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Genética/Mutagênese 

 

Resumo 

Várias espécies de plantas da família Combretaceae possuem diversas classes de 

metabólitos secundários os quais têm apresentado importantes atividades biológicas inclusive 

contra o câncer. Em estudo fitoquímico realizado com Combretum laxum foram obtidos 

extratos etanólicos (EE) de galhos (EEG) e raízes (EER), além de diversos metabólitos 

secundários, entre eles os triterpenos: ácido arjunólico (ARJ) e ácido betulínico (ABT). Em 

face das atividades descritas para biomoléculas presentes em Combretaceae, o presente 

trabalho avaliou o efeito genotóxico e/ou antigenotóxico dos EEG, EER, do ARJ e ABT 

isolados de C. laxum, em células de asas de Drosophila melanogaster por meio do ensaio 

SMART. Para tanto, foram realizados dois cruzamentos: [1] Cruzamento padrão - ST (fêmeas 

+ flr
3
/TM3, Bd

s
 cruzadas com machos mwh/mwh); [2] Cruzamento de alta bioativação 

metabólica – HB (fêmeas ORR; + flr
3
/TM3, Bd

s
 cruzadas com machos mwh/mwh). Larvas de 

3
o
 estágio de ambos os cruzamentos foram tratadas cronicamente por 48 horas com três 

concentrações de EEG e EER - (1,25; 2,5 e 5,0) mg/mL
-1

. Somente o cruzamento HB foi 

utilizado nos tratamentos com ARJ e ABT - nas concentrações de (0,5; 1,0; 2,0) mg/mL
-1

. 

Para avaliações de genotoxicidade as frequências de manchas mutantes observadas foram 

estatisticamente comparadas ao controle negativo (água Mili-Q; 1% de Tween-80 e 3% de 

etanol). Como os resultados indicaram que nenhum dos tratamentos foi genotóxicos, os EE, o 

ARJ e o ABT foram associados ao Cloridrato de Doxorrubicina - 0,125 mg/mL
-1

 (DXR) e, 

apresentaram atividade antigenotóxica quando comparados ao controle positivo (DXR). 
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Introdução 

Os diversos metabólitos secundários isolados de plantas do gênero Combretum, 

apresentaram atividades biológicas significativas, destacando-se inibidora de HIV-1, anti-

câncer, entre outras (FULDA et al, 1997; BESSONG et al., 2005). Entretanto, Elgorashi e 

colaboradores (2003) avaliaram o potencial genotóxico de 51 plantas utilizadas pela medicina 

popular africana e demonstraram que algumas plantas do gênero Combretum apresentaram 

atividade citotóxica e mutagênica. 

Considerando que os metabólitos secundários obtidos de plantas são ferramentas 

valiosas para a compreensão da biossíntese e desenvolvimento de novos fármacos e, em face 

das atividades descritas para plantas do gênero Combretum, este trabalho justifica-se pela 

ausência de testes de genotoxicidade ou antigenotoxicidade de extratos etanólicos e 

triterpenos isolados de C. laxum. 

 Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade genotóxica e/ou antigenotóxica dos 

extratos etanólicos e dos triterpenóides (ácidos arjunólico e betulínico) isolados de galhos e 

raízes de C. laxum.  

 

Materiais e Métodos 

O Teste para Detecção de Mutação e Recombinação Somática – SMART (do inglês: 

Somatic Mutation And Recombination Test) – foi realizado por meio de cruzamentos 

experimentais entre linhagens de Drosophila melanogaster portando os marcadores: mwh – 

multiple wing hairs, flr
3
– flare, e Bd

s
 – beaded serrated. Com estas linhagens foram 

realizados dois cruzamentos: [1] cruzamento padrão (ST – standard cross) entre machos 

“mwh” e fêmeas virgens “flr
3
” (GRAF et al., 1984);  [2] cruzamento de alta bioativação (HB – 

high bioactivation cross, ORR – Oregon R) entre machos “mwh” e fêmeas virgens “ORR; 

flr
3
” (GRAF; VAN SCHAIK, 1992). Ovos dos dois cruzamentos foram coletados por 8 h em 

frasco contendo base de ágar-ágar coberta com uma camada de fermento biológico 

suplementado com açúcar. Larvas de terceiro estágio de desenvolvimento 72 ± 4 h foram 

lavadas com água corrente e transferidas para frascos de vidros contendo 1,5 g de meio de 

cultura alternativo, feito com flocos de batata industrializada. Para a detecção da atividade 

genotóxica, as larvas de ambos os cruzamento (ST e HB) foram tratados cronicamente por um 

período de 48 h com três concentrações de extratos etanólicos de raízes (EER) e de galhos 

(EEG) – (1,25; 2,5 e 5,0) mg/mL
-1

). Somente o cruzamento HB foi utilizado para os 

tratamentos com os ácidos arjunólico e betulínico nas concentrações de (0,5; 1,0 e 2,0) 

mg/mL
-1

. O Cloridrato de Doxorrubicina na concentração de 0,125 mg/mL
-1

 (DXR) foi 
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utilizado como controle positivo (CP), e como controle negativo (CN) utilizou-se água Milli-

Q, 1% de Tween-80 e 3% de etanol. Para avaliação da atividade antigenotóxica, os compostos 

supracitados, em suas respectivas concentrações, foram associados ao DXR na mesma 

concentração do CP. Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genótipos: mwh + / + 

flr³ ou mwh + / + TM3, Bd
s
, foram coletados e fixados em etanol 70%. A montagem das 

lâminas permanentes fez-se com auxílio de lupa e pinças, as asas foram fixadas por meio de 

solução de Faure, entre a lâmina e a lamínula. Posteriormente, foram analisadas sob 

microscópio óptico, quando encontradas, as manchas eram registradas quanto tamanho e tipo 

para os diagnósticos estatísticos.  

Para a avaliação da atividade genotóxica as frequências de manchas mutantes 

observadas nos tratamentos foram estatisticamente comparadas ao CN de acordo com Frei e 

Würgler (1988). Para a avaliação de antigenotoxicidade os extratos e os triterpenóides foram 

associados ao DXR, na mesma concentração do CP, com o qual posteriormente as frequências 

de manchas foram comparadas de acordo com Kastenbaum e Bowman (1970). Com base nas 

frequências de manchas corrigidas pelo CN, as porcentagens de inibições induzidas pelos 

tratamentos associados ao DXR foram calculadas como proposto por Abraham (1994), 

usando a fórmula:        

. 

 

Resultados e Discussão 

 Os extratos etanólicos (EE) obtidos de plantas, geralmente são constituídos por diversas 

classes de metabólitos secundários (flavonóides, taninos, bibenzilas, estilbenos e fenantrenos). 

A grande maioria quando avaliados por meio de SMART, não apresentam atividade 

genotóxica (GUTERRES, 2008). Ficou evidente que, nas concentrações utilizadas, os EER e 

EEG não são genotóxicos, uma vez que as freqüências de manchas mutantes observadas nos 

grupos tratados, não diferem significativamente do controle negativo. Este resultado pode ser 

atribuído aos metabólitos secundários encontrados nos referidos extratos, tendo em vista que 

o ARJ e ABT não são genotóxicos. O presente trabalho corrobora com o trabalho de 

Villaseñor e colaboradores (2004), tendo em vista que os triterpenóides avaliados não 

apresentaram atividade genotóxica. Uma vez comprovado a ausência de efeitos genotóxicos 

dos EER, EEG, ARJ e ABT, obtidos de C. laxum, os mesmos foram testados em associação 

com DXR, para avaliação de antigenotoxicidade. 
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Nos gráficos 1 e 2 observa-se que os resultados obtidos indicam maior inibição da 

genotoxicidade do DXR com o aumento na concentração dos EER, EEG, ARJ e ABT. 

 

Os resultados para EER, nas concentrações de (0,625 e 2,5) mg/mL
-1

, mostraram, 

respectivamente,  uma redução de 48 % a 80 % da genotoxicidade induzida pela DXR, 

enquanto  os indivíduos tratados com EEG apresentaram inibição de 58 % a 72 %.  

 

Quando comparado ao controle positivo, o ARJ apresentou uma inibição de 17,8 % a 

65%, enquanto que o ABT reduziu todos os tipos de manchas e a freqüência de inibição 

variou de 52 % a 89 %, respectivamente nas concentrações de (0,5 e 1,0) mg/mL
-1

. A 

concentração de 2,0 mg/mL
-1

 apresentou uma redução total dos efeitos genotóxicos 

ocasionados pela DXR.  

Os resultados obtidos evidenciam relação positiva entre o aumento da concentração e a 

atividade antigenotóxica dos EER e EEG, e que podem ser atribuídos aos metabólitos 

secundários encontrados nos referidos extratos, sendo o ácido betulínico mais eficiente que o 

arjunólico. 
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Gráfico 1: Antigenotoxicidade - Frequências de Manchas por indivíduo (HB) -

obtidas com extratos etanólicos de raízes (EER) e galhos (EEG) extraídos de C.

laxum.

Controle Negativo        Controle Positivo
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Gráfico 2: Antigenotoxicidade - Frequências de Manchas por indivíduo (HB) -

obtidas com ácido arjunólico (ARJ) e betulínicos (ABT) extraídos de C. laxum.
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