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RESUMO

As espécies Brosimum gaudichaudii (familia Moraceae) e Caesalpinia ferrea da tfamilia
Fabaceae sdo amplamente distribuidas pelo territorio brasileiro e sdo consideradas plantas
medicinais. O extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii tem sido indicado para
tratamento de mancha de pele e vitiligo. Por outro lado, o extrato dos frutos de Caesalpinia
ferrea tem sido usado devido suas propriedades terap€uticas como acdo antibacteriana,
antiinflamatdria e analgésica. A maioria dos fitoquimicos presentes nos extratos de plantas
medicinais ainda ndo foram completamente estudados e podem ser toxicos para a saude
humana e animal. Nesse sentido, ¢ necessdrio estudos fitoquimicos qualitativos de
metabolitos secundarios e avaliagdo do potencial citotoxico, genotoxico e mutagénico dos
extratos destas espécies. Nesse estudo, visando avaliar os efeitos mutagénico e/ou genotoxico,
diferentes concentragdes das solucdes extrativas de B. gaudichaudii ¢ C. ferrea foram
avaliadas in vivo em Astyanax sp e em Allium cepa, € em ex vivo, pelo teste de micronucleos
em linfocitos T humanos. Os resultados observados das analises foram submetidos ao teste
nao paramétrico Kruskall-Wallis e posteriormente a regressao linear simples com nivel de
significancia 5%. O teste em Allium cepa, teste de micronucleo em linfocitos T humanos e em
eritrocitos de Astyanax sp nado indicaram potencial mutagénico e/ou genotoxico dos
fitoconstituintes (p>0,05) quando comparado aos controles ndo expostos, exceto a
concentracdo de 5g/L de B. gaudichaudii que apresentou citotoxicidade (p=0,038). Por outro
lado, o ensaio cometa, revelou acdo genotdxica para todas as concentracdes avaliadas no
parametro comprimento da cauda do cometa, para o parametro momento da cauda de Olive,
apenas a concentragcdo de 20mg/L do extrato de Caesalpinia ferrea mostrou-se genotoxica.
Nenhum dos parametros avaliados evidenciou danos genéticos resultantes da exposi¢cdo aos
extratos das cascas do caule de B. gaudichaudii. Portanto, as células meristematicas apicais
das raizes de Allium cepa ¢ os linfocitos T humanos nao apresentaram alteragdes genotoxicas
e/ou mutagénicas induzidas pela exposicdo a ambos extratos vegetais que pudesse ser
detectadas pelos testes do micronicleos ou reducdo do indice mitéticos. Enquanto, nos
eritrocitos de Astyanax sp foi evidenciado agdo genotoxica pelo parametro comprimento da
cauda do cometa e momento de da cauda de Olive somente para o extrato de C. ferrea. Diante
do exposto, ha necessidade de ampliar os estudos para melhor compreensao das atividades
genotdxicas e/ou mutagénicas dos extratos de B. gaudichaudii e C. ferrea visando o
estabelecimento de doses mais seguras para o consumo humano.

Palavras-chave: Genética; Pesquisa; Extratos vegetais; Plantas medicinais.
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ABSTRACT

The species Brosimum gaudichaudii (family Moraceae) and Caesalpinia ferrea (family
Fabaceae) are widely distributed throughout Brazil and are considered medicinal plants. The
extract of Brosimum gaudichaudii bark has been indicated for the treatment of skin blemishes
and vitiligo. On the other hand, the extract of Caesalpinia ferrea fruit has been used due to its
therapeutic properties as antibacterial, anti-inflammatory and analgesic action. Much of the
medicinal plant extracts constituents are unknown and may be toxic to human and animal
health, so it is necessary to study the qualitative phytochemical of secondary metabolites and
to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potential of the extracts of these species.
In this study, in order to evaluate the mutagenic and / or genotoxic effects, different
concentrations of the extractive solutions of B. gaudichaudii and C. ferrea were evaluated in
vivo in Astyanax sp and Allium cepa, and ex vivo, by the micronucleus test in T lymphocytes
humans. Data were submitted to Kruskall-Wallis a non-parametric test and then to simple
linear regression with a significance level of 5%. The Allium cepa test, micronucleus test for
human T lymphocytes and erythrocytes of Astyanax sp did not indicate mutagenic and / or
genotoxic potential of phytochemicals (p> 0.05) when compared to the non-exposed controls,
except the concentration of 5 mg/L of B. gaudichaudii that showed cytotoxicity. On the other
hand, the comet assay revealed genotoxic action for all concentrations evaluated for the tail
length parameter of the comet. For the moment parameter of Olive's tail only the 20mg /L
concentration of Caesalpinia ferrea extract was genotoxic. Therefore, apical meristematic
cells from the roots of Allium cepa and human T lymphocytes did not present genotoxic and /
or mutagenic changes induced by exposure to both plant extracts detectable by micronuclei
tests or mitotic index reduction. Genotoxic effect was evidenced by the tail length and tail
moment parameter of Olive in the Comet Assay only for C. ferrea extract in the erythrocytes
of Astyanax sp. In order to understand the genotoxic and mutagenic activities of B.
gaudichaudii and C. ferrea it is important to increase the number of studies to establish safer
doses for human consumption.

Key words: Genetics; Research; Plant extracts; Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A sociedade tem utilizado plantas medicinais desde os tempos ancestrais como
estratégia para tratar ou prevenir doencas. A pratica do uso de produtos derivados das plantas
e o conhecimento acerca da sua aplicagdo com fins terapéuticos vém sendo passado de
geragdo a geragio (CORREA; QUINTAS, 2008). A vivéncia e as observagdes populares
sobre o uso e a eficacia de extratos vegetais contribuem para a divulgacdo de propriedades
terapéuticas dos produtos e auxiliam na sele¢do de espécies para estudos farmacoldgicos e
fitoquimicos (MACIEL et al. 2002).

As plantas medicinais sdo usadas constantemente com finalidade de auxiliar ou
substituir as terapias convencionais no tratamento de diversas doengas. Essa preferéncia ¢é
decorrente da facilidade de obten¢do das espécies medicinais. Por outro lado, o consumo de
derivados de plantas necessita de atencdo, pois vdrias plantas brasileiras ndo foram
suficientemente estudadas no que se refere ao seu potencial toxicoldgico e/ou mutagénico
(SIMOES et al. 2003). Os fitoconstituintes sdo agentes xenobidticos, que apresentam produtos
de biotransformag¢ao potencialmente toxicos (LAPA et al. 1999).

O emprego da medicina popular, com base em conhecimento empirico, ndo ¢ suficiente
para validar as plantas medicinais como medicamentos seguros e eficazes. E necessario
avaliar a relacdo entre o risco € o beneficio do uso, por meio de estudos farmacodindmicos e
toxicolégicos (FARIAS, 2007). O desconhecimento, por parte da populagdo sobre possiveis
efeitos secunddrios e toxicos dos extratos vegetais, pode proporcionar graves consequéncias
para a saude humana a curto e a longo prazo (NAVARRO-MOL, 2000).

Apesar do avango atual das pesquisas nas areas da farmacologia, o consumo de
substancias derivadas de plantas deve ser monitorado por meio de ensaios que detectam
efeitos toxicos de tais substancias, com intuito de alertar as pessoas sobre os possiveis riscos
para o seu bem estar (BAGATINI et al. 2007).

Na Conferéncia Alma-Ata (1978), a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) fez alusdo
sobre terapias em geral apresentando a integracdo da medicina tradicional a ocidental, a qual
recomenda o uso de terapias alternativas como um conjunto de medidas para a melhoria da
satude e qualidade de vida da humanidade (BRASIL, 2006). Aproximadamente, 70-95% da
populagdo de paises em desenvolvimento utiliza plantas medicinais como forma alternativa de
terapia para as mais diversas doengas (OMS, 2011) e deste total, aproximadamente, 85%

consomem produtos da flora local.
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Segundo Vicentini e colaboradores (2001), os chas e as infusdes de plantas medicinais
podem conter compostos com efeitos mutagénico e teratogénico. Em contraste, tem sido
também relatado que o uso de chas pode prevenir os efeitos de agentes mutagénicos sobre o
organismo humano (SILVA et al. 2004). O estudo do potencial mutagénico de extratos
vegetais ¢ de fundamental importancia para a producdo de novos produtos com potencial
terapéutico e também servir como um parametro de seguranga para o uso desses produtos
(PERON et al. 2008).

Conforme a ANVISA (2010), toda substancia de plantas que precedem a sintese de
compostos quimicos com fins terapéuticos sdo consideradas medicinais. No entanto, a facil
acessibilidade a esses fitoconstituintes mantém o uso continuo pelas pessoas, alicercados na
conviccdo de que extratos dessa natureza nio possuem efeitos toxicologicos (MAGALHAES
et al. 2015).

Os bioindicadores sdao considerados importantes instrumentos utilizados no
monitoramento de produtos que podem causar impactos ambientais como polui¢cdo do solo e
contaminagdo da dgua, bem como para o biomonitoramento da interacdo entre um agente
estressor € um organismo-teste mediante a identificacdo de alteragdes biologicas causadas
pela exposicao a produtos quimicos com potencial mutagénico (SOUZA, 2006). Em geral, os
bioindicadores sdo espécies que compdem um dado grupo taxondmico no ambiente, de
origem nativa ou introduzida, que frequentemente sdo submetidos as diferentes concentracdes
do agente toxico, por um determinado tempo (GHERARDI-GOLSTEIN, 1990). Entre os
organismos-teste mais comuns encontram-se algumas espécies de peixes, como modelos
animais aquaticos, ¢ Allium cepa, como modelo vegetal (BELCAVELLO et al. 2012).

A analise de agentes mutagénicos em nucleos eucarioticos pode ser realizada
aplicando-se métodos citogenéticos classicos. Tais estudos citogenéticos informam sobre
possiveis danos cromossdmicos causados pela a¢do de agentes potencialmente toxicos. O
teste de micronucleo tem sido utilizado por ser capaz de detectar tanto agentes clastogénicos
quanto aneugénicos (RIBEIRO et al. 2003; ALBERTINI et al. 2000). Esse teste pode ser
realizado em sistemas in vitro e in vivo, sendo um dos sistemas preferencias para avaliar a
inducdo de danos genéticos nos organismos (FIGUEIREDO, 2012).

O teste do micronticleo em A/lium cepa vem se destacando entre os testes citogenéticos
aplicados para o estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a detec¢do de genotoxicidade

(FACHINETO et al. 2007). Esse ensaio ¢ suficientemente sensivel para detectar alteragdes
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cromossomicas causadas pela exposi¢do as substancias toxicas, além de importancia no
monitoramento ambiental (FERNANDES, 2005).

O ensaio cometa ¢ um método de investigagdo genotdxica que tem sido proposto para
estudos de toxicogenética por ser altamente sensivel. Este teste pode ser utilizado tanto em
células de animais quanto em células vegetais, in vivo e in vitro. (SILVA et al. 2003;
ANDERSON et al. 1998).

As plantas medicinais Brosimum gaudichaudii (inharé) ¢ nativa do Cerrado brasileiro,
com ocorréncia em outras regides do Brasil e Caesalpinia ferrea (juca) ¢ tipica do Norte e
Nordeste brasileiro (LORENZI, 2002; BRAGANCA, 1996). Inharé e juca sao plantas muito
utilizadas para tratar e curar doengas oriundas de ferimentos e manchas de pele (PEREIRA et
al. 2006; HASHIMOTO, 1996).

A planta Brosimum gaudichaudii tem denominacgdes diferentes, variando de uma
regido para outra. Nas regides Norte e Nordeste ¢ conhecido por inharé, na regido Centro-
Oeste por mama-cadela ou mamica-de-cadela. A planta ¢ comumente usada na forma topica,
contra manchas de pele e vitiligo em todo territorio brasileiro (JACOMASSI; MOSCHETA;
MACHADO, 2007). Por outro lado, o Caesalpinia ferrea vem se destacando em estudos
farmacoldgicos por se tratar de uma planta com valor terapéutico. Chamada de pau-ferro ou
jucd ¢ amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento de infecgdes do trato
urinario, de reumatismo, diabetes e para o alivio da dor (OLIVEIRA et al. 2010).

Conforme Figueiredo (2012), ¢ importante avaliar a atividade terapéutica de
fitofarmacos. Porém, também ¢ importante proceder com estudos toxicogenéticos desses
produtos para delinear a indug¢ao de possiveis danos genéticos em células que foram expostas
e que, consequentemente, poderiam resultar em enfermidades, malformagdes congénitas entre
outras.

Diante do exposto acima, o presente estudo aplicou os testes do micronucleo em
linfocitos T humanos e em eritrocitos de Astyanax sp, além da andlise de anormalidades
nucleares nesta espécie de peixe. Também foi realizado o ensaio cometa em células
eritrocitarias da espécie Astyanax sp. Adicionalmente, foi empregado o teste de Allium cepa
para estudos dos efeitos dos extratos etanolicos padronizados dos frutos de juca (C. ferrea) e
das cascas de inharé (B. gaudichaudii). Todos os ensaios visaram a avaliacdo do potencial
mutagénico e genotdxico dos extratos dos frutos de juca e das cascas do caule de inharé, além
de contribuir para uma melhor compreensiao dos efeitos bioldgicos dos fitoconstituintes no

organismo humano.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plantas medicinais

O uso de fitoconstituintes com finalidade terap€utica tem sido uma pratica empregada
ha milhdes de anos. Esta pratica viabiliza descobertas de propriedades ativas, medicamentosas
ou toxicas, de varias plantas (COLAVITTI, 2002). O conhecimento adquirido acompanhou as
transformagodes da terapéutica e a cada geragdo vem sendo repassado de forma cumulativa.
Apesar dessa transferéncia de conhecimento de geracdo a geracdo sobre o uso medicinal de
plantas, a maioria das espécies vegetais nao foram suficientemente estudadas, principalmente,
quando se trata do seu potencial mutagénico (MARQUES et al. 2003).

Para a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), ¢ fundamental a realizacdo de estudos
experimentais em plantas com fins medicinais, visando avaliar seus principios ativos,
garantindo padrao de seguranga e comprovando sua eficacia teraputica (SANTOS, 2004).
Entre 70% a 90% da populacdo de paises em desenvolvimento depende essencialmente de
substancias de plantas medicinais para tratamento de doengas como gripes, diabetes, entre
outras (OMS, 2011). Todavia, 80% da populacdo mundial emprega praticas tradicionais na
atencdo a saude e 85% dessa fragdo usa produtos de origem vegetal (OLIVEIRA et al. 2012).

As agdes e programas para o uso de plantas medicinais prevista pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) sao distribuidas de formas diferenciadas nas diversas regides do Brasil, de
acordo com seus biomas. A implementacdo dessas politicas publicas (Praticas Integrativas e
Complementares) tém avancado nas ultimas décadas valorizando a importancia das plantas
medicinais para a saide humana (BRASIL, 2012).

Segundo Bruning (2012), o Brasil apresenta uma rica historia sobre o uso de plantas no
tratamento da satide das pessoas. Com base na experiéncia, o conhecimento ¢ acumulado e
repassado oralmente, se concretizando na vivéncia das comunidades. Existem alguns
tratamentos que tém sido usados de forma intensiva ao longo do tempo. Por outro lado a partir
de meados do século XX, a pratica de uso de fitoconstituintes com finalidade terapéutica tem
se enfraquecido devido ao aumento do consumo e da disponibilidade dos medicamentos
industrializados. Estima-se que, aproximadamente, 20% da populagdo brasileira ¢ responsavel
por 63% do consumo dos medicamentos produzidos pela industria, o restante desse total
recorre aos produtos naturais como Unica fonte de recurso terapéutico (SOARES, 2003).

A fitoterapia € a area da ciéncia que trata doencas por meio de plantas, a qual vem se
desenvolvendo de maneira gradativa com resultados de novas pesquisas, destacando-se com

informacdes sobre os efeitos de agentes terapéuticos, encontrados em produtos derivados de
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vegetais, que por vez proporcionam alternativas de cura e/ou tratamento de enfermidades.
Porém, os fitoterapicos, quando resultam da pesquisa fitoquimica, tém uma melhor valoragao,
pois possibilita o desenvolvimento para producdo de novos medicamentos, oportunizando, a
implantacdo de programas que tenham compromisso com a saude humana, que sejam
continuos e eficientes no ambito cientifico-tecnologico (YUNES, 2001).

O consumo de chas e infusGes deve ser monitorado, visando alertar aos consumidores
sobre os efeitos ou danos indesejaveis para a satde. Ja que estas pessoas estdo frequentemente
expostas a certas substancias que podem ser potencialmente mutagénicas e/ou genotoxicas,
devido a sua composi¢ao ou decorrente do metabolismo, e podem causar danos ao usuario.
Consequentemente, o uso descontrolado de qualquer produto podera trazer maleficio a satde
do usuario (FUNARI; FERRO, 2005). Embora algumas substancias naturais isoladas possam
servir como molde para produ¢do de novos farmacos, estudos acerca das suas propriedades
vém contribuir para o uso racional de produtos da flora (FABRI, 2012).

A tradi¢ao do uso de plantas medicinais no convivio da humanidade ¢ respaldada pelo
baixo custo dos produtos, aliados a convic¢do de que extratos naturais ndo promovem efeitos
colaterais no organismo. No entanto, sabe-se que extratos vegetais podem provocar efeitos
colaterais graves e possuem contraindicacdes, havendo necessidade de comprovagdo da
qualidade e seguranga destes produtos e também o estabelecimento de padrdes de tratamento
para seu uso seguro (MAGALHAES, 2015). As plantas medicinais sdo consideradas agentes
xenobiontes, que possuem efeitos de biotransformacdo potencialmente téxicos, os quais
podem ou ndo se manifestarem de imediatos ou permanecerem de forma assintomatica por um
longo periodo, dificultando assim a correlagdo com a sua ingestao (LAPA et al. 2004).

De acordo com Simdes et al. (2007), para uma melhor garantia da qualidade de um
produto advindo de planta e/ou medicamento fitoterapico, ¢ preciso que haja padronizagao de
todas es etapas de processamento, estabelecendo controle desde as fases de obtencdo da
espécie vegetal como o cultivo e colheita, transporte, secagem, moagem, armazenamento €
elaboracdo da matéria-prima. Essas etapas sdo requisitos basicos para a obtencdo de um

produto de qualidade adequado para o consumo humano e animal.

2.1.1. Caesalpinia ferrea Mart.
A espécie Caesalpinia ferrea Mart. conhecida popularmente como jucé ou pau-ferro, ¢
uma arvore nativa do Brasil amplamente distribuida em todo territorio nacional

principalmente no Norte ¢ no Nordeste. Esta planta tem ciclo de vida perene, pertence a
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familia Leguminosae (Fabaceae), que representa uma das maiores familias dentre as
cotiledoneas com cerca de 650 géneros e 18.000 espécies, incluindo ervas, arbustos e arvores
(RIBEIRO et al.1999).

A subfamilia Caesalpinia possui aproximadamente 150 géneros e 2.200 espécies,
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (CAVALHEIRO et al. 2009). A espécie
Caesalpinia ferrea Mart classifica-se categoricamente ao reino plantae, filo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, familia Fabaceae e género Caesalpinia (DUARTE, 2010; ILDIS,
2007).

Dentre as propriedades terapéuticas de Caesalpinia ferrea, pesquisas apontam que
extratos aquosos dos frutos de juc4, além de ser usados na prevencdo de cancer
(NAKAMURA, et al. 2002a), também possuem ac¢do antibacteriana e antiflingica
(XIMENES, 2004; LIMA et al. 1994). O juca também tem sido usado para outros fins
terapéuticos, como tratamento de afecgdes bronco-pulmonares, distirbios gastrintestinais,

diarreias, inflamagdes e infeccdes (MAGALHAES, 2015).

2.1.1.1. Enfoque botanico e fitoquimico de C. ferrea

O juca ou pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart.) ¢ uma arvore que, dependendo da
regido, pode crescer de 10 a 30 metros de altura e atingir até 120 cm de didmetro. E chamada
de pau-ferro em razao da madeira ser muito dura e resistente. Suas folhas sdo compostas e
pinadas, com foliolos de 5 até 8 pares e tamanho aproximado de 20 cm. Possui flores
amarelas pequenas e em cachos, a planta tem a possibilidade de florescer na auséncia das
folhas. As que se encontram na Amazonia Central florescem entre os meses de marco e abril e
a frutificacdo ocorre entre maio e agosto (PORTELA et al. 2001). Os frutos sao dispostos em
vagens (legumes) de cor marrom escura, indeiscentes, duros, medindo aproximadamente 9,6
cm de comprimento, 2,1 cm de largura e 0,9 cm de espessura. Os frutos geralmente,
apresentam de 3 a 9 sementes, pesando cerca de 8,67 g aproximadamente. As sementes sao
escuras, lisas e duras, medindo cerca de 1 cm de comprimento e pesando em média 0,20 g
(DUARTE, 2010).

Conforme Nascimento e colaboradores (2002), no Nordeste, o juca ¢ considerado uma
forrageira importante por se adaptar naturalmente a regido e por fornecer forragem durante a
seca. Por outro lado, os estudos agrondmicos demonstram uma planta com aparéncia
ornamental, podendo ser cultivada em pragas, jardins e quintais, com propagacao realizada

por sementes. O seu crescimento ¢ rapido e a espécie pode ser consorciada com outras
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plantas, destacando-se o potencial para combinar C. ferrea com outras espécies em sistemas

agroflorestais (SOUZA, 2007). A disposicao das folhas, frutos e flores estdo apresentadas na
Figura 1.

Figura 1. Caesalpinia ferrea (jucd). Em [A] copa da arvore. Em [B] flores. Em [C] frutos verdes. Em [D]
frutos maduros.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

A popularidade do uso do juca (Caesalpinia ferrea) na medicina tradicional alavancou
varias pesquisas para a investigacdo de novas propriedades terapé€uticas, que tratasse de
enfermidades dos pulmdes e da boca, bem como acdo sedativa, adstringente e antimicdtica
(BORRAS, 2003; BRAGANCA, 1996,). Além das propriedades descritas primeiramente,
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inclui-se também a aplicagdo no tratamento de contusdes (PINHEIRO et al. 2014;
HASHIMOTO, 1996). Estudos das partes da C. ferrea e suas aplicacdes t€ém merecido a
atencdo de pesquisadores que investigam e avaliam atividades bioldgicas encontradas nas
folhas, cascas, frutos, sementes, raizes ¢ madeira. Todas essas partes tém sido usadas no
tratamento de infecgdes, como na leishmaniose (BORRAS, 2003; DI STASI et al. 2002).
Dependendo da substancia usada para a obtencdo do extrato das partes desse vegetal como
etanol, metanol ou &agua, pesquisas realizadas apresentam atividades biologicas também
diferenciadas (SAMPALIO et al. (2009); NAKAMURA et al. 2002a).

Estudos do extrato aquoso do fruto de C. ferrea avaliaram a atividade anti-inflamatéria
e analgésica do extrato e demostraram que o uso com dose de 0,3 g/kg por via oral ocasionou
a reducdo do numero de contor¢des abdominais em ratos Wistar, induzidas por acido acético,
de forma significativa (DUARTE, 2010; CARVALHO, 1993). Porém, estudos realizados com
extrato etanolico revelaram atividades anti-inflamatoria, hipoglicemiante e anticancerigena
(NAKAMURA et al. 2002a; UEDA et al. 2001). A Tabela 1 representa de forma resumida as

atividades biologicas de acordo com o tipo de extracdo dos extratos dos frutos de juca.

Tabela 1: Tipos de extratos dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucd) e suas respectivas atividades biologicas.

Parte Tipos de extratos Atividades biologicas Referéncias

Aquoso Analgésica, anti-inflamatoria CARVALHO, 1996

Analggésica, anti-inflamatoria, UEDA et al. (2001);

Etanolico . : ; . , NAKAMURA et al.
hipoglicemiante, anticancerigena
2002
Atividade inibitoria tumoral em ensaio de NAKAMURA et al.
Frutos ativagdo antigénica com virus Epstein-Barr 2002
Metanolico Leshmanicida CORTEZ, 2004

Antimicrobiana SAMPALIO et al. 2009

Fonte: Adaptado de Duarte (2010).

A partir de estudos fitoquimicos de C. ferrea, foi isolado metabolitos secundarios
como 4acido galico e acido eldgico dos frutos secos (UEDA et al. 2001). Do caule foram
obtidos flavonoides, compostos fendlicos, esteroides, saponinas, cumarinas, taninos e trimero

de chalcona, chamado de pauferrol A (NOZAKI et al. (2007); GONZALEZ et al. 2004). Das
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folhas foram isolados alfa e beta-amirina e lupeol (COELHO, 2004). Segundo Nakamura
(2002), ¢ possivel que o metil-galato e o acido galico sejam responsaveis pelas atividades

biologicas ja que sdo os principais constituintes quimicos encontrados nesse vegetal.

2.1.2. Brosimum gaudichaudii

A familia Moraceae, conforme apresentado na Figura 2, compreende aproximadamente
50 géneros e 1.500 espécies, com predomindncia nas regides tropicais e subtropicais. No
Brasil, ¢ representada por 27 géneros e abrange cerca de 250 espécies, integrando arvores,

lianas, arbusto e ervas (LORENZI, 2005).

Figura 2. Brosimum gaudichaudii (inharé¢). Em [A] copa da arvore (parte superior do caule). Em [B] parte
inferior do caule destacando as lesdes caulinares resultantes da extragdo das cascas para o preparo dos produtos
fitoterapicos.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Na familia Moraceae inclui o Brosimum gaudichaudii, espécie nativa do Brasil,
comum no Cerrado brasileiro, muito valorizada na medicina tradicional e na industria
medicamentosa (JACOMASSI, 2006). A espécie ¢ popularmente conhecida como mama-
cadela, algodao-do-campo, inharé, entre outras denominag¢des (PALHARES, 2004). Utilizada

no consumo in natura, na construcao civil e também na produg¢do de papel (SANO,
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ALMEIDA, 2008). As folhas e casca do caule sdo largamente empregadas na medicina
popular em varias regides do Brasil (LORENZI; MATOS, 2009).

Entre as propriedades terapéuticas do inharé, relatadas na literatura, incluem as
indicagdes para o tratamento de macha de pele, depurativo do sangue, gripes e bronquites
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Porém, a indicagdo mais comum de seu uso ¢ para o
tratamento do vitiligo tendo a sua eficacia comprovada (FARIA et al. 2015). A Tabela 2
apresenta as indicagdes e partes usadas do inharé, além da forma de preparacdo de decoctos e

infusdes caseiras.

Tabela 2. Indica¢des e forma de preparo das partes de B. gaudichaudii (inharé) para tratamentos de doengas em

humanos.
Indicacdes Partes usadas Preparo
Decocto ou infuso, 1 xicara de cha de raiz e
Mancha da pele, vitiligo Casca de ramos e raizes casca do caule picados, diluir em 1 litro de

agua.

Decocto, infuso ou no vinho seco, 1 xicara de
Ramos com folhas cha de folhas e ramos picados para 1 litro de
agua ou vinho, deixar repousar por 24 horas.

Depurativo do sangue, ma
circulagdo do sangue

Infuso, 1 xicara de cha da planta picada para 1
Gripes, resfriados e bronquites Toda planta litro de agua fervente, deixar repousar por 24
horas.

Fonte: Adaptado Rodrigues e Carvalho (2001).

2.1.2.1. Enfoque botanico e fitoquimico de B. gaudichaudii

Brosimum gaudichaudii (inharé¢) ¢ uma espécie classificada como arbustiva, podendo
atingir de 4 a 14m de altura, variando de uma regido para outra. Segundo Almeida (1998), o
Brosimum gaudichaudii ¢ uma planta mondica, suas flores sdo minusculas e resultantes de
inflorescéncias de coloracdo verde-amarelada, agrupadas aos pares na extremidade de
pedunculos nas axilas foliares. As folhas sdo simples, alternadas, de consisténcia firme,
peciolada com a face inferior aveludada e na face superior com nervuras principais
amareladas. Os frutos sdo de sabor adocicado, medindo em média de 4 a 5 cm de didmetro,
pode haver a ocorréncia de até¢ duas sementes por fruto (ALMEIDA, 1998). Os frutos sdo

monocarpicos, carnosos ¢ globosos, destituido de endospermas (JACOMASSI, 2006;
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LOURENZI; MATOS, 2002), do tipo drupa, de superficie verrucosa, coloragdo amarelo-
alaranjada com sementes de tonalidade creme (FARIAS et al. 2009).

O emprego farmacologico do inharé (B. gaudichaudii) ¢ comum entre os brasileiros
devido as suas propriedades medicinais, sendo prescrito para tratar machas da pele, sobretudo,
o vitiligo. Ensaios fitoquimicos demonstraram que os principios ativos responsaveis pela acao
contra o vitiligo sd3o duas furanocumarinas: psoraleno e bergapteno, ambas as substancias
presentes nas raizes desse vegetal. Os compostos furocumarinos tanto apresentam atividade
para re-pigmentacao de pele como atividade fungicida contra esporos de Cladosporium
sphaerospermum (FARIAS, 2009; ALVES et al. 2000). Tais compostos podem ser
conseguidos por sintese quimica, mas, ¢ um processo dispendioso, podendo ser extraido
facilmente de plantas como o Brosimum gaudichaudii (FARIAS, 2009; NEVES et al. (2002);
PIMENTA, 2002).

Conforme Pozetti (2005) e Silva e colaboradores (2011), os aspectos quimicos,
toxicoldgicos e farmacologicos do inharé foram muito estudados propiciando validar sua
atividade fotossensibilizante prescrita pelo exercicio popular. As substancias extrativas dessa
planta podem atender as necessidades tanto como fitoterapico quanto como homeopatico. A
utilizagdo de farmacdgenos oriundos do inharé¢ (B. gaudichaudii) via oral pode causar
consequéncias adversas como dermatite de contato e, em especial, danos hepaticos (FARIAS,

2009; JACOMASSI, 2006).

2.2. Mutagénese e genotoxicidade

Os estudos mutagénicos permitem a investigagdo de processos de inducao de danos no
DNA pela agdo de agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos, que podem resultar em alteracdes
genomicas. Os efeitos causados por esses agentes podem modificar componentes celulares e
serem identificados como teratogénicos e genotoxicos (NUNES, 2000).

Todos os seres vivos sdo passiveis de mutagdes, sendo um dos processos fundamentais
para a evolucdo e a diversidade das espécies. As mutagdes podem surgir espontaneamente ou
serem induzidas pela exposicdo aos agentes conhecidos como mutagénicos (GRIFFITHS et
al. 2001). Porém, algumas mutacdes nao implicam em mudangas detectaveis no organismo ou
na atividade metabodlica das células. Outras afetam um numero pequeno de regides do
genoma, quando ocorrem em genes especificos, podem determinar vantagens ou mediar um
crescimento excessivo das células de um determinado tecido se o erro ndo for corrigido

(RIBEIRO; MARQUES, 2003).
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Costa e Menk (2000) relataram que mudancas no DNA induzidas por agentes quimicos
ambientais podem lesar processos vitais nas células, como a transcri¢ao génica e a replicacao
da molécula de DNA, favorecendo a morte celular ou o desenvolvimento de tumores. Os
agentes mutagénicos, ao alterar o ciclo celular, podem induzir a formagao de tumores, criando
as condi¢cdes para que a célula se reproduza descontroladamente, podendo invadir outros
tecidos (ALMEIDA NETO et al. 2005).

Com base na literatura, as mutagdes promovem varias doencgas entre elas o cancer, que
por sua vez, podem ser induzidas pelas alteracdes no DNA em resposta a exposi¢ao a varios
fatores como substancias contidas em fitoconstituintes. No entanto, danos sofridos no DNA
podem ser reparados pelos mecanismos de reparo do DNA. Se por ventura, houver a fixacao
de erros no DNA, a célula normal pode se tornar uma célula tumoral em consequéncia destes
erros fixados tornando-se cumulativos (FIGUEIREDO, 2012).

A Genética Toxicoldgica tem por finalidade identificar a capacidade de inducao de
mutacao por substancias que agridem o DNA. A genotoxicidade de um produto ¢ dada pelo
aumento na quantidade de danos observados nos sistemas-testes (ZEIGER, 2007,
SALVADORI et al. 2003).

Segundo Sisinno e Oliveira-Filho (2013), a partir da Segunda Guerra Mundial, os
estudos no campo da toxicologia foram impulsionados por causa do incremento exacerbado
no uso de uma variedade de compostos quimicos. Com a publicacao do livro escrito pela
americana Rachel Carson em 1962, o best seller Silent Spring (Primavera Silenciosa), pela
primeira vez foram relatados os efeitos de substincias quimicas, como os agrotoxicos
langados no ambiente, sobre os organismos vivos, especialmente em passaros. Silent Spring
foi um dos grandes marcos da toxicologia ambiental. Os acontecimentos descritos no livro
Silent Spring promoveram manifestacdes sociais e politicas, que estimularam o
desenvolvimento de uma consciéncia coletiva acerca do impacto negativo causado pelas
substancias quimicas aos componentes dos ecossistemas.

Com o passar do tempo, o desenvolvimento da toxicologia ganhou reconhecimento,
estabelecendo-se em uma pratica multidisciplinar, permitindo a complementariedade de
conceitos de outras areas, como medicina, biologia, quimica ¢ farmacia. Na atualidade, a
toxicologia apresenta uma nova visdo de ciéncia integrada com o propdsito de trabalho em
conjunto, objetivando acima de tudo a prote¢do e a melhoria da qualidade de vida do ser

humano e dos ecossistemas e seus constituintes (SISINNO; OLIVEIRA- FILHO, 2013).
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A genotoxicidade refere-se a capacidade que alguns agentes tém de induzir alteracdes
na sequéncia do DNA do organismo a eles expostos. A exposicao a esses agentes pode afetar
algumas funcdes celulares devidos as modificacdes na estrutura do material genético,
possibilitando a indu¢ao de mutagdes (alteragdes permanentes). As mutacdes sao responsaveis
pelo desenvolvimento de cancer, por erros na embriogénese entre outros. Os agentes
genotoxicos podem ndo ocasionar efeito diretamente deletério no organismo, se afetar as
células germinativas, as mutacdes podem ser transmitidas as geragdes subsequentes
(GALVAN, 2011).

A genética toxicoldgica avalia os efeitos genéticos em potencial, que podem ser
induzidos pela exposi¢do humana, animal ou vegetal. Mutagdes sdo consideradas como pré-
requisitos para o desenvolvimento de efeitos adversos a saide humana (OLIVEIRA, 2012;

RIBEIRO; MARQUES, 2003).

2.2.1. Mutagénese de produtos derivados de plantas

Desde os tempos mais remotos, os produtos naturais, principalmente os oriundos de
plantas tém sido uma importante fonte de agentes terapéuticos. Aproximadamente 30% de
todas as drogas acessiveis no mercado mundial sdo derivados de produtos naturais, incluindo
plantas, animais e micro-organismos (CALIXTO, 2005; TEIXEIRA et al. (2003);
VICENTINI et al. 2001). Atualmente, ¢ comum o uso de varias plantas medicinais devido as
suas propriedades terapéuticas, fato que populariza o seu uso como medicamento. Mas, apesar
da crescente busca por produtos fitoterapicos, ressalta-se a necessidade de mais estudos que
comprovem a seguranga ¢ a eficacia dos constituintes usados com finalidade terapéutica
(TUROLLA, 2006).

Araujo e colaboradores (2014), relataram que a fitoterapia ¢ o alicerce para a
Etnofarmacologia, ciéncia que surgiu das relagdes entre povos e plantas. A Etnofarmacologia
se fundamenta sobre a consolida¢do do conhecimento acerca dos principios ativos usados para
o tratamento dos agravos a saude humana e animal, mediante a analise dos resultados nos
variados campos da pesquisa, incluindo estudos quimicos, toxicologicos e/ou farmacoldgicos.

Conforme Arora e colaboradores (2005), ¢ fundamental estudar as plantas medicinais
tradicionalmente empregadas na pesquisa para a produgdo de drogas com potencial
quimioterapéutico e garantir medidas de seguranga para o seu uso em comum e rotineiro.

Os efeitos de chas, infusdes ou solugdes extrativas de plantas medicinais deve ser

monitorado utilizando ensaios toxicologicos, destacando-se os genotdxicos e/ou mutagénicos,
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objetivando orientar os usuarios sobre possiveis consequéncias para a satude. Os usudrios de
produtos naturais estdo frequentemente expostos a uma mistura complexa de substancias, que
podem ser mutagénicas e/ou genotoxicas, constituintes dos produtos ou decorrentes do
proprio metabolismo. Este coletivo de substancias podem causar danos genéticos e,
consequentemente, resultar em maleficios e efeitos estocasticos sobre a saude dos usudrios. A
investigacdo do potencial mutagénico das plantas € tanto importante para a produgdo de novas
drogas terapéuticas quanto para o estabelecimento de medidas de seguranga para adequagdo
de seu uso, estabelecendo assim, normas cabiveis de controle e de qualidade para um dado
produto (PERON et al. 2008).

Segundo Toledo (2003), a avaliagdo de substancias isoladas, fracionadas ou extrativas
dos fitoconstituintes ocorre em etapas, que podem incluir a caracterizagdo da sua atividade
bioldgica, a investigacdo sobre os mecanismos de acdo atribuidos aos constituintes, a
determinagdo do seu potencial téxico, bem como da sua concentracao ativa. Deve-se ressaltar
ainda que as variabilidades quantitativa e qualitativa dos fitoconstituintes quimicos podem ser
reveladas em diferentes resultados de ensaios toxicologicos ou farmacologicos, que podem
refletir sobre a seguranga e a eficacia dos produtos designados para o consumo. Todavia, ha a
possibilidade de que compostos derivados de plantas possam englobar substincias que
exer¢am efeitos colaterais ndo desejaveis para os usuarios (SHAW et al. 1997).

Certamente, as plantas sdo capazes de produzir substdncias com potencial toxico,
decorrente do seu mecanismo de defesa contra alguns organismos predadores. Ha relatos
sobre indicios de efeitos deletérios de extratos de plantas no sistema bioldgico. Esta
observagao exemplifica o poder toxico das plantas medicinais, contrariando a crenga popular
que extratos naturais s6 possuem propriedades benéficas para seus usuarios (FIGUEIREDO,
2012).

Extratos vegetais apresentam uma diversidade quimica relevante e podem apresentar
atividades mutagénicas. Do ponto de vista toxicolégico, os efeitos podem ndo ser
imediatamente correlacionados com a ingestao do produto, mas observado em longo prazo de
forma assintomatica, se concretizando em efeitos nefrotoxicos, neurotoxicos, hepatotoxicos
ou até mesmo, carcinogénicos (LAPA et al. 2004).

Atualmente, h4a uma crescente explora¢do do conhecimento popular empirico por meio
da pesquisa cientifica que fomenta a comercializacdo de plantas medicinais. O interesse na

pesquisa cientifica tem sido alavancado por diversos fatores, entre eles, a demanda da
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industria farmacéutica por novas fontes naturais de medicamentos (MAGALHAES et al.
2010).
2.2.2. Ensaios mutagénicos

Os ensaios mutagénicos t€ém importancia para a avaliagdo do potencial de atividades
mutagénica e/ou genotoxica dos agentes que podem lesionar o material genético. Os
resultados dos testes de genotoxicidade e mutagenicidade fornecem pardmetros para a
quantificag@o do risco de indug¢do de danos ao DNA. Esses ensaios foram desenvolvidos para
identificar e avaliar a capacidade mutagénica das substancias quimicas (OGA, 1996). Sao
testes rapidos, que revelam danos cromossdémicos ou lesdes no DNA. Os testes mutagénicos
tém sido aperfeicoados nas ultimas décadas com a finalidade de garantir a confianga dos seus
resultados (TAKAHASHI, 2003).

A mutagénese tem se dedicado a pesquisa das propriedades e atividades mutagénicas e
genotoxicas de agentes quimicos, fisicos e biologicos aos quais 0s organismos estao expostos.
Em geral, a avaliagao do dano genético ¢ realizada na presenga ou auséncia de sistemas de
metaboliza¢do, em diferentes tipos de ensaios como o teste do microntlicleo e o ensaio de
cometa. Ambos os testes, além de ter a capacidade de detectar compostos indutores de danos
no material genético, sdo essenciais na avaliacdo da seguranga do uso de principios ativos

obtidos de plantas medicinais (AQUINO, 2010).

2.2.2.1. Teste do Micronucleo

O teste do microntcleo ¢ um ensaio que permite avaliar danos genéticos e danos
provenientes da agdo de agentes clastogénicos, que quebram cromossomos, ¢ de agentes
aneugénicos, indutores de aneuploidia ou segregagao cromossomica anormal (ANSARI et al.
2011). Essa técnica foi desenvolvida em eritrocitos de medula 6ssea de camundongo, sendo
ultimamente empregada em diversos tipos de células (AQUINO, 2010).

O teste de micronucleo tem sido recomendado para os estudos de biomonitoramento
ambiental, por ser uma técnica simples, rapida, que avalia riscos associados a exposi¢ao aos
agentes quimicos, o qual pode ser repetido varias vezes para prevencao e monitoramento de
organismos ¢ ambientes (CARVALHO et al. 2002; HAYASHI et al. 1990). Na atualidade, o
teste de micronticleo vem sendo empregado para verificar a instabilidade gendmica em
células humanas, o mesmo pode ser realizado em linfocitos periféricos como em células
epiteliais esfoliadas (SOUZA, 2016; CEPPI et al. 2010). O teste do microntcleo pode ser

aplicado a toda populacao de células, desde que estejam em divisdo. O teste do microntcleo ¢
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recomendado para a avaliagdo do potencial mutagénico e também tem sido um teste
recomendado para o registro de novos produtos quimicos que entram no mercado mundial
(RIBEIRO, 2003).

A formagao de micronucleos pode ser induzida por um conjunto de fatores de natureza
externa como a radiagdo, microrganismos intracelulares e substancias quimicas, e de fatores
de natureza interna como defeitos genéticos nos genes de reparo ou mudanga no ciclo celular.
Os eventos comprometem ou promovem falhas no DNA, impedindo-o de se corrigir
possibilitando o surgimento de micronucleos (SILVA, 2015; HUANG et al. 2011).

Os micronucleos sdao pequenas estruturas delimitadas por membranas nucleares,
correspondendo a fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros perdidos do nucleo
principal. Em geral, os micronticleos possuem textura e cor similares ao nucleo principal. Para
deteccdo do micronucleo é necessario evidenciar caracteristicas como: o micronucleo ter em
média de 1/16 a 1/30 de diametro do nucleo principal, ndo apresentar refringéncia; ndo estar
ligado ao nucleo principal, a presentar membrana nuclear intacta (FENECH, 2000).

De acordo com Salvadori e colaboradores (2003), o teste de microntcleo em linfocito
T evoluiu e as inovagdes propostas nos protocolos possibilitam avaliar a genotoxicidade de
substancia quimica. O resultado do teste do microntcleo ¢ simples e possui uma boa

correlagao com resultados de outros testes citogenéticos (SILVA, 2015; RIBEIRO, 2003).

2.2.2.2. Teste de Allium cepa

Os sistemas-testes que utilizam plantas superiores tém sido desenvolvidos como
modelos de estudos para os efeitos de compostos extraidos de vegetais. As espécies Vicia
faba e Allium cepa tém sido utilizadas para estimar a genotoxicidade e/ou a citotoxicidade de
fitoconstituintes (DIAS et al. (2014); FACHINETTO et al. 2007). Tais sistemas-testes sao de
grande importincia para o monitoramento da polui¢do ambiental e também na avaliagdo do
potencial mutagénico de varios compostos quimicos (BAGATINE, 2007; MA et al. 1995). O
sistema-teste de Allium cepa é comumente usado na triagem de deteccdo de danos ao DNA
(DIAS et al. 2014), o teste baseia-se em parametro de analise como por exemplo, células com
pareamento heteromorfico de nucléolos (GROVER; KAUR, 1999).

O teste de Allium cepa tem se destacado entre os testes citogenéticos empregados para
a investigacdo preliminar dos efeitos dos extratos vegetais por detectar eventos de toxidades.
O teste de Allium cepa é rapido, eficiente, simples e econdmico. Essa técnica permite avaliar

alteragdes na divisdo celular pela mensuragdo de danos em células meristematicas devido as
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boas condi¢des de analise de seus cromossomos (LOUVATEL; ZAIONS; ARENHART,
2014).

Conforme Fachinetto (2007), o teste de Allium cepa foi validado pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nagdes
Unidas (UNEP), caracterizando-o como um teste eficiente para realizar a andlise e o
monitoramento dos danos induzidos as células, decorrentes da sua exposi¢do aos compostos
ambientais.

Segundo Vicentini e colaboradores (2000), o teste de Allium cepa foi validado
mediante a obtengdo de resultados similares aos de outros estudos que usaram modelos
animais e outras espécies vegetais. Este ensaio também ¢ bem aceito para o estudo de
citotoxicidade de plantas medicinais, pois suas raizes ficam em contato direto com o
fitoconstituinte testado, permitindo avaliar diferentes concentragdes do produto (DIAS et al.

(2014); HERRERO et al. 2012).

2.2.2.3. Ensaio Cometa

O ensaio cometa, conhecido como eletroforese em gel de célula individualizada, ¢ uma
técnica que tem sido empregada para a detec¢do de danos primarios no DNA. O ensaio
cometa também encontrou ampla aplicagdo no monitoramento de efeitos induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, devido a natureza do dano que provocam no
DNA (TICE et al. 2002). O teste ¢ de baixo custo, simples, sensivel e adaptavel para diversas
espécies, tanto animal quanto vegetal (AQUINO, 2010; DHAWAH et al. (2008); COLLIN et
al. 1996). O ensaio cometa ¢ um método de investigagdo genotoxicoldgica, que pode
mensurar possiveis danos no material genético de células isoladas, mediante a combinagdo
entre técnicas bioquimicas e testes citogenéticos (CARITA, 2010; HARTMANN; SPEIT,
1997).

Ao passar dos anos, o ensaio cometa vém sendo modificado, visando a melhoria da
qualidade de detec¢do do dano genético. Modificacdes relevantes foram incorporadas por
Ortling e Johanson, responsaveis pelo desenvolvimento da técnica de eletroforese em micro-
gel, a inclusdo de células lisadas, misturadas com agarose ¢ submetidas a eletroforese em
condi¢des neutras, permiti a deteccdo de quebras das fitas duplas do DNA (ANDERSOM,;
YU; MCGREGOR, 1998). E modificagdes incorporadas por Singh e colaboradores (1988),

que aperfeicoaram a versdo alcalina, permiti detectar quebras das fitas simples no DNA.
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Posteriormente, Olive et al. (1990), otimizaram a técnica de lise celular em condig¢des
alcalinas com pH diferente da versdo aperfeicoada anteriormente.

O ensaio cometa desenvolveu-se de forma rapida, sendo bem aceito em diversas areas
do conhecimento, entre elas se destacam as aplicagdes em Biologia, Toxicologia e Medicina.
A aplicabilidade do ensaio cometa tem crescido na atualidade pelo fato do ensaio avaliar os
efeitos dos agentes genotdxicos sobre as células somaticas e/ou germinativas, tanto in vivo
como in vitro (FROHNER, 2003; HARTMANN; SPEIT, 1997).

Ao ser comparado com outros testes, 0 ensaio cometa apresenta vantagens como a
deteccao de dano no material genético, exigéncia de poucas células para a sua realizacdo e a
possibilidade de se coletar dados de células individualizadas (BUCKER et al. (2006);
MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).

Segundo Kalantari e colaboradores (2013), o ensaio cometa ¢ um teste muito usado na
investigacdo de compostos farmacologicos por ser altamente sensivel. O mesmo vem sendo
considerado fundamental para os estudos de toxicogenética, devido as suas caracteristicas e
vantagens quando relacionado a outros testes de investigagdo de substancias genotoxicas.
Normalmente, ¢ empregado para a detec¢do de lesdes no genoma, que, ao se fixarem causam
mutagdes. Todavia, essas lesdes se diferem das mutagdes por serem passiveis de corregoes
pelos sistemas de reparo do DNA (GOTIJO; TICE, 2003).

Entre as versdes disponiveis do ensaio cometa, a mais empregada ¢ a alcalina por ser
mais abrangente. O teste alcalino requer pH maior que 13, com o propdsito de induzir a
desnaturagao da molécula de DNA ¢ detectar lesdes de varias naturezas. A versdo neutra,
recorre-se de eletroforese em tampao de pH entre 7,0 e 8,5 para identificar quebras de fita
dupla em DNA ou ligagdes cruzadas entre DNA ¢ DNA, DNA e xenobidtico ou DNA e
proteina (LIMA, 2016).

Conforme Gontijo et al. (2003) e Caritd (2010), o ensaio cometa tem sido satisfatorio
quando usado em peixes, revelando a sensibilidade das células sanguineas desses animais aos
efeitos genotdxicos causados por substancias quimicas diluidas nos sistemas aquaticos.
Também ¢ empregado cotidianamente em linfocitos de sangue periférico de mamiferos, em
eritrocitos periféricos de anfibios e répteis, por ser facilmente amostrado sem a necessidade de
dissociagao celular (DEVENTER; NACCI et al. 1996).

A andlise do ensaio cometa pode ser realizada de duas formas: visual ou automatizada
com o auxilio de um sistema de fotomicrografia e software especifico. As duas formas de

analise sdo concordantes em seus resultados. Para a analise dos cometas € necessario observar
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seu tamanho, intensidade de fluorescéncia, entre outras caracteristicas como a porcentagem de
DNA na cauda do cometa e Momento da cauda de Olive (COLLINS, 2004; TICE, 1995). Ao
interpretar os resultados, divide-se o cometa entre cabega e cauda, levando-se em
consideragdao o comprimento relativo da cauda para avaliar o nivel do dano na célula. A célula
sem ou com o minimo de dano no DNA ndo apresentaria cauda, e mantém o nucleo intacto e
arredondado. Por outro lado, as células que apresentarem maiores danos terdo maiores caudas,
similares a cometas invertidos (AQUINO, 2010). A cauda do cometa ¢ formada por
fragmentos de DNA resultantes de quebras de fitas simples e/ou duplas, que ao migrarem para
fora do nucleo, constituem o formato de um cometa, correspondendo a desestruturagao

nuclear (DA SILVA; DA CRUZ, 2012).

2.3. Organismo-teste

Os organismos-teste sdo sistemas biologicos usados em ensaios genéticos para a
avaliacdo de efeitos mutagénicos de substincias quimicas e para o monitoramento da
qualidade ambiental. Os organismos agem como receptores bioldgicos diretos dos compostos
quimicos presente no ambiente (MA et al. 1995).

A toxidade de substancias ¢ determinada com o auxilio de ensaios laboratoriais cujos
permitem a observacao dos efeitos adversos dos agentes testados, incluindo o seu potencial de
letalidade. Os estudos de toxidade devem ser desenvolvidos em condigdes especificas e
controladas de acordo com as normas técnicas e consensos proprios. Os organismos-teste de
experimentacdo devem ser padronizados. Varias sdo as espécies usadas e, dependendo do
foco da investigagdo, a escolha do sistema-teste adequado ¢ influenciada pela finalidade do
estudo. Se o intuito ¢ a protegdo da satide humana, geralmente sdo utilizados organismos
vertebrados, como camundongos, coelhos entre outros mamiferos. Se o objetivo for para a
protecdo dos ecossistemas ou de seus componentes, comumente utilizam-se anfibios, peixes,
microcrustaceos, algas, minhocas e plantas (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Segundo a literatura, varios laboratdrios de pesquisas cientificas especialmente os de
produtos naturais, t€ém inseridos em suas praticas didrias diversos testes bioldgicos,
objetivando o monitoramento de estudo fitoquimico de extratos vegetais na busca de
substancias bioativas. A identificacdo de fitoquimicos com propriedades potencialmente
toxicas e genotoxicas pode ser realizada mediante a observagdo das alteragdes fisioldgicas e
celulares nos organismos-teste ou entdo pela estimativa das frequéncias de eventos, como a

formacao de micronucleo e quebras induzidas nas moléculas do material genético (SOUZA et
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al. 2006). A avaliagdo da genotoxicidade provinda dos resultados dos ensaios realizados,
resulta em informacdes seguras e precisas quanto ao potencial de toxicologico e
genotoxicoldgico dos agentes que ocasionam lesdes no DNA (RIBEIRO et al. 2003).

Segundo Maroni et al. (2000), a exposicdo de um organismo as substancias toxicas
pode induzir altera¢gdes na molécula de DNA, que estocasticamente possibilita a ocorréncia de
doengas como o cancer. O uso de bioindicadores constitui uma ferramenta importante para
estudos ecotoxicologicos e toxicologicos, pois configura uma estratégia adequada na
avaliacdo dos efeitos combinados entre compostos quimicos e componentes bioldgicos,
permitindo avaliar possiveis impactos potenciais das substancias toxicas aos organismos

testados (FIGUEIREDO, 2012; KISS et al. 2003).

2.3.1 Género Astyanax

As aguas neotropicais possuem a maior diversidade de peixes, compreendendo
aproximadamente 6000 das 13000 espécies mundiais. Entre esse niimero, 2587 espécies de
peixes pertencem a 39 familias e 517 géneros ocorrem exclusivamente em lagos, igarapés,
lagoas, rios que constituem a hidrografia brasileira (PENTEADO, 2011).

O género Astyanax ¢ um dos mais diversificados da familia Characidae sendo
apontado como polifilético com cerca de mais de 1100 espécies nominais validas, estando
amplamente distribuidos desde o sul do Estados Unidos da América até a América do Sul,
representando uma ampla diversidade de tamanhos na maturidade, formas corporais e nichos
ecologicos. Provavelmente esta distribuicdo pode ser devido a capacidade que o género
Astyanax tem de se adaptar as diferentes condi¢cdes ambientais (PENTEADO, 2011).

O género Astyanax foi proposto inicialmente por Baird e Girard em 1854.
Posteriormente, este género foi revisado por Eigenmann, em 1921. Seis anos depois,
Eigenmann realizou uma nova revisdo do género Astyanax e validou 74 espécies e
subespécies. No Brasil, na década de setenta, Gery enumerou uma lista para o género
Astyanax contendo 62 espécies e subespécies de agua doce (ALMEIDA; VIEIRA, 2013).

De acordo com Lima e colaboradores (2003), uma revisdao mais recente listou 90
espécies consideradas validas na ictiofauna brasileira. Segundo Fernandes; Martins-Santos
(2004), varias espécies do género Astyanax sao morfologicamente semelhantes, o que
dificulta a identificagdo desses animais, tornando a classificagdo taxondmica desse género

muito complexa.
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No género Astyanax se encontra a espécie Astyanax sp que foi descrita
taxonomicamente por Garutti e Britski (2002), como espécie que pertence a Superclasse
Osteichtyes, Classe Actinopterygii, Infraclasse Teleostei, Superordem Osthariophysi,
Subsérie Characiphysi, Ordem Characiforme e Familia Characidae (ALMEIDA; VIEIRA,
2013).

Wolff (2007), relatou que a espécie Astyanax ¢ distribuida largamente pela bacia do rio
Iguacu sendo listada em estudo taxondmico referente aos Characiformes pertencentes a este
local. Neste estudo foi encontrado seis novas espécie de lambaris as quais foram
sinonimizadas em Astyanax sp a; sp b; sp ¢; sp d; sp e; e sp f, por se tratar de individuos
distintos. Estas espécies de Astyanax citadas acima, ainda ndo foram descritas formalmente,
no entanto, muitos pesquisadores ja faz uso dessa nomenclatura (WOLFF, 2007; ABILHOA,
2004).

Os peixes da espécie Astyanax sdo conhecidos popularmente como matupiris na
Amazonia, piabas no Nordeste e lambaris ou tambius no Brasil meridional. Possuem como
caracteristicas morfologicas linha lateral completa, pré-maxilar ndo protratil, dentes pré-
maxilares dispostos em duas séries e dentes com cuspides (GIONGO, 2014). A Figura 3

mostra um espécime de Astyanax sp (lambari).

Figura 3. Espécime de Astyanax sp também conhecida por lambari, piaba ou tambit.
Fonte: brasilienexkursion. Wordpress.com.
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Os Astyanax tém importancia ecologica como forrageiros de algumas espécies
carnivoras (GURGEL, 2004). Sao de pequeno porte, atingindo até 20 cm de comprimento,
chegando a pesar 40 gramas. Em geral, sdo encontrados vivendo em cardumes em cabeceiras
de riachos, lagos e rios. Durante a reprodugdo, os cardumes realizam curtas migragdes na
época das cheias (MARCON, 2008).

Os Astyanax tazem parte da dieta alimentar humana. No entanto, possuem baixo valor
comercial devido ao seu pequeno tamanho. Porém, sdo considerados importantes no equilibrio
dos ecossistemas e tém a capacidade de transformar particulas organicas em proteinas, além
de serem um item primordial na nutricdo dos piscivoros explorado comercialmente (DA
SILVA et al. 2012).

Dentre os organismos aquaticos, os peixes sao os mais utilizados em ensaios in vivo ou
in vitro como bioindicadores de exposicao aos agentes toxicos. Normalmente, eles respondem
a esses compostos por via similar a dos grandes vertebrados. Os peixes podem ser
empregados em ensaios para testar substancias quimicas na avaliagdo do potencial
carcinogénico ou teratogénico para humanidade. Os peixes como bioindicadores tém revelado
resultados satisfatorios na avaliacdo dos efeitos de contaminantes quimicos presente no
ambiente aquatico (RIVERO, 2007).

Segundo a literatura, o teste de microntcleos em eritrocitos de peixes tem sido
considerado como modelo experimental util para a avaliagdo da contaminacdao de poluentes
ambientais, bem como para identificagdo dos efeitos genotoxicos em ecossistemas aquaticos.
Nesse sentido, microntcleos em eritrécitos de peixes tém sido considerados bons indicadores

para a investigacdo de mutagenicidade tanto in situ quanto ex situ (FERRARO et al. 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar as atividades mutagénica e genotoxica de diferentes concentragdes de extratos

padronizados de Caesalpinia ferrea (juca) e Brosimum gaudichaudii (inharé).

3.2. Objetivos Especificos

- Obter extratos padronizados de Caesalpinia ferrea e Brosimum gaudichaudii visando
a prospeccao fitoquimica qualitativa para identificagdo de metabolitos secundarios.

- Analisar o potencial citotoxico e mutagénico dos extratos vegetais por meio da
analise do indice mitoticos e alteracdes de migracdo cromossdmica e demais alteragdes em
células meristematicas radiculares apicais de Allium cepa.

- Avaliar agdo mutagénica dos extratos de B. gaudichaudii e C. ferrea utilizando teste
do micronucleo em linfocitos T do sangue periférico humano.

- Avaliar a genotoxicidade e/ou mutagenicidade dos extratos de juca (C. ferrea) e
inharé (B. gaudichaudii) utilizando teste do micronucleo, alteracdes nucleares e ensaio

cometa, em eritrocitos da espécie Astyanax sp.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta do material botinico e preparacgao dos extratos vegetais
Os materiais botanicos foram coletados in situ em Cidelandia, localizada no Sul do

Maranhao, conforme mostra a Figura 4.

Figura 4. Mapa do Estado do Maranhdo. Em destaque, a localizagdo do municipio de Cidelandia, onde foram
coletadas as amostras dos vegetais Caesalpinia ferrea (juca) e Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Abreu (2006)
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O ponto da coleta encontra-se nas coordenadas S 5.178251° O 47.785983° e S
5.10417° O 47.47095°. Os espécimes locais sao fontes de matéria prima para a populacao
cidelandense, que frequentemente busca os frutos de Caesalpinia ferrea (jucd) e a casca de
Brosimum gaudichaudii (inhar¢) para preparar infusdes ou extratos aquosos.

Ap0s a coleta, os frutos e as cascas foram lavados em agua corrente, colocados em
posicao vertical para evaporacdo da agua e no dia seguinte trazidos para Goiania Goids e
mantidos em refrigerador a 4-8°C no Nucleo no Pesquisa Replicon da Escola de Ciéncias
Agrarias e Bioldgicas (ECAB) da Pontificia Universidade Catélica de Goids. Posteriormente,
a matéria prima foi transferida para o Laboratorio de Pesquisa e Estudo de Produtos Naturais
da Escola de Ciéncias Médicas, Biomédicas e Farmacéuticas (ECMBF) da PUC Goias para a
realizacdo de prospeccao fitoquimica qualitativa.

As amostras foram colocadas em estufa com temperatura de 45°C, sendo monitoradas
a cada 72 horas no inicio e depois a cada 24 horas, exceto nos finais de semana, por um
periodo de 20 dias. Em seguida, as sementes foram retiradas dos frutos com o auxilio de um
pistilo de vidro e as cascas foram quebradas em fragmentos menores. Ao terminar a separagao
das sementes contidas nos frutos, as amostras foram reduzidas a pd, conforme mostrado na

Figura 5.

Figura 5. Preparagdo e processamento das amostras. Em [A] separacdo das sementes. Em [B] cascas
fragmentadas. Em [C] amostras pulverizadas de cascas de inharé e frutos de juca respectivamente.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

O processo de pulverizacdo das amostras foi realizado na Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Goias (UFG), realizado em um moinho de navalhas. Em seguida, foi

pesado 300g de po6 de cada amostra para realizacdo do teste de umidade e prospecgao

fitoquimica.
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Posteriormente, iniciou-se o processo de percolacdo para a obten¢do dos extratos,
foram separados 160g de cada amostra pulverizada, correspondendo aos frutos e as cascas.
Em béqueres, as amostras foram homogeneizadas por adi¢do de alcool 70%. As misturas
foram transferidas para percoladores forrados com filtro de papel e algodao umedecidos com
alcool.

Posteriormente, em cada amostra, foram adicionados 800 mL de alcool 70%. Esta
preparacdo levou cinco dias para ser filtrada totalmente. Apds esse periodo, as amostras dos
extratos foram concentradas em um rotaevaporador por seis horas. Os extratos foram
acondicionados em recipientes protegidos da luz e guardados em refrigerador a temperatura

aproximada de 4 a 8°C.

4.2. Testes Fitoquimicos Qualitativos

No Laboratorio de Pesquisa e Estudo de Produtos Naturais da PUC Goiads foram
realizados os testes fitoquimicos qualitativos segundo o manual de protocolo do Laboratério e
de acordo com MATOS, (1988). Os testes visavam verificar a presenca de classes de
metabolitos secundarios como alcaldides, antraquindnicos, cumarinas, flavondides e taninos

nas amostras extrativas das cascas de inharé (B. gaudichaudii) e dos frutos de juca (C. ferrea).

4.2.1. Teste para alcalodides

Para a realizacdo do teste para alcaldides, foram pesados 2g de p6 de cada amostra e
transferidos para duas cubas de porcelana. Em seguida, foram adicionados 20 mL de acido
sulfurico a 5% em cada cuba, as quais foram fervidas por 3 minutos. Apos a fervura, as
misturas foram filtradas em algodao e, imediatamente, resfriadas. Posteriormente, o filtrado
foi transferido para funis de separacdo e alcalinizado com hidréxido de amoénia a 10%. Apos,
fez-se extracdo com duas por¢des de 10 mL de cloroformio. As fragdes de cloroformio foram
filtradas em algoddo e, em seguida, evaporadas em um evaporador rotativo (TE — 211
Tecnal).

Os filtrados extrativos foram diluidos em 2 mL de acido sulfarico a 5%, e
posteriormente, em 5 laminas, foram distribuidas 3 gotas de cada filtrado, juntamente com 6
gotas dos reagentes de Mayer, Dragendorff, Bertrand e Hager, separadamente, em cada uma
delas. Apods 5 minutos, foi verificado se houve a formagdo de precipitado na amostra dos

frutos de juca e das cascas de inharé.
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4.2.2. Teste de heterosideos antraquinénicos

Ao realizar o teste para a extracdo de possiveis heterosideos antraquinonicos, foi
utilizado 1g de cada amostra pulverizada, transferidos para dois béqueres de 100 mL, foram
adicionados 30 mL de alcool a 75% em cada uma das amostras, que foram fervidas por 3
minutos. Em seguida, filtradas e resfriadas a temperatura ambiente.

Dos liquidos obtidos, foram aliquotados 10 mL de cada um dos filtrados, e transferidos
para béqueres de 40 mL, os quais foram identificados como extrato (I) e extrato (II) para a
realizagdo da caracterizagdo dos metabdlitos secundarios. O béquer com extrato (I) foi
acidificado com 0,5 mL de 4cido cloridrico a 10%. O béquer com o extrato (II) ndo foi
acidificado, ambos foram levados a fervura durante 2 minutos. Em seguida, os liquidos foram
transferidos para tubos de ensaio previamente identificados e adicionados a cada um dos tubos
10 mL de éter sob agitacao leve.

Posteriormente, foram suspendidos 5 mL de cada tubo de ensaio e transferidos para
novos tubos com a mesma identificagdo. Em ambos, foram acrescentados 4 mL de amo6nia SR
(NH4OH) a 10%. Os tubos foram deixados em repouso por 5 minutos.

A camada amoniacal desenvolveu uma coloracdo que variou do roseo ao vermelho
escuro, formando um anel, conforme a quantidade de principio ativo presente na amostra. O

aparecimento da cor caracteriza uma reagao positiva para heterosideos antraquinonicos.

4.2.3. Teste de cumarinas

Para extracdo de cumarinas, foram usados 2g de cada uma das amostras, colocados em
dois béqueres e acrescentado em cada amostra 30 mL de 4gua quente. Em seguida, as
misturas foram filtradas e adicionadas 1 mL de &cido cloridrico a 1N até a reducdo do pH para
1.

Posteriormente, foram transferidas para funis de separagdo e extraidas com 10 mL de
éter. O volume dos extratos etéreos foi reduzido a metade. Em seguida, foram gotejados sobre
papel de filtro e acrescentado uma gota de hidréxido de sddio 1N em uma das regides onde foi
aplicada a solucdo extrativa e observada na camara de luz UV. A fluorescéncia verde indica

reagdo positiva para a caracterizagdo de metabolitos secundarios.

4.2.4. Teste de heterosideos flavondides
Para extragdo de heterosideos flavonoides foram utilizados 7g das amostras

pulverizadas, que foram transferidos para dois béqueres, acrescentado em cada 60 mL de
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etanol a 70%, fervidas por 5 minutos. Apos esse periodo, foram filtradas em papel de filtro
previamente umedecido com etanol a 70%. Os filtrados obtidos foram usados para a
realizagdo dos testes de caracterizacao de heterosideos flavonoides e de hidroxilas fendlicas,
utilizando as seguintes reagdes: cianidina, oxalo-boérica, acido sulfurico concentrado,
hidroxidos alcalinos, cloreto de aluminio e cloreto férrico.

Na reacdo de cianidina, transferiu-se 3 mL de cada um dos filtrados para os tubos de
ensaios e mergulhou-se em cada um deles 1 cm de fita fina de magnésio cortada em
pedacinhos. Em seguida, acrescentou-se aos tubos 1 mL de HCI concentrado com cuidado,
observando a coloracdo das misturas. O surgimento da coloragdo vermelha confirma a
presenca de heterosideos de flavonodides na amostra.

Para a reagdo oxalo-borica, foi evaporado em cépsulas de porcelana 5 mL das solucdes
extrativas, usando chapa aquecida a 200°C e adicionado aos residuos semi-secos 3 mL de
solugdo de acido borico a 3% e 1 mL de acido oxalico a 10%, evaporados até a secura.
Acrescentou-se aos residuos secos, 7 mL de éter etilico. Para a observacao de fluorescéncia, a
solucao foi colocada sob iluminag¢ao com luz ultravioleta.

Na reacdo com &cido sulftrico concentrado, foram transferidos 3 mL de cada solucao
extrativa para duas capsulas de porcelana. Em seguida evaporadas até a semi-secura usando
chapa aquecedora (208D ethiktechnology) a 200°C. Em seguida, juntou-se 0,5 mL de acido
sulfirico concentrado nas amostras que foram observadas sob luz ultravioleta, verificando se
houve desenvolvimento de fluorescéncia.

Ao caracterizar as hidroxilas fenodlicas, geralmente realizam-se trés reagdes: com
hidroxidos alcalinos, com o cloreto de aluminio e com cloreto férrico.

Para a reacdo com hidroxidos alcalinos, foram transferidos 3 mL das solugdes extrativas
para dois tubos de ensaios e acrescentado aos tubos 1 mL de NaOH a 20% e agitou-se os
tubos. Em seguida, foi observada a cor desenvolvida. A presenga da coloragdo amarela,
caracteriza a reacdo positiva de heterosideos flavonicos nas amostras.

Para a rea¢do com o cloreto de aluminio, depositou-se 5 mL de cada amostra extrativa
em dois béqueres de 10 mL e transferiu-se separadamente, para dois pedagos de papel filtro,
espalhando-as por toda a superficie. Em seguida, foram umedecidas uma das regides dos
papéis com solugdo de cloreto de aluminio a 5%. Posteriormente, observou-se a fluorescéncia
desenvolvida sob luz ultravioleta. O desenvolvimento de fluorescéncia amarela intensa

caracteriza presenca de flavonoides.
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Por fim, na reacdo com o cloreto férrico, foram utilizados 3 mL de cada uma das
solucdes extrativas e transferidas para dois tubos de ensaios. Acrescentou-se 2 gotas de
cloreto férrico a 4,5% e observou-se o aparecimento da coloracao verde, amarela ou castanha
escura. O desenvolvimento dessas coloragdes nas amostras indica reagao positiva.

Os heterosideos flavondides possuem agliconas, derivadas de nucleos de chalconas,
diidrochalconas, flavonas, flavanonas, isoflavanonas entre outras, como mostra a Tabela 3. A
identificacdo desses metabolitos € observada pela presenca de fluorescéncia ou coloragdo

desenvolvida na solu¢ao em estudo.

Tabela 3. Reagdes cromaticas de heterosideos flavonoides

Reacio Flavonas Flavonois Flavanonas Chalconas Isoflavonas
Cianidina Laranja Vermelha Violeta - -
Oxalo-borica - Amarelo- Verde - - -
NaOH Amarela Amarelo-Escura Amarela Amarela Amarela
FeCl, Verde Verde-Castanha Verde-Castanha Amarela Verde
Amarelo-
AlCls Verde Amarela Azul-Verde (Uv) Amarela Amarela-
Castanha

Fonte: Paula e Barra (2005).

4.2.5. Teste para pesquisa de taninos

Para a deteccdo de taninos foram utilizados 2g de cada amostra pulverizada e
adicionados de 50 mL de agua destilada em cada uma. Posteriormente, foram levadas a
fervura por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas em papel filtro ainda quente e
completado o volume de cada amostra para 100 mL. Depois foram montadas duas baterias
contendo 6 tubos de ensaios em cada uma. Em seguida, 5 mL das solugdes extrativas foram
adicionadas a cada tubo e seguiu-se com as seguintes reagdes: reagdes com gelatina, sulfato
de quinina, acetato de cobre, hidroxido de sodio e cloreto férrico.

Na reacdo com gelatina, adicionou-se no primeiro tubo de ensaio 5 gotas de gelatina a
2,5% em solugdo de cloreto de sodio a 5%. Em seguida, fez-se andlise para identificar se
houve o desenvolvimento de precipitado branco. A presenga de precipitado traz como

indicativo reagao positiva para taninos.
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Para a reacdo de sulfato de quinina, no segundo tubo de ensaio adicionaram-se 5 gotas
de solucdo de sulfato de quinina a 1%. Observou-se houve a presenga de precipitado nas
amostras. Ja no terceiro tubo foram acrescidos 5 gotas de soluc¢dao alcoolica de brucina e
observado o aparecimento de precipitado. O surgimento de precipitado na amostra indica a
presenca de taninos.

Na reagdo com acetato de cobre, foram adicionadas, no quarto tubo de ensaio, 5 gotas
de acetato de cobre a 4% e, no quinto tubo, 2 gotas de cloreto férrico a 2%. Em seguida,
observou-se em cada uma das amostras se houve a formagao de precipitado. Posteriormente,
as misturas foram diluidas com 10 mL de agua destilada. Observou-se a cor desenvolvida em
cada uma.

No sexto tubo destinado a reagdo com hidroxidos sodio, depositaram-se 5 gotas de
solugdo de hidroxido de so6dio a 20%. Em seguida, verificou-se em cada uma das amostras se
escureceram. A presenca de tanino ¢ observada pelo escurecimento da amostra.

Nas reacdes para caracterizagdo de taninos, paralelamente, foi preparado um tubo
controle para cada uma das reagdes. Foram usados 5 mL de 4cido tanico a 0,5% para cada um
dos seis tubos. Posteriormente, comparou-se os tubos-controles com os reagentes da reagao

correspondente.

4.3. Preparacao das amostras e ensaios genotoxicos e mutagénicos

A preparagdo das amostras extrativas dos frutos de juca e das cascas de inharé foi
realizada no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goias. Nesta preparagdo, foram utilizados
5g/L. dos extratos padronizados dos frutos de C. ferrea ¢ das cascas de B. gaudichaudii
conforme recomendagdo da Sociedade Brasileira de Mutagénese e Teratogénese, quando nao
se tem uma dose pré estabelecida.

As amostras foram transferidas separadamente para dois erlenmeyeres de 1000 mL.
Em seguida, foi adicionado um litro de 4gua da torneira em cada um dos recipientes. Depois,
as solugdes foram solubilizadas com a utilizagdo do agitador magnético por um periodo de 4
horas para cada uma das amostras. Esse processo foi realizado para a preparagdo dos extratos
utilizados no teste de Allium cepa.

Para os demais testes, seguiu-se o mesmo padrdo de preparagdo descrita
anteriormente, exceto a substituicdo da 4gua da torneira por agua destilada e depois
microfiltrada por duas vezes em filtros de membranas PES de baixa afinidade, modelos K18-

430 poro 0,45um e K18-230 poro 0,22um (KASVI). Posteriormente, as amostras que foram
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utilizadas no teste de Allium cepa e demais testes foram transferidas para tubos eppendorfs e

mantidas em refrigerador a 4-8°C.

4.3.1. Teste de Allium cepa

A metodologia utilizada para a realizagdo do teste de Allium cepa seguiu a técnica
descrita por Fiskesjo (1993) com modificagdes. Foram retiradas as raizes e catafilos dos
bulbos das cebolas que foram colocadas em béqueres com agua fresca da torneira para o
enraizamento dos bulbos em temperatura ambiente. Posteriormente foram coletadas algumas
raizes, sem a exposicao aos extratos, sendo consideradas como grupo controle negativo.

As demais raizes foram expostas por 24 horas nas solugdes extrativas em 4 diferentes
concentragdes, correspondendo a 1,25g/L; 2,5¢/L; 3,7g/L; 5g/L. Apo6s 24 horas de exposi¢ao,
removeu-se o restante das raizes expostas aos tratamentos visando avaliar as alteragdes
celulares induzidas pela exposi¢ao aos fitoconstituintes.

ApoOs a exposicao, raizes foram fixadas em metanol e 4cido acético (fixador de Carnoy)
e mantidas em refrigerador a temperatura de aproximadamente 6°C. Posteriormente, as raizes
foram colocadas por 15 minutos em solucao de hidroélise de HCI IN a temperatura ambiente e
coradas pela reacdo de Feulgen. Em seguida foi retirado 2 mm dos apices meristematicos ¢
colocados em laminas codificadas e esmagados em acido acético (0,45M).

A andlise das laminas foi realizada aleatoriamente, sem o prévio conhecimento dos
tratamentos, utilizando microscopia de luz branca com objetiva de 40X. Foram analisadas
1000 células interfasicas para cada tratamento, totalizando 10.000 células para cada uma das
amostras extrativas. Os parametros de analise foram baseados em padrdes nucleares atipicos
como quebra cromossomica, redu¢cdo do indice mitético, erros de migracdo cromossdmicas
em metafases e anafases e binucleagdes. A exposicao dos bulbos, as diferentes concentragdes
de extratos padronizados das cascas de B. gaudichaudii (inharé¢) e dos frutos de C. ferrea

(jucd) esta apresentada na Figura 6.

-

Figura 6. Bulbos de Allium cepa (cebolas) expostos as diferentes concentragdes dos extratos vegetais. Em [A]
Brosimum gaudichaudii (inharé¢). Em [B] Caesalpinia ferrea (jucd).
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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4.3.2. Teste do micronucleo em linfocitos T humanos

Para a realizacdo do teste de microntcleos em linfocitos T humanos, o sangue foi
coletado de individuos voluntarios, de 19 a 36 anos, saudaveis sem historico de uso de drogas
ilicitas e nao estavam sob efeitos de medicamentos.

O protocolo de cultura celular seguiu a adaptagdo do método para obtengdo de
micronucleos em linfocitos binucleados (DA CRUZ et al. 1994). Para a realizagdo do teste de
micronucleo em linfocitos humanos, foram utilizadas trés concentragdes dos extratos C.
ferrea e B. gaudichaudii, correspondentes a 0,039¢g/L; 0,078g/L e 0,156g/L. O grupo controle
nao foi exposto aos extratos vegetais.

As culturas inicialmente foram preparadas com meio completo para sangue periférico,
4,5 mL de RPMI; 1mL de soro fetal bovino; 100uL. de L-glutamina; 100uL fitohemaglutina;
ImL de sangue e os extratos vegetais nas concentragdes descritas anteriormente, € colocados
em estufa a 37°C a 5% de COz por 44 horas. Apos esse periodo, foram adicionados 10pL de
citocalasina B em cada cultura. As culturas foram devolvidas a estufa até completar 72 horas.

Ao término desse periodo, as culturas foram ressuspendidas, transferidas para tubos
conicos de 15 mL e centrifugadas por 10 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi aspirado e
adicionado de 10 mL de solu¢do hipotdnica de KCl a 0,075M, em seguida, levadas para estufa
a 37°C por 35 minutos. Apds este periodo, foram fixadas em solucdo de Carnoy por 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos, repetindo-se esse processo 2 ou 3 vezes até o sobrenadante ficar limpido.

Para a preparagdo das laminas, utilizou-se o método de gotejamento em banho-maria a
60°C e colocadas para secar. Apds 12 horas, as laminas foram coradas com solu¢dao de
Giemsa a 4%. A analise das laminas foi realizada em teste cego, utilizando-se objetiva de 40X
em microscopio de luz branca. Foram analisadas 1000 células binucleadas para cada
tratamento.

As células binucleadas foram selecionadas e contadas com base em critérios como:
nicleos com tamanho aproximadamente iguais, intactos, o mesmo padrao de coloracio,
delimitagcdo do citoplasma visivel e sem sobreposi¢cdo. Os microntcleos identificados foram

conferidos por outro analista experiente ou pelo orientador.

4.3.3. Teste do micronucleo e anomalias nucleares em eritrocitos de

Astyanax sp
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O presente estudo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica de Goiéds. Protocolada no CEUA sob o n°® 6244160316
(Anexo A) e de acordo com os preceitos da Lei 11.794 8 de outubro de 2008 e do Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, conforme as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA) do Brasil.

O teste do microntcleo em peixes ¢ similar ao teste em mamiferos e foi adaptado para
as caracteristicas do organismo-teste, baseado na metodologia descrita por Heddle (1973),
modificado por Figueiredo (2012). Para a realizacao dos testes foram obtidos 100 espécimes
sem distingdo de sexos de Astyanax sp no comércio local da cidade de Goiania e
encaminhados ao Nucleo de Pesquisas Replicon, da Pontificia Universidade Catdlica de Goids

para aclimatar por um periodo de 15 dias conforme mostra a Figura 7.

Figura 7. Aclimatagdo dos exemplares de Astyanax sp no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goias.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

ApoOs a aclimatacdo, os peixes foram separados em 14 aquarios, ficando mais 48 horas
em observagdo. Em seguida, além do grupo controle ndo exposto, os animais foram expostos
as concentragdes de 20mg/L, 10mg/L e Smg/L. das amostras extrativas de B. gaudichaudii e
C. ferrea, por 96 horas. Posteriormente a exposi¢do, os animais foram eutanasiados por
xilocaina a 5%. Previamente a coleta sanguinea, as amostras foram colocadas em tubos tipo
conicos com 1 mL de soro fetal bovino e homogeneizadas em seguida, centrifugadas por 3

minutos a 1000rpm.
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As laminas foram preparadas pelo método de esfregaco e fixadas em etanol absoluto
por 15 minutos e colocadas overnight para secar. Posteriormente, foram coradas em solugdo
de Giemsa a 4% por 10 minutos.

Para a analise das laminas, os parametros considerados foram as alteragcdes nucleares
como: nucleos reniformes, segmentados, lobulados e binucleados, além de células com
micronucleos. Os critérios utilizados para selecdo das células foram: células nucleadas sem
sobreposi¢do, nuicleos intactos e limite citoplasmatico definido.

As caracteristicas dos eritrdcitos micronucleados avaliados consistiram na morfologia
do micronucleo, similar ao nucleo principal, possuindo diametro entre 1/16 e até 1/3 do
nlcleo principal; estar separado do nucleo principal; ter o mesmo padrdao de coloragdo e nao
apresentar refringéncia. A andlise foi realizada sob microscopia de luz branca (Axiolmager 2®

Carl Zeiss — Alemanha) e foram contadas 1000 células para cada grupo analisado.

4.3.4. Ensaio Cometa em Astyanax sp

O ensaio cometa foi realizado segundo a técnica descrita por Singh et al. (1988), com
modifica¢des para adaptar a técnica para peixes. As amostras biologicas foram coletadas dos
mesmos organismos utilizados no teste de microntcleo, descrito anteriormente.

Para a realizac¢do da técnica, 1aminas de microscopia foram previamente mergulhadas
em agarose a 1,5% mantidas a temperatura ambiente, pelo periodo de 12 horas para secagem.
As amostras de eritrocitos foram suspendidas e homogeneizadas em agarose baixo ponto de
fusdo e espalhadas nas laminas, as quais foram cobertas com laminulas e colocadas em
refrigerador por 5 minutos. Em seguida, foram retiradas as laminulas e as laminas foram
mergulhadas em solugdo de lise e devolvidas ao refrigerador a 4°C por 24 horas.

Posteriormente, as laminas foram transferidas para uma cuba horizontal de
eletroforese contento tampdo de eletroforese em condicdes alcalinas (pH 13), na qual
permaneceram por 25 minutos, para a corrida eletroforética, para desnaturar o DNA.

Apo6s os 25 minutos de corrida eletroforética a 25V e a 300mA, as laminas foram
lavadas com solu¢do neutralizadora de TRIS a 0,4M e pH 7,5 por 3 vezes em intervalo de 5
minutos e secas em temperatura ambiente. Posteriormente, foram fixadas em etanol absoluto
por 10 minutos. A coloracdo das laminas foi realizada com 10 pL de brometo de etideo
(5g/uL) e coberta por laminula.

Foram analisados 100 nucledides por laminas por tratamentos. Para a captura de

imagens utilizou-se microscopia de epifluorescéncia (Axiolmager 2® Carl Zeiss — Alemanha)
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com objetiva de 10x equipado com filtro de excitagdo de 515 — 560 nm e um filtro de barreira
de 590 nm. As imagens foram capturadas utilizando o software ZEN® (Carl Zeiss —
Alemanha) e processadas digitalmente. Para as estimativas do nivel de dano ao DNA utilizou-
se o software CometScore™ (versdo 1.5). Os pardmetros considerados foram comprimento da

cauda do cometa, porcentagem de DNA na cauda do cometa e momento da cauda de Olive.

4.4. Analise Estatistica

Para a avaliagdo dos efeitos citotoxicos e genotoxicos, os dados obtidos foram
tabulados no programa Excel 2010 e expressados como média e desvio padrio em
percentagem (frequéncia). Para a andlise estatistica, a principio utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar as médias do indice mitético entre os
tratamentos e entre o controle. Posteriormente, para andlise das frequéncias de células com
alteragdes nucleares e frequéncia de micronucleos. Na analise comparativa utilizou-se o teste
de regressdo linear simples. A andlise final, o teste de Mann-Whitney visando a exclusdo de
falsos positivos. Todos os testes foram realizados por meio do software BioEstat 5,0, com

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testes fitoquimicos qualitativos

Os resultados dos testes fitoquimicos realizados nos extratos das cascas de Brosimum
gaudichaudii e dos frutos de Caesalpinia ferrea, visando a verificagdo da presenca de
alcaldides, antraquinénicos, cumarinas, flavondides e taninos em ambas as amostras
extrativas, foram considerados validos, ja que foram identificadas praticamente todas essas
classes quimicas nas duas amostras extrativas.

No presente estudo foi observada a presenca de alcaldide na solucao extrativa de C.
ferrea. Porém, nao foi verificado a ocorréncia deste metabolito na amostra de B.
gaudichaudii. Conforme mostrado na Figura 8. Adicionalmente, a presenga de heterosideos

antraquinonicos foi verificada em ambos os extratos, conforme mostrado na Figuras 9.

Fan

Figura 8. Resultados dos testes para alcaldides. Em [A] extrato dos frutos C. ferrea (jucd). Em [B] extratos das
Cascas B. gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Figura 9. Resultado dos testes para heterosideos antraquinonicos. Em [A] extrato dos frutos de C. ferrea. Em
[B] extrato das cascas de B. gaudichaudii.
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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O teste para determinacdo de cumarinas apresentou-se positivo nas duas solugdes
extrativas. Também foi verificado a presenca de flavonoides, tanto no extrato das cascas de
inharé quanto no extrato dos frutos de juca.

O teste realizado para identificagdo de taninos também detectou a presenca desse
metabolito em ambas amostras.

A Tabela 4 mostra de forma resumida os resultados dos testes fitoquimicos dos

extratos das cascas e dos frutos das espécies estudadas.

Tabela 4: Resultados observados dos testes fitoquimicos nas amostras extrativas de B. gaudichaudii e C. ferrea,
para a caracterizagdo de alcaldide, antraquindnicos, cumarinas, flavondides e taninos.

Classes quimicas Compostos reativos B. gaudichaudii (inharé) C. ferrea (juca)
Mayer - +
Dragendorff - +
Alcalbides Bertrand - +
Hager - +
Acido tanico R +
Antraquindnicos Amonia + +
Cumarinas Hidroxido de sédio + +
Cianidina + +
Oxalo-borica + +
] Acido sulfarico - +
Flavonoides ] ) )
Hidréxido de sodio + +
Cloreto de aluminio - +
Cloreto férrico + +
: - +
Gelatina
Sulfato de quinina - +
Taninos Acetato de cobre + +
Hidréxido de sédio - +
Cloreto férrico + +

Resultados dos testes fitoquimicos realizado nos extratos inharé (B. gaudichaudii) e de jucd (C. ferrea). A
presenca das classes quimicas estdo representadas pelo sinal (+) e a auséncia pelo sinal (-) em ambas amostras
extrativas.
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Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com relatos prévios da
literatura, que reportaram sobre a presenga de metabolitos secundarios em fitoconstituintes,
validando assim o estudo para essas classes quimicas: antraquindnicos, flavonoides e taninos
encontrados em extratos de casca de Brosimum gaudichaudii (GODINHO et al. 2015).
Adicionalmente, foram encontrados alcaldides e cumarinas em extratos dos frutos de
Caesalpinia ferrea (KOBAYASHI et al. (2015); NAKAMURA et al. 2002), também
verificou-se a presenca de compostos fenolicos, antocianinas, antocianidinas, flavonodides,
leucoantocianidinas, catequinas, flavonas e saponinas no extrato aquoso dos frutos de C.
ferrea (CAVALCANTE et al. 2015).

Tem sido relatado que os alcaldides possuem atividade analgésica e tranquilizante,
quando ministrados em pequenas doses (ROSA et al. 2016). Os antraquindnicos tém func¢ao
purgativa, pois sao estimuladores dos movimentos peristalticos intestinais. Os flavonoides
possuem entre as suas atividades bioldgicas, propriedades antioxidante e antiinflamatdria
(GODINHO et al. 2015). Os taninos possuem propriedades adstringente e antioxidante, de
acordo com relatos da literatura estas propriedades estdo relacionadas com cicatrizagdo de
feridas (ROSA et al. (2016); KOBAYASHI et al. 2015).

Compostos quimicos como psoraleno podem ser encontrados em extrato obtidos a
partir de cascas da parte inferior do caule de B. gaudichaudii, rico em furocumarinas de agao
fotossensibilizante e comumente empregado na producdo de medicamentos para tratamento
de vitiligo (LEAO et al. 2005).

Ressalta-se, que produtos naturais derivados de plantas podem conter flavonoides que
tém sido associados a diversas propriedades consideradas farmacoldgicas dentre elas a
quimioprofilatica de cancer, porém, tém sido associados também a efeitos citotoxicos
(TAKEOKA; DAO, 2003).

A auséncia de alguma classe de metabolito secundario do extrato de C. ferrea e B.
gaudichaudii observada no presente estudo, pode ser justificada pelas variagcdes climaticas
e/ou pelos tipos de solo de onde foi coletado o material botanico. Os fatores ambientais
podem influenciar na auséncia ou presenca de alguns metabolitos secundarios encontrados nas

plantas (SOUSA, 2011).

5.2. Teste de Allium cepa
Os resultados do teste em células meristematicas apicais de Allium cepa, conforme

apresentado na Figura 10, expostas as diferentes concentracdes dos extratos de Brosimum
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gaudichaudii (inhar¢) e Caesalpinia ferrea (jucd) foram comparados com os resultados
obtidos de raizes ndo expostas e cultivadas em agua do saneamento publico da cidade de

Goiania-GO, por um periodo de exposi¢ao de 24 horas.

Figura 10. Células meristematicas de Allium cepa expostas as diferentes concentragdes dos extratos de
Brosimum gaudichaudii (inharé) e Caesalpinia ferrea (jucd). Em [A] metafase normal. Em [B] anafase normal.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A andlise dos resultados revelou que os extratos ndo apresentaram potencial
mutagénico e/ou citotdxico, segundo as condicdes testadas. Nao foram encontradas diferengas
estatisticamente significativa para os parametros indice mitotico, frequéncia de micronucleos
e erros de migracdo cromossOmica (metafases e anafases anormais) em células meristematicas
da raiz de A. cepa entre os testes e seus controles no presente estudo.

Ao analisar separadamente o indice mitdtico em células expostas ao extrato de
Brosimum gaudichaudii (inharé) verificou-se, sem efeito significativo (p>0,05), porém, foi
observado, que conforme o aumento da concentragcdo de B. gaudichaudii, maior ¢ a inibi¢ao
da divisdo das células meristematicas radiculares, sobretudo para a concentracdo de 5g/L,
estatisticamente significativo (p=0,038), quando comparado com o indice mitético do grupo
de raizes ndo expostas aos extratos vegetais.

Para as concentragdes do extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea, nao foram
observadas alteragdes estatisticamente significativas (p>0,05) para os parametros avaliados
pelo teste A. cepa, quando comparadas com o grupo de células oriundas de raizes cultivadas
em agua da rede de saneamento publico ou quando comparadas entre si.

A Figura 11 expressa a média dos indices mitdticos observados, apos o tratamento de
24h, pela exposicao das raizes dos bulbos de 4. cepa, nas diferentes concentragdes do extrato

de B. gaudichaudii (inhar¢), enquanto que a Figura 12 para C. ferrea (jucd).
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Figura 11. Média dos indices mitoticos observados apds o tratamento as diferentes concentragcdes do extrato
etanolico das cascas do B. gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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Figura 12. Média dos indices mitdticos observados apos o tratamento as diferentes concentracdes do extrato
etanolico dos frutos do C. ferrea (juca).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Apesar dos resultados do teste de Allium cepa nao indicarem mutagenicidade

para as concentragdes analisadas em ambos extratos, a citotoxicidade observada no estudo
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pode ter sido induzida pelos compostos quimicos psoraleno e ao bergapteno constituintes do
B. gaudichaudii. Estudos anteriores relataram que os extratos aquoso e metandlico de B.
gaudichaudii (inharé) possuem efeitos mutagénicos devido a presenga de psoraleno e de
bergapteno nesta espécie medicinal (JACOMASSI, 2006).

Neste estudo, as concentragdes testadas do extrato etandlico de Caesalpinia ferrea nao
demonstraram potencial citotoxico e/ou mutagénico, porém, ressalta-se que, Silva e
colaboradores (2015) analisando o potencial citotoxico, genotoxico e citoprotetor do extrato
aquoso de Caesalpinia pyramidalis Tul, Caesalpinia ferrea Mart. e Caesalpinia pulcherrima
Sw relataram que o extrato aquoso da vagem de C. ferrea (juca) na concentracao de
1g/500mL, administradas em dois tempos de exposicdo de 24h e 48h, foi citotdxico para as
células meristematicas de Allium cepa. Segundo dados da literatura os frutos de Caesalpinia
ferrea (jucd) possuem potencial protetor frente as células de medula 6ssea de roedores
tratadas com drogas mutagénicas (SOUZA et al. 2006).

Estudos investigativos tém evidenciado o potencial genotoxico de substancias
extraidas de plantas medicinais em organismos como roedores e plantas. O uso destas plantas
tem sido vivenciado por varias geragdes ao longo da histéria da humanidade. As plantas
representam uma fonte de produtos naturais com principios ativos que podem resultar em
efeitos mutagénicos. O estudo toxigenético na analise de fitoconstituintes ¢ imprescindivel
para avaliagao do seu potencial toxico. Entre os testes de avaliacdo toxicoldgica destaca-se o
teste de Allium cepa (LUZ et al. 2012).

O sistema teste de Allium cepa tem sido considerado importante para deteccdo de
genotoxicidade de fitoconstituintes sendo solicitado para o estudo de efeitos de citotoxicidade
de plantas medicinais. Atualmente, ¢ comum relatos de varios autores a respeito dos efeitos
dos chas e/ou infusdes de plantas com valor medicinal sobre o ciclo celular de Allium cepa. O
teste de Allium cepa também tem sido utilizado para promover o monitoramento da qualidade
ambiental, bem como na avaliacdo do potencial mutagénico de plantas. O sistema teste de
Allium cepa é fundamentado na avaliagdo de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade de
agentes quimicos presentes no ambiente como solo, efluentes de rios e amostras residuais
(BAGATINE et al. 2007).

Portando, o teste em células meristematicas radiculares de Al/lium cepa, além de ser um
bom indicador para triagem de citotoxicidade, permite obter uma resposta precisa sobre o

dano que um fitoconstituinte pode ocasionar na saude da humanidade.
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5.3. Teste do micronucleo em linfocitos T humanos

As Figuras 13 e 14 ilustram os resultados referentes ao teste do microntcleo para as

concentragoes 0,039¢g/L, 0,078g/L e 0,156g/L de B. gaudichaudii (inharé¢) e C. ferrea (juca),

respectivamente, em linfocitos T humanos binucleados.
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Figura 13. Frequéncias de células binucleadas com micronucleos observadas apoés o tratamento as diferentes
concentragdes do extrato etandlico das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé).

Fonte: Acervo pessoal (2017).
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Figura 14. Frequéncias de células binucleadas com micronucleos observadas apoés o tratamento as diferentes
concentragdes do extratos etanolico dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucd).

Fonte: Acervo pessoal (2017).
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O teste de micronucleo realizado em linfécitos T humanos binucleados, expostos aos
extratos das cascas de B. gaudichaudii e dos frutos de C. ferrea, nao evidenciou efeitos
mutagénicos. As médias das frequéncias observadas de células binucleadas com micronucleos
ndo foram estatisticamente diferentes (p=0,697 e p=0,512, para ambos extratos
respectivamente) quando comparadas com as médias das frequéncias observadas no grupo
células ndo expostas aos extratos vegetais.

Ressalta-se, que apesar dos resultados do teste do microntcleo em linfécitos T
humanos ndo terem revelado diferencas significativas nas concentracdes avaliadas em ambos
extratos e apesar do estudo nao comprovar atividade mutagénica em Brosimum gaudichaudii
e Caesalpinia ferrea, existem relatos na literatura sobre efeitos mutagénicos dos extratos
aquoso e metanolico de B. gaudichaudii devido a toxicidade das furanocumarinas presentes
nas cascas de inhar¢ (LOURENCO, 2001). Estudos preliminares nos frutos de juca
demonstraram citotoxicidade nas células meristematicas de Allium cepa (SILVA et al. 2015).
Porém, o extrato aquoso de C. ferrea demonstrou-se eficaz no estimulo da mielopoiese frente
a listeriose promovendo protecdo contra dose letal de Listeria monocytogenes (FREITAS,
2012).

Existem poucas informacdes disponiveis na literatura sobre o teste do micronticleo em
linfocitos T humanos para avaliar atividade mutagénica de infusos, extratos e decoctos de
plantas medicinais. Por outro lado, corroborando com este estudo, Figueiredo (2012) também
ndo evidenciou danos induzidos pela exposicdo em decocto de Cochlospermum regium
(Mart. et Schr) Pilger (Bixaceae).

Conforme Figueiredo (2012) o teste do micronucleo em linfocitos T possuem vantagens
pois trata-se de células humanas, de facil obtencdo e evitam a eutanasia de animais utilizados
em outros ensaios mutagénicos. Portanto, o teste do micronucleo realizado em linfocitos T ¢

um ensaio imprescindivel na avaliagdo da mutagenicidade.

5. 4. Teste do microntcleo e anomalias nucleares em eritrocitos de Astyanax sp

Os resultados da avaliacdo do potencial mutagénico e citotoxico utilizando o teste do
micronucleo e as alteragdes nucleares em eritrocitos de Astyanax sp estdo apresentados na
Figura 15, a qual evidencia as células sanguineas de Astyanax sp expostos ao extrato dos
frutos de Caesalpinia ferrea (jucd) e ao extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inhar¢)

nas concentracdes de Smg/L, 10mg/L e 20mg/L, por um periodo de 96 horas.
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Figura 15. Cé¢lulas sanguineas de Astyanax sp expostos ao extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucd) e
extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé). Em [A] eritrocitos normais. Em [B] eritrocitos com
microntcleos (setas). Em [C] eritrdcito binucleado. Em [D] eritrocito com anomalia nuclear tipo riniforme (seta).
Em [E] eritrocito com anomalia nuclear tipo segmentado.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

As médias das frequéncias de micronucleos observadas em eritrocitos de Astyanax sp
expostos as diferentes concentracdes do extrato de Brosimum gaudichaudii (inharé) e do
Caesalpinia ferrea (jucd) estdo apresentados nas Figuras 16 e 17, respectivamente, sendo que
ndo foram estatisticamente diferentes (p=0,247 e p=0,773, respectivamente) das médias das

frequéncias observadas nos animais nao expostos.
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Figura 16. Médias das frequéncias de micronticleos observadas em eritrocitos de Astyanax sp apos a exposi¢ao
as diferentes concentragdes do extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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Figura 17. Médias das frequéncias de micronucleos observadas em eritrocitos de Astyanax sp apds a exposicao
as diferentes concentracdes do extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucd).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Conforme observacdes de Jacomassi (2006), Cumarinas, presentes nas cascas de B.
gaudichaudii (inharé) podem promover danos mutagénicos. Adicionalmente, a citotoxicidade
do extrato aquoso das vagens de C. ferrea (jucd) foi comprovada em células meristematicas
radiculares de Allium cepa por Silva e colaboradores (2015).

Segundo figueiredo (2012), compostos quimicos constituintes de C. regium, entre eles
os flavondides e taninos, que também estdo presentes em solucdes extrativas de B.
gaudichaudii e C. ferrea foram identificados como carcinogénicos ¢ mutagénicos, ressaltando
ainda que a participacao efetiva desses composto fendlicos (flavondides e taninos) na indugao
de mutacao.

O teste do micronucleo em peixes tem sido um dos ensaios preferenciais para avaliar o
dano genético nos organismos, por ser capaz de detectar a acdo de agentes genotoxicos que
lesionam o material genético. As alteragdes mutagé€nicas provindas da quebra de
cromossomos ou de aneuploidias levam a formacdo de micronucleos nas células dos
individuos expostos. Portanto, o teste do micronucleo detecta lesdes cromossdomica e
disfung¢des no fuso mitotico, além de ser uma ferramenta simples e precisa para a estimativa
de efeitos mutagénicos de compostos quimicos (RIBEIRO et al. 2003).

Atualmente, é comum aplicabilidade do teste do microntucleo em peixes para avaliagdo

de mutagenicidade de fitoconstituintes. Os peixes sdo considerados bons indicadores para a
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deteccdo de contaminagdo e de efeitos genotdxicos de poluentes dos recursos hidricos por
composto quimicos, pois possuem caracteristicas fundamentais para o estudo da toxicologia
aquatica (BUCKER, 2006). Segundo dados da literatura, estudos tém demostrados que
diferentes espécies de peixes possuem sensibilidade quando expostos aos compostos
genotoxicos e/ou quando presentes em ambientes antropizados, apresentando uma frequéncia
aumentada de micronucleos em seus eritrocitos (MARTINS; PAZ; BRENTANO, 2010).

Para avaliar danos genéticos, o teste do microntcleo em eritrocitos de peixes, t€m se
mostrado confiavel, sensivel e de facil aplicacdo. Os peixes sdo bioconcentradores e sao
capazes de responder ao agente mutagénico em concentragdes relativamente baixas, essas
caracteristicas tornam os peixes importantes organismos bioindicadores de qualidade
ambiental, pois respondem aos efeitos adversos de xenobiontes de forma precisa (SILVA,
NEPOMUCENO, 2010).

Na avaliagdo das alteragdes nucleares em eritrocitos (AENs) foram analisadas 18000
células, sendo que para cada uma das concentragdes dos extratos vegetais, foram avaliadas
6000 eritrdcitos, inclusive para o grupo de animais ndo expostos (controle negativo),
totalizando 42000 células analisadas. As médias das frequéncias das AENs estdo expressas
nas Figuras 18 e 19, expressando as médias das frequéncias de eritrocitos com micronucleos,
eritrocitos binucleados, reniformes, segmentados e lobulados, observados em Astyanax sp, de
acordo com as diferentes concentracdes dos extratos padronizados de B. gaudichaudii (inhar¢)

e C. ferrea (jucd), respectivamente.
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Figura 18. Resultados e médias das frequéncias de células com micronucleos e alteragdes nucleares em
eritrocitos de Astyanax sp observadas apos a exposicao as diferentes concentragdes do extrato das cascas de
Brosimum gaudichaudii (inharé).

Fonte: Acervo pessoal (2017).
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Figura 19. Resultados e médias das frequéncias de células com micronucleos e alteracdes nucleares em
eritrocitos de Astyanax sp observadas apds a exposicdo as diferentes concentragdes do extrato dos frutos de
Caesalpinia ferrea (jucd).

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Neste estudo, nao foi observada diferenca entre as médias das alteragdes nucleares para
os tratamentos de Smg/L, 10mg/L e 20 mg/L, em relagdo seu controle ou quando comparadas
entre si para ambos os extratos. No entanto, quando comparado as médias de micronucleos
somado com as médias das outras alteragdes nucleares, na concentragdo de 20mg/L. de ambos
extratos vegetais foi observada diferenga significativa (p < 0,05) quando comparadas com as
médias dos controles negativos. A analise de regressdo linear simples também mostrou
diferenca significativa para a mesma concentracdo (20mg/L) de ambos extratos (p=0,049),
mas, nao apontou diferenca estatistica para as demais concentragdes.

Dessa forma, quanto maior a concentracdo dos extratos de B. gaudichaudii (inharé) e C.
ferrea (juca) administradas, maior foi o aumento nas médias das alteragdes nucleares totais
observadas em eritrocitos da espécie Astyanax sp.

O aumento nas alteragdes nucleares totais pode estar associado com a presenga dos
metabolitos secundarios presentes nas plantas medicinais € que em concentragdes maiores
destes extratos podem induzir mutagenicidade nas células expostas. De acordo com a
literatura, ¢ necessario que haja estudos tecnologicos, quimicos e bioldgicos em
fitoconstituintes afim de reduzir efeitos adversos destes produtos a saude humana (SOLON,

2009).

5.5. Ensaio Cometa em Astyanax sp
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A porcentagem de DNA na cauda do cometa, o comprimento da cauda do cometa e o
momento da cauda de Olive foram os parametros considerados na analise do potencial
genotoxico utilizando o ensaio cometa, conforme descrito na literatura (OLIVEIRA, 2014).

A Figura 20 apresenta a imagem de nucleos de células sanguineas de Astyanax sp
expostos as diferentes concentracdes dos extratos padronizados de B. gaudichaudii (inharé) e

C. ferrea (jucd), exibindo danos genotdxicos observados no Ensaio cometa.

Figura 20. Nucleos de células sanguineas de Astyanax sp expostos as diferentes concentracdes de B.
gaudichaudii (inhar¢) e C. ferrea (jucd). Em [A] nucleo sem danos gendmicos. Em [B] nucleo exibindo danos
gendmicos moderados. Em [C] diversos nucleos exibindo danos genémicos intensos.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Na avaliagdo da genotoxicidade, para cada concentragdo (5mg/L, 10mg/L e 20 mg/L),
3 peixes (A4styanax sp), em duplicata, totalizando 36 animais expostos as diferentes
concentragdes de ambas solucdes extrativas vegetais, separadamente. Os resultados obtidos a
partir das amostras de sangue extraidas dos animais expostos foram comparados com os
resultados oriundos de 3 animais, em duplicata, ndo expostos (controle negativo).

Os resultados obtidos na avaliagdo da genotoxicidade de peixes expostos aos extratos
padronizados de B. gaudichaudii (inharé) estdo apresentados na Tabela 5, e indicam o
comprimento da cauda, a porcentagem de DNA na cauda do cometa e o momento da cauda de

Olive.
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Tabela 5. Médias e desvios padroes dos parametros analisados pelo ensaio cometa para avaliacdo da
genotoxicidade em sangue Astyanax sp expostos as diferentes concentragdes de B. gaudichaudii (inharé).

Grupos analisados Comprimento da cauda Porcentag:amu(;i: DNA na Momentgl(i:ecauda de
Controle Negativo 3,17+ 0,49 6,18 1,38 0,33+0,15
5mg/L 2,65 + 0,62 522 +2,53 0,51 +0,11
10 mg/L 2,01 +0,13 5,51+0,41 0,41 +0,07
20 mg/L 5,13+ 1,79 6,98 + 0,46 0,57+ 0,12

Teste ANOVA — um critério; Analise de variancia: Kruskal-Wallis —comparagdes pelo método de Dunn.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A Tabela 06 ilustra os resultados da genotoxicidade observada para os parametros
comprimento de cauda do cometa (para todas as concentracdes avaliadas) ¢ momento da
cauda de Olive (apenas para a concentracdo de 20mg/L) em amostras de sangue obtidas a
partir de animais expostos ao extrato de C. ferrea (jucd), evidenciando diferengas
significativas (p < 0,05) quando comparados com os resultados observados no sangue de

animais nao expostos (controle negativo).

Tabela 6. Médias e desvios padroes dos parametros analisados pelo ensaio cometa para avaliacdo da
genotoxicidade em sangue Astyanax sp expostos as diferentes concentragdes de C. ferrea (jucd).

Grupos analisados Comprimento da cauda Porcentagce;i(;lae DNA na Momentggiecauda de
Controle Negativo 3,17+0,49 6,18 = 1,38 0,33+0,15

5 mg/L 8,00 + 2,69% 5,96 1,07 0,30+ 0,32

10 mg/L 8,12+£3,19% 7,53 £ 4,45 0,26 + 0,85

20 mg/L 7,48 £ 1,36" 7,96 £ 1,64 0,86 +0,18"

Teste ANOVA — um critério; Analise de variancia: Kruskal-Wallis —comparagdes pelo método de Dunn.
# Diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados com o controle negativo.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

O ensaio cometa tem sido amplamente usado para se avaliar os danos gendmicos
induzidos pela exposi¢do as substancias potencialmente genotoxicas. Trata-se de um teste
sensivel e rapido, constituindo uma excelente ferramenta para os estudos de genética
toxicoldgica, medicina diagnostica e terapéutica, biomonitoramento da exposi¢cao ambiental e
também como um dentre os diversos testes realizados nas industrias farmacéuticas para
investigar novas drogas. O ensaio cometa permite detectar se uma substancia causa quebras
nas fitas simples e/ou duplas de DNA, crosslinks, analisar o sistema de reparo em lesdes

alcali-labeis (BUCKER, 2006; OLIVEIRA, 2012).
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A Figura 21 destaca os resultados da exposicdo dos animais as diferentes
concentragcdes do extrato de C. ferrea (juca), evidenciando o parametro comprimento da

cauda do cometa.
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Figura 21. Resultado do Ensaio Cometa para o parametro comprimento da cauda do cometa em células do
sangue de Astyanax sp expostos in vivo as diferentes concentragdes de C. ferrea (jucd).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A Figura 22 destaca os resultados da exposi¢do dos animais as diferentes
concentragoes do extrato de C. ferrea (juca), evidenciando o parametro momento da cauda de
Olive. Para esse parametro houve diferenca estatistica apenas para a concentragdo de 20mg/L

(p £0,05).
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Figura 22. Resultado do Ensaio Cometa para o pardmetro momento da cauda de Olive em células do sangue de
Astyanax sp expostos in vivo as diferentes concentragoes do extrato de C. ferrea (juca).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Diferentes parametros de analise do ensaio cometa podem ser utilizados para se avaliar
o dano no DNA. Neste estudo foram utilizados os parametros comprimento de cauda,
porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de Olive. O comprimento da cauda ¢ um
dos parametros que indicam que determinada substancia em andlise induziu danos ao DNA,
visto que ha migragao dos fragmentos do DNA lesionado, os quais se apresentam dispersos ao
longo da cauda formada, evidenciando assim, um aspecto de cometa a célula (REIS, 2014;
SCALON et al, 2010).

Apesar das concentracdes do extrato de B. gaudichaudii nao terem induzido atividades
genotdxicas evidenciadas pelo ensaio cometa nos eritrocitos de Astyanax sp, vale ressaltar que
em periodo prolongado de exposicdo aos agentes com potencial genotdxicos, os danos no
DNA podem ter sido reparados. Os danos causados ao DNA sdao utilizados como
biomarcadores para estudos de efeitos de agentes com potencial toxico (REIS, 2014). Os

biomarcadores de genotoxicidade em peixes t€ém sido amplamente utilizados e sao
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considerados com parametros valiosos para determinagao do risco ambiental (SCALON et al,
2010).

Conforme Biicker et al. (2006); Monteiro e colaboradores (2011), o ensaio cometa tem
sido amplamente utilizado no biomonitoramento de ecossistemas aquaticos € como
ferramenta para avaliar a indu¢do de danos e reparo no DNA causados por substancias
quimicas provindas de fitoconstituintes, ambientes industriais, domésticos, areas
agricultaveis. Por ser uma técnica simples, sensivel, rapida, pode ser usada em tecidos de
qualquer eucarioto.

Segundo Scherer e colaboradores (2013), o ensaio cometa ¢ uma importante ferramenta
na deteccdo de genotoxicidade devido a capacidade de identificar lesdes pré-mutagénicas.
Este ensaio tem sido utilizado com frequéncia na genética toxicoldgica, ecotoxicologica,
medicina ocupacional, dosimetria bioldgica entre outras aplicagdes (LEITE, ZANDONATO,
FLUMINHAM, 2013).

De acordo com Oliveira (2012), extratos vegetais podem induz a apoptose de células
HeLa com subsequente acumulacio de fragmentos de DNA de 180 a 200 pb (pares de base).
A clivagem de ICAD (Inibidor da Desoxirribonuclease Ativada por Caspase) em CAD
(Desoxirribonuclease Ativada por Caspase) leva a fragmentagdo do DNA (evento tardio da
apoptose).

Logo, a genotoxicidade observada pelo ensaio cometa em células sanguineas de peixes
Astyanax sp expostos as diferentes concentragdes do extrato de C. ferrea (jucd) se deva a
ativacdo das caspases. Consequentemente, a ativagdo das caspases leva a fragmenta¢ao do
DNA, expressa no aumento das médias do comprimento de cauda dos cometas, quando
comparado ao controle negativo.

O uso de plantas medicinais tém contribuido para a saide humana e animal em escala
mundial, o que justifica a frequéncia de estudos para avaliar a sua seguranca e eficicia de
fitoconstituintes. Os testes sensiveis a curto prazo que detectam danos genéticos como A/lium
cepa, teste do microntcleo, ensaio cometa ¢ o ensaio de Ames, tém fornecido informagdes
importantes para avaliacao de toxicidade e mutagenicidade (WYREPKOWSKI, 2014).

Neste estudo o ensaio cometa detectou danos genotdxicos nos eritrocitos dos animais
tratados com as diferentes concentragdes dos extratos de C. ferrea (juca), pelo pardmetro
comprimento da cauda do cometa e momento da cauda de Olive (apenas para a concentragdo
de 20mg/L). Diversos relatos na literatura demostraram a genotoxicidade dos compostos

psoraleno e bergapteno, ambos presentes em B. gaudichaudii. Embora exista a possibilidade
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de toxicidade desses dois compostos, ambos sdo fundamentais para produgio do Viticromin®,
medicamento muito utilizado para o tratamento do vitiligo (LEAO et al. 2005).

A concordancia parcial dos resultados aqui apresentados nao foram relacionados devido
a presenca de variaveis observadas, desde a diferencgas entre as concentragdes administradas,
periodo de exposicdo, diferencas entre os organismos-teste e sensibilidade dos ensaios

utilizados.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

Foi possivel a obtencdo dos extratos etandlicos padronizados de Caesalpinia ferrea
e Brosimum gaudichaudii, os quais apresentaram em prospeccdo fitoquimica
qualitativa, a identificacdo de metabdlitos secundérios, semelhantes aos relatos
publicados na literatura.

O potencial citotoxico e/ou mutagénico dos extratos vegetais por meio da andlise
do indice mitdticos e alteragdes na migragdo cromossdmica nao foram observados
em cé¢lulas meristematicas radiculares apicais de Allium cepa, nas condigdes
testadas para as concentragdes de 1,25¢g/L, 2,5¢/L, 3,7g/L e 5g/L, de C. ferrea e B.
gaudichaudii, no entanto, a concentragdo 5g/L de extrato de B. gaudichaudii, foi
significativa. O aumento da concentragdo de extrato de B. gaudichaudii (inharé)
inibem a proliferacdo celular, demonstrando a relagdo concentragdo-dependente ¢ a
susceptibilidade para atividades genotoxicas.

As diferentes concentragdes dos extratos de B. gaudichaudii e C. ferrea avaliados
ndo induziram erros de migragdes cromossomicas em células meristematicas do
apice radicular de Allium cepa.

O teste do micronucleo em linfocitos T humanos ndo identificou atividade
mutagénica para as diferentes concentracdes avaliadas dos extratos de B.
gaudichaudii e C. ferrea.

O teste do micronucleo em eritrocitos de Astyanax sp nao identificou potencial
genotoxico nas diferentes concentragdes de ambos extratos avaliados. Em relacao
as alteracdes nucleares nos eritrocitos de animais expostos, ndo foi identificada
acao citotoxica que pudesse ser revelada pelo ensaio.

No entanto, quando se considera as médias das alteracdes nucleares totais
(eritrocitos com micronticleos e as outras alteragdes nucleares, para a concentracao
de 20mg/L. do extrato B. gaudichaudii) verificou-se que foram maiores que as
médias das alteracdes nucleares totais observadas em eritrocitos da espécie
Astyanax sp nao expostos, evidenciando agdo mutagénica e citotoxica para doses

elevadas.
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O ensaio cometa identificou potencial genotoxico do extrato C. ferrea em
eritrocitos de Astyanax sp nas concentracdes avaliadas, considerando o parametro
comprimento da cauda do cometa e momento da cauda de Olive (apenas para a
concentracdo de 20mg/L). Neste estudo o ensaio cometa ndo detectou danos
genotoxicos nos eritrocitos dos animais tratados com as diferentes concentragdes
dos extratos de B. gaudichaudii (inharé).

Portanto, ¢ necessario ampliar os estudos para um melhor entendimento sobre
atividades genotdxicas e mutagénicas de plantas medicinais em especial Brosimum
gaudichaudii e Caesalpinia ferrea sobre a saude animal e humana. A realizacdo de
metodologias voltadas a investigacao toxicoldgica de compostos quimicos dessas
plantas ¢ de carater essencial para o estabelecimento de doses seguras de consumo.
Nesse sentido, espera-se que o presente estudo possa contribuir para reforcar a
necessidade de politicas que visem pesquisas no ambito cientifico que elucidem de

forma precisa sobre as atividades genotoxicas e mutagénicas em fitoconstituintes.
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8. ANEXOS ]
8.1. Anexo A — Aprovac¢ao do Comité de Etica para Astyanax sp

Comissio de Etica né
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do potencial genotéxico e mutagénico dos extratos padronizados de Caesalpinia
ferrea (jucd) e Brosimum gaudichaudii (inharé)", protocolada sob o CEUA n? 6244160316, sob a responsabilidade de Maria José
Batista de Sousa - que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (CEUA/PUC GOIAS) na reunido de 31/08/2016.

We certify that the proposal "Evaluation of genotoxic and mutagenic potential of standardized extracts of Caesalpinia ferrea (jucad)
e Brosimum gaudichaudii (inharé)", utilizing 100 Fishes (males and females), protocol number CEUA 6244160316, under the
responsibility of Maria José Batista de Sousa - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Pontifical Catholic
University of Goids (CEUA/PUC GOIAS) in the meeting of 08/31/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 05/2016 a 02/2017 Area: Genética

Origem: N&o aplicavel biotério

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 60 a 90 dias N: 100
Linhagem: Astyanax sp. Peso: 5a25¢g

Resumo: O consumo de plantas medicinais é uma pratica vivenciada desde a antiguidade, e vem sendo passada de geracao a
geracdo. E uma estratégia para cura e tratamento de doencas. Apesar da ampla expressividade genética vegetal, poucas espécies
tem sido estudadas cientificamente em anadlise investigativa de suas qualidades, seguranca e eficacia. Porém a importancia
histérica da terapéutica em suas transformacdes seja como fonte de alimentos, substancia ativas ou mesmo na forma de
medicamentos fitoterdpicos, vem resistindo o passar do tempo. No entanto ha necessidade de mais estudos principalmente no que
se refere ao seu potencial genotdxico e mutagénico para validacdo da relacdo entre beneficio e risco. E neste contesto encontra-se
Ceasalpinia ferrea e Brosimum gaudichaudii popularmente conhecida como juca, pau-ferro e inharé, mama cadela
respectivamente. Segundo COSTA e MENK (2000) agentes exdégenos como farmaco e fitoterdpicos pode gerar lesdes no DNA pela
acao de agentes antioxidante ou pelo mecanismo de oxirreducao, pois os metabélitos pode ser reativos a bio moléculas de DNA. A
pesquisa tem como finalidade avaliar a possibilidade de atividades genotdxica dos extratos hidroetanélicos das espécies em
estudo, em eritrécitos de Astyanax sp através dos teste de micronucleo e cometa. Ambos os testes sdo amplamente utilizados para
deteccao de danos no material genético, sao de baixo custo e com boa sensibilidade, permitindo andlise de danos genotéxicos e
mutagénicos. Resultados destes métodos serdo analisados através de testes estatisticos condizentes a 5% de significancia.
Perspectiva que reforce a necessidade de politicas que vise a necessidade de mais pesquisa no ambito cientifico da genotoxidade
e/ou citotoxicidade dos fitoconstituintes bem como alertar a populagdo para o uso inadequado de substancia fitoterapica é
prejudicial para o meio interno.

Local do experimento: Todo experimento serd realizado no Nucleo de Pesquisa Replicon da Pontificia Universidade Catélica de
Goias.

Goiania, 15 de setembro de 2016
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