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1. INTRODUCAO

Desde os primérdios, o conhecimento das propriedades medicinais das plantas se
desenvolveu a partir de observagdes do homem no comportamento instintivo dos animais em
restaurar suas feridas ou aliviar suas enfermidades (ALONSO, 1998). O conhecimento
popular sobre o uso de plantas medicinais contribuiu significativamente para a divulgacdo das
acoes terapéuticas destas (MACIEL et al., 2002). Entretanto, poucas plantas foram avaliadas
cientificamente quanto as suas atividades bioldgicas, sobretudo a respeito da sua seguranga e
eficacia (WHO, 1999). Segundo ALONSO (1998), das 274 mil espécies botanicas conhecidas
no mundo, somente 1% tem sido estudado.

A composi¢do quimica de muitas espécies vegetais ndo € conhecida. Vdrios
compostos ja isolados de muitas espécies ainda ndo foram estudados quanto as suas atividades
bioldgicas. (DI STASI, 1996 apud FERREIRA, 1999). Alguns desses compostos ja foram
identificados como mutagénicos e carcinogénicos, a exemplo de alguns flavonodides,
hidrazinas, alcaldides e quinonas (PEREIRA, 1992). Por outro lado, as plantas podem conter
substancias antimutagénicos, como os beta-carotenos (vitamina A) e o 4acido ascorbico
(BOREK, 1996). Além disso, estas possuem uma longa histéria de uso no tratamento de
cancer. Muitos compostos obtidos a partir delas podem agir como protetores a carcinogénese
humana, inibindo os estdgios de inicia¢do, promocao ou progressao tumoral (EDENHARDER

et al.,, 1993).

' Orientando
* Orientadora, docente do Instituto de Ciéncias Biolégicas
Revisado pelo orientador



A deteccdo da potencialidade antigenotoxica de compostos quimicos pode ser
avaliada em diferentes sistemas bioldgicos, os mesmos empregados para a identificacdo de
agente genotoxicos e mutagénicos. Estes testes podem ser realizados tanto em procariotos
como eucariotos, podendo ser de longa ou curta duragdo. Dentre os “testes rapidos” ou de
curta duracdo, podemos destacar os ensaios em eritrocitos de medula 6ssea de roedores, o
teste de mutagenicidade em linhagens de Salmonella typhimurium (teste de Ames) e o teste de
inducdo do profago A em cepas de Escherichia coli (induteste SOS).

A avaliagdo da atividade antimutagénica de substancias pode ser realizada através do
teste de Ames. Este teste fundamenta-se na avaliacdo do nimero de mutantes revertentes da
cepa Salmonella typhimurium que, apds tratamento com agentes indutores, podem vir a sofrer
reversao para a prototrofia a histidina. Devido a composicao do meio, s6 havera formacao de
colonias prototroficas para a histidina, provenientes de mutacdes espontaneas, ou pela
reversdao induzida por agentes indutores. O co-tratamento com agentes antimutagénicos
podera atenuar o aparecimento de lesdes no DNA, ou seja, haverd diminui¢cdo na formacao de
colonias revertentes. Desta forma, os agentes antimutagé€nicos podem atuar como agentes
desmutagénicos, isto €, agindo diretamente sobre os compostos que induzem mutagdes no
DNA, inativando-os quimica ou enzimaticamente, inibindo a ativa¢do metabdlica de pro-
mutagénicos ou seqiiestrando moléculas reativas (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

O Brasil possui uma das mais ricas floras do mundo com mais de 56.000 espécies
vegetais (excluindo fungos) — aproximadamente 19% da flora mundial (GIULIETTI et al.,
2005). O cerrado, segundo maior bioma brasileiro, também apresenta grande diversidade
biologica (FERREIRA, 1999). Segundo RATTER e colaboradores (1997), o cerrado abrange
dois milhdes de km? representando 23 % da drea do Brasil, onde estima-se que existam
160.000 espécies de plantas, fungos e animais. Espera-se, portanto, que a diversidade de
espécies que compdem este bioma tenha forte influéncia na medicina popular. Dentre as
plantas de uso popular que compde esta vegetacdo encontra-se a Synadenium umbellatum.

A S. umbellatum é popularmente designada como cola-nota ou cancerola. Segundo
ORTENCIO (1997), esta planta € indicada para o tratamento de cancer, doenca de Chagas,
cOlica de menstruagdo, diabetes, dores no corpo, gripe, hemorragias internas, impingem,
impoténcia sexual, lepra, obesidade, tumores e tlcera nervosa. E uma espécie vegetal
pertencente a ordem Geraniales e a familia Euphorbiaceae. Esta familia esta distribuida em
todo o mundo, principalmente, em regides tropicais. O latex de algumas espécies desta familia
pode ser incolor ou leitoso com graos de amido (JOLY, 1977). J4 se tém estudos com outras

espécies do género quanto a atividade antiinflamatéria (J AGER et al., 1996; ROGERIO et al.,



2007). Existem, para outros géneros das Euforbidceas, relatos da atividade antitumoral
(KUPCHAN et al., 1976; SCHRODER et al., 1980; HUBERT ; DE-THE, 1982; ABO et al,
1988). Estudos recentes utilizando folhas e o latex de S. wumbellatum identificaram
mutagenicidade, citotoxidade, atividade antitumoral, anti-angiogénica e angiogénica

(VALADARES et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2008; MELO-REIS, 2010).

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimutagénica do latex da

Synadenium umbellatum pelo teste de Ames.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados para o teste de Ames

3.1.1 Latex extraido do tronco da S. umbellatum

Foi utilizado para os experimentos o latex de S. umbellatum coletado em regido
Central de Goiania, Goids. A exsicata foi depositada no herbario da UFG sob o n°

40.006/UFG.

3.1.2 Cepas bacterianas

Foram utilizadas cepas bacterianas de Salmonella typhimurium TA-97a e TA

100.

3.1.3 Meios de cultura e solucoes

Foram utilizados: Top-4gar; Solucdo de cloreto de sédio a 0,5%; Solugao de
histidina / biotina (0,5 mM); Caldo Nutriente ¢ Meio Minimo Glicosado (MMG) contendo
solucdo VB 50X (sulfato de magnésio heptahidratado, acido citrico monohidatado, fosfato
de potassio dibdsico, fosfato de s6dio e amodnio) e solucdo de dextrose (40%).

A preparacao do top-dgar consistiu na adi¢do da solug¢do de cloreto de sddio a
0,5 % e solucao de histidina / biotina (0,5 mM ) ao dgar estéril na concentracdo de 0,6%.

O Meio Minimo Glicosado (MMG) foi preparado da seguinte maneira: a um litro de dgar



estéril na concentracdo de 1,5 % foi adicionado 50 mL da solucdo de glicose a 40 % e 20
mL da solu¢dao VB 50X . Essa mistura foi homogeinizada e distribuida em placas. Estas

foram deixadas em repouso por 12 horas em estufa a 37°C para posterior utilizagao.

3.2  Procedimento experimental

O procedimento experimental resume-se da seguinte maneira: as linhagens TA-
97a ou TA-100 foram inoculadas no Caldo Nutriente estéril e mantidas a 37°C sob
agitacdo por 12 horas. Em seguida, as culturas “pernoite” (0,ImL) de cepas bacterianas de
Salmonella typhimurium TA-97a e TA-100 , em fase estaciondria de crescimento, foram
incubadas em diferentes concentragdes de latex de S. umbellatum concomitantes ao
controle positivo especifico para cada cepa, em tubos em triplicata com agitacio e aeragao
constantes. Apds o periodo de incubacdo, foram adicionados 2 mL de &dgar glicosado
liquefeito (top-Agar), i temperatura de 45°C, contendo a solugdo de histidina / biotina a
0,5 mM. A mistura foi vertida em placas, em triplicata, contendo MMG sélido (meio
minimo glicosado), as quais foram incubadas a 37°C durante 48 horas.

Posteriormente, foi contado o niimero de coldnias revertentes prototréficas para a
histidina. Os controles positivos e negativos foram incluidos nos experimentos e,
conforme recomendam Maron e Ames (1983):

No controle negativo, utilizou-se dgua destilada. Nos controles positivos, os reagentes
foram especificos para cada cepa: 4-nitroquinolina (4NQO) — para a cepa TA-97a (0,5 pg)
e Azida sédica — para a cepa TA-100 (1,5 pg).

3.3 Analise dos resultados

Apos a contagem do numero de revertentes, os resultados obtidos foram avaliados

pelo teste ¢ de Student e comparados em relacdo aos respectivos controles positivos. O valor

de p< 0,05 foi considerado significativo.

Admite-se como resultado antimutagénico, quando o nimero de coldnias revertentes

nas placas testes for estatisticamente inferior ao nimero de colOnias revertentes prototroficos

a histidina do controle positivo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos da avaliagdo da atividade antimutagénica do latex da
Synadenium umbellatum para as linhagens de S. typhimurium testadas estdo mostradas nas

tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Valores obtidos da média aritmética de trés experimentos realizados para as linhagens TA-

100. Média aritmética (X ) do nimero de colOnias revertentes prototréficas para a histidina e desvio

padrio (S).
Doses de TA-100
S. umbellatum (pg) x =S
Controle Positivo
2032+ 83w
(4NQO)
50 1831+ 318w
100 2001+ 319v
200 2327+ 288m
500 2556 £ 159V
Controle Negativo
201+ 68
(H,0)

Niimero de células revertentes prototréficas — Simbolos diferentes na mesma coluna indicam que
existe diferenca significativa entre niimeros de revertentes prototréficos e o controle positivo (p<0,05).
Simbolos iguais na mesma coluna mostram que ndo existe diferenca significativa entre o nimero de

revertentes e o controle positivo (p>0,05).



Tabela 2. Valores obtidos da média aritmética de trés experimentos realizados para as linhagens TA-
97a. Média aritmética (x ) do niimero de colOnias revertentes prototroficas para a histidina e desvio

padrdo (S).

Doses de TA-97a
S. umbellatum (pg) x =S
Controle Positivo
582430 m
(4NQO)
50 693+ 71m
100 1039+ 150
200 1271457 o
500 182573 %
Controle Negativo
166+ 50%
(H0)

Niumero de células revertentes prototréficas — Simbolos diferentes na mesma coluna indicam que
existe diferenca significativa entre ntimeros de revertentes prototréficos e o controle positivo (p<0,05).
Simbolos iguais na mesma coluna mostram que ndo existe diferenca significativa entre o nimero de

revertentes e o controle positivo (p>0,05).

Hé diversas linhagens de Salmonella typhimurium, modificadas geneticamente
utilizadas para se detectar um tipo predominante de mutagdo, dentre elas podemos citar a TA-
100 e TA-97a. A linhagem TA-97a permitem avaliar a mutagénese por deslocamento do
quadro de leitura do DNA apresentando muta¢cdo no gene hisD6610 e alvo para mutac@o os
residuos GC. A mutagdo hisG46 presente na linhagem TA100 ocorre no gene que codifica a
primeira enzima do processo de biossintese da histidina, através da substituicio do cédon
selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG (CTC) — leucina. Assim, essa cepa detecta
mutacdes capazes de causar substituicdo dos pares de bases nitrogenadas, principalmente do
par G-C (MARON; AMES 1983).

Dessa forma, avaliamos através das linhagens TA-100 e TA-97a a capacidade do
latex de Synadenium umbellatum em diminuir os danos causados por agentes indutores
capazaes de provocar mutacdes de ponto por substituicdo de bases ou do tipo “frameshift”

(deslocamento no quadro de leitura) no genoma da S. Typhimurium.



Os resultados obtidos indicam que todas as doses do litex da Synadenium
umbellatum ndo apresentaram atividade antimutigenica para as cepas TA-97a e TA-100. Na
linhagem TA-97a , o niimero de revertentes prototréficos de todas as doses tratadas foram
significativamente superiores (p<0,05) em relagdo aos revertentes induzidos do controle
positivo, exceto na dose de 50 pg onde nao foi constatada diferenca significativa em relagdao
ao controle positivo (p>0,05).

A linhagem TA-100 tratada com as doses de 50 pg e 100 pg do latex de S.
umbellatum nao apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao nimero de
revertentes induzidos do controle positivo. Porém, nas doses mais elevadas ( 200 ug e 500 pg)
foi verificada diferenca significativa de revertentes em relacao ao controle positivo (p<0,05).

Dessa maneira, pode-se sugerir que o latex de Synadenium umbellatum, em doses
mais elevadas, atua sinergicamente com agentes indutores de lesdes no DNA ( azida sédica
ou 4-nitroquinolina). De acordo com resultados obtidos anteriormente, o latex de S.
umbellatum pode causar mutacdes do tipo “frameshift” (alteracdes no quadro de leitura do
DNA) e, também, mutagdes capazes de causar substituicdo dos pares de bases nitrogenadas
(BARBOSA; CHEN- CHEN; 2010). Estes resultados obtidos estdo em concordancia com a
atividade mutagénica do extrato etandlico das folhas de S. umbellatum sobre as células da

medula 6ssea de camundongos, descrita na literatura (VALADARES, 2007).

5. CONCLUSAO

O latex de Synadenium umbellatum ndo apresentou atividade antimutagénica e foi
constatada uma ac¢ao sinérgica com agentes indutores de lesdes no DNA ( azida sédica ou 4-

nitroquinolina).
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