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RESUMO           
As espécies Brosimum gaudichaudii (família Moraceae) e Caesalpinia ferrea da família
Fabaceae são amplamente distribuídas pelo território brasileiro e são 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 terapêuticas como ação antibacteriana, 
antiinflamatória e analgésica. A maioria dos fitoquímicos presentes nos extratos de plantas 
medicinais ainda não foram completamente estudados e podem ser tóxicos para a saúde 
humana e animal. Nesse sentido, é necessário estudos fitoquímicos qualitativos de 
metabólitos secundários e avaliação do potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico dos 
extratos destas espécies. Nesse estudo, visando avaliar os efeitos mutagênico e/ou genotóxico,
diferentes concentrações das soluções extrativas de B. gaudichaudii e C. ferrea foram 
avaliadas in vivo em Astyanax sp e em Allium cepa, e em ex vivo, pelo teste de micronúcleos 
em linfócitos T humanos. Os resultados observados das análises foram submetidos ao teste 
não paramétrico Kruskall-Wallis e posteriormente a regressão linear simples com nível de 
significância 5%. O teste em Allium cepa, teste de micronúcleo em linfócitos T humanos e em 
eritrócitos de Astyanax sp não indicaram potencial mutagênico e/ou genotóxico dos 
fitoconstituintes (p>0,05) quando comparado aos controles não expostos, exceto a 
concentração de 5g/L de B. gaudichaudii que apresentou citotoxicidade (p=0,038). Por outro 
lado, o ensaio cometa, revelou ação genotóxica para todas as concentrações avaliadas no
parâmetro comprimento da cauda do cometa, para o parâmetro momento da cauda de Olive,
apenas a concentração de 20mg/L do extrato de Caesalpinia ferrea mostrou-se genotóxica.
Nenhum dos parâmetros avaliados evidenciou danos genéticos resultantes da exposição aos 
extratos das cascas do caule de B. gaudichaudii. Portanto, as células meristemáticas apicais 
das raízes de Allium cepa e os linfócitos T humanos não apresentaram alterações genotóxicas 
e/ou mutagênicas induzidas pela exposição a ambos extratos vegetais que pudesse ser 
detectadas pelos testes do micronúcleos ou redução do índice mitóticos. Enquanto, nos 
eritrócitos de Astyanax sp foi evidenciado ação genotóxica pelo parâmetro comprimento da 
cauda do cometa e momento de da cauda de Olive somente para o extrato de C. ferrea. Diante 
do exposto, há necessidade de ampliar os estudos para melhor compreensão das atividades 
genotóxicas e/ou mutagênicas 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. INTRODUÇÃO

A sociedade tem utilizado plantas medicinais desde os tempos ancestrais como

estratégia para tratar ou prevenir doenças. A prática do uso de produtos derivados das plantas 

e o conhecimento acerca da sua aplicação com fins terapêuticos vêm sendo passado de 

geração a geração (CORRÊA; QUINTAS, 2008). A vivência e as observações populares 

sobre o uso e a eficácia de extratos vegetais contribuem para a divulgação de propriedades 

terapêuticas dos produtos e auxiliam na seleção de espécies para estudos farmacológicos e

fitoquímicos (MACIEL et al. 2002).

As plantas medicinais são usadas constantemente com finalidade de auxiliar ou 

substituir as terapias convencionais no tratamento de diversas doenças. Essa preferência é 

decorrente da facilidade de obtenção das espécies medicinais. Por outro lado, o consumo de

derivados de plantas necessita de atenção, pois várias plantas brasileiras não foram 

suficientemente estudadas no que se refere ao seu potencial toxicológico e/ou mutagênico

(SIMÕES et al. 2003). Os fitoconstituintes são agentes xenobióticos, que apresentam produtos 

de biotransformação potencialmente tóxicos (LAPA et al. 1999).

O emprego da medicina popular, com base em conhecimento empírico, não é suficiente 

para validar as plantas medicinais como medicamentos seguros e eficazes. É necessário 

avaliar a relação entre o risco e o benefício do uso, por meio de estudos farmacodinâmicos e

toxicológicos (FARIAS, 2007). O desconhecimento, por parte da população sobre possíveis 

efeitos secundários e tóxicos dos extratos vegetais, pode proporcionar graves consequências 

para a saúde humana a curto e a longo prazo (NAVARRO-MOL, 2000).

Apesar do avanço atual das pesquisas nas áreas da farmacologia, o consumo de 

substâncias derivadas de plantas deve ser monitorado por meio de ensaios que detectam

efeitos tóxicos de tais substâncias, com intuito de alertar as pessoas sobre os possíveis riscos 

para o seu bem estar (BAGATINI et al. 2007).

Na Conferência Alma-Ata (1978), a Organização Mundial da Saúde (OMS) fez alusão

sobre terapias em geral apresentando a integração da medicina tradicional à ocidental, a qual 

recomenda o uso de terapias alternativas como um conjunto de medidas para a melhoria da

saúde e qualidade de vida da humanidade (BRASIL, 2006). Aproximadamente, 70-95% da 

população de países em desenvolvimento utiliza plantas medicinais como forma alternativa de 

terapia para as mais diversas doenças (OMS, 2011) e deste total, aproximadamente, 85% 

consomem produtos da flora local.
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Segundo Vicentini e colaboradores (2001), os chás e as infusões de plantas medicinais 

podem conter compostos com efeitos mutagênico e teratogênico. Em contraste, tem sido 

também relatado que o uso de chás pode prevenir os efeitos de agentes mutagênicos sobre o 

organismo humano (SILVA et al. 2004). O estudo do potencial mutagênico de extratos 

vegetais é de fundamental importância para a produção de novos produtos com potencial 

terapêutico e também servir como um parâmetro de segurança para o uso desses produtos

(PERON et al. 2008).

Conforme a ANVISA (2010), toda substância de plantas que precedem a síntese de 

compostos químicos com fins terapêuticos são consideradas medicinais. No entanto, a fácil 

acessibilidade a esses fitoconstituintes mantém o uso contínuo pelas pessoas, alicerçados na 

convicção de que extratos dessa natureza não possuem efeitos toxicológicos (MAGALHÃES

et al. 2015).

Os bioindicadores são considerados importantes instrumentos utilizados no 

monitoramento de produtos que podem causar impactos ambientais como poluição do solo e 

contaminação da água, bem como para o biomonitoramento da interação entre um agente 

estressor e um organismo-teste mediante a identificação de alterações biológicas causadas 

pela exposição a produtos químicos com potencial mutagênico (SOUZA, 2006). Em geral, os 

bioindicadores são espécies que compõem um dado grupo taxonômico no ambiente, de 

origem nativa ou introduzida, que frequentemente são submetidos às diferentes concentrações 

do agente tóxico, por um determinado tempo (GHERARDI-GOLSTEIN, 1990). Entre os 

organismos-teste mais comuns encontram-se algumas espécies de peixes, como modelos 

animais aquáticos, e Allium cepa, como modelo vegetal (BELCAVELLO et al. 2012).

A análise de agentes mutagênicos em núcleos eucarióticos pode ser realizada

aplicando-se métodos citogenéticos clássicos. Tais estudos citogenéticos informam sobre 

possíveis danos cromossômicos causados pela ação de agentes potencialmente tóxicos. O

teste de micronúcleo tem sido utilizado por ser capaz de detectar tanto agentes clastogênicos

quanto aneugênicos (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

indução de danos genéticos nos organismos (FIGUEIREDO, 2012). 

O teste do micronúcleo em Allium cepa vem se destacando entre os testes citogenéticos 

aplicados para o estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a detecção de genotoxicidade

(FACHINETO et al. 2007). Esse ensaio é suficientemente sensível para detectar alterações 
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cromossômicas causadas pela exposição às substâncias tóxicas, além de importância no

monitoramento ambiental (FERNANDES, 2005). 

O ensaio cometa é um método de investigação genotóxica que tem sido proposto para 

estudos de toxicogenética por ser altamente sensível. 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) é nativa do Cerrado brasileiro,

com ocorrência em outras regiões do Brasil e Caesalpinia ferrea (jucá) é típica do Norte e

Nordeste brasileiro (LORENZI, 2002; BRAGANÇA, 1996). Inharé e jucá são plantas muito 

utilizadas para tratar e curar doenças oriundas de ferimentos e manchas de pele (PEREIRA et 

al. 2006; HASHIMOTO, 1996).

A planta Brosimum gaudichaudii tem denominações diferentes, variando de uma 

região para outra. Nas regiões Norte e Nordeste é conhecido por inharé, na região Centro-

Oeste por mama-cadela ou mamica-de-cadela. A planta é comumente usada na forma tópica,

contra manchas de pele e vitiligo em todo território brasileiro (JACOMASSI; MOSCHETA; 

MACHADO, 2007). Por outro lado, o Caesalpinia ferrea vem se destacando em estudos 

farmacológicos por se tratar de uma planta com valor terapêutico. Chamada de pau-ferro ou 

jucá é amplamente utilizada na medicina popular para o tratamento de infecções do trato 

urinário, de reumatismo, diabetes e para o alívio da dor (OLIVEIRA et al. 2010). 

Conforme Figueiredo (2012), é importante avaliar a atividade terapêutica de 

fitofármacos. Porém, também é importante proceder com estudos toxicogenéticos desses 

produtos para delinear a indução de possíveis danos genéticos em células que foram expostas 

e que, consequentemente, poderiam resultar em enfermidades, malformações congênitas entre 

outras.

Diante do exposto acima, o presente estudo aplicou os testes do micronúcleo em

linfócitos T humanos e em eritrócitos de Astyanax sp, além da análise de anormalidades

nucleares nesta espécie de peixe. Também foi realizado o ensaio cometa em células 

eritrocitárias da espécie Astyanax sp. Adicionalmente, foi empregado o teste de Allium cepa 

para estudos dos efeitos dos extratos etanólicos padronizados dos frutos de jucá (C. ferrea) e

das cascas de inharé (B. gaudichaudii). Todos os ensaios visaram a avaliação do potencial 

mutagênico e genotóxico dos extratos dos frutos de jucá e das cascas do caule de inharé, além 

de contribuir para uma melhor compreensão dos efeitos biológicos dos fitoconstituintes no 

organismo humano.
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2. REFERENCIAL TEÓRICO

2.1. Plantas medicinais

O uso de fitoconstituintes com finalidade terapêutica tem sido uma prática empregada 

há milhões de anos. Esta prática viabiliza descobertas de propriedades ativas, medicamentosas

ou tóxicas, de várias plantas (COLAVITTI, 2002). O conhecimento adquirido acompanhou as 

transformações da terapêutica e a cada geração vem sendo repassado de forma cumulativa.

Apesar dessa transferência de conhecimento de geração a geração sobre o uso medicinal de 

plantas, a maioria das espécies vegetais não foram suficientemente estudadas, principalmente,

quando se trata do seu potencial mutagênico (MARQUES et al. 2003).

Para a Organização Mundial da Saúde (OMS), é fundamental a realização de estudos

experimentais em plantas com fins medicinais, visando avaliar seus princípios ativos, 

garantindo padrão de segurança e comprovando sua eficácia terapêutica (SANTOS, 2004).

Entre 70% a 90% da população de países em desenvolvimento depende essencialmente de

substâncias de plantas medicinais para tratamento de doenças como gripes, diabetes, entre 

outras (OMS, 2011). Todavia, 80% da população mundial emprega práticas tradicionais na 

atenção à saúde e 85% dessa fração usa produtos de origem vegetal (OLIVEIRA et al. 2012).

As ações e programas para o uso de plantas medicinais prevista pelo Sistema Único de 

Saúde (SUS) são distribuídas de formas diferenciadas nas diversas regiões do Brasil, de 

acordo com seus biomas. A implementação dessas políticas públicas (Práticas Integrativas e 

Complementares) têm avançado nas últimas décadas valorizando a importância das plantas 

medicinais para a saúde humana (BRASIL, 2012).

Segundo Bruning (2012), o Brasil apresenta uma rica história sobre o uso de plantas no

tratamento da saúde das pessoas. Com base na experiência, o conhecimento é acumulado e

repassado oralmente, se concretizando na vivência das comunidades. Existem alguns 

tratamentos que têm sido usados de forma intensiva ao longo do tempo. Por outro lado a partir 

de meados do século XX, a prática de uso de fitoconstituintes com finalidade terapêutica tem 

se enfraquecido devido ao aumento do consumo e da disponibilidade dos medicamentos 

industrializados. Estima-se que, aproximadamente, 20% da população brasileira é responsável 

por 63% do consumo dos medicamentos produzidos pela indústria, o restante desse total 

recorre aos produtos naturais como única fonte de recurso terapêutico (SOARES, 2003).

A fitoterapia é a área da ciência que trata doenças por meio de plantas, a qual vem se

desenvolvendo de maneira gradativa com resultados de novas pesquisas, destacando-se com 

informações sobre os efeitos de agentes terapêuticos, encontrados em produtos derivados de 
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vegetais, que por vez proporcionam alternativas de cura e/ou tratamento de enfermidades. 

Porém, os fitoterápicos, quando resultam da pesquisa fitoquímica, têm uma melhor valoração, 

pois possibilita o desenvolvimento para produção de novos medicamentos, oportunizando, a

implantação de programas que tenham compromisso com a saúde humana, que sejam

contínuos e eficientes no âmbito científico-tecnológico (YUNES, 2001).

O consumo de chás e infusões deve ser monitorado, visando alertar aos consumidores 

sobre os efeitos ou danos indesejáveis para a saúde. Já que estas pessoas estão frequentemente 

expostas à certas substâncias que podem ser potencialmente mutagênicas e/ou genotóxicas,

devido a sua composição ou decorrente do metabolismo, e podem causar danos ao usuário. 

Consequentemente, o uso descontrolado de qualquer produto poderá trazer malefício à saúde 

do usuário (FUNARI; FERRO, 2005). Embora algumas substâncias naturais isoladas possam

servir como molde para produção de novos fármacos, estudos acerca das suas propriedades

vêm contribuir para o uso racional de produtos da flora (FABRI, 2012).

A tradição do uso de plantas medicinais no convívio da humanidade é respaldada pelo 

baixo custo dos produtos, aliados à convicção de que extratos naturais não promovem efeitos 

colaterais no organismo. No entanto, sabe-se que extratos vegetais podem provocar efeitos 

colaterais graves e possuem contraindicações, havendo necessidade de comprovação da 

qualidade e segurança destes produtos e também o estabelecimento de padrões de tratamento 

para seu uso seguro (MAGALHÃES, 2015). As plantas medicinais são consideradas agentes 

xenobiontes, que possuem efeitos de biotransformação potencialmente tóxicos, os quais 

podem ou não se manifestarem de imediatos ou permanecerem de forma assintomática por um 

longo período, dificultando assim a correlação com a sua ingestão (LAPA et al. 2004).

De acordo com Simões et al. (2007), para uma melhor garantia da qualidade de um 

produto advindo de planta e/ou medicamento fitoterápico, é preciso que haja padronização de 

todas es etapas de processamento, estabelecendo controle desde as fases de obtenção da 

espécie vegetal como o cultivo e colheita, transporte, secagem, moagem, armazenamento e 

elaboração da matéria-prima. Essas etapas são requisitos básicos para a obtenção 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 jucá ou pau-ferro, é

uma árvore nativa do Brasil amplamente distribuída em todo território nacional

principalmente no Norte e no Nordeste. Esta planta tem ciclo de vida perene, pertence à
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família Leguminosae (Fabaceae), que representa uma das maiores famílias dentre as 

cotiledôneas com cerca de 650 gêneros e 18.000 espécies, incluindo ervas, arbustos e árvores

(RIBEIRO et al.1999).

A subfamília Caesalpinia possui aproximadamente 150 gêneros e 2.200 espécies, 

distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais (CAVALHEIRO et al. 2009). A espécie 

Caesalpinia ferrea Mart classifica-se categoricamente ao reino plantae, filo Magnoliophyta, 

classe Magnoliopsida, família Fabaceae e gênero Caesalpinia (DUARTE, 2010; ILDIS, 

2007).

Dentre as propriedades terapêuticas de Caesalpinia ferrea, pesquisas apontam que 

extratos aquosos dos frutos de jucá, além de ser usados na prevenção de câncer 

(NAKAMURA, et al. 2002a), também possuem ação antibacteriana e antifúngica

(XIMENES, 2004; LIMA et al. 1994). O jucá também tem sido usado para outros fins

terapêuticos, como tratamento de afecções bronco-pulmonares, distúrbios gastrintestinais, 

diarreias, inflamações e infecções (MAGALHÃES, 2015).

2.1.1.1. Enfoque botânico e fitoquímico de C. ferrea

O jucá ou pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart.) é uma árvore que, dependendo da 

região, pode crescer de 10 a 30 metros de altura e atingir até 120 cm de diâmetro. É chamada 

de pau-ferro em razão da madeira ser muito dura e resistente. Suas folhas são compostas e 

pinadas, com folíolos 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 ausência das 

folhas. As que se encontram na Amazônia Central florescem entre os meses de março e abril e 

a frutificação ocorre entre maio e agosto (PORTELA et al. 2001). Os frutos são 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 são 

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 jucá é considerado uma 

forrageira importante por se adaptar naturalmente à região e por fornecer forragem durante a 

seca. Por outro lado, os estudos agronômicos demonstram uma planta com aparência 

ornamental, podendo ser cultivada em praças, jardins e quintais, com propagação realizada 

por sementes. O seu crescimento é rápido 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 disposição das folhas, frutos e flores estão apresentadas na 

Figura 1.

Figura 1. Caesalpinia ferrea (jucá). Em [A] copa da árvore. Em [B] flores. Em [C] frutos verdes. Em [D] 
frutos maduros.
Fonte: Acervo pessoal (2017).          

A popularidade do uso do jucá (Caesalpinia ferrea) na medicina tradicional alavancou 

várias pesquisas para a investigação de novas propriedades terapêuticas, que tratasse de 

enfermidades dos pulmões e da boca, bem como ação sedativa, adstringente e antimicótica

(BORRÁS, 2003; BRAGANÇA, 1996,). Além das propriedades descritas primeiramente, 
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inclui-se também a aplicação no tratamento de contusões (PINHEIRO et al. 2014;

HASHIMOTO, 1996). Estudos das partes da C. ferrea e suas aplicações têm merecido a 

atenção de pesquisadores que investigam e avaliam atividades biológicas encontradas nas 

folhas, cascas, frutos, sementes, raízes e madeira. Todas essas partes têm sido usadas no 

tratamento de infecções, como na leishmaniose (BORRÁS, 2003; DI STASI et al. 2002).

Dependendo da substância usada para a obtenção do extrato das partes desse vegetal como 

etanol, metanol ou água, pesquisas realizadas apresentam atividades biológicas também 

diferenciadas (SAMPAIO et al. (2009); NAKAMURA et al. 2002a).

Estudos do extrato aquoso do fruto de C. ferrea avaliaram a atividade anti-inflamatória 

e analgésica do extrato e demostraram que o uso com dose de 0,3 g/kg por via oral ocasionou 

a redução do número de contorções abdominais em ratos Wistar, induzidas por ácido acético,

de forma significativa (DUARTE, 2010; CARVALHO, 1993). Porém, estudos realizados com 

extrato etanólico revelaram atividades anti-inflamatória, hipoglicemiante e anticancerígena

(NAKAMURA et al. 2002a; UEDA et al. 2001). A Tabela 1 representa de forma resumida as 

atividades biológicas de acordo com o tipo de extração dos extratos dos frutos de jucá.

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

Parte Tipos de extratos Atividades biológicas Referências

Frutos

Aquoso Analgésica, anti-inflamatória CARVALHO, 1996

Etanólico
Analgésica, anti-inflamatória, 

hipoglicemiante, anticancerígena

UEDA et al. (2001); 
NAKAMURA et al. 

2002

Metanólico

Atividade inibitória tumoral em ensaio de 
ativação antigênica com vírus Epstein-Barr

NAKAMURA et al.
2002

Leshmanicida CORTEZ, 2004

Antimicrobiana SAMPAIO et al. 2009

Fonte: Adaptado de Duarte (2010).

A partir de estudos fitoquímicos de C. ferrea, foi isolado metabólitos secundários

como ácido gálico e ácido elágico dos frutos secos (UEDA et al. 2001). Do caule foram 

obtidos flavonóides, compostos fenólicos, esteroides, saponinas, cumarinas, taninos e trímero

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), é possível que o metil-galato e o ácido gálico sejam responsáveis pelas atividades 

biológicas já que são os principais constituintes químicos encontrados nesse vegetal.

2.1.2. Brosimum gaudichaudii

A família Moraceae, conforme apresentado na Figura 2, compreende aproximadamente 

50 gêneros e 1.500 espécies, com predominância nas regiões tropicais e subtropicais. No

Brasil, é representada por 27 gêneros e abrange cerca de 250 espécies, integrando árvores, 

lianas, arbusto e ervas (LORENZI, 2005). 

Figura 2. Brosimum gaudichaudii (inharé). Em [A] copa da árvore (parte superior do caule). Em [B] parte 
inferior do caule destacando as lesões caulinares resultantes da extração das cascas para o preparo dos produtos 
fitoterápicos. 
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Na família Moraceae inclui o Brosimum gaudichaudii, espécie nativa do Brasil, 

comum no Cerrado brasileiro, muito valorizada na medicina tradicional e na indústria 

medicamentosa (JACOMASSI, 2006). A espécie é popularmente conhecida como mama-

cadela, algodão-do-campo, inharé, entre outras denominações (PALHARES, 2004). Utilizada

no consumo in natura, na construção civil e também na produção de papel (SANO, 

A B
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ALMEIDA, 2008). As folhas e casca do caule são largamente empregadas na medicina 

popular em várias regiões do Brasil (LORENZI; MATOS, 2009).

Entre as propriedades terapêuticas do inharé, relatadas na literatura, incluem as

indicações para o tratamento de macha de pele, depurativo do sangue, gripes e bronquites 

(RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Porém, a indicação mais comum de seu uso é para o

tratamento do vitiligo tendo a sua eficácia comprovada (FARIA et al. 2015). A Tabela 2 

apresenta as indicações e partes usadas do inharé, além da forma de preparação de decoctos e 

infusões caseiras.

Tabela 2. Indicações e forma de preparo das partes de B. gaudichaudii (inharé) para tratamentos de doenças em 

humanos.

Indicações Partes usadas Preparo

Mancha da pele, vitiligo Casca de ramos e raízes
Decocto ou infuso, 1 xícara de chá de raiz e
casca do caule picados, diluir em 1 litro de 

água.

Depurativo do sangue, má
circulação do sangue

Ramos com folhas
Decocto, infuso ou no vinho seco, 1 xícara de 
chá de folhas e ramos picados para 1 litro de 
água ou vinho, deixar repousar por 24 horas.

Gripes, resfriados e bronquites Toda planta
Infuso, 1 xícara de chá da planta picada para 1 
litro de água fervente, deixar repousar por 24 

horas.

Fonte: Adaptado Rodrigues e Carvalho (2001).

2.1.2.1. Enfoque botânico e fitoquímico de B. gaudichaudii

Brosimum gaudichaudii (inharé) é uma espécie classificada como arbustiva, podendo 

atingir de 4 a 14m de altura, variando de uma região para outra. Segundo Almeida (1998), o

Brosimum gaudichaudii é uma planta monóica, suas flores são minúsculas e resultantes de 

inflorescências de coloração verde-amarelada, agrupadas aos pares na extremidade de 

pedúnculos nas axilas foliares. As folhas são simples, alternadas, de consistência firme, 

peciolada com a face inferior aveludada e na face superior com nervuras principais 

amareladas. Os frutos são de sabor adocicado, medindo em média de 4 a 5 cm de diâmetro, 

pode haver a ocorrência de até duas sementes por fruto (ALMEIDA, 1998). Os frutos são 

monocárpicos, carnosos e globosos, destituído de endospermas (JACOMASSI, 2006; 
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LOURENZI; MATOS, 2002), do tipo drupa, de superfície verrucosa, coloração amarelo-

alaranjada com sementes de tonalidade creme (FARIAS et al. 2009).

O emprego farmacológico do inharé (B. gaudichaudii) é comum entre os brasileiros

devido as suas propriedades medicinais, sendo prescrito para tratar machas da pele, sobretudo,

o vitiligo. Ensaios fitoquímicos demonstraram que os princípios ativos responsáveis pela ação 

contra o vitiligo são duas furanocumarinas: psoraleno e bergapteno, ambas as substâncias 

presentes nas raízes desse vegetal. Os compostos furocumarinos tanto apresentam atividade 

para re-pigmentação de pele como atividade fungicida contra esporos de Cladosporium 

sphaerospermum (FARIAS, 2009; ALVES et al. 2000). Tais compostos podem ser 

conseguidos por síntese química, mas, é um processo dispendioso, podendo ser extraído

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 químicos, 

toxicológicos e farmacológicos do inharé foram muito estudados propiciando validar sua 

atividade fotossensibilizante prescrita pelo exercício popular. As substâncias extrativas dessa 

planta podem atender às necessidades tanto como fitoterápico quanto como homeopático. A

utilização de farmacógenos oriundos do inharé (B. gaudichaudii) via oral pode causar 

consequências adversas como dermatite de contato e, em especial, danos hepáticos (FARIAS, 

2009; JACOMASSI, 2006).

2.2. Mutagênese e genotoxicidade

Os estudos mutagênicos permitem a investigação de processos de indução de danos no 

DNA pela ação de agentes físicos, químicos ou biológicos, que podem resultar em alterações 

genômicas. Os efeitos causados por esses agentes podem modificar componentes celulares e 

serem identificados como teratogênicos e genotóxicos (NUNES, 2000).

Todos os seres vivos são passíveis de mutações, sendo um dos processos fundamentais 

para a evolução e a diversidade das espécies. As mutações podem surgir espontaneamente ou

serem induzidas pela exposição aos agentes conhecidos como mutagênicos (GRIFFITHS et 

al. 2001). Porém, algumas mutações não implicam em mudanças detectáveis no organismo ou 

na atividade metabólica das células. Outras afetam um número pequeno de regiões do 

genoma, quando ocorrem em genes específicos, podem determinar vantagens ou mediar um 

crescimento excessivo das células de um determinado tecido se o erro não for corrigido

(RIBEIRO; MARQUES, 2003).
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Costa e Menk (2000) relataram que mudanças no DNA induzidas por agentes químicos 

ambientais podem lesar processos vitais nas células, como a transcrição gênica e a replicação

da molécula de DNA, favorecendo a morte celular ou o desenvolvimento de tumores. Os

agentes mutagênicos, ao alterar o ciclo celular, podem induzir a formação de tumores, criando 

as condições para que a célula se reproduza descontroladamente, podendo invadir outros 

tecidos (ALMEIDA NETO et al. 2005). 

Com base na literatura, as mutações promovem várias doenças entre elas o câncer, que 

por sua vez, podem ser induzidas pelas alterações no DNA em resposta à exposição a vários 

fatores como substâncias contidas em fitoconstituintes. No entanto, danos sofridos no DNA 

podem ser reparados pelos mecanismos de reparo do DNA. Se por ventura, houver a fixação 

de erros no DNA, a célula normal pode se tornar uma célula tumoral em consequência destes 

erros fixados tornando-se cumulativos (FIGUEIREDO, 2012).

A Genética Toxicológica tem por finalidade identificar a capacidade de indução de 

mutação por substâncias que agridem o DNA. A genotoxicidade de um produto é 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 químicos. Com a publicação do livro escrito pela 

americana Rachel Carson em 1962, o best seller Silent Spring (Primavera Silenciosa), pela 

primeira vez foram relatados os efeitos de substâncias químicas, como os agrotóxicos 

lançados no ambiente, sobre os organismos vivos, especialmente em pássaros. Silent Spring

foi um dos grandes marcos da toxicologia ambiental. Os acontecimentos descritos no livro 

Silent Spring promoveram manifestações sociais e políticas, que estimularam o 

desenvolvimento de uma consciência coletiva acerca do impacto negativo causado pelas 

substâncias químicas aos componentes dos ecossistemas.

Com o passar do tempo, o desenvolvimento da toxicologia ganhou reconhecimento,

estabelecendo-se em uma prática multidisciplinar, permitindo a complementariedade de

conceitos de outras áreas, como medicina, biologia, química e farmácia. Na atualidade, a

toxicologia apresenta uma nova visão de ciência integrada com o propósito de trabalho em

conjunto, objetivando acima de tudo a proteção 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 têm de induzir alterações

na sequência do DNA do organismo a eles expostos. A exposição a esses agentes pode afetar 

algumas funções celulares devidos as modificações na estrutura do material genético,

possibilitando a indução de mutações (alterações permanentes). As mutações são responsáveis 

pelo desenvolvimento de câncer, por erros na embriogênese entre outros. Os agentes 

genotóxicos podem não ocasionar efeito diretamente deletério no organismo, se afetar as 

células germinativas, as mutações podem ser transmitidas às gerações subsequentes

(GALVAN, 2011).

A genética toxicológica avalia os efeitos genéticos em potencial, que podem ser 

induzidos pela exposição humana, animal ou vegetal. Mutações são consideradas como pré-

requisitos para o desenvolvimento de efeitos adversos à saúde humana (OLIVEIRA, 2012; 

RIBEIRO; MARQUES, 2003).

2.2.1. Mutagênese de produtos derivados de plantas

Desde os tempos mais remotos, os produtos naturais, principalmente os oriundos de 

plantas têm sido uma importante fonte de agentes terapêuticos. Aproximadamente 30% de 

todas as drogas acessíveis no mercado mundial são derivados de produtos naturais, incluindo 

plantas, animais e micro-organismos (CALIXTO, 2005; TEIXEIRA et al. (2003); 

VICENTINI et al. 2001). Atualmente, é comum o uso de várias plantas medicinais devido as 

suas propriedades terapêuticas, fato que populariza o seu uso como medicamento. Mas, apesar 

da crescente busca por produtos fitoterápicos, ressalta-se a necessidade de mais estudos que 

comprovem a segurança e a eficácia dos constituintes usados com finalidade terapêutica 

(TUROLLA, 2006).

Araújo e colaboradores (2014), relataram que a fitoterapia é o alicerce para a

Etnofarmacologia, ciência que surgiu das relações entre povos e plantas. A Etnofarmacologia 

se fundamenta sobre a consolidação do conhecimento acerca dos princípios ativos usados para 

o tratamento dos agravos à saúde humana e animal, mediante a análise dos resultados nos 

variados campos da pesquisa, incluindo estudos químicos, toxicológicos e/ou farmacológicos.

Conforme Arora e colaboradores (2005), é fundamental estudar as plantas medicinais 

tradicionalmente empregadas na pesquisa para a produção de drogas com potencial 

quimioterapêutico e garantir medidas de segurança para o seu uso em comum e rotineiro.

Os efeitos de chás, infusões ou soluções extrativas de plantas medicinais deve ser 

monitorado utilizando ensaios toxicológicos, destacando-se os genotóxicos e/ou mutagênicos,
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objetivando orientar os usuários sobre possíveis consequências para a saúde. Os usuários de 

produtos naturais estão frequentemente expostos a uma mistura complexa de substâncias, que 

podem ser mutagênicas e/ou genotóxicas, constituintes dos produtos ou decorrentes do 

próprio metabolismo. Este coletivo de substâncias podem causar danos genéticos e,

consequentemente, resultar em malefícios e efeitos estocásticos sobre a saúde dos usuários. A

investigação do potencial mutagênico das plantas é tanto importante para a produção de novas 

drogas terapêuticas quanto para o estabelecimento de medidas de segurança para adequação 

de seu uso, estabelecendo assim, normas cabíveis de controle e de qualidade para um dado 

produto (PERON et al. 2008).

Segundo Toledo (2003), a avaliação de substâncias isoladas, fracionadas ou extrativas

dos fitoconstituintes ocorre em etapas, que podem incluir a caracterização da sua atividade 

biológica, a investigação sobre os mecanismos de ação atribuídos aos constituintes, a

determinação do seu potencial tóxico, bem como da sua concentração ativa. Deve-se ressaltar

ainda que as variabilidades quantitativa e qualitativa dos fitoconstituintes químicos podem ser 

reveladas em diferentes resultados de ensaios toxicológicos ou farmacológicos, que podem

refletir sobre a segurança e a eficácia dos produtos designados para o consumo. Todavia, há a 

possibilidade de que compostos derivados de plantas possam englobar substâncias que 

exerçam efeitos colaterais não desejáveis para os usuários (SHAW et al. 1997).

Certamente, as plantas são capazes de produzir substâncias com potencial tóxico,

decorrente do seu mecanismo de defesa contra alguns organismos predadores. Há relatos

sobre indícios de efeitos deletérios de extratos de plantas no sistema biológico. Esta 

observação exemplifica o poder tóxico das plantas medicinais, contrariando a crença popular

que extratos naturais só possuem propriedades benéficas para seus usuários (FIGUEIREDO, 

2012). 

Extratos vegetais apresentam uma diversidade química relevante e podem apresentar

atividades mutagênicas. Do ponto de vista toxicológico, os efeitos podem não ser 

imediatamente correlacionados com a ingestão do produto, mas observado em longo prazo de 

forma assintomática, se concretizando em efeitos nefrotóxicos, neurotóxicos, hepatotóxicos 

ou até mesmo, carcinogênicos (LAPA et al. 2004).

Atualmente, há uma crescente exploração do conhecimento popular empírico por meio 

da pesquisa científica que fomenta a comercialização de plantas medicinais. O interesse na 

pesquisa científica tem sido alavancado por diversos fatores, entre eles, a demanda da 
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indústria farmacêutica por novas fontes naturais de medicamentos (MAGALHÃES et al.

2010).

2.2.2. Ensaios mutagênicos

Os ensaios mutagênicos têm importância para a avaliação do potencial de atividades 

mutagênica e/ou genotóxica dos agentes que podem lesionar o material genético. Os 

resultados dos testes de genotoxicidade e mutagenicidade fornecem parâmetros para a

quantificação do risco de indução de danos ao DNA. Esses ensaios foram desenvolvidos para 

identificar e avaliar a capacidade mutagênica das substâncias químicas (OGA, 1996). São 

testes rápidos, que revelam danos cromossômicos ou lesões no DNA. Os testes mutagênicos

têm sido aperfeiçoados nas últimas décadas com a finalidade de garantir a confiança dos seus 

resultados (TAKAHASHI, 2003).

A mutagênese tem se dedicado à pesquisa das propriedades e atividades mutagênicas e 

genotóxicas de agentes químicos, físicos e biológicos aos quais os organismos estão expostos. 

Em geral, a avaliação do dano genético é realizada na presença ou ausência de sistemas de 

metabolização, em diferentes tipos de ensaios como o teste do micronúcleo e o ensaio de 

cometa. Ambos os testes, além de ter a capacidade de detectar compostos indutores de danos 

no material genético, são essenciais na avaliação da segurança do uso de princípios ativos 

obtidos de plantas medicinais (AQUINO, 2010).

2.2.2.1. Teste do Micronúcleo

O teste do micronúcleo é um ensaio que permite avaliar danos genéticos e danos 

provenientes da ação de agentes clastogênicos, que quebram cromossomos, e de agentes 

aneugênicos, indutores de aneuploidia ou segregação cromossômica anormal (ANSARI et al.

2011). Essa técnica foi desenvolvida em eritrócitos de medula óssea de camundongo, sendo 

ultimamente empregada em diversos tipos de células (AQUINO, 2010).

O teste de micronúcleo tem sido recomendado para os estudos de biomonitoramento

ambiental, por ser uma técnica simples, rápida, que avalia riscos associados à exposição aos 

agentes químicos, o qual pode ser repetido várias vezes para prevenção e monitoramento de 

organismos e ambientes (CARVALHO et al. 2002; HAYASHI et al. 1990). Na atualidade, o

teste de micronúcleo vem sendo empregado para verificar a instabilidade genômica em 

células humanas, o mesmo pode ser realizado em linfócitos periféricos como em células

epiteliais esfoliadas (SOUZA, 2016; CEPPI et al. 2010). O teste do micronúcleo pode ser 

aplicado a toda população de células, desde que estejam em divisão. O teste do micronúcleo é 
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recomendado para a avaliação do potencial mutagênico e também tem sido um teste 

recomendado para o registro de novos produtos químicos que entram no mercado mundial 

(RIBEIRO, 2003).

A formação de micronúcleos pode ser induzida por um conjunto de fatores de natureza

externa como a radiação, microrganismos intracelulares e substâncias químicas, e de fatores 

de natureza interna como defeitos genéticos nos genes de reparo ou mudança no ciclo celular.

Os eventos comprometem ou promovem falhas no DNA, impedindo-o de se corrigir 

possibilitando o surgimento de micronúcleos (SILVA, 2015; HUANG et al. 2011). 

Os micronúcleos são pequenas estruturas delimitadas por membranas nucleares, 

correspondendo a fragmentos cromossômicos ou cromossomos inteiros perdidos do núcleo 

principal. Em geral, os micronúcleos possuem textura e cor similares ao núcleo principal. Para

detecção do micronúcleo é necessário evidenciar características como: o micronúcleo ter em 

média de 1/16 a 1/30 de diâmetro do núcleo principal, não apresentar refringência; não estar

ligado ao núcleo principal, a presentar membrana nuclear intacta (FENECH, 2000).

De acordo com Salvadori e colaboradores (2003), o teste de micronúcleo em linfócito 

T evoluiu e as inovações propostas nos protocolos possibilitam avaliar a genotoxicidade de

substância química. O resultado do teste do micronúcleo é simples e possui uma boa 

correlação 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 têm sido desenvolvidos como 

modelos de estudos para os efeitos de compostos extraídos de vegetais. As espécies Vicia 

faba e Allium cepa têm sido utilizadas para estimar a genotoxicidade e/ou a citotoxicidade de 

fitoconstituintes (DIAS et al. (2014); FACHINETTO et al. 2007). Tais sistemas-testes são de 

grande importância para o monitoramento da poluição ambiental e também na avaliação do 

potencial mutagênico de vários compostos químicos (BAGATINE, 2007; MA et al. 1995). O 

sistema-teste de Allium cepa é comumente usado na triagem de detecção de danos ao DNA

(DIAS et al. 2014), o teste baseia-se em parâmetro de análise como por exemplo, células com 

pareamento heteromórfico de nucléolos (GROVER; KAUR, 1999).

O teste de Allium cepa tem se destacado entre os testes citogenéticos empregados para 

a investigação preliminar dos efeitos dos extratos vegetais por detectar eventos de toxidades.

O teste de Allium cepa é rápido, eficiente, simples e econômico. Essa técnica permite avaliar 

alterações na divisão celular pela mensuração de danos em células meristemáticas devido às
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boas condições de análise de seus cromossomos (LOUVATEL; ZAIONS; ARENHART, 

2014).

Conforme Fachinetto (2007), o teste de Allium cepa foi validado pelo Programa

Internacional de Segurança Química (IPCS, OMS) e pelo Programa Ambiental das Nações 

Unidas (UNEP), caracterizando-o como um teste eficiente para realizar a análise e o

monitoramento dos danos induzidos às células, decorrentes da sua exposição aos compostos 

ambientais.

Segundo Vicentini e colaboradores (2000), o teste de Allium cepa foi validado

mediante a obtenção de resultados similares aos de outros estudos que usaram modelos

animais e outras espécies vegetais. Este ensaio também é bem aceito para o estudo de 

citotoxicidade de plantas medicinais, pois suas raízes ficam em contato direto com o

fitoconstituinte testado, permitindo avaliar diferentes concentrações 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, é uma 

técnica que tem sido empregada para a detecção de danos primários no DNA. O ensaio 

cometa também encontrou ampla aplicação no monitoramento de efeitos induzidos por 

agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, devido à natureza do dano que provocam no 

DNA (TICE et al. 2002). O teste é de baixo custo, simples, sensível e adaptável para diversas 

espécies, tanto animal quanto vegetal (AQUINO, 2010; DHAWAH et al. (2008); COLLIN et 

al. 1996). O ensaio cometa é um método de investigação genotoxicológica, que pode 

mensurar possíveis danos no material genético de células isoladas, mediante a combinação 

entre técnicas bioquímicas e testes citogenéticos (CARITÁ, 2010; HARTMANN; SPEIT, 

1997). 

Ao passar dos anos, o ensaio cometa vêm sendo modificado, visando a melhoria da 

qualidade de detecção do dano genético. Modificações relevantes foram incorporadas por 

Ortling e Johanson, responsáveis pelo desenvolvimento da técnica de eletroforese em micro-

gel, a inclusão de células lisadas, misturadas com agarose e submetidas à eletroforese em 

condições neutras, permiti a detecção de quebras das fitas duplas do DNA (ANDERSOM; 

YU; MCGREGOR, 1998). E modificações incorporadas por Singh e colaboradores (1988), 

que aperfeiçoaram a versão 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 condições 

alcalinas com pH diferente da versão aperfeiçoada anteriormente.

O ensaio cometa desenvolveu-se de forma rápida, sendo bem aceito em diversas áreas 

do conhecimento, entre elas se destacam as aplicações em Biologia, Toxicologia e Medicina. 

A aplicabilidade do ensaio cometa tem crescido na atualidade pelo fato do ensaio avaliar os 

efeitos dos agentes genotóxicos sobre as células somáticas e/ou germinativas, tanto in vivo

como in vitro (FRÖHNER, 2003; HARTMANN; SPEIT, 1997). 

Ao ser comparado com outros testes, o ensaio cometa apresenta vantagens como a

detecção de dano no material genético, exigência de poucas células para a sua realização e a

possibilidade de se coletar dados de células individualizadas (BÜCKER et al. (2006); 

MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998). 

Segundo Kalantari e colaboradores (2013), o ensaio cometa é um teste muito usado na 

investigação de compostos farmacológicos por ser altamente sensível. O mesmo vem sendo 

considerado fundamental para os estudos de toxicogenética, devido às suas características e 

vantagens quando relacionado a outros testes de investigação de substâncias genotóxicas. 

Normalmente, é empregado para a detecção de lesões no genoma, que, ao se fixarem causam

mutações. Todavia, essas lesões se diferem das mutações por serem passíveis de correções

pelos sistemas de reparo do DNA (GOTIJO; TICE, 2003). 

Entre as versões disponíveis do ensaio cometa, a mais empregada é a alcalina por ser 

mais abrangente. O teste alcalino requer pH maior que 13, com o propósito de induzir a 

desnaturação da molécula de DNA e detectar lesões de várias naturezas. A versão neutra, 

recorre-se de eletroforese em tampão de pH entre 7,0 e 8,5 para identificar quebras de fita 

dupla em DNA ou ligações cruzadas entre DNA e DNA, DNA e xenobiótico ou DNA e 

proteína (LIMA, 2016). 

Conforme Gontijo et al. (2003) e Caritá (2010), o ensaio cometa tem sido satisfatório 

quando usado em peixes, revelando a sensibilidade das células sanguíneas desses animais aos 

efeitos genotóxicos causados por substâncias químicas diluídas nos sistemas aquáticos. 

Também é empregado cotidianamente em linfócitos de sangue periférico de mamíferos, em 

eritrócitos periféricos de anfíbios e répteis, por ser facilmente amostrado sem a necessidade de 

dissociação celular (DEVENTER; NACCI et al. 1996).

A análise do ensaio cometa pode ser realizada de duas formas: visual ou automatizada 

com o auxílio de um sistema de fotomicrografia e software específico. As duas formas de 

análise são concordantes em seus resultados. Para a análise dos cometas é necessário observar 
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seu tamanho, intensidade de fluorescência, entre outras características 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 cabeça e cauda, levando-se em 

consideração o comprimento relativo da cauda para avaliar o nível do dano na célula. A célula

sem ou com o mínimo de dano no DNA não apresentaria cauda, e mantém o núcleo intacto e 

arredondado. Por outro lado, as células que apresentarem maiores danos terão maiores caudas,

similares a cometas invertidos (AQUINO, 2010). A cauda do cometa é formada por 

fragmentos de DNA resultantes de quebras de fitas simples e/ou duplas, que ao migrarem para 

fora do núcleo, constituem o formato de um cometa, correspondendo a desestruturação 

nuclear (DA SILVA; DA CRUZ, 2012). 

2.3. Organismo-teste

Os organismos-teste são sistemas biológicos usados em ensaios genéticos para a

avaliação de efeitos mutagênicos de substâncias químicas e para o monitoramento da 

qualidade ambiental. Os organismos agem como receptores biológicos diretos dos compostos 

químicos presente no ambiente (MA et al. 1995). 

A toxidade de substâncias é determinada com o auxílio de ensaios laboratoriais cujos 

permitem a observação dos efeitos adversos dos agentes testados, incluindo o seu potencial de

letalidade. Os estudos de toxidade devem ser desenvolvidos em condições específicas e 

controladas de acordo com as normas técnicas e consensos próprios. Os organismos-teste de

experimentação devem ser padronizados. Várias são as espécies usadas e, dependendo do 

foco da investigação, a escolha do sistema-teste adequado é influenciada pela finalidade do 

estudo. Se o intuito é a proteção da saúde humana, geralmente são utilizados organismos

vertebrados, como camundongos, coelhos entre outros mamíferos. Se o objetivo for para a

proteção dos ecossistemas ou de seus componentes, comumente utilizam-se anfíbios, peixes, 

microcrustáceos, algas, minhocas e plantas (SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Segundo a literatura, vários laboratórios de pesquisas científicas especialmente os de 

produtos naturais, têm inseridos em suas práticas diárias diversos testes biológicos, 

objetivando o monitoramento de estudo fitoquímico de extratos vegetais na busca de 

substâncias bioativas. A identificação de fitoquímicos com propriedades potencialmente 

tóxicas e genotóxicas pode ser realizada mediante a observação das alterações fisiológicas e 

celulares nos organismos-teste ou então pela estimativa das frequências de eventos, como a

formação de micronúcleo e quebras induzidas nas moléculas do material genético (SOUZA et 
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al. 2006). A avaliação da genotoxicidade provinda dos resultados dos ensaios realizados, 

resulta em informações seguras e precisas quanto ao potencial de toxicológico e 

genotoxicológico dos agentes que ocasionam lesões no DNA (RIBEIRO et al. 2003).

Segundo Maroni et al. (2000), a exposição de um organismo às substâncias tóxicas 

pode induzir alterações na molécula de DNA, que estocasticamente possibilita a ocorrência de 

doenças como o câncer. O uso de bioindicadores constitui uma ferramenta importante para 

estudos ecotoxicológicos e toxicológicos, pois configura uma estratégia adequada na 

avaliação dos efeitos combinados entre compostos químicos e componentes biológicos,

permitindo avaliar possíveis impactos potenciais das substâncias tóxicas aos organismos

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

2.3.1 Gênero Astyanax

As águas neotropicais possuem a maior diversidade de peixes, compreendendo 

aproximadamente 6000 das 13000 espécies mundiais. Entre esse número, 2587 espécies de 

peixes pertencem a 39 famílias e 517 gêneros ocorrem exclusivamente em lagos, igarapés, 

lagoas, rios que constituem a hidrografia brasileira (PENTEADO, 2011).

O gênero Astyanax é um dos mais diversificados da família Characidae sendo

apontado como polifilético com cerca de mais de 1100 espécies nominais válidas, estando 

amplamente distribuídos 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 

ecológicos. Provavelmente esta distribuição pode ser devido a capacidade que o gênero 

Astyanax tem de se adaptar às diferentes condições ambientais (PENTEADO, 2011).

O gênero Astyanax foi proposto inicialmente por Baird e Girard em 1854.

Posteriormente, este gênero foi revisado por Eigenmann, em 1921.  Seis anos depois,

Eigenmann realizou uma nova revisão do gênero Astyanax e validou 74 espécies e 

subespécies. No Brasil, na década de setenta, Gèry enumerou uma lista para o gênero 

Astyanax contendo 62 espécies e subespécies de água doce (ALMEIDA; VIEIRA, 2013).

De acordo com Lima e colaboradores (2003), uma revisão mais recente listou 90

espécies consideradas válidas na ictiofauna brasileira. Segundo Fernandes; Martins-Santos 

(2004), várias espécies do gênero Astyanax são morfologicamente semelhantes, o que 

dificulta a identificação desses animais, tornando a classificação taxonômica desse gênero

muito complexa.
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No gênero 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 Família Characidae (ALMEIDA; VIEIRA, 

2013).

Wolff (2007), relatou que a espécie Astyanax é distribuída largamente pela bacia do rio 

Iguaçu sendo listada em estudo taxonômico 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 c; sp d; sp e; e sp f, por se tratar de indivíduos 

distintos. Estas espécies de Astyanax citadas acima, ainda não foram descritas formalmente, 

no entanto, muitos pesquisadores já faz uso dessa nomenclatura (WOLFF, 2007; ABILHOA, 

2004).

Os peixes da espécie Astyanax são conhecidos popularmente como matupiris na 

Amazônia, piabas no Nordeste e lambaris ou tambiús no Brasil meridional. Possuem como 

características morfológicas linha lateral completa, pré-maxilar não protrátil, dentes pré-

maxilares dispostos em duas séries e dentes com cúspides (GIONGO, 2014). A Figura 3 

mostra um espécime de Astyanax sp (lambari).

Figura 3. Espécime de Astyanax sp também conhecida por lambari, piaba ou tambiú.
Fonte: brasilienexkursion. Wordpress.com.
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Os Astyanax têm importância ecológica como forrageiros de algumas espécies 

carnívoras (GURGEL, 2004). São de pequeno porte, atingindo até 20 cm de comprimento,

chegando a pesar 40 gramas. Em geral, são encontrados vivendo em cardumes em cabeceiras 

de riachos, lagos e rios. Durante a reprodução, os cardumes realizam curtas migrações na 

época das cheias (MARCON, 2008).

Os Astyanax fazem parte da dieta alimentar humana. No entanto, possuem baixo valor 

comercial devido ao seu pequeno tamanho. Porém, são considerados importantes no equilíbrio 

dos ecossistemas e têm a capacidade de transformar partículas orgânicas em proteínas, além 

de serem um item primordial na nutrição dos piscívoros explorado comercialmente (DA 

SILVA et al. 2012).

Dentre os organismos aquáticos, os peixes são os mais utilizados em ensaios in vivo ou

in vitro como bioindicadores de exposição aos agentes tóxicos. Normalmente, eles respondem 

a esses compostos por via similar a dos grandes vertebrados. Os peixes podem ser 

empregados em ensaios para testar substâncias químicas na avaliação do potencial 

carcinogênico ou teratogênico para humanidade. Os peixes como bioindicadores têm revelado 

resultados satisfatórios na avaliação dos efeitos de contaminantes químicos presente no

ambiente aquático (RIVERO, 2007).

Segundo a literatura, o teste de micronúcleos em eritrócitos de peixes tem sido 

considerado como modelo experimental útil para a avaliação da contaminação de poluentes 

ambientais, bem como para identificação dos efeitos genotóxicos em ecossistemas aquáticos.

Nesse sentido, micronúcleos em eritrócitos de peixes têm sido considerados bons indicadores

para a investigação 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 mutagênica e genotóxica de diferentes concentrações de extratos 

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

3.2. Objetivos Específicos

- Obter extratos padronizados de Caesalpinia ferrea e Brosimum gaudichaudii visando 

a prospecção fitoquímica qualitativa para identificação de metabólitos secundários.

- Analisar o potencial citotóxico e mutagênico dos extratos vegetais por meio da

análise do índice mitóticos e alterações de migração cromossômica e demais alterações em 

células meristemáticas radiculares apicais de Allium cepa.

- Avaliar ação mutagênica dos extratos de B. gaudichaudii e C. ferrea utilizando teste 

do micronúcleo em linfócitos T do sangue periférico humano.

- Avaliar a genotoxicidade e/ou mutagenicidade dos extratos de jucá (C. ferrea) e 

inharé (B. gaudichaudii) utilizando teste do micronúcleo, alterações nucleares e ensaio 

cometa, em eritrócitos da espécie Astyanax sp.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Coleta do material botânico e preparação dos extratos vegetais

Os materiais botânicos foram coletados in situ em Cidelândia, localizada no Sul do 

Maranhão, conforme mostra a Figura 4.

Figura 4. Mapa do Estado do Maranhão. Em destaque, a localização do município de Cidelândia, onde foram 
coletadas as amostras dos vegetais Caesalpinia ferrea (jucá) e Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Abreu (2006)



40

O ponto da coleta encontra-se nas coordenadas S 5.178251° O 47.785983° e S 

5.10417° O 47.47095°. Os espécimes locais são fontes de matéria prima para a população 

cidelândense, que frequentemente busca os frutos de Caesalpinia ferrea (jucá) e a casca de 

Brosimum gaudichaudii (inharé) para preparar infusões ou extratos aquosos.

Após a coleta, os frutos e as cascas foram lavados em água corrente, colocados em 

posição vertical para evaporação da água e no dia seguinte trazidos para Goiânia Goiás e

mantidos em refrigerador a 4-8°C no Núcleo no Pesquisa Replicon da Escola de Ciências 

Agrárias e Biológicas (ECAB) da Pontifícia Universidade Católica de Goiás. Posteriormente,

a matéria prima foi transferida para o Laboratório de Pesquisa e Estudo de Produtos Naturais 

da Escola de Ciências Médicas, Biomédicas e Farmacêuticas (ECMBF) da PUC Goiás para a

realização de prospecção fitoquímica qualitativa.

As amostras foram colocadas em estufa com temperatura de 45°C, sendo monitoradas 

a cada 72 horas no início e depois a cada 24 horas, exceto nos finais de semana, por um 

período de 20 dias. Em seguida, as sementes foram retiradas dos frutos com o auxílio de um 

pistilo de vidro e as cascas foram quebradas em fragmentos menores. Ao terminar a separação 

das sementes contidas nos frutos, as amostras foram reduzidas a pó, conforme mostrado na

Figura 5.       

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

         O processo de pulverização das amostras foi realizado na Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Goiás (UFG), realizado em um moinho de navalhas. Em seguida, foi 

pesado 300g de pó de cada amostra para realização do teste de umidade e prospecção 

fitoquímica.

A B C
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Posteriormente, iniciou-se o processo de percolação para a obtenção dos extratos,

foram separados 160g de cada amostra pulverizada, correspondendo aos frutos e às cascas.

Em béqueres, as amostras foram homogeneizadas por adição de álcool 70%. As misturas 

foram transferidas para percoladores forrados com filtro de papel e algodão umedecidos com 

álcool.

Posteriormente, em cada amostra, foram adicionados 800 mL de álcool 70%. Esta 

preparação levou cinco dias para ser filtrada totalmente. Após esse período, 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 Fitoquímicos Qualitativos

No Laboratório de Pesquisa e Estudo de Produtos Naturais da PUC Goiás foram 

realizados os testes fitoquímicos qualitativos segundo o manual de protocolo do Laboratório e

de acordo com MATOS, (1988). Os testes visavam verificar a presença de classes de

metabólitos secundários como alcalóides, antraquinônicos, cumarinas, flavonóides e taninos

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

4.2.1. Teste para alcalóides 

Para a realização do teste para alcalóides, foram pesados 2g de pó de cada amostra e

transferidos para duas cubas de porcelana. Em seguida, foram adicionados 20 mL de ácido 

sulfúrico a 5% em cada cuba, as quais foram fervidas por 3 minutos. Após a fervura, as

misturas foram filtradas em algodão e, imediatamente, resfriadas. Posteriormente, o filtrado

foi transferido para funis de separação e alcalinizado com hidróxido de amônia a 10%. Após,

fez-se extração com duas porções de 10 mL de clorofórmio. As frações de clorofórmio foram 

filtradas em algodão e, em seguida, evaporadas em um evaporador rotativo (TE – 211

Tecnal).

Os filtrados extrativos foram diluídos em 2 mL de ácido sulfúrico a 5%, e

posteriormente, em 5 lâminas, foram distribuídas 3 gotas de cada filtrado, juntamente com 6

gotas dos reagentes de Mayer, Dragendorff, Bertrand e Hager, separadamente, em cada uma 

delas. Após 5 minutos, foi verificado se houve a formação de precipitado na amostra dos

frutos de jucá e das cascas de inharé.
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4.2.2. Teste de heterosídeos antraquinônicos

Ao realizar o teste para a extração de possíveis heterosídeos antraquinônicos, foi 

utilizado 1g de cada amostra pulverizada, transferidos para dois béqueres de 100 mL, foram

adicionados 30 mL de álcool a 75% em cada uma das amostras, que foram fervidas por 3

minutos. Em seguida, filtradas e resfriadas à temperatura ambiente.

Dos líquidos 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 

realização da caracterização dos metabólitos secundários. O béquer com extrato (I) foi 

acidificado com 0,5 mL de ácido clorídrico a 10%. O béquer com o extrato (II) não foi 

acidificado, ambos foram levados à fervura durante 2 minutos. Em seguida, os líquidos foram

transferidos para tubos de ensaio previamente identificados e adicionados a cada um dos tubos

10 mL de éter sob agitação leve.

Posteriormente, foram suspendidos 5 mL de cada tubo de ensaio e transferidos para 

novos tubos com a mesma identificação. Em ambos, foram acrescentados 4 mL de amônia SR 

(NH4OH) a 10%. Os tubos foram deixados em repouso por 5 minutos. 

A camada amoniacal desenvolveu uma coloração que variou do róseo ao vermelho 

escuro, formando um anel, conforme a quantidade de princípio ativo presente na amostra. O 

aparecimento da cor caracteriza uma reação positiva para heterosídeos antraquinônicos.

4.2.3. Teste de cumarinas

Para extração de cumarinas, foram usados 2g de cada uma das amostras, colocados em

dois béqueres e acrescentado em cada amostra 30 mL de água quente. Em seguida, as 

misturas foram filtradas e adicionadas 1 mL de ácido clorídrico a 1N até a redução do pH para 

1.

Posteriormente, foram transferidas para funis de separação e extraídas com 10 mL de 

éter. O volume dos extratos etéreos foi reduzido à metade. Em seguida, foram gotejados sobre 

papel de filtro e acrescentado uma gota de hidróxido de sódio 1N em uma das regiões onde foi 

aplicada a solução extrativa e observada na câmara de luz UV. A fluorescência verde indica 

reação positiva para a caracterização de metabólitos secundários.

4.2.4. Teste de heterosídeos flavonóides

Para extração de heterosídeos flavonóides 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. Após esse período, foram filtradas em papel de filtro 

previamente umedecido com etanol a 70%. Os filtrados obtidos foram usados para a 

realização dos testes de caracterização de heterosídeos flavonóides e de hidroxilas fenólicas, 

utilizando as seguintes reações: cianidina, oxalo-bórica, ácido sulfúrico concentrado, 

hidróxidos alcalinos, cloreto de alumínio e cloreto férrico.

Na reação 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 HCl concentrado com cuidado,

observando a coloração das misturas. O surgimento da coloração vermelha confirma a

presença de heterosídeos de flavonóides na amostra.

Para a reação oxalo-bórica, foi evaporado em cápsulas de porcelana 5 mL das soluções

extrativas, usando chapa aquecida a 200°C e adicionado aos resíduos semi-secos 3 mL de 

solução de ácido bórico a 3% e 1 mL de ácido oxálico a 10%, evaporados até a secura. 

Acrescentou-se aos resíduos secos, 7 mL de éter etílico. Para a observação de fluorescência, a 

solução foi colocada sob iluminação com luz ultravioleta.

Na reação com ácido sulfúrico concentrado, foram transferidos 3 mL de cada solução

extrativa para duas cápsulas 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 ácido 

sulfúrico concentrado nas amostras que foram observadas sob luz ultravioleta, verificando se 

houve desenvolvimento de fluorescência.

Ao caracterizar as hidroxilas fenólicas, geralmente realizam-se três reações: com 

hidróxidos alcalinos, com o cloreto de alumínio e com cloreto férrico.

Para a reação com hidróxidos alcalinos, foram transferidos 3 mL das soluções 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 presença da coloração amarela,

caracteriza a reação positiva de heterosídeos flavônicos nas amostras.

Para a reação com o cloreto de alumínio, depositou-se 5 mL de cada amostra extrativa 

em dois béqueres de 10 mL e transferiu-se separadamente, para dois pedaços de papel filtro,

espalhando-as por toda a superfície. Em seguida, foram umedecidas uma das regiões dos

papéis com solução de cloreto de alumínio a 5%. Posteriormente, observou-se a fluorescência 

desenvolvida sob luz ultravioleta. O desenvolvimento de fluorescência amarela intensa 

caracteriza presença de flavonóides.
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Por fim, na reação com o cloreto férrico, foram utilizados 3 mL de cada uma das 

soluções extrativas e transferidas para dois tubos de ensaios. Acrescentou-se 2 gotas de 

cloreto férrico a 4,5% e observou-se o aparecimento da coloração verde, amarela ou castanha 

escura. O desenvolvimento dessas colorações nas amostras indica reação positiva.

Os heterosídeos flavonóides possuem agliconas, derivadas de núcleos de chalconas, 

diidrochalconas, flavonas, flavanonas, isoflavanonas entre outras, como mostra a Tabela 3. A

identificação desses metabólitos é observada pela presença de fluorescência ou coloração 

desenvolvida na solução em estudo.

Tabela 3. Reações cromáticas de heterosídeos flavonóides

Reação Flavonas Flavonóis Flavanonas Chalconas Isoflavonas

Cianidina Laranja Vermelha Violeta - -

Oxalo-bórica - Amarelo- Verde - - -

NaOH Amarela Amarelo-Escura Amarela Amarela Amarela

FeCl2 Verde Verde-Castanha Verde-Castanha Amarela Verde

AlCl3

Amarelo-
Verde Amarela Azul-Verde (Uv) Amarela Amarela-

Castanha

Fonte: Paula e Barra (2005).

4.2.5. Teste para pesquisa de taninos

Para a detecção de taninos foram utilizados 2g de cada amostra pulverizada e

adicionados de 50 mL de água destilada em cada uma. Posteriormente, foram levadas à

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 soluções extrativas foram 

adicionadas a cada tubo e seguiu-se com as seguintes reações: reações com gelatina, sulfato 

de quinina, acetato de cobre, hidróxido de sódio e cloreto férrico.

Na reação com gelatina, adicionou-se no primeiro tubo de ensaio 5 gotas de gelatina a

2,5% em solução de cloreto de sódio a 5%. Em seguida, fez-se análise para identificar se

houve o desenvolvimento de precipitado branco. A presença de precipitado traz como 

indicativo reação positiva para taninos.
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Para a reação de sulfato de quinina, no segundo tubo de ensaio adicionaram-se 5 gotas 

de solução de sulfato de quinina a 1%. Observou-se houve a presença de precipitado nas

amostras. Já no terceiro tubo foram acrescidos 5 gotas de solução alcoólica de brucina e 

observado o aparecimento de precipitado. O surgimento de precipitado na amostra indica a

presença de taninos.

Na reação 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 formação de precipitado. Posteriormente,

as misturas foram diluídas com 10 mL de água destilada. Observou-se a cor desenvolvida em 

cada uma.

No sexto tubo destinado a reação com hidróxidos sódio, depositaram-se 5 gotas de 

solução de hidróxido de sódio a 20%. Em seguida, verificou-se em cada uma das amostras se

escureceram. A presença de tanino é observada pelo escurecimento da amostra.

Nas reações para caracterização de taninos, paralelamente, foi preparado um tubo 

controle para cada uma das reações. Foram usados 5 mL de ácido tânico a 0,5% para cada um 

dos seis tubos. Posteriormente, comparou-se os tubos-controles com os reagentes da reação 

correspondente. 

4.3. Preparação das amostras e ensaios genotóxicos e mutagênicos 

A preparação das amostras extrativas dos frutos de jucá e das cascas de inharé foi 

realizada no Núcleo de Pesquisas Replicon da PUC Goiás. Nesta preparação, foram utilizados

5g/L dos extratos padronizados dos frutos de C. ferrea e das cascas de B. gaudichaudii

conforme recomendação da Sociedade Brasileira de Mutagênese e Teratogênese, quando não 

se tem uma dose pré estabelecida.

As amostras foram transferidas separadamente para dois erlenmeyeres de 1000 mL. 

Em seguida, foi adicionado um litro de água da torneira em cada um dos recipientes. Depois, 

as soluções foram solubilizadas com a utilização do agitador magnético por um período de 4

horas para cada uma das amostras. Esse processo foi realizado para a preparação dos extratos 

utilizados no teste de Allium cepa.

Para os demais testes, seguiu-se o mesmo padrão de preparação descrita 

anteriormente, exceto a substituição da água da torneira por água destilada e depois 

microfiltrada por duas vezes em filtros de membranas PES de baixa afinidade, modelos K18-

430 poro 0,45µm e K18-230 poro 0,22µm (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 realização do teste de Allium cepa seguiu a técnica 

descrita por Fiskesjö (1993) com modificações. Foram retiradas as raízes e catáfilos dos 

bulbos das cebolas que foram colocadas em béqueres com água fresca da torneira para o 

enraizamento dos bulbos em temperatura ambiente. Posteriormente foram coletadas algumas

raízes, sem a exposição aos extratos, sendo consideradas como grupo controle negativo.

As demais raízes foram expostas por 24 horas nas soluções extrativas em 4 diferentes 

concentrações, correspondendo a 1,25g/L; 2,5g/L; 3,7g/L; 5g/L. Após 24 horas de exposição, 

removeu-se o restante das raízes expostas aos tratamentos visando avaliar as alterações 

celulares induzidas pela exposição aos fitoconstituíntes.

Após a exposição, raízes foram fixadas em metanol e ácido acético (fixador de Carnoy) 

e mantidas em refrigerador à temperatura de aproximadamente 6°C. Posteriormente, as raízes

foram colocadas por 15 minutos em solução de hidrólise de HCl 1N à temperatura ambiente e 

coradas pela reação de Feulgen. Em seguida foi retirado 2 mm dos ápices meristemáticos e 

colocados em lâminas codificadas e esmagados em ácido acético (0,45M).

A análise das lâminas foi realizada aleatoriamente, sem o prévio conhecimento dos 

tratamentos, utilizando microscopia de luz branca com objetiva de 40X. Foram analisadas 

1000 células interfásicas para cada tratamento, totalizando 10.000 células para cada uma das 

amostras extrativas. Os parâmetros de análise foram baseados em padrões nucleares atípicos 

como quebra cromossômica, redução do índice mitótico, erros de migração cromossômicas

em metáfases e anáfases e binucleações. A exposição dos bulbos, às diferentes concentrações 

de extratos padronizados das cascas de B. gaudichaudii (inharé) e dos frutos de C. ferrea

(jucá) está apresentada na Figura 6.

Figura 6. Bulbos de Allium cepa (cebolas) expostos às diferentes concentrações dos extratos vegetais. Em [A] 
Brosimum gaudichaudii (inharé). Em [B] Caesalpinia ferrea (jucá).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A B
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4.3.2. Teste do micronúcleo em linfócitos T humanos

Para a realização do teste de micronúcleos em linfócitos T humanos, o sangue foi 

coletado de indivíduos voluntários, de 19 a 36 anos, saudáveis sem histórico de uso de drogas

ilícitas e não estavam sob efeitos de medicamentos.

O protocolo de cultura celular seguiu a adaptação do método para obtenção de 

micronúcleos em linfócitos binucleados (DA CRUZ et al. 1994). Para a realização do teste de 

micronúcleo em linfócitos humanos, foram utilizadas três concentrações dos extratos C. 

ferrea e B. gaudichaudii, correspondentes a 0,039g/L; 0,078g/L e 0,156g/L. O grupo controle 

não 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; 100µL de L-glutamina; 100µL fitohemaglutina; 

1mL de sangue e os extratos vegetais nas concentrações descritas anteriormente, e colocados

em estufa a 37°C a 5% de CO2 por 44 horas. Após esse período, foram adicionados 10µL de

citocalasina B em cada cultura. As culturas foram devolvidas à estufa até completar 72 horas.

Ao término desse período, as culturas foram ressuspendidas, transferidas para tubos 

cônicos de 15 mL e centrifugadas por 10 minutos a 1000rpm. O sobrenadante foi aspirado e 

adicionado de 10 mL de solução hipotônica de KCl a 0,075M, em seguida, levadas para estufa

à 37ºC por 35 minutos. Após este período, foram fixadas em solução 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 límpido.

Para a preparação das lâminas, utilizou-se o método de gotejamento em banho-maria à

60°C e colocadas para secar. Após 12 horas, as lâminas foram coradas com solução de 

Giemsa a 4%. A análise das lâminas foi realizada em teste cego, utilizando-se objetiva de 40X 

em microscópio de luz branca. Foram analisadas 1000 células binucleadas para cada 

tratamento.

As células binucleadas foram selecionadas e contadas com base em critérios como: 

núcleos com tamanho aproximadamente iguais, intactos, o mesmo padrão de coloração, 

delimitação do citoplasma visível e sem sobreposição. Os micronúcleos identificados foram 

conferidos por outro analista experiente ou pelo orientador.

4.3.3. Teste do micronúcleo e anomalias nucleares em eritrócitos de 

Astyanax sp
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O presente estudo aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais em Pesquisa da 

Pontifícia Universidade Católica de Goiás. Protocolada no CEUA sob o nº 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 Experimentação Animal (CONCEA) do Brasil.

O teste do micronúcleo em peixes é similar ao teste em mamíferos e foi adaptado para 

as características do organismo-teste, baseado na metodologia descrita por Heddle (1973), 

modificado por Figueiredo (2012). Para a realização dos testes foram obtidos 100 espécimes

sem distinção de sexos de Astyanax sp no comércio local da cidade de Goiânia e 

encaminhados ao Núcleo de Pesquisas Replicon, da Pontifícia Universidade Católica de Goiás 

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

Figura 7. Aclimatação dos exemplares de Astyanax sp no Núcleo de Pesquisas Replicon da PUC Goiás.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Após a aclimatação, os peixes foram separados em 14 aquários, ficando mais 48 horas 

em observação. Em seguida, além do grupo controle não exposto, os animais foram expostos 

às concentrações de 20mg/L, 10mg/L e 5mg/L das amostras extrativas de B. gaudichaudii e

C. ferrea, por 96 horas. Posteriormente à exposição, os animais foram eutanasiados por

xilocaína a 5%. Previamente à coleta sanguínea, as amostras foram colocadas em tubos tipo 

cônicos com 1 mL de soro fetal bovino e homogeneizadas em seguida, centrifugadas por 3 

minutos a 1000rpm. 



49

As lâminas foram preparadas pelo método de esfregaço e fixadas em etanol absoluto

por 15 minutos e colocadas overnight para secar. Posteriormente, foram coradas em solução 

de Giemsa a 4% por 10 minutos.

Para a análise das lâminas, os parâmetros considerados foram as alterações nucleares 

como: núcleos reniformes, segmentados, lobulados e binucleados, além de células com 

micronúcleos. Os critérios utilizados para seleção das células foram: células nucleadas sem 

sobreposição, núcleos intactos e limite citoplasmático definido.

As características dos eritrócitos micronucleados avaliados consistiram na morfologia

do micronúcleo, similar ao núcleo principal, possuindo diâmetro entre 1/16 e até 1/3 do

núcleo principal; estar separado do núcleo principal; ter o mesmo padrão de coloração e não 

apresentar refringência. A análise foi realizada sob microscopia de luz branca (AxioImager 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 

modificações para adaptar a técnica para peixes. As amostras biológicas foram coletadas dos 

mesmos organismos utilizados no teste de micronúcleo, descrito anteriormente.

Para a realização da técnica, lâminas de microscopia foram previamente mergulhadas 

em agarose a 1,5% mantidas à temperatura ambiente, pelo período de 12 horas para secagem.

As amostras de eritrócitos foram suspendidas e homogeneizadas em agarose baixo ponto de 

fusão e espalhadas nas lâminas, as quais foram cobertas com lamínulas e colocadas em 

refrigerador por 5 minutos. Em seguida, foram retiradas as lamínulas e as lâminas foram 

mergulhadas em solução de lise e devolvidas ao refrigerador a 4°C por 24 horas.

Posteriormente, as lâminas foram transferidas para uma cuba horizontal de 

eletroforese contento tampão de eletroforese em condições alcalinas (pH 13), na qual 

permaneceram por 25 minutos, para a corrida eletroforética, para desnaturar o DNA.

Após os 25 minutos de corrida eletroforética a 25V e a 300mA, as lâminas foram 

lavadas com solução 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 coloração das lâminas foi realizada com 10 µL de brometo de etídeo

(5g/µL) e coberta por lamínula.

Foram analisados 100 nucleóides por lâminas por tratamentos. Para a captura de 

imagens utilizou-se microscopia de epifluorescência (AxioImager 2® Carl Zeiss – Alemanha)
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com objetiva de 10x equipado com filtro de excitação 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 nível de dano ao DNA utilizou-

se o software CometScoreTM (versão 1.5). Os parâmetros considerados foram comprimento da 

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

4.4. Análise Estatística

Para a avaliação dos efeitos citotóxicos e genotóxicos, os dados obtidos foram 

tabulados no programa Excel 2010 e expressados como média e desvio padrão em 

percentagem (frequência). Para a análise estatística, a princípio utilizou-se o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar as médias do índice mitótico entre os 

tratamentos e entre o controle. Posteriormente, para análise das frequências de células com

alterações nucleares e frequência de micronúcleos. Na análise comparativa utilizou-se o teste 

de regressão linear simples. A análise final, o teste de Mann-Whitney visando a exclusão de 

falsos positivos. Todos os testes foram realizados por meio do software BioEstat 5,0, com 

nível de significância de 5% (p
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Testes fitoquímicos qualitativos

Os resultados dos testes fitoquímicos realizados nos extratos das cascas de Brosimum 

gaudichaudii e dos frutos de Caesalpinia ferrea, visando a verificação da presença de 

alcalóides, antraquinônicos, cumarinas, flavonóides e taninos em ambas as amostras 

extrativas, foram considerados válidos, já que foram identificadas praticamente todas essas 

classes químicas nas duas amostras extrativas.

No presente estudo foi observada a presença de alcalóide na solução extrativa de C. 

ferrea. Porém, não foi verificado a ocorrência deste metabólito na amostra de B. 

gaudichaudii. Conforme mostrado na Figura 8. Adicionalmente, a presença de heterosídeos 

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

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

      

      

      

      

Figura 9. Resultado dos testes para heterosídeos antraquinônicos. Em [A] extrato dos frutos de C. ferrea. Em
[B] extrato das cascas de B. gaudichaudii.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

A B

A B
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O teste para determinação de cumarinas apresentou-se positivo nas duas soluções 

extrativas. Também foi verificado a presença de flavonóides, tanto no extrato das cascas de 

inharé quanto no extrato dos frutos de jucá.

O teste realizado para identificação de taninos também detectou a presença desse 

metabólito em ambas amostras.

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

extratos das cascas e dos frutos das espécies estudadas.

Tabela 4: Resultados observados dos testes fitoquímicos nas amostras extrativas de B. gaudichaudii e C. ferrea, 
para a caracterização de alcalóide, antraquinônicos, cumarinas, flavonóides e taninos.

Classes químicas Compostos reativos B. gaudichaudii (inharé) C. ferrea (jucá)

Alcalóides

Mayer - +

Dragendorff - +

Bertrand - +

Hager - +

Ácido tânico - +

Antraquinônicos Amônia + +

Cumarinas Hidróxido de sódio + +

Flavonóides

Cianidina + +

Oxalo-bórica + +

Ácido sulfúrico - +

Hidróxido de sódio + +

Cloreto de alumínio - +

Cloreto férrico + +

Taninos

Gelatina
- +

Sulfato de quinina - +

Acetato de cobre + +

Hidróxido de sódio - +

Cloreto férrico + +

Resultados dos testes fitoquímicos realizado nos extratos inharé (B. gaudichaudii) e de jucá (C. ferrea). A 
presença das classes químicas estão representadas pelo sinal (+) e a ausência pelo sinal (-) em ambas amostras 
extrativas.
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Os resultados obtidos no presente estudo estão de acordo com relatos prévios da 

literatura, que reportaram sobre a presença de metabólitos secundários em fitoconstituíntes,

validando assim o estudo para essas classes químicas: antraquinônicos, flavonóides e taninos

encontrados em extratos de casca de Brosimum gaudichaudii (GODINHO et al. 2015).

Adicionalmente, foram encontrados alcalóides e cumarinas em extratos dos frutos de 

Caesalpinia ferrea (KOBAYASHI et al. (2015); NAKAMURA et al. 2002), também 

verificou-se a presença de compostos fenólicos, antocianinas, antocianidinas, flavonóides, 

leucoantocianidinas, catequinas, flavonas e saponinas no extrato aquoso dos frutos de C. 

ferrea (CAVALCANTE et al. 2015).

Tem sido relatado que os alcalóides possuem atividade analgésica e tranquilizante,

quando ministrados em pequenas doses (ROSA et al. 2016). Os antraquinônicos têm função 

purgativa, pois são estimuladores dos movimentos peristálticos intestinais. Os flavonóides 

possuem entre as suas atividades biológicas, propriedades antioxidante e antiinflamatória

(GODINHO et al. 2015). Os taninos possuem propriedades adstringente e antioxidante, de 

acordo com relatos da literatura estas propriedades estão relacionadas com cicatrização de 

feridas (ROSA et al. (2016); KOBAYASHI et al. 2015).

Compostos químicos como psoraleno podem ser encontrados em extrato obtidos a 

partir de cascas da parte inferior do caule de B. gaudichaudii, rico em furocumarinas de ação 

fotossensibilizante e comumente empregado na produção de medicamentos para tratamento 

de vitiligo (LEÃO et al. 2005).

Ressalta-se, que produtos naturais derivados de plantas podem conter flavonóides que 

têm sido associados a diversas propriedades consideradas farmacológicas dentre elas a 

quimioprofilática de câncer, porém, têm sido associados também a efeitos citotóxicos

(TAKEOKA; DAO, 2003).

A ausência de alguma classe de metabólito secundário do extrato de C. ferrea e B.

gaudichaudii observada no presente estudo, pode ser justificada pelas variações climáticas 

e/ou pelos tipos de solo de onde foi coletado o material botânico. Os fatores ambientais 

podem influenciar na ausência ou presença de alguns metabólitos secundários encontrados nas 

plantas (SOUSA, 2011).

5.2. Teste de Allium cepa

Os resultados do teste em células meristemáticas apicais de Allium cepa, conforme 

apresentado na Figura 10, expostas às diferentes concentrações dos extratos de Brosimum 
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gaudichaudii (inharé) e Caesalpinia ferrea (jucá) foram comparados com os resultados 

obtidos de raízes não expostas e cultivadas em água do saneamento público da cidade de 

Goiânia-GO, por um período de exposição de 24 horas.

Figura 10. Células meristemáticas de Allium cepa expostas às diferentes concentrações dos extratos de 
Brosimum gaudichaudii (inharé) e Caesalpinia ferrea (jucá). Em [A] metáfase normal. Em [B] anáfase normal. 
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A análise dos resultados revelou que os extratos não apresentaram potencial 

mutagênico e/ou citotóxico, segundo as condições testadas. Não foram encontradas diferenças

estatisticamente significativa para os parâmetros índice mitótico, frequência de micronúcleos 

e erros de migração cromossômica (metáfases e anáfases anormais) em células meristemáticas 

da raiz de A. cepa entre os testes e seus controles no presente estudo.

Ao analisar separadamente o índice mitótico 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 concentração de B. gaudichaudii, maior é a inibição 

da divisão das células meristemáticas radiculares, sobretudo para a concentração de 5g/L,

estatisticamente significativo (p=0,038), quando comparado com o índice mitótico do grupo 

de raízes não expostas aos extratos vegetais.

Para as concentrações do extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea, não foram 

observadas alterações estatisticamente significativas (p>0,05) para os parâmetros avaliados 

pelo teste A. cepa, quando comparadas com o grupo de células oriundas de raízes cultivadas 

em água da rede de saneamento público ou quando comparadas entre si.

A Figura 11 expressa a média dos índices mitóticos observados, após o tratamento de 

24h, pela exposição das raízes dos bulbos de A. cepa, nas diferentes concentrações do extrato

de B. gaudichaudii (inharé), enquanto que a Figura 12 para C. ferrea (jucá).
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Concentrações do extrato de Caesalpinia ferrea
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Figura 12. Média dos índices mitóticos observados após o tratamento às diferentes concentrações do extrato 
etanólico dos frutos do C. ferrea (jucá).  
Fonte: Acervo pessoal (2017).
  
                                                

Apesar dos resultados do teste de Allium cepa não indicarem mutagenicidade 

para as concentrações analisadas em ambos extratos, a citotoxicidade observada no estudo 

Figura 11. Média dos índices mitóticos observados após o tratamento às diferentes concentrações do extrato 
etanólico das cascas do B. gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Ín
di

ce
 M

it
ót

ic
o 

(%
)

Concentrações do extrato de Brosimum gaudichaudii



56

pode ter sido induzida pelos compostos químicos psoraleno e ao bergapteno constituintes do 

B. gaudichaudii. Estudos anteriores relataram que os extratos aquoso e metanólico de B. 

gaudichaudii (inharé) possuem efeitos mutagênicos devido a presença de psoraleno e de 

bergapteno nesta espécie medicinal (JACOMASSI, 2006).

Neste estudo, as concentrações testadas do extrato etanólico de Caesalpinia ferrea não 

demonstraram potencial citotóxico e/ou mutagênico, porém, ressalta-se que, Silva e 

colaboradores (2015) analisando o potencial citotóxico, genotóxico 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 (jucá) na concentração de 

1g/500mL, administradas em dois tempos de exposição de 24h e 48h, foi citotóxico para as 

células meristemáticas de Allium cepa. Segundo dados da literatura os frutos de Caesalpinia

ferrea (jucá) possuem potencial protetor frente as células de medula óssea de roedores 

tratadas com drogas mutagênicas (SOUZA et al. 2006).

Estudos investigativos têm evidenciado o potencial genotóxico de substâncias 

extraídas de plantas medicinais em organismos como roedores e plantas. O uso destas plantas 

tem sido vivenciado por várias gerações ao longo da história da humanidade. As plantas 

representam uma fonte de produtos naturais com princípios ativos que podem resultar em 

efeitos mutagênicos. O estudo toxigenético na análise de fitoconstituíntes é imprescindível 

para avaliação do seu potencial tóxico. Entre os testes de avaliação toxicológica destaca-se o

teste de Allium cepa (LUZ et al. 2012).

O sistema teste de Allium cepa tem sido considerado importante para detecção de 

genotoxicidade de fitoconstituíntes sendo solicitado para o estudo de efeitos de citotoxicidade 

de plantas medicinais. Atualmente, é comum relatos de vários autores a respeito dos efeitos 

dos chás e/ou infusões 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 avaliação do potencial mutagênico de plantas. O sistema teste de 

Allium cepa é fundamentado na avaliação de toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade de 

agentes químicos presentes no ambiente como solo, efluentes de rios e amostras residuais

(BAGATINE et al. 2007).

Portando, o teste em células meristemáticas radiculares de Allium cepa, além de ser um 

bom indicador para triagem de citotoxicidade, permite obter uma resposta precisa sobre o 

dano que um fitoconstituínte pode ocasionar na saúde da humanidade.
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5.3. Teste do micronúcleo em linfócitos T humanos

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

concentrações 0,039g/L, 0,078g/L e 0,156g/L de B. gaudichaudii (inharé) e C. ferrea (jucá),

respectivamente, em linfócitos T humanos binucleados.

Figura 13. Frequências de células binucleadas com micronúcleos observadas após o tratamento às diferentes 
concentrações do extrato etanólico das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Figura 14. Frequências de células binucleadas com micronúcleos observadas após o tratamento às diferentes 
concentrações do extratos etanólico dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucá).
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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O teste de micronúcleo realizado em linfócitos T humanos binucleados, expostos aos

extratos das cascas de B. gaudichaudii e dos frutos de C. ferrea, não evidenciou efeitos 

mutagênicos. As médias das frequências observadas de células binucleadas com micronúcleos

não foram estatisticamente diferentes (p=0,697 e p=0,512, para ambos extratos 

respectivamente) quando comparadas com as médias das frequências observadas no grupo 

células não expostas aos extratos vegetais.

Ressalta-se, que apesar dos resultados do teste do micronúcleo em linfócitos T 

humanos não terem revelado diferenças significativas nas concentrações avaliadas em ambos 

extratos e apesar do estudo não comprovar atividade mutagênica em Brosimum gaudichaudii

e Caesalpinia ferrea, existem relatos na literatura sobre efeitos mutagênicos dos extratos 

aquoso e metanólico de B. gaudichaudii devido a toxicidade das furanocumarinas presentes 

nas cascas de inharé (LOURENÇO, 2001). Estudos preliminares nos frutos de jucá 

demonstraram citotoxicidade nas células meristemáticas de Allium cepa (SILVA et al. 2015). 

Porém, o extrato aquoso de C. ferrea demonstrou-se eficaz no estímulo da mielopoiese frente 

à listeriose promovendo proteção contra dose letal de Listeria monocytogenes (FREITAS, 

2012).

Existem poucas informações disponíveis na literatura sobre o teste do micronúcleo em 

linfócitos T humanos para avaliar atividade mutagênica de infusos, extratos e decoctos de 

plantas medicinais. Por outro lado, corroborando com este estudo, Figueiredo (2012) também 

não evidenciou danos induzidos pela exposição em decocto de Cochlospermum regium

(Mart. et Schr) Pilger (Bixaceae).

Conforme Figueiredo (2012) o teste do micronúcleo em linfócitos T possuem vantagens 

pois trata-se de células humanas, de fácil obtenção e evitam a eutanásia de animais utilizados 

em outros ensaios mutagênicos. Portanto, o teste do micronúcleo realizado em linfócitos T é 

um ensaio imprescindível na avaliação da mutagenicidade.

5. 4. Teste do micronúcleo e anomalias nucleares em eritrócitos de Astyanax sp

Os resultados da avaliação do potencial mutagênico e citotóxico utilizando o teste do 

micronúcleo e as alterações nucleares em eritrócitos de Astyanax sp estão apresentados na

Figura 15, a qual evidencia as células sanguíneas de Astyanax sp expostos ao extrato dos 

frutos de Caesalpinia ferrea (jucá) e ao extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé) 

nas concentrações de 5mg/L, 10mg/L e 20mg/L, por um período de 96 horas.
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Figura 15. Células sanguíneas de Astyanax sp expostos ao extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucá) e 
extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé). Em [A] eritrócitos normais. Em [B] eritrócitos com 
micronúcleos (setas). Em [C] eritrócito binucleado. Em [D] eritrócito com anomalia nuclear tipo riniforme (seta). 
Em [E] eritrócito com anomalia nuclear tipo segmentado.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

As médias das frequências de micronúcleos observadas em eritrócitos de Astyanax sp 

expostos às diferentes concentrações do extrato de Brosimum gaudichaudii (inharé) e do 

Caesalpinia ferrea (jucá) estão apresentados nas Figuras 16 e 17, respectivamente, sendo que 

não foram estatisticamente diferentes (p=0,247 e p=0,773, respectivamente) das médias das 

frequências observadas nos animais não expostos.

Figura 16. Médias das frequências de micronúcleos observadas em eritrócitos de Astyanax sp após a exposição
às diferentes concentrações do extrato das cascas de Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).
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Figura 17. Médias das frequências de micronúcleos observadas em eritrócitos de Astyanax sp após a exposição
às diferentes concentrações do extrato dos frutos de Caesalpinia ferrea (jucá).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Conforme observações de Jacomassi (2006), Cumarinas, presentes nas cascas de B. 

gaudichaudii (inharé) podem promover danos mutagênicos. Adicionalmente, a citotoxicidade 

do extrato aquoso das vagens de C. ferrea (jucá) foi comprovada em células meristemáticas 

radiculares de Allium cepa por Silva e colaboradores (2015).

Segundo figueiredo (2012), compostos químicos constituintes de C. regium, entre eles 

os flavonóides e taninos, que também estão presentes em soluções extrativas de B. 

gaudichaudii e C. ferrea foram identificados como carcinogênicos e mutagênicos, ressaltando 

ainda que a participação efetiva desses composto fenólicos (flavonóides e taninos) na indução 

de mutação.

O teste do micronúcleo em peixes tem sido um dos ensaios preferenciais para avaliar o 

dano genético nos organismos, por ser capaz de detectar a ação de agentes genotóxicos que 

lesionam o material genético. As alterações mutagênicas provindas da quebra de 

cromossomos ou de aneuploidias levam a formação de micronúcleos nas células dos 

indivíduos expostos. Portanto, o teste do micronúcleo detecta lesões cromossômica e 

disfunções no fuso mitótico, além de ser uma ferramenta simples e precisa para a estimativa 

de efeitos mutagênicos de compostos químicos (RIBEIRO et al. 2003).

Atualmente, é comum aplicabilidade do teste do micronúcleo em peixes para avaliação 

de mutagenicidade de fitoconstituintes. Os peixes são considerados bons indicadores para a 
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detecção de contaminação e de efeitos genotóxicos de poluentes dos recursos hídricos por 

composto químicos, pois possuem características fundamentais para o estudo da toxicologia 

aquática (BÜCKER, 2006). Segundo dados da literatura, estudos têm demostrados que 

diferentes espécies de peixes possuem sensibilidade quando expostos aos compostos

genotóxicos e/ou quando presentes em ambientes antropizados, apresentando uma frequência

aumentada de micronúcleos em seus eritrócitos (MARTINS; PAZ; BRENTANO, 2010).

Para avaliar danos genéticos, o teste do micronúcleo em eritrócitos de peixes, têm se 

mostrado confiável, sensível e de fácil aplicação. Os peixes são bioconcentradores e são 

capazes de responder ao agente mutagênico em concentrações relativamente baixas, essas 

características tornam os peixes importantes organismos bioindicadores de qualidade 

ambiental, pois respondem aos efeitos adversos de xenobiontes de forma precisa (SILVA, 

NEPOMUCENO, 2010).

Na avaliação das alterações nucleares em eritrócitos (AENs) foram analisadas 18000 

células, sendo que para cada uma das concentrações dos extratos vegetais, foram avaliadas

6000 eritrócitos, inclusive para o grupo de animais não expostos (controle negativo),

totalizando 42000 células analisadas. As médias das frequências das AENs estão expressas

nas Figuras 18 e 19, expressando as médias das frequências de eritrócitos com micronúcleos, 

eritrócitos binucleados, reniformes, segmentados e lobulados, observados em Astyanax sp, de 

acordo com as diferentes concentrações dos extratos padronizados de B. gaudichaudii (inharé) 

e C. ferrea (jucá), respectivamente.

Figura 18. Resultados e médias das frequências de células com micronúcleos e alterações nucleares em 
eritrócitos de Astyanax sp observadas após a exposição às diferentes concentrações do extrato das cascas de 
Brosimum gaudichaudii (inharé).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Concentrações de B. gaudichaudii
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Figura 19. Resultados e médias das frequências de células com micronúcleos e alterações nucleares em 
eritrócitos de Astyanax sp observadas após a exposição às diferentes concentrações do extrato dos frutos de 
Caesalpinia ferrea (jucá).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Neste estudo, não foi observada diferença entre as médias das alterações nucleares para 

os tratamentos de 5mg/L, 10mg/L e 20 mg/L, em relação seu controle ou quando comparadas 

entre si para ambos os extratos. No entanto, quando comparado as médias de micronúcleos

somado com as médias das outras alterações nucleares, na concentração de 20mg/L de ambos 

extratos vegetais foi observada diferença significativa ( ) quando comparadas com as 

médias dos controles negativos. A análise de regressão linear simples também mostrou 

diferença significativa para a mesma concentração (20mg/L) de ambos extratos (p=0,049),

mas, não apontou diferença estatística para as demais concentrações.

Dessa forma, quanto maior a concentração dos extratos de B. gaudichaudii (inharé) e C.

ferrea (jucá) administradas, maior foi o aumento nas médias das alterações nucleares totais 

observadas em eritrócitos da espécie Astyanax sp.

O aumento nas alterações nucleares totais pode estar associado com a presença dos 

metabólitos secundários presentes nas plantas medicinais e que em concentrações maiores 

destes extratos podem induzir mutagenicidade nas células expostas. De acordo com a 

literatura, é necessário que haja estudos tecnológicos, químicos e biológicos em 

fitoconstituintes afim de reduzir efeitos adversos destes produtos à saúde humana (SÓLON, 

2009).

5.5. Ensaio Cometa em Astyanax sp

Concentrações de C. ferrea

0,0
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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 parâmetros considerados na análise do potencial 

genotóxico utilizando o ensaio cometa, conforme descrito na literatura (OLIVEIRA, 2014).

A Figura 20 apresenta a imagem de núcleos de células sanguíneas de Astyanax sp

expostos às diferentes concentrações dos extratos padronizados de B. gaudichaudii (inharé) e 

C. ferrea (jucá), exibindo danos genotóxicos observados no Ensaio cometa.

Figura 20. Núcleos de células sanguíneas de Astyanax sp expostos às diferentes concentrações de B. 

gaudichaudii (inharé) e C. ferrea (jucá). Em [A] núcleo sem danos genômicos. Em [B] núcleo exibindo danos
genômicos moderados. Em [C] diversos núcleos exibindo danos genômicos intensos.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Na avaliação da genotoxicidade, para cada concentração (5mg/L, 10mg/L e 20 mg/L), 

3 peixes (Astyanax sp), em duplicata, totalizando 36 animais expostos às diferentes 

concentrações de ambas soluções extrativas vegetais, separadamente. Os resultados obtidos a 

partir das amostras de sangue extraídas dos animais expostos foram comparados com os 

resultados oriundos de 3 animais, em duplicata, não expostos (controle negativo).

Os resultados obtidos na avaliação da genotoxicidade de peixes expostos aos extratos

padronizados de B. gaudichaudii (inharé) estão 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 padrões dos parâmetros analisados pelo ensaio cometa para avaliação da 
genotoxicidade em sangue Astyanax sp expostos às diferentes concentrações de B. gaudichaudii (inharé).

Grupos analisados Comprimento da cauda
Porcentagem de DNA na 

cauda
Momento da cauda de 

Olive

Controle Negativo 3,17 ± 0,49 6,18 ± 1,38 0,33 ± 0,15

5 mg/L 2,65 ± 0,62 5,22 ± 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; Análise de variância: Kruskal-Wallis –comparações pelo método de Dunn.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

A Tabela 06 ilustra os resultados da genotoxicidade observada para os parâmetros 

comprimento de cauda do cometa (para todas as concentrações avaliadas) e momento da 

cauda de Olive (apenas para a concentração de 20mg/L) em amostras de sangue obtidas a 

partir de animais expostos ao extrato de C. ferrea (jucá), evidenciando diferenças 

significativas ( quando comparados com os resultados observados no sangue de 

animais não expostos (controle negativo).

Tabela 6. Médias e desvios padrões dos parâmetros analisados pelo ensaio cometa para avaliação da 
genotoxicidade em sangue Astyanax sp expostos às diferentes concentrações de C. ferrea (jucá).

Grupos analisados Comprimento da cauda
Porcentagem de DNA na 

cauda
Momento da cauda de 

Olive

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; Análise de variância: Kruskal-Wallis –comparações pelo método de Dunn.
# Diferença significativa ( ) quando comparados com o controle negativo.
Fonte: Acervo pessoal (2017).

O ensaio cometa tem sido amplamente usado para se avaliar os danos genômicos 

induzidos pela exposição às substâncias potencialmente genotóxicas. Trata-se de um teste 

sensível e rápido, constituindo uma excelente ferramenta para os estudos de genética 

toxicológica, medicina diagnóstica e terapêutica, biomonitoramento da exposição ambiental e 

também como um dentre os diversos testes realizados nas indústrias farmacêuticas para 

investigar novas drogas. O ensaio cometa permite detectar se uma substância causa quebras

nas fitas simples e/ou duplas de DNA, crosslinks, analisar o sistema de reparo em lesões 

álcali-lábeis (BÜCKER, 2006; OLIVEIRA, 2012).
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A Figura 21 destaca os resultados da exposição dos animais às diferentes 

concentrações do extrato de C. ferrea (jucá), evidenciando o parâmetro comprimento da 

cauda do cometa.

 

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

A Figura 22 destaca os resultados da exposição dos animais às diferentes 

concentrações do extrato de C. ferrea (jucá), evidenciando o parâmetro momento da cauda de 

Olive. Para esse parâmetro houve diferença estatística apenas para a concentração de 20mg/L 

( ).
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Figura 22. Resultado do Ensaio Cometa para o parâmetro momento da cauda de Olive em células do sangue de 
Astyanax sp expostos in vivo às diferentes concentrações do extrato de C. ferrea (jucá).
Fonte: Acervo pessoal (2017).

Diferentes parâmetros de análise do ensaio cometa podem ser utilizados para se avaliar 

o dano no DNA. Neste estudo foram utilizados os parâmetros comprimento de cauda, 

porcentagem de DNA na cauda e momento da cauda de Olive. O comprimento da cauda é um 

dos parâmetros que indicam que determinada substância em análise induziu danos ao DNA, 

visto que há migração dos fragmentos do DNA lesionado, os quais se apresentam dispersos ao 

longo da cauda formada, evidenciando assim, um aspecto de cometa à célula (REIS, 2014; 

SCALON et al, 2010).

Apesar das concentrações do extrato de B. gaudichaudii não terem induzido atividades 

genotóxicas evidenciadas pelo ensaio cometa nos eritrócitos de Astyanax sp, vale ressaltar que 

em período prolongado de exposição aos agentes com potencial genotóxicos, os danos no 

DNA podem ter sido reparados. Os danos causados ao DNA são utilizados como 

biomarcadores para estudos de efeitos de agentes com potencial tóxico (REIS, 2014). Os 

biomarcadores de genotoxicidade em peixes têm sido amplamente utilizados e são 
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considerados com parâmetros valiosos para determinação do risco ambiental (SCALON et al, 

2010). 

Conforme Bücker et al. (2006); Monteiro e colaboradores (2011), o ensaio cometa tem 

sido amplamente utilizado no biomonitoramento de ecossistemas aquáticos e como 

ferramenta para avaliar a indução de danos e reparo no DNA causados por substâncias 

químicas provindas de fitoconstituíntes, ambientes industriais, domésticos, áreas 

agricultáveis. Por ser uma técnica simples, sensível, rápida, pode ser usada em tecidos de

qualquer eucarioto.

Segundo Scherer e colaboradores (2013), o ensaio cometa é uma importante ferramenta 

na detecção de genotoxicidade devido a capacidade de identificar lesões pré-mutagênicas.

Este ensaio tem sido utilizado com frequência na genética toxicológica, ecotoxicológica,

medicina ocupacional, dosimetria biológica entre outras aplicações (LEITE, ZANDONATO, 

FLUMINHAM, 2013).

De acordo com Oliveira (2012), extratos vegetais podem induz à apoptose de células 

HeLa com subsequente acumulação 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 à fragmentação do DNA (evento tardio da 

apoptose).

Logo, a genotoxicidade observada pelo ensaio cometa em células sanguíneas de peixes 

Astyanax sp expostos às diferentes concentrações do extrato de C. ferrea (jucá) se deva a

ativação das caspases. Consequentemente, a ativação das caspases leva à fragmentação do 

DNA, expressa no aumento das médias do comprimento de cauda dos cometas, quando 

comparado ao controle negativo.

O uso de plantas medicinais têm contribuído para a saúde humana e animal em escala 

mundial, o que justifica a frequência de estudos para avaliar a sua segurança e eficácia de 

fitoconstituíntes. Os testes sensíveis à curto prazo que detectam danos genéticos como Allium 

cepa, teste do micronúcleo, ensaio cometa e o ensaio de Ames, têm fornecido informações 

importantes para avaliação de toxicidade e mutagenicidade (WYREPKOWSKI, 2014).

Neste estudo o ensaio cometa detectou danos genotóxicos nos eritrócitos dos animais 

tratados com as diferentes concentrações dos extratos de C. ferrea (jucá), pelo parâmetro 

comprimento da cauda do cometa e momento da cauda de Olive (apenas para a concentração 

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 são fundamentais para produção do Viticromin®,

medicamento muito utilizado para o tratamento do vitiligo (LEÃO et al. 2005).

A concordância parcial dos resultados aqui apresentados não foram relacionados devido 

a presença de variáveis observadas, desde a diferenças entre as concentrações administradas, 

período de exposição, diferenças entre os organismos-teste e sensibilidade dos ensaios 

utilizados. 
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6. CONCLUSÃO 

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

Foi possível a obtenção dos extratos etanólicos padronizados de Caesalpinia ferrea

e Brosimum gaudichaudii, os quais apresentaram em prospecção fitoquímica 

qualitativa, a identificação de metabólitos secundários, semelhantes aos relatos 

publicados na literatura.

O potencial citotóxico e/ou mutagênico dos extratos vegetais por meio da análise 

do índice mitóticos e alterações na migração cromossômica não foram observados  

em células meristemáticas radiculares apicais de Allium cepa, nas condições 

testadas para as concentrações de 1,25g/L, 2,5g/L, 3,7g/L e 5g/L, de C. ferrea e B.

gaudichaudii, no entanto, a concentração 5g/L de extrato de B. gaudichaudii, foi 

significativa. O aumento da concentração de extrato de B. gaudichaudii (inharé) 

inibem a proliferação celular, demonstrando a relação concentração-dependente e a 

susceptibilidade para atividades genotóxicas.

As diferentes concentrações dos extratos de B. gaudichaudii e C. ferrea avaliados

não induziram erros de migrações cromossômicas em células meristemáticas do

ápice radicular de Allium cepa.

O teste do micronúcleo em linfócitos T humanos não identificou atividade 

mutagênica para as diferentes concentrações avaliadas dos extratos de B. 

gaudichaudii e C. ferrea.

O teste do micronúcleo em eritrócitos de Astyanax sp não identificou potencial 

genotóxico nas diferentes concentrações de ambos extratos avaliados. Em relação 

as alterações nucleares nos eritrócitos de animais expostos, não foi identificada 

ação citotóxica que pudesse ser revelada pelo ensaio.

No entanto, quando se considera as médias das alterações nucleares totais 

(eritrócitos com micronúcleos e as outras alterações nucleares, para a concentração 

de 20mg/L do extrato B. gaudichaudii) verificou-se que foram maiores que as 

médias das alterações nucleares totais observadas em eritrócitos da espécie 

Astyanax sp não expostos, evidenciando ação mutagênica e citotóxica para doses 

elevadas.
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O ensaio cometa identificou potencial genotóxico do extrato C. ferrea em 

eritrócitos de Astyanax sp nas concentrações avaliadas, considerando o parâmetro           

comprimento da cauda do cometa e momento da cauda de Olive (apenas para a 

concentração de 20mg/L). Neste estudo o ensaio cometa não detectou danos 

genotóxicos nos eritrócitos dos animais tratados com as diferentes concentrações 

dos extratos de B. gaudichaudii (inharé).

Portanto, é necessário ampliar os estudos para um melhor entendimento sobre

atividades genotóxicas e mutagênicas de plantas medicinais em especial Brosimum 

gaudichaudii e Caesalpinia ferrea sobre a saúde animal e humana. A realização de 

metodologias voltadas à investigação toxicológica de compostos químicos dessas 

plantas é de caráter essencial para o estabelecimento de doses seguras de consumo.

Nesse sentido, espera-se que o presente estudo possa contribuir para reforçar a 

necessidade de políticas que visem pesquisas no âmbito científico que elucidem de 

forma precisa sobre as atividades genotóxicas e mutagênicas em fitoconstituintes.
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8. ANEXOS
8.1. Anexo A – Aprovação do Comitê de Ética para Astyanax sp 
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