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RESUMO

Mimosa tenuiflora, popularmente conhecida como jurema-preta, é bastante utilizada
na medicina popular do semiarido nordestino. Apresenta efeitos farmacoldgicos
comprovados, como acao antiinflamatéria, analgésica e antisséptica. Além disso, é
explorada pelo potencial forrageiro, servindo de alimento para caprinos, bovinos e
ovinos. Considerando a associacao de malformagdes congénitas em animais ao uso
deste vegetal e que seus efeitos adversos ainda nao foram estudados, este trabalho
avaliou 0 potencial toxico/antitoxico, citotoxico/anticitotoxico,
genotoxico/antigenotdxico e mutagénico/antimutagénico de cinco concentracdes do
extrato aquoso foliar de M. tenuiflora mediante a utilizacdo do sistema-teste Allium
cepa L. Para isso, folhas de M. tenuiflora foram coletadas, secas e maceradas para
a obtencdo de extrato aquoso. Posteriormente, o numero de 1080 sementes de A.
cepa cv. “Vale Ouro” IPA-11 foram germinadas em placas de Petri (120
sementes/tratamento), sendo submetidas a diferentes concentracdes do extrato
aquoso (2,5 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL), ao controle
negativo (dgua ultrapura) e aos controles positivos [MMS (metilmetano-sulfonato
4x10™* Mv) e ao herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio ativo), drogas de acgéo
clastogénica e aneugénica, respectivamente] por 72h. Apds esse periodo, vinte
raizes germinadas foram coletadas, medidas, fixadas em Carnoy e utilizadas na
preparacao das laminas por esmagamento seguindo o método de Feulgen para o
ensaio de genotoxicidade. As raizes restantes foram transferidas para o MMS (4x10°
* Mv) por 24 h, com o intuito de avaliar a acdo antigenotéxica do extrato, seguindo o
mesmo procedimento do ensaio de genotoxicidade. Foram analisadas 5000
células/tratamento e os resultados comparados ao controle negativo utilizando teste
de Kruskal-Wallis ou Tukey (p<0,05). A diminui¢do dos indices de Germinag&o (IGs)
e das Variacdes do Comprimento Médio das Raizes (VCMRSs) notada em todas as
concentracbes do extrato testadas, com excec¢ao de EA 0,25 mg/mL, sugere agao
toxica para o extrato. Em relacdo ao indice Mitdtico (IM), indice de Alteracdes
Cromossomicas (IAC) e Indice de Mutagenicidade (IMut), ndo foram visualizadas
acles citogenotoxica e mutagénica para o extrato avaliado, embora o IAC e IMut
tenham sido maiores que o controle negativo. Nos ensaios de antigenotoxicidade, o
extrato em estudo mostrou-se antitéxico e anticitotéxico para todas as concentracées
testadas. Por sua vez, apenas a concentracdo EA 0,5 mg/mL apresentou-se
antimutagénica. Tais acdes toxica, antitdxica e anticitotdxica do extrato aquoso de M.
tenuiflora podem estar relacionadas aos fitoconstituintes presentes nas folhas dessa
espécie, a exemplo de taninos e compostos fendlicos, os quais ja foram relatados a
propriedades toxicas em extratos vegetais.

Palavras-chave: Jurema-preta. Extrato aquoso foliar. Ensaios de genotoxicidade.

Ensaios de antigenotoxicidade



ABSTRACT

Mimosa tenuiflora, popularly known as jurema-preta, is widely used in folk medicine
of the northeastern semi-arid region. It has proven pharmacological effects, such as
anti-inflammatory, analgesic and antiseptic action. Furthermore, it is exploited by
forage potential, serving as food for goats, cattle and sheep. Considering the
association of congenital malformations in animals with the use of this plant and that
its adverse effects has not been studied, this work evaluated the toxic/antitoxic,
cytotoxic/anticitotoxic,  genotoxic/antigenotoxic ~and  mutagenic/antimutagenic
potential of five concentrations of the aqueous leaf extract of M. tenuiflora through
the use of the test system Allium cepa L. For this, M. tenuiflora leaves were collected,
dried and macerated to obtain agqueous extract. Subsequently, the number of 1080
seeds of A. cepa cv. “Golden Valley” IPA- 11 were germinated in Petri dishes (120
seeds/treatment), being submitted to different concentrations of the aqueous extract
(2,5 mg/mL, 1,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL and 0,25 mg/mL), to the negative
control (ultrapure water), and positive controls [MMS (methyl methanesulfonate 4x10-
4 Mv) and the Trifluralin herbicide (0.84 ppm of active principle), drugs of clastogenic
and aneugenic action, respectively] for 72h. After this period, twenty germinated roots
were collected, measured, fixed in Carnoy and used in the preparation of the slides
by squeezing following the Feulgen method for the genotoxicity test. The remaining
roots were transferred to the MMS (4x10-4 Mv) for 24 h, with the aim of evaluate the
antigenotoxic action of the extract, following the same procedure of the genotoxicity
assay. Were analyzed 5000 cells/treatment and the results compared to CN by using
Kruskal-Wallis or Tukey's test (p <0.05). The decrease in germination index (Gl) and
root mean length variation (VCMRS) observed at all concentrations of the extract,
with the exception of EA 0.25 mg / mL, suggests a toxic effect of the extract. In
relation to the Mitotic Index (IM), Chromosomal Alteration Index (IAC) and
Mutagenicity Index (IMut), cytogenotoxicity and mutagenic actions were not
visualized for the extract evaluated, although IAC and IMut have been higher than
CN. In the antigenotoxicity assays, the extract under study was antitoxic and
anticitotoxic for all concentrations tested. In turn, only the concentration EA 0.5 mg /
mL was antimutagenic. Such toxic, antitoxic and anticitotoxic actions of the aqueous
extract of M. tenuiflora may be related to the phytoconstituents present in the leaves
of this species, such as tannins and phenolic compounds, which have already been
reported to toxic properties in plant extracts.

Keywords: Jurema-preta. Aqueous leaf extract. Genotoxicity assays.
Antigenotoxicity assays.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como fonte alternativa para o tratamento de doencas,
denominada de fitoterapia, € uma pratica bastante antiga decorrente do proprio
conhecimento popular, da dificuldade de acesso das comunidades rurais as zonas
urbanas, bem como ao alto custo dos medicamentos industrializados, que por vezes,
inviabiliza a sua comercializacdo (GUPTA; BLEAKLEY; GUPTA, 2008).

Esta exploracdo € devido ao fato que os vegetais apresentam uma elevada
quantidade de substancias quimicas em sua constituicdo com potencial farmacolégico,
quando comparado aos produtos sintéticos, ressaltando a importancia de estudos
investigativos sobre suas propriedades medicinais (NOVAIS et al., 2003).

Apesar dos efeitos toxicos de alguns fitoconstituintes ja terem sido relatados, é
comum o uso indiscriminado pela populacdo, que afirma que as plantas ndo séao
prejudiciais a saude. No entanto, sabe-se que plantas medicinais e seus produtos
podem possuir propriedades toxicas, uma vez que a presenca de um ou mais
metabdlitos secundarios pode levar a interacdes sinérgicas, antagdnicas ou influenciar
na absorcdo de um dado composto, propiciando efeitos toxicos, citotdxicos, genotoxicos,
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos (PAWLOWSKI et al., 2012; PING et al.,
2012; RAY et al., 2013).

A Caatinga é considerada o Unico bioma exclusivamente brasileiro, apresentando
uma grande biodiversidade, ressaltando o seu potencial biotecnoldgico e bioprospectivo
(LEAL; TABARELI; SILVA, 2003). Em contrapartida, os estudos cientificos, quanto as
propriedades quimicas dos seus vegetais, ainda é muito escasso. Dentre as espécies
vegetais do bioma Caatinga, pode-se destacar Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret,
conhecida popularmente como jurema-preta. Essa espécie é utilizada para diversos fins
pela populagédo, a exemplo de madeira, carvdo e procedimentos terapéuticos,
apresentando caracteristicas antiinflamatérias, analgésicas, antissépticas, além de ser
indicada no tratamento de lesdes cutaneas e queimaduras (OLIVEIRA, 2011).
Adicionalmente, a jurema-preta apresenta potencial forrageiro e € apreciada como
alimento por caprinos, bovinos e ovinos, principalmente na estacao seca quando néo ha

pastagens para sua alimentacéo.
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Apesar dessa espécie ser bastante utilizada no forrageio de animais, a mesma
tem sido associada com malformacfes em caprinos, bovinos e ovinos no semiarido
nordestino. Estudos realizados com caprinos constataram que a partir da ingestao de
folnas de jurema-preta, cabras geraram fetos com malformacdes (PIMENTEL et al.,
2007).

Tal fato gera preocupacdo sobre os efeitos a salude ambiental e humana,
evidenciando a necessidade da utilizacdo de testes de genotoxicidade e mutagenicidade
in vitro ou in vivo. Assim, 0s bioensaios genéticos tem sido bastante utilizados, a fim de
avaliar o potencial toxico, citogenotdxico e mutagénico de fitoconstituintes presentes em
extratos de plantas (MALINI et al., 2010), destacando o uso do sistema-teste Allium cepa
L. (bioensaio in vivo), o qual avalia a toxicidade de determinada substancia mediante
avaliacdo do crescimento radicular e dos danos causados ao DNA, observando-se a
presenca de alteragbes cromossOmicas, micronucleos e distirbios no ciclo mitético
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). De acordo com alguns autores, A. cepa apresenta
boa correlacdo e alta sensibilidade quando comparado a outros sistemas-teste,
principalmente com o de mamiferos, notando-se uma correlacdo de 82% em relacédo ao
teste de carcinogenicidade em roedores. Além disso, este bioensaio tem praticamente a
mesma sensibilidade do sistema-teste de algas e linfécitos humanos (FISKESJO, 1985).

Diante do exposto, sabendo da ampla utilizacdo de jurema-preta no semiarido
nordestino, o0 presente trabalho investigou 0 potencial toxico/antitoxico,
citotdxico/anticitotdxico, genotoxico/antigenotoxico e mutagénico/antimutagénico do
extrato aquoso de M. tenuiflora, visto que as substancias presentes na planta podem

apresentar efeitos danosos a animais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v' Avaliar o potencial téxico, citogenotéxico e mutagénico do extrato aquoso
foliar da espécie Mimosa tenuiflora, bem como seu efeito protetor em ensaios de
antitoxicidade, anticitogenotoxicidade e antimutagenicidade utilizando o sistema-teste

Allium cepa L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Estimar o nivel de toxicidade e antitoxicidade de diferentes concentracbes
do extrato aquoso de M. tenuiflora a partir do indice de germinacgéo (IG) e da variacdo do
comprimento médio das raizes (VCMR) de A. cepa;

v' Testar o efeito citogenotdxico, mutagénico, anticitogenotéxico e
antimutagénico de diferentes concentracdes do extrato aquoso de M. tenuiflora mediante
o indice mitético (IM) e indice de alteracbes cromossdémicas (IAC) em células
meristematicas de raizes de A. cepa;

v Identificar possiveis anomalias celulares (alteracdes cromossdmicas ou
micronucleos), a fim de inferir sobre uma possivel acdo clastogénica e/ou aneugénica do
extrato aquoso de M. tenuiflora;

v' Discutir os ensaios de genotoxicidade e antigenotoxicidade como

parametros importantes em testes terapéuticos de extratos vegetais.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 A UTILIZACAO DOS VEGETAIS PELA SOCIEDADE PARA FINS
TERAPEUTICOS

O uso das plantas pelos seres humanos é observado desde os primordios da sua
existéncia, tendo em vista a sua utilizacdo para o proprio beneficio (GIRALDI;
HANAZAKI, 2010). Esse uso dos recursos vegetais compreende a potencialidade
alimentar, finalidades medicinais (BALICK; COX, 1997), cosmeética (SOUZA et al., 2007),
construgéo de casas, lenha (BORGES; PEIXOTO, 2009) e forrageio de animais.

Ha muito tempo, as plantas sdo usadas como medicamentos. Civilizacdes antigas
ja apresentavam o habito de utilizar produtos de origem vegetal para solucionar os
problemas de saude, bem como em praticas religiosas de cura (SOUZA-MOREIRA;
SALGADO; PIETRO, 2010), a exemplo dos povos indigenas no Brasil. Em contrapartida,
medicamentos sintéticos foram tomando espaco na sociedade, principalmente pelo
mercado dos paises desenvolvidos, através da divulgacdo de cura rapida e completa.
Outrossim, a medicina tradicional ainda é bastante utilizada. De acordo com
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacdo da
preferéncia ao uso de plantas medicinais como tratamento terapéutico devido a
incorporacdo de habitos saudaveis pela populacdo (TOMAZZONI; BONATO
NEGRELLE; CENTA, 2006).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de muitas doencas esta associado
a medicina popular de diferentes partes do mundo (ARAUJO; LEON, 2001). As
populacbes humanas conhecem e utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no
tratamento de diversas enfermidades. Apesar do longo tempo que se conhece o
potencial curativo das plantas, apenas recentemente estas se tornaram objeto de estudo
cientifico no que concerne as suas variadas propriedades medicinais. E estimado que
das 250 a 500.000 espécies de plantas superiores existentes no planeta, apenas 1%
tem sido estudadas pelo seu potencial farmacolégico (MELENDEZ; CAPRILES, 2006).
De acordo com a OMS, cerca de 60-80% da populacdo mundial nos paises em
desenvolvimento, devido a pobreza e falta de acesso a medicina tradicional, dependem
essencialmente de plantas para cuidar de sua saude. Entretanto, mesmo a diversidade
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genética vegetal mundial sendo bastante expressiva, poucas espécies (15 a 17%) tém
sido cientificamente estudadas para a avaliacdo de suas qualidades, seguranca e
eficacia (SOARES et al., 2006).

As plantas sdo capazes de produzir compostos secundarios e substancias
potencialmente toxicas para sua defesa contra virus, bactérias, fungos e animais
predadores. No entanto, ensaios farmacolégicos e experimentais para determinar a
toxicidade dessas substancias presentes nos vegetais sdo fundamentais para assegurar
a sua utilizacdo minimizando os riscos a saude humana e animal (BEZERRA, 2008).

No Brasil, pesquisas demonstram que mais de 90% da populacéo ja fez uso de
alguma planta medicinal (ABIFISA, 2017). A riqueza da diversidade vegetal brasileira
contribuiu para que a utilizacdo das plantas medicinais fosse considerada uma area
estratégica para o pais. Entretanto, esse uso é preocupante, visto que a maior parte da
populacdo faz uso desses recursos de maneira indiscriminada. Embora plantas
medicinais ndo apresentem risco aparente, por se tratar de algo natural, seus efeitos
podem ser bastante prejudiciais a saude, a considerar as incipientes pesquisas e
estudos sobre propriedades quimicas, dosagens e efeitos de plantas medicinais (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

3.2 A CAATINGA E SEU POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

A Caatinga representa uma das maiores e mais distintas regibes brasileiras,
abrangendo uma area de aproximadamente 844.453 Km?, compreendendo os estados
do Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe e o norte de Minas Gerais (MMA, 2016). Sua extensao corresponde a
11% do territorio brasileiro e 54% do Nordeste (AMANCIO ALVES; ARAUJO; SANTOS
DO NASCIMENTO, 2009).

Sua vegetacdo € caracterizada por florestas arbdreas e arbustivas, formada
principalmente por arvores de pequeno porte, apresentando espinhos, microfilia e
algumas carateristicas xerdfilas na maioria das espécies, o que pode ser explicado pelos
fatores climaticos, topogréficos, edéaficos e a propria acdo humana (AMANCIO ALVES;
ARAUJO; SANTOS DO NASCIMENTO, 2009; LEAL; TABARELLI; SILVA, 2003).
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Considerado como o Unico ecossistema exclusivamente brasileiro, esta regido
apresenta uma grande biodiversidade, sendo caracterizada pelo seu alto grau de
endemismo floristico e particularidade dos diferentes tipos de vegetacdo (LEAL;
TABARELLI; SILVA, 2003). Ressalta-se que 380 espécies, dentre as 932 registradas,
sdo endémicas (FRANCA-ROCHA et al., 2007) e, dentre estas, a maioria pertence a
familia Fabaceae (GIULIETTI et al., 2004).

Entretanto, a Caatinga vem sendo altamente ameacada devido a poucas areas de
conservacdo, a escassez de estudos etnobotanicos na regido e uma intensa
deterioragdo ambiental provocada pelo homem, a qual vem contribuindo para o processo
de desertificacdo, bem como para o desaparecimento de muitas espécies endémicas
(LEAL; TABARELLI; SILVA, 2003).

O numero de pesquisas etnobotanicas e farmacologicas voltadas as espécies
vegetais ocorrentes na Caatinga ainda é escasso; entretanto, essa situacdo esta
evoluindo com a credibilidade cientifica frente aos costumes populares validando ou ndo
0 uso dos recursos naturais como fonte terapéutica (TOMAZZONI; BONATO
NEGRELLE; CENTA, 2006). A maioria dos estudos tem focado na listagem de plantas e
em indicacfes de uso na medicina popular, & exemplo da parte da planta a ser utilizada,
modo de preparo e dosagem (ALMEIDA et al., 2006).

Este ecossistema apresenta um grande potencial biotecnolégico a ser explorado
para uso sustentavel e bioprospeccdo (ARAUJO; ALBUQUERQUE; CASTRO, 2007;
MMA, 2016). Varios autores tém descrito a rica flora desta regido como tendo grande
potencial fitoquimico e medicinal (AGRA et al.,, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007;
ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012), sendo amplamente utilizada na medicina
popular e na fabricacdo comercial de produtos fitoterapicos (ALBUQUERQUE et al.,
2007). Dentre os vegetais, podemos destacar espécies que apresentam fins medicinais,
a exemplo da aroeira [Myracrodruon urundeuva (Allemao) (Anacardiaceae)], o cumaru
[Amburana cearensis (Allem&o) A. C. Sm. (Fabaceae)], mulungu [Erythrina velutina
Willd. (Fabaceae)] e a jurema preta [Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret (Fabaceae)
(ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012).

Alem do potencial medicinal, a Caatinga apresenta uma elevada quantidade de
espécies vegetais com potencial forrageiro para os rebanhos, o que favorece a obtencao
de grande parte da alimentacdo desses animais, através dos recursos disponiveis no

préoprio ecossistema. Cerca de 70% de espécies lenhosas da Caatinga compdem a dieta
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de animais, como caprinos, bovinos e ovinos (ARAUJO FILHO; CARVALHO, 1998),
destacando a espécie M. tenuiflora.

3.3  Mimosa tenuiflora (WILLD.) POIR

A espécie Mimosa tenuiflora, popularmente conhecida como jurema preta,
calumbi ou jurema, pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae. No
Brasil, apresenta-se distribuida na regido Nordeste, compreendendo os estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e
Sergipe, bem como na regido Sudeste, estando restrita ao estado de Minas Gerais
(FLORA DO BRASIL, 2017). Nota-se que esta espécie encontra-se disseminada nas
vastas areas antropizadas do bioma Caatinga.

Esse taxon apresenta habito arbustivo, arbéreo ou subarbustivo. E uma planta
espinhenta, que alcanca 4 a 6 m de altura; o tronco € moderadamente inclinado, de 20 a
30 cm de diametro, coberto por casca grosseira. As folhas sdo compostas bipinadas,
com 15 a 33 pares de foliolos. Suas inflorescéncias subterminais sdo em espigas
isoladas ou geminadas de 4 a 8 cm de comprimento e suas flores apresentam coloracao
esbranquicada (Figura 1). Os frutos sédo do tipo vagem lentamente deiscente, de 2,5 a
5,0 mm de comprimento, contem de quatro a seis sementes e florescem por um periodo
relativamente longo no ano, compreendendo os meses de setembro a janeiro
(LORENZI, 2002).

A jurema-preta apresenta diversas finalidades. E utilizada na producdo de
madeiras, lenhas e carvéo, além da sua importancia ecologica, sendo considerada uma
planta com potencial para ser utilizada para recuperacdo de areas degradadas
(FRANCO et al., 1995), no tratamento de infeccbes (HEINRICH et al., 1992), lesdes
cutaneas, queimaduras e atividade antimicrobiana (BEZERRA et al., 2009).

Em seu habitat natural, a jurema-preta tem sido explorada para producédo de
estacas e lenha, além de que, os caprinos, ovinos e bovinos tem nessa planta, verde ou
fenada, um importante componente de suas dietas, especialmente pastejando as
rebrotas mais jovens no inicio das chuvas, bem como as folhas e vagens secas durante

o periodo de estiagem (PEREIRA FILHO, 2005). Entretanto, imputa-se a jurema-preta
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malformacéo fetal em caprinos, ovinos e bovinos (encurtamento, torgéo e/ou flexdo dos
membros toracicos, genericamente artrogripose) (NOBREGA et al, 2005),
principalmente em cabras que ingeriram este vegetal como Unica forragem verde
durante toda a gestacdo (PIMENTEL et al., 2007). Devido a sua importancia como
forrageira no semiarido nordestino, estudos sobre a Mimosa tenuiflora tém sido mais
direcionados para seu valor nutricional, bem como ao seu carater toxico, fatores que

interferem diretamente na produtividade animal.

Figura 1- Mimosa tenuiflora
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Fonte: (SIQUEIRA-FILHO, 2006)

Diversos trabalhos testaram os efeitos do consumo de jurema-preta durante o
periodo gestacional em animais. Pimentel et al. (2007) observaram malformacdes em
75% das crias de cabras. Por outro lado, Medeiros et al. (2008) demonstraram o efeito
teratogénico de M. tenuiflora ao induzir malformacdes (fenda palatina, escoliose, esterno
bifido, aplasia de esternebras, hipoplasia do osso nasal) em 84% dos filhotes de ratas
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que receberam racdo contendo 10% de sementes, entre o 6° e 0 21° dia de gestagao.
Casos espontaneos de anomalias congénitas sdo descritos em ovinos criados
extensivamente no semiarido associados ao consumo de M. tenuiflora (DANTAS et al.,
2010). Em um outro estudo, Santos, Dantas e Correa (2012) testaram a teratogenicidade
de M. tenuiflora em ovelhas e concluiram que além de causar malformacdes, a referida
planta causa mortalidade embrionaria e abortos.

O efeito teratogénico associado as plantas € dose-dependente; assim, o tipo e a
severidade das malformacdes dependem da composicdo do principio ativo, do estagio
da gestacdo em que ocorre a ingestdo e da quantidade do teratbgeno ingerido (WELCH
et al., 2011). Alcaloides esteroidais estdo associados com malformacdes causadas por
Astragalus lentiginosus, Conium maculatum, Lupinus spp, Nicotiana glauca, Nicotiana
tabacum, Oxytropis spp. e Veratrum californicum (PANTER et al., 2011). Estudos
fitoquimicos em M. tenuiflora resultaram no isolamento de diversas classes de
componentes, incluindo alcaloides, taninos, terpenoides, flavonas, catequinas
leucoantocianinas, saponinas e triterpenoides (SOUZA et al., 2008).

Apesar de sua importancia econémica e medicinal no semiarido nordestino,
poucos estudos avaliaram os efeitos citotoxicos e genotoxicos de M. tenuiflora. Silva et
al. (2012) avaliaram o potencial toxico dessa planta usando teste de Ames e o teste de
micronucleo e ndo observaram qualquer efeito mutagénico. Entretanto, esses autores
enfatizaram que outros estudos sobre a toxicidade de M. tenuiflora sdo necessérios para
que essa planta seja amplamente utilizada no tratamento de doencas e/ou como
forrageira.

3.4 PROPRIEDADES GENOTOXICAS E ANTIGENOTOXICAS DAS PLANTAS
MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais esta atingindo um publico cada vez maior,
embora pouca informacao se encontre disponivel sobre 0s seus constituintes e 0s riscos
que podem oferecer a saude humana (PAVAN-FRUEHAUF, 2000). Tal fato torna-se

preocupante devido ao uso medicinal indiscriminado, sem qualquer conhecimento
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fitoquimico, farmacoldgico e toxicoldgico das espécies vegetais (FONSECA; PEREIRA,
2013).

A toxicidade causada pelo consumo de extratos vegetais pode ser aguda,
provocando uma resposta rapida, ou crénica, onde os efeitos se manifestam em um
longo periodo de tempo (DIAS et al., 2002). Diante disso, uma possivel acdo toxica e
sinérgica resultante do consumo do extrato desses vegetais pode ser considerado um
problema de saude publica.

A integracdo de diversas areas de pesquisa, como a caracterizacdo de principios
ativos, investigacdo farmacolégica de extratos e seus constituintes quimicos e
transformacdes quimicas em principios ativos, influencia na eficacia para a descoberta
de novos medicamentos (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002). No entanto, um dos maiores
desafios para a quimica farmacéutica é explicar a presenca de componentes ativos nos
extratos vegetais dessas espécies, bem como entender o seu mecanismo de acéo.

Constituintes toxicos, tais como os alcaloides pirrolizidinicos, &cido erucico, acido
nitrico, acido oxalico, digitalicos, flavonoides, furocumarinas, hidrazinas e as quinonas
sdo encontrados em muitas plantas (CHITTURI; FARREL, 2000). Por exemplo, os
flavonoides sdo encontrados em plantas superiores, como responsaveis pela coloracao
das flores (BRANDAO et al., 2002); em geral, sdo considerados benéficos, mas estudos
apontam que esses flavonoides apresentam efeitos mutagénicos (VARGAS et al., 1990).

Alguns vegetais também apresentam agentes genotoxicos que provocam danos
ao DNA e assim, aumentam o aparecimento de muta¢gdes que podem estar associadas
ao desenvolvimento de neoplasias (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; SOUSA,
2008).

Por outro lado, propriedades anticarcinogénicas, antimutagénicas, antioxidantes e
imunomoduladoras também estdo presentes em varias classes de fitoquimicos
(PUNTUREE et al., 2004). Varios compostos obtidos de plantas podem agir como
agentes protetores em relagdo a carcinogénese humana. Esses compostos atuam
blogueando estégios de iniciacdo, promogao ou progressado tumoral, bem como inibindo
e destruindo agentes mutagénicos fora das células, prevenindo lesées no DNA e/ou o
desencadeando processos tumorais causados por esses agentes (EDENHARDER; VON
PETERSDORF; RAUSHEER, 1993).
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3.5 SISTEMA-TESTE Allium cepa L.

Conforme ressaltado anteriormente, a utilizacdo de plantas medicinais apresenta
uma grande abrangéncia mundial, sendo frequente o seu uso na medicina popular, bem
como em praticas rurais. No entanto, muitos vegetais ainda nao tiveram seu potencial
toxico avaliado (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Tal fato, pode ser solucionado
através da utilizacdo de bioindicadores e biomarcadores.

Testes de mutagenicidade e antimutagenicidade s&o bastante utilizados para
identificagcdo dos efeitos danosos de uma dada substancia em diferentes niveis de
concentracdo e tempos de exposi¢cdo. O uso de plantas como organismo teste tem sido
indicado por diversas agéncias ambientais. Dentre as plantas, Allium cepa se mostra
eficiente para ensaios de aberragcbes cromossOmicas e testes de mutagenicidade e
antimutagenicidade, pois as raizes crescem em contato direto com a substancia de
interesse (efluente, toxina, compostos quimicos, etc.), permitindo prever possiveis danos
ao DNA eucariético (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

O sistema-teste Allium cepa L. tem sido indicado pela Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), o Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS) e pelo Programa Ambiental das Nacfes Unidas (UNEP) como um
ensaio eficiente para analise genotoxica em diferentes tipos de amostras (GRANT, 1999;
KHAN et al., 2011). Apresenta boa correlacdo e alta sensibilidade quando comparado a
outros sistemas-teste, principalmente com o de mamiferos, notando-se uma correlacéo
de 82% em relacdo ao teste de carcinogenicidade em roedores. Além disso, o sistema-
teste A. cepa tem praticamente a mesma sensibilidade do sistema-teste de algas e
linfécitos humanos (FISKESJO, 1985; LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).

De acordo com alguns autores, a alta sensitividade em detectar uma ampla
variedade de contaminantes ambientais é devida as caracteristicas proprias da espécie
como a presenca de cromossomos grandes, com numero reduzido (2n = 16) e
morfologia bem definida, permitindo a facil identificagcdo de alteragbes cromossoémicas;
apresenta um crescimento radicular rapido, grande quantidade de células em diviséo,

elevada tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, disponibilidade durante todo o ano,
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baixo custo e facil manuseio (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; LEME;
ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Este ensaio permite avaliar o potencial toxico da substancia testada, mediante
avaliacdo do indice de germinagcdo (IG) e crescimento radicular (VCMR); a acao
citotéxica por meio do indice mitético (IM); o potencial genotéxico, mediante estudo das
alteracdes cromossémicas (AC), e mutagenicidade, pela presenca de micronucleos (MN)
e quebras cromossémicas (QC) (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Essas alteracdes
permitem identificar acdo aneugénica dos compostos estudados, a qual compromete a
disjuncdo dos cromossomos durante a divisao celular, e/ou clastogénica, que promove
quebras no material genético.

Diante desta ampla versatilidade e aplicabilidade, o bioensaio com A. cepa tem
sido utilizado na avaliacdo das carateristicas genotoxicas de extrato de plantas
(AKINBORO; BAKARE, 2007; ALMEIDA et al., 2016; NEVES et al., 2014; TEIXEIRA et
al., 2003), farmacos (NEFIC et al., 2013; ONWUAMAH et al., 2014), herbicidas
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007), metais pesados (OLIVEIRA;
SANTOS; BOEIRA, 2012), efluentes agricolas, domésticos e industriais (PEREIRA,
2016; UKAEGBU; ODEIGAH, 2009) e monitoramento da qualidade da agua
(ATHANASIO et al., 2014).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL DE Mimosa

tenuiflora

As folhas de M. tenuiflora foram coletadas no Campus de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF) (S 09°19'35.4”, W
040°32’°38.9”), municipio de Petrolina-PE. Exsicatas foram preparadas e depositadas no
Herbario do Tropico Semiarido (HTSA) (Embrapa Semiarido, Petrolina-PE), sob

tombamento n° 6901.
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No laboratério de Bioquimica, pertencente ao Nucleo de Ecologia Molecular
(NECMOL)/Centro de Manejo de Fauna da Caatinga (CEMAFAUNA)/UNIVASF, as

folhas coletadas foram secas em estufa a 70°C e maceradas em moinho de facas.

4.2 OBTENCAO E DISSOLUCAO DO EXTRATO AQUOSO DE Mimosa tenuiflora

Na preparagdo do extrato bruto, cerca de 50 g das folhas trituradas foram
pesadas e adicionados 500 mL de agua destilada a temperatura ambiente (25 °C). O
material permaneceu em agitacdo mecanica por 24 h. Decorrido esse periodo, o0 extrato
foi triturado em liquidificador e filtrado em funil de Buchner com placa de vidro
sinterizada G3, sendo, em seguida, centrifugado a 6.000 rpm por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante (extrato aquoso) foi filtrado, para a remocéo de particulas em suspensao,
sendo os residuos descartados. O extrato total aquoso foi concentrado em evaporador
rotativo a 45 °C e, posteriormente, seco em chapa aquecedora a 45°C. Apds secagem,
as amostras do extrato foliar foram dissolvidas em &gua ultrapura, sendo estas

submetidas ao banho-maria a 60 °C por 12h, para a dissolu¢cdo completa do extrato.

4.3 BIOENSAIO COM Allium cepa L.

O potencial genotoxico e antigenotéxico de cinco concentracbes de extrato
aquoso de M. tenuiflora (0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 1,5 mg/mL; 2,5 mg/mL) foi
testado com o sistema teste Allium cepa no laboratério de Citogenética pertencente ao
NECMOL/CEMAFAUNA.

Para isto, o nimero de 1080 sementes de cebola cv. Vale-Ouro IPA-11 foram
germinadas em placas de Petri com papel de filtro umedecido com 15 mL das amostras
de extrato aquoso de M. tenuiflora (0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1,0 mg/mL; 1,5 mg/mL; 2,5
mg/mL), &gua ultrapura (controle negativo para ensaios de genotoxicidade e
antigenotoxicidade), agua ultrapura (a ser utilizada associadamente ao MMS, no ensaio

de antigenotoxicidade - controle positivo), ao herbicida Trifluralina (0,84 ppm de principio
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ativo) e o MMS (Metilmetanosulfonato, 4x10* Mv), drogas de acdo aneugénica e
clastogéncia, respectivamente (controles positivos), sendo 120 sementes submetidas a
cada tratamento dispostas em trés placas de Petri (40 sementes/placa).

Apés 72 h de exposicdo aos tratamentos, para o ensaio de genotoxicidade, o
namero de 20 raizes germinadas foram coletadas, medidas, fixadas em Carnoy
(etanol:acido acético; 3:1; v:v) por 6 a 8 h a TA e, posteriormente, estocadas a -20 °C até
o momento de confeccdo das laminas, com o intuito de avaliar os parametros de
toxicidade [indice de Germinacdo (IG) e Variacdo do Comprimento Médio das Raizes
(VCMRY)], citogenotoxicidade [indice Mitético (IM) e indice de Alteragdes Cromossomicas
(IAC)] e mutagenicidade [Frequéncia de Microndcleos (Imt)].

A outra parte das raizes foi transferida para placas de Petri contendo 15 mL de
MMS por 24 h para os ensaios de antigenotoxicidade. Vale ressaltar que as amostras de
controle negativo foram subdivididas em dois grupos: o primeiro, as raizes germinadas
foram transferidas para &agua ultrapura (controle negativo para 0 ensaio de
antigenotoxicidade); o segundo, as raizes germinadas foram transferidas para o MMS
(controle positivo para antigenotoxicidade).

Apo6s 24 h de exposicdo ao MMS, similarmente ao ensaio de genotoxicidade,
outras 20 raizes foram coletadas, medidas e fixadas em Carnoy para a preparacao das
laminas, as quais contribuirdo para analisar os parametros de antitoxicidade [Variacao
do Comprimento Médio das Raizes (VCMR)], anticitogenotoxicidade [indice Mit6tico (IM)
e Indice de Alteracbes Cromossdmicas (IAC)] e antimutagenicidade [Frequéncia de
Micronucleos (Imt)].

A preparacdo das laminas ocorreu de acordo com o procedimento sugerido por
Fiskejo (1985), com adaptacdes propostas por Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales
(2007). As raizes foram retiradas do fixador, cujo excesso foi removido com o auxilio de
papel filtro. Em seguida, estas raizes foram lavadas em agua destilada, hidrolisadas em
HCI 1IN a 60 °C por 8 a 11 minutos, sendo posteriormente lavadas e coradas com
Reativo de Schiff por 2 h, em local escuro. Decorrido este tempo, as raizes foram
lavadas novamente em &agua destilada e colocadas sobre uma lamina limpa e
identificada.

Com o auxilio de um bisturi, as regides de tecido meristematico e de células da F1
foram identificadas e dispostas sobre a lamina para a realizacdo da contagem celular.

Para contraste celular, uma gota de carmim acético 2% foi posta sobre o material, o qual
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foi recoberto com uma laminula e ligeiramente esmagado, de modo a espalhar as
células, sem comprometer a sua integridade celular. Em seguida, as laminas foram
flambadas e montadas com Entellan.

A andlise das laminas foi realizada em microscépio Optico, de modo a facilitar a
identificacdo e contagem de anomalias celulares. O niumero minimo de dez laminas foi
preparado para cada concentracdo de extrato testada, sendo analisadas 500 células por

lamina, totalizando uma contagem de 5000 células por tratamento.

4.3.1 Teste de toxicidade e antitoxicidade

O teste de toxicidade foi avaliado mediante o indice de Germinacéo (IG) e o Valor
do Comprimento Médio das Raizes (VCMR), enquanto que o teste de antitoxicidade foi
realizado apenas pelo VCMR. O valor do IG é calculado pela razdo entre o nimero de
sementes germinadas € 0o numero total de sementes expostas a germinacdo. Por sua
vez, a VCMR foi obtida a partir do comprimento de 20 raizes, extraindo-se assim a

média do comprimento da raiz por tratamento.

4.3.2 Andlise de citotoxicidade e anticitotoxicidade

A anélise de citoxicidade e anticitoxicidade foi realizada pela frequéncia do indice
Mitotico (IM), calculado pela razédo entre o numero de células em diviséo observado e o

namero total de células analisadas, multiplicado por 100.

4.3.3 Anélise de genotoxicidade e antigenotoxicidade

A analise de genotoxicidade e antigenotoxicidade foi avaliada pela verificacdo de

anormalidades cromossdomicas encontradas, tais como, anafases multipolares, pontes
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cromossdmicas, poliploidia, quebras e perdas cromoss6micas e micronlicleos em
diferentes fases da mitose (profase, metafase, anafase e telofase). A frequéncia do
citado indice (IAC) é calculada pela razédo entre 0 numero de aberra¢cées cromossdmicas

observado e o numero total de células analisadas, multiplicado por 100.

4.3.4 Anédlise de mutagenicidade e antimutagenicidade

A estimativa de mutagenicidade (IMt) foi avaliada pela frequéncia de microndcleos
encontrados nas células meristematicas e F1 das raizes expostas aos tratamentos. Este
indice é aferido pela razédo entre o numero de células com micronucleos e o numero total

de células observadas, multiplicado por 100.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Foram realizados oito tratamentos em cada uma das etapas: (12 etapa — ensaio
de genotoxicidade) cinco concentragdes do extrato aquoso de M. tenuiflora, um controle
negativo e dois positivos; e (22 etapa — ensaio de antigenotoxicidade) cinco
concentracfes do extrato aquoso de M. tenuiflora, um controle negativo e dois positivos.
O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado. Foram analisadas 20
raizes por tratamento para os testes de toxicidade e antitoxicidade e o numero de 5.000
células meristematicas por tratamento para os demais testes (500 células/lamina; 10
laminas/tratamento; totalizando 5.000 células).

Os valores de frequéncia foram transformados usando a férmula (arcoseno v %)
e analisados por meio do programa Statistica (versdo 7.0). Os testes de Shapiro-Wilk e
Levene foram utilizados para verificar a distribuicdo normal dos dados e homogeneidade
das variancias, respectivamente. Posteriormente, para os dados com distribuicdo
normal, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA one-way) seguido de um teste a
posteriori de Tukey (p<0,05) e, para amostras com distribuicdo ndao normal, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho, os indices de germinacao (IGs) variaram de 2 a 15% nos
tratamentos analisados (Tabela 1). Os menores IGs foram observados para o controle
positivo MMS e a amostra do extrato aquoso (EA) 2,5 mg/mL (2%), enquanto que 0s
maiores IGs foram notados para o controle negativo (15%), seguido da amostra EA 0,25
mg/mL (12%), sugerindo um potencial toxico para o EA.

Por sua vez, a maioria das concentracbes do EA de Mimosa tenuiflora
apresentou toxicidade, com excecao de EA 0,25 mg/mL (0,51 cm), havendo uma
reducdo do comprimento médio das raizes expostas ao tratamento quando comparada
ao controle negativo (CN) (0,49 cm). Notou-se que quanto maior a concentracéo do EA,
menor foi 0 VCMR, indicando uma toxicidade dose-dependente (Tabela 1).

Associadamente, nos testes de antitoxicidade, a VCMR apresentou valores
maiores [EA 0,25 mg/mL (0,83 cm), EA 0,5 mg/mL (0,77 cm), EA 1,0 mg/mL (0,83 cm),
1,5 mg/mL (0,81 cm), 2,5 mg/mL (0,72 cm)], em comparacdo aos dados obtidos no
experimento de genotoxicidade para todas as concentracbes; entretanto, essas
informagdes nao divergiram do CN (0,81 cm), ressaltado uma acgéo protetora do extrato
frente ao MMS (Tabela 2). Ressalta-se ainda que a maior concentragdo do extrato EA
2,5 mg/mL (0,72 cm) apresentou a menor VCMR em relacdo aos outros extratos
testados (Tabela 2).

Na avaliacdo da citotoxicidade, o indice mitético (IM) variou entre 9,37% (EA 0,25
mg/mL) a 11,16 % (EA 0,5 mg/mL), frente ao CN (10,18%), sugerindo a auséncia de
atividade citotoxica para as concentragfes testadas de EA (Tabela 1). Resultados
similares foram visualizados para os testes de antitoxicidade, ou seja, ndo foi notado
aumento e/ou reducdo no numero de células em divisdo no referido teste [IM variou
entre 9,12% (EA 1,5 mg/mL) e 10,79% (EA 1,0 mg/mL)], em comparacdo ao CN
(10,39%) e aos experimentos de genotoxicidade, indicando que o EA protegeu as

células durante a exposi¢cdo ao MMS (Tabela 2).
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Tabela 1. Avaliacao do teste de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade em células
meristematicas de Allium cepa L., submetidas as diferentes concentra¢des do extrato aquoso
de Mimosa tenuiflora.

Parametros de toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

TRATAMENTOS IG (%)  VCMR (cm) IM (%) IAC (%) IMut (%)
Agua ultrapura 15 0,49+0,30 10,18+2,03 0,37+0,32 0,11+0,09
MMS 2 0,51+0,09 8,56+3,78 1,45+0,84% 1,06+0,59%
TRI 5 0,22+0,12%° 6,05+3,91 0,20+0,23% 0,02+0,06°

EA 0,25 mg/mL 12 0,51+0,10 9,37+2,42 0,87+0,68 0,41+0,34
EA 0,5 mg/mL 3 0,29+0,05% 11,16+2,99 0,53+0,23 0,45+0,13
EA 1,0 mg/mL 6 0,27+0,06% 9,80+2,46 0,93+0,76 0,37+0,36
EA 1,5 mg/mL 6 0,21+0,03% 10,73+2,80 0,84+0,66 0,42+0,27
EA 2,5 mg/mL 2 0,16+0,06% 9,45+2,47 0,74+0,72 0,40+0,47

Legenda: MMS (Metilmetanosulfonato); TRI (Herbicida Trifluralina); EA (Extrato Aquoso); IG (indice de
Germinacéo); VCMR (Variacdo do Comprimento Médio da Raiz); IM (Indice Mitético); IAC (indice de Alteracdes
Cromossémicas) e IMut (indice de Mutagenicidade). Valores correspondentes & média + desvio padréo;
® Significativo a 5% de probabilidade em comparacdo ao controle negativo; b Significativo a 5% de
probabilidade em comparacdo ao MMS. Analise realizada mediante o teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste
a posteriori de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. Avaliacdo do teste de antitoxicidade, anticitotoxicidade, antigenotoxicidade e antimutagenicidade
em células meristematicas de Allium cepa L., submetidas as diferentes concentracbes do
extrato aquoso de Mimosa tenuiflora.

Parametros de antitoxicidade, anticitotoxicidade, antigenotoxicidade e antimutagenicidade

TRATAMENTOS VCMR (cm) IM (%) IAC (%) IMut (%)

Agua ultrapura - Agua ultrapura 0,81+0,15 10,39+1,81 0,81+0,71 0,60+0,61
Agua ultrapura - MMS 0,79+0,13 8,27+1,86 2,02+0,71%° 1,41+0,62%
MMS — MMS 0,79+0,12 9,95+2,48 4,29+0,80% 3,09+0,60%"

TRI = MMS 0,61+0,10%° 8,28+2,15 1,54%0,72° 0,88+0,58°

EA 0,25 mg/mL - MMS 0,83+0,13 9,68+2,00 2,57+0,63% 1,51+0,48%

EA 0,5 mg/mL — MMS 0,77+0,14 10,26+2,02 1,98+1,39% 1,17+0,66°

EA 1,0 mg/mL — MMS 0,83+0,12 10,79+1,91 3,27+0,89° 1,73+0,49%

EA 1,5 mg/mL — MMS 0,81+0,13 9,12+3,74 2,01+0,81% 1,27+0,57%

EA 2,5 mg/mL — MMS 0,72+0,13 9,74+1,81 1,9520,72% 1,41+0,58%

Legenda: MMS (Metilmetanosulfonato); TRI (Herbicida Trifluralina); EA (Extrato Aquoso); IG (indice de Germinag&o);
VCMR (Variagdo do Comprimento Médio da Raiz); IM (indice Mitético); IAC (indice de Alteragcbes Cromossomicas) e
IMut (indice de Mutagenicidade). Valores correspondentes & média + desvio padrdo; °Significativo a 5% de
probabilidade em comparacdo ao controle negativo; . Significativo a 5% de probabilidade em comparacédo a agua
ultrapura — MMS; °. Significativo a 5% de probabilidade em comparacdo a MMS— MMS. Andlise realizada mediante o
teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste a posteriori de Tukey (p<0,05).
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Em termos de atividade genotoxica, o indice de alteragdo cromossdmica (IAC) foi
maior que o CN (0,37%) para todas as concentracdes avaliadas do EA de M. tenuiflora
[EA 0,25 mg/mL (0,87%), EA 0,5 mg/mL (0,53%), EA 1,0 mg/mL (0,93%), 1,5 mg/mL
(0,84%), 2,5 mg/mL (0,74%)], notando-se a presenca de pontes e quebras
cromossbémicas e micronucleos, predominantemente (Figura 2). Tais dados sugerem um
potencial genotoxico para o EA da jurema-preta. Por sua vez, em termos de
antigenotoxicidade, todas as concentracdes testadas elevaram o IAC [EA 0,25 mg/mL
(2,57%), EA 0,5 mg/mL (1,98%), EA 1,0 mg/mL (3,27%), 1,5 mg/mL (2,01%), 2,5 mg/mL
(1,95%)], em comparacédo ao CN (0,81%), mostrando a eficiéncia da ag&o clastogénica
do MMS e auséncia de atividade antigenotédxica para o extrato avaliado.

Figura 2- AlteragBes cromossdmicas observadas em células meristematicas de Allium cepa,
utilizadas como parametros de genotoxicidade e antigenotoxicidade do extrato
aquoso de Mimosa tenuiflora. A. Perda cromossdmica. B. Broto nuclear (cabeca de
seta) e Micronucleo (seta). C. Micronucleo. D. Anafase com dupla ponte
cromossOmica (seta) e quebra cromossdmica (cabeca de seta). E. e F. Pontes
telofasicas.

Fonte: Cinthiailva (217)

Por fim, em relacdo ao indice de mutagenicidade (IMut), todas as concentracfes
do EA de jurema-preta mostraram uma frequéncia de micronucleos na F1 [EA 0,25
mg/mL (0,41%), EA 0,5 mg/mL (0,45%), EA 1,0 mg/mL (0,37%), 1,5 mg/mL (0,42%), 2,5
mg/mL (0,40%)], superior ao CN (0,11%), levantando a suposi¢cdo de um potencial
mutagénico. Esta frequéncia apresentou-se em maiores valores nos testes de
antimutagenicidade [EA 0,25 mg/mL (1,51%), EA 0,5 mg/mL (1,17%), EA 1,0 mg/mL
(1,73%), 1,5 mg/mL (1,27%), 2,5 mg/mL (1,41%)], frente ao CN (0,60%); contudo, a
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amostra EA 0,5 mg/mL mostrou-se similar, em termos estatisticos, ao CN evidenciando
uma atividade antimutagénica para referida concentracdo frente a acdo do MMS (Tabela
2).

Muitos extratos e principios ativos vegetais tém sido usados como agentes
terapéuticos, suscitando a necessidade de determinar o risco que eles podem causar a
saude animal e humana. Ou seja, além das plantas serem uma fonte potencial de
principios quimicos definidos, 0s seus respectivos extratos vegetais também podem ser
utilizados para fins terapéuticos, uma vez que estes oferecem oportunidades ilimitadas
para novas descobertas de drogas por causa da disponibilidade inigualavel de
diversidade quimica (SASIDHARAN et al, 2011). Entretanto, sua atividade
farmacoldgica deve estar difundida e os compostos responsaveis por essa atividade
devem ser conhecidos (FOGLIO et al., 2006; ALMEIDA et al., 2016), bem como suas
acOes toxicas, citogenotdxicas e mutagénicas.

Os testes de toxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade sao indicados como
testes iniciais para a avaliacdo do potencial clinico de um novo material, devido a sua
ampla reprodutibilidade, periodo experimental reduzido e a necessidade de pequenas
quantidades de componentes alvos (ARAUJO et al., 2015).

Neste sentido, o presente estudo relatou os primeiros ensaios de genotoxicidade
e antigenotoxicidade para o extrato aquoso foliar de M. tenuiflora, cuja importancia é
incontestavel para o semiarido nordestino, devido a sua utilizagdo para fins medicinais e
forrageiro (ARAUJO; LEITE; PAES, 2004; SILVA, 2012). Os resultados obtidos
confirmaram uma agéo toxica dose-dependente da maioria das amostras do EA foliar de
M. tenuiflora, bem como uma acéo antitoxica e anticitotoxica (Tabelas 1 e 2).

E fato que a toxicidade do EA de M. tenuiflora pode estar relacionada ao perfil
fitoquimico do mesmo, que embora nao tenha sido aqui determinado, de acordo com a
literatura, nota-se a presenca de taninos e compostos fendlicos, os quais foram também
relacionados a propriedades farmacolégicas da jurema-preta, como as atividades
antiinflamatodria, antioxidante e antifungica (ALMEIDA et al. 2005). Em Jatropha
gossypiifolia L, o sinergismo entre flavonoides e/ou saponinas foi associado a agéo
clastogénica do extrato aquoso (ALMEIDA et al., 2016), assim como observado em
Myristica fragrans (AKINBORO et al., 2011).

Apesar das células apresentarem mecanismos de defesa frente a estresses

ambientais, alguns compostos quimicos sdo capazes de entrar nas ceélulas através da
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membrana plasmética, sendo conceituados como agentes téxicos. Em plantas, estes
metabdlitos toxicos atuam inibindo a germinacdo de sementes e o crescimento das
raizes (VARNERO; ROJAS; ORELLANA, 2007), conforme notado no presente trabalho.
Em alface, o efeito inibitério na germinagéo e no crescimento de plantulas foi associado
a presenca de taninos (PERIOTTO, PEREZ; LIMA, 2004).

Esse efeito toxico do extrato aquoso pode estar relacionado as malformacdes em
animais observadas a partir da ingestdo de jurema preta (DANTAS et al., 2010;
MEDEIRQOS, J., et al.,, 2014; MEDEIROS, R., et al., 2008; PIMENTEL et al., 2007).
Agentes genotdxicos presentes em plantas sdo capazes de causar danos genéticos,
como quebras do DNA, alteragbes na replicacdo e transcricdo do DNA, alteracdes nas
fiboras do fuso acromatico e formacGes de micronlcleos aos organismos expostos
(GUARDA et al., 2017).

O resultado antagbnico observado sobre a avaliagdo da toxicidade e
antitoxicidade do extrato aquoso de M. tenuiflora pode estar relacionado a grande
variedade de fitoconstituintes presentes nesse extrato que podem agir como agentes
toxicos, bem como a presenca de outros compostos que podem apresentar efeito
protetor contra a acdo téxica frente ao MMS. Em contrapartida, a observacao da
antitoxicidade na presenca do MMS néo garante que a planta seja eficiente contra outros
compostos toxicos, de maneira que pode ter havido uma ocultacdo de toxicidade na
avaliacdo da antigenotoxicidade (LIMA, 2010).

Os agentes toxicos, por sua vez, podem ou nao promover a morte celular
(apoptose); caso desencadeie, este composto apresenta um acao citotoxica, fato nédo
visualizado no presente trabalho, uma vez que o IM ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao CN. Paralelamente, ndo promovendo a apoptose, espera-se
que a acdo desses compostos propiciem o acumulo de alteracdes em nivel de DNA e
cromatina e, consequentemente, a genotoxicidade; por sua vez, caso estes danos
genotoxicos ndo sejam reparados, 0s compostos induzirdo a agdo mutagénica.

Neste trabalho, o IAC e IMut sugeriram um potencial genotoxico e mutagénico
para todas as concentracfes testadas. De acordo com Ferreira e Vargas (1999),
algumas plantas medicinais utilizadas no Brasil apresentaram atividade mutagénica, fato
esse gque provavelmente, deve-se a presenca de flavonoides, taninos e antraquinonas

nos extratos testados. Outros tipos de compostos, como o0s alcaloides, também ja
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demonstraram genotoxicidade (WANG; PENG, 1996; ANSAH; KHAN; GOODERHAM,
2005).

Adicionalmente, outros estudos apontam a presenca de antocianinas,
anticianidinas, flavonoides, flavonois, flavanonas, flavononois e xantonas, bem como
esteroides e triterpenoides nas folhas da jurema-preta (BEZERRA et al.,, 2011).
Geralmente, os compostos fendlicos estdo associados a propriedades antimutagénicas
apresentadas por extratos vegetais (BHATTACHARYA, 2011). Sugere-se que as acdes
aditivas e/ou sinergéticas dos compostos quimicos encontrados nas folhas de M.
tenuiflora, esteja relacionado a antitoxicidade e anticitotoxidade apresentada pelo EA
desta espécie vegetal.

Diferentes concentragbes do extrato de Solanum lycocarpum A. St.Hil em
combinagcdo com o MMS, droga de acdo mutagénica, foram avaliadas pelo teste cometa
e aberracBes cromossbmicas, notando-se auséncia de atividade genotoxica para o
extrato, bem como um efeito protetor contra erros gendmicos e CcromossoOmicos
induzidos pelo MMS (MUNARI et al., 2012). Esta atividade antimutagénica também foi
relatada para o extrato aquoso de Rhizophora mangle L. (MALINI et al., 2010), propdlis
verde e Baccharis dracunulifolia (ROBERTO et al., 2016), entre outros.

Os mecanismos de antimutagenicidade estdo envolvidos com a inativacao
guimica ou enzimatica, a prevencao da formacdo de espécies reativas de oxigénio, a
remocao de agentes mutagénicos e de radicais livres por meio de agentes antioxidantes
(BHATTACHARYA, 2011). Diversos estudos tém sido realizados visando a identificagdo
de compostos que podem atuar na protecdo contra danos no DNA e suas
consequéncias. Um agente antimutagénico pode prevenir a transformacdo de um
composto mutagénico em um mutdgeno, inativando o mutdgeno ou de outra forma
prevenindo a reacdo entre o mutageno e o DNA. Além disso, pode atuar nos processos
de reparo e replicacdo do DNA (BHATTACHARYA, 2011).

Existem diferentes classes de metabdlitos secundarios presentes nas plantas que
exibem atividades antimutagénicas (KAUR et al.,, 2010). Muitas dessas substancias
extraidas possuem, além de suas propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas,
efeitos benéficos adicionais, tais como a ativagdo do sistema imune e/ou prote¢ao contra
doencas cardiovasculares (MIDDLETON; KANDASWAMI, 1993).

Diante do exposto, € notavel a relevancia dos estudos de genotoxicidade e

antigenotoxicidade de extratos vegetais para a seguranca na utilizacdo do material
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vegetal, sendo o bioensaio com A. cepa um excelente teste in vivo para diagnosticar os

efeitos téxicos, antitoxico e anticitotoxico do extrato aquoso de M. tenuiflora.

6. CONSIDERACOES FINAIS

v O teste com diferentes concentracbes do extrato aquoso de Mimosa
tenuiflora demonstrou acdo toxica dose-dependente em raizes de Allium cepa;

v' As concentracdes estudadas do extrato aquoso de Mimosa tenuiflora ndo
induziram citotoxicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa;

v A frequéncia de alteracfes cromossdmicas, como pontes, perdas e
guebras cromoss6micas, bem como de micronucleos, sugeriu que as concentracdes do
extrato aquoso de Mimosa tenuiflora testadas apresentam potencial genotéxico e
mutagénico;

v O extrato aquoso foliar de M. tenuiflora apresentou acao antitoxica e
anticitotoxica frente a acdo do MMS em células de A. cepa, portanto, demonstrou efeito
protetor;

v O bioensaio com A. cepa mostrou-se um teste in vivo promissor para
diagnosticar a acao fitotdxica de possiveis solventes de extratos vegetais, assim como
efeitos téxicos, citogenotdxicos, mutagénicos e antimutagénicos em extrato aquoso foliar

de M. tenuiflora.
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