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Resumo

A utilizacdo de plantas com fins alimentares, cura e prevencao de doencas € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. No entanto, é importante saber que as plantas, assim como os farmacos
(quimicos), podem levar a intoxicacdo, genotoxicidade e até mesmo lesdes multagénicas por acumulo de
principio ativo e desenvolver doencas em érgdos como figado e rins. O objetivo do estudo foi avaliar o potencial
mutagénico do extrato metandlico de Caesalpinia ferrea (Fabaceae), Juca, através do teste microndcleo em
Allium cepa. Analise realizada segundo a metodologia de Meneguettti et al, 2012, adaptada a partir de Fiskejo
(1985). Em cada experimento foram utilizados dez bulbos de Allium cepa. O extrato de C. ferrea testado foi de:
amostra 1 (0,1mL1L), amostra 2 (0,5mL/1L), amostra 3 (ImL/1L), além do controle negativo. Cada dose do
extrato foi diluida em 1 L de 4gua destilada. Para a analise estatistica utilizou-se variancia ANOVA, teste ndo-
paramétrico TUKEY, utilizando o Software Graphad PRISM 5.0. Houve diferenca significativa no crescimento
dos meristemas das amostras 2 e 3, quando comparadas ao controle negativo. Com relacdo ao indice mitético,
ndo se observou diferenca significativa comparado ao controle negativo. O teste de mutagenicidade, quando
utilizado a concentragdo de 1mL, resultou em um alto indice de microndcleo em relagdo ao controle negativo,
evidenciando um potencial mutagénico do extrato nesta concentracdo. Diante disso, conclui-se que outros testes
deverdo ser feitos para melhor compreensdo dos efeitos mutagénicos desse extrato vegetal, j& que 0 mesmo vem
sendo utilizado pela populagdo como um fitoterapico.
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Abstract

The use of plants for food, healing and disease prevention is one of the oldest forms of medical practice of
mankind. However, it is important to know that plants, like the drugs (chemicals), can lead to poisoning,
genotoxicity and even injuries multagénicas by accumulation of active disease and develop in organs such as
liver and kidneys. The aim of this study was to evaluate the mutagenic potential of the methanol extract of
Caesalpinia ferrea (Fabaceae), Jucd by micronucleus test in Allium cepa. The analysis was performed according
to the methodology of Meneguetti et al, 2012, adapted from Fiskejo (1985). In each experiment were used ten
bulbs of Allium cepa. The extract of C. ferrea tested was: sample 1 (0.1 ml/1L), sample 2 (0.5 ml/1L), sample 3
(Iml/1L), and negative control. Each dose of the extract were diluted in 1 L of distilled water. For statistical
analysis we used ANOVA, non-parametric test TUKEY using the Software Graphad PRISM 5.0. According to
the results, significant difference in growth of meristems of samples 2 and 3, when compared to the negative
control. Regarding the mitotic index, no significant difference was observed in any sample compared to the
negative control. The test for mutagenicity when using 1mL concentration resulted in a high rate of micronuclei
compared to the negative control, indicating a mutagenic potential of the extract at this concentration. Therefore,
it is concluded that further tests should be done to better understand the mutagenic effects of plant extracts, since
it has been used by the population as a herbal medicine.

Key words: Allium cepa, micronucleus, Juca.

1. Introducéo antigas civilizagcbes. Mas isso ndo exclui o
O wuso de ervas para tratamento fato de que para esta pratica, quando
medicinal é conhecido e praticado desde as recomendada, precisa estar alicercada no
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conhecimento e na experiéncia dos
profissionais da salde!. Este habito era
comum na ldade Média, mas os primeiros
registros remontam ha milénios. As plantas
medicinais propagadas por usuarios e
comerciantes em algumas regides, sdao
consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacdo de  suas  propriedades
farmacoldgicas’?. No entanto, na medicina
popular, a cura por meio das plantas e seus
produtos tem resistido as inovagdes ocorridas
no decorrer dos tempos e, ap6s milénios, as
ervas continuam a sustentar importancia e
confianca dos povos atuais. E importante
ressaltar que, mesmo diante dos progressos
tecnoldgicos, existem locais em que a
fitoterapia representa o Unico recurso de
tratamento, no entanto é frequente a
comercializagdo errada dessas plantas em
feiras livres ou em fundos de quintais®.

A familia Fabaceae (Leguminosae)
possui cerca de 727 géneros e 19.325
espécies, com ampla distribuicdo mundial

(cosmopolitas)®. S3o  encontradas em
campos, matas, desertos, neves, brejos,
dentre outros. O sistema radicular
embrionario adquire, geralmente, grande

desenvolvimento predominando uma raiz
pivotante que pode penetrar varios metros de
profundidade no solo como o exemplo da
alfafa. Existem as raizes adventicias que
predominam nas espécies herbaceas®.

Algumas espécies sdo conhecidas
como pau-ferro por ser mais densa do que a
agua e nao flutuar. O nome popular deriva da
cor de brasa da resina vermelha contida na
madeira®.

Algumas arvores desta familia
alcancam de dez a quinze metros de altura e
possui tronco reto, com casca cor cinza-
escuro, coberta de aculeos, especialmente nos
ramos mais jovens. As folhas sdo compostas

bipinadas, de cor verde médio, brilhantes. As
flores nascem em racemos eretos proximo ao
apico dos ramos. Nas flores possuem quatro
pétalas amarelas e uma menor vermelha®,

Quanto a sua importancia ecologica,
sdo muito utilizadas em paisagismo, como as
cassias, acécias, eritrinas e mulungus.
Também numerosas sdo as que fornecem boa
madeira para dormentes e construcdes, como
o pau-ferro®. Algumas sdo recomendadas
para arborizacdo de pracas, parques,
canteiros centrais de vias publicas e
estacionamentos'’.

Estdo incluidas na lista do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA), como espécies
ameacadas de extincio na categoria
vulneravel. Em relagdo a Unido Internacional
para a Conservagdo da Natureza (IUCN),
pertence a categoria em perigo®.

Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.,
espécie pertencente a familia Fabaceae, é
uma leguminosa arborea tropical que ocorre
na regido amazonica, sendo muito utilizada
como planta medicinal e também na
arborizagdo e paisagismo urbano®. E uma
planta perenifdlia ou semi-decidua, de ampla
dispersdo e baixa densidade populacional,
tendo importante uso na ornamentacéo,
construcdo civil e marcenaria. Por ser uma
espécie tolerante a areas abertas, pode ser
utilizada em programas de reflorestamento de
areas degradadas®?.

Diabéticos utilizam a baga da mesma,
para diminuir o volume da urina e sede. E
utilizado também como anti-inflamatoria,
afeccdo catarral, amidalas, colica intestinal,

disenteria, garganta, gota, hemorragia,
reumatismo, sifilis, tosse, hemorroidas,
problemas cardiacos, como expectorante,
febrifuga,  fraqueza  geral,  afeccgdes

pulmonares®. Algumas de suas propriedades
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terapéuticas tém sido descritas, incluindo o
tratamento de feridas, contusOes, tosse
cronica e asma’. O fruto ¢ utilizado para o
tratamento de diabéticos™, o juca também
possui atividade antifangica e
antibacteriana’®. O extrato bruto tem efeito
anti-Ulcera gastrica, e a uma atividade anti-
inflamatdria e analgésica®.

Um dos maiores problemas para
utilizagdo  terapéutica no  tratamento
convencional das diversas doencas € a falta
de dados cientificos que comprovem a
eficacia e a seguranca dos medicamentos
preparados a partir das plantas medicinais?.

Algumas plantas apresentam
propriedades medicinais que podem conter
substancias toxicas, o que torna errado o
conceito de que plantas sdo medicamentos
naturais, portanto livres de efeitos toxicos®®.
Diante disso, sdo necessarios estudos de
toxicidade e mutagenicidade contribuindo
para sua utilizaco segura e eficaz'®.

E de grande importancia a aplicacio
de testes que detecta distarbios celulares
causados por acimulos de bioativos, devido a
frequente utilizacdo de produtos naturais
como as plantas na busca de novos farmacos.
Os principais metabdlitos secundarios de
interesse farmacoldgico produzidos pelas
plantas sdo distribuidos em classes quimicas
como alcaléides, terpenos, cumarinas,
lignanas, flavonoides, benzenoides,
quinoides, xantonas, lactonas, esterdides,
Oleos volateis, quinonas, saponinas e
taninos®*. Nas vagens de Juca, no entanto,
sdo encontrados 0s seguintes principios
ativos: taninos, alcaloides, terpenos e
lactonas®®. Determinadas substancias, diante
do seu indice de concentracdo no organismo,
podem se tornar mutagénica?2.

As substancias mutagénicas podem
causar danos celulares aos organismos Vvivos
que estdo frequentemente expostos as

mesmas. Danos que geralmente s&o
induzidos por agentes fisicos, quimicos ou
bioldgicos que acabam afetando processos
como a transcricdo, duplicacdo génica e
alteracbes cromossdmicas, o que leva a
processos carcinogénicos e morte celular??,

E importante lembrar que tanto em
toxicologia e em estudos in vivo da
genotoxicidade, o uso de plantas modelo
como Allium cepa tem varias vantagens®,
aléem de serem recomendado como ensaios
citogenético para analisar efeitos
genotdxicos?’. O presente estudo objetivou
realizar uma analise da mutagenicidade do
extrato metandlico de C. ferrea, atraves do
teste microndcleo em Allium cepa.

2. Materiais e métodos
Material Vegetal

As amostras de frutos in natura foram
coletadas no Municipio de Teixeiropolis no
estado  de Rondbnia, 10°22'4.69"S
62°22'57.57"W. Partes aéreas, flores e gemas
também foram coletadas e fixadas em
exsicata e depositadas no Herbario Central
do Centro Universitario Luterano de Ji-
Parana CEULJI/ULBRA, sob o numero
244/2012. As amostras do fruto foram
armazenadas em temperatura ambiente até o
momento das analises.

Os frutos de C. ferrea foram expostas
para secagem em estufa por 72 horas a 37 °C
até total perda de umidade, sendo
posteriormente trituradas para se obter uma
maior superficie de contato (Figura 1).
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Figura 1: Frutos de C. férrea desidratados.

O élcool metilico foi utilizado como
solvente  extrator devido as  suas
caracteristicas de polaridade, o que permite a
extracdo de um maior nimero de compostos.
As amostras ficaram em contato com o
solvente por 48 horas em recipiente fechado
e escuro (frasco ambar) até ensaios
posteriores. Depois de retirado o solvente
(Alcool metilico), com o uso de evaporador
rotativo  (Q344B-QUIMIS), a uma
temperatura constante de 60 °C, sendo esse
processo repetido por duas vezes para obter o
maximo possivel de extrato puro. O liquido
viscoso obtido apos a rotaevaporacgdo foi de
COr marrom escuro.

A analise da Toxicidade foi realizada
pela medicio do comprimento dos
meristemas. Os bulbos foram retirados dos

potes e com um paquimetro foi determinado
0 comprimento do meristema por bulbo.
Assim, as medidas dos meristemas do
controle negativo foram comparadas com as
medidas das amostras em estudo para
analisar se houve diferencas no tamanho e
alteracBes morfologicas.

A analise do potencial mutagénico foi
realizada segundo a metodologia de
Meneguetti et al, (2012), adaptada a partir de
Fiskejo (1985).

Os exemplares de A. cepa utilizados
foram adquiridos no comércio local, sendo
estes exemplares de tamanho pequeno,
uniforme, de mesma origem, ndo germinados
e saudaveis (Figura 2).

Os bulbos foram colocados para
germinar, por um periodo de trés dias a
temperatura de 24 °C, em frascos
apropriados, com a parte inferior mergulhada
em solucdo contendo o extrato vegetal
diluido em 50mL de agua destilada em trés
concentragdes diferentes, com 10 repeticGes
cada. A primeira amostra, apenas agua
destilada (controle negativo) = Al, as
seguintes amostras foram de 0,ImL = Al,
0,5mL = A2 e 1ImL = A3 de extrato da planta
diluidos em 1 L de agua destilada. (Figura 2).

Figura 2: Bulbos de A. cepa em germinagéo no extrato de C. férrea.
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Ap0s os trés dias de germinagdo em
que os meristemas atingiram o comprimento
de 0,5 a 3cm, foram coletados para analise de
micronucleos e lavados com agua destilada,
posteriormente sendo hidrolisados com
Acido Cloridrico (HCL) a 1mol/L por 8
minutos em banho-maria a 60 °C e
submetidos novamente a lavagem em agua
destilada.

Em seguida as laminas foram
produzidas em duplicata de amostras, sendo
coradas com o Kit Panético Rapido LB que é
composto de trés reagentes: 0 primeiro com
triarilmetano a 0,1%, o0 segundo com
xantenos a 0,1% e o terceiro com tiazinas a
0,1%, em cada lamina foram colocadas duas
gotas de cada corante, totalizando seis gotas
ao final e deixado em acéo por 10 minutos,
posteriormente foi feito o método squash nas
laminas de cada bulbo. Apo6s a secagem em
temperatura ambiente foi feito a montagem
definitiva das laminas com Entellan®.

A avaliacdo das laminas consistiu na
observacdo da presenca de micronucleos em
1.000 células em interfase por bulbo em
microscopia Optica, com objetiva de 100x e
ocular de 10x tendo um aumento de 1000x.
Para a avaliagdo das laminas foram
observados 0s seguintes parametros: indice
mitotico e microndcleos.

Para a andlise estatistica foi feito o
teste ndo-paramétrico (ANOVA), teste
TUKEY, utilizando o Software Graphad
PRISM 5.0.

3. Resultados e Discussoes

ApoOs trés dias de germinagdo, 0s
meristemas foram medidos e avaliados, afim
de, determinar o potencial de toxicidade das
diferentes concentracbes do extrato de C.
ferrea. Os resultados obtidos demonstraram
que, 0 crescimento dos meristemas das

amostras (A2) e (A3) expostas a 0,5mL e
1mL, respectivamente, do extrato metanolico
de Jucé foi inferior ao observado na amostra
Al e controle negativo, p < 0,0001. Dessa
forma, o nimero de células que apresentaram
divisbes celulares foram baixos.
Considerando a analise de anormalidades, o
nimero total de anormalidades foi
significativamente maior nas amostras A2 e
A3, em relacdo ao controle negativo (Figura
3). Os resultados permitiram identificar uma
certa inibicdo do crescimento meristematico,

quando utilizado extratos de maior
concentracao.
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Figura 3: Indice de comprimento da raiz (n=10) de
Allium cepa por amostras analisadas ***p < 0,0001
em relacdo ao controle negativo (C —). ANOVA,
Tukey test.

Segundo Fachinetto et al (2006)*, a
atividade de inibicdo enziméatica pode ser
atribuida a presenca de taninos que é o
responsavel pela inibicdo da divisdo celular
em células meristematicas de Allium cepa.

Compostos quimicos derivados do
metabolismo  secundario dos  vegetais
apresentam diversos efeitos terapéuticos,
muito embora possam causar efeitos
genotoxicos e mutagénicos por meio de
interacd0 em processos bioquimicos em
diferentes organismos eucaridticos,
impedindo o processo de multiplicagdo
celular®.

Em relagdo ao indice mitético (Figura
4), ndo foi observado diferenca significativa
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em nenhuma amostra quando comparado ao
controle negativo, embora tenha registrado
menor indice mitdtico nas amostras
submetidas ao extrato de maior concentracao.
A reducdo do indice mitético pode ser um
reflexo secundario dos efeitos causados por
aleloguimicos a nivel molecular como, por
exemplo, a ativagdo de enzimas. A perda da

L

eficiéncia na reproducéo celular nas amostras
submetidas ao extrato de maior concentracao,
pode estar relacionada com o fenbmeno da
apoptose, morte celular programada, que

elimina células com comprometimento
funcional e, consequentemente, reduz o
nimero de células em  divisdo®.
s
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Figui’a 4: A) Célula de Allium cepa em divisdo mitdtica. B) Indice mit6tico em 2000 células (n=10) de Allium

cepa por amostra analisada. *p < 0.005 em relacéo ao controle negativo (C —). ANOVA, Tukey test.

Os resultados obtidos por meio da
analise mutagénica com o extrato metanolico
de C. férrea demonstraram que 0 nimero de
micronucleos

i

(MN) em 2.000 células

indice de micronticleos por 2000 cel.

analisadas (Figura 5), foram
significativamente maior nos bulbos que
foram submetidos ao extrato de concentracéo
ImL/L, p < 0.05 (Figura 5).
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Figura 5: A) Microntcleo em Célula de Allium cepa exposta (ocular: 10x, objetiva 40x). B) indice de
micronucleos encontrado em 2000 células (n=10) de Allium cepa por amostra analisada. *p < 0.05 em relacdo ao

controle negativo (C —). ANOVA, Tukey test (B).

As amostras Al e A2, apesar de terem
apresentado micronucleos ndo demonstrou
significancia estatistica em relacdo ao

controle negativo, ou seja, ndo demonstrou
probabilidade de ocorrer mutagenicidade no
uso das respectivas concentracdes. Conforme
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Bagatini et al 2007 %°, o aparecimento de
micronlcleos acontece devido a quebra
cromossémica, evidenciando a manifestacéo
de distarbios do processo mitotico.

Para Pesnya (2012)?', alteracdes no
DNA em células somaticas sdo um dos
principais eventos no  processo de
carcinogénese e qualquer agente genotoxico
tem atividade suspeita de ser cancerigeno.

Na pesquisa de Fdo et al (2012)%2
utilizando a seiva da casca de Croton lechleri
(Mall. Arg), o resultado demonstrou alto
indice de mutagenicidade. A mesma planta
demonstrou potencial mutagénico em um
estudo realizado por meio do teste
Salmonella/microssoma, em que foi
detectado mutacgdes do tipo: substituicdo de
pares de base, reversoes e frameshift*°.

Os resultados obtidos deste trabalho
com o extrato metanolico de C. ferrea
apresentaram alta significancia estatistica em
relacdo ao controle negativo quando testado
em células eucaridticas numa concentracao
de 1ImL/L, o que demonstra alto potencial
mutagénico da mesma, evidenciando assim
que ela possui metabdlitos secundarios a
serem diagnosticados que podem provocar
lesBes irreversiveis ao DNA.

Mediante o exposto, 0 sistema de
ativacdo metabolica em plantas vem sendo
realizados h& anos, e a capacidade de
vegetais superiores ativarem promutagenos
em mutagenos ja foi demonstrada por varios
pesquisadores?.

Além disso, Silva (1999)% relata que,
os polifenois de leguminosas e cereais sao
predominantemente  taninos de origem
flavonoide, que fendis comuns em plantas
ndo sdo considerados toxicos em quantidades
e condigdes normais, com excecdo dos fenois
poliméricos denominados taninos, que
possuem a habilidade de complexar e
precipitar proteinas de solucbes aquosas. Ou

seja, a presenca excessiva de MN na A3 em
relacdo as outras amostras e ao CN, podem
estar relacionadas a esses metabolitos.

4. Conclusdes

O extrato metandlico do fruto de
Caesalpinia ferrea, Juca, em concentraces
de 0,ImL e 055mL, para 1L de 4&gua
destilada, ndo apresentaram acdo mutagénica.
Entretanto os bulbos de Allium cepa, que
foram submetidos ao extrato na concentracéo
de 1mL/L, apresentaram alto indice de
microndcleos, o que evidenciou um potencial
mutagénico do extrato. Portanto, conclui-se
que, células eucaritticas quando expostas ao
extrato metandlico do fruto desta espécie de
planta medicinal, numa concentragdo mais
elevada, pode sofrer alteracbes no DNA e
induzir o aparecimento dos principais
eventos que ativam o0 processo de
carcinogénese. Entretanto, sdo necessarios
estudos mais aprofundados que avaliem 0s
riscos-beneficios da utilizacdo do extrato de
C. ferrea em célula animal, para uma melhor
compreensdo dos seus efeitos mutagénicos.
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