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USENCIA DE ATIVIDADE MUTAGENICA DE GUAZUMA ULMIFOLIA LAMB.
(MUTAMBA) EM CELULAS SOMATICAS DE DROSOPHILA MELANOGASTER
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Resumo: Guazuma ulmifolia Lamb., popularmente conhecida como mutamba, é uma planta medicinal
encontrada no Cerrado brasileiro. O fitoterdapico mutamba é usado na medicina alternativa para o
tratamento de: diarréia, asma, bronquite, febre, elefantiase, sifilis, obesidade, hanseniase, queda de
cabelos, disenteria, entre outros. Também é considerado adstringente, depurativo e sudorifero. O presente
trabalho avaliou o efeito genotdxico da mutamba, através do teste SMART/asa, em larvas de terceiro
estagio de desenvolvimento embrionario de Drosophila melanogaster descendentes do cruzamento
padrdo (ST) e do cruzamento de alta atividade metabdlica (HB). Pelos resultados ndo foram observadas
alteragGes estatisticamente significativas nas freqiiéncias de manchas entre as diferentes concentrages
do fitoterapico (500, 50, 35 e 25 mg/mL) e o controle negativo nos descendentes de nenhum cruzamento,
indicando que nestas condicGes experimentais G. ulmifolia ndo apresentou efeito genotdxico em células
somaticas de D. melanogaster.

PALAVRAS-CHAVE: CitotOxico, genotdxico, mutamba, Guazuma, Malvacese.

AssTRACT: Guazuma ulmifolia Lamb. is a medicinal plant, locally called “mutamba”, which grows in the Cerrado
of Brazil. Mutamba phytotherapic is used in alternative medicine to treat diarrhea, asthma, bronchitis,
fever, elephantiasis, syphilis, obesity, leprosy, hairlass, dysentery, among others. This phytothergric agent
is also used as astringent, depurative, and sudorific. This study evaluated the genotoxic effect of the
mutamba through somatic mutation and recombination test (SMART/wing) in the third instar of Drosophila
melanogaster larvae resulting from the standard cross (ST) and high bioactivation cross (HB). There
were no statistically significant alterations in the frequencies of spot among different concentrations of
the phytoterapic (500, 50, 35, 25 mg/mL) to the negative control for the descendents of all crosses. This
suggests that G. ulmifolia had no genotoxic effects in somatic cells of D. melanogaster in these conditions.
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INTRODUCAO
A utilizagao de plantas medicinais é o grupos étnicos. Entretanto existem questoes per-

resultado do acimulo secular de conhecimentos tinentes a padronizagao de técnicas de produgao
empiricos sobre a agao dos vegetais por diversos e comercializagao de fitoterapicos (Di Stasi, 1996).



Esta preocupacao levou a Organizagao Mundial
de Sauide, em 1978, a estabelecer um programa
mundial com o objetivo de avaliar e padronizar os
métodos utilizados em medicina natural (Campelo,
1983).

O consumo indiscriminado de plantas me-
dicinais, muitas delas toxicas, pode trazer riscos a
saude, pois, assim como para os produtos alopati-
cos, também existe uma dosagem limiar para cada
tipo de erva medicinal. Como conseqiiéncia do uso
inadequado, podem ocorrer desde intoxicagoes a
eventos mutacionais em tecidos somaticos e ger-
minativos, que podem levar ao desenvolvimento
de doengas somaticas, efeitos teratogénicos e danos
genéticos hereditarios (D’Oliveira, 1998; Wong,
2003).

Diversas ervas e chas ricos em alcaldides
pirrolizidinicos, comumente usados em medicina
popular ou na dieta, apresentam atividades geno-
toxicas (Ames, 1983; Tresvenzol et al., 2006).

A grande maioria dos carcindgenos na
verdade inicia sua atividade tumoral através de
interagdes com o0 DNA, levando a lesdes genéticas
permanentes, que se expressam como mutagoes gé-
nicas e/ou aberra¢bes cromossOmicas, envolvendo
o ciclo celular (Bronzetti et al., 1996; Gonzalgo &
Jones, 1997; Pereira, 1999; Reis et al, 2002; Andrade,
2004).

A casca e a entrecasca de Guazuma ulmifolia
(mutamba) € rica em componentes com proprieda-
des farmacoldgicas. Paralelamente esses principios
isolados tém sido correlacionados com o tratamento
de diversas doencas. Assim o 3-sitosterol atua con-
tra as lipoproteinemias; os triterpenos sao usados
como anti-inflamatdrios (pneumonia e bronquite);
a cafeina atua como diurético e estimulante do
SNC e dos musculos cardiacos; os alcaldides sao
tidos como anti-microbianos, analgésicos, anti-es-
pasmadicos e estimulantes do SNC, os taninos sao
excelentes no combate aos processos de disenteria
(Windholz, 1983; Almeida et al., 1998; Rizzo et al.,
1990; Rizzo et al. 1999; Tridente, 2002;

Neste trabalho foram analisados os pos-
siveis efeitos genotdxicos da planta G. ulmifolia
(mutamba) através do teste SMART/asa com D.
melanogaster, uma vez que o uso desta planta é
expressivo no Estado de Goias.

MATERIAL E METODOS

Casca e entrecasca da planta G. ulmifolia fo-
ram coletadas no municipio de Sao Luis de Montes
Belos, Estado de Goias, Brasil; em seguida, foram
trituradas e usadas na preparacao de infusao nas
concentragoes recomendadas para uso humano,
ou seja, 1 —2 g do pulverizado diluido em 30 mL
de agua.

Para a realizagao dos experimentos fo-
ram estabelecidas as concentra¢des de 25, 35,
50 e 500 mg/mL, preparadas no momento do
tratamento.

Para o controle positivo, utilizou-se ure-
tano (etil carbamato), por ser genotoxico co-
nhecido, dissolvido em tampao fosfato 0,03M,
em pH 6,8 (Merck, Darmstd) na concentragao
de 20mM, também preparado na hora do trata-
mento. O controle negativo foi feito com agua
destilada esterilizada.

Para manter as linhagens de D. mela-
nogaster, bem como para a realizagao dos
cruzamentos das linhagens, utilizou-se o meio
de cultura banana-agar (Marques et al., 1996)
modificado, distribuido em garrafas estéreis
de V4 de litro (Graf et al., 1984).

O meio de cultura para obtengao de
larvas constituiu-se de uma base sélida feita
com agar a 2,5% (0,5 cm), coberta com uma
camada de fermento bioldgico mais agticar
(Graf et al., 1984).

Para o tratamento cronico das larvas de
terceiro estagio (com 72 + 4 horas), utilizou-se
o meio de cultura sintético (férmula 4-24, Ca-
rolina Biological Supply Company, Burlington,
North Carolina).

Trés linhagens diferentes de D. melano-
gaster foram usadas nos cruzamentos: machos
dalinhagem marcadora designada mwh (mul-
tiple wing hair) e fémeas virgens designadas
flr® (flare) e ORR; flrS.

Para a avaliacao desse teste utilizaram-se
dois tipos de cruzamentos:

1 cruzamento padrao (ST);

2 cruzamento de alta bioativa¢ao (HB).

Machos da linhagem mwh, com 2-3 dias
de vida, foram cruzados com fémeas virgens
da linhagem marcadora flr* (cruzamento ST)
ou ORR; flr? (cruzamento HB). Por volta de 72
+4 horas apds o inicio da ovoposicao, as larvas
de terceiro estagio foram coletadas e colocadas
em tubos de fundo chato contendo 1,5 g de
meio sintético, sendo adicionados 5 mL das
diferentes solucdes de tratamento:

* Controle negativo: agua destilada es-

téril;

* Controle positivo: uretano (20 mM);

e CI: fitoterapico puro (500 mg/mL);

* C2: fitoterapico (50 mg/mL);

* C3: fitoterapico (35 mg/mL);

* C4: fitoterapico (25 mg/mL).

Foram realizadas 3 repeti¢des por dose.
As larvas permaneceram a temperatura de
25°C, com umidade relativa de 60%, até atingir
o estagio de imago.



As asas de cinco moscas do sexo feminino
e cinco do sexo masculino foram separadas do
corpo, com o auxilio de pingas de relojoeiro, dis-
tendidas sobre uma lamina de vidro e analisadas
em micros-copio com 400 x de ampliagao (Graf
et al.,, 1984; Frei & Wiirgler, 1988; 1995).

Os marcadores genéticos expressos alte-
ram a diferenciacao final dos pélos, podendo
apresentar o fen6tipo mwh (multiple wing hairs)
— pélos multiplos, ou o fenétipo flr® (flare) — pélos
em forma de chama. A linhagem celular derivada
de uma célula genotipicamente alterada forma
um clone que é reconhecido, no adulto, como
uma mancha (spot). Essas manchas podem ser
simples, quando apresentam somente pélos mwh
ou flr’, ou gémeas, quando apresentam pélos
mwh e fIr.

A andlise estatistica foi feita conforme os
dados relativos aos tratamentos e os respectivos
controles negativos e positivos. Quando existe a
presenca de manchas em nuimero consideravel
tem-se o elemento estatistico fundamental para
a inferéncia.

O procedimento utilizado se baseia em
duas hipoteses:

(i) Ho: A freqiiéncia de mutagao esponta-
nea e induzida nas moscas tratadas nao é maior
que a freqliéncia de mutacao no respectivo
controle.

(ii) Ha: A freqiiéncia de mutacao induzida
nas moscas tratadas nao é menor que m vezes a
maior freqiiéncia de mutacao espontanea obser-
vada no controle.

Para testar as hipoteses foi aplicado o teste
binomial condicional (Kastenbaum & Bowman,
1970) ou teste Qui-quadrado para proporgoes
(Frei & Wurgler, 1988). Esse teste foi usado com
niveis de significancia a=b=0,05. Nesse caso, po-
dem ser consideradas as seguintes decisoes:

(i) Aceitam-se ambas as hipoteses e, como
elas ndao podem ser verdadeiras simultaneamen-
te, nenhuma decisao pode ser tomada, sendo,
assim, o resultado inconclusivo.

(ii) Aceita-se a primeira hipdtese e rejeita-se
a segunda, obtendo-se o resultado negativo.

(iii) Rejeita-se a primeira hipotese e aceita-
se a segunda e o resultado sera positivo.

(iv) Rejeitam-se ambas as hipoteses e o
resultado é um fraco-positivo.

O valor de m é fixado em 2, devido a alta
freqliéncia de mutagao espontanea verificada em
manchas simples pequenas e o total de manchas
simples. Para a andlise estatistica, as manchas

foram agrupadas da seguinte forma: 1 —Manchas
simples pequenas (MSP), de uma a duas células
(mwh ou flr’); 2 — Manchas simples grandes
(MSG), com trés ou mais células (mwh ou flr?)
e 3 — Manchas gémeas (MG) com areas mwh e
flr*. Os trés tipos de manchas foram avaliados
separadamente, conforme mostram as Figuras 1
e 2 e os resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as Figuras 1 e 2, os cruzamentos
padrao (ST) e de alta bioatividade (HB), a mutam-
ba (G. ulmifolia) nas concentrag¢des de 500, 50, 35 e
25mg/mL, ndo induziu aumento estatisticamente
signi-ficativo (4=4=0,05) no nimero de manchas
pequenas simples (1-2 células), grandes simples
(>3 células), gémeas e no total de manchas, quan-
do comparado com o controle negativo, usando
agua destilada estéril.

O controle positivo (uretano) induziu au-
mento estatisticamente significativo (4=a=0,05)
no numero de manchas pequenas simples (1-2
células), grandes simples (>3 células), gémeas e
no total de manchas, quando comparado com o
controle negativo. Esses resultados confirmam
a validade do teste, assegurando auséncia de
efeitos genotoxicos da planta G. ulmifolia, em
células somaticas de D. melanogaster.

Diversos principios ativos, tais como b-
sitosterol, cafeina e tanino, encontrados em G.
ulmifolia apresentaram efeitos antimutagénicos
devido a interagdes com radicais livres, confe-
rindo protecao contra danos oxidativos (Chung
et al., 1998; Park et al., 2003; Piosik et al., 2003;
Villasenor et al., 2002; http://www.raintree.com/
mutamba.htm; http://www.iarc.fr).

Algumas pesquisas com mutamba evi-
denciaram efeito antioxidante da casca e da
folha devido a presenca de pro-antocianidina,
sinalizando para a possibilidade de seu uso na
profilaxia de danos ao material genético (Park et
al., 2003; Piosik et al., 2003). De acordo com Fra-
giorge (2000), as atividades moduladoras sao im-
portantes na redugao da incidéncia de mutagoes
causadas pelos quimioterdpicos antineopldsicos,
especialmente os geradores de radicais livres.

A auséncia de atividade mutagénica da mu-
tamba pode estar relacionada com a presenga de
principios ativos que atuam como antioxidantes,
neutralizando a acao de outros compostos sem
essa atividade moduladora (Fragiorge, 2000).
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Figura 1 - Distribuicdo de manchas de acordo com o numero de células mutantes em asas de D. melanogaster (40
moscas por tratamento) descendentes de cruzamento padrdo (ST), tratadas com extrato aquoso de G. ulmifolia, agua
estéril (controle negativo) e uretano 20mM (controle positivo).
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Figura 2 - Distribuicdo de manchas de acordo com o nimero de células mutantes em asas de D. melanogaster (40
moscas por tratamento) descendentes de cruzamento de alta capacidade, bioativagdo (HB), tratadas com extrato
aquoso de G. ulmifolia, agua estéril(controle negativo) e uretano 20mM (controle positivo).



ConcLusAo

Considerando D. melanogaster como
organismo teste e as condigdes experimentais
descritas, pode-se concluir que:

1 - O extrato de mutamba nao exerceu
atividade do tipo mutacao de ponto, delecao,
ndo-disjunc¢do ou recombinagdo mitdtica em
células somaticas de larvas de D. melanogaster
de terceiro estdgio oriundas do cruzamento
padrao (ST), sugerindo que o fitoterapico nao é
um agente genotdxico de acao direta.

2 - O extrato de mutamba também nao foi
efetivo na induc¢ao de eventos de mutacao e/ou
recombinac¢ao mitdtica em células somaticas de
larvas de terceiro estagio oriundas do cruzamen-
to de alta atividade metabdlica (HB), indicando
que o fitoterapico nao é pré-mutdgeno, pois
nao demonstrou ser agente genotoxico de acao
indireta.

A presenca de compostos na mutamba que
atuam protegendo o DNA de danos causados por
xenobidticos sinaliza possivel efeito modulador
desse fitoterapico.

Com base nestes resultados, recomenda-
se avaliar a mutamba quanto ao seu potencial
modulador de mutacbes em larvas de terceiro
estagio de D. melanoguaster.
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