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RESUMO

A Mimosa tenuiflora (Fabaceae; jurema preta) € uma espécie comum na paisagem
do semiarido nordestino e faz parte da cultura regional pelo uso medicinal das
folhas, além de ser constituinte de bebidas em cultos indigenas e afroreligiosos. Pela
abundancia da espécie em periodos de estiagem, a planta € utilizada como forragem
e a literatura relaciona seu consumo com a teratogenicidade apresentada em
caprinos, ovinos e bovinos. Diante da sua importancia local e da escassez de
estudos avaliando os efeitos fitotoxicos das folhas da jurema preta, esse trabalho
objetivou estudar os efeitos do extrato etandlico foliar nas sementes e raizes de
Allium cepa L., bioensaio amplamente utilizado em testes genotdxicos de diversos
compostos, incluindo extratos vegetais. Para isso, as folhas foram coletadas, secas
e maceradas para a obtencdo do extrato etandlico. Em seguida, o numero de 1500
sementes de A. cepa foi posto para germinar em diferentes concentracdes do extrato
diluido em Tween 20 (0,2%), além do controle negativo (Agua ultrapura), do controle
solvente (Tween 20 a 0,2%) e dos controles positivos (MMS e herbicida Trifuralina),
para posterior avaliacdo dos efeitos toxico/antitoxico, citotoxico/anticitotoxico,
genotoxico/antigenotdéxico e mutagénico/antimutagénico. Os parametros avaliados
(IG, VCMR, IM, IAC e Imut) demonstraram efeitos toxicos e citotdxicos para o extrato
etandlico foliar nas concentra¢bes 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2,5 mg/mL, bem como
efeito antigenotoxico para a concentracdo de 1,0 mg/mL. As demais concentracdes
testadas e o solvente Tween 20 revelaram potenciais toxicos e citotoxicos. Esses
resultados foram relacionados aos componentes presentes na planta, como taninos,
flavonoides e triterpenoides; suas a¢Oes foram discutidas e relacionadas ao uso
farmacobotanico popular, bem como ao potencial antiproliferativo contra células

tumorais.

Palavras-chave:

Ensaios de genotoxicidade. Extrato foliar. Jurema preta. Plantas medicinais.

Semiarido.



RESUMO EM LINGUA ESTRANGEIRA

Mimosa tenuiflora (Fabaceae; jurema preta) is a common species in the northeastern
semiarid landscape and it is part of the regional culture for the medicinal use of
leaves, besides being a constituent of beverages in indigenous and afro-religious
cults. Due to the abundance of the species during periods of drought, the plant is
utilized as fodder and the literature relates its consumption with the teratogenicity
presented in goats, sheep and cattle. Given its local importance and the shortage of
studies evaluating the phytotoxic effects of jurema preta leaves, the objective of this
work was to study the effects of foliar ethanolic extract on the seeds and roots of
Allium cepa L., a bioassay widely used in genotoxic tests of several compounds,
including plant extracts. For this, the leaves were collected, dried and macerated to
obtain the ethanolic extract. Then, the number of 1500 seeds of A. cepa was placed
to germinate at different concentrations of the extract diluted in Tween 20 (0.2%),
besides the negative control (ultrapure water), solvent control (Tween 20 at 0,2%)
and positive controls (MMS and herbicide Trifluralin), for posterior evaluation of the
toxic/antitoxic, cytotoxic/anticitotoxic, genotoxic/antigenotoxic and
mutagenic/antimutagenic effects. The parameters evaluated (IG, VCMR, IM, IAC and
Imut) showed toxic and cytotoxic effects for leaf ethanolic extract at concentrations of
1.0 mg/mL, 1.5 mg/mL and 2.5 mg/mL, as well as antigenotoxic effect at the
concentration of 1.0 mg/mL. The other concentrations tested and solvent Tween 20
revealed toxic and cytotoxic potentials. These results were related to the components
present in the plant, such as tannins, flavonoids and triterpenoids; their actions were
discussed and related to the popular pharmacobotanical use, as well as the

antiproliferative potential against tumor cells.

Key words:

Genotoxicity assays. Leaf extract. Jurema preta. Medicinal plants. Semi-arid.
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INTRODUCAO

A prética de tratar enfermidades utilizando os recursos botanicos disponiveis
existe desde a antiguidade e mantém sua importancia em muitas partes do globo até
os dias atuais, principalmente nos paises em desenvolvimento e nas regides
caracterizadas pela pobreza populacional e pelo dificil acesso aos recursos basicos
de saude publica (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Na regido semiarida
nordestina, marcada pela predominancia do carater rural e altas taxas demogréaficas,
as informagOes acerca das plantas medicinais encontradas e utilizadas em larga
escala sao transmitidas verbalmente entre as geragdes, geralmente sem
informacdes cientificas complementares (FRANCA et al., 2008).

A Caatinga € citada entre as cinco regides mais ricas em espécies
medicinais, porém sdo poucas as pesquisas de cunho farmacobotanico na regido
(ALMEIDA, 2011). Entre as espécies nativas desse ecossistema, destaca-se a
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret (Fabaceae), popularmente conhecida como jurema
preta e bastante empregada para fins terapéuticos. A casca do caule e a raiz dessa
planta sdo as partes principais utilizadas pela populagéo, no entanto ha registros na
literatura da aplicacdo de suas folhas para o tratamento de varias doencas
(BEZERRA et al., 2011). Complementarmente, as folhas da jurema preta também
estdo entre os ingredientes utilizados pelos indios nordestinos e afro-descendentes
no preparo bebidas culturais ingeridas durante os cultos locais (ARRUDA
CAMARGO, 2014; SOUSA; NASCIMENTO, 2011).

Mimosa tenuiflora caracteriza-se entre a vegetacdo da Caatinga por diversos
fatores, a exemplo da sua ampla distribuicdo nesse ecossistema e a persisténcia da
folhagem no periodo de estiagem. Por consequéncia, essa espécie também é
comumente utilizada como forragem na alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos,
apesar do potencial teratogénico da espécie ter sido fundamentado em relatos de
caso e experimentacdes cientificas. Comprovadamente, a jurema preta proporciona
a inducdo de malformag8es congénitas nos filhotes, quando h4 a ingestao da planta
pelas maes durante o periodo gestacional (DANTAS et al., 2010; PIMENTEL et al.,
2007).
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Muitas plantas com potencial terapéutico podem conter propriedades toxicas
pela presenca de um ou mais metabdlitos secundarios com capacidade de interacéo
com outros compostos, podendo atuar como agentes naturais mutagénicos e/ou
carcinogénicos. Desssa forma, diante da necessidade de identificacdo dos efeitos
prejudiciais desses vegetais para maior seguranca no seu uso medicinal, faz-se
necessario a realizacdo de bioensaios toxicoldgicos a fim de avaliar a presenca de
fitoconstituintes toxicos, citogenotoxicos e mutagénicos presentes nos extratos
vegetais (MALINI et al., 2010).

O bioensaio in vivo com Allium cepa L. tem se mostrado eficaz na
determinacdo da toxicidade de extratos vegetais devido a suas caracteristicas,
dentre as quais, o0 custo/beneficio, a curta duracdo do experimento e a
reprodutibilidade compativel com outros sistemas-teste (FISKESJO, 1985). Nesse
bioensaio, as raizes crescem em contato com o extrato vegetal e as subtancias nele
presente influenciam diretamente no ciclo celular, inibindo-o e/ou causando
alteracdes cromossémicas.

Em suma, a ampla utilizacdo da jurema preta no semiarido nordestino e o
potencial teratogénico relatado na literatura, bem como a incipiéncia de trabalhos
cientificos em extratos foliares dessa espécie, ressalvam a importancia do presente
trabalho, uma vez que este investigou o0 potencial toxico/antitéxico,
citotoxico/anticitotoxico, genotdxico/antigenotéxico e mutagénico/antimutagénico do

extrato etandlico foliar da M. tenuiflora.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

v' Investigar a presenca de efeito genotdxico no extrato etandlico foliar de
Mimosa tenuiflora, bem como o efeito protetor em ensaios de antigenotoxicidade
diante da exposicdo ao agente de acédo clastogénica Metil Metano Sufonato (MMS),

por meio do bioensaio com Allium cepa L.

Objetivos Especificos

v Estimar a toxicidade das diferentes concentracdes do extrato etandlico de
M. tenuiflora, mediante o indice de Germinacgéo (IG) e a Variagdo do Comprimento
Médio da Raiz (VCMR) das sementes de A. cepa;

v Verificar a antitoxicidade das diferentes concentracbes do extrato
etandlico de M. tenuiflora, mediante a Variacdo do Comprimento Médio da Raiz
(VCMR) das sementes de A. cepa, apds exposi¢cao ao MMS;

v Avaliar o potencial citotoxico e anticitotoxico do extrato vegetal em
questdo por meio do Indice Mitético (IM), bem como avaliar o seu potencial
genotoxico e antigenotdxico por meio do indice de Alteragdes Cromossomicas (IAC)
em células meristematicas de A. cepa,

v Analisar a mutagenicidade e antimutagenicidade mediante a frequéncia

de Micronucleos (MN) em células da F1 de A. cepa.
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REFERENCIAL TEORICO

A Caatinga e o seu potencial etnofarmacobotanico

O ecossistema Caatinga abrange uma érea de 844.453 Km2 e caracteriza-se
pelo baixo volume pluviométrico, com precipitacdbes médias entre 500 e 700 mm
anuais e uma marcante irregularidade das chuvas ao longo dos anos (BUCHER,
1982; MMA, 2014). A Caatinga cobre a maior parte da area com clima semiarido do
Nordeste Brasileiro e uma pequena parte do estado de Minas Gerais (GIULIETTI et
al., 2004), incluindo também areas de transicdo com o Cerrado, como a Chapada do
Araripe, e areas mais umidas, como os “brejos” de Pernambuco (LEAL; TABARELLI;
SILVA, 2003).

A composicao vegetal da Caatinga compreende uma combinacéo de plantas
que a distingue dos demais ecossistemas. Destaca-se a presenca predominante de
plantas xerdfitas, arbustivas espinhosas, arvores deciduas, cactaceas e
bromelidceas, além de plantas deciduas e anuais (BARBOSA; HUETE;
BAETHGEN, 2006). A heterogeneidade da vegetacdo da Caatinga € justificada pela
extensa area ocupada por esse ecossistema, o que permite uma distribuicdo com
razoavel grau de sobreposicdo proveniente da combinagdo de caracteristicas
consideradas bésicas e dos diversos fatores ambientais influentes (GIULIETTI et al.,
2004).

Uma riqueza de espécies e um alto grau de endemismo séo observados na
Caatinga, com destaque para as diversas adaptacbes das plantas frente as
condi¢cbes climaticas locais (GIULIETTI et al., 2004; LEAL; TABARELLI; SILVA,
2003). Dentre essa variedade de plantas, muitas possuem potencial para praticas
antropicas, sendo empregadas na industria madeireira, na alimentacdo humana,
como forrageira e na medicina tradicional, por exemplo (SILVA; ALBUQUERQUE,
2005). Essa alta diversidade aliada a riqueza de espécies endémicas que ocorrem
na Caatinga ressalvam a necessidade de conservacgéo da biodiversidade local.

Segundo o MMA (2014), apesar de apresentar um alto potencial para uso

sustentavel e bioprospeccdo, a Caatinga sofre um acelerado processo de
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desmatamento, estimado em 46% de sua extensdo. Buainain e Garcia (2013)
destacam a existéncia de grandes &reas susceptiveis ou em avancado grau de
desertificacdo ao longo do Semiarido nordestino. Ademais, muitas das espécies
encontradas na Caatinga possuem um grande potencial medicinal, porém o
extrativismo reduziu drasticamente suas populacdes (ALMEIDA et al., 2005).

A regido concentra um carater predominantemente rural e com altas taxas
demograficas, o que contribuiu para a insercdo da vegetacdo local como parte
integrante da cultura popular (AB’'SABER, 1999; AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007). Vale ressaltar que, segundo Giulietti et al. (2004), a exploracéo
floristica causada pelo uso terapéutico das espécies medicinais tem pouco impacto
negativo na vegetacdo nativa, devido a pouca quantidade do material vegetal
utilizado e pela presenca comum de plantios domésticos, evitando a eliminacédo da
populacao no seu habitat.

Almeida (2011) enfatiza que, por muito tempo, as pesquisas
etnofarmacoldgicas voltaram-se prioritariamente para Amazonia, além de mencionar
a Caatinga entre as cinco regifes abundantes em espécies medicinais, das quais,
muitas ainda permanecem sem estudos quimicos, farmacolégicos e/ou toxicolégicos.
Contudo, o estudo da aplicacao tradicional dos recusos floristicos e seus produtos
na regido Nordeste do Brasil vem aumentando progressivamente nos ultimos anos,
embora ainda existam algumas lacunas acerca das plantas ethomedicinais utilizadas
na regidao (AGRA et al., 2008).

Leal, Tabarelli e Silva (2003), citam recomendacdes dadas pelo subprojeto
“‘Avaliacbes e acbes prioritarias para conservacao da biodiversidade do bioma
Caatinga”, patrocinado pelo MMA, visando minimizar os impactos antropicos. Dentre
as principais recomendacgoes listadas, encontra-se algumas ac¢des voltadas para a

Bioprospecc¢éo na Caatinga:

Bioprospecgédo: (1) elaborar programas de incentivo as
pesquisas farmacolégicas de plantas medicinais; (2) gerar
banco de dados sobre o uso de plantas medicinais; (3) elaborar
programas de incentivo ao plantio de plantas medicinais; (4)
realizar levantamentos botanicos especificos para novas
plantas com potencial medicinal e (5) resgatar o conhecimento
popular sobre o uso das plantas medicinais (LEAL;
TABARELLI; SILVA, 2003).
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As pesquisas revelam inimeras espécies utilizadas culturalmente para fins
medicinais, sendo elas nativas ou exéticas localmente cultivadas. Algumas familias
de plantas da Caatinga destacam-se representativamente em trabalhos envolvendo
riqueza de espécies medicinais, a exemplo de Fabaceae, Euphorbiaceae,
Cactaceae, Caesalpiniaceae e Anacardiaceae (PEREIRA JUNIOR et al., 2014;
ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; SILVA, ALBUQUERQUE, 2005). Entre as
espécies nativas mais utilizadas para praticas terapéuticas, pode-se citar a aroeira —
Myracrodruon urundeuva Allem&o, a umburana de cheiro — Amburana cearenses
(Alleméo) A. C. Sm., a baralna — Schinopsis brasiliensis Engl. e a jurema preta
(Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010; SILVA;
ALBUQUERQUE, 2005).

As plantas medicinais: uma tradicdo milenar

A utilizacdo das espécies medicinais remonta a antiguidade, sendo exercida
em larga escala mundialmente, até a época atual, principalmente nos paises em
desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Segundo a Resolucdo RDC N° 26, da ANVISA (2014), o conceito de planta
medicinal refere-se a uma espécie vegetal cuja utilizacdo remete a fins terapéuticos,
podendo ser cultivada ou néo.

Nos primordios da Ciéncia Farmacéutica, os vegetais foram arduamente
utilizados pela sociedade, sendo esta, ponto de partida para os estudos das
propriedades curativas e no desenvolvimento dos primeiros farmacos. Trata-se, pois,
de uma préatica comum para prevencdo, diagnostico, melhoria ou tratamento de
doencas (WHO, 2000). Tal popularidade no uso de plantas com principios curativos
se da por varios fatores, a exemplo das questdes historicas e culturais (AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Além da notéavel tradi¢do, ha facilidade de obtencdo desses vegetais e certa
indisponibilidade de recursos publicos de saude que acomete populacdes rurais e/ou
carentes, mais afastadas dos centros urbanos (ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010;
VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Porém, o uso de plantas medicinais
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também esté relacionado muitas vezes a um estilo de vida mais natural, e por assim
acreditar, mais saudavel.

E fato que o crescimento da industria farmacéutica e o desenvolvimento de
farmacos mais eficazes ndo diminuiram a importancia das plantas medicinais em
muitas sociedades, onde permanecem como fonte alternativa de tratamento
(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). No entanto, é errbnea a ideia generalizada de
gque esses vegetais, por serem produtos naturais, ndo fazem mal a saude e nao
contém toxicidade (FRANCA et al., 2008; NASRI; SHIRZAD, 2013). Adicionalmente,
algumas das propriedades terapéuticas atribuidas popularmente a essas plantas nao
condizem com as explicacdes cientificas (GURIB-FAKIM, 2006).

E valido ressaltar que a terapia com essas plantas é baseada nos achados
empiricos de muitos anos da histéria do homem e as ocorréncias mais importantes
relacionadas a cura foram transmitidas verbalmente entre as geracdes (GURIB-
FAKIM, 2006). Franca et al. (2008) demonstraram em seus dados a prevaléncia
significativa da transmissdo do conhecimento popular de forma hereditaria,
geralmente sem informacdes cientificas complementares.

Muitas plantas medicinais podem causar efeitos colaterais inesperados,
sendo a dosagem um ponto critico. Ha relatos de que algumas plantas com uma
longa histéria de uso foram implicadas como potencialmente toxicas, como € o0 caso
da espécie Corynanthe yohimbe K. Schumann (yohimbe) (GURIB-FAKIM, 2006).
Esse vegetal € bastante utilizado para fins dietéticos e afrodisiacos; no entanto,
causam efeitos adversos como aumento da presséo arterial e taquicardia (RAHM,
2004), e, em altas doses, parece ocasionar insuficiéncia renal e morte (GURIB-
FAKIM, 2006).

Essas questdes, além da incipiéncia em pesquisas sobre o uso seguro das
plantas medicinais no Brasil, ressaltam a necessidade da elaboragdo de estudos
cientificos mais detalhados quanto as preparacdes que as utilizam, abrangendo
aspectos como padronizag¢ao quimica, testes bioldgicos in vitro e in vivo e avaliacdes
clinicas (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). Além disso, a toxicidade
das plantas de uso popular é considerada um problema de saude publica e deve-se
priorizar pontos como os efeitos adversos e a agcado sinérgica com outras drogas
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Pesquisas literarias realcam o fato de que tais estudos s&o restritos em

regides como a Caatinga, caracterizada historicamente pela pobreza populacional,
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com baixos investimentos tecnoldgicos e cientificos, cuja populagdo encontra na
vegetacao local a forma de tratamento para diversas enfermidades. Entre as plantas
gue compdem a flora medicinal da Caatinga esta a jurema preta (Mimosa tenuiflora),
uma espécie que faz parte da cultura histérica e regional pelo uso medicinal diverso,

além de ser ingrediente de bebidas em rituais indigenas do Nordeste.

A espécie Mimosa tenuifora (Willd) Poiret

A espécie Mimosa tenuiflora, conhecida popularmente como jurema preta, €
uma leguminosa de porte arbustivo ou arbéreo, pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoidea (MAIA-SILVA et al., 2012; PADILHA et al., 2010; SILVA et
al., 2013) (Figura 1). Trata-se de uma espécie nativa, encontrada em toda a regiao
Nordeste, tendo ocorréncia também no Sudeste, restringindo-se ao estado de Minas
Gerais (FLORA DO BRASIL, 2018). Além disso, h& registros da planta na
Venezuela, Colombia, México, Honduras, El Salvador e Panama (TROPICOS.ORG,
2018).

Figura 1- Mimosa tenuiflora.

Fonte: M. Oliveira, 2010.
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No Brasil, a jurema preta ocorre tanto na Caatinga quanto no Cerrado
(MAIA-SILVA et al., 2012), mas é na Caatinga que a espécie é comumente
encontrada, caracterizando-se por apresentar resisténcia a seca e por colonizar
facilmente os ambientes degradados e/ou erodidos dessa regido semiarida
(ARAUJO; LEITE; PAES, 2004; BAKKE et al., 2007), sendo indicadora de estagio
inicial de sucessdo ecoldgica e de vegetacdo perturbada (CALIXTO JUNIOR;
DRUMOND, 2011).

Lima et al., (2015) destacam a espécie M. tenuiflora como altamente
adaptavel as condi¢des edafoclimaticas locais (Caatinga), uma vez que o periodo de
estiagem néo limita o seu desenvolvimento. Esses autores elucidaram o potencial de
estabelecimento da jurema preta em areas antropizadas por atividades de
mineracao e evidenciaram a alta producdo de biomassa do vegetal, justificando sua
classificacdo como pioneira (AZEVEDO et al., 2012; BAKKE et al., 2006), bem como
seu papel ecoldgico na restauracdo de éareas degradadas devido ao rapido
crescimento e capacidade de rebrota (MAIA-SILVA et al., 2012; ROQUE; LOIOLA,
2013).

Devido a persisténcia da folhagem durante o periodo de seca local, a jurema
preta é bastante utilizada na dieta animal, onde as vezes € a Unica forragem
disponivel (BAKKE et al., 2006; BAKKE et al., 2007; CARVALHO-FILHO;
SALVIANO, 1982; LIMA, 1996; PIMENTEL et al., 2007). As folhas, frutos e galhos
finos sdo preferencialmente consumidas pelos ruminantes, que rejeitam
seletivamente o caule (BAKKE et al., 2007; FORMIGA et al., 2011), apesar da baixa
digestibilidade da planta ter sido constatada por Carvalho-Filho e Salviano (1982),
gue também demonstraram a interferéncia desse vegetal na digestibilidade de
algumas gramineas.

N&o obstante a sua importancia como forrageira no semiarido nordestino, a
literatura relata casos de malformacgdes congénitas em filhotes de bovinos, caprinos
e ovinos apos a ingestdo da planta pelas fémeas prenhes (DANTAS et al., 2010;
PIMENTEL et al., 2007; SANTOS; DANTAS; RIET-CORREA, 2012), evidenciando a
teratogenicidade da espécie. Vale ressaltar que essa planta tem seu estagio de
brotacdo no inicio do periodo chuvoso no Nordeste, combinando com o periodo de
reproducao das cabras (PIMENTEL et al., 2007).

Segundo Bezerra (2008), a associacao da planta com as malformacgdes

congénitas se da pela alta frequéncia da doenca no semiarido em casos
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espontaneos, bem como por reproducéo experimental mediante a administracao da
jurema preta, cujo mecanismo de ac¢do ainda ndo é conhecido.

Associadamente, a jurema preta tem sua importancia na cultura popular e na
medicina tradicional. A planta € ingrediente na fabricacdo de uma bebida
alucinégena consumida durante rituais indigenas da regido Nordeste e de religides
afro-brasileiras (ARRUDA CAMARGO, 2014; SOUZA et al., 2008). Segundo Silva,
Santos e Almeida (2010), existem trés espécies sendo classificadas como jurema
entre esses povos, sao elas: Mimosa hostilis Benth., reclassificada como Mimosa
tenuiflora — a jurema preta; Mimosa verrucosa Benth.— a jurema mansa; e a Vitex
agnus-castus L. (Verbenaceae) — a jurema branca ou liamba.

Apesar das informacdes acerca do uso da jurema em cultos afro-brasileiros
e povos indigenas serem escassas e mantidas em sigilo por esses grupos (SOUZA
et al., 2008), ha relatos na literatura de que as folhas desse vegetal sdo utilizadas no
preparo da bebida consumida no ritual Toré dos Potiguara (Litoral Norte da Paraiba)
(SOUSA; NASCIMENTO, 2011) e de rituais de umbanda e candomblé (ARRUDA
CAMARGO, 2014). Além disso, Tromboni (2012) relata o uso das folhas da espécie
na fabricagdo de uma bebida feita com sua infusdo em cachaga, ofertada ao
“caboclo” nas festas culturais em Salvador.

Adicionalmente, a espécie é ainda empregada para fins medicinais,
destacando principalmente o uso do caule e da raiz, devido aos metabdlitos
presentes nessas partes do vegetal (AGRA et al., 2008; CORDEIRO; FELIX, 2014;
GOMES; BANDEIRA, 2012; PEREIRA JUNIOR et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014).
Porém, as folhas de M. tenuiflora sdo também bastante utilizadas, principalmente na
forma de banhos e lavagens contra Ulceras externas (AGRA et al., 2008; AGRA,
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007), além de serem referidas na literatura para alivio
de dentalgia (uso tépico) (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002), assim como no
tratamento de queimaduras, acne e problemas de pele (MAIA, 2004 apud BEZERRA
et al., 2009; BEZERRA et al., 2011; SILVEIRA; MAIA; COELHO, 2012).

Devido a importancia da jurema preta na dieta animal no semiarido
nordestino, muitos estudos para essa espécie sao direcionados ao potencial
forrageiro e valor nutricional de suas folhas, visto que séo fatores de interferéncia na
producdo pecuéria (BEZERRA, 2008). E, mais recentemente, tem-se relatado o
potencial tanifero da casca do seu caule para a producdo de taninos nos diversos

usos industriais oferecidos, como na industria de petrdleo, de couros e peles, e no
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tratamento de agua residuais e de abastecimento (AZEVEDO et al., 2017; PAES et
al., 2006).

Compostos de extratos vegetais podem conter agentes naturais
mutagénicos e carcinogénicos, evidenciando a importancia de determinar os riscos
no uso medicinal desses extratos (LUZ et al., 2012). Todavia, trabalhos envolvendo
0s componentes e efeitos toxicos no uso medicinal da M. tenuiflora reportam
majoritariamente as raizes e ao caule, uma vez que essas sdo as partes mais
citadas para a cura de enfermidades. Poucos estudos avaliaram o extrato foliar, bem
como os efeitos citotoxicos e genotéxicos de M. tenuiflora, apesar da importancia
econdmica, cultural e medicinal desse vegetal no semiarido nordestino.

Silva et al. (2013) avaliaram o potencial toéxico do extrato etandlico da casca
dessa planta usando teste de Ames e o teste de micronlcleo, mas nao observaram
qualquer efeito mutagénico; no entanto, caracterizaram um efeito antimutagénico o
qual pode estar relacionado com a abundéancia de taninos presentes na casca da
jurema preta. Adicionalmente, esses autores enfatizaram que outros estudos sobre a
toxicidade de M. tenuiflora sdo necessarios para que essa planta seja amplamente
utilizada no tratamento de doencas e/ou como forrageira.

Santos (2017) realizou testes de citogenotoxicidade e anticitogenotoxicidade
com o extrato aquoso foliar da M. tenuiflora, revelando acdo toéxica e potencial
citotoxico e mutagénico em diferentes concentracbes. Paralelamente, acdes
antitéxicas, anticitotoxicas e antimutagénicas nas diferentes concentracdes testadas
também foram sugeridas. Vale ressaltar que o tipo de solvente utilizado na extracédo
reflete na composicdo do extrato resultante. Dessa forma, 0s compostos
biologicamente ativos presentes no extrato aquoso diferem daqueles presentes no
etandlico (PANDEY; TRIPATHI, 2014).

Extratos etanolicos possuem uma maior quantidade de polifenois em
comparacao aos extratos aquosos, além disso, a diluicdo do etanol em até 30% de
agua (etanol 70%) facilta a penetracdo do etanol através da parede celular,
possibilitando a extragcdo de ingredientes intracelulares do material vegetal pela
interagdo com compostos organicos ou saturados existentes (TIWARI et al., 2011).
Extratos aquosos extraem principalmente antocianinas, amido, taninos, sapotinas,
terpenoides, polipetideos e lectinas, enquanto que extratos etandlicos extraem
principalmente taninos, polifenois, poliacetilenos, flavonoides, terpenoides,
esteroides e alcaloides (PANDEY; TRIPATHI, 2014).
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Em suma, a composicao diferenciada de fitoconstituintes resultante do
método de extracdo, bem como do tipo de solvente escolhido, justificam a utilizagédo
de diferentes tipos de extratos nos testes toxicolégicos de materais vegetais, a fim

de associar os efeitos gerados aos fitoconstituintes cabiveis.

O potencial genotéxico das plantas medicinais e o sistema- teste Allium cepa
L.

Apesar do potencial curativo das plantas ser conhecido desde a antiguidade,
seu uso tradicional ndo garante a seguranca e eficacia no uso medicinal e, ao longo
do tempo, foi possivel observar que determinadas plantas apresentam substancias
potencialmente perigosas. O interesse nas propriedades medicinais como objeto de
estudos tem estimulado a busca pelo conhecimento do metabolismo secundario das
plantas, dada a sua relagcdo com a sintese de grande parte dos compostos vegetais
com atividades bioldgicas (BEZERRA, 2008).

Os metabdlitos secundarios, também nomeados de “principios ativos”, ndo
sdo essenciais para a manutencao da vida vegetal; no entanto, fornecem certas
vantagens, como a atuacdo no sistema de defesa pela producdo de substancias
toxicas contra herbivoros e patdgenos, por exemplo (CHAVES, 2012; GURIB-
FAKIM, 2006; OLIVEIRA, 2011). Sua sintese é influenciada por diversos fatores e a
expressdo genética dessas substancias é resultante da interacdo de processos
bioquimicos, fisiolégicos, ecoldgicos e evolutivos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Como consequéncia, existe uma surpreendente variedade de metabdlitos
secundarios presentes nas plantas, muitos desses de interesse comercial para
setores alimenticios e agrondmicos, ou com potencialidade para uso na sintese de
produtos terapéuticos (CHAVES, 2012).

E certo que a maioria das plantas medicinais contém varias substancias
altamente complexas, sendo elas complementares ou sinérgicas, podendo agir de
forma variada e simultanea no sistema fisiologico e desencadear reacdes adversas
(NASRI; SHIRZAD, 2013; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Além disso, é

crescente o niumero de evidéncias associando a exposicdo a agentes quimicos de
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organismos vegetais com varias doencas e alteragcdes metabdlicas prejudiciais ao
homem (VARANDA, 2006).

Juntamente com as propriedades benéficas existentes nos extratos vegetais,
componentes quimicos com atividades mutagénicas, teratogénicas e/ou
carcinogénicas podem também estar presentes (FERREIRA et al., 2009). Esses
compostos genotdxicos sdo capazes de interagir com a molécula de DNA,
ocasionando danos genéticos sérios (CHRISTOFOLETTI, 2008; VARANDA, 2006),
tornando necessario identificar os efeitos genotoxicos/mutagénicos para avaliacéo
do risco/beneficio das plantas medicinais, por meio de testes de toxicidade.

O bioensaio € uma etapa importante na avaliagdo das ac¢des genotdxicas
dos extratos vegetais, devendo ser priorizados nas etapas iniciais os testes in vitro e
in vivo em modelos vegetais sobre aqueles in vivo em modelos animais, baseando-
se em raz@es cientificas, econémicas e éticas (GURIB-FAKIM, 2006). Além disso, 0s
materiais vegetais provaram ser Uteis como sistemas de testes relevantes a curto
prazo na pesquisa basica para o monitoramento ambiental e avaliacdo de efeitos
dos produtos quimicos (FISKESJO, 1985) e, recentemente, vém ganhando destaque
em avaliacbes dos efeitos de extratos vegetais visando a deteccdo da
genotoxicidade (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

Dentre os bioensaios, destaca-se o sistema-teste Allium cepa L., sendo um
meétodo de avaliacdo das alteracdes cromossémicas no sistema radicular da cebola
considerado eficiente na andlise e monitoramento in situ da genotoxicidade, validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa
Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

Em geral, os sistemas-teste de plantas sdo faceis de manipular e armazenar,
possuem baixo custo e boa correlacdo com outros sistemas-testes. Conjuntamente,
a espécie A. cepa possui cromossomos caracteristicamente grandes e em numero
reduzido (2n=16), rapido crescimento radicular, grande numero de células em
divisdo e resposta a substancias mutagénicas conhecidas (EGITO et al.,, 2007;
FISKESJO, 1985). Esse bioensaio se mostra eficiente para testes de
mutagenicidade e antimutagenicidade, pois as raizes crescem em contato direto com
a substancia de interesse (efluente, toxina, compostos quimicos, entre outros) e
estdo em constante divisdo mitética, permitindo a identificacdo de efeitos téxicos e
alteracdes que ocorrem ao longo do ciclo celular (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE,
2012).
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O indice mitético e o indice de replicacdo sao utilizados como indicadores de
proliferacéo celular adequada (GADANO et al., 2002). Dessa forma, este bioensaio
possibilita a avaliacdo do potencial toxico, citotéxico, genotoxico e mutagénico da
substancia de interesse por meio de observacbes quanto a integridade do ciclo
celular e dos cromossomos. A acdo toxica € avaliada mediante o indice de
germinacao (IG) e crescimento radicular (VCMR), a a¢éo citotdxica pelo do indice
mitético (IM); a genotoxicidade por meio do estudo das alteracbes cromossémicas
(AC) e a mutagenicidade pela presenca de micronucleos (MN) e quebras
cromossdmicas (QC) (LEME; MARIN-MORALES, 2009; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

Diante do exposto acima, o bioensaio com A. cepa é um teste rapido e
sensivel para detectar genotoxinas e mutagenos, sendo utilizado na avaliacdo de
extratos de plantas (FACHINETTO; TEDESCO, 2009; FACHINETTO et al., 2007,
LUZ et al., 2012; NEVES et al., 2014; ROBERTO et al., 2016; STURBELLE et al.,
2010), agrotdxicos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; KRUGER,
2009), bem como qualidade e monitoramento de &aguas (ATHANASIO; PRA;
RIEGER, 2014; BUSCHINI et al., 2004; CHRISTOFOLETTI, 2008; EGITO et al.,
2007; LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e processamento do material vegetal de Mimosa tenuiflora

Os ramos foliares de M. tenuiflora foram coletados no Campus de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Vale do Sado Francisco (UNIVASF) (S
09°19’35.4”; W 040°32’38.9”), Petrolina-PE, em outubro de 2017. Exsicatas foram
preparadas e depositadas no Herbario do Trépico Semiarido (HTSA) (Embrapa
Semiarido, Petrolina-PE), sob tombamento n°® 6901.

O material coletado foi lavado em &gua corrente e, posteriormente, em agua
destilada. Em seguida, o material vegetal foi exposto a 50 °C na estufa para
secagem, por um periodo de 24 horas. Apos a limpeza e secagem, os ramos foliares
foram triturados em um liquidificador para obtencdo de um material com aspecto de
po fino ou “farinha”. As folhas da jurema preta sdo de morfologia recomposta, ou
seja, consistem em folhas compostas de foliolos também compostos (VIDAL; VIDAL,
2009); dessa forma, o material triturado para o preparo do extrato etandlico era

formado por foliolos, peciolos, peciblulos e raquis.

Obtencao do extrato etandlico foliar de Mimosa tenuiflora

No laboratério de Bioquimica, pertencente ao Nucleo de Ecologia Molecular
(NECMOL)/ Centro de Manejo de Fauna da Caatinga (CEMAFAUNA)/UNIVASF, a
“farinha” obtida (68,69 g) foi submersa em solvente etanol 80%, na proporgéo 1:20
(g/mL) e submetida a agitacdo magnética a 45 °C no banho-maria por trés horas.
Em seguida, foram feitas as filtragdes: a solucdo passou por peneira de pano e por
filtracdo em funil de Buchner com placa de vidro sinterizada 3G, com bomba a
vacuo. O filtrado resultante foi concentrado a 45 °C, em evaporador rotativo a baixa
pressao, até a evaporacédo total do etanol. O material concentrado foi mantido sob
refrigeracdo (-20 °C), liofilizado e conservado a Temperatura Ambiente (TA) até o

momento da dissolu¢do para montagem do experimento.
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Para a dissolugdo do extrato bruto da jurema preta foram testados dois
solventes: agua ultrapura e Tween 20, sendo esse Ultimo em cinco diferentes
concentractes (0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,4% e 0,6%). ApOs a analise da dissolucdo das
particulas, concluiu-se que a melhor dissolucdo ocorreu na solucdo testada com

Tween 20 a 0,2%, sendo essa usada no experimento a posteriori.

Bioensaio com Allium cepa L.

Os ensaios genotdxico (etapa ) e antigendxico (etapa Il) foram realizados
com o sistema-teste Allium cepa no laboratério de Citogenética, pertencente ao
NECMOL/CEMAFAUNA, com o intuito de testar cinco concentracdes do extrato
etandlico de M. tenuiflora diluidas em Tween 20 (0,2%). Para isto, 0 nimero de 1500
sementes de cebola cultivar “Vale-Ouro” IPA-11 foram germinadas em placas de
Petri com papel de filtro umedecidos com 15 mL das concentracdes de extrato
etandlico (0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL, 1,5 mg/mL e 2,5 mg/mL), agua
ultrapura (controle negativo para ensaios de genotoxicidade e antigenotoxicidade),
agua ultrapura (a ser transferida para o MMS no ensaio de antigenotoxicidade —
controle positivo), Tween 20 (controle solvente), além dos controles positivos, o
herbicida trifluralina (0,84 ppm de principio ativo) e o0 MMS (Metil Metano Sulfonato,
4x10* Mv), drogas de acdo aneugénica (comprometem a disjuncdo dos
cromossomos durante a divisdo celular) e clastogénica (promovem quebras no
material genético), respectivamente.

Para cada tratamento, o numero de 150 sementes foi utilizado (50
sementes/placa; trés placas/tratamento) e a germinagcdo ocorreu a temperatura
controlada (25 °C) e em local iluminado pela luz solar indireta. As placas
correspondentes aos controles positivos foram protegidas da luminosidade a fim de
evitar possiveis eventos de fotodegradacéo.

As sementes a serem utilizadas no ensaio de genotoxicidade permaneceram
em exposicdo aos tratamentos por 72 h. Ao término desse periodo, vinte raizes
foram coletadas, medidas, fixadas em Carnoy (etanol:acido acético; 3:1; v:v) por 6 a

18 h a TA e, posteriormente, estocadas a -20 °C até o momento de confecgédo das
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laminas, com o intuito de avaliar os parametros de toxicidade, citogenotoxicidade e
mutagenicidade.

As sementes restantes foram transferidas para novas placas contendo 15
mL de MMS para o ensaio de antigenotoxicidade, por 24 h de exposicdo e sob
condi¢cdes de protecdo da luminosidade. Apds esse periodo, vinte raizes foram
coletadas, medidas, fixadas e estocadas, para posterior andlise dos parametros de
antitoxicidade, anticitogenotoxicidade e antimutagenicidade. Vale ressaltar que,
nessa etapa do experimento, os dois tratamentos com agua ultrapura anteriormente
preparados passaram por etapas diferentes: no primeiro, as sementes germinadas
foram transferidas novamente para agua ultrapura (controle negativo para o ensaio
de antigenotoxicidade); enquanto que, no segundo, as sementes germinadas foram
transferidas para o MMS (controle positivo para antigenotoxicidade; Aup — MMS).

A preparagao das laminas ocorreu de acordo com o procedimento sugerido
por Fiskesjo (1985), com adaptacdes propostas por Fernandes, Mazzeo e Marin-
Morales (2007). As raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI
1IN a 60 °C por 10 min. ApGs hidrélise, foram lavadas e coradas com Reativo de
Schiff por 2 h em local escuro. Em seguida, os materiais correspondente ao
meristema e a regido F1 foram dispostos separadamente na mesma lamina limpa e
identificada.

Para contraste celular foi adicionada uma gota de carmim acético (2%) sobre
as raizes. Entdo, o material foi recoberto com uma laminula e ligeiramente
esmagado, de modo a espalhar as células, sem comprometer a sua integridade
celular, tornando possivel a contagem celular. Em seguida, as laminas foram
flambadas e montadas com Balsamo do Canada. Para a confec¢do das laminas com
a regido F1, foram cortadas as regifes das raizes posicionadas a 1 mm acima da
regido meristematica.

A analise foi feita em microscopio Optico, para a identificacdo e contagem
das anormalidades celulares. O nimero minimo de dez laminas foram preparadas
para cada concentracdo de extrato testada, sendo analisadas 500 células por
laminas para a regido meristematica e 500 células para a regido F1, totalizando uma

contagem de 1000 células por lamina e 10.000 células por tratamento.
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Analise de toxicidade e antitoxicidade

A avaliacdo da toxicidade foi realizada pelo indice de Germinacéo (IG) das
sementes e do Valor do Comprimento Médio da Raiz (VCMR), enquanto que o teste
de antitoxicidade foi avaliado apenas pelo VCMR. O valor do IG foi calculado pela
razao entre o nimero de sementes germinadas e o numero total de sementes
expostas a germinacdo. Por sua vez, a VCMR foi obtida a partir do comprimento

médio de 20 raizes.

Analise de citotoxicidade e anticitotoxicidade

As analises da citotoxicidade e anticitotoxicidade foram realizadas através do
indice Mitdtico (IM), calculado pelo valor médio (dez laminas) da raz&o entre o
numero de células em divisdo observado e o nimero total de células analisadas

multiplicado por 100.

Andlise de genotoxicidade e antigenotoxicidade

A avaliacdo dos efeitos genotoxicos e antigenotéxicos foi realizada por meio
da verificagcdo de anormalidades cromossOmicas observadas, tais como C-
metafases, poliploidia, aderéncias cromossdmicas, anafases multipolares, perdas e
guebras cromoss6micas e micronucleos em diferentes fases da mitose (préfase,
metafase, anafase e teléfase). O indice de Alteracdes Cromossémicas (IAC) foi
obtido pelo valor médio (dez laminas) da razdo entre o numero de alteracdes
cromossOmicas observadas e o numero total de células analisadas multiplicado por
100.
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Analise de mutagenicidade e antimutagenicidade

A estimativa de mutagenicidade (IMut) foi avaliada pela frequéncia de
micronucleos encontrados nas células meristematicas e F1 das raizes expostas aos
tratamentos. Este indice é aferido pelo valor médio (dez laminas) da razdo entre o
namero de células com micronucleos na F1 e o numero total de células analisadas

multiplicado por 100.

Delineamento Estatistico

Foram realizados nove tratamentos para o0 ensaio de genotoxicidade — 12
etapa (cinco tratamentos com concentracdes do extrato foliar de M. tenuiflora, um
controle negativo, um controle solvente e dois controles positivos). Para o ensaio de
antigenotoxicidade — 22 etapa, foi adicionado um terceiro controle positivo (Aup —
MMS), além dos nove tratamentos citados na etapa anterior, totalizando dez
tratamentos. A analise das laminas referente ao material de dez raizes em cada um
dos dois ensaios foi feita casualmente, totalizando 10.000 células por tratamento
[500 células/regido (meristema e F1); 1.000 células/lamina; 10 laminas/tratamento].

Os valores de frequéncia foram transformados usando a férmula (arcoseno
%) e analisados por meio do programa Statistica (versdo 10.0). 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 ndo normal, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (p <0,05).
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RESULTADOS

Ensaio Genotéxico (Etapal)

Para o teste da toxicidade, os tratamentos correspondentes as cinco
concentragbes do extrato etandlico foliar de M. tenuiflora (EES) mostraram uma
reducdo nos indices de germinacdo (IGs) das sementes em relacdo ao controle
negativo (CN) (51%), sendo essa reducédo dose-dependente (21% — 37%), com
excecdo do EE 2,5 mg/mL (24%), o qual ndo seguiu tal padréo (Tabela 1). Apesar
do decréscimo nos valores de IG ndo ter acusado significancia frente ao CN, as
concentracfes testadas evidenciam o potencial téxico do extrato pela interferéncia
na germinacao das sementes de A. cepa.

A toxicidade do extrato etandlico foi confirmada nos dados da variacdo do
comprimento médio da raiz (VCMR), onde os tratamentos EE 1,0 mg/mL, EE 1,5
mg/mL e EE 2,5 mg/mL reduziram significativamente os valores de VCMR para 0,25
cm, 0,26 cm e 0,29 cm, respectivamente, diante do CN (0,54 cm), bem como
mostraram proximidade com o agente aneugénico TRI (0,3 cm) (controle positivo). E
possivel observar uma relacdo entre os valores de IG e VCMR, visto que todas as
concentracfes apontam atividade e/ou potencial toxico (Tabela 1).

Na avaliacdo da citotoxicidade, as concentracdes referidas acima como
toxicas revelaram significante acdo antiproliferativa nas células meristeméaticas de A.
cepa, frente ao CN (18,56%), ressaltando uma reducg&o no indice mitético (IM) para
esses tratamentos [EE 1,0 mg/mL (5,99%), EE 1,5 mg/mL (4,59%) e EE 2,5 mg/mL
(4,96%)] (Tabela 1). Esses dados sugerem a presenca de substancias e/ou
interacbes entre elas como responsaveis pela citotoxicidade apresentada pelo
extrato etandlico foliar da espécie em questéo.

Para a genotoxicidade, o indice de alteragBes cromossomicas (IAC) das
concentracOes testadas mostrou-se similar ao valor apresentado pelo CN (0,20%),
nao revelando acdo genotoxica para o extrato. Os valores do IAC dos EEs nao
diferiram entre si, variando de 0,23% (EE 0,25 mg/mL) a 0% (EE 1,5 mg/mL), mas
divergiram do agente clastogénico MMS (2,99%) (controle positivo). Adicionalmente,
o teste de mutagenicidade ndo ressaltou acdo mutagénica para as diferentes
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concentracdes do extrato, sendo a frequéncia de MN na regido F1 da raiz nula para
todos os tratamentos (Tabela 1).

O tratamento com o Tween foi utilizado para fins comparativos, com o intuito
de anular a presenca de efeitos toxico, citotoxico, genotoxico e mutagénico do
solvente, o que poderia interferir na acado dos extratos. Os resultados mostraram
uma reducgéo nos valores de 1G (30%), VCMR (0,41 cm) e IM (8,3%) que, apesar de
nao evidenciar significancia frente ao CN, sugere um potencial toxico e citotdxico
para esse solvente. Entretanto, para as variaveis IAC (0,28%) e Imut (0,02%), os
valores entre os controles CS e CN foram semelhantes, descartando uma acao e/ou
potencial genotdxico e mutagénico (Tabela 1). Assim, as diferencas ocasionadas
pelo Tween nas variaveis testadas devem ser consideradas nos tratamentos com o
extrato, uma vez que uma interacao entre ambos pode ter ocorrido.

Comparando os resultados obtidos para o tratamento com Tween e para as
concentracbes do extrato, apenas o EE 1,0 mg/ml (0,25 cm) mostrou divergéncia
frente ao CS para a variavel VCMR, reforcando a toxicidade dessa concentracéo
(Tabela 1).

Ensaio Antigenotoxico (Etapa Il)

No teste de antitoxicidade, os tratamentos EE 1,0 mg/mL (0,71 cm), EE 1,5
mg/mL (0,58 cm) e EE 2,5 mg/mL (0,48 cm) apresentaram divergéncias com relacao
ao controle Aup — MMS (1,07 cm) e ao CN (1,09 cm) para os valores de VCMR,
enquanto que o CS (0,87 cm) também diferiu significativamente das duas maiores
concentracOes testadas (Tabela 2). Considerando a diferenga de crescimento entre
a etapa | e a etapa Il para as raizes correspondentes ao CN (0,55 cm), observa-se
gue as concentracdes testadas tiveram essa diferenca reduzida apds a exposicao ao
MMS [EE 0,25 mg/mL (0,5 cm), EE 0,5 mg/mL (0,44 cm), EE 1,0 mg/mL (0,46 cm),
EE 1,5 mg/mL (0,32 cm), EE 2,5 mg/mL (0,19 cm)] (Tabelas 1 e 2).

Para o teste anticitotoxico, os valores das concentracbes EE 1,5 mg/mL
(13,44%) e EE 2,5 mg/mL (14,17%) apresentaram reducdo no IM, diante dos
controles Aup — MMS (16,85%), CN (18,28%) e CS — MMS (17,44). Em termos

gerais, observou-se um aumento no IM para todas as concentracdes do extrato, bem
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como para o CS, ap0s a exposicdo ao MMS, enquanto que o CN nao registrou
oscilacdo para essa variavel durante o mesmo periodo de tempo.

Para os valores de IAC, a proximidade entre os resultados dos tratamentos
EE 0,25 mg/mL (2,55%), EE 0,5 mg/mL (2,55%) e EE 2,5 mg/mL (2,33) e o controle
Aup — MMS (2,28%), assim como a consequente divergéncia com o CN (0,35%),
negam a acdo antigenotoxica dessas concentracfes e sugerem interacado entre o
extrato, o Tween e o0 MMS, o que pode ter elevado os valores de IAC dos EEs acima
do valor para o controle positivo. No entanto, o EE 1,0 mg/mL (1,17%) mostrou
redugédo significativa frente ao CS - MMS (2,6), indicando um potencial
antigenotoxico para essa concentracdo. Adicionalmente, a similaridade estatistica
nos dados de MN nas células F1, negam a acao antimutagénica para o extrato da
jurema preta (Tabela 2).

Dentre as alteracdes cromossémicas observadas, os micronucleos, brotos
nucleares, pontes, quebras e perdas cromossdmicas registraram uma maior
frequéncia, apesar de C-metafases, células binucleadas e teléfases multipolares

também terem sido visualizadas nesse trabalho (Figura 2).



Tabela 1: Etapa | — Avaliacdo toxica, citogenotoxica e mutagénica em células meristeméticas e da F1 de Allium

cepa L., sob influéncia de diferentes concentracdes do extrato etandlico foliar de Mimosa tenuiflora.

Tratamentos IG (%) VCMR (cm) IM (%) IAC (%) Imut (%)

CN 51% 0,54 + 0,24 18,56 + 2,22 0,20+ 0,18 00

CS (Tween 20) 30% 0,41+0,13 8,3+ 1,57 0,28 + 0,24 0,02 + 0,05

MMS 52% 0,58 +0,18 17,71 £ 4,11 2,99 + 1,511 0,02 + 0,06
TRI 39% 0,3+0,13%3 6,01 + 2,77%3 0,84 +0,5 0£0
EE 0,25 mg/mL 37% 0,42 + 0,15 9,45 + 1,77 0,23+0,23 00
EE 0,5 mg/mL 32% 0,4+0,17 9,73+ 1,63 0,18 + 0,233 0£0
EE 1,0 mg/mL 24% 0,25+ 0,11123 5,99 + 2,263 0,09 + 0,133 0£0
EE 1,5 mg/mL 21% 0,26 + 0,1113 4,59 + 1,043 0+03 00
EE 2,5 mg/mL 24% 0,29 + 0,1313 4,96 + 1,613 0,17 + 0,223 00

Legenda: CN (Controle negativo); CS (Controle Solvente); MMS (Metilmetanosulfonato); TRI (Herbicida Trifuralina); EE (Extrato
Etandlico); IG (indice de Germinag&o); VCMR (Variacdo do Comprimento Médio da Raiz); IM (indice Mit6tico); IAC (indice de Alteracdes
Cromossoémicas) e Imut (indice de Mutagenicidade). Valores correspondentes a média da frequéncia + desvio padréo. 1. Significativo a
5% de probabilidade em comparacdo ao controle negativo. 2. Significativo a 5% de probabilidade em comparacdo ao Tween. 3.
Significativo a 5% de probabilidade em comparacdo ao MMS.
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Tabela 2: Etapa Il — Avaliacdo antitoxica, anticitogenotdxica e antimutagénica em células meristematicas e da F1 de

Allium cepa L., sob efeito de diferentes concentra¢des do extrato etandlico foliar de Mimosa tenuiflora.

Tratamentos VCMR (cm) IM (%) IAC (%) Imut (%)

CN 1,09 £0,12 18,28 + 2,19 0,35+0,19 00

CS - MMS 0,87 +£0,19 17,44 + 1,81 2,6 + 0,251 0,04 + 0,08

Aup — MMS 1,07 +0,14 16,85+ 2,3 2,28 + 0,721 0,06 =+ 0,09

MMS — MMS 1,08 +0,14 17,74 + 1,94 3,11 + 0,59 0,08 + 0,10

TRI — MMS 0,6 £0,111234 17,49 + 2,11 3,03 £ 0,461 0,06 + 0,10

EE 0,25 mg/mL — MMS 0,92 +0,17 17,64 + 1,47 2,55 + 0,61 0,06 + 0,09

EE 0,5 mg/mL — MMS 0,84 + 0,16 17,45+ 2,04 2,55+ 0,391 0,02 + 0,06

EE 1,0 mg/mL — MMS 0,71 +0,19%34 15,10 + 1,4413 1,17 £ 0,1723 0,02 + 0,06
EE 1,5 mg/mL — MMS 0,58 + 0,21234 13,44 + 0,81234 1,5+0,33 00
EE 2,5 mg/mL — MMS 0,48 + 0,16%234 14,17 £ 1,091234 2,33 +0,5? 00

Legenda: Aur (Agua Ultrapura); CN (Controle negativo); CS (Controle Solvente) MMS (Meti Metano Sulfonato); TRI (Herbicida Trifuralina);
EE (Extrato Etandlico); IG (indice de Germinacdo); VCMR (Variacdo do Comprimento Médio da Raiz); IM (indice Mitético); IAC (indice de
Alterac6es Cromossomicas) e Imut (indice de Mutagenicidade). Valores correspondentes a média da frequéncia + desvio padréo. ! Significativo
a 5% de probabilidade em comparagdo ao controle negativo. 2 Significativo a 5% de probabilidade em comparagcdo ao CS — MMS. 3
Significativo a 5% de probabilidade em comparacao ao MMS — MMS. # Significativo a 5% de probabilidade em comparacédo a Aup — MMS .

35



Figura 2: AlteragBes cromoss6micas observadas em células meristemaricas de
Allium cepa L., utilizadas como parametros de genotoxicidade e
antigenotoxicidade do extrato etanolico de Mimosa tenuiflora. A.
Tel6fase com perda cromossémica. B. Anafase com ponte (seta) e
perda cromossOmica (cabeca de seta). C. Broto nuclear. D.
Micronacleo. E. Célula binucleada. F. C-metafase. G. Célula

poliploide com perda cromossdmica (seta). H. Teléfase multipolar
com perda cromossOmica (seta).
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DISCUSSAO

Os testes de toxicidade tém sido apontados como ensaios iniciais para a
avaliacdo do potencial terapéutico de compostos quimicos vegetais, uma vez que
permite a identificacdo dos efeitos danosos de uma dada substancia em diferentes
niveis de concentracdo e tempos de exposicdo. Dentre 0s organismos testes
recomendados por diferentes agéncias ambientais, o bioensaio com Allium cepa
mostra-se eficiente para estudar efeitos toxicos, citogenotoxicos e mutagénicos de
extratos vegetais, ao passo que as raizes entram em contato direto com a
substancia testada, permitindo a avaliacdo em diferentes concentracdes (BAGATINI;
SILVA; TEDESCO, 2007; OLIVEIRA; ROMAO, 2015).

No presente trabalho, foi evidenciado a acgdo toxica e citotoxica do extrato
etandlico foliar da Mimosa tenuiflora, o qual ndo apresentou atividade genotéxica e
mutagénica. A toxicidade e citotoxicidade estdo relacionadas com a capacidade de
compostos quimicos entrarem nas células através da membrana plasmatica
(toxicidade) e estimularem ou inibirem o ciclo celular, levando ou né&o a apoptose
(citotoxicidade). No inicio do desenvolvimento vegetal, momento em que ocorre
varios processos fisiolégicos importantes, a presenca de compostos toxicos
influenciam na germinacdo da semente e no crescimento da raiz mediante uma
toxicidade mais aguda, a qual pode inativar a germinacdo, bem como uma
interferéncia na divisdo celular meristematica e, consequente, retardo no processo
de alongamento das raizes (HERNANDEZ, 2008). Ambas as situacdes podem
justificar o potencial toxico sugerido diante dos dados de IG, bem como a toxicidade
do extrato confirmada pelos valores de VCMR visualizados no presente trabalho.

O indice mitotico (IM) mede a relacdo de células em mitose e em interfase.
Sua reducdo pode ser consequéncia de apoptose ou do atraso na cinética de
proliferacéo celular, o qual impede o inicio da divisdo nuclear (OLIVEIRA; ROMAO,
2015; ROJAS et al., 1993), enfatizando assim a atividade citostatica e citotoxica de
agentes com capacidade de interagdo com o DNA (ROJAS et al., 1993). Dessa
forma, no presente trabalho, a citotoxicidade apresentada pelas concentracbes EE
1,0 mg/mL, EE 1,5 mg/mL e EE 2,5 mg/mL, bem como o potencial citotdxico
evidenciado pelas demais concentracdes testadas, cujos valores de IM também se
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mostraram reduzidos, sugere que a exposi¢do ao extrato levou a disturbios no ciclo
celular, havendo uma diminui¢cdo no numero de células em divisdo mitética.

A capacidade antiproliferativa/citotoxica ja foi relatada para extratos de
diversas partes de espécies medicinais utilizando o bioensaio A. cepa, entre elas o
latex de Harconia speciosa Gomes (mangabeira) (RIBEIRO et al., 2016), as
inflorescéncias de Achyrocline satureioides D.C. (marcela) (FACHINETTO et al.,
2007), o fruto e a folha de Punica granatum L. (romazeira) (OLIVEIRA et al., 2010) e
os ramos de Baccharis trimera (Less) A.P. de Candolle. e B. articulata (Lam.) Pers.
(Carqueja e carquejinha, respectivamente) (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

A diminuicdo do IM, por sua vez, esta atrelada a baixa frequéncia de
alteracdes cromossdmicas observada para as diferentes concentracfes do extrato
testada, refletindo assim a auséncia de acdo genotoxica e mutagénica para o
mesmo. De fato, para que a acdo de substancias toxicas propicie o acumulo de
alteracdes a nivel de DNA/cromatina e mecanismos de reparo, e consequentemente
a genotoxicidade e mutagenicidade, € necessario que esses compostos ndo causem
citotoxicidade de forma excessiva (HARTMANN et al. 2003), visto que uma dimui¢éo
drastica no numero de células em divisdo prejudicara a observacdo das alteracdes
cromossOmicas.

Os efeitos toxicos e citotoxicos do extrato etandlico foliar da jurema preta
podem ser resultantes da acdo de compostos bioativos presentes na constituicao
guimica desse extrato, a exemplo de taninos hidrolisados e condensados, varias
classes de flavonoides, como flavonadis, flavanonas, flavononois e xantonas, além de
esteroides livres e triterpenoides, conforme descrito por Bezerra et al. (2011). Tais
fitoconstituintes foram associados as atividades terapéuticas conferidas a este
vegetal, a exemplo da atividade antimicrobiana e antiviral (BEZERRA et al., 2009;
BORGES et al.,, 2017; CRUZ 2013), cujos mecanismos de acdo devem estar
relacionados ao efeito citotoxico revelado para o extrato, o qual pode interferir
diretamente na proliferagdo de microorganismos.

Além da acdo antimicrobiana e antiviral, a atividade cicatrizante e anti-
inflamatoria foram relacionadas com a presenca de taninos nos vegetais, compostos
fendlicos que se caracterizam, entre outros fatores, por possuirem alta capacidade
de complexacdo com outras macromoléculas, agindo como camadas protetoras
sobre tecidos epiteliais lesionados (MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

Esta atuacao justifica a indicacdo da jurema preta na medicina tradicional para
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banhos e lavagens contra Ulceras externas, queimaduras, acne e problemas de pele
(MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

Adicionalmente, os taninos séo referidos como inibidores de germinacdo em
plantas (TEIXEIRA et al., 2003), devido ao potencial alelopéatico ocasionado por essa
capacidade de formacdo de complexos, conferindo-lhes atividades toxicas
(MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005). Em experimentos realizados com
0 extrato aquoso foliar de M. tenuiflora, as maiores concentragbes testadas
reduziram significativamente o IG em sementes de alface (SILVEIRA; MAIA;
COELHO, 2012) e 0 VCMR em raizes de cebola (SANTOS, 2017); entretanto, todas
as concentragdes registraram interferéncia negativa em ambas as variaveis. Assim,
considerando que estes compostos estdo presentes tanto no extrato aquoso como
no extrato etandlico da jurema preta (BEZERRA et al.,, 2011; OLIVEIRA, 2011),
sugere-se que a toxicidade visualizada no presente trabalho possa ser resultante da
acao dos mesmos.

Em se tratando dos flavonoides, uma série de propriedades terapéuticas de
plantas medicinais foi atribuida a estes compostos, como antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral e antitumoral. Véarias classes desses compostos ja foram
descritas como citotoxicos em testes in vitro utilizando linhagens de células tumorais
(MILITAO, 2005). Além disso, diversas classes de triterpenoides vegetais, as quais
apresentam acédo analgésica, também foram avaliadas em ensaios citogenotoxicos e
os resultados apontam para inibicbes na proliferacdo do DNA (SETZER; SETZER,
2003). Diante do exposto, a interferéncia na divisdo celular ocasionada pela jurema
preta pode estar associada a presenca de compostos citotoxicos, como taninos,
flavonoides e triterpenoides e/ou da interagao entre eles.

Entre esses compostos, os taninos e os flavonoides aparecem na
composigcdo quimica de varias plantas medicinais avaliadas positivamente para a
citotoxicidade, pelo declinio no IM das células meristematicas de A. cepa, como
Psidium guajava L., Achillea millefolium L., Achirocline satureoides D.C., Baccharis
trimera (Less) A.P. de Candolle e B. articulata (Lam.) Pers. (FACHINETTO et al.,
2007; FACHINETO; TEDESCO, 2009; TEIXEIRA et al., 2003). Teixeira et al. (2003)
observaram que esse declinio era reversivel para os extratos de P. guajava e A.
millefolium, uma vez que o valor do IM aumentou apos um periodo de recuperagao

de 24 h em 4gua. Os autores atribuiram essa reversibilidade do IM a necessidade de
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exposicao continua aos taninos presentes no extrato para a continuacdo da acéo
citotoxica.

Esta acdo toxica e citotoxica dos taninos, flavonoides e triterpenoides,
atuando isoladamente ou em conjunto, pode estar associada a malformacdes
congénitas, perda embrionaria e abortos em caprinos, ovinos e bovinos, como
consequéncia da ingestdo de M. tenuiflora (DANTAS, 2009; SANTOS; DANTAS;
RIET-CORREA, 2012). Apesar da maior relacdo entre a ocorréncia de defeitos
congénitos e a genotoxicidade e mutagenicidade de substancias (FLORES;
YAMAGUCHI, 2008), alguns autores indicaram a inibi¢cdo da sintese do DNA como o
processo bioquimico inicial das malformages congénitas, bem como afirmaram que
a taxa e o tipo de malformacao poderiam se correlacionar com o grau e duracéo da
interferéncia na sintese do DNA (SCOTT, RITTER; WILSON, 1971), mecanismos de
acao dos compostos supracitados.

Outro grupo de principios ativos toxicos de vegetais sdo os alcaloides, 0s
quais ja foram associados ao potencial abortivo (DANTAS, 2009; GREEN et al.,
2012; SADIK, 2001). Estes compostos foram detectados em um screening
fitoquimico do extrato aquoso foliar da jurema preta, mas estdo ausentes no extrato
etandlico (BEZERRA et al., 2011; OLIVEIRA, 2011). Esse fato sugere que os
alcaloides, apesar de contribuirem para a toxicidade dessa pla nta, ndo foram
responsaveis pela acdo téxica relatada nesse trabalho.

No ensaio antigenotoxico (etapa Il), quanto aos parametros de VCMR e IM,
a similaridade entre os valores obtidos para os controles Aup — MMS (positivo) e CN
revela que o agente MMS ndo alterou o comprimento da raiz nem o indice de divisao
celular (Tabela 02), similarmente ao observado no ensaio de genotoxicidade (Tabela
01). Dessa forma, era esperado que o MMS permitisse o desenvolvimento da raiz e,
consequentemente, a divisao celular para evidenciar sua agao genotoxica posterior,
a qual foi observada pelo aumento do IAC em ambos 0s ensaios.

Paralelamente, comparando-se os valores de VCMR das concentragbes do
extrato e os controles, o teste de antitoxicidade revelou divergéncia entre as maiores
concentragdes do EE e os controles Aur — MMS, CN (EE 1,0 mg/mL; EE 1,5 mg/mL
e EE 2,5 mg/mL) e CS — MMS (EE 1,5 mg/mL e EE 2,5 mg/mL). Em todas as trés
concentragcdes notou-se uma reducdo do VCMR, fato que aliado a auséncia da acao
do MMS discutido anteriormente, sugere uma agao téxica continua do extrato sobre
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as raizes nas 24 h seguintes, mesmo quando essas ja estavam em contato com o
MMS.

O teste de anticitotoxicidade poderia constatar uma capacidade de protecao,
visto que minimizou o IM nos tratamentos EE 1,5 mg/mL e EE 2,5 mg/mL diante dos
controles CN e CS — MMS. Nesse caso, a atividade citotoxica estabelecida para a M.
tenuiflora poderia ter influenciado nesse decréscimo, interferindo na acéo
proliferativa do MMS. No entanto, o IM obtido (13,44% - 17,64%) é
consideravelmente maior do que os valores de IM da etapa anterior (ensaio de
genotoxicidade) (4,59% - 9,73%), enquanto que o CN permanece estavel entre o
mesmo intervalo de tempo, sugerindo o MMS como provavel causador desse
estimulo na divisdo. Sendo assim, ndo € possivel definir um acéo
protetora/anticitotoxica do extrato frente ao MMS, porém uma interacdo complexa
entre os componentes do EE, o MMS e o solvente Tween é sugerida.

O Tween 20 apresentou genotoxicidade em células de cancer de pulméao e
células endoteliais da veia umbilical humana, na mesma concentracdo testada
nesse trabalho (0,2%), causando fragmentacéo e clivagens no DNA, evidenciadas
pelo ensaio de fragmentacdo do DNA e ensaio cometa, respectivamente
(ESKANDANI; HAMISHEHKAR; DOLATABADI, 2013). Considerando que o0s
componentes do extrato etandlico, Tween 20 e MMS estdo presentes nos
tratamentos EEs, bem como a genotoxicidade atribuida ao Tween 20 e ao MMS, é
possivel sugerir que o declinio no IAC revelado pelo EE 1,0 mg/mL foi ocasionado
pela acdo do extrato, enfatizando assim sua acao antigenotoxica por reduzir o indice

de alteracdes cromossdmicas nas células meristematicas de A. cepa.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

De modo geral, a toxicidade e citotoxicidade do extrato etandlico foliar de M.
tenuiflora foi evidenciada pela diminuicdo do indice de germinacdo, variacdo do
comprimento meédio das raizes, bem como pela diminuicdo do indice de divisdo
celular. Alguns autores correlacionam a capacidade antiproliferativa/citotoxica de
plantas medicinais com os medicamentos antineoplasicos utilizados no tratamento
anticancer, uma vez que o mecanismo de inibir a divisdo celular € a chave para
bloguear a proliferacdo descontrolada das células cancerosas (CRAGG; NEWMAN,
2005; HISTER et al., 2017; PATIL et al., 2004; ROJAS et al., 1993).

Os metabdlitos secundarios citados ao longo dessa discussdo como
citotéxicos e antiproliferativos ja sdo estudados quantos as suas propriedades na
inibicdo do desenvolvimento de células cancerigenas. Os flavonoides, por exemplo,
sao antioxidantes naturais que podem efetivamente controlar os principais passos do
crescimento celular e da diferenciacdo, regulando o desenvolvimento de toda a
planta e 6rgaos individuais (AGATI et al., 2012). Varias classes de flavonoides ja
foram avaliadas em diversos experimentos laboratoriais e exibiram atividades
farmacoldgicas e efeitos bioldgicos como drogas anticancerigenas; conjuntamente,
classes de triterpenoides e as protocianidinas (taninos condensados) também
demonstraram suas acdes citotoxicas contra células cancerigenas (LIU; JIANG; XIE,
2010; MILITAO, 2005; SETZER; SETZER, 2003).

Tendo em vista que a descoberta de agentes antitumorais a partir de fontes
naturais baseava-se principalmente em testes citotoxicos e diante da busca
incessante contra agentes capazes de bloquear as vias de desenvolvimento do
cancer, é que varias plantas medicinais com capacidades antiproliferativas ja sao
testadas quanto aos seus efeitos contra linhagens celulares tumorais. A Mimosa
tenuiflora € largamente encontrada na regido nordeste e bastante utilizada pela
populacao local como fonte de cura medicinal, o que poderia justificar a necessidade
de novos estudos abrangendo suas propriedades farmacologicas, bem como seus

possiveis efeitos no combate a proliferacdo descontrolada das células do cancer.
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CONSIDERACOES FINAIS / CONCLUSOES

v A avaliacdo do extrato etandlico foliar de Mimosa tenuiflora com o
bioensaio com Allium cepa L. revelou toxicidade e citotoxicidade para as
concentracdes 2,5 mg/mL, 1,5 mg/mL e 1,0 mg/mL, cuja acdo toxica prevaleceu por

24 h apoés a interrupgéo da exposi¢ao ao extrato e submissdo ao MMS;

v' As concentracfes testadas do extrato etandlico foliar de Mimosa
tenuiflora ndo evidenciaram efeitos genotoxicos e mutagénicos nas raizes de A.

cepa;

v' O extrato etandlico foliar de Mimosa tenuiflora ndo evidenciou efeito
protetor frente ao agente MMS nos testes anticitotdxicos; porém a andlise do IAC

revelou potencial antigenotdxico para a concentracdo 1,0 mg/mL;

v Os efeitos toxicos e citotoxicos do extrato etandlico foliar de Mimosa
tenuiflora foram associados a presenca de taninos, flavonoides e triterpenoides, os
quais podem atuar isoladamente ou em conjunto na inibicdo da germinagéo, na
diminuicdo do comprimento médio das raizes e no declinio do indice de divisdo

celular em Allium cepa;

v' A citotoxidade do extrato avaliado deve ser melhor investigada, uma
vez que a espécie em questdo contém fitoconstituintes com comprovada acao
antiproliferativa contra linhagens tumorais e pode ser candidata na fabricacdo de

farmacos anticancer.
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