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Resumo

Objetivo: avaliar a atividade mutagénica/antimutagénica do latex do Himatanthus
obovatus, popularmente conhecido por tiborna. Métodos: Utilizou-se o modelo
experimental de mutagenicidade de Ames. Na avaliacdo da atividade mutagénica,
aliquotas das culturas “pernoite” de Salmonella typhimuriumde TA-100 foram incubadas
em tubos de triplicatas com diferentes concentracdes (1:2, 1:5 e 1:10) do latex de H.
obovatus. Na avaliagdo da antimutagenicidade, o controle positivo (1,5 pg de azida
sodica) foi co-adminstrado com as diferentes concentracbes do latex de H. obovatus.
Resultados: Os resultados demonstraram que o latex deH. obovatus apresentou acao
mutagénica em todas concentracdes. A analise antimutagénica do latex nas concentracdes
foram comparadas com o controle positivo (azida sodica), os resultados das
concentragfes 1:2 e 1:5 ndo demonstraram diminuicdo significativa no ndmero de
colonias revertentes (p>0,05), mas na concentracdo de 1:10 obteve maior porcentagem de
inibicdo de mutagenicidade. Conclusdo: o latex de H. obovatus apresentou acéo
mutagénica em todas as concentracdes testadas.
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Abstract

Obijective: to evaluate the mutagenic/antimutagenic activity of latex from Himatanthus
obovatus, popularly known as tiborna. Methods: Ames' experimental mutagenicity model
was used. In the evaluation of mutagenic activity, aliquots of “overnight” cultures of
Salmonella typhimurium de TA-100 were incubated in triplicate tubes with different
concentrations (1:2, 1:5 and 1:10) of H. obovatus latex. In the evaluation of
antimutagenicity, the positive control (1.5 pg of sodium azide) was co-administered with
different latex concentrations of H. obovatus. Results: The results showed that latex de
H. obovatus showed mutagenic action at all concentrations. The antimutagenic analysis
of latex concentrations were compared with the positive control (sodium azide), the
results of 1:2 and 1:5 concentrations did not show a significant decrease in the number of
revertant colonies (p>0.05), but in the concentration of 1:10 obtained the highest
percentage of mutagenicity inhibition. Conclusion: the latex of H. obovatus showed
mutagenic action at all concentrations tested.

Keywords: Himatanthus obovatus. Latex. Mutagénese. Plantas medicinais.

Introducéo

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas para uso de diversas doencas,
como anemia, doencas respiratorias, Ulceras, verminoses, no auxilio da cicatrizacdo de
feridas e entre outras. A escolha da terapéutica a ser usada ocorre na maioria dos casos
sem orientacdo médica, e estas plantas possuem inUmeras atividades comprovadas
cientificamente como: analgésica, antitérmica, anti-inflamatoria, antialérgica,
antiparasitaria e antibacteriana®.

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos naturais de
defesa, como a sintese de substancias quimicas toxicas e genotdxicos contra-ataques de
bactérias, fungos, insetos e animais predadores?*4,

Os estudos realizados para analise das substancias encontradas nas plantas, tem
aumentado o interesse sobre esta area de pesquisa, por demonstrar varias atividades
bioldgicas contra fungos, bactérias, virus e insetos®”’.

Entre essas plantas com propriedades medicinais estd a Himatanthus obovatus,
popularmente conhecida como Tiborna, a qual € uma arvore de médio porte arbustiva,
que pertence & Familia Apocynaceae. E nativa do cerrado na regido Centro-Oeste e nas

savanas amazonicas; tendo como nome popular “leiteira”, “Tiborna” ou “Pau de leite™®.
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Algumas propriedades terapéuticas do H. obovatus séo relatadas em tratamentos
de herpes, ulceras e verminoses. Se faz uso da casca da raiz, da folha, da madeira, da raiz,
do latex do tronco e das folhas, sendo colocado com alto valor medicinal, na forma das
populares “garrafadas”para tratar verminoses, infeccdo intestinal e como depurativo do
sangue. Também é relatado pela populacdo local que o latex do tronco tem poder
cicatrizante e germicida®.

Em virtude do intenso uso de plantas medicinais pela populacéo, tais como a
tiborna, destaca-se a importancia de aumentar os estudos cientificos que validem seu uso
seguro. Com esse proposito, o0 presente estudo avaliou a atividade
mutagénica/antimutagénica do latex da H. obovatus.

Métodos

A estirpe de Salmonella typhimurium TA100 foi incubada em caldo nutritivo,
37°C, sob agitacdo constante durante 12 horas, atingindo a fase estacionaria de
crescimento. Na avaliacdo da atividade mutagénica, as aliquotas das culturas “pernoite”
de S. typhimuriumde TA-100 foram incubadas com diferentes as concentragdes de 1:2,
1:5 e 1:10do latex de H. obovatus, durante 25 minutos, em tubos em triplicata com
agitacdo constante. Na avaliacdo da antimutagenicidade, o controle positivo (1,5 pg de
azida sddica para a cepa TA100) foi co-adminstrado com as diferentes concentracdes 1:2,
1:5 e 1:10 do latex de H. obovatus.

Apos a incubacdo, foi adicionado agar glicosado liquefeito a temperatura de 45°C,
contendo solucdo de histidina/biotina (0,5 mM). O conteudo foi transferido para as
placas de Petri, em triplicata, contendo meio MEVB sélido (meio minimo glicosado),
em seguida foram incubadas a 37°C, durante 48 h em estufa de demanda bioguimica
de oxigénio (BOD). Apds este periodo, foram contados os nimeros de coldnias
revertentes prototroficas para histidina, considerando-se a média aritmética dos resultados
entre as placas, apresentados pela média do nimero de revertentes prototroficas de cada

experimento independente realizado em triplicata®®.

Andlise de dados
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Para avaliacdo da mutagenicidade apds a contagem do numero de revertentes, foi
calculada a razéo de mutagenicidade (RM) para cada dose utilizada. Para calcular a razéo

de mutagenicidade, utilizou-se a expressao:

RM = média do n° de revertentes por placa teste (espontaneos + induzidos)

média do n° de revertentes por placa do controle negativo (espontaneos)

Considera-se como resultado positivo para mutagenicidade quando o nimero de
coldnias revertentes nas placas teste for igual ou superior ao dobro do nimero de coldnias
revertentes espontaneas do controle negativo'®. Os resultados também foram avaliados
pelo teste estatistico ANOVA e post hoc Tukeye o valor de p<0,05 foi considerado
significativo.

Para avaliagdo da antimutagenicidade, a normalidade dos resultados foi avaliada
pelo teste estatistico ANOVA e post hoc Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado
significativo quando comparado ao controle positive. A analise estatistica foi realizada
utilizando o softwareBioestat versdo 5.3. A porcentagem de inibicdo da mutagenicidade

(P1) foi calculada utilizando-se a seguinte equagéo:

n.de revertentes na placa teste — RE
PI(%) = [1 — ( )] x 100

n.de revertentes na placa do controle positivo — RE

Placa teste: placas incubadas com mutageno e composto.
Placa do controle positivo: placa incubada somente com o mutageno.
RE: revertentes espontaneos (cepas testes incubadas na auséncia de composto e

mutageno)
Resultados e Discusséo
A Tabela 1 apresenta os resultados da avaliagdo mutagénica e antimutagénica

do latex de H. obovatus no teste de Ames. Os resultados foram obtidos a partir de trés

experimentos independentes realizados em triplicata.
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Na avaliacdo da mutagenicidade, as concentracbes do latex (1:2, 1:5 e 1:10
pL/placa) apresentaram um aumento no nimero de revertentes prototroficas para a cepa
testada TA100. Os resultados apontaram uma diferenca significativa entre o controle
negativo e as diferentes concentracdes do latex, pelo teste ANOVA e post hoc Tukey
(p<0,05). Em todas as concentra¢des do latex observou-se uma RM > 2. O maior valor
de RM foi obtido na concentragéo 1:2 ul/placa, na qual observou uma RM = 14,9. O
latex de H. obovatus apresentou efeito mutagénico em todas as concentracfes testadas.

A analise antimutagénica do latex de H. obovatus mostrou que todas as
concentragdes (1:2, 1:5 e 1:10 pg/placa) co-tratadas com azida sdédica causou uma
diminuicdo do nimero de revertentes prototroficas em comparacdo com o controle
positivo. No entanto, esta diminuicdo ndo indicou uma diferenca significativa entre o
controle positivo e as diferentes concentragdes do latex (p> 0,05). A maior porcentagem
de inibicdo de mutagenicidade (PI) foi observada na concentragdo de 1:10 uL/placa do
latex, onde observou-se uma Pl = 59,8%. Estes resultados sugerem um efeito

antimutagénico do latex de H. obovatus.

Tabela 1. Média edesvio padrdo (DP) obtidos de trés experimentos independentes em
triplicata das coldnias revertentes de histidina, indice mutagénico (MI) e percentagem
de inibicdo (IP) de mutagenicidade da estirpe do teste de Salmonella typhimurium -
TA100. Tratamento realizado com doses do latex da tiborna.

Tratamento Mutagenicidade Antimutagenicidade
TA 100 TA 100

Média+DP  RM Média + DP ((')/F;)

Controle Negativo! 28.7+11.7 1,0 56.3 +62.9 -

Controle Positivo? 1069.3+415 37,3 1448.7 + 644.2 -
Latex —1:2 428 +11.5% 14,9 781.3 +£223.8° 46,1
Latex — 1:5 275.3+202.2% 9,6 653.3 + 198.5P 54,9
Latex — 1:10 120.3+113.3% 4,2 583 + 237.2° 59,8

110 pl de 4gua destilada; 2 3,0 pg de Azida sodica para TA100.

ANOVA e teste de Tukey. Mutagenicidade:” Existe diferenca significativa quando comparado ao controle
negativo(P < 0.05) e B N&o existe diferenca significativa quando comparado ao controle negativo (p> 0.05).
Antimutagenicidade: € Existe diferenca significativa quando comparado ao controle positivo (p< 0,05) e
P Ndo existe diferenca significativa quando comparado ao controle positivo (p> 0,05).
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Acerca da atividade mutagénica de H. obovatus, foi possivel verificar neste estudo
que 0 mesmo apresenta efeito mutagénico em cepa de S. typhimuriumnas concentragdes
de 1:2,1:5 e 1:10.

Paz et al.™ detectaram que o latex de H. sucuuba, apresenta atividade mutagénica
através dos testes Allium cepa e Cometa nas concentracdes de 2g9/100ml e 3g/100ml.
Além disso, este latex possui significante mutagenicidade pela presenga de micronucleos
e aberracBes cromossdmicas em linfocitos humanos nestas mesmas doses.

O plumierideo possui propriedades inibitoria de crescimento de plantas e potencial
antifungico. O plumierideo iriddides é considerada a substancia ativa do latex de H.
obovatus e sua estrutura possui esterilizacdo da unidade glicosidica, amidacéo e hidrdlise
de éster, desencadeando a formacdo de derivados que demostraram aumento da
citotoxidade??.

Segundo Wood et al.'® o latex do género Himatanthusapresenta uma lactona,
denominada iridoide plumericina, a qual apresenta potencial efeito lesivo ao DNA, além
de inibir em até 50% o crescimento de células neoplasicas durante a fase G1.

A analise antimutagénica do latex de H. obovatus mostrou que as concentracfes
1:2 e 1:5 levou a uma diminuicdo do numero de revertentes prototroficas, mas na
concentracdo de 1:10 obteve uma maior porcentagem de inibicdo de mutagenicidade,
indicando um efeito antimutagénico do latex de H. obovatus. A composicao fitoquimica
do latex pode indicar o motivo deste efeito antimutagénico, a presenca de terpenos e
iridoides tem sido relatada correm no latex de diferentes espécies e Himatanthus.

Em outro estudo, com o latex de Himatanthus articulatus também n&o ocorreu um
aumenta a frequéncia de danos ao DNA através dos ensaios cometa e micronucleo em
medula 6ssea de camundongos. O efeito protetor contra danos ao DNA induzidos pelo

peroxido de hidrogénio é verificado no latex desta espécie!*,
Concluséo

Através dos métodos aplicados neste estudo, concluiu-se que o latex de H.
obovatus apresentou acdo mutagénica em todas as concentracOes testadas com a cepa
bacteriana mutante de Salmonella typhimurium TA100. O latex ndo apresentou acao

antimutagénica significativanas concentracfes utilizadas em meio ao tratamento
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simultdneo com a substancia mutagénica a Azida sodica na Salmonella typhimurium
TA100.
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