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Resumo

A hecogenina esta presente nas folhas de espécies do género Agave, incluindo Agave
sisalana, Agave cantala e Agave aurea, apresentando um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas ja estudadas, como é o caso de sua acdo antifingica e hipotensiva. Apesar dos
efeitos farmacoldgicos benéficos, sdo raros os estudos que avaliaram o potencial genotdxico
de sapogeninas esteroidais, principalmente da hecogenina. Nesse sentido, considerando a
escassez de informacdes relacionadas a acdo bioldgica in vivo desse composto, somada a
auséncia de dados referentes a sua atividade recombinogénica, o presente estudo utilizou o
Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em Drosophila
melanogaster para avaliar a acdo mutagénica e recombinogénica da hecogenina em quatro
concentragdes — 3,75; 7,5; 15 e 30 mM. Os resultados observados, por meio da analise de 50
individuos, indicam auséncia de atividade genotdxica do composto investigado, visto que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa na inducdo de clones mutantes das diferentes
classes de manchas em relacdo ao controle negativo. Considerando o amplo espectro de
aplicacdes farmacologicas e terapéuticas da hecogenina, as proximas investigacdes devem ser
focadas na avaliacdo do potencial antigenotdxico desta substancia.
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INTRODUCAO

A importancia pratica de algumas agliconas é a sua transformacdo em hormonios
sexuais e compostos com estruturas analogas, constituindo a matéria-prima de uma industria
guimica altamente desenvolvida. Cita-se, como exemplo, a extracdo da hecogenina de Agave
sisalana, a diosgenina de varias espécies de Dioscoreae e outras utilizadas na sintese de
horménios esterdides do tipo foliculina ou progesterona (COSTA, 2002).

A hecogenina é um composto natural com diversas fungdes terapéuticas, utilizado
principalmente como precursor na producdo industrial de hormonios esteroidais. Trata-se de
uma aglicona ou sapogenina esteroidal obtida comercialmente a partir do suco do sisal,
produto descartado durante o processo de desfibramento de suas folhas (GHOGHARI E
RAJANI, 2006).

A hecogenina, estd presente nas folhas de espécies do género Agave, incluindo
Agave sisalana, Agave cantala e Agave aurea (PAIK et al., 2005). Hecogenina apresenta um
amplo espectro de atividades farmacologicas ja estudadas, como acdo antifungica e
hipotensiva (GONDIM, 2006). Além disso, recentemente, Cerqueira et al. (2012)
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demonstraram que as atividades antioxidante e anti-inflamatdria associadas a hecogenina
foram responséveis pela agcdo gastro protetora em modelos experimentais de indugdo de Ulcera
gastrica em camundongos.

O Teste para deteccdo de mutacdo e recombinacdo somética (SMART) de asa, em
Drosophila melanogaster, baseia-se na identificacdo de pelos com fendtipos mutantes que
representam a expressdo fenotipica da ocorréncia de lesdes em nivel de DNA. Tais alteragdes
sdo primordialmente induzidas nas células dos discos imaginais que, por inimeras divisoes
mitéticas, dardo origem as asas dos adultos com seus pelos ou tricomas. Os tricomas mutantes
organizam-se em manchas, com fendtipos caracteristicos, que indicam a ocorréncia de
eventos genéticos relacionados com mutagfes pontuais, aberragdes cromossémicas e
rearranjos estruturais devido a recombinacdo somatica (ANDRADE et al., 2004).

Apesar dos efeitos farmacoldgicos benéficos, as agliconas esteroidais apresentam
toxicidade em diferentes organismos, inclusive em seres humanos. Somado a isso, parece que
a embriotoxicidade e citotoxicidade sdo os principais mecanismos por trds da toxicidade
induzida por estes compostos. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar a acédo
mutagénica da hecogenina em células sométicas de Drosophila melanogaster.

METODOLOGIA

AGENTES QUIMICOS

Hecogenina foi gentilmente cedida pela Prof®. Dr®. Viviane Souza do Amaral, da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), a partir da colaboracdo da docente
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). As solugdes de hecogenina foram preparadas na hora do tratamento, por
dissolucdo em Tween-80 5%, assim como na auséncia de luz direta. A hecogenina foi testada
em quatro concentracdes: 3,75, 7,5, 15 e 30 mM.

TESTE SMART

Foram utilizadas linhagens de Drosophila melanogaster portadoras de genes marcadores
especificos, localizados no cromossomo 3, que permitem detectar a indu¢do de mutacéo e
recombinacdo em células somaticas. Tais linhagens sdo designadas como flr*, ORR;flr* e mwh
e apresentam, respectivamente, as seguintes constituices genéticas:
o fIr® - fIr¥/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx** e Bd®
e ORR/ORR;flr® — ORR;fIr¥/In (3LR)TM3, r' p° sep 1(3)89Aabx>* e Bd®
e mwh - mwh/mwh

Todos os estoques de Drosophila melanogaster, assim como os cruzamentos, foram
mantidos em frascos de vidros de 1/4 | contendo meio de cultura padrdo, a 25°C +1°C e a
umidade de 60-70%.

Para a realizacdo do teste, foi utilizado o cruzamento padrdo (CP), no qual fémeas
virgens flr® foram cruzadas com machos mwh, originando larvas portadoras de nivel basal de
atividade metabdlica dependente de citocromo P-450, e o cruzamento aprimorado (CA), que
se baseia no cruzamento de fémeas virgens ORR; flr® com machos mwh. As fémeas ORR; flr®
sdo portadoras de cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon (R) resistente ao
DDT. Um gene principal (R), presente no cromossomo 2, juntamente com genes menores
existentes no cromossomo 1, confere a esta linhagem alto nivel constitutivo de citocromo
P450 (HALLSTROM E BLANCK, 1985).

As larvas oriundas de cada cruzamento foram submetidas ao tratamento crénico com
as diferentes solugdes de hecogenina, aléem dos controles negativo (Tween-80 5%) e positivo
(Uretano 20 mM). Todos os adultos que nascerem 10-12 dias apds a postura dos ovos foram
conservados em etanol 70%. Posteriormente, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram



removidas e colocadas em laminas de vidro para serem analisadas em microscopio optico
com aumento de 400 x. Os diferentes tipos de manchas sdo designados como simples mwh ou
flr®, quando apenas um dos marcadores se expressa, ou como manchas gémeas, quando tanto
pelos maltiplos (mwh), como pelos com a base alargada (fIr’) estdo presentes dentro de uma
mesma mancha. S8o considerados clones independentes aqueles separados por 3 ou mais
fileiras de tricomas normais (GRAF et al., 1984).

Para andlise da atividade mutagénica da hecogenina, as frequéncias de manchas
obtidas nas diferentes diluicGes deste composto foram comparadas as encontradas no controle
negativo. Para tanto, foi utilizado o teste condicional de Kastembaum e Bowman (1970),
seguindo o procedimento de decisdes multiplas de acordo com Frei e Wirgler (1988), que é
aplicado sobre duas hipdteses e permite a obtencdo de quatro diagnosticos estatisticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a hecogenina (Tabela 1), foi observado apenas um resultado positivo,
restrito as manchas gémeas na concentragdo de 7,5 mM do CP, ndo tendo reflexo no total de
manchas. De fato, nenhuma das concentracdes de hecogenina induziu aumentos significativos
nas frequéncias totais de manchas, tanto no CP como no CA, indicando auséncia de atividade
mutagénica e/ou recombinogénica associada a hecogenina.

Tabela 1 - Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr®)
nos cruzamentos padrdo (CP) e aprimorado (CA) ap06s exposi¢do cronica de larvas de 3°
estagio a diferentes concentragcdes de Hecogenina

Cruzamentos N° de  Manchas por mosca (n°. de manchas) diagnoéstico Manchas

e moscas  estatistico® com
Tratamentos — (N) Manchas Manchas Manchas Total de cIoneCs
(mM) . . . b mwh
simples simples gémeas manchas
pequenas” grandes” m=5 m =2
(1-2 células) (>2 células)
m=2 m=5
Padréo
CN¢ 50 0,84 (42) 0,14 (07) 0,02 (01) 1,00 (50) 50
3,75 50 0,70 (35) - 0,08(04)- 0,06(03)i 084(42)- 41
75 50 0,72 (36) - 0,10(05)i 0,14 (07)+ 0,96 (48)- 47
15 50 0,60 (30) - 0,08(04)- 0,02(01)i 0,70(35)- 35
30 50 1,04 (52) - 0,02 (01)- 0,00(00)i 1,06(53)- 52
CP® 10 2,80(28)+ 0,80(08)+ 0,00(00)i 3,60(36)+ 35
Aprimorado
CN¢ 50 0,96 (48) 0,22 (11) 0,00 (00) 1,18 (59) 58
3,75 50 1,02 (51) - 0,04 (02)- 0,02(01)i 1,08(54)- 54
7,5 50 0,66 (33) - 0,10(05)- 0,02(01)i 0,78(39)- 39
15 50 0,68 (34) - 0,10 (05)- 0,02(01)i 0,80(40)- 40
30 50 0,70 (35) - 0,16 (08)- 0,02(01)i 0,88(44)- 44
cP* 10 B0 @D yi0un+ 300E0+ 020 (02 Heg

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): —, negativo, +, positivo, i,



inconclusivo. P<0.05. Incluindo manchas simples flr® raras. “Foram considerados apenas 0s
clones mwh das manchas simples mwh e das manchas gémeas.’CN, controle negativo: Tween-
80 5%. °CP, controle positivo: Uretano 20mM.

Sdo raros os trabalhos disponiveis na literatura que investigaram a acdo
genotoxica/antigenotoxica da hecogenina, inclusive, 0 mesmo é observado para as plantas do
género Agave, nas quais a hecogenina é um das principais substancias presentes nas folhas
(PAIK et al., 2005). Neste sentido, Camoutsis et al. (2005) investigaram a atividade
genotoxica de esteres de hecogenina e de aza-homo-hecogenina em cultura de linfdcitos
humanos por meio do teste de trocas entre cromatides irmas (SCEs). Os autores observaram
que a hecogenina néo foi capaz de induzir aumentos significativos de SCEs, ndo apresentando
efeito genotdxico e/ou citostatico. Entretanto, a partir da insercdo de um grupo —NHCO— ao
anel “C” do nucleo esteroidal da hecogenina, formando aza-homo-hecogenina, os autores
verificaram um aumento significativo de SCEs e de atividade antiproliferativa nos linfocitos
humanos analisados. Este resultado estd provavelmente relacionado ao potencial indutor de
alquilacGes originado a partir da modificacdo na estrutura quimica da hecogenina.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados observados no presente estudo, juntamente com dados da literatura
cientifica, indicam que a hecogenina ndo apresenta potencial genotdxico. Portanto, tendo em
vista 0 amplo espectro de aplicacdes farmacoldgicas e terapéuticas, as proximas investigaces
devem ser focadas na avaliagdo do potencial antigenotoxico desta substancia, na busca da
caracterizacéo de sua acdo quimiopreventiva.
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