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Resumo

A solasodina possui, como uma de suas caracteristicas, estrutura quimica adequada para ser
utilizada como precursor para formagdo de hormonios esteroidais. Diversos estudos tém
atribuido a solasodina uma série de atividades farmacologicas. Apesar dos efeitos
farmacoldgicos benéficos, os alcaldides esteroidais apresentam toxicidade em diferentes
organismos, inclusive em seres humanos. O presente estudo utilizou o Teste para Deteccdo de
Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) em Drosophila melanogaster para avaliar a
acao mutagénica e recombinogénica da solasodina em quatro concentragdes, 3,75; 7,5; 15 e
30 mM. O SMART permite a deteccdo simultanea de mutacdo génica e cromossomica, assim
como de eventos relacionados com recombinacdo somatica, possibilitando quantificar a
contribuicdo deste ultimo pardmetro genético para a genotoxicidade total do composto
avaliado. Com relagdo aos resultados, ndo foram observados aumentos significativos nas
frequéncias de clones mutantes, para nenhuma das classes de manchas, nas moscas expostas
as diferentes concentragcfes avaliadas. A auséncia de resultados positivos foi verificada tanto
no cruzamento padrdo quanto no cruzamento aprimorado. A maioria dos estudos indica que a
citotoxicidade, e ndo a genotoxicidade, € o principal evento celular relacionado a toxicidade
desta substancia.
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INTRODUCAO

A alta producdo semissintética de horménios esteroides colocou em evidéncia 0s
derivados esteroidais, particularmente a diosgenina, melhor convertida a estes compostos.
Entretanto, a solasodina é considerada uma alternativa ao uso da diosgenina, visto que se trata
de um analogo considerado pré-farmaco proeminente (BARBOSA-FILHO et al., 1991).
Muitas funcdes da solasodina tém sido recentemente descobertas e seu emprego em forma de
farmaco semissintético esta cada vez mais proximo (LECANU et al., 2011).

Silva et al. (2002) argumenta que, 0s estudos com espécies de Solanum da Paraiba
revelaram a presenca de 0,67 % do alcaldide solasodina nos frutos verdes de Solanum
paludosum possuindo, este alcaldide, caracteristicas como um importante precursor para
formacdo de horménios esteroidais. Os glicoalcaldides esteroides sdo amplamente
encontrados em plantas deste género e bastante estudados atualmente acerca de suas
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas (RODDICK; WEISSENBERG; LEONARD,
2001).
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Glicoalcaldides sdo capazes de inativar diferentes virus do herpes em humanos, de
proteger camundongos de infecgdo por Salmonella typhimurium, de aumentar a duragdo de
acao de anestésicos e de potencializar resposta imunoldgica em camundongos (FRIEDMAN;
HENIKA; MACKEY, 2003).

Segundo Trouillas et al. (2004) os glicoalcaldides podem exibir propriedades
antidiabéticas, antioxidantes e anticancerigenas como indutores de apoptose. Entretanto, em
niveis similares aos encontrados em Solanum tuberosum (batata), os glicoalcaldides
induziram malformacbes em roedores e em embrides de anfibios (FRIEDMAN; HENIKA;
MACKE, 2003). Estudos recentes demonstraram o potencial neuroprotetor da solasodina
contra lesdo cerebral induzida em ratos experimentais. Este estudo propée que a
neuroprotecdo oferecida pela solasodina possa ser atribuida a sua propriedade antioxidante
(SHARMA et al., 2014). Por outro lado, a ingesta de solasodina foi capaz de causar perda de
peso e hepatomegalia reversiveis em camundongos e é aparentemente mais toxica a humanos
que a roedores (FRIEDMAN; HENIKA; MACKEY, 2003).

Apesar dos efeitos farmacologicos benéficos, a solasodina apresenta toxicidade em
diferentes organismos, inclusive em seres humanos. Neste sentido, sdo raros os estudos que
avaliaram o potencial genotoxico deste composto (CRAWFORD E MYHR, 1995). Portanto,
uma questdo fundamental é se as manifestacGes toxicologicas descritas na literatura séo
influenciadas por efeitos genotdxicos da solasodina, considerando que muitas toxinas que
agem no processo de desenvolvimento de um organismo sdo, também, genotoxinas. Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo mutagénica da solasodina em células
somaticas de Drosophila melanogaster.

METODOLOGIA

AGENTES QUIMICOS

A solasodina 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). A solasodina foi avaliada nas seguintes concentracdes: 3,75, 7,5, 15 e 30
mM.

TESTE SMART

CRUZAMENTOS

Foi empregado tanto o cruzamento padréo, no qual fémeas virgens flr® foram cruzadas
com machos mwh, originando larvas portadoras de nivel basal de atividade metabodlica
dependente de citocromo P-450, como o cruzamento aprimorado, no qual as larvas
apresentam niveis aumentados de enzimas de metabolizacdo do grupo citocromo P-450
(HALLSTROM E BLANCK, 1985).

Estes cruzamentos originam larvas com duas constituices genotipicas, no que se
refere aos genes marcadores localizados no cromossomo 3:

; larvas mwh +/ + flr® - que sdo trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh

e flr.

larvas mwh +/TM3,Bd°® - heterozigotas para 0 cromossomo TM3, necessario para
balancear o marcador flr’, ja que este é letal em homozigose (GARCIA-BELLIDO E
DAPENA, 1974). Os adultos heterozigotos para o cromossomo TM3 apresentam recortes nas
asas - determinados pelo gene marcador Bd® - o que permite diferencia-los dos imagos trans-
heterozigotos, que apresentam asas com formato normal.



TRATAMENTOS E BASES GENETICAS DO TESTE

Os cruzamentos foram realizados em massa (80 fémeas: 40 machos), durante 3 dias,
em vidros contendo meio de cultura padrdo. Apos este periodo, os casais foram transferidos
para tubos de ¥ | contendo meio de ovoposicdo, onde permaneceram por 8 h. Passado este
tempo, os adultos foram descartados. Depois de 72h do inicio do periodo de ovoposicéo,
foram coletadas larvas de terceiro estagio por flotagdo em agua corrente. Estas larvas foram,
entdo, submetidas a tratamento crénico com diferentes concentracdes da solasodina.

Todos os adultos que nasceram 10-12 dias ap6s a postura dos ovos foram conservados
em etanol 70%. Posteriormente, as asas dos individuos trans-heterozigotos foram submetidas
a montagem em laminas de vidro. O tipo de mancha mutante observada nas asas dos adultos
trans-heterozigotos permite a caracterizacdo de eventos genotoxico distintos.

Dessa forma, as manchas simples, com os fenétipos pelos multiplos ou pelos com a
base alargada, podem se originar por:

a)alteracdo do contetido informacional dos genes selvagens mwh* ou fIr®*;

b)delecdo de um fragmento cromossémico contendo os marcadores selvagens
mwh* ou fIr¥*:

c)conversdo génica dos genes mwh™ ou flr*.

Além disso, a ocorréncia de recombinago simples entre os locos mwh e flr leva ao
aparecimento de manchas simples com o fendtipo pelos mdltiplos, enquanto uma
recombinacdo simples entre flr® e o centromero, seguida de uma segunda recombinacéo
simples entre mwh e flr® origina manchas contendo pelos com a base alargada.

Portanto, as manchas simples podem originar-se tanto por eventos mutacionais,
incluindo mutacBes pontuais e aberracdes cromossdémicas, COmMoO por conversao ou
recombinacdo somatica. Por outro lado, as manchas gémeas, que expressam simultaneamente
os fendtipos com a base alargada e pelos multiplos, originam-se exclusivamente de uma
recombinac&o simples entre flr* e 0 centrémero, com posterior segregacéo de um cromossomo
recombinado e um parental (GRAF et al., 1989).

ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo genotoOxica da solasodina, as frequéncias de manchas obtidas foram
comparadas com o controle negativo. Para tanto, foi utilizado o teste binomial condicional de
Kastembaum e Bowman (1970), seguindo o procedimento de decisbes multiplas de acordo
com Frei e Wirgler (1988). Com o objetivo de confirmar os resultados positivos e excluir
outliers foi utilizado o teste U de Wilcoxon, Mann e Whitney (FREI E WURGLER, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a solasodina (Tabela 1), ndo foram observados aumentos significativos
nas frequéncias de clones mutantes, para nenhuma das classes de manchas, nas larvas
expostas as diferentes concentracfes avaliadas. De fato, a auséncia de resultados positivos foi
observada tanto no CP quanto no CA.

Os resultados da avaliacdo toxico-genética da solasodina, neste estudo, apontaram para
a auséncia de atividade genotoxica da substancia. Considerando os parametros genéticos
detectados pelo teste SMART, pode-se indicar que a solasodina ndo é capaz de induzir
aumentos significativos nas frequéncias de manchas mutantes, seja por eventos mutacionais
e/ou recombinacionais.



Tabela 1 - Resultados obtidos no teste SMART com a progénie trans-heterozigota (mwh/flr®)
nos cruzamentos padrdo (CP) e aprimorado (CA) apds exposicdo cronica de larvas de 3°

estagio a diferentes concentra¢des de Solasodina.

Cruzamentos No.De Manchas por mosca (n°. de manchas) diagnostico Manchas
e moscas estatistico® com
Tratamentos  (N) Manchas Manchas Manchas Total de clonecs
(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 0,98 (49) - 0,08(04)- 0,02(01)i 1,08(54)- 54
7,5 50 0,92 (46) - 0,16 (08)i 0,02(01)i 1,10(55)- 54
15 50 0,62 (31) - 0,14 (07)i 0,04(02)i 0,80(40)- 39
30 50 0,38 (19) - 0,06 (03)- 0,04(02)i 048(224)- 24
CP® 10 2,80 (28) + 0,80 (08) + 0,00 (00) + 3,60(36)+ 35
Aprimorado
CN¢ 50 0,96 (48) 0,22 (11) 0,00 (00) 1,18 (59) 58
3,75 50 1,10 (55) - 0,08 (04)- 0,02(01)i 1,20(60)- 60
7,5 50 0,88 (44) - 0,18(09)- 0,06(03)i 1,12(56)- 55
15 50 0,84 (42) - 0,10 (05)- 0,06 (03)i 1,00(50)- 40
30 50 1,02 (51) - 0,20 (10)i 0,04(02)i 1,26(63)- 62
CP* 10 B0 3B 40w+ 300+ 0% G2 e

*Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): —, negativo, +, positivo, i,
inconclusivo. P<0.05. PIncluindo 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.

Além disso, a auséncia de resultados positivos nos cruzamentos padrdo e aprimorado
indicam que esta substancia ndo € capaz de induzir lesdes no DNA de forma direta e indireta.
Estudos envolvendo a avaliacdo genotdxica da solasodina sdo escassos na literatura cientifica.
De fato, os trabalhos disponiveis sdo focados no efeito toxico-genético de extratos das plantas
por meio das quais esta substancia é obtida.

Solasodina ndo apresentou efeito mutagénico em camundongos transgénicos CD2
lacz80/HazfBR, quando avaliada para mutac6es no gene lac Z, para a dose maxima toleravel
de 300mg/kg, aplicada via intraperitoneal (CRAWFORD E MYHR, 1995). Diversos estudos
tém atribuido a solasodina uma série de atividades farmacologicas como: a¢do antimicrobiana
(CHATAING et al., 1998; WEISSENBERG et al., 1998), anti-inflamatoria e antinociceptiva
(PANDURANGAN et al., 2010, 2011), anticancer (TROUILLAS et al., 2005; CHANG et al.,
1998), antiandrogénica (GUPTA et al., 2002; FRIEDMAN et al., 2003) e sobre o sistema
nervoso central (LECANU et al., 2011; CHAUHAN et al., 2011).

CONCLUSAO



Os resultados indicam que a solasodina ndo apresenta potencial genotoxico em celulas
somaticas de Drosophila melanogaster.
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