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RESUMO

Liguens, organismos simbiontes notaveis, produzem metabdlitos secundarios
amplamente citados por suas atividades bioldgicas. Entretanto, pouco se sabe a
respeito do potencial toxico ao DNA destes fendis. Este trabalho avaliou o perfil
mutagénico e genotoxico dos acidos Usnico e divaricéatico, através do teste de Mutacdo
e Recombinagcdo Somatica (SMART) e ensaio Cometa, utilizando Drosophila
melanogaster como modelo experimental. Organismos descendentes dos
cruzamentos entre as linhagens de D. melanogaster mwh e flr®, foram submetidos a
diferentes concentracdes do acido usnico (0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL) e do
acido divaricatico (0,32, 0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL). Os resultados foram
comparados com o controle positivo, mitomicina a 1,0 mg/mL e negativo, solventes de
diluicdo. Os ensaios cometa foram realizados em hemdcitos de D. melanogaster,
linhagem Oregon-R. As células foram expostas as doses 0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11
mg/mL do acido usnico e 0,32, 0,63, 1,26, 2,53 mg/mL do &cido divaricético. Os
resultados foram comparados aos controles positivo de ciclofosfamida a 1mg/mL e
negativo, mistura dos solventes. No ensaio de antigenotdxicidade foram utilizadas as
mesmas concentragfes de acido Usnico acrescidas de mitomicina a 1mg/mL. Os
resultados mostraram que as larvadas submetidas o acido Usnico no teste SMART
apresentaram uma sobrevivéncia superior a 70% dos individuos demonstrando, com
niveis ndo significativos de genotoxicidade. Resultado semelhante ao ensaio Cometa.
O &cido usnico apresentou reducdo da mutagenicidade, em todas as concentracdes
guando associado a mitomicina, caracterizando efeito antigenotoxico. O acido
divaricatico, no teste SMART, apresentou efeito toxico nas concentra¢des 5,05 e 10,11

mg/mL e efeito genotoxico no ensaio cometa nas doses 0,32, 0,63, 1,26, 2,53.

Palavras- chave: fendis liguénicos, genotoxicidade, antigenotoxicidade.
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ABSTRACT

Lichens are notable symbiontic organisms. They can produce phenolic compounds
widely described because its biological properties. However a little bit is known about
the mutagenic and genotoxic potential of these molecules. This study evaluated the
mutagenic and genotoxic profile of the usnic and divaricatic acids through the Somatic
Mutation and Recombination test (SMART) and the comet assay using the Drosophila
melanogaster as experimental model. Organisms descendants of the crossing between
strains of D. melanogaster mwh and flr3 were submitted to different concentrations of
usnic (0,63, 1,26, 2,53, 5,05 and 10,11 mg/mL) and divaricatic acid (0,32, 0,63, 1,26,
2,53, 5,05 and 10,11 mg/mL). The results were obtained by comparation with the
positive and negative standards, mitomicine (1,0 mg/mL) and the dilution solvent
respectively. The comet assay were realized using hemocites of D. melanogaster from
the Oregon — R strain. The cells were exposed to the different concentrations of the
usnic and divaricatic acids. The results were obtained byu comparation with the
positive and negative standards, cyclophosphamide (1,0 mg/mL) and the dilution
solvent. The antigenotoxicity assay used the same concentrations of the usnic acid
with the addition of the mitomicyn (1,0 mg/mL). The results demonstrated that the
larvae submitted to usnic acid exhibit a higher survival rate of 70%, with no significant
levels of genotoxicity. The same result was observed to the comet assay. The usnic
acid showed a significant reduction of the mutagenicity in all the tested concentrations
with the addition of mitomicyn characterizing an antigenotoxic effect. The divaricatic
acid in the SMART test showed a toxic effect at the concentrations of 5,05 and 10,11

mg/mL and a genotoxic effect ant the concentrations of 0,32, 0,63, 1,26, 2,53 mg/mL.

Key words: Lichenic phenolics, genotoxicity, antigenotoxicity.



CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A simbiose,é uma interagdo ecoldgica interespecifica, ou seja, acontece entre
organismos de diferentes espécies, ocorrendo de forma obrigatéria e harmoniosa,
permitindo vantagens reciprocas para as espécies envolvidas (BOUCHER et al.,1982). Entre
0s exemplos mais notaveis envolvendo esta relacdo estdo os liquens, que séo originados a
partir da associagdo entre fungos e algas ou cianobactérias. Os liquens produzem, através
de suas rotas secundarias, compostos denominados substancias liquénicas ou fenois
liquénicos. Estes compostos sdo agrupados em diversas familias quimicas, acidos Usnicos,
dibenzofuranos, depsideos, depsidonas, lactonas, quinonas e derivados do acido pulvinico
(SHUKLA et al., 2011). Diversos destes sdo reconhecidos pelo seu potencial biol6gico,
como o acido Usnico, descrito como antimicrobiano (FALCAO et al., 2004; COCCHIETTO et
al., 2002; SEGATORE et al., 2012), anti-inflamatério (VIJAYAKUMAR et al., 2000),
antineoplasico (MAYER et al., 2005; BRANDAO et al., 2013), antioxidante (KOHLHARDT-
FLOEHR et al., 2010; BEHERA et al., 2012), antiviral (SOKOLOV et al., 2012), moluscicida
(MARTINS, 2013) e cicatrizante (BRUNO et al., 2013). H4, porém compostos que apesar de
serem quimicamente bem conhecidos, ndo tém suas potencialidades biolégicas
devidamente descritas. Este é o caso do acido divaricatico, que pode atuar como agente
protetor contra a radiacdo U.V. (GALLOWAY, 1993; FERNANDEZ et al.,1996) um dos
agentes causadores do cancer de pele. Apesar do grande nimero de publicacdes, mesmo
para o acido Usnico, pouco se sabe a respeito da acdo toxica e ou mutagénica desses

acidos.

Outros metabdlitos liquénicos também sdo conhecidos por suas propriedades
farmacoldgicas e biolégicas, citando-se desde a atividade anti-hipertensiva, antitumoral,
antiviral, anti-inflamatéria e antiparasitaria (MAIA et al.,, 2002; RANKOVIC et al., 2011),
dentre outras. Entretanto, poucos trabalhos trazem dados sélidos a respeito do mecanismo
de acdo dos diversos compostos, deixando uma grande lacuna no conhecimento sobre

outros possiveis efeitos colaterais. Adiciona-se a isto a necessidade de se conhecer a



by

seguranca relativa a cronicidade do uso, especialmente se existir alguma intencdo de

aplicacdo em farmacologia animal ou mesmo em humanos por um longo prazo.

Neste cenario, se faz relevante, entre outros, o estudo dos efeitos dos compostos
liquénicos sobre o DNA e os cromossomos dos organismos, destacando o fendmeno de
mutagénese que é caracterizado por qualquer alteracdo no DNA. Segundo Snustad e
Simmons (2001), diversas patologias podem ser explicadas por mutacdes, pois grande parte
destas alteracGes exerce efeito nos fendtipos, através de modificacdes nas cadeias
polipeptidicas que resultam em alteragbes e/ou bloqueios das vias metabolicas, com

consequéncias que podem até mesmo ser letais.

Devido ao fato dos organismos estarem constantemente expostos a agentes
mutagénicos, diversos métodos sao aplicados na identificagdo dos danos no material
genético da célula, com destaque para o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica
(SMART - Somatic Mutation and Recombination Test), descrito por Graf et al. (1984); e o
Ensaio Cometa, descrito por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Singh et al. (1988).

Em testes genotoxicos o modelo Drosophila melanogaster tém sido amplamente
utilizado em decorréncia da facilidade de manipulagéo laboratorial deste organismo (que tem
um ciclo de vida rapido, com cerca de nove dias), a facilidade na deteccao dos fenétipos e o
grande conhecimento acumulado acerca de seu DNA, sequenciado ha mais de uma década
(POWELL, 1997; ADAMS et al., 2000; RAND, 2010).

Portanto, estudos que tragam informacgdes a respeito dos efeitos que os fendis
liquénicos tém sobre o DNA e o0s cromossomos, podem certamente auxiliar no

preenchimento das lacunas cientificas destes importantes compostos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de mutagenicidade in vivo dos metabdlitos secundarios liquénicos,
acido usnico comercial e &cido divaricatico purificado de Ramalina complanata no

organismo modelo Drosophila melanogaster.

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Isolar e purificar o acido divaricatico, da espécie Ramalina complanata

2.Caracterizar, qualitativa e quantitativamente, o potencial mutagénico, e/ou
recombinogénico de diferentes concentracbes do acido Usnico e do &cido divaricatico, em
células somaticas de larvas descendentes de adultos de cruzamentos especificos de

Drosophila melanogaster, através da aplicagcdo do teste SMART;

3. Avaliar o potencial genotéxico de diferentes concentracbes do acido Usnico e do &cido
divaricatico em células da hemolinfa de larvas de Drosophila melanogaster, utilizando a

metodologia do Ensaio Cometa,;

4. Avaliar o potencial efeito antimutagénico do acido Usnico, em células sométicas de larvas
de Drosophila melanogaster, através da aplicacdo do teste SMART, e estabelecer esta

como uma nova metodologia para este tipo de investigacao.



1.3 Reviséao Bibliografica

1.3.1 Os liquens

Os liquens constituem uma complexa estrutura simbibdtica entre algas ou
cianobactérias e fungos. O componente fingico é chamado micobionte e na sua maioria
pertencem ao filo Ascomycota, e em menor propor¢cdo, aos filos Basidiomycota e
Deuteromycota. J& o componente fotossintetizante €& denominado fotobionte, sendo
constituido por algas unicelulares pertencentes as divisdes Chlorophyta e Cyanophyta
(CARRAZONI, 1983).

No entanto, alguns autores consideram essa associacdo como um parasitismo
controlado (Purvis 2000; Will-Wolf et al. 2004) e, outros, como uma relacdo de parasitismo
obrigatério devido, fotobionte ter seu tempo de reproducdo e crescimento reduzidos pela
presenca do fungo, e pela dependéncia do fungo dos produtos resultantes da fotossintese
realizada pelo fotobionte.(FILHO; RIZZINI,1976)

Caracterizam-se como um grupo bastante diverso, apresentando uma quantidade de
espécies que varia de 13.500 a 17.000 (VALENCIA; CEBALLOS, 2002). Sao de dificil
posicionamento dentro dos sistemas de classificacdo de seres vivos devido a sua singular
constituicdo. Mas mesmo assim, sua definicdo taxon6mica leva em consideracédo o fungo
liquénico, obedecendo ao Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ALEXOPOULOS
et al., 1996).

Os liquens séo classificados em crostosos que se apresentam intimamente ligados
ao substrato pela medula e podem estar ou ndo bem delimitados no substrato, ndo ha cortex
inferior (Figura 1.1 A) (CARLILE et al., 2001). Foliosos (Figura 1.1B), apresentam camadas
bem definidas, suas estruturas sao formadas pelo cértex superior, que funciona como uma
base de protecdo, por uma camada de fotobionte, e pela medula, com hifas frouxamente
organizadas e poucas algas encontradas dispersas entre as hifas, e por um estrato inferior
denominada cortex inferior, que pode apresentar estruturas chamadas rizinas, que
proporcionam a aderéncia do talo ao substrato (HALE 1979). Fruticosos (Figura 1.1C),
assemelham-se a pequenos arbustos, podendo ser prostrado, ereto, pendente, com simetria
radial; em corte transversal sdo cilindricos e achatados (WEBSTER; WEBER, 2007).
Esquamuloso (Figura 1.1D) é formado a partir de pequenos lébulos ou escamas, possui a
mesma estrutura do tipo folioso, no entanto, com auséncia de rizinas no cortex inferior. E

estd fixado no substrato através de uma por¢éo central do cortex inferior e como dimarficos



(Figura 1.1E) apresenta dois tipos de talos até chegar a forma madura, combinando-se entre
0s tipos crostoso-fruticoso ou esquamuloso-fruticoso (BRODO,2001).

Haematomma africanum (J. Steiner) C.W. Parmotrema sorediosulphuratum Eliasaro &
Donha

Figura 1.1 Diferentes tipos de liquens. A. crostoso, B. folioso, C. fruticoso, D. escamuloso e E.
dimérfico. Fonte: www.tropicallichens.net. Acesso em 16.12.2015.



Estdo amplamente distribuidos desde as regifes polares as tropicais e das planicies
as montanhas mais altas. Crescem em ambientes de muita luminosidade, &ridos ou em

temperaturas extremas, desfavoraveis para plantas superiores (NASH, 2008).

Os liquens produzem varias substancias que sao divididas em dois grupos:
substancias do metabolismo primario e substancias do metabolismo secundario, que sdo 0s
principais responsaveis por suas propriedades e acdes farmacologicas (NASH, 2008). As
primeiras tém funcdes estruturais e atuam no metabolismo celular, sendo encontradas
também em outros organismos vegetais como produtos resultantes da atividade
fotossintética. Sdo aminoacidos, enzimas, pigmentos, polidlcoois, vitaminas e
polissacarideos. Ja os produtos extracelulares, denominados substancias especiais do
metabolismo secundario, também designadas como &cidos ou fendis liquénicos, sé&o
encontrados na medula ou no cortex dos liquens, e raramente em ambas as camadas
(PODTEROB, 2008). A origem biossintética dessas substancias pode ocorrer através das
vias metabdlicas do acetato-polimalonato, onde € sintetizada a maioria das substancias
tipicas, como quinonas, depsideos, depsidonas, acidos Usnicos e acidos graxos; a via do
acido mevalbnico, onde ocorre a formacdo dos terpenoides e esterdis; a via do acido
chiquimico, que origina muitos dos pigmentos amarelos (HALE,1983) e a via dos
carboidratos, que produz os sacarideos e polidis, produtos da reducéo de acglcares (Xavier-
Fillho,1989) .Ao todo sdo conhecidos aproximadamente 1.050 compostos provenientes do
metabolismo secundario de liquens (STOCKER-WORGOTTER, 2008).

Os liquens constituem, assim, importantes fontes de novas moléculas bioativas,
através do uso direto de seus metabdlitos secundarios, ou empregando-se compostos
derivados, produzidos no intuito de aumentar a efetividade e a absor¢do, ou diminuir a
toxicidade (CRAGG; NEWMAN, 2005).

As substancias isoladas dos liquens tém apresentado diversas atividades biolégicas
como de fotoprotecdo, antiviral, antibacteriana, antiherbivoria, antioxidante, antipirética, de
acdo analgésica (MOLNAR; FARKAS, 2010), e como fontes promissoras de drogas
antitumorais (BOUSTIE et al.,, 2011). Das numerosas substancias liquénicas isoladas
podem ser mencionadas o 4cido fumarprotocetrarico, que apresenta atividade expectorante
e antioxidante (ALVES et al., 2014); o &cido lecandrico, que se comporta como antioxidante
e também tem acdo contra bactérias Gram-positivas (GAIKWAD et al., 2014); o acido
salazinico, que possui atividades citotoxicas (MICHELETTI et al., 2009) e antimicrobianas
(FALCAO et al., 2004); e os &cidos Usnico e divaricatico, que sdo amplamente estudados

guanto as suas propriedades farmacolégicas (BOGO, 2012). Estes dois Ultimos compostos



séo classificados como dibenzofuranos e depsideos, embora alguns autores considerem o
acido Usnico como prototipo de uma classe distinta dos derivados do proprio &cido Usnico,

por apresentar um carbono assimétrico em seu anel furano (HONDA; VILEGAS, 1998).

O &cido usnico
Através da ciclizacdo do tipo floroglucinol forma-se o acido Ushico, um dos mais
importantes metabdlitos liquénicos, produzido por diversos géneros dentre eles Cladonia

(Cladoniacea), Lecanora (Lecanoraceae), Usnea (Usneaceae), Parmelia (Parmeliaceae) e
Ramalina (Ramalinaceae) (INGLOLFSDOTTIR, 2002).

O acido usnico (Figura 1.2), caracteriza-se por ser € uma substancia de origem
natural produzida a partir do metabolismo secundario de liquens de pigmenta¢do amarelada
(MULLER, 2001; COCCHIETTO et al., 2002). O composto tem baixa solubilidade em agua e
existe em duas formas enantioméricas na natureza: acido Usnico () e (+)
(INGOLFSDOTTIR, 2002, COCCHIETTO et al., 2002).

Figura 1.2 Estrutura quimica do acido usnico.(HONDA,1998)

A literatura descreve atividades bioldgicas do &cido Usnico desde o seu isolamento,
como agente tuberculostatico quando associado a estreptomicina, eficaz sobre cepas de
micobactérias resistentes a penicilina (BENZINGER et al., 1960). Sua associacdo
medicamentosa com a estreptomicina foi favoravel no combate a tuberculose in vivo
(VARTIA; TERVILA, 1952). Patiala e Patiala (1954) demostraram em numerosos testes in
vitro e in vivo que o acido Usnico possui um efeito bacteriostatico contra o bacilo da
tuberculose, além de ser o provavel responsavel pela diminuigcdo e, em certos casos, até o

desaparecimento de determinados sintomas de pacientes humanos com tuberculose anal,



tratados com esta substancia (BENZINGER et al., 1960). Desde entdo os estudos sobre as
atividades biolégicas foram tomando espaco, demonstrando relevantes resultados sobre as
acbes farmacologicas do acido Usnico, tais como: atividade anti-inflamatoria
(VIJAYAKUMAR et al., 2000), antibidtica (COCCHIETTO et al.,, 2002; SEGATORE et al.,
2012), antineoplasica (RIBEIRO-COSTA et al., 2004; MAYER et al., 2005; SANTOS et al.,
2006; BRANDAO et al., 2013), antioxidante (KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010; BEHERA,;
MAHADIK; MOREY, 2012), antiviral (SOKOLOV et al., 2012), moluscicida (MARTINS, 2013)
e cicatrizante (BRUNO et al., 2013).

O acido divaricatico

O &cido divaricéatico € um metabdlito secundario de composicdo fendlica (Figura 1.3),
isolado a partir de extratos organicos de Ramalina complanata (Figura 1.4) com atividades
antimicrobianas. Este pode atuar como agente protetor contra a radiagcdo U.V., um dos
agentes causadores do cancer de pele (GALLOWAY, 1993; FERNANDEZ et al.,1996).
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CHy OH OH
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Figura 1.3 Estrutura quimica do acido divaricatico.(HONDA,1998)

Figura 1.4 Imagem da espécie Ramalina complanata (CNALH, 2015. Acesso em 03.12.2015).



1.3.2 O fendmeno mutacéao e seus efeitos

O fendmeno mutacao refere-se a qualquer alteracdo na sequéncia do DNA, sendo
considerada fonte primaria de variabilidade nos processos evolutivos, que proporciona
novas combinacdes genéticas e assim, permite uma adaptacdo dos organismos as
mudancas do meio ambiente. A transmissdo desse evento genético para os descendentes
poderd ocorrer apenas se a linhagem celular envolvida for uma célula germinativa
(SNUSTAD; SIMONS, 2001)

Entre os tipos de mutacdo estdo as mutacdo pontuais, que afetam um Gnico par de
bases do DNA ou um pequeno numero de pares de bases adjacentes. As modificacdes
causadas pelas mutacdes pontuais podem ser provocadas por substituicdo, insercdo ou
delecdo de bases (GRIFFITHS et al.,, 2009). Ha ainda as mutacdes classificadas como
espontaneas, que tém origem em erros na replicagdo do DNA e podem acontecer
naturalmente, provocadas por lesdes, por inser¢cdo de elementos transponiveis ou por
alteracdes tautoméricas (BROWN, 1999) e outras. A ocorréncia de eventos mutacionais
pode ser aumentada pela exposicdo do organismo a agentes mutagénicos, a chamada
mutacdo induzida. O potencial ou eficiéncia desses agentes é avaliado pelo incremento da
frequéncia de mutacdes em relacdo ao nivel basal, quando se analisa um organismo a ele
exposto (SIVIERO; MACHADO-SANTELLI, 2008).

Na maioria das vezes, as mutagbes, exercem um efeito negativo no fenétipo,
podendo determinar a perda do controle do ciclo celular e o aparecimento de tumores e
aberracdes (SNUSTAD; SIMMONS, 2001). O cancer é definido por processos patoldgicos
que tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
orgdos, e que pode espalhar-se para outras regides do corpo. Neste caso, as células
dividem-se rapidamente e tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas (INCA,
2011). O cancer esta intimamente ligado & mutagénese, que € uma consequéncia do dano
genético, e pode ser o estagio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcindbgenos
guimicos inicia a formacédo do tumor (RIBEIRO et al., 2003). O DNA é a unidade de heranga
e qualquer alteragdo em sua estrutura (mutacao e translocacao) em células germinais pode
ser transmitido a geracdo seguinte, causando baixa viabilidade, baixa fertilidade, baixo
sucesso reprodutivo e teratogenicidade (BICKHAM et al. 2000; YAUK et al., 2000; MAES et
al., 2005; MEDINA et al., 2007; GARDESTROM et al., 2008).

Segundo Sanseverino et al. (2005), o desenvolvimento de malformagbes e suas

manifestacdes no desenvolvimento anormal do feto aumentam a medida que se incrementa
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a dose do agente toxico, variando desde nenhum efeito, passando pelos danos funcionais e
malformac6es, até a morte do embrido. A interferéncia no desenvolvimento embrionério pela
acdo do teratégeno depende de diversos fatores, dentre eles destacam-se, a concentracao
e 0 mecanismo especifico do teratdbgeno e o periodo de exposicdo do embrido
(SANSEVERINO et al., 2005).

A maioria das mutagdes € induzida por agentes mutagénicos e todos 0s seres vivos
estdo expostos permanentemente a substancias mutagénicas (MOUSTACCHI, 2000).
Dentre estes estdo os metabdlitos secundarios de organismos vegetais, pois eles podem
apresentar tanto efeitos benéficos, como maléficos, como no caso dos efeitos tdxicos
(SIMOES et al., 2004; TUROLLA et al., 2006). Varios organismos vegetais possuem
constituintes que podem ser téxicos, como os alcaléides, acido nitrico, acido oxalico,

flavondides, furocumarinas, hidrazinas e as quinonas (CHITTURI; FARREL, 2000).

Desta forma compostos que apresentem potencialidades biol6gicas precisam ser
sempre avaliados com relacdo as suas propriedades téxicas, carcinogénicas e mutagénicas.
Cada composto descoberto necessita de testes de genotoxicidade e estudos detalhados
sobre a sua composi¢cdo quimica e perfil toxicolégico, pois tais fatores interferem no
processo de multiplicacdo celular e algumas substancias modificam a estrutura de genes
especificos ou contribuem para o surgimento de mutacfes. Assim, é muito importante
aplicar variados testes de genotoxicidade para o rastreamento de possiveis agentes
genotdxicos (CUNHA; NEPUCENO, 2011) e também desenvolver e aprimorar novas

metodologias e/ou novos organismos de estudo.

Estes estudos podem ser realizados mediante testes in vivo e in vitro bem
padronizados que usam diferentes sistemas bioldgicos, que tém como objetivo caracterizar
0 perigo de ocorréncia de mutacdo no material genético e, consequentemente, a
transmiss@o destas mutacdes. A finalidade dos testes, na maioria das vezes, é prever o
desenvolvimento de neoplasias (SIVIERO; MACHADO-SANTELLI, 2008).

1.3.3 Género Drosophila

O género Drosophila é o de maior nimero de espécies dentro da familia
Drosophilidae (Insecta, Diptera), que é composta por 75 géneros e mais de 4.177 espécies
descritas, com ocorréncia em diversos ecossistemas do mundo (BACHLI, 2014). Moscas da
familia Drosophilidae sao consideradas excelentes organismos para estudos biol6gicos pelo
fato de ser um modelo experimental com caracteristicas genéticas conhecidas que

possibilita o estudo de mutacdes pontuais, dele¢cbes, translocacdes, perda cromossdmica e
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ndo disjuncdo. Este grupo tem sido muito estudado especialmente na area da genética

(POWELL, 1997), sendo a espécie Drosophila melanogaster a mais conhecida e estudada.

Drosophila melanogaster (Figura 1.5) conhecida popularmente como mosca-da-
banana ou mosca-do-vinagre, € utilizada had mais de 100 anos em pesquisas genéticas, em
diversas areas. Os primeiros estudos usando este modelo foram realizados pelo geneticista
norte-americano Thomas Hunt Morgan no ano de 1910 sobre a teoria cromossdmica e
hereditariedade. No Brasil as primeiras publicacdes sobre genética com Drosophila datam
por volta de 1943 (ROCHA et al., 2013) e desde entdo, estes organismos se tornaram
elementos essenciais das pesquisas em genética, sendo utilizados em varios testes, até
mesmo em estudo de patologias humanas, sendo considerados exemplos de organismos
alternativos ao uso de mamiferos em pesquisas cientificas (SIDDIQUE et al., 2010, DOKE;
DHAWALE, 2015). Sdo usados em diversos estudos tais como: estudos da toxicidade de
praguicidas (NARCISO; NAKAGAWA, 2009), bioindicador na avaliacdo da letalidade de
extrato de Nicotiana tabacum (MORATORE et al., 2009), como avaliador do efeito téxico-
genético do prépolis em suas células somaticas (OLIVEIRA et al., 2007), para avaliacdo
toxico-genética de organismos de origem vegetal como o suco da fruta noni (Morinda
citrifolia) (FRANCHI et al., 2008), entre tantos outros trabalhos.

Figura 1.5 Fémea de Drosophila melanogaster. Fonte: Rocha, L.D.L.S., Laboratério de Mutagénese
— ICB/UFG, 2012.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa tem também contribuido com esta linha de
pesquisa com a avaliacao do efeito toxico-genético dos larvicidas dilapiol e espinosade com
0 teste SMART de asa de Drosophila (ACIOLE et al., 2014); e na avaliagdo da
genotoxicidade ambiental associada a radiacao natural em Lajes Pintadas/RN (VERCOSA,
2015) e poluicdo urbana na cidade de Vitéria de Santo Antdo/PE (SANTANA, 2015), pela

técnica de deteccéo de dano genético por meio do Ensaio Cometa.

Devido as diversas vantagens que esse organismo oferece, como o pequeno
tamanho, facil cultivo, tempo de geragcédo curto, em aproximadamente nove dias, elevado

numero de progénie, pequena quantidade de cromossomos e sua capacidade de
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metabolizar compostos (GRAF; SINGER, 1992; GRAF et al., 1996), drosofilideos tém se
tornado excelentes organismos modelo nos estudos na area da mutagénese (revisdo em
GAIVAO et al., 2014).

1.3.4 Testes de mutagenicidade e genotoxicidade SMART e ENSAIO COMETA

Entre as metodologias utilizadas para o estudo do potencial mutagénico e
recombinogénico de compostos quimicos de origem sintética ou natural estdo o Teste de
Mutacdo e Recombinacdo Somatica — SMART, descrito por Graf et al. (1984), e o Ensaio
Cometa descrito por Ostling e Johanson(1984) e modificada por Singh et al. (1988), também

conhecido como eletroforese de célula Unica.

O teste SMART é capaz de detectar mecanismos que levam a perda da
heterozigose. Estudos sobre os eventos genéticos relacionados com o desenvolvimento de
tumores, por exemplo, demonstram a importancia da perda da heterozigose. Essa perda se
da por eventos genéticos que levam a homozigose ou hemizigose das células filhas
(ANDRADE e LEHMANN, 2003). O teste SMART se revela através de fenétipos de genes
marcadores, identificados nas asas de adultos de D. melanogaster, que representam a
expressdo fenotipica da ocorréncia de mutacdo (génica ou cromossdmica) e/ou
recombinac&o. E, portanto, um método que utiliza células somaticas e pode ser feito em
uma sO geracdo. Pode ser utilizado em um amplo espectro de agentes genotdxicos de

diferentes classes quimicas, misturas complexas e também particulas gasosas.

O teste SMART fundamenta-se na premissa de que, durante o desenvolvimento
embrionario da larva de Drosophila, grupos de células (os discos imaginais das asas)
proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a metamorfose entre a
fase larval e adulta, em estruturas que originam as asas da mosca. Uma vez que estas
células sofram danos no DNA, estes irdo se traduzir em uma mutacéao fenotipica visivel nas
células das asas do individuo adulto (GRAF et al., 1984; ANDRADE e LEHMANN, 2003).
Considera-se para tal, dois genes marcadores para a forma dos pelos das asas: pelos
multiplos (mwh) e pelos cujo formato lembra uma "chama de vela", chamado flare (fIr’)
(Figura 1.6), baseando-se na inducdo de alteracGes genéticas que originam a perda de
heterozigose em células larvais, que sdo heterozigotas para estes dois genes recessivos
(GRAF et al., 1984; ANDRADE e LEHMANN, 2003). Ocorrendo uma alteracdo genética em
uma das células que estéo se dividindo por mitose, é formado um clone de células mutantes
gue pode ser detectado fenotipicamente como uma mancha mutante na superficie das asas

dos adultos. A andlise das mutacfes induzidas pelo tratamento é feita pela observacéo de
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grupos de células que expressam os genes marcadores flr* e mwh, responsaveis por

mudancas na forma dos pelos ou tricomas das asas (GRAF et al., 1984).

860023  4ail

Figura 1.6 Pelo mwh (& esquerda) e pelo flr* (a direita). Fonte: Andrade e Lehmann (2003).

O Ensaio Cometa, por outro lado, consiste na deteccdo de lesdes gendbmicas (como
guebras simples, duplas, sitios labeis alcalinos) que podem resultar em mutacdes se o
sistema de reparo ndo solucionar o problema (SILVA, 2007; SILVA, 2012). Essa
metodologia apresenta algumas vantagens sobre os testes bioquimicos e citogenéticos,
entre as quais a utilizagdo de um pequeno numero de células que ndo necessariamente
estejam em divisao (SILVA, 2007). Este teste permite a ruptura das membranas celulares e
gue o DNA ligue-se a matriz celular, formando um nucleéide. As células lesadas sé&o
identificadas visualmente, apds um processo de eletroforese e coloracéo fluorescente, pela
formacdo de uma cauda, similar a de um cometa, formada pelos fragmentos de DNA
migrados. Estes fragmentos podem se apresentar em diferentes tamanhos (Figura 1.7), e
podem estar associados ao nucleo por uma cadeia simples. O tamanho da cauda é
considerado proporcional a dimensao do dano que foi causado no DNA, podendo ser do tipo
guebras de fita simples, quebras duplas, e lesbes alcali-ldbeis (SILVA, 2007). O Ensaio
Cometa tem se mostrado como um método sensivel para a detec¢cdo de danos genéticos
induzidos por diferentes agentes genotéxicos (GUILLAMET et al., 2004), que é capaz de
revelar genotoxicidade, sendo uma das ferramentas mais comuns na investigacédo de danos

ao DNA e reparo, em diferentes tipos celulares.

O teste SMART é amplamente realizado com o organismo Drosophila melanogaster
e numerosos trabalhos ja foram publicados, entre eles estudo do larvicida natural dilapiol e
do metabdlito secundario bacteriano, o espinosade (ACIOLE et al., 2014). Ja o Ensaio
Cometa tem sido muito utilizado para estudo de mamiferos (MULLER et al., 2004; RIBEIRO
et al., 2009), peixes (AHMED et al., 2011; VICARI et al., 2012), répteis (CARBACAS-
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MONTALVO et al.,, 2012), moluscos (RIGONATO et al.,, 2010) e alguns artropodes
(GOUVEIA et al., 2005).

Figura 1.7 Nucledides classificacdo visual baseada no comprimento e quantidade de DNA na cauda
dos cometas. Imagens de nucledides gerados a partir de leucécitos, corados por
GelRed™ em microscopia fluorescente. Fonte: SILVA (2012).

O organismo modelo D. melanogaster tém sido amplamente utilizada no ensaio
cometa para se conhecer o efeito genotdxico de inseticidas (MUKHOPADHYAY et al.,
2004), para avaliar o potencial toxico-genético de compostos do chumbo (CARMONA et al.,
2011), compostos indutores do estresse oxidativo (SHUKLA et al.,, 2011), compostos
guimicos reconhecidos como mutagénicos em outros animais (SHARMA et al.,, 2011;
MISHRA et al., 2014), estudo de nanoparticulas (CARMONA et al., 2015) e até mesmo na
avaliagdo da genotoxicidade ambiental associada a radiacdo natural (VERCOSA, 2015) e
efeitos da poluicdo urbana (VERCOSA, 2015; SANTANA, 2015).

Recentemente os estudos tém utilizado cada vez mais a espécie D. melanogaster
como organismo experimental na mutagénese (RAND, 2010, GAIVAO et al., 2014). A
espécie tem sido estudada por décadas como organismo modelo nos estudos sobre a
genética da transmissdo dos caracteres hereditarios, ligagdo cromossémica, efeitos da
radiacdo, interacdo génica, aberracbes cromossdmicas e mudancas evolutivas em
popula¢cdes (FREIRE-MAIA; PAVAN, 1949; POWELL, 1997). Como grande vantagem de
Seu uso na mutagénese esta o fato dela ser um modelo alternativo e recomendado para
minimizar o numero de mamiferos, como ratos e camundongos, em testes toxicolégicos. O
uso de Drosophila seria uma solucdo esperada aos impasses envolvendo questdes da

bioética com pequenos mamiferos (SIDDIQUE et al., 2005).
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2.1 RESUMO

Os liqguens sao organismos resultantes da associacdo simbittica entre fungos e
algas. Eles produzem diversos metabdlitos secundarios, dentre eles destaca-se o0 acido
Usnico, que é descrito na literatura por suas propriedades anti-inflamatéria, antitumoral,
antimicrobiana, antioxidante. Diante das diversas ac¢des farmacologicas do &cido Usnico,
este trabalho avaliou o efeito genotéxico e antigenotéxico do &cido Usnico em células
soméaticas de Drosophila melanogaster através do Teste de Mutacdo e Recombinacao
Somatica (SMART) de asa e 0 Ensaio Cometa com hemdcitos de larvas deste drosofilideo.
Apoés terem sido realizados cruzamentos entre duas linhagens de D. melanogaster

geneticamente estabelecidas para o teste SMART (mwh e fIr®) os organismos descendentes
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foram submetidos a diferentes concentra¢des (0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL) do
composto no tratamento genotoxico. Doses de 0,32, 0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL
do fenol associadas a mitomicina (1mg/mL) foram utilizadas no teste antimutagénico. Para o
Ensaio Cometa foram utilizados descendentes de D. melanogaster da linhagem Oregon-R.
As concentracbes testadas foram 0,32, 0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL. Também
foram estabelecidos um controle positivo (mitomicina a 1mg/mL para o SMART e
ciclofosfamida a 1mg/mL no Ensaio Cometa), e um controle negativo (com a mistura dos
solventes, agua destilada, tween 80 e etanol, nos dois testes). Nos resultados do teste
SMART houve sobrevivéncia superior a 70% dos individuos demonstrando auséncia de
efeito toxico com niveis nao significativos de genotoxicidade nas células somaticas tratadas.
Da mesma forma nao houve efeito genotoxico avaliado pelo Ensaio Cometa, nas condi¢cbes
experimentais aplicadas. No entanto o composto acido Usnico apresentou reducéo
significativa da taxa de mutacdo em todas as concentracdes quando associado a

mitomicina, demonstrando sua acao antigenotoxica.

Palavras-chave: Fenol liquénico, genoprotecdo, Teste de Mutacdo e Recombinagéo
Somaética (SMART), Ensaio Cometa.

2.2 INTRODUCAO

Os liguens sdo formados a partir de uma associacdo simbidtica entre algas ou
cianobactérias e fungos (RAVEN,EVERT, EICHHORN 2007). Eles produzem, através de
suas rotas secundarias, diversos compostos denominados substancias liquénicas (FALCAO
et al.,2004). Dentre eles destaca-se o acido Usnico considerado um dos mais importantes
metabolitos liquénicos biologicamente ativo (MULLER, 2001) que pode ser encontrado em
diversos géneros de liguens tais como: Usnea (Usneaceae), Cladonia (Cladoniaceae),
Parmelia (Parmeliaceae), Lecanora (Lecanoraceae) e Ramalina (Ramalinaceae)
(INGLOLFSDOTTIR, 2002).

O é&cido usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3-(2H,9a/BH)-dibenzofurano;
[C1sH1607] € uma substancia de pigmentacdo amarelada e de baixa solubilidade em agua.
Pode ocorrer na natureza em duas formas enantioméricas (-) e (+) (INGOLFSDOTTIR,
2002, COCCHIETTO et al., 2002). Sua estrutura quimica consta de uma unidade aromética
dihidroxilada, de carater fendlico (anel A), na qual se ligada uma funcdo cetbnica e um grupo

metila.
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O composto possui diversas atividades bioldégicas dentre elas: anti-inflamatoria
(VIJAYAKUMAR et al., 2000), antibiética (COCCHIETTO et al., 2002; SEGATORE et al.,
2012), antineoplasica (RIBEIRO-COSTA et al.,, 2004; BRISDELLI et al.,, 2013), antiviral
(SOKOLOV et al., 2012) e antioxidante (KOHLHARDT-FLOEHR et al.,, 2010, BEHERA,;
MAHADIK; MOREY, 2012).

Em vista do enorme potencial do acido Usnico, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o eventual potencial genotéxico e antigenotoxico deste composto em células
somaticas de Drosophila melanogaster por meio do teste de mutacdo e recombinacéo

somatica (SMART) e Ensaio Cometa.

2.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado utilizando o acido Usnico (+)- [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-
8,9b-dimetil-1,3-(2H,9bH)-dibenzofurano; C;gH160-], com peso molecular 344.32 e 98% de
pureza (Sigma- Aldrich).

Teste de Mutagcdo e Recombinacdo Somética - SMART

O teste SMART foi realizado com larvas oriundas do cruzamento de fémeas fir®
(flare) virgens e machos mwh (pelos multiplos) de D. melanogaster, obtendo-se larvas
descendentes com duas constituices genotipicas: (i) mwh+/+flr3 (trans-heterozigotas-TR) e
(i) mwh+/TM3,BdS (heterozigotas-TM3) (FREI et al.,, 1992). As fémeas envolvidas no
cruzamento permaneceram por 8 h em frascos de vidro a fim de ovopositar sobre uma
camada de fermento pastoso (Fleischman e Royal Ltda) suplementado com sacarose,
previamente montado sobre uma base sélida de agar. Cerca de 100 larvas descendentes
com 72h * 4 horas de vida (3° estagio) foram coletadas e transferidas para tubos plasticos
descartaveis contendo meio de cultivo composto por 1,5 g de puré de batatas instantaneo
(YOKI S.A)) previamente hidratado com 3 mL das diferentes concentra¢des do &cido Usnico
(0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL) dissolvidos em uma solu¢cdo mée inicial de 18 mL
composta de 5% de Tween 80, 5% de Etanol e 90% de agua destilada. O grupo controle
negativo se consistiu de larvas crescidas no meio hidratado apenas com a solucéo solvente,
enquanto que o0 grupo controle positivo cresceu em meio hidratado com mitomicina

(Img/mL) diluida no solvente.

A fim de testar o potencial antimutagénico do composto, foi realizada uma bateria de

co-tratamentos do &cido Usnico, nas diferentes concentragées (0,63, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11
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mg/mL) com a mitomicina a 1 mg/mL. Foi escolhido o tratamento denominado crénico, que
mistura os dois compostos, cada um na sua diluicdo especifica, de forma que as mesmas
diluicbes dos compostos tenham também a mitomicina a 1 mg/mL. Ambos os experimentos
0 &cido isolado e o acido Usnico + a mitomicina foram realizados em duplicata. As larvas se
alimentaram nas solucBes preparadas até a vida adulta. Apds a eclosdo, os adultos
sobreviventes foram coletados e contados para o estabelecimento da curva de
sobrevivéncia, sendo todos estocados em tubos com etanol a 70% para a montagem e
analise dos fenoétipos das asas. Neste caso, os pares de asas foram destacados do corpo de
machos e fémeas submetidos aos tratamentos e montados sobre laminas de vidro, seguindo
a descricdo de (GRAF et al.,1984; ANDRADE et al., 2003).

As laminas com as preparacdes das asas foram analisadas no microscopio Optico
(Medlux) com objetiva de 40x. Os testes estatisticos se basearam na comparacdo das
frequéncias de manchas mutantes por individuo em cada concentracdo testada com a
frequéncia das manchas dos individuos do controle negativo para o teste mutagénico, para
o teste antimutagénico foi realizada a comparacdo das frequéncias de manchas mutantes
por individuo em cada concentragdo testada com a frequéncia das manchas dos individuos
do controle positivo através do teste condicional binomial de Kastembaum e Bowman
(1970). O nivel de significancia dos resultados foi avaliada segundo Frei e Wirgler (1988),
gue apresenta quatro diagnosticos diferentes: positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e
inconclusivo (i). O potencial genotoxico foi definido pela regra de que a identificagdo da
toxicidade genética requer que o total de manchas mutantes duas vezes maior no
tratamento do que no controle, sem que ocorra, uma relagdo clara entre dose-resposta
(CUNHA et al.,2001; TIBURI et al.,2002).

Ensaio Cometa

Tratamento das larvas de Drosophila melanogaster

Para o ensaio cometa foram usadas larvas com 72h + 4 horas de vida (3° estagio) de
Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R. O experimento foi realizado em ftriplicata,
foram selecionadas 60 larvas para cada uma das replicas de cada concentracdo e
transferidas para o meio de tratamento composto por puré de batata desidratado, acrescido
do composto na diluicdo desejada 0,32,0,63, 1,26 , 2,53,5,05 e 10,11mg/mL. Da mesma
forma que no teste SMART, o0 meio consistiu de 0.9 g de puré de batata seco (marca Yoki)
hidratado com 3 mL de cada uma das concentracdes testadas. Também foi estabelecido um

grupo controle negativo (tratado apenas com os solventes Tween 80, etanol e agua
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destilada) e um grupo controle positivo tratado com 3 mL da droga Ciclofosfamida a 1
mg/mL, diluida em agua destilada, seguindo as recomendacdes estabelecidas por Sharma
et al. (2011). Ap6s as 24 horas de contato das larvas com 0s compostos iniciou-se o Ensaio

Cometa seguindo as orientacdes de Vercosa (2015).

Extragdo da hemolinfa

A extracdo dos hemdcitos foi realizada a partir da hemolinfa de 60 individuos, que
constituiram uma réplica do experimento. No total, foram estabelecidas trés réplicas para
cada tratamento, ou seja, foram avaliados hemécitos obtidos de 180 larvas. Foi retirada a
hemolinfa de cada uma das 60 larvas de cada réplica. As larvas, foram resfriadas a 4° C por
1 min para a diminuicdo metabdlica, seguido do resfriamento, as larvas foram postas, em
solucdo de EDTA e foi realizado um corte lateral na cuticula de cada individuo para a saida

da hemolinfa.

Montagem das laminas, tratamento e eletroforese

As laminas de vidro previamente lixadas e banhadas com solucdo 1,5 % de agarose
padrdo foram montadas com uma camada de 60 pyL de suspensdo celular (hemécitos de
larvas), homogeneizado em 100 pL de solugao de 0,5% de agarose de baixo ponto de fusao
(agarose LM) a 37°C. Esta etapa foi realizada na auséncia da luz. O homogeneizado foi
aplicado na lamina e sobre o material foi colocada uma laminula. As laminas foram
submetidas a 4°C por 10 min, apds esse tempo as laminulas foram retiradas e as laminas
com o material biolégico foram submersas em solugéo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1
M NaOH; 10 mM Tris; 1% Triton X-100 e 10% DMSO) ajustada para pH 10, e mantidas a
4°C por 72 h. Ao término do periodo de lise celular, as laminas foram submetidas a uma
solucéo tampéo a 4°C (1M NaOH; 200 mM EDTA, pH > 13) por um periodo de 20 min. Logo
apos, foi realizada a corrida eletroforética por 20 min a 40 V/cm e 300 mA. Apés a corrida,
as laminas foram imersas em solu¢éo de neutralizacéo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 min e
seguida foram submetidas a fixacdo, em etanol absoluto por 5 min, secas ao ar e

armazenadas a 4°C até o momento da analise microscopica.

Andlises microscoépicas

Para a andlise microscépica, as laminas foram coradas com 50 uL de solugdo de
GelRedTM, diluido em agua deionizada na propor¢cdo de 1:500 e visualizadas em
microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva de 40X e filtro Alexa Fluor

546 utilizando o programa de captura de imagens foi 0 Axiovision versdo 4.8.2.0. A andlise
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consistiu na observacdo de 100 nucleédides, sendo 50 por lamina, de cada uma das trés
réplicas de cada tratamento (total de 300 nucledides analisados em cada tratamento). Apds
a corrida eletroforética os nucledides (na forma de cometas) foram classificados de zero a
quatro (0 a 4), dependendo das suas caracteristicas, seguindo os parametros visuais
definidos por (COLLINS et al.,2008). A classe 0 compreendeu os cometas considerados
intactos, ou seja, sem danos causados pelo contato com os compostos testados; a classe 1
correspondeu os cometas com danos minimos; classe 2 os cometas com danos médios; a
classe 3 os cometas com danos intensos; e a classe 4 correspondeu 0s cometas com

danos maximos.

Testes estatisticos

Para avaliar os cometas contabilizados foram utilizados dois parametros. O primeiro
parametro foi o indice de Dano (ID), que classifica 0s cometas em cinco classes (da classe
0 até a classe 4), que variam de acordo com o comprimento e intensidade da cauda
(COLLINS et al., 2008). O indice de dano pode variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x
dano 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x dano 4). O ID total foi calculado usando a

formula:

1D total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)

O segundo parametro calculado foi a Frequéncia de Dano (FD%) que representa a
porcentagem de todos os cometas com danos (classe 1 até a classe 4) em relacdo ao total
de cometas contabilizados, que corresponde desde a classe 0 até a classe 4 (n° total). O

FD% total foi calculado usando a formula:

Frequéncia de Dano = [(n° total —n° classe 0).100]

n° total

Para as comparacdes entre as diferencas das amostras foi aplicado o teste
paramétrico de Andlise de Variancia (ANOVA), e o teste Bonferroni no software STATA

versdo 12. O nivel de significAncia minimo em todos os testes foi p< 0,05.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da toxicidade do acido Usnico pelo teste SMART



21

O teste de sobrevivéncia das larvas de terceiro estagio que foram expostas as
diferentes concentracBes do &cido Usnico estd apresentado no gréfico da Figura 2.1. A
imagem mostra elevada sobrevivéncia de adultos (acima de 70%) em todas as
concentracdes avaliadas, ndo havendo diferencas significativas entre o numero de
sobreviventes do controle negativo e o nimero de sobreviventes das concentracdes
testadas (0,63, 1,26, 2,63, 5,05 e 10,11 mg/mL) do acido Usnico. Assim, o acido Usnico néo
apresentou efeito téxico sobre os individuos expostos nas condigBes experimentais

testadas, quando comparado ao controle negativo.

O &cido usnico possui efeito toxico em células V79 nas concentracdes de 140, 160, e
200 pg/mL. No entanto em estudo in vivo em camundongos swiss 0 acido Ushico s6
demonstrou sinais de toxicidade em doses superiores a 200 mg/kg de peso corporeo
(LEANDRO et al., 2013). Em seres humanos, o &cido Usnico apresentou efeito toxico em
guantidades de 3 g/dia sendo responsavel por diversas complicacdes hepaticas
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Benzinger et al. (1960) relatam que a dificuldade de utilizagdo do
acido Usnico como antimicrobiano deve-se a sua insolubilidade em agua e a sua alta taxa de
toxicidade. Embora o &cido Usnico seja amplamente utilizado, seu mecanismo de acao ainda
€ pouco conhecido (RIBEIRO et al., 2006).

Curva de sobrevivéncia, tratamento com Acido Usnico
105
100 \
95
. \\//\\.\//

85

80

Numero de adultos sobreviventes

75

controle 0,63 1,26 253 5,05 10,11
negativo

Concentragdes testadas (mg/mL)

Figura 2.1 Numero de adultos de D. melanogaster sobreviventes, submetidos ao teste SMART, apés
exposi¢ado ao composto acido Usnico, em diferentes concentragdes.

Avaliagdo do potencial mutagénico do &cido usnico pelo Teste SMART

Os resultados do potencial de mutagenicidade do acido Usnico estdo expostos na Tabela

2.1. Os resultados indicam que nao houve indugédo de mutagéo nas concentragdes testadas.
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Tabela 2.1 Resultados do potencial mutagénico do &cido Usnico, com diagnéstico estatistico pelo
teste binomial e condicional (Kastembaum e Bowman,1970).

Concentragdes Frequéncia d:a manchas por individuo r;rgﬁl?ﬂhdaes
(mg/mL) \ (n° de manchas)
do genotipo MSP MSG MG ™
mwh/flr (1-2céls)” (>2céls)’ mwh®
m=2 D m=5 D m=5 D m=2 D (n)
Cont. Negativo 31 0,48 (15) 0,13 (04) 0,03 (01) 0,65 (20) 20
0,63 20 065(13) - 010(02) i 005(01) i 080(16) - 15
1,26 32  063(200 i 003(01) - 000(00) i 0662l - 21
2,53 33 045(15) - 006(02 i 00000 i 052(17) - 17
5,05 30 057(17) i 000(00) - 00000 i 057(17) - 17
10,11 39  038(15 - 010(04) i 00301 i 051(20) - 20

D=Diagnéstico estatistico de acordo com Frei & Wiurgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i,
inconclusivo. MSP = manchas simples pequenas; MSG = manchas simples grandes; MG = manchas gémeas;
TM = total de manchas; m, fator de multiplicacdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia p<0,05. ®Incluindo manchas simples flr3raras. “Total de manchas, considerando clones
mwh para as manchas simples mwh e para manchas gémeas. N=total de individuos analisados.

Leandro et al. (2013) avaliou o potencial genotéxico do acido usnico em Células V79
através do teste de micronlcleo nas concentracbes de 15, 30, 60 e 120 pug/mL e verificou
gue nado houve diferencga significativa na indugédo de micronucleos entre culturas tratadas
com as diferentes concentra¢des de acido Usnico, demonstrando a auséncia de atividade
genotodxica nas concentracdes testadas. Segundo o mesmo autor em teste de micronucleo
in vivo com camundongo swiss foi observado que ndo houve diferenca na frequéncia de
micronucleo dos animais tratados com diferentes doses do &cido Usnico 25, 50, 100 e 200
mg/kg de peso corporeo em relagdo ao controle negativo demonstrando a auséncia de
atividade genotdxica.

Avaliagdo da genotoxicidade do acido usnico pelo Ensaio Cometa

Os resultados da contagem dos danos (0 a 4) e os valores calculados de
ID e FD por cada réplica (e suas respectivas médias) dos controles negativo, positivo e dos
tratamentos com os composto acido Usnico estdo apresentados no Material Suplementar
(Tabela S1) .De acordo com o teste estatistico de Bonferroni aplicados aos resultados, o
acido usnico ndo possui efeito genotdxico sobre as células sométicas de Drosophila

melanogaster nas condi¢cdes experimentais testadas, uma vez que ndo houve diferenca
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significativa entre o indice de dano e a frequéncia de dano genético causado pelo composto

em relag&o ao controle negativo Material suplementar (Tabelas S2 e S3).

O ensaio cometa realizado por LEANDRO et al. (2013), com células v79, ndo houve
diferenca significativa na inducdo de dano genético entre 0s grupos tratados com as
concentracdes de 15 e 30 ug/mL de &cido Usnico e o controlo negativo. No entanto, nas
concentracdes de 60 e 120 pg/mL houve um aumento significativo do niumero de danos
genéticos, quando comparados com o controle negativo. Nos resultados do ensaio do
cometa de células do figado de camundongos swiss foi observado que nédo houve diferenca
significativa entre os animais tratados com acido Ushico e 0 grupo controle negativo,
demonstrando a auséncia de genotoxicidade do acido Usnico nas doses 25, 50, 100 e 200
mg/kg de peso corporal (LEANDRO et al., 2013).

Avaliacao do potencial antimutagénico do acido usnico pelo Teste SMART

O teste de sobrevivéncia das larvas de terceiro estagio que foram expostas as
diferentes concentragcdes do acido Usnico associado a mitomicina (1mg/mL) esta
apresentado na Figura 2.2, que mostra elevada sobrevivéncia de adultos nas concentragdes
0,63, 1,26, 2,63, 5,05 mg/mL avaliadas. No entanto na dose 10,11 mg/mL do &cido Usnico
associado a mitomicina a 1mg/mL o numero de sobreviventes foi inferior a 40%
caracterizando como dose tdxica para o0s organismos Drosophila melanogaster. Os
resultados do potencial antimutagénico do &cido Usnico quando associado a mitomicina esta

apresentado na Tabela 2.2.

Curva de sobrevivéncia, Co-Tratamento Mitomicinax Acido Usnico
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Figura 2.2 - Numero de adultos de D. melanogaster sobreviventes, submetidos ao teste SMART,

apos exposicao ao composto acido Usnico associado a mitomicina.

O acido usnico apresentou diminuicdo significativa do efeito genotdxico da
mitomicina em todas as concentracdes testadas. O que é um indicativo de sua atividade
antigenotéxica. Estes resultados estdo de acordo com Leandro et al. (2013) que identificou
efeito antigenotoxico do &cido Usnico em células v79 utilizando o ensaio cometa e o teste de
micronucleo quando associado a metanossulfonato de metila nas concentra¢des 15, 30, 60
e 120 pg/mL. Os autores observaram uma redugdo que variou entre 31,9 a 47,84% no
numero de danos genéticos no ensaio cometa e uma reducdo de 53,62 % no nimero de

micronudcleos na concentragdo 15 pg/mL no teste de microndcleo.

Tabela 2.2 Resultados do potencial antimutagénico do &cido Usnico associado a mitomicina, com

diagnostico estatistico pelo teste binomial e condicional (Kastembaum e Bowman,1970).

Concentragdes Frequéncia doe manchas por individuo r;g:]aélhdaes
(mg/mL) \ (n° de manchas)
do genotipo MSP MSG MG ™
mwh/flr (1-2céls)° (>2céls)’ mwh®
m=2 D m=>5 D m=5 D m=2 D (n)
Cont. Negativo 31 0,48 (15) 0,13 (04) 0,03 (01) 0,65 (20) 20
Cont. Positivo 25 12,36 (309) 16,72 (418) 3,24 (81) 32,32 (808) 727
0,63 29  9,48(275) f+ 7,38(214) + 066(19) + 17,52 (508) + 489
1,26 30 4,70 (141) + 437 (131) + 0,30(09) + 9,37 (281) + 272
2,53 30 5,20 (156) + 510(153) + 0,73(22) +  11,03(331) + 309
5,05 29 3,59 (104) + 2,69 (78) + 0,24(07) + 6,52 (189) + 182

D=Diagnéstico estatistico de acordo com Frei & Wirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo, -, negativo; i,
inconclusivo. MSP = manchas simples pequenas; MSG = manchas simples grandes; MG = manchas gémeas;
TM = total de manchas; m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia p<0,05. ®Incluindo manchas simples flr3raras. “Total de manchas, considerando clones
mwh para as manchas simples mwh e para manchas gémeas. N=total de individuos analisados.

No ensaio antigenotoxico do 4cido Ushico mais metanossulfonato de metila no teste
micronulcleo com camundongos swiss as doses mais elevadas do &cido Usnico 100 e 200
mg/kg levaram a uma reducdo significativa na frequéncia de micronucleos quando
comparado apenas aqueles tratados com metanossulfonato de metila. Em hepatocitos o
grau de danos no DNA foi significativamente inferior em animais tratados com as diferentes
doses do 4cido usnico combinado com metanossulfonato de metila em relacdo com aqueles

tratados apenas com MMS. No entanto, as diferencas foram estatisticamente significativas
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apenas para o tratamentos com 100 e 200 mg/kg peso corpdéreo em comparagdo com
metanossulfonato de metila sozinho. Os efeitos protetores do acido Usnico contra
genotoxicidade induzida n&o estdo bem esclarecidos mais podem estar associados a sua
atividade antioxidante (LEANDRO et al.,2013).

Estudos realizados por Rabelo et al. (2012) mostraram o potencial antioxidante do
acido comercial, que foi capaz de reduzir a formacdo do Oxido nitrico e aumentando a
viabilidade das células neuronais in vitro, tratadas na concentragao de 20 ug mL. A atividade
antioxidante de diferentes espécies de liquens esta associada ao seu conteudo total de
fendis (RANKOVIC et al.,2010). Portanto, existe a possibilidade de o composto exercer sua
acao genoprotetora através de seu potencial antioxidante, impedindo lesdes ao DNA

realizadas através de compostos oxidantes.

2.5 CONCLUSAO

O &cido usnico ndo possui efeito toxico e ou genotdxico sobre as células somaticas
de Drosophila melanogaster quando avaliado por meio do teste SMART e ensaio cometa
nas condicdes experimentais aplicadas. Além disso, ele apresentou efeito antigenotdxico
frente a mutacdes induzidas pela mitomicina em todas as concentracdes testadas no teste
SMART.
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2.7 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 -Avaliagdo de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de Drosophila melanogaster
submetidas ao controle negativo, positivo e a diferentes concentracdes do &cido Usnico.

Tratamento Nivel de dano genético
0 1 2 3 4 ID FD %
Controle positivo 18 21 29 12 20 195 82
Controle positivo 17 21 16 26 20 211 83
Controle positivo 17 21 29 15 18 196 83
Média 17,80 21,00 24,70 17,70 19,30 200,70 82,70
Controle negativo 84 12 4 0 0 20 16
Controle negativo 63 26 10 1 0 49 37
Controle negativo 76 17 6 1 0 32 24
Média 74,30 18,30 6,67 0,67 0,00 33,67 25,67
0,32 mg/mL 81 14 5 24 19
0,32 mg/mL 84 11 22 16
0,32 mg/mL 88 6 20 12
Média 84,30 10,30 4,33 1,00 0,00 22,00 15,67
0,63 mg/mL 94 5 1 7 6
0,63 mg/mL 83 16 18 17
0,63 mg/mL 72 27 1 29 28
Média 83,00 16,00 1,00 0,00 0,00 18,00 17,00
1,26 mg/mL 89 10 12 11
1,26 mg/mL 91 9 9 9
1,26 mg/mL 56 36 52 44
Média 78,70 18,30 3,00 0,00 0,00 24,33 21,33
2,52 mg/mL 82 11 7 25 18
2,52 mg/mL 86 13 15 14
2,52 mg/mL 54 25 17 72 46
Média 74,00 16,30 8,33 1,00 0,33 37,33 26,00
5,05 mg/mL 87 5 8 0 21 13
5,05 mg/mL 82 10 27 18
5,05 mg/mL 81 15 23 19
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Média 83,30 10,00 6,33 0,33 0,00 23,67 16,67
10,11 mg/mL 83 8 8 1 0 27 17
10,11 mg/mL 84 9 7 0 0 23 16
10,11 mg/mL 67 19 9 5 0 52 33

Média 78,00 12,00 8,00 2,00 0,00 34,00 22,00

Tabela S2- Avaliacao do indice de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de Drosophila
melanogaster comparadas ao controle negativo e a diferentes concentragdes do acido
usnico. Resultados com diagnostico estatistico pelo teste Bonferroni.

indice de Controle 0,32 0,63 1,26 2,53 5,05
Dano Negativo mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
0,32 mg/mL 1.000
0,63 mg/mL 1.000 1.000
1,26 mg/mL 1.000 1.000 1.000
2,53 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000
5,05 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
10,11 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Nivel de significancia (p < 0,05).

Tabela S3 - Avaliacdo da frequéncia de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de
Drosophila melanogaster comparadas ao controle negativo e a diferentes concentracdes do acido

Usnico. Resultados com diagnostico estatistico pelo teste Bonferroni.

Frequéncia Controle 0,32 0,63 1,26 2,53 5,05
de Dano Negativo mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

0,32 mg/mL 1.000

0,63 mg/mL 1.000 1.000

1,26 mg/mL 1.000 1.000 1.000

2,53 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000

5,05 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

10,11 mg/mL 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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3.1 RESUMO

Os liguens sdo amplamente mencionados pelo potencial de compostos oriundos de seu
metabolismo secundarios. S&o descritas atividasdes anti-hipertensivas, antitumorais,
antivirais, anti-inflamatérias e antiparasitarias. Dentre estas moléculas destaca-se o acido
divaricatico, que pode atuar como agente protetor contra a radiacdo U.V. A fim de avaliar a
seguranca em futuras aplicagBes farmacéuticas do &cido divaricatico este trabalho avaliou o
seu eventual efeito mutagénico e genotoxico através do teste de Mutagdo e Recombinacao
Somatica (SMART) em células sométicas de Drosophila melanogaster e o Ensaio Cometa
com hemdcitos de larvas de Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R. O acido foi
isolado da espécie Ramalina complanata pelo do método de esgotamento a quente, em

aparelho de Soxhlet, utilizando os solventes: éter, acetona e cloroférmio. O composto foi
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purificado a partir de sucessivas recristalizagbes com n-hexano e sua pureza foi avaliada
pela técnica de cromatografia em camada delgada. Apds terem sido realizados cruzamentos
entre duas linhagens de D. melanogaster geneticamente estabelecidas para o teste SMART
(mwh e fIr®) os organismos descendentes foram submetidos a diferentes concentracdes do
composto: 0,32, 0,64, 1,26, 2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL. No Ensaio Cometa foram testadas as
quatro primeiras concentragdes, visto que 5,05 e 10,11 mg/mL foram tdxicas no teste
SMART realizado, eliminando mais de 70% dos individuos tratados. As concentracdes
testadas foram 0,32, 0,64, 1,26 e 2,53, mg/mL. Também foram estabelecidos grupos
controle positivo (mitomicina a 1mg/mL para o teste SMART e ciclofosfamida a 1mg/mL para
0 Ensaio Cometa), e grupos controle negativo (tratamento com 3 mL de solucdo com
apenas com a mistura do solvente, composto por 90% &gua destilada, 5% de tween 80 e 5%
de etanol, para cada um dos testes). Resultados do teste SMART indicaram toxicidade nas
concentrac¢des de 5,05 e 10,11 mg/mL, com morte de mais de 70% dos individuos tratados.
Nas demais concentracbes (0,32, 0,64, 1,26, 2,53 mg/mL) os resultados do teste SMART
indicaram auséncia de efeito mutagénico. No ensaio cometa o0s resultados obtidos
demonstraram efeito genotéxico do composto em todas as concentragdes testadas quando
comparadas ao controle negativo. Os dados indicam que este fenol liquénico, nas condigbes
experimentais testadas, possui efeito toxico em concentracbes iguais ou superiores a 5,05
mg/mL e efeito genotdxico nas concentracdes 0,32, 0,64, 1,26, 2,53 mg/mL no entanto ndo

apresentam acao mutagénica nas condi¢des experimentais aplicadas.

Palavras-chave: SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), Ensaio Cometa,

3.2 INTRODUCAO

Os liquens produzem através do seu metabolismo secundario diversas substancias
conhecidas como acidos liquénicos, que sdo na sua grande maioria compostos fendlicos,
como acidos alifaticos ,depsideos, depesidonas, benzil ésteres, antraquinonas, terpendide
(SHUKLA et al.,2010), com diversas propriedades farmacoldgicas, ja descritas, como
agentes anti-hipertensivos, antitumorais, antivirais, anti-inflamatorios, antiparasitarios, entre
outras (MAIA, 2002; RANKOVIC, 2011).

Entre as diversas substancias liquénicas com propriedades farmacoldgicas estdo os

acidos: Usnico que possui atividade antibidtica (COCCHIETTO et al., 2002), antineoplasica
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(BRISDELLI et al, 2013), antioxidante (KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010), antiviral
(SOKOLOV et al, 2012), difractdico que possui atividade analgésica e antipirética
(OKUYAMA et al., 1995) e o &cido divaricéatico que pode atuar como agente protetor contra a
radiacdo U.V., um dos agentes causadores do cancer de pele (GALLOWAY, 1993;
FERNANDEZ et al., 1996). No entanto poucos séo os estudos publicados no que se refere a

acdo mutagénica e ou genotdxica desde &cido.

Neste cenario caracteriza-se o fendmeno mutagédo com qualquer alteragcéo subita no
material genético que nao seja oriunda de uma recombinacdo e que pode acometer células
germinativas ou sométicas de diversos organismos e que pode causa diversas patologias
(ROUSE e JACKSON, 2002; SNUSTAD e SIMONS, 2001).

Sendo assim o objetivo deste trabalho foi avaliar a agcdo mutagénica e ou genotoxica
do &cido divaricatico através do teste de mutacdo e recombinacdo somatica SMART em
células somaticas de Drosophila melanogaster e o ensaio cometa com hemdécitos de larvas

de Drosophila melanogaster da linhagem Oregon R.

3.3 MATERIAL E METODOS

Material liquénico, isolamento e purificacdo dos extratos orgéanicos

O material liqguénico foi isolado conforme descricdo em Falcdo et al. (2004), a partir
da espécie Ramalina complanata coletada na Reserva Particular do Patrimdnio Natural
(RPPN) Fazenda Brejo, em Saloa, municipio do Agreste de Pernambuco-Brasil. O material
organico foi seco a temperatura ambiente, sendo a fracdo fendlica extraida através da
maceragdo de 10 g do talo seco com 100 mL dos solventes éter, cloroférmio e acetona , por
sistema de esgotamento a quente, seguindo sua série eluotropica. Os extratos organicos
foram mantidos em dessecador até peso constante. Para obtencdo do acido divaricatico

puro, o extrato etéreo, previamente seco, pesado e recristalizado em n-hexano.

Anadlise Cromatogréfica

A composicdo do extrato orgénico e a pureza do composto isolado foi avaliada

através da técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando-se a
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metodologia descrita por Culberson (1972) e utilizada por Falcdo et al. (2004). Para
visualizacado das bandas foram usadas placas de silica gel Merck (F-254 nm), sistema A
(tolueno/ dioxano /acido acético 180:45:5 v/v/iv) com uso de lampada UV, revelacdo com
solucdo de acido sulftrico a 10%, e posterior aquecimento a 100°C por 10 min. As bandas
foram identificadas através do fator de retencdo (Rf), comparado ao padrdo do composto

acido divaricatico.

Teste de Mutagcdo e Recombinacdo Somética- SMART

O teste SMART foi realizado através do cruzamento padrdo entre fémeas flr* (flare)
virgens e machos mwh (pelos multiplos) que originou larvas descendentes com duas
constituicdes genotipicas: (i) mwh +/+ fIr3 (trans-heterozigotas - TR) e (i) mwh+/TM3,BdS
(heterozigotas - TM3) (FREI et al.,1992). Fémeas envolvidas no cruzamento permaneceram
por 8 h em frascos de vidro a fim de ovopositar sobre uma camada de fermento pastoso
(Fleischman e Royal Ltda) suplementado com sacarose, previamente montado sobre uma
base solida de &gar. Cerca de 100 larvas descendentes com 72h + 4 horas de vida (3°
estagio) foram coletadas e transferidas para tubos plasticos descartaveis contendo meio de
cultivo composto por 1,5 g de puré de batatas instantaneo (YOKI S.A.), previamente
hidratado com 3 mL das diferentes concentracdes do acido divaricatico (0,32, 0,64, 1,26,
2,53, 5,05 e 10,11 mg/mL) diluido na solucdo solvente composta por 5% de Tween 80, 5 %
de Etanol e 90% de agua destilada. O grupo controle negativo se consistiu de larvas
crescidas no meio hidratado apenas com a solugéo solvente, enquanto que o grupo controle
positivo cresceu em meio hidratado com mitomicina (Lmg/mL) diluida no solvente. As larvas
se alimentaram nas solucfGes preparadas até a vida adulta. Apdés a eclosdo, os adultos
sobreviventes foram coletados e contados para o estabelecimento da curva de
sobrevivéncia, sendo todos estocados em tubos com etanol a 70% para a montagem e
analise dos fenétipos das asas. Neste caso, 0s pares de asas foram destacadas do corpo de
machos e fémeas submetidos aos tratamentos e montados sobre laminas de vidro, seguindo
a descricdo de Graf et al(1984) e Andrade et al (2003).

As laminas com as preparacdes das asas foram analisadas no microscopio Optico
(Medlux) com objetiva de 40x. Os testes estatisticos se basearam na comparacdo das
frequéncias de manchas mutantes por individuo em cada concentracdo testada com a
frequéncia das manchas dos individuos do controles negativo, através do teste condicional
binomial de Kastembaum e Bowman (1970). O nivel de significancia dos resultados foi

avaliado segundo Frei e Wirgler (1988), que apresenta quatro diagnoésticos diferentes:
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positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e inconclusivo (i). O potencial genotdxico foi
definido pela regra de que a identificacdo da toxicidade genética requer que o total de
manchas mutantes seja duas vezes maior no tratamento do que no controle, sem que

ocorra, uma relacao clara entre dose-resposta (Cunha et al.,2001; Tiburi et al.,2002).

Ensaio Cometa

Tratamento das larvas de Drosophila melanogaster

Para o ensaio cometa foram usadas larvas com 72h + 4 horas de vida (3° estagio) de
Drosophila melanogaster da linhagem Oregon-R. O experimento foi realizado em triplicata,
sendo selecionadas 60 larvas para cada uma das replicas de cada concentracdo e
transferidas para o meio de tratamento composto por puré de batata desidratado, acrescido
do composto na diluicdo desejada (0,32,0,64, 1,26 e 2,53mg/mL). Da mesma forma que no
teste SMART, o0 meio consistiu de 0.9 g de puré de batata seco (marca Yoki) hidratado com
3 mL de cada uma das concentracdes testadas. Também foi estabelecido um grupo controle
negativo (tratado apenas com os solventes Tween 80, etanol e Agua destilada) e um grupo
controle positivo tratado com 3 mL de Ciclofosfamida a 1 mg/mL, diluida em agua destilada,
seguindo as recomendacdes estabelecidas por SHARMA et al.(2011). Apés as 24 horas de
contato das larvas com 0s compostos iniciou-se 0 ensaio cometa seguindo as orientacdes
de VERCOSA (2015).

Extragéo da hemolinfa

A extracdo dos hemdcitos foi realizada a partir da hemolinfa de 60 individuos, que
constituiram uma réplica do experimento. No total, foram estabelecidas trés réplicas para
cada tratamento, ou seja, foram avaliados hemdcitos obtidos de 180 larvas. As larvas foram
resfriadas a 4° C por 1 min para a diminuicdo metabdlica, seguido do resfriamento, as larvas
foram postas em solucdo de EDTA, sendo realizado um corte lateral na cuticula de cada

individuo para a saida da hemolinfa.

Montagem das laminas, tratamento e eletroforese

As laminas de vidro previamente lixadas e banhadas com solucéo 1,5 % de agarose
padrdo foram montadas com uma camada de 60 yL de suspensao celular (hemdcitos de
larvas), homogeneizado em 100 pL de solugdo de 0,5% de agarose de baixo ponto de fusdo

(agarose LM) a 37°C. Esta etapa foi realizada na auséncia da luz. O homogeneizado foi
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aplicado na lamina e sobre o material foi colocada uma laminula. As laminas foram
submetidas a 4°C por 10 min, apos esse tempo as laminulas foram retiradas e as laminas
com o material biolégico foram submersas em solucédo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1
M NaOH; 10 mM Tris; 1% Triton X-100 e 10% DMSO) ajustada para pH 10, e mantidas a
4°C por 72 h. Ao término do periodo de lise celular, as laminas foram submetidas a uma
solucéo tampéo a 4°C (1M NaOH; 200 mM EDTA, pH > 13) por um periodo de 20 min. Logo
apos, foi realizada a corrida eletroforética por 20 min a 40 V/cm e 300 mA. Apds a corrida,
as laminas foram imersas em solu¢ao de neutralizagéo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 min e
seguida foram submetidas a fixagdo, em etanol absoluto por 5 min, secas ao ar e

armazenadas a 4°C até o momento da analise microscépica.

Analises microscopicas

Para a analise microscépica, as laminas foram coradas com 50 uL de solugéo de
GelRedTM, diluido em &gua deionizada na propor¢cdo de 1:500 e visualizadas em
microscopio de fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com objetiva de 40X e filtro Alexa Fluor
546. O programa de captura de imagens foi 0 Axiovision versao 4.8.2.0. A analise consistiu
na observacdo de 100 nucledides, sendo 50 por lamina, de cada uma das trés réplicas de
cada tratamento (total de 300 nucledides analisados em cada tratamento). Apds a corrida
eletroforética os nucledides foram classificados de zero a quatro (0 a 4), dependendo das
suas caracteristicas, seguindo os parametros visuais definidos por (COLLINS et al., 2008). A
classe 0 compreendeu os cometas considerados intactos, ou seja, sem danos causados
pelo contato com os compostos testados; a classe 1 correspondeu aos cometas com danos
minimos; classe 2 os cometas com danos médios; a classe 3 os cometas com danos

intensos; e a classe 4 correspondeu aos cometas com danos maximos.

Testes estatisticos

Para avaliar os cometas contabilizados foram utilizados dois parametros. O primeiro
parametro foi o indice de Dano (ID), que classifica 0s cometas em cinco classes (da classe
0 até a classe 4), que variam de acordo com o comprimento e intensidade da cauda
(COLLINS et al., 2008). O indice de dano pode variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x
dano 0) a 400 (com dano méximo: 100 células x dano 4). O ID total foi calculado usando a

formula:

ID total = 0 (n° de cometas classe 0) + 1 (n° classe 1) + 2 (n° classe 2) + 3(n° classe 3) + 4 (n° classe 4)
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O segundo parametro calculado foi a Frequéncia de Dano (FD%) que representa a
porcentagem de todos os cometas com danos (classe 1 até a classe 4) em relagdo ao total
de cometas contabilizados, que corresponde desde a classe 0 até a classe 4 (n° total). O

FD% total foi calculado usando a formula:

Frequeéncia de Dano = [(n° total — n° classe 0).100]

n° total

Para as comparacdes entre as diferencas das amostras foi aplicado o teste
paramétrico de Andlise de Variancia (ANOVA), e o teste Bonferroni no software STATA

versdo 12. O nivel de significancia minimo em todos os testes foi p< 0,05.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacdo do &cido divaricatico extraido da espécie Ramalina complanata

A analise por CCD dos extratos organicos de Ramalina complanata confirmou a

presenca do &cido divaricatico (Rf= 0,57). Est4 espécie pode produzir como composto

majoritario tanto este fenol quanto o acido salazinico (Rf= 0,173), entretanto, este composto

ndo foi identificado nas analises.

(0,60] (0,60]
o @ 057
(0,57) (0,57)
(0,15)
E C A DP

Figura 3.1 Padrdo cromatografico dos extratos da espécie Ramalina complanata e os seus Rf.
E, C e A os extratos étereo, cloroférmico e acetdnico respectivamente, DP o acido
divaricatico purificado.
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Avaliacéo da toxicidade e mutagenicidade do acido divaricatico pelo Teste SMART

A curva de sobrevivéncia para o acido divaricatico (Figura 3.2) indica variacfes entre
os tratamentos quando comparados ao controle negativo, com queda acentuada em 45% na
concentragdo 0,32 mg/mL, e sobrevivéncia abaixo de 40% nas concentracdes de 5,05
mg/mL e 10,11 mg/mL. Nestas duas ultimas concentragbes houve efeito toxico sobre os
individuos expostos. Conforme metodologia de GRAF et al. (1984). Estas concentracfes
nao foram incluidas na andlise subsequente do teste SMART, devido ao numero de

sobreviventes ser inferior a 70%.

Estudo realizado por LEANDRO et al. (2013) com &cido Usnico, outro importante
metabdlico secundario liquénico, em células V79 demonstrou efeito téxico dose resposta
resposta em culturas tratadas com as concentracdes de 140, 160, e 200 ug / mL. Isto indica
gue o farmaco presenta uma acdo especifica e dependente de um receptor para se
processar. O perfil de resposta visto para o acido divaricatico também demonstra um efeito
gue aumenta em funcdo da dose. Deste modo pode ser sugerido que exista igualmente um
padrdo especifico no mecanismo de acdo deste composto. Segundo LAWREY (1980)

substancias liquénicas apresentam efeitos tdéxicos sobre a microbiota intestinal de insetos.

Curva de sobrevivéncia, tratamento com Acido Divaricatico

120

AL A
. N \

. b N

20 \

=

controle 0,32 0,63 1,26 2,53 5,05 10,11
negativo

Numero de adultos scbreviventes

Concentragdes testadas (mg/mL)

Figura 3.2 Numero médio de adultos sobreviventes de D. melanogaster submetidos ao teste SMART,

apos exposicao ao composto acido divaricético.

A maioria dos metabdlitos secundarios liquénicos conhecidos pertencem as classes
guimicas de depsideos, depsidonas e dibenzofuranos. As principais funcbes bioldgicas
destas substancias para os liquensparece estar relacionadas aprotecdo contra infecgbes
virais, bacterianas, por protozodrios e parasitas, além de proteger contra herbivoria, tais
como insetos e nematoides e na concorréncia com as plantas (COCCHIETTO et al., 2002;
INGOLFSDOTTIR, 2002).
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Os resultados do teste SMART indicados na Tabela 3.1, demonstram que a alteracédo
fenotipica visualizada no controle negativo ficou dentro do nivel de efeitos genéticos
esperados para o teste SMART (frequéncia de 0,65). Os dados do controle positivo ndo
estéo expressos na Tabela 3.1, uma vez que a andlise estatistica do teste SMART compara
apenas 0s tratamentos com 0 grupo controle negativo. Entretanto, os seus resultados
também ficaram dentro dos niveis de mutagédo esperados, com elevada ocorréncia de pelos

mutantes em individuos tratados com mitomicina.

Em relagé@o ao acido divaricético, os resultados indicados na Tabela 3.1 demonstram
gue houve baixa inducdo de mutacdo em todas as concentracdes testadas, 0 que significa
dizer que o composto ndo foi capaz de induzir efeito mutagénico, quando comparado ao

controle negativo, nas condi¢cdes experimentais utilizadas.

Tabela 3.1 Resultados com diagnéstico estatistico pelo teste binomial e condicional (Kastembaum e
Bowman,1970).

Concentragées Frequéncia d:e manchas por individuo Total de
(mg/mL) N (n® de manchas) manchas
do genctipo MSP MSG MG ™
mwh/flr (1-2céls)° (>2céls)° mwh®
m=2 D m=>5 D m=5 D m=2 D (n)
Cont. Negativo 31 0,48 (15) 0,13 (04) 0,03 (01) 0,65 (20) 20
0,32 20 0,35 (07) - 0,10 (02) i 0,00 (00) 0,45 (09) - 09
0,63 20 0,30 (06) - 0,20 (04) i 005(01) 0,55 (11) - 11
1,26 23 0,30 (07) . 0,13 (03) i 0,00(00) 0,43 (10) - 10
2,53 32 0,36 (08) - 0,09 (02) i 0,00(00) i 0,45 (10) - 10

D=Diagnéstico estatistico de acordo com Frei & Wiirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo, -, negativo; i,
inconclusivo. MSP = manchas simples pequenas; MSG = manchas simples grandes; MG = manchas gémeas;
TM = total de manchas; m, fator de multiplicagdo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia p<0,05. "Incluindo manchas simples flr3raras. “Total de manchas, considerando clones
mwh para as manchas simples mwh e para manchas gémeas. N=total de individuos analisados.

Avaliacdo da genotoxicidade do &cido divaricatico pelo Ensaio Cometa

Os resultados da contagem dos danos (0 a 4) e os valores calculados de ID e FD por
cada réplica (e suas respectivas médias) dos controles negativo, positivo e dos tratamentos
com 0s composto &cido divaricético estdo apresentados na Tabela 3.2. Comparando as

médias obtidas das trés réplicas de cada tratamento com o &cido divaricatico, com a média
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obtida no controle negativo, percebe-se que os valores foram superiores em todas as

concentracoes testadas, tanto para ID quanto FD%.

Tabela 3.2. Avaliagdo de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de Drosophila
melanogaster submetidas ao controle negativo, positivo e as diferentes concentracdes
do &cido divaricatico.

Tratamento Nivel de dano genético
0 1 2 3 4 ID FD %
Controle positivo 18 21 29 12 20 195 82
Controle positivo 17 21 16 26 20 211 83
Controle positivo 17 21 29 15 18 196 83
Média 17,80 21,00 24,70 17,70 19,30 200,70 82,70
Controle negativo 84 12 4 0 0 20 16
Controle negativo 63 26 10 1 0 49 37
Controle negativo 76 17 6 1 0 32 24
Média 74,30 18,30 6,67 0,67 0,00 33,67 25,67
0,32 mg/mL 19 70 10 0 93 81
0,32 mg/mL 33 43 22 0 93 67
0,32 mg/mL 39 56 5 0 0 66 61
Média 30,30 56,30 12,30 1,0 0,0 84,00 69,70
0,63 mg/mL 22 28 36 11 3 145 78
0,63 mg/mL 30 43 26 1 0 98 70
0,63 mg/mL 44 34 18 4 0 82 56
Média 32,0 35,00 26,70 5,33 1 108,33 68,00
1,26 mg/mL 8 40 44 8 0 152 92
1,26 mg/mL 10 13 49 25 3 198 90
1,26 mg/mL 23 38 30 8 1 126 77
Média 13,70 30,30 41,00 1,33 1,33 158,66 86,33
2,53 mg/mL 18 19 53 8 2 157 82
2,53 mg/mL 8 19 45 20 8 201 92
2,53 mg/mL 7 1 31 40 21 267 93
Média 11,00 13,00 22,70 10,30 10,30 208,33 89,00

A Tabela 3.3 mostra que houve diferenca significativa entre o indice de dano
causado nas concentragfes 1,26 e 2,53 mg/mL quando comparado ao controle negativo. J&
a Tabela 3.4 mostra que houve aumento na frequéncia de dano entre todas as doses
aplicadas (0,32, 0,63, 1,26 e 2,53 mg/mL) em relacdo a frequéncia de dano do controle

negativo. As concentragbes 1,26 e 2,53 mg/mL foram extremamente significativas (p <
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0,001), mostrando um efeito positivo e também dependente da dose, ou seja, quanto maior
a concentracdo do acido divaricatico aplicado aos individuos, maior foi o dano genético

obtido nos individuos tratados.

Tabela 3.3 Comparacao do indice de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de Drosophila
melanogaster entre o controle negativo e as diferentes concentracdes do acido

divaricatico. Resultados com diagnostico estatistico pelo teste Bonferroni.

indice de dano Controle 0.32 0.63 1.26
Genético Negativo mg/mL mg/mL mg/mL
0,32 mg/mL 1,000
0,63 mg/mL 0,240 1,000
1,26 mg/mL 0,012* 0,240 1,000
2,53 mg/mL 0,001* 0,013 0,052 1,000

*= significativo (p < 0,05).

Tabela 3.4 Comparacdo da frequéncia de dano genético em larvas da linhagem Oregon-R de
Drosophila melanogaster entre o controle negativo e as diferentes concentragfes do

acido divaricético. Resultados com diagndstico estatistico pelo teste Bonferroni.

Frequéncia Controle 0.32 0.63 1.26
de Dano Negativo mg/mL mg/mL mg/mL
0,32 mg/mL 0,002*
0,63 mg/mL 0,003* 1,000
1,26 mg/mL 0,0001* 0,558 0,386
2,53 mg/mL 0,0001* 0,309 0,213 1,000

*= significativo (p < 0,05).

Fazendo uma extrapolacdo dos resultados, pode-se inferir que, como o Ensaio
Cometa avalia o dano imediato no DNA e o teste SMART as mutacfes estabelecidas apos
um tempo de desenvolvimento capaz de ativar o sistema de reparo da célula, o acido
divaricatico pode ter causado danos genéticos ou efeito genotdxico também no experimento
do teste SMART. Estes danos, porém, podem ter sido reparados, o que explica a auséncia

de efeito mutagénico evidente neste teste.
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3.5 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos, o &cido divaricatico possui efeito téxico sobre os
descendentes de cruzamentos especificos de individuos de Drosophila melanogaster em
algumas concentracdes 5,05 e 10,11 mg/mL, matando mais de 70% dos individuos
expostos. Os resultados indicam que o &cido divaricatico parece ter efeito genotdxico em
descendentes de individuos de D. melanogaster da linhagem Oregon-R expostos as
concentracdes de 0,32, 0,63, 1,26, 2,53 mg/mL, no experimento do Ensaio Cometa. No
entanto ndo foi observado efeito mutagénico em nenhuma das concentracdes avaliadas
através do teste SMART em células somaticas de individuos descendentes de cruzamentos

especificos da linhagem flr3 e mwh de Drosophila melanogaster.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O acido Usnico ndo possui efeito toxico sobre as células somaticas de Drosophila
melanogaster nas condi¢cdes experimentais testadas. Em relacdo ao potencial genotoxico e
ou mutagénico o composto ndo demonstrou diferenca significativa entre o seu efeito quando
comparado ao controle negativo, o que indica que o acido Usnico ndo possui efeito toxico

genético nas condi¢cbes experimentais aplicadas.

No entanto, quando avaliado o potencial antimutagénico do acido Usnico avaliado por
meio do teste de mutagdo e recombinagdo somatica SMART o composto demonstrou uma
reducdo significativa do numero de mutagcbes em todas as doses testadas quando
associado a mitomicina em relagdo ao controle positivo no qual foi administrado apenas a

mitomicina.

Em relagcdo ao &cido divaricético isolado da espécie Ramalina complanata este
demonstrou efeito toxico nas duas maiores concentrac¢des utilizadas a 5,05 e a 10,11 mg/mL
. Nos resultados obtidos no ensaio cometa o composto apresentou efeito genotéxico em
significativo em todas as concentracfes testadas, no entanto, nas concentra¢cdes mais altas
0 composto demonstrou ser extremamente significativo. O caracteriza um efeito dose
resposta, no qual quanto maior a dose maior sera o efeito do composto. Entretanto, quando
avaliado por meio do teste SMART os resultados foram negativos em todas as doses
testadas, comparado ao controle negativo, indicando que o composto ndo possui efeito

mutagénico nas condicdes aplicadas.

Desta forma, o ensaio cometa demonstrou ser mais sensivel do que o teste de
mutacdo e recombinacdo somética - SMART para detectar o potencial genotoxico do

composto natural acido divaricético.
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