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RESUMO: O acafrdo (Curcuma longa L.) é uma herbacea rizomatosa de coloracdo vermelho-
alaranjada, usada popularmente e comercialmente pelas indUstrias farmacéutica, téxtil e quimica
como corante e condimento. Do rizoma da planta € extraido um polifenol conhecido como curcumina.
A curcumina é conhecida pelo seu potencial anticancer e antigenotoxico, devido a sua capacidade de
sequestrar radicais livres. Contudo, existe uma grande variedade de principios farmacolégicos,
encontrados no rizoma, que tém atividades antiinflamatorias, antifingicas, antibacteriana e
nematocida, e que ainda séo desconhecidos quanto a sua atividade genotoxica. Com o objetivo de
conhecer o potencial genotoxico da Curcuma longa L., avaliou-se a solugdo aquosa do acafrdo nas
concentragcfes 1,0mg/mL, 3,0mg/mL e 5,0mg/mL, utilizando-se o teste para deteccdo de mutacéo e
recombinacdo sométicas (SMART) em asas de Drosophila melanogaster. O tratamento foi realizado
em descendentes MH (trans heterozigotos marcados) e BH (heterozigotos balanceados), do
cruzamento padréo (ST) e de alta bioativacdo (HB). Os resultados obtidos demonstraram que, nos
individuos descendentes do cruzamento de alta bioativacdo, tratados com acafrdo (1,0mg/mL,
3,0mg/mL e 5,0mg/mL) ocorreram aumentos, estatisticamente significativos, nas freqiéncias de
manchas mutantes. A analise dos descendentes BH (heterozigotos balanceados) nos mostra uma
atividade recombinogénica do acafréo. Tais resultados nos permitem concluir que o acafrdo, nestas
condi¢Bes experimentais, possui efeitos genotéxicos (recombinogénico) em D. melanogaster.
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ABSTRACT: Turmeric (Curcuma longa L.) is an orange-red rhizome herb, popularly and commercially
used by pharmaceutical, textile and chemical industries, as pigment and seasoning. A poliphenol
known as curcumin is extracted from the rhizome of the plant. Curcumin is known by its anti-cancer
and antigenotoxicity potencial, due to its capacity to scavenger free radicals. However, there is a great
variety of pharmacological principles found on the rhizome, which have anti-inflammatory, anti-fungus,
anti-bacteria and nematocidal activities, and which are still unknown in their genotoxicity activity. With
the aim of knowing the genotoxicity potential of Curcuma longa L., we have evaluated the aqueous
solution of turmeric in 1,0mg/mL, 3,0mg/mL and 5,0 mg/mL concentrations, using the Somatic
Mutation And Recombination Test (SMART) in Drosophila melanogaster wings. The treatment was
made in MH (marker-transheterozygous) and BH (balancer-heterozygous) descendants, of standard
cross (ST) and of high bioactivation cross (HB). The results obtained demonstrated that in individuals
descendant from high bioactivation cross, treated with turmeric (1,0mh/mL, 3,0mg/mL and 5,0 mg/mL),
there were some statistically significant increases in the frequencies of mutant spots. The analysis of
BH descendants (balancer-heterozygous) shows us a recombinagenic activity of turmeric. Such
results may lead us to conclude that turmeric, in these experimental conditions, have genotoxicity
effects (recombinagenic) in D. melanogaster.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A Genética, atualmente, tem lugar relevante na area cientifica e, mais que isso,
aborda o homem moderno em sua vida diaria. Essa relacdo proximal ciéncia/lhomem tem
destacado a importancia das descobertas genéticas que buscam melhorias de interesse
humano, visando a prevencao de alteracfes no material genético, e ao que esté relacionado
a este comprometimento.

O estudo genético comegou no ano de 1860 quando Gregor Mendel fez
experimentos que apontaram para a existéncia de elementos bioldgicos, depois chamados
genes. Mas foi em 1953, com a elucidagdo da estrutura do DNA, que James Watson e
Francis Crick abriram caminho para a compreensdo da acéo génica e da hereditariedade em
termos moleculares (SUZUKI et al., 2002).

As alteracdes genéticas podem ocorrer em qualquer célula, em qualquer estagio
do ciclo celular, resultantes de mutacbes génicas, aberracbes cromossdmicas,
recombinagfes e elementos genéticos de transposicdo (SUZUKI et al., 2002). O termo
mutacao refere-se a qualquer alteracdo no DNA, mas este processo de alteracdo, algumas
vezes, pode ser chamado de normal, visto que o aparecimento de muta¢cdes ocorre em
todos os seres vivos, sendo um processo fundamental para a evolugédo e diversidade das
espécies. Outras vezes, porém, os resultados das mutacdes incluem malformacdes, cancer,
envelhecimento e morte (ERDTMANN et al., 2003).

Os agentes mutagénicos podem acelerar ou aumentar o aparecimento de
mutacdes que estdo associadas ao desenvolvimento de neoplasias (RIBEIRO; MARQUES,
2003). As células neoplasicas estdo desacopladas dos mecanismos regulatorios que
controlam a proliferacdo celular devido ao acumulo de mutacdes nas células que suprimem
o controle do ciclo celular. As neoplasias derivam de uma Unica célula fundadora que sofreu
mutagdo somatica; entretanto as células mutantes descendentes sofrem mutacdes
adicionais, formando um setor mutante (SUZUKI et al., 2002).

Ap0s passar por varias divisdes, se uma célula acumular um namero elevado de
mutacdes, pode ocorrer a perda do controle de sua divisdo, determinando o aparecimento
do cancer. Assim, os mecanismos de mutagénese e de carcinogénese parecem estar
intrinsicamente ligados. A mutacdo é uma conseqiiéncia do dano no DNA e este pode ser o
estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcinogénos inicia a formagéo do tumor
(RIBEIRO; MARQUES, 2003).

Um tumor pode se dispersar pelo corpo para formar novos tumores, num
processo chamado metastase. As etapas do desenvolvimento de uma neoplasia séo

iniciac@o, promocéo e proliferacdo (WEINBERG, 1996) e as células neoplasicas se diferem



das normais por varias mudancas fenotipicas especificas, como a rapida taxa de
multiplicacdo, invasédo de novos territorios celulares, alta taxa metabdlica e formas alteradas
no tamanho, no ndcleo e no nimero e na estrutura de seus cromossomos (SUZUKI et al.,
2002).

Uma complexa rede de sistemas de reparo do DNA constitui a principal barreira
protetora contra as conseqléncias deletérias de danos no material genético, chamados
genes de reparo, responsaveis por produzir enzimas topoisomerases que reparam 0s genes
defeituosos, além de contribuir para a inibicdo da proliferacdo celular através de proteinas
(FELZENSZWALB; PINTO, 2003). Enfim, o aparato de protecdo do DNA envolve diversos
sistemas enzimaticos, especializados em dismutar, neutralizar e detoxicicar diversos ions e
moléculas para formas menos tdxicas, a fim de que possam ser eliminadas da célula e do
sistema como um todo (LOURO et al., 2002).

Mas, apesar dos mecanismos de reparo ja existentes no organismo, € preciso
usar agentes antioxidantes. Estudos realizados em roedores (KONOPACKA et al., 1998;
ANTUNES; TAKAHASHI, 1998) e em bactérias (EDENHARDER et al., 1999) mostram que
as vitaminas protegem ou previnem danos na molécula de DNA, causados por agentes
genotoxicos. Mesmo assim, tais mecanismos ndo sdo suficientemente eficientes para
recuperar todas as lesdes ocorridas. As mutagfes remanescentes sdo as responsaveis pela
alteracdo das células e dos tecidos normais, podendo levar ao desenvolvimento de doencas
degenerativas (SILVA; ANDRADE, 1999 apud VALADARES, 2002).

As mutacbes e a carcinogénese estdo associadas porque ambas representam
alteragcBes em uma Unica célula e estas sdo permanentes e herdaveis pelas células filhas.
Muitos cénceres humanos sdo causados pela exposicdo a agentes téxicos e radiacdes.
Esses carcindgenos sdo também mutagénicos, o que sugere que o dano no DNA é um
evento fundamental e, portanto, é de grande importancia a identificacdo desses compostos
e a avaliacdo de seu potencial genotéxico, de modo que a exposicdo humana a eles seja
minimizada (STRYER, 1996).

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Plantas medicinais, dieta e cancer

As plantas adquiriram fundamental importancia desde o ano 3000 a.C. quando se
tem relato de cura através de plantas na China. Outra descoberta € o documento egipcio
Ebers, encontrado em 1872 e que menciona a existéncia de herboristas no antigo Egito,
além de documentos que mostram a importdncia que as ervas tiveram na saude, na

culinaria, no preparo de produtos diversos e para embalsamar farads. Na antiga Grécia, 0s



valores terapéuticos e toxicos das plantas eram bastante conhecidos e, a partir da Era
Cristd, europeus, arabes e alquimistas diversos contribuiram para a abertura de novas e
amplas perspectivas na medicina natural (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1996).

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. Estes componentes, quando
introduzidos nos organismos animais, promovem respostas fisiolégicas e homeostasia e, de
um modo geral, os principios ativos apresentam mecanismos de acdo semelhantes as
drogas sintéticas (SIMOES et al., 2003).

Atualmente uma das principais vias de exposicdo do homem a diferentes
compostos é a ingestdo de alimentos, jA que através deles encontramos uma mistura
complexa de agentes quimicos. As diversas substancias presentes nos alimentos podem ter
efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos, induzindo mutacdes no DNA e favorecendo o
desenvolvimento de tumores, enquanto outras podem atenuar ou anular tais efeitos
(ANTUNES; ARAUJO, 2000).

Muitos compostos presentes nos alimentos ja foram testados quanto a
mutagenicidade ou & antimutagenicidade, constatando-se que cerca de um ter¢o de todos
0s canceres humanos podem estar relacionados com o habito alimentar. Por outro lado, tem
sido observado que a dieta rica em frutas e legumes esta associada a reducao do risco de
cancer (BLOCK, 1992 apud ANTUNES; ARAUJO, 2000).

As evidéncias na literatura médica demonstram uma clara associagdo entre dieta
e cancer. Uma dieta rica em calorias, gordura saturada e proteina animal e pobre em fibras
vegetais esta relacionada ao surgimento de tumores de mama, endométrio, préstata,
intestino grosso e vesicula biliar. Carnes artificialmente conservadas, especialmente as
salgadas e defumadas, como a carne de sol e 0 bacon causam cancer de estdmago e
esbfago. Em animais, os alimentos conservados com nitritos e nitratos também sao
carcinogénicos (MURAD, 2004).

Uma dieta rica em fibras vegetais reduz a absorcéo intestinal de estroégenos,
eliminando-os das vias biliares. Adicionalmente, o consumo de soja e seus produtos
também parece reduzir a incidéncia do cancer de mama, possivelmente pela alta
concentracdo dos chamados fitoestrogenos, esse tipo especial de estrogeno vegetal que
atua no tecido mamario como um antagonista ao efeito cancerigeno dos estr6genos naturais
(MURAD, 2004).

Os erros alimentares e o consumo exagerado de substancias potencialmente
cancerigenas podem ser responsaveis por cerca de 40% dos casos dos canceres existentes

(MURAD, 2004). Trata-se de um fato significativo, considerando-se que o cancer € a



segunda principal causa de 6bito no Mundo, responsavel pela morte de mais de 60 milhées
de pessoas (FELZENSZWALB; PINTO, 2003).

Historicamente, os temperos ou condimentos foram utilizados em todas as
culturas como elementos chave da culinaria de cada pais; (VARATOJO, 2004). Mas o
preparo dos alimentos se modificou muito ao longo dos anos, particularmente nos ultimos
trinta anos. Além disso, a variedade, o sabor e a apresentacdo dos alimentos sado
preocupacdes constantes que tém motivado as industrias alimenticias a utilizarem agentes
para conservar, colorir ou aromatizar os alimentos, com o objetivo de atrair cada vez mais 0s
consumidores.

O uso de corantes, naturais ou sintéticos, em alimentos tem atraido a atencéo de
muitos pesquisadores. Os primeiros testes de mutagenicidade e/ou carcinogenicidade,
empregando corantes para alimentos ocorreram no inicio do século XX, quando Fischer
demonstrou o efeito carcinogénico do corante vermelho escarlate (LEDERER, 1990 apud
ANTUNES; ARAUJO, 2000). Mas, apesar disso, as pesquisas estiveram muito voltadas para
0s corantes sintéticos, descuidando-se dos corantes naturais que também podem
apresentar atividade mutagénica e/ou carcinogénica. Este fator pode estar relacionado a
medicina ndo convencional que apregoa muito que "o que natural, ndo faz mal".

Um grande numero de plantas pertencentes a familia Zingiberaceae € usado
como condimento, aditivo corante para alimentos e, também, como medicamento. A
Curcuma longa Linn, espécie mais freqiente do género, tem o pd obtido a partir de seus
rizomas, denominado curcuma (PANIZZA, 1997) e este é usado na culindria como corante e
aromatizante para colorir gorduras hidrogenadas, manteiga, queijo, massas, sorvetes,

biscoitos e doces, dentre outros alimentos.

2.2 Agafrédo (Curcuma longa Linn)

O acafrdo (Curcuma longa L.) é uma planta nativa da india e da Asia Meridional e
foi introduzida no Brasil pelos colonizadores (PANIZZA, 1997). A denominag&do curcuma
vem da palavra Persa Kurkum, que significa acafrdo e popularmente possui diversas
sinonimias como: acafroeira, acafrdo-da-terra, agafréo—da—l'ndia, gengibre amarelo, curcume,
tumeric (inglés) e outras (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1996).

A Curcuma longa, pertencente a familia das Zingiberaceas, é uma herbacea
perene, rizomatosa (Figura 1), sendo o rizoma principal piriforme e ovéide com inUmeras
ramificacdes laterais compridas e finas; destes rizomas laterais podem nascer outras plantas
independentes da originaria. Apresenta folhas largas pecioladas e flores amareladas

dispostas em uma longa bainha, semelhante a uma espiga. Os rizomas externamente



apresentam uma coloracdo acinzentada e internamente mostram uma superficie vermelho-
alaranjada (PANIZZA, 1997).

Os rizomas do agafrdo s&o tradicionalmente conhecidos no mercado
internacional como “tumeric”, considerados especiarias por compor os famosos temperos
orientais, sendo um dos principais componentes do curry. Entretanto, com a proibicdo do
uso de pigmentos sintéticos nos principais paises da América do Norte e Europa, o emprego
da curcuma deixou de atender tdo somente aos mercados condimentares e passou a
disputar o mercado de alimentos, como corante e antioxidante e os mercados de perfumaria
e téxtil (MAIA, 1991, apud CARVALHO et al., 1998).

A Curcuma longa L. possui diversos principios ativos, como 6leo essencial,
resinas, substancia amarga, curcumina, turmerona, agucares, amidos e saponinas, que
atualmente enquadram o acafrdo no quadro de plantas Uteis medicinais (PANIZZA, 1997).
Além do ja citado emprego como corante natural e de tecidos, na aplicacdo farmacéutica e
quimica, é usada como reagente, sobretudo do &cido bérico e para descobrir alcalis
(CORREA, 1984). O acafrdo é utilizado também na medicina natural como ativador da
funcdo hepética e da secrecao biliar, normalizador da taxa de colesterol (PANIZZA, 1997),
contra reumatismo, sinusite, lesdes de pele, anorexia, corisa, diabetes, no tratamento das
infeccbes das vias urinérias, ictericia. Na india, é usado a fim de curar flatuléncias e
resfriados e, na China, é empregado como emenagogo e para estancar hemorragias
(ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1996). Também sdo encontradas na literatura propriedades
antiinfecciosas e antibacterianas (CHERNOVIZ, 1996).

O acafrdo (Curcuma longa L.) tem cheiro forte, agradavel e sabor aromatico,
picante e fracamente amargo. Dentre 0S seus componentes, a curcumina, substancia
corante, tem demonstrado mecanismos de acdo potenciais na prevencdo do céncer, o
primeiro deles é o efeito inibitério de enzimas proinflamatérias e lipoxigenases além da
inducdo da producdo de G2/M que detém o céancer de célon humano, e da sintese de
prostaglandinas (LAMSON; BRIGNALL, 2003). Segundo Araujo e Leon (2001), a Curcuma
longa L. ainda possui efeitos antiinflamatérios, antioxidantes, antiprotozoarios, nematocida,
anti-HIV e antitumorais. Porém, existe uma grande variedade de principios encontrados no

rizoma do agafrdo que ainda sdo desconhecidos quanto a sua atividade genotoxica.

2.3 Doxorrubicina

Os agentes que causam danos em nosso material genético e que induzem
neoplasias sdo normalmente presentes no meio como a luz solar, radiagcdes ionizantes ou

agentes quimicos (SETLOW, 2001). Um agente mutagénico é o cloridrato de doxorrubicina,



gue possui efeitos cardiotoxicos, genotoxicos, teratogénicos e ainda tem a capacidade de
intercalar-se a molécula de DNA, gerando radicais livres.

A Adriblastina® RD €& conhecida comercialmente como cloridrato de
doxorrubicina, um po 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 sélidos e é um componente valioso de varios esquemas de quimioterapia,
como do carcinoma de mama e carcinoma de pequenas células dos pulmdes (GILMAN et
al., 1996). Além disso, a doxorrubicina tem sido usada com éxito para produzir regressao em
carcinomas de bexiga, tirebide, carcinoma ovariano, linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin,
neuroblastomas, tumor de Wilms e outros tumores solidos (ADRIBLASTINA® RD.: pé
liofilizado, 2002). Demonstrou também atividade em carcinomas do endométrio, testiculo,
prostata, colo do utero, cabega e pescoco e no mieloma de células plasmaticas
(CALABRESI; SCHEIN, 1993, apud GILMAN et al., 1996).

As propriedades citotoxicas 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
pela agcdo da topoisomerase I, gerando radicais de oxigénio livres altamente reativos e
toxicos (ADRIBLASTINA® RD.: po liofilizado, 2002).

Portanto, a doxorrubicina provoca manifestacbes toxicas diversas como
mielossupressédo, tromboplastina, anemia, estomatite, perturbagBes gastrintestinais,
manifestacdes dermatoldgicas, toxicidade cardiaca e derrame pericardico (GILMAN et al.,
1996). Os efeitos cardiotoxicos, genotéxicos, embriotéxicos e teratogénicos foram
comprovados em testes in vivo realizados com camundongos, caes, coelhos e ratos. Ainda
pode potencializar a toxicidade de outros agentes antineoplasicos, e uma vez que a via de
eliminacdo da doxorrubicina é o sistema hepatobiliar, a funcdo hepatica reduzida pode
retardar a eliminag&o da droga e causar o aumento da toxicidade global (ADRIBLASTINA®
RD.: p6 liofilizado, 2002).

A DXR possui efeitos genotdxicos, induzindo aumento na freqliéncia de
aberracdes cromossdmicas em células somaticas e reducdo na producdo de células
germinativas (gametas), comprovados em testiculos de camundongos (AU; HSU, 1980 apud
VALADARES, 2002), em células somaticas de Drosophila melanogaster (FREI et al., 1985),
e em linfécitos humanos em cultura (ANTUNES, TAKAHASHI, 1998).

Segundo Antunes e Takahashi (1998), os efeitos genotdxicos da doxorrubicina

podem ser diminuidos pela acao das vitaminas C e E em células da medula éssea de ratos



Wistar e em células de asas de Drosophila melanogaster, quando ministradas em doses
pequenas (FRAGIORGE, 2000 apud VALADARES, 2002).

Enfim, este antibidtico antraciclico possui varios efeitos terapéuticos e toxicos,
mas o efeito bioquimico mais importante neste estudo € a capacidade de intercalacdo da
doxorrubicina com o DNA. Neste processo, muitas fungbes do DNA sao afetadas, inclusive a
sintese de RNA, ocorrendo também quebras mono e bifilamentares, bem como a troca de
cromatides irmas (GILMAN et al., 1996). Assim, as antraciclinas, como a doxorrubicina, sdo
mutagénicas e carcinogénicas. Neste trabalho, a doxorrubicina foi utilizada como controle

positivo, tendo em vista sua comprovada ac¢ao genotoxica.

2.4 SMART (Somatic Mutation And Recombination Test)

A Drosophila melanogaster é o organismo teste do SMART (Somatic Mutation
And Recombination Test), o teste somatico de asa desenvolvido por Graf et al. (1984) para
deteccdo de agentes genotoxicos e que vem sendo usado também para deteccdo de
antigenotoxicos. Este organismo eucarioto tem se mostrado ideal para estudos de
genotoxicidade e antigenotoxicidade in vivo, por possuir pequeno nimero de cromossomos,
sistema enzimético semelhante ao dos mamiferos, tempo curto de geragao, grande numero
de mutantes, linhagens bem caracterizadas, além do baixo custo, rapidez e confiabilidade
dos testes que utilizam a Drosophila melanogaster (GRAF et al., 1984; VOGEL, 1987).

O SMART detecta varios eventos mutacionais, como muta¢cfes pontuais,
delecdes ou tipos especificos de translocacdo, assim como recombinacdo mitética e, por
isso, nas ultimas duas décadas, vem substituindo o conceituado teste do recessivo letal
ligado ao sexo (Sex Linked Recessive Lethal Test - SLRT); além do fato de ser mais rapido,
mais sensivel e de menor custo que o SRLT (GRAF et al., 1984; VOGEL, 1987).

As linhagens de Drosophila melanogaster usadas no teste SMART s&o:

v mwh/mwh (mwh, multiple wing hair);
v fIr¥/ In(BLR)TM3(fIr?, flare3):
v ORR,; fIr¥/ In(BLR)TM3 (Oregon R, flare3).

As moscas da linhagem mwh possuem o gene marcador no cromossomo 3 (3-
0,3) numa posicédo distal, caracterizado por expressar trés ou mais pélos em cada célula. A
linhagem é mantida em homozigose por ser esta uma mutacdo viavel. Os individuos flare®
possuem o gene flr* numa posigéo proximal, também no cromossomo 3 (3-38,8) e o pélo
malformado é caracterizado por se assemelhar a uma chama. O gene marcador flr* é letal
em homozigose (GRAF et al., 1984; GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995), no entanto, foi
desenvolvido um cromossomo homoélogo balanceador TM3, Bds (Third Multiple 3, Beaded-

serrate) que mantém a heterozigose da linhagem flr* (LINDSLEY; ZIMM, 1992).



A linhagem Oregon R; flare* (ORR) foi construida por Frélich e Wiirgler (1989) e,
apesar de apresentar o marcador flr*, difere-se da linhagem flare® por apresentar os
cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT, além de possuir
alta atividade de enzimas citocromo P.450 (HALLSTROM; BLANK,1985). Pelo alto nivel de
citocromo P.450 constitutivo na linhagem ORR, o teste SMART torna-se mais sensivel a
ativacado de promutagenos via citocromo.

No SMART séo realizados os seguintes cruzamentos:

1) Cruzamento padrdo (ST- Standard Cross): fémeas virgens flr¥/In(3LR)TM3, ri p° sep
1(3)89Aabx** e Bd® cruzadas com machos mwh (GRAF et al., 1989);

2) Cruzamento de alta bioativacdo (HB- High Bioactivation Cross): fémeas virgens ORR;
fir¥/In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aabx**® e Bd® cruzadas com machos mwh (GRAF; VAN
SCHAIK, 1992).

Desses cruzamentos nascem dois tipos de descendentes: trans heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses descendentes sdo distintos
fenotipicamente, baseado no marcador TM3, Bd®. Os MH (mwh +/ + flr’) apresentam os
cromossomos estruturalmente normais, enquanto que os BH (mwh +/ + TM3,Bd®)
apresentam um cromossomo com um balanceador génico com mudltiplas inversdes
(TM3,Bd®) (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

Os individuos MH expressam pélos mutantes nas asas originados de alteracdes
mutagénicas e recombinogénicas ocorridas no lécus génico mwh e flr. J& os descendentes
BH possuem um cromossomo balanceador TM3/Bd® que inibe recombinacgdo, ocorrendo
apenas eventos mutagénicos devido a inversbes mudltiplas. O fendtipo do descendente
heterozigoto marcado (MH) desenvolve asa normal, com borda lisa, enquanto que no
heterozigoto balanceado (BH), as asas sado mal formadas, com aparéncia picotada ou
serrilhada, denominadas “serrate” (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

O teste da mancha da asa (SMART) baseia-se em grupos de células, discos
imaginais, que proliferam separadamente durante o desenvolvimento até se diferenciarem
em estruturas do corpo da mosca adulta (olhos, asas etc.) (FREI et al., 1985). Entéo, pélos
mutantes sdo, a partir dai, classificados em manchas: simples, quando expressam apenas
um dos marcadores mwh ou fIr® originadas por mutacéo, aberracdo cromossdmica (delec&o)
ou recombinacéo distal; e gémeas, quando expressam os dois marcadores mwh e flr® na
mesma mancha (GRAF et al., 1984). Quanto ao tamanho, as manchas podem ser simples
pequenas, quando possuir um ou dois pélos mutantes, ou simples grandes, se houver mais
de dois pélos mutantes. A posi¢do da mancha é determinada de acordo com o setor da asa

que tem sete regibes: A, B, C', C,D, D’ e E.



3 METODOLOGIA

3.1 Agentes quimicos

Ap0s os cruzamentos padrédo (ST) e de alta capacidade de bioativagédo (HB), as
larvas se alimentaram do acafrdo cedido pela Fazenda Gameleira, municipio de Vazante -
MG. O acafréo foi utilizado na forma de condimento e o extrato aquoso foi preparado a partir
do po obtido de rizomas secos e triturados. Esta planta herbacea pertencente a familia das
Zingiberaceas tem como principal componente a curcumina

A Adriblastina® RD, conhecida comercialmente por cloridrato de doxorrubicina,
dissolvido em 4gua destilada e usado como controle positivo, devido a sua comprovada

acao genotdxica em Drosophila melanogaster.

3.2 Teste para detecgdo de mutacéo e recombinacéo somética - SMART

As linhagens mutantes de Drosophila melanogaster existentes no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese foram cedidas pela Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Os estoques da mosca sao mantidos a temperatura de 25° C em frascos de 250 ml
contendo um meio preparado com 820 ml de agua, 11g de &agar, 156 g de banana, 1 g de
nipagim e 25 g de fermento biolégico (Sacharomyces cerevisiae) que, apos aquecido, é
distribuido de maneira uniforme pelos frascos.

Os dois tipos de cruzamentos foram realizados: padrédo (“ST- Standard cross”)
utilizando fémeas virgens flr’/TM3, cruzando as com machos mwh/mwh (GUZMAN —
RINCON; GRAF, 1995); e de alta capacidade de bioativacdo (“HB- High bioactivation cross”)
cruzando fémeas virgens ORR e machos mwh/mwh (GRAF; VAN SCHAICK, 1992).

As moscas mantidas em estoque foram colocadas numa placa de petri e
imobilizadas. A seguir, machos e fémeas foram separados sob a lupa e fizeram-se os
cruzamentos. A oviposi¢cado ocorreu 48 horas apds o inicio dos cruzamentos e as larvas
provenientes de ambos os cruzamentos (ST e HB), coletadas por filtracdo com um funil de
metal e uma malha fina sob 4gua corrente, foram transferidas para frascos de 25 ml
contendo 1,5 g de puré de batata, um meio alternativo, e as concentracdes do acafrao
(Curcuma longa) testadas:

v Agua destilada - controle negativo
v" 0,125 mg/mL de DXR - controle positivo
v' Acafrdo 1 mg/mL/ Agafrdo 3 mg/mL/ Agafrdo 5 mg/mL



A andlise microscoépica das asas foi feita em microscépio optico de luz (aumento
de 400X). Com a observacao dos sete setores de cada asa, os tipos e tamanho de manchas
mutantes foram registrados.

Para avaliacdo dos efeitos genotoxicos do acafrdo, as freqiiéncias das manchas
por mosca foram comparadas com as do controle negativo (agua). De acordo com o teste
qui-quadrado (X?) para proporcdes (FREI; WURGLER, 1988) que se baseia em duas

hipéteses:

1) a freqliéncia de mutacéo (induzida mais espontanea) na série tratada ndo € maior do que
a freqUéncia de mutacdo no controle apropriado; 2) a frequéncia de mutacdo induzida na
série tratada ndo é menor do que a maior freqiéncia de mutacdo espontanea observada no
controle. Essas hipéteses foram levantadas para decidir se o resultado foi:

v Positivo: rejeita-se a primeira hipétese e aceita-se a segunda;

v Fraco positivo: rejeitam-se ambas hipéteses
v"Inconclusivo: aceitam-se ambas as hipéteses;
v

Negativo: aceita-se a primeira hip6tese e rejeita-se a segunda.
4 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na analise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) descendentes do
Cruzamento Padrdo (ST), tratados com diferentes diluicbes do extrato aquoso de acafrdo
(Curcuma longa), obtido a partir do p6 do rizoma triturado (1mg/mL; 3mg/mL; 5mg/mL).

Nos descendentes do cruzamento padrédo, as freqiiéncias totais de manchas,
bem como todas as categorias de manchas mutantes (simples pequenas, simples grandes e
gémeas) apresentaram resultados estatisticamente inconclusivos para as concentracfes
1Img/mL e 5mg/mL testadas, quando comparadas com o controle negativo (dgua). No
entanto, na concentracdo 3mg/mL, o aumento na frequéncia total de manchas foi
significativo, como também o total de manchas simples pequenas. Porém, as machas
simples grandes e gémeas apresentaram resultados inconclusivos.

Para os descendentes BH, todas as categorias de manchas e a freqtiéncia total
nao apresentaram resultados significativos; o diagnéstico foi, portanto, inconclusivo para
todas as concentracbes de acafrdo e também para a DXR, mas, ainda assim, o total de
manchas foi maior se comparado ao controle agua; nesse caso, 0 menor valor de total de
manchas foi encontrado na concentracdo 3mg/mL.

Na Tabela 2, os resultados obtidos do tratamento com os descendentes (MH) do

Cruzamento de Alta Bioativacdo (HB) mostram aumentos significativos nas frequéncias de



manchas simples pequenas, na freqiéncia de manchas simples grandes nas concentracoes
Img/mL e 3mg/mL e no total de manchas em todas as concentra¢gdes. Em relagéo a
freqiéncia de manchas gémeas na concentragdo 1mg/mL, este numero foi maior que a
freqiéncia no controle agua, porém este aumento ndo foi significativo (diagnostico
inconclusivo). Nas demais concentracfes, o total de manchas gémeas foi igual (acafrdo
3mg/mL) e menor (acafrdo 5mg/mL), quando comparado ao controle negativo.

Verifica-se também que, nos descendentes MH do cruzamento HB, o aumento no
total de manchas foi estatisticamente significativo nas diferentes concentraces, e este
namero foi diminuindo & medida que a concentracdo de acafrdo aumentou.

Nos descendentes BH do cruzamento HB, na concentracdo 1mg/mL,0 acafréo
apresentou diagndstico negativo na freqtiéncia de manchas simples pequenas e no total de
manchas e aumento néo significativo em manchas simples grandes (inconclusivo). O extrato
aquoso de agafrdo nas concentragfes 3 e 5 mg/mL apresentou diagnostico negativo para
manchas simples pequenas e no total de manchas, porém houve aumento na freqtiéncia de
manchas simples grandes, um aumento ndo significativo na concentragdo 5mg/mL, mas
significativo em 3mg/mL

A Figura 8 apresenta as frequiiéncias totais de manchas mutantes por mosca,
observadas nas asas dos descendentes “MH” de Drosophila melanogaster, provenientes
dos cruzamentos padrdo “ST” e de alta bioativagdo “HB”, tratadas com diferentes

concentracoes de Acafrdo (Img/mL; 3mg/mL e 5mg/mL).

5 @EST
3 OHB

mosca
i

Frequéncia de
manchas por

Controle DXR Acafrdo Acafrdo Acafrédo
agua 0,125 1mg/mL3mg/ mL5mg/mL
mg/mL

Figura 8: Frequéncias totais de manchas mutantes por mosca nos
descendentes trans-heterozigotos “MH” provenientes dos cruzamentos
“ST” e “HB", tratados com diferentes concentracdes de acafrdo (Curcuma
longa L.).






Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH e BH resultantes do cruzamento padrdo (ST) tratados com
diferentes concentractes de Acafrao.

N. de M anchas por individuo ( no. de manchas) diag. estatistico® Total Média das Freqiiéncia deindugdo de manchas
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas classes detam. (por 10°células por divisio celular)’
Tratamentos  (N)  (1-2céls)’ (>2 célg)® mwh®  clonesmwh®® S/ corregdio por tam.%®  C/ corregdo por tam.%®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (nINC)
mwh/flr®
Controle agua 20 0,55(11) 0,05(1) 0,05(1) 0,65(13) 12 1,58 1,23 0,92
Acafriolmg/mL 20 095(19) i 0153) i  0,00(0) [ 1,10(22) i 22 1,77{ 2,00} 2,25{1,02} 1,93{1,02}
Acafrdo3mg/mL 20 1,15(23) + 015@3) i 0,00(0) i 1,30(26) + 26 1,73{1,86} 2,66{1,43} 2,21{1,30}
Acafrio5mg/mL 20  0,70(14) i 0102 i  0,05(1) [ 0,85(17) i 17 2,24{ 3,80} 1,74{0,51} 2,05{1,78}
DXR0,125mg/mL 20  350(70) + 460(92) + 510(102) +  1320(264) + 262 3,33(3,41} 26,84{ 25,61} 67,41{ 68,16}
mwh/TM3
Controle 4gua 20  0,35(7) 0,00(0) 9 0,35(7) 7 1,29 0,72 0,44
Acafriolmg/mL 20  055(11) i  0,05(1) i 0,60(12) i 12 1,33{1,40} 1,23{0,51} 0,77{0,34}
Acafréo3mg/mL 20 0,35(7) i 0,05(1) i 0,40(8) i 8 1,38{ 2,00} 0,82{0,10} 0,53{0,10}
Acafrio5mg/mL 20  060(12) i  010(2) i 0,70(14) i 14 1,43{1,57} 1,43{0,72} 0,97{0,53}
DXR0,225mg/mL 20 0,65(13) i 0,15(3) i 0,80(16) i 16 1,94{ 2,44} 1,64{0,92} 1,57{1,25}

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

®| ncluindo manchas simples flr® raras.

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

INUmeros entre chaves s30 as freqiiéncias de induco corrigidas em relagdo aincidéncia espontanea estimada do controle negativo.

°C = 48.000, isto &, niimero aproximado de células examinadas por individuo.

"Calculado de acordo com Frei et al. (1992).

9A penas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene mutante flr>.



Tabela 2. Freqliéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes MH e BH resultantes do cruzamento de alta bioativacdo (HB) tratados

com diferentes concentracfes de Acafrdo.

N. de M anchas por individuo ( no. de manchas) diag. estatistico® Total Média das Fregiiéncia deinducédo de manchas
Indiv. MSP MSG MG ™ manchas classes de tam. (por 10°células por divisio celular)’
Tratamentos (N) (1-2céds)’ (>2cél9)’ mwh®  clonesmwh®® & correcéio por tam.®®  C/ corregdo por tam.*®
m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) n/NC (2"%) X (nINC)
mwh/flr®
Controle agua 30 0,47(14) 0,07(2) 0,03(1) 0,57(17) 17 1,65 1,16 0,91
Acafréo 1 mg/mL 30 1,17(35) + 043(13) + 007(2) i 1,67(50)  + 50 2,50{ 2,94} 3,42{ 2,25} 4,83{4,32}
Acafréo 3 mg/mL 33 091(30) + 0,30(10) + 003(1) i 1,24(41)  + 41 1,95{ 2,21} 2,55{1,38} 2,46{1,60}
Acafréo 5 mg/mL 33 09431 + 0062 i 0000 i 1,0033)  + 33 1,58{ 1,48} 2,05{0,89} 1,53{0,62}
DXR 0,125 mg/mL 20 350(70) + 340(68) + 320(64) + 10,10(202) + 190 3,05{ 3,14} 19,47{ 17,55} 40,23{ 38,58}
mwh/TM3
Controle agua 35 0,57(20) 0,00(0) g 0,57(20) 20 1,20 1,17 0,67
Acafrao 1 mg/mL 30 047(14) - 003(1) i 050(15) - 15 1,27{0,73} 1,02-{0,15} 0,62-{0,06}
Acafréo 3 mg/mL 30 0,40(12) - 013(4) + 053(16) - 16 1,81-{7,38} 1,09-{0,08} 0,96{ 0,00}
Acafréo 5 mg/mL 30 027(8) - 0000) i 0,27(8) - 8 1,25{1,16} 0,55-{0,62} 0,32-{0,35}
DXRO0125mg/mL 20  0,80(16) i  0,000) i 0,80(16) i 16 1,38{1,81} 1,64-{0,12} 1,06-{ 0,10}

“Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicacéo para a avaliagéo de resultados

significativamente negativos. Niveis de significanciaa = 5 = 0,05.

®| ncluindo manchas simples flr® raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
INUmeros entre chaves s30 as freqiiéncias de induco corrigidas em relagdo aincidéncia espontanea estimada do controle negativo.

°C = 48.000, isto &, nimero aproximado de células examinadas por individuo.

fCalculado de acordo com Frei et al. (1992).
9Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, j& que 0 cromossomo balanceador TM3 n&o contém o gene mutante flr>,






A Figura 9 apresenta a porcentagem da freqiéncia total de manchas mutantes,
originadas por mutacdo e recombinacdo génica nos descendentes MH do cruzamento HB (alta
bioativagéo).

ERECOMBINAGCAO
OMUTACAO

Porcentagem

Controle Acafrdo Acgafrdo Acafrdo DXR 0,125
agua Img/mL 3mg/mL 5mg/mL mg/mL

Tratamentos

Figura 9. Mutagdo e recombinacdo somatica em Drosophila melanogaster,
descendentes do cruzamento de alta bioativacdo, apOs tratamento crénico com
extrato aquoso de acgafrdo e DXR 0,125 mg/ mL.

Baseado na constituicdo genética das moscas trans-heterozigotas marcadas (MH), os
clones (manchas) pequenos ou grandes podem ser originados por recombinacdo e/ou mutacao,
lesbes que ocorrem no cromossomo 3. Considerando as moscas heterozigotas balanceadas (BH),
portadoras do gendtipo TM3, os clones sdo originados apenas por mutacgdo, pois o TM3 inibe a
recombinagéo.

Verifica-se, portanto, que o acafrdo nas trés concentracdes foi altamente
recombinogénico e que esta taxa de recombinacéo foi de 70% na concentracdo 1mg/mL, 57% na
concentracao 3mg/mL e 73% no extrato aquoso 5 mg/mL, sendo esta Ultima concentracdo a que

apresentou menores taxas de eventos mutagénicos.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O pigmento extraido do acafrdo é um composto fenolico, denominado curcumina. A
curcumina € usada para colorir diversos alimentos e esta presente nos rizomas do acafrdo no teor
médio de 2,5 a 8,1% (AMORIM et al., 2004).

As concentracfes 1, 3 e 5mg /mL foram utilizadas para avaliar a genotoxicidade do
acafrdo (Curcuma longa L) em células somaticas das asas de Drosophila melanogaster e os
resultados demonstraram que o0 extrato aquoso de acafrdo induziu acdo genotoxica nos
descendentes MH do cruzamento HB em todas as concentragdes, enquanto que nos mesmos

descendentes do cruzamento ST esta acdo ocorreu de forma nao significativa, exceto para os



descendentes tratados com agafrdo 3mg/mL. A alta atividade genotdxica da Curcuma longa nos
descendentes do cruzamento de alta bioativagdo pode ser explicada pelo fato de algum principio
mutagénico, encontrado no acafrdo, depender da ativacéo via citocromo P.450. A necessidade de
ativacdo de alguns pro-mutagenos, pelas citocromo P.450 ja foi demonstrada por Graf e Van
Schaik (1992).

Mukhopadhay et al. (1998) também demonstraram os efeitos mutagénicos fracos do
acafrdo e da curcumina isolada, em células da medula O0ssea de camundongos tratados.
Resultados que, também, estdo de acordo com os resultados obtidos por Antunes et al., 1999 e
Araujo et al., 1999 que demonstraram o efeito mutagénico da curcumina, principal componente do
acafrdo, em células de ovéario de hamster chinés (CHO).

Por outro lado, a Curcuma longa ndo demonstrou ser genotéxica em células
precursoras da medula éssea e do baco de animais portadores de tumor de Ehrlich, mostrando-se
eficiente na atividade antimutagénica na dose de 30mg/kg (FERRO; SOUZA, 2003). E possivel
gue uma maior bioativacdo do acafrdo tenha levado a uma acdo citotoxica, diminuindo as
freqUéncias totais de manchas nos individuos MH do cruzamento HB, a medida que se aumentou
a concentracdo do extrato aquoso de acgafrdo, como mostrado na Tabela 2, sugerindo, portanto,
uma relacdo inversamente proporcional entre surgimento de clones mutantes e concentragdo de
acafrdo. Provavelmente, se for usada uma menor dose que 1mg/mL, essa genotoxicidade
aumente e, se usadas doses maiores que 5mg/mL, a freqiéncia de manchas mutantes va
diminuindo, sendo nesse caso letal para as células.

A curcumina é considerada um agente quimiopreventivo e esta sendo testada pelo
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos. Algumas outras atividades da curcumina sdo
relatadas na literatura como, por exemplo, inibidora de apoptose, inibidora da integrase tipo-1 do
HIV (MAZUMDER et al., 1995 apud ANTUNES; ARAUJO, 2000), inibidora das funcées induzidas
pela radiacdo ultravioleta, inibidora da expressdo de alguns protooncogenes e antioxidante,
atuando, provavelmente, pelo sequestro de espécies reativas de oxigénio (KAKAR; ROY, 1994
apud ANTUNES; ARAUJO, 2000).

No entanto, o presente estudo constatou a atividade recombinogénica da Curcuma
longa. A recombinacdo somatica € um mecanismo que leva ao fendmeno da perda da
heterozigose, podendo ser, de acordo com Guzman-Rincon e Graf (1995), um passo inicial na
carcinogénese induzida por agentes genotéxicos.

A recombinacdo mitGtica na regido proximal do braco esquerdo do cromossomo 3,
entre o centrébmero e locus flare-3 evidencia manchas gémeas, detectadas pela presenca de pélos
mwh e flr’, em uma mesma mancha. A ocorréncia desses eventos foi observada nos
descendentes tratados com o extrato aquoso de acafrdo, indicando presenca de atividade
mutagénica e recombinogénica (Figura 9). Trabalhos com a curcumina também demonstram que
esta pode ser capaz de induzir apoptose e fragmentagdo do DNA em células renais humanas
(WOO, J. H., 2003).



Concluimos, portanto, que, provavelmente, a Curcuma longa L. possua um
componente, ou associacdo de alguns, que sao capazes de ativar promutdgenos em mutagenos,
ou ainda ser genotoxico direto para Drosophila melanogaster. A atividade genotodxica, verificada
nos extratos aquosos, foi devida, principalmente, a sensibilidade e eficiéncia do SMART em
permitir a deteccdo de eventos mutacionais e recombinagdo somatica.

Como o agafrdo é muito usado como corante e condimento no nNOSso pais e
principalmente na nossa regido, e ndo ha duvidas de que a curcumina atualmente seja o corante
para alimentos mais estudado, devido principalmente as suas propriedades farmacologicas, sendo
entdo, importante que se facam novas pesquisas para conhecer o potencial genotoxico, de
principios isolados ou associados desta planta, em varios organismos teste, pois as contradicoes,
como as ja existentes na literatura, relatam que a eficacia no tratamento de doencas e o uso do
acafrdo também podem trazer prejuizos para o material genético bem como para a saude.

Finalmente, nas condicbes experimentais deste estudo, os extratos aquosos de
Curcuma longa L., popularmente conhecido como acafrdo, nas concentracfes 1, 3 e 5 mg/mL

apresentaram atividade recombinogénica em Drosophila melanogaster.
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