacao somatica em asas de Drosophila melanogaster.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENGAO DA ERVA-DE-SANTA-MARIA

A erva-de-santa-maria foi cedida pela Casa de Repouso de Lagoa Formosa. A
partir do concentrado aquoso da erva-de-santa-maria, foram preparadas, no laboratério de
Citogenética e Mutagénese do UNIPAM, as seguintes concentragdes: (1) Erva-de-santa-

maria extrato aquoso puro; (2) erva-de-santa-maria extrato aquoso 50%; e (3) erva-de-
santa-maria extrato aquoso 25%

2.2 AGENTES QUIMICOS
Doxorrubicina

Cloridrato de doxorrubicina, conhecido comercialmente por Adriblastina RD,
dissolvido em agua destilada.



Figura 5. Férmula estrutural da doxorrubicina (Fonte: Katzung, 2001).
Sendo R1 - OCHS3 R2-H
R3 - OH R4 - OH

Erva-de-santa-maria (Chenopodim ambrosioides)

As larvas dos tratamentos padrao (ST) e de alta bioativagao (HB) alimentaram-se
do extrato aquoso da erva-de-santa-maria cedida pela Casa de Repouso de Lagoa Formosa
- MG. Esta é uma planta herbacea da familia Chenopodiaceae e sua principal composicao
quimica é o ascaridol (aproximadamente 90%), uma substancia toxica usada principalmente
no tratamento contra Ascaris lumbricoides.

2.3 DESCRIGCAO DO PROTOCOLO UTILIZADO NO TRATAMENTO

Larvas de 72 horas de idade, provenientes dos cruzamentos padrédo e de alta
capacidade de bioativacao, foram transferidas para frascos contendo 1,5 g puré da batata
(meio alternativo para Drosophila melanogaster), aos quais foram adicionados,
separadamente, extrato aquoso de erva-de-santa-maria bruto, extrato aquoso de erva-de-
santa-maria 50% e 25%. As mesmas concentracdes de erva-de-santa-maria foram, também,
associadas a doxorrubicina (0,125 mg/mL). Um controle negativo (agua destilada) e
doxorrubicina (controle positivo) foram incluidos em ambos os cruzamentos.

Os ovos foram coletados por um periodo de 8 horas em frascos contendo uma
base solida de agar (4% de agar em agua) e uma camada de fermento (S. cerevisae)
suplementado com agucar. Apds 72 +/- 4 horas, as larvas de 32 estagio foram lavadas com
agua corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Grupos de
aproximadamente 100 larvas foram transferidos para tubos de vidro (2,5 cm de diametro e
8,0 cm de altura), contendo 1,5 g de meio de cultura instantaneo (formula 4-24 Carolina



Biological Supply Co., Burlington, NC, USA) e 5,0 mL de diferentes concentragdes do extrato
aquoso da erva-de-santa-maria.

Apods o tratamento, foram obtidos dois tipos de descendentes: o marcador trans-
heterozigoto (mwh +/+ fI’), com asas fenotipicamente do tipo selvagem, e o balanceador
heterozigoto (mwh +/+ TM3 Bds ), com asas fenotipicamente do tipo serrilhada. As moscas
adultas emergentes desse tratamento foram coletadas e fixadas em etanol 70%, para

posterior montagem das laminas e analise microscépica e estatistica.

2.4 MONTAGEM E ANALISE DE LAMINAS

As moscas conservadas tiveram suas asas destacadas do corpo e fixadas na
lamina aos pares, sendo 5 pares de asas de moscas fémeas e 5 pares de moscas machos,
completando 20 asas em filas paralelas. Em seguida, foram submetidas a secagem em
placa aquecedora onde permaneceram por 4 horas, sendo 2 horas sem laminula e 2 horas
com laminula prensadas com presos de metal para evitar a formacgao de bolhas.

Apds secagem, as laminas foram submetidas a andlise microscopica em
microscépico Optico na objetiva de 40, observando-se os sete setores de cada asa; foram
registrados todos os tipos e tamanhos de manchas mutantes.

Neste trabalho, foram analisadas somente as moscas descendentes do
cruzamento de alta bioativacao (HB). Nao foi possivel realizar analise dos descendentes do
cruzamento padrdo (ST), devido a morte das larvas durante os tratamentos com os

diferentes extratos de erva-de-santa-maria.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo dos efeitos genotoxicos da erva-de-santa-maria, as freqiéncias
das manchas por mosca foram comparadas com as do controle negativo (agua). As
analises foram feitas de acordo com o teste qui-quadrado (X?) para proporcdes (FREI;
WURGLER, 1988), que se baseia em duas hipéteses:

1) a freqliéncia de mutacao (induzida mais espontanea) na série tratada nao é maior do que

a freqiiéncia de mutagéo no controle apropriado;

2) a freqiéncia de mutacdo induzida na série tratada ndo é menor do que a maior

freqliéncia de mutacao espontanea observada no controle.

Essas hipéteses foram levantadas para decidir se o resultado foi:



Positivo: rejeita-se a primeira hipétese e aceita-se a segunda;
Fraco positivo: rejeitam-se ambas hipéteses
Inconclusivo: aceitam-se ambas as hipéteses;

NN

Negativo: aceita-se a primeira hip6tese e rejeita-se a segunda.
Essa analise propicia o alcance dos objetivos propostos e elucida a acdo que a
erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides) exerce sobre o organismo testado,

possuidor de um sistema enzimatico e genético semelhante ao humano.

3 RESULTADOS

As tabelas 1 e 2, apresentam-se os resultados obtidos dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH), do cruzamento de alta bioativacao (HB), tratados com extrato
aquoso da erva-de-santa-maria nas diferentes concentracdes: extrato aquoso puro, extrato
aquoso a 50% e extrato aquoso a 25% isoladas e associados a DXR.

As siglas apresentadas nas tabelas significam, respectivamente, MSP — manchas
simples pequenas; MSG — manchas simples grandes; MG — manchas gémeas e TM — total
de manchas.

A tabela 1 mostra que, nos descendentes MH, do cruzamento HB, nas
concentracdes de 25% e 50% ocorreu um aumento, estatisticamente significativo, nas
freqliéncias de manchas gémeas, quando comparadas com o controle agua. Contudo, no
namero total de manchas, nestas concentracbes (25 e 50%), ocorreu um aumento.
Entretanto, esse aumento foi nao significativo, indicando um aumento da atividade

recombinogénica.

A tabela 2 apresenta os resultados da analise dos descendestes MH do
cruzamento HB tratados com diferentes concentragdes do extrato aquoso da erva-de-santa-
maria associados a doxorrubicina (DXR), sendo que, nas concentragdes de extrato puro +
DXR, extrato 25% + DXR e extrato 50% + DXR, o resultado da analise de manchas simples
grandes, manchas gémeas e total de manchas foi positivo, demonstrando diminuigao
significativa do nimero de manchas em todas as freqiéncias. O nimero de manchas
simples pequenas apresentou resultado positivo com diminuicdo significativa nas
concentragoes 25% + DXR e 50% + DXR, enquanto na concentragdo extrato puro + DXR a
diminuicdo do numero de manchas simples pequenas nao foi significativa, quando
comparadas ao controle positivo.






Tabela 1: Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, do cruzamento de
altabiativacao (HB), tratados com diferentes concentracdes de erva de santa Maria .

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ manchas

(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh°

m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
0,0

Contr. Neg. 19 0,84 (16) 0,16  (03) 0 (00) 1,00 (19) 19
6,4

DXR 0,125 mg/mL 20 2,20 (44) + 6,80 (136) + 5 (129) + 15,45 (309) + 289
0,2

Erva S. Maria 25% 20 0,65 (13) - 0,45 (09) | 5 (05) + 1,35 (27) i 26
0,4

Erva S. Maria 50% 20 0,55 (11) - 0,30 (06) | 0 (08) + 1,25 (25) i 23
0,1

Erva S. Maria Ext. Puro 11 1,18 (13) i 0,09 (01) | 8 (02) i 1,45 (16) i 16

#Diagnastico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o= = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr’ raras.
“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o



Tabela 2: Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, do cruzamento de

altabiativacao (HB), tratados com diferentes concentragdes de erva-de-santa-maria associados com doxorrubicina (DXR 0,125mg/ml)

N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
mancha
Tratamentos Indiv. MSP MSG MG ™ s
(N) (1-2 céls)® (>2 céls)® mwh°®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n)
Controle negativo 18 0,89 (16) 0,17 (03) 0,00 (00) 1,06 (19)
DXR 0,125 mg/mL 20 2,20 (44) + 6,80 (136) + 6,45 (129) + 1545 (309) + 289
Erva S. Maria 25% + DXR 20 1,00 (20) + 0,80 (16) + 0,30 (06) + 2,10 (42) + 40
Erva S. Maria 50% + DXR 20 0,95 (19) + 065 (13) + 050 (10) + 2,10 (42) + 41
Erva S. Maria Ext. Puro + DXR 9 1,33 (12) i 0,33 (03) + 0,56 (05) + 2,22 (20) + 20

4Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a = = 0,05.

®Incluindo manchas simples fir’ raras.
°Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o
cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante fIr3.



A figura 6 apresenta as freqléncias totais de manchas mutantes por mosca,
observadas nas asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes do
cruzamento de alta bioativacdo “HB”, tratadas com diferentes concentracdes de erva-de-

santa-maria.

16,00+
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00+
4,00
2,00+

0,00+
Controle DXR 0,125 Erva S.Maria Erva S. Maria Erva S. Maria
negativo mg/mL 25% 50% Ext. Puro

Figura 6: Freqiéncias totais de manchas mutantes por mosca, nos
descendentes trans-heterozigotos “MH”, provenientes do cruzamento
“HB”, tratados com diferentes concentracbes erva-de-santa-maria
(Chenopodium ambrosioides), associadas com DXR (0,125 mg/mL).

A figura 7 apresenta as freqiéncias totais de manchas mutantes por mosca,
observadas nas asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes do
cruzamento de alta bioativacdo “HB”, tratadas com diferentes concentra¢des de erva-de-
santa-maria associadas com DXR (0,125 mg/mL).



16,00+
14,00+
12,00+
10,00+
8,00+
6,00+
4,00+
2,00+
0,00-

Controle DXR 0,125 Ena S. M. Enva S. M. Ernva S. M.
negativo mg/mL 25% + 50% +  Ext. Puro
DXR DXR + DXR

Figura 7: FreqUéncias totais de manchas mutantes por mosca, nos
descendentes trans-heterozigotos “MH”, provenientes do cruzamento
“HB”, tratados com diferentes concentracdes erva-de-santa-maria
(Chenopodium ambrosioides), associadas com DXR (0,125 mg/mL).

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os extratos aquosos da erva-de-santa-maria testados nao apresentaram
aumento significativo no numero total de manchas, em nenhuma das concentragoes,
quando comparados com controle negativo. Contudo, foram observados aumentos,
estatisticamente significativos, no nimero de manchas gémeas, indicando uma provavel
acdo recombinogéncia. No entanto, quando essas concentragbes foram associadas a
doxorrubicina (DXR 0,125 mg/ mL), houve reducao significativa no numero total de manchas
mutantes. A reducao nas freqliéncias de manchas pode sugerir, a primeira vista, um efeito
protetor. Contudo, ndo pode ser descartada uma possivel agao citotéxica, da erva-de-santa-
maria, levando a destruicao de manchas mutantes induzidas pela DXR. Essa acao téxica da
erva-de-santa-maria pbdde ser percebida pela redugdo no ndmero de moscas,
principalmente, no extrato puro.

O efeito citotéxico é uma caracteristica marcante de todo quimioterapico, utilizado
no tratamento do controle de tumor. Esta acao anti-tumoral pdde ser verificada pelo uso do
ascaridol, principal componente da erva-de-santa-maria, descrita por Efferth et al. (2002). Os
autores isolaram um composto oleoso da semente com 60% de ascaridol purificado,
verificando seus efeitos antineoplasicos contra linhagens de células tumorais resistentes a

multidrogas.



Na tentativa de aumentar a sobrevivéncia de pacientes com tumores, muitos
esforcos foram usados para identificar novas drogas no tratamento do cancer. O ascaridol
tem sido, portanto, um novo candidato a esse tratamento, visto que estudos demonstram a
atividade que este composto exerce em células tumorais (EFFERTH et al., 2002)

Para Efferth et al (2002), quando os tumores sao resistentes a uma droga,
geralmente, séo resistentes a outras drogas, demonstrando em seus estudos a resisténcia
de células tumorais a drogas vindas de compostos naturais como a vincristina e a
vinblastina derivados da Vinca major, compostos da Podophylum peltatum, Taxus brevifolia
e outros compostos. No entanto, essa mesma resisténcia ndo foi observada para o
ascaridol, mostrando que esse composto pode ser indicado em casos de resisténcia tumoral
a outros compostos naturais, ou seja, o ascaridol € um novo candidato ao tratamento de
tumores, pois é capaz de atuar em células tumorais que resistem aos efeitos de outros
compostos naturais.

A morte celular € um processo fisioldgico, denominado de apoptose, que
desempenha um papel relevante na homeostase de diferentes tecidos. Esse processo é
caracterizado por diversas alteragdes morfolégicas e bioquimicas das células, sendo de
crucial importancia para o desenvolvimento embriondrio, para a maturagdo do sistema
imune, para defesa contra infecgdes virais e para a eliminagao de tumores (BERGANTINI,
2005).

A apoptose pode ser deflagrada por meio de estimulos externos (via extrinseca),
por meio da ativacao de receptores especificos, presentes na superficie celular, chamados
receptores da morte, ou pelo estresse intracelular (via intrinseca ou mitocondrial). Dessa
forma, a apoptose pode ser potencializada através da via mitocondrial ou aumento de
receptores de morte pela acdo de substancias toxicas, como exemplo as drogas
quimioterapicas e imunoterapicas (BERGANTINI, 2005).

A reducao do numero de manchas, ocasionada provavelmente com a inducao de
células em apoptose ocorre devido a uma baixa regulagdo do gene bcl-2 (proteina
repressora da via apoptética) e pela alta regulagcdo do gene bax (proteina antagonista a bcl-
2), na auséncia da proteina repressora, a via apoptotica é ativada e a célula é destruida.
Assim, a diminuicao do aparecimento de manchas mutantes, nas concentragdes testadas do
extrato aquoso da erva-de-santa-maria, pode estar relacionado com a alta concentragéo e
com o mecanismo de apoptose, levando a crer que 0s erros induzidos sdo tdo grosseiros
que é desencadeada a via de apoptose (JELLINEK E MALONEY, 2005). Essa mesma
hipotese foi, também, discutida por Faria (2005), quando do tratamento com extratos de
folhas de graviola, na indugédo de tumores em Drosophila melanogaster

As moscas descendentes do tratamento de alta bioativacdo HB possuem uma
enzima denominada citocromo P450, responsavel pelo biometabolismo de substancias



toxicas, jA as moscas do tratamento padrdo ST ndo possuem essa enzima. Portanto,
acredita-se que as larvas desse tratamento morreram devido a alta toxicidade das
concentragdes da substancia testada.

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que a erva-de-santa-maria
nao apresenta efeito protetor devido, provavelmente, a sua acao citotoxica.

A populagao em geral apregoa muito que “o que é natural ndo faz mal”. Nada
mais erréneo, ja que chas e extratos vegetais podem produzir efeitos colaterais como
qualquer droga, e além de beneficios podem ser prejudiciais (SILVA, 2003).
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