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RESUMO: Paepalanthus latipes (Silveira) € uma das plantas brasileiras nativas da Serra do
Cipd, Minas Gerais, conhecida como “sempre-vivas” € muito exportada para os Estados
Unidos, Europa e Japao, por seu valor ornamental. Poucos resultados séo relatados quanto
a atividade biolégica destas plantas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
mutagénica do extrato etandlico bruto de P, latipes e de dois flavonoides 7-metoxilados dele
isolados (7-metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’- O-f3-D-glicopiranosideo), através
do teste de Ames, utilizando linhagens mutantes de Salmonella typhimurium TA98 e TA100.
A atividade mutagénica das amostras testadas, em concentragcées variando de 62,5 a
375 ug/placa, foi determinada com ativagdao metabdlica (utilizando-se a fragdo microssomal
S9) e na auséncia dessa. Os resultados demonstraram que, tanto o extrato etandlico bruto
de P latipes quanto os flavonoides 7-metoxilados testados, ndo induziram atividade
mutagénica nas linhagens TA98 e TA100.

Unitermos: Mutagenicidade; teste de AMES; Paepalanthus latipes; Eriocaulaceae;
flavonéides; Salmonella typhimurium.

ABSTRACT: Mutagenicity evaluation of crude ethanolic extract of Paepalanthus latipes
(Eriocaulaceae) and isolated 7-methoxyflavonoids. Paepalanthus latipes (Silveira) is one
of the native Brazilian plants from Serra do Cipd, Minas Gerais, known as “sempre-vivas “
which is exported to the United States, Europe and Japan because of its ornamental value.
Few results were reported in relation to the biological activity of these plants. In this work, the
mutagenicity of the crude ethanolic extract of P, latipes and isolated 7-methoxyflavonoids (7-
methylquercetagetin and 7-methylquercetagetin-4’-O-B-D-glucopyranoside) was evaluated
by using the Ames test with Salmonella typhimurium TA98 and TA100 strains, at
concentrations from 62.5 to 375 ug/plate, with and without metabolic activation (using
microsomal S9 fraction). Results demonstrated that both the extract of P, Jatipes as well as
the tested 7-methoxyflavonoids did not induce mutagenicity at the experimental tested
conditions.

Keywords: Mutagenicity; AMES test; Paepalanthus latipes; Eriocaulaceae; flavonoids;
Salmonella typhimurium.
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INTRODUGCAO

O uso de plantas medicinais vem crescendo nas ultimas décadas no Brasil. Entretanto,
existe pouca informagédo quanto ao seu potencial de risco a saude. Por conterem substancias
quimicas conhecidas como mutagénicas e/ou carcinogénicas (VARGAS et al., 1990; VARANDA
et al., 1997), muitas dessas plantas, constantemente, sao correlacionadas com a alta frequéncia
de doencas e tumores.

Em paises desenvolvidos, as drogas vegetais sdo testadas e avaliadas seguindo-se normas
e critérios similares aqueles estabelecidos para medicamentos sintéticos. No entanto, ha pouca
informacdo sobre a genotoxicidade de drogas vegetais. Contudo, a avaliagdo dos efeitos
mutagénicos de compostos provenientes de plantas é, sem duvida, uma atividade fundamental
para a reducao dos riscos de exposicao a esses agentes.

Atualmente, as principais hipoteses sobre os mecanismos de agao de substancias que
provocam cancer estdo baseadas na indugdo de mutagdes em células somaticas. Praticamente,
todos os agentes mutagénicos quimicos e fisicos, capazes de provocar cancer e induzir danos no
DNA celular, resultam na geragéo de mutacdes de diferentes tipos. Dessa forma, torna-se essencial
dispor de métodos confiaveis, simples e rapidos, para avaliar corretamente o potencial cancerigeno
de um material qualquer, seja através da inducao de cancer em animais de laboratoérios ou através
da inducao de mutagdes em diferentes modelos experimentais.

Entre as diferentes abordagens usadas para avaliar a atividade mutagénica de uma
substancia e, consequentemente, o seu potencial cancerigeno, esta o teste de AMES ou teste
com Salmonella/fracdo microssomal de figado de rato (MARON e AMES, 1983).

O teste de AMES caracteriza-se pela utilizacdo de linhagens indicadoras de Salmonella
typhimurium, sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutacéo. Na presenca
de agentes mutagénicos, estas linhagens revertem seu carater de auxotrofia para a sintese de
histidina e passam a formar colénias em um meio desprovido deste aminoacido. Desta forma,
através da contagem de colénias por placa, é possivel estabelecer a acdo mutagénica de um
composto em fungdo de sua concentracao.

Os flavonoides sao, provavelmente, a maior classe de metabdlitos secundarios vegetais, e
apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo freqlientemente atividade
mutagénica e, com menos frequiéncia, atividade antimutagénica.

Paepalanthus latipes (Silveira) € uma das plantas brasileiras nativas da Serra do Cip9,
Minas Gerais, conhecida como “sempre-viva” € que sdo exportadas, sem muito controle, para os
Estados Unidos, Europa e Japao, onde sao usadas para fins ornamentais. De acordo com trabalhos
jarealizados com algumas espécies da familia Eriocaulaceae, como P, latipes, as principais classes
de constituintes quimicos isolados dessas plantas sdo: flavondides, isocumarinas, esterdides,
entre outras (SALATINO et al., 1988, 1990; DOKKEDAL e SALATINO, 1992; NEHME, 1997;
ANDRADE et al., 1999; VILEGAS et al., 1999a, 1999b; BOSQUEIRO et al., 2000). Porém, poucos
resultados foram relatados quanto a atividade bioldgica dessas plantas.

Dados da literatura apontam a quercetina, um flavonoide freqlientemente isolado de
inflorescéncias de plantas, como detentor de uma importante atividade mutagénica, quando
submetido ao teste de AMES, com ativagao microssomal em linhagens de Salmonella typhimurium,
que detecta substituicdo de pares de bases do DNA (TA100) e mutagdes do tipo frameshift (TA98)
(BJELDANES e CHANG, 1977; MacGREGOR e JURD, 1978; VARGAS et al., 1990).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a mutagenicidade do extrato etandlico bruto de P,
latipes e de dois flavonoides 7-metoxilados dele isolados (7-metilquercetagetina e 7-
metilquercetagetina-4’-O-3-D-glicopiranosideo), utilizando-se o teste de AMES.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

A planta utilizada foi coletada na Serra do Cipd, Minas Gerais e identificada pelo Professor
Dr. Paulo Takeo Sano, do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. A exsicata desta
planta foi depositada no herbario do Instituto de Botanica, USP, sob o registro SPF/CFSC 13.846.

Preparo do extrato

Escapos de P. latipes foram secos a 60 °C, em estufa com circulacdo de ar, por uma
semana. O material resultante foi macerado, também, por uma semana a temperatura ambiente
usando etanol 96%. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida.

Fracionamento do extrato para obtencao e isolamento dos flavondides

O fracionamento do extrato etandlico 96% de P, latipes por permeacao em gel foi realizado
em coluna utilizando-se Sephadex LH-20 (Pharmacia) e metanol como eluente. Através de
cromatografia em camada delgada comparativa [fase movel:CHCI,: MeOH: H,O (43: 37: 20 v/v/v)
fase inferior], visualizagéo sob luz UV e revelacdo com NP/PEG (WAGNER et al., 1984) e obtencao
de espectros de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas (Electrospray-MS),
foi possivel a identificacdo das substancias 7-metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’-O-
-D-glicopiranosideo (NEHME,1997) (Figura 1).

7-metilquercetagetina 7-metilquercetagetina-4’-O-B-D-glicopiranosideo
Figura 1. Estruturas dos flavondides 7-metoxilados isolados do extrato etandlico bruto de
Paepalanthus latipes, Eriocaulaceae.

Diluicao das amostras

Utilizou-se 5,0 mg dos flavonéides 7-metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’-O-3-
D-glicopiranosideo e do extrato etandlico bruto de P, /atipes ,dissolvidos em 1,0 ml de dimetilsulfoxido
(DMSO).

Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA100 e TA98 de Salmonella typhimurium, gentilmente
cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade da Califérnia, Berkeley. A linhagem TA100, que
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detecta mutagenos causadores da substituicdo de pares de bases no DNA, contém uma mutacao
no gene hisG (hisG46), que codifica para a primeira enzima da biossintese da histidina, tendo o
par GC como ponto preferencial para a reverséo. A cepa TA98 apresenta mutagcéo no gene hisD
(hisD3052), que codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como ponto preferencial
para a reversao oito residuos repetitivos de GC e detecta compostos mutagénicos que causam
deslocamento do quadro de leitura do DNA.

Manutencgao e estoque das cepas de Salmonella typhimurium

As cepas de S. typhimurium ficaram estocadas em tubos para congelamento (1,5 ml), a
-70 °C, para que todas as suas caracteristicas genéticas se mantivessem inalteradas. Para cada
0,9 ml de cultura, foi adicionado 0,1 ml de DMSO, como substancia crioprotetora.

Verificagcao das caracteristicas genéticas das cepas de Salmonella
typhimurium

As caracteristicas genéticas das cepas de S. typhimurium foram checadas, rotineiramente,
antes do preparo dos estoques para congelamento. A dependéncia da histidina, a presencga de
mutacado rfa, a presenca de delecdo uvrB e a presenca de plasmidios de resisténcia foram
verificadas de acordo com MARON e AMES (1983).

Taxa de reversao espontanea

A reversao espontanea das cepas teste para independéncia a histidina foi checada
rotineiramente, sendo que a freqUéncia de reversao é caracteristica de cada cepa. As colbénias
revertentes prototroficas para a histidina sdo facilmente visiveis em placas de agar minimo
glicosado, com tracos de histidina e biotina, em contraste com as colénias auxotréficas, que
formam uma fina camada do crescimento bacteriano (background).

Preparo dos in6culos de Salmonella typhimurium utilizados no ensaio

Semeou-se com auxilio de uma alga de inoculagéo, uma pequena quantidade da cultura
estoque congelada em 30 ml de caldo nutriente (Oxoid n. 2). Incubou-se a 37°C, por 12-16 horas,
em banho-maria, com agitagdo (160 rpm) de modo a obter uma densidade de 1,2 x 10° bactérias/
ml. Ap6s crescimento, manteve-se a cultura sob refrigeracdo durante o periodo em que nao
estava sendo utilizada.

Preparo da mistura da fragao microssomal S9

Foi utilizada a fragdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato (fracéo pds-
mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir do figado de roedores tratados
com um agente indutor enzimatico, arocloror 1254) (MOLTOX - Molecular Toxicology, USA). A
fracdo S9 revela se o material em teste € mutagénico em sua forma original ou necessita ser
metabolizado ou ativado para se tornar mutagénico. Para o preparo da mistura S9, todas as
solugdes (cloreto de magnésio 0,4M; cloreto de potassio 0,4M; glicose-6-fosfato 1M; B-nicotinamida
adenina dinucleotidifosfato 0,1M; tampéao fosfato 0,2M; pH 7,4 e agua destilada), inclusive a fracao
S9 que foi hidratada, foram mantidas em banho de gelo durante todo o ensaio, preparadas sempre
a fresco e utilizadas por um periodo de no maximo 3 horas.
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Controles

Como controle negativo, utilizou-se DMSO, que foi o dissolvente das amostras. Incluiu-se,
também, controles positivos para confirmar as propriedades de reversdo e especificidade de
cada cepa. Utilizou-se como controle positivo para a TA98, a 4-nitrofenilenodiamina (NPD) dissolvida
em DMSO, numa concentracéo de 10 ug/placa. Para a cepa TA100, utilizou-se azida sédica,
dissolvida em agua bidestilada, numa concentragcédo de 1,25 pg/placa, em ensaios sem ativagao
metabdlica. Nos ensaios com ativacdo metabdlica foi usada 2-antramina (2-ANTR) como mutageno,
numa concentracao de 3 pg/placa para TA100 e TA98 .

Ensaios de mutagenicidade

De acordo com a metodologia de incorporacao direta em placas, desenvolvida por MARON
e AMES (1983), diferentes concentragdes do extrato etandlico bruto de P, /atipes e dos flavondides
(375; 250; 125 e 62,5 pg/placa ) foram misturadas a 0,1 ml da cultura de bactérias e 2 ml de agar
superficie (top agar), suplementado com tracos de histidina e biotina. Nos ensaios com ativagao
metabolica, foram adicionados também 0,5 ml da mistura S9. O conteudo de cada tubo foi
levemente homogeneizado e vertido sobre a superficie de uma placa contendo agar minimo
glicosado. Apos a solidificagdo do top agar, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C.
Apébs esse periodo, procedeu-se a contagem do numero de coldnias revertentes por placa. O
ensaio foi realizado em triplicata.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Salanal, elaborado e
gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP, North Caroline, USA.
Esse programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do calculo da analise de variancia
(ANOVA-teste F) entre as médias do numero de revertentes, nas diferentes doses testadas e o
controle negativo, seguido de uma regressao linear. Foram calculadas, também, as razées de
mutagenicidade para cada dose analisada, que € a média do numero de revertentes na placa
teste dividida pela média do numero de revertentes por placa do controle negativo. A amostra é
considerada positiva quando a razdo de mutagenicidade for maior ou igual a 2, em pelo menos
uma das doses testadas e, quando houver uma relacdo dose-resposta entre as concentragcées
testadas e o numero de revertentes induzidos .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de mutagenicidade de curta duracéo, especialmente aqueles que utilizam
linhagens bacterianas, sdo usados para detectar as propriedades mutagénicas de varios
compostos. Desse modo, a analise da mutagenicidade de materiais de origem vegetal, avaliada
através de ensaios com mutagcao génica reversa em Salmonella typhimurium, é bem aceita, por
ser um método adequado para demonstrar a exposicao dos usuarios a compostos mutagénicos,
que fazem parte da composicao quimica de algumas plantas utilizadas popularmente.

O metabolismo destes compostos, como por exemplo, o de alguns flavondides, como a
quercetina, também € muito importante e essencial a resposta do organismo. Certas substancias,
que pelo método de determinacédo de mutagenicidade na auséncia de ativagédo metabdlica ndo




16 Moreira, R.R.D.; Santos, L.E.; Varella, S.D.; Varanda, E.A.; Vilegas, W.

apresentavam mutagenicidade, passam a apresenta-la na presenca de metabolizacdo (WALL et
al., 1988). Esses mesmos autores demonstraram que flavondides, como quercetina, 3-
metilquercetina e luteolina, apresentam acao mutagénica sem ativacao metabdlica, sendo que
com ativacao metabdlica essa acéo € ainda maior, € que a presenca de hidroxilas livres no anel B
e de uma hidroxila livre em C3 é essencial para essa atividade. MacGREGOR e JURD (1978) ja
haviam demonstrado, através de um trabalho realizado com alguns flavondides (quercetina,
canferol, 3-metilquercetina e 7, 4-dimetilquercetina), que a atividade mutagénica de flavonoides
esta relacionada com a presenca de grupos hidroxilas livres em C3’ e C4’ no anel B, de uma
hidroxila livre em C3 e de uma dupla ligacao entre C2 e C3.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos, indicando média e desvio padréo do numero
de revertentes his+/placa, para o grupo controle, flavonoides testados (7-metilquercetagetina e 7-
metilquercetagetina-4’-O-3-D-glicopiranosideo) e extrato etandlico bruto de P, latipes, nas diferentes
concentragdes testadas, com linhagens de S. typhimurium TA98 e TA100, na presenga e auséncia
de ativacao metabdlica. A Tabela 2 apresenta as razées de mutagenicidade (RM). Verifica-se que
nao ocorreu aumento da freqiéncia de mutantes revertentes com o aumento da concentragcao e
as razbes de mutagenicidade foram todas menores que 2, indicando auséncia de atividade
mutagénica.

Com relacdo aos flavonoides 7-metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’-O-3-D-
glicopiranosideo, ambos apresentam grupo hidroxila livre em C3 e nenhum deles apresenta agao
mutagénica, com ou sem ativacdo metabdlica. Portanto, os resultados séo diferentes daqueles
apresentados por WALL et al. (1988) e MacGREGOR e JURD (1978). As estruturas quimicas das
substancias testadas no presente trabalho diferem em alguns pontos. Os flavonodides 7-
metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’-O-p-D-glicopiranosideo apresentam a posicao 7
metoxilada (n&o livre), além da posi¢ao 6 oxigenada, o que ndo ocorre nos flavonoides quercetina,
3-metilquercetina e luteolina, estudados por WALL et al. (1988). Além disso, o flavondide 7-
metilquercetagetina apresenta duas hidroxilas livres em C3’ e C4’ e, também, n&o apresenta
atividade mutagénica.

Assim, os resultados obtidos nesse trabalho, associados aqueles de WALL et al. (1988) e
MacGREGOR e JURD (1978), sugerem que a acao mutagénica de flavonoides esta relacionada
ao tipo de substituicdo do anel A.

Outros extratos e substancias, obtidos de outras espécies de Paepalanthus, devem ser
testados, levando-se em consideragao varios parametros biolégicos.
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Tabela 1. Mutagenicidade do extrato etandlico bruto de Paepalanthus latipes e dos flavonoides
7- metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4'-O-B-D-glicopiranosideo, com (+S,)
e sem (-S,) ativagcdo metabdlica para duas linhagens de Salmonella typhimurium (T98
e TA100).

Revertentes/placa em linhagens de S. typhimurium

Tratamento TA98 TA100
(ng/placa) - S +S, - S +Sg
Extrato etandlico bruto de P./atipes
0 22 £2,08 26 £4,04 156 = 9,81 234 £ 15,27
62,5 18 + 2,64 22 £1,73 146 = 7,55 173 £ 6,66
125 18 + 6,55 24 + 8,08 146 =+ 6,51 220+ 2,64
250 17 £ 4,04 257,09 147 =+ 3,21 210 £ 18,77
375 17 +£5,51 21+2,31 147 =+ 7,86 195+5,51
C+ 1631 + 303,90 2220+ 70,51 1891 + 117,05 2630 + 129,50
7-metilquercetagetina
0 25+ 3,3 33+4,58 153 £ 23,24 127 £ 7,77
62,5 25+7,23 22 £5,57 155+ 19,31 166 £ 3,21
125 20+£6,11 28 £ 3,78 181 + 11,15 156 + 16,07
250 27 £ 6,66 25+10,11 193+ 8,33 152 £ 13,65
375 25+5,51 22 £6,08 189 + 10,70 138+ 7,77
C+ 2115+ 870,90 2305 + 158,51 1504 + 235,40 2630 + 129,50
7-metilquercetagetina—4'-O-f- D-glicopiranosideo
0 36+ 4,93 33+4,58 106+ 4,51 126 £ 7,77
62,5 46 £ 4,72 27 £ 4,62 116 = 14,60 141 £ 18,50
125 47 £2,90 25+1,00 113+ 11,10 145 + 28,02
250 40 £5,03 31+6,24 105+ 3,51 187 £ 74,85
375 41 £ 3,51 22 £4,58 126 + 14,98 138 £ 25,17
C+ 2276 £ 122,44 2305 + 158,51 1450 = 40,86 2630 + 129,50

Valores apresentados como média + desvio padrdo. 0 = dimetilsulféxido; controle positivo (C+): TA98
(-S,) — nitrofenilenodiamina (NPD); TA98 (+S,) - 2-antramina (2-ANTR); TA100 (-S,) - azida sodica (AS);
TA100 (+S,) — 2-antramina (2-ANTR).
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Tabela 2. Razao de mutagenicidade (RM) do extrato etandlico bruto de Paepalanthus latipes e
dos flavondides 7-metilquercetagetina e 7-metilquercetagetina-4’-O-p-D-
glicopiranosideo, com (+S;) e sem (-S,) ativagdo metabdlica para duas linhagens de
Salmonella typhimurium (TA98 e TA100).

Razao de Mutagenicidade (RM)

Tratamento TA98 TA100
(ng/placa) - S +Sg -Sy +Sg
Extrato etandlico bruto de P./atipes
62,5 0,83 0,85 0,93 0,80
125 0,83 0,92 0,93 1,00
250 0,77 0,97 0,94 1,00
375 0,80 0,89 0,94 1,00
7-metilquercetagetina
62,5 0,97 0,67 1,01 1,31
125 0,78 0,86 1,19 1,23
250 1,08 0,77 1,27 1,20
375 0,80 0,89 1,24 1,09
7-metilquercetagetina—-4'-O-- D-glicopiranosideo
62,5 1,30 0,83 1,09 1,12
125 1,32 0,76 1,06 1,14
250 1,13 0,94 0,99 1,48
375 1,14 0,67 1,18 1,09
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