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Resumo: O extrato aquoso liofilizado de folhas de Solanum paniculatum L. (jurubeba), planta medicinal
muito utilizada pela populacdo como diurético, em tratamentos de figado e bago e para combater febre
e inflamagdes, foi submetido ao teste SMART/asa em células somaticas de Drosophila melanogaster,
para a avaliagdo de seu potencial mutagénico. Foram usadas trés diferentes concentragdes do extrato
de folhas (2,5 mg.mL?, 6,25 mg.mL*'e 10 mg.mL?*), sendo doxorrubicina (DXR) usada como controle
positivo e agua destilada com adicdo de sacarose a 5%, como controle negativo. Foram utilizadas



trés linhagens de Drosophila no experimento, fir3, ORR e mwh. As larvas obtidas dos cruzamentos
padrdo (ST: fémeas fir3 x machos mwh) e de alta bioativagdo (HB: fémeas ORR x machos mwh) foram
submetidas a tratamento crénico, apos o que foram feitas as analises das asas dos adultos emergentes.
Os resultados obtidos ndo demonstraram atividade mutagénica de S. paniculatum L. nos descendentes

dos cruzamentos ST e HB.

PaLavras-cHAVE: Drosophila melanogaster, genotoxicidade, jurubeba, SMART/asa, Solanum paniculatum L.

LACK OF MUTAGENICITY OF SOLANUM PANICULATUM L. IN SOMATIC CELLS OF DROSOPHILA MELANOGASTER:
SMART/wiING

ABssTrACT: The lyophilized aqueous extract of Solanum paniculatum L. (jurubeba) leaves, a medicinal plant
widely used by people as diuretic, in liver and spleen treatments, against fever and inflammation, underwent
the SMART/wing test in somatic cells of Drosophila melanogaster for the evaluation of its mutagenic potential.
We used three different concentrations of the leaf extract (2.5 mg.mL?, 6.25 mg.mL?, and 10 mg.mL?),
doxorubicin (DXR) as positive control, and distilled water with 5% sucrose as negative control. We
employed three lineages of Drosophila in this experiment, flr3, ORR, and mwh. The larvae derived from
the standard cross (ST: fIr3 females x mwh males) and the high bioactivation cross (HB: ORR females x
mwh males) were chronically treated and the wings of the emerging adults were analyzed. Our results
showed no mutagenic activity of S. paniculatum L. ST or HB crosses.

Key worbs: Drosophila melanogaster, genotoxicity, jurubeba, SMART/wing, Solanum paniculatum L.

INTRODUCAO

uso de plantas medicinais em

fitoterapia vai desde as formas

mais empiricas e tradicionais
até as cientificas (Newman et al., 2003). A fi-
toterapia acompanha a humanidade desde
0s povos primitivos, que ja utilizavam plan-
tas medicinais para curar doengas (Balunas &
Kinghorn, 2005). Entretanto, existem poucos
estudos relativos ao seu potencial mutagénico
e/oumodulador de danos induzidos ao DNA.

Solanum paniculatum L., popularmente
conhecida como jurubeba, é um desses fito-
terdpicos largamente usados. E uma espécie
nativa do Brasil, onde ocorre de norte a sul,
crescendo também em outras regides tropicais
do continente sul-americano. A jurubeba per-
tence a familia Solanaceae, composta de mais
de 3.000 espécies e 90 géneros, uma das mais
importantes do ponto de vista econémico
(Garcia et al., 2008). As plantas dessa familia
podem apresentar porte herbdceo, arbustivo
ou arboéreo.

Ajurubeba é uma planta perene, arbus-
tiva, ereta, atingindo cerca de 2 m de altura,
ramificada, com folhas alternadas, pecioladas,
de tonalidade mais escura na face superior,
que é coberta por pelos e espinhos. E nativa
em quase todo o Brasil, crescendo espontanea-

mente em terrenos degradados, principalmen-
te Cerrados, pastagens, terrenos baldios e bei-
ra de estradas (Lorenzi, 2000; Nunes & Araujo,
2003). De modo semelhante ao que ocorre com
outras plantas invasoras, a jurubeba caracte-
riza-se por apresentar capacidade de coloni-
zagao rapida em ambientes abertos (inclusive
aqueles com agdo antrdpica). Sua reproducdo
é predominantemente autogamica, o que lhe
confere alta uniformidade genética em nivel
populacional (Forni-Martins et al., 1998).

Frequentemente reconhecida como erva
daninha, a jurubeba é classificada como fitote-
rapico oficial na Farmacopeia Brasileira. Seus
frutos sdo consumidos como tempero, em pi-
cles, e como aditivo, em aguardente de cana-
de-agticar, em vérias regides do Brasil (Loren-
zi & Matos, 2002).

Na medicina tradicional, suas raizes, fo-
lhas e frutos vém sendo empregados ha muito
tempo contra problemas hepaticos e digesti-
vos, para estimular fung¢des digestivas, reduzir
o inchago do figado e vesicula, contra hepatite
e gastrite cronicas, anemias, febres intermiten-
tes, hidropsia e tumores uterinos (Bernardes,
1984; Coimbra, 1994; Cruz, 1995; Schwont-
kowski, 1993). O cha de suas folhas é usado
cotidianamente ap6s o consumo exagerado
de alcool e alimentos (Cruz, 1995; Schwontko-
wski, 1993). Além disso, seu uso externo tem



funcdo cicatrizante de feridas, tlceras, pruri-
dos e contusdes (Nunes & Araujo, 2003).

A analise citotéxica e genotdxica da ju-
rubeba e de outros extratos de plantas é ex-
tremamente importante, pois os extratos de
plantas vém se tornando fonte altamente atra-
tiva para a elaboragdo de novos farmacos (Si-
moes et al., 2000).

Abusca por principios ativos de plantas
largamente empregadas em medicina popu-
lar reforca a importancia dos estudos acerca
de seus efeitos genotdxicos e antigenotoxicos,
garantindo a populacdo maior seguranca para
uso continuo.

Para avaliar a atividade genotdxica de
S. paniculatum L., foi escolhida a mosca das
frutas, Drosophila melanogaster, que permite
desenvolver sistemas de ensaios rapidos e
confidveis, vez que apresenta diversas vanta-
gens, tais como: tempo curto de geragao (apro-
ximadamente 10 dias a 25°C), caracteristicas
morfolégicas facilmente detectaveis, grande
numero de mutantes isolados, todo o genoma
mapeado e desenvolvimento em meio de cul-
tura de baixo custo (Graf & van Schaik, 1992).

O teste para deteccdo de mutagdo e re-
combinacdo somatica denominado SMART/
asa (Somatic Mutation and Recombination Test)
possibilita a deteccdo de mutagdes génicas,
aberracdes cromossOmicas e recombinagoes
genéticas ocasionadas por genotoxinas de
acao direta e/ou indireta, nas células do disco
imaginal que formarao os pelos das asas (Cal-
deira, 2008). O teste fundamenta-se no fato
de que, durante o inicio do desenvolvimento
embriondrio de D. melanogaster, grupos de cé-
lulas das larvas (discos imaginais) proliferam
mitoticamente até se diferenciar, durante a
metamorfose, em asas na mosca adulta (Costa
& Nepomuceno, 2003). Caso ocorra alteracdo
genética em uma das células do disco imagi-
nal da asa, tal alteragcdo estard presente em
todas as células descendentes e formara um
clone de células mutantes nas asas da mosca
adulta (Ito et al., 1997).

O presente estudo teve como objetivo
verificar o potencial genotéxico do extrato
aquoso liofilizado de S. paniculatum L. (EAju)
por meio do teste SMART/asa, envolvendo
o cruzamento padrdo (ST) e o cruzamento de
alta bioativacao metabdlica (HB).

MATERIAIS E METODOS

A porgao foliar da espécie S. paniculatum
L. foi coletada nas margens do rio Meia Ponte,
no bairro Goiania II, do municipio de Goiania,
Goias, em setembro de 2008. A identificacdao
do material foi realizada pelo Prof. Dr. Hele-
no Dias Ferreira, do Departamento de Biolo-
gia Geral da Universidade Federal de Goids
(UFG). A exsicata encontra-se depositada no
Herbario da Unidade de Conservagdo da UFG
(n° 30.430).

Para avaliar o potencial genotoxico de
S. paniculatum, foram selecionadas trés do-
ses do EAju (2,5 mg.mL?, 6,25 mg.mL’ e
10 mg.mL"), estabelecidas com base em in-
formagdes fornecidas pelos comerciantes de
plantas medicinais em Goiania. As doses fo-
ram obtidas a partir de uma solucdo de 15 g
de folha em 1 L de 4gua, por infusdo, que foi
liofilizada resultando em 0,800 g de extrato.
As trés doses (2,5 mg.mL?, 6,25 mg.mL"e
10 mg.mL") foram preparadas dissolvendo-se
0,05 g, 0,125 g e 0,20 g do EAju em 20 mL de
solucdo de sacarose a 5%, respectivamente. O
solvente utilizado para a dissolugdo do extra-
to liofilizado foi preparado diluindo-se 1 g de
sacarose (Laboratério VETEC, lote 0700801)
em 20 mL de dgua, visando tornar seu sabor
mais aceitavel pelas larvas, obtendo-se uma
solucgdo de sacarose a 5%. Em tubos de fundo
chato contendo 0,9 g de puré de batata (Yoki
Alimentos S.A., Sao Bernardo do Campo, Sdo
Paulo, Brasil), foram acrescentados 3 mL de uma
das diferentes concentracdes do EAju, colocan-
do-se as larvas de D. melanogaster no terceiro
estagio. Como controle positivo, utilizou-se
cloridrato de doxorrubicina (Eurofarma Labo-
ratérios Ltda., Sao Paulo, CAS n 23214-92-8)
na forma de cristais solidos, na concentracdo
de 0,125 mg.mL" e, como controle negativo,
solucdo de dgua destilada e sacarose a 5%.

Para manter as linhagens de D. melano-
gaster, bem como para a realiza¢do dos cruza-
mentos, utilizou-se o meio de cultura banana-
agar, de acordo com o método de Marques et
al. (1966) modificado, distribuido em garrafas
estéreis de 200 mL.

Para a obtenc¢do de larvas, o meio de ovo-
posicdo constituiu-se de uma base sélida feita
com agar a 1,5% (camada de 0,5 cm), coberta



com uma camada de fermento biol6gico + acu-
car cristal + 4gua destilada (Graf et al., 1984).

Para o tratamento cronico das larvas,
utilizou-se meio a base de puré de batata hi-
dratado com as diferentes concentra¢des do
EAju e os controles positivo e negativo.

Foram utilizadas trés diferentes linha-
gens de D. melanogaster:

1) mwh (multiple wing hairs), com consti-
tuicao cromossdmica mwh/mwh;

2) flare3 (flr3), com constituigdo genética
flr3/In (3LR)TMS3, rip* sep 1(3)89Aabx>* e Bd;

3) ORR; flare-3 (ORR; fIr3), com consti-
tuicdo genética ORR/ORR; flr3 /In (3LR)TM3,
ri p? sep 1(3)89Aabx** e Bd® (Graf & van Schaik,
1992; Graf et al.,1989; Guzman-Rincén & Graf,
1995).

Para a avaliagdo do efeito genotéxico do
EAju foram utilizados: o cruzamento padrao
(ST), com niveis basais de enzimas de metabo-
lizagcdo (citocromo P450), e o cruzamento de
alta bioativacao (HB), com niveis elevados de
enzimas de metabolizagdo (citocromo P450).
Para o ST, machos da linhagem mwh foram
cruzados com fémeas virgens da linhagem fIr’
(flare). Para o HB, machos mwh foram cruza-
dos com fémeas virgens ORR; flr3. Cada cru-
zamento envolveu 80 fémeas virgens de fIr3 ou
ORR e 40 machos de mwh por garrafa, durante
48 h. Apos esse periodo, os reprodutores fo-
ram transferidos para vidros contendo meio
de ovoposigdo, no qual permaneceram por 8 h,
sendo posteriormente descartados.

Decorridas 72 + 4 h do inicio da ovopo-
si¢do, larvas de D. melanogaster no terceiro es-
tagio foram coletadas e lavadas em agua cor-
rente, com o auxilio de peneira de malha fina
e colocadas em tubos de fundo chato, previa-
mente preparados com meio puré de batatas
hidratado a 3 mL com as diferentes concentra-
¢des do EAju e os controles positivo e negati-
vo, todos em triplicata.

PREPARO DAS LAMINAS

As asas das moscas foram removidas
com auxilio de pincas entomolodgicas e micros-
copio estereoscopico. As laminas foram man-
tidas em placa aquecedora a 40°C por 3 h, apds
o que foram cobertas com laminulas contendo
solucdo de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL
de glicerol, 50 g de hidrato de cloral, 50 mL

de dgua destilada), permanecendo por mais
3 h a 40°C, pressionadas com cerca de 500 g
de metal.

As asas das moscas adultas foram ana-
lisadas em microscopio 6ptico de luz com au-
mento de 400x, registrando-se a frequéncia e
os tipos de manchas encontradas (simples ou
gémeas), assim como o seu tamanho e a posi-
¢do em que se encontravam na asa.

REsuLTADOS

Os dados da avaliagdo genotdxica do
EAju obtidos na anélise dos descendentes trans-
heterozigotos marcados (MH) dos cruzamentos
ST e HB sao apresentados na Tabela 1, eviden-
ciando auséncia de inducdo significativa na
frequéncia de manchas simples pequenas,
manchas simples grandes e manchas grandes,
em ambos os cruzamentos (ST e HB).

Discussio

A planta medicinal Solanum paniculatum
L. tem sido alvo de varias pesquisas em de-
corréncia da expansdo de seu uso como fito-
terapico, visto que a medicina popular oferece
precos mais acessiveis que os dos dos farma-
cos industrializados. Uma dessas linhas de
pesquisa consiste na avaliagdo do potencial
mutagénico e/ou modulador de extratos des-
sa planta.

Testes bem definidos para a verificacdo
da mutagenicidade de agentes fisicos e qui-
micos tém sido desenvolvidos em D. melano-
gaster, os quais sdo capazes de medir amplo
espectro de danos genéticos induzidos em cé-
lulas germinativas ou somaticas (Wiirgler et
al., 1984).

Analisando-se a Tabela 1, observa-se
que o EAju ndo apresentou atividade mutageé-
nica direta (ST) ou indireta (HB) em nenhuma
das trés concentragdes testadas (2,5 mg.mL",
6,25 mg.mL* e 10 mg.mL"). O aumento na
frequéncia de manchas mutantes simples
pequenas, simples grandes e gémeas, em
comparagdo com o controle negativo, nao foi
significativo. Resultado similar foi encontrado
por Vieira (2008) com o teste de microntcleos
da medula 6ssea de camundongos, usando ex-
trato etandlico das folhas de S. paniculatum L.
Faz-se interessante ressaltar que concentragoes
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elevadas desse extrato etandlico apresentaram
atividade mutageénica e que, na avaliagdo dos
frutos desta espécie, também foi observada
atividade mutagénica. Assim, verifica-se uma
divergéncia de resultados, que pode ser de-
corrente do modo de preparo do extrato, da
solucdo etandlica (microntcleos) e da solugao
aquosa (manchas nas asas), bem como de va-
riagdes nas concentragdes utilizadas.

Estudos fitoquimicos de S. paniculatum
L. revelaram a presenca de diversos compos-
tos, como saponinas, glicosideos e alcal6ides
(Blankemeyer et al., 1998; Ripperger, 1967a,
1967b, 1968; Ripperger & Schreiber, 1968). Al-
guns alcal6ides presentes nessa espécie foram
avaliados por Vieira (2008), por meio do teste de
Ames e do teste de micronticleo em camundon-
gos, e ndo demonstraram atividade mutagénica,
resultado similar ao obtido no presente estudo.

As saponinas presentes no género So-
lanum possuem diversas propriedades, ja es-
tudadas por intermédio de testes in vitro para
avaliagdo de sua atividade mutagénica e an-
timutagénica. Em se estudo, Scarpato et al.
(1998) demonstraram que este composto ndo
induziu a formagado de microntcleos em linfé-
citos humanos, mas inibiu as ag¢des citotoxica
e genotdxica induzidas pela mitomicina C e
bleomicina, respectivamente, atuando como
agente antimutageénico.

A diversidade da composi¢do quimica
e as diferencas em quantidade dos principios
ativos em extratos refletem em diferentes res-
postas em diversos teste de avaliacdo genoto-
xica e antigenotoxica (Vieira, 2008).

Em resumo, pode-se concluir que o ex-
trato aquoso liofilizado de S. paniculatum L.
ndo é agente mutagénico de agdo direta (ST),
nem agente mutagénico de agdo indireta (HB).
Por outro lado, em fun¢do dos constituintes ja
isolados desta espécie de planta, sugere-se a
condugao de estudos para a avaliagdo de seu
potencial antimutagénico ou modulador de
danos induzidos no DNA.
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