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RESUMO

A natureza nos aponta varias possibilidades dedeste a que mais nos chamou
atencéao foi & urnera ulmifolia L, popularmente conhecido no Brasil como Chanana.As
plantas ndo foram suficientemente estudadas, no sgueefere ao seu potencial
citotoxico/mutagénico, o qual pode ser monitoraét puso do sistema teshdlium
cepa O objetivo foi analisar os possiveis efeitos ¢0gi citotoxicos, genotdxicos e/ou
mutagénicos do extrato aquoso de raizesTudaera ulmifolia L.em células
eucaridticas através do tegilium cepa O testeAllium cepafoi realizado segundo
descricdo de Fiskesjo (1985), com algumas adamacéenforme descrito por
Mitteregger et al (2007), cada grupo experimental constatou do agxtmas
concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 g¢g/L. Coamiroles negativo (dgua sem
cloro) e positivo(sulfato de cobre 0,0006 mg/mLii&€axperimento constatou de 05
bulbos. Cada solucgéo foi distribuida em recipiedesidro, em contato com o extrato,
sendo deixado para germinar por 72 h. Um total 280 1células por cada bulbo,
foramexaminadas ao microscopio. Os seguintes p#&@snwram observados: indice
mitotico (250 células/lamina); aberracbes cromoss@snno ciclo mitdtico; e presenca
de micronucleo. Os resultados mostraram que a glardto possui riscos nha
concentracdo de 12,5 g/L, porém, a concentracoewanga apresentara toxicidade e
citotoxidade. Dessa forma, conclui-se que o extagiooso da urnera ulmifolia L, na
concentracdo usual pela populacdo que é de 50gtup@acdo toxica aos que dela
fazem uso.

Palavras - chave:Turnera ulmifolia L Toxicidade. Citotoxidade. Mutagénicidade.
Allium cepa.

ABSTRACT

Nature shows us several possibilities and studlias drew the most attention was the
Turnera ulmifolia L., popularly known in Brazil &Shanana. The plants were not
sufficiently studied in regard to their cytotoxicmiutagenic potential, which can be
monitored by use of the test system Allium cepae @&m was to analyze the possible
toxic effects, genotoxic and / or mutagenic effeftaqueous extract of roots of Turnera
ulmifolia L. in eukaryotic cells by Allium cepa tesThe Allium cepa test was
performed according to the description Fiskesjo8E)9 with some adaptations, as
described by Mitteregger et al. (2007), each expemial group found extract at
concentrations of 12.5; 25; 50; 100 and 200 g A4 a positive (copper sulfate 0.0006
mg / ml) negative control (water without chlorinafd. Each experiment found 05
bulbs. Each solution was distributed in glass daeta in contact with the extract,
being left to germinate for 72 h. A total of 125€)Is per bulb, were examined under the
microscope. The following parameters were obserggtbtic index (250 cells / slide);
chromosomal aberrations in the mitotic cycle; anhe presence of micronuclei. The
results showed that the plant hasn't risks in trecentration of 12.5 g / L, but higher
concentrations had already submitted toxicity aytdtoxicity. Thereby, it is concluded
that the aqueous extract of Turnera ulmifolia Ltha usual concentration of population
that is 50 g / L has toxic action those whom empl@am.

KEYWORD: Turnera ulmifoliaL. Toxicity. Cytotoxicity. MutagenicityAllium cepa.
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1 INTRODUCAO

Segundo Alves 2009 as plantas medicinais possuepni@pdades terapéuticas, e
sdo amplamente utilizadas na medicina popular dmaoempirica contra varias
patologias. O uso destas vem crescendo gradatitanaenlongo dos udltimos anos
devido a diversos fatores, como o baixo poder @wyasda maioria da populacdo que
procura a medicina alternativa, e custos reduzidosisso contribui direta ou
indiretamente para o descobrimento de novos farsnaco

Segundo Lima 2007, a natureza nos aponta variasbfmades de estudos e a
que mais nos chamou atencdo for@rnera ulmifolia L. uma planta herbacea com
folhas pubescentes e flores amarelas pertencelffitesilia Turneraceae, popularmente
conhecido no Brasil como Chanana. Esta apreseiataxial, caule sublenhoso, folhas
simples pecioladas, filotaxia alterna espiraladmds a presenca de glandulas de
Turnera a caracteristica marcante do grupo. A gefho é contorcida, a flor
actinomorfa, heteroclamidea, apresentando estipalas fruto € capsular seco.
Apresenta ovario supero, unilocular e tricapelplaeenta parietal.

Em seus constituintes quimicos a raiz da Chanaes@afia saponinas,
flavondides, taninos, polifendis, carboidratos,egstles e tripertendides, gomas e
mucilagens e possui caracteristica adstringentdo danico, cafeina, damianina, 6leo
essencial, pepsina, principios amargos e resinas.

Cerca de 60-80% da populagdo mundial nos paisesiesenvolvimento,
devido a pobreza e falta de acesso a medicinaivadi dependem essencialmente de
plantas para cuidar de sua saude. Entretanto, masrdiversidades genéticas vegetais
mundiais sendo bastante expressiva, poucas espétiesa 17%) tém sido
cientificamente estudadas para a avaliagdo deqgsdislades, seguranca e eficacia. Os
organismos vivos estao frequentemente expostaghatascias mutagénicas que podem
causar danos celulares. Os danos podem ser indyz@iicagentes quimicos, fisicos ou
biolégicos que afetam processos vitais como a daghio e a transcricdo génica, bem
como alteragbes cromossomicas, levando a proceasasrosos e morte celular. Pelo
fato de causarem lesdes no material genético, eskatancias sdo conhecidas como
genotoxicas (BAGATINI, SILVA, TEDESCO,2007).

Para Bonassi (2007) a prescricdo de um novo farnsaconhecimento da
relacdo risco/beneficio € de fundamental importggnema vez que dentre as varias

reacOes adversas que um medicamento pode causpossiael ocorréncia de efeitos
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cancerigenos, e devido o nao conhecimento, podem egeluido ou passar
despercebidos. Para se ter uma boa avaliacdo aopigencial em seres humanos de
efeitos genotdxicos e cancerigenos, as autoridadedadoras da Europa, EUA e Japéao
recomendam que estudos de genotoxicidade e caeciimodpde sejam realizados antes
do pedido de aprovacdo de comercializacdo de pyedigrmacéuticos visando a
seguranca, qualidade e eficacias dessas novas utaslégue poderdo ser futuros
farmacos.

Segundo Bagatini, Silva e Tedesco (2007), as darda foram suficientemente
estudadas, no que se refere ao seu potencial xgotdutagénico, o qual pode ser
monitorado pelo uso do sistema te&tieum cepa Os biomarcadores séao Uteis e podem
ser definidos como sistemas indicadores que gendémacluem subsistemas de um
organismo completo, usados para identificacdo dealnm especifico. Estes tém sido
indicados como um eficiente organismo-teste detmitoidade, genotoxicidade e
mutagénicidade devido a determinadas caractedsticamo sua cinética de
proliferacédo, crescimento rapido de suas raizes)dgr niumero de células em divisao,
sua alta tolerancia a diferentes condi¢cdes devoulsiua disponibilidade durante o ano
todo, seu facil manuseio, por possuir cromossomos@mero reduzido e de grande
tamanho e seu baixo custo.

As mutacOes sdo divididas basicamente em duasegaadegorias: mutacdes
génicas e cromossomicas. As mutacdoes génicas s$amcéks que ocorrem na
sequéncia de nucleotideos do DNA do individuo ecrasnossémicas, sdo as que
produzem altera¢cdes no nimero ou na estruturardosssomos e sdo detectadas por
analises citogenéticas celulares, onde essas c@lesracromossomicas podem ser
reparadas pela propria célula, sem tantos danasreésaao individuo (LUCIO NETO,
2011).

O objetivo foi analisar os possiveis efeitos togjcoitotdxicos, genotdxicos
e/ou mutagénicos do extrato aquoso de raizeSudeera ulmifolia L.em células

eucaridticas atraves do testium cepa

1.1 REFERENCIAL TEORICO
Plantas medicinais

Segundo Argenta(2011), essas espécies utilizadaabetloria popular tém se
tornado objeto de estudo em muitos paises e tetorsedo uma fonte importante de
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produtos naturais biologicamente ativos, que podesultar na descoberta de novos
farmacos, das mais diversas plantas, para as nvaeisas doencas. Atualmente, cerca
de 13.000 plantas sdo usadas como farmacos oa géamgese de moléculas medicinais.
Estratégias modernas, na descoberta de novos @smacdécada de 80, baseadas no
mecanismo de acdo e modelagem molecalamputer assisted drug desjgbADD),

que permitam prever e explicar, ao menos teorictenas propriedades farmacologias
das moléculas. Essa mudanca fez com que o estad@lentas medicinais, pelo meio
cientifico, industria farmacéutica e 6rgdos de foioge ficasse em segundo plano,
embora grande parte da populagdo dos paises emvdkes@mento continuasse usando
plantas ou preparacfes destas nos cuidados bakceaude, mesmo sem saber 0s

possiveis riscos que ao se fazer uso das mesnmaascestendo

Uma grande parte da composi¢cao quimica das pldataso medicinal ainda &
desconhecida pela ciéncia, e dados recentes afirqueencerca de 99% das plantas
medicinais endémicas do Brasil ainda ndo tém sdunsipios ativos identificados, o
que representa um grande potencial farmacolégicecanémico a ser explorado,
tornando-se imprescindivel a avaliagdo das potkdaies quimicas das plantas
brasileiras, em especial as espécies vegetaigidm r@mazonica, onde a grande maioria
dessas plantas ndo foram estudadas do ponto deguishico e outras ainda nem foram

catalogadas pela ciéncia (FA@,al ,2012)

Aplicacéo das plantas medicinais pela populagao

Os remédios populares, baseados principalmentelartap, desfrutam de uma
posicdo respeitavel hoje, especialmente nos pasesdesenvolvimento, onde a
disponibilidade de servigos de saude modernositatim Seguros, eficazes e de baixo
custo remédios indigenas estdo ganhando popularigiaile as pessoas de ambas as
areas urbanas e rurais. Informacdes de gruposétaim medicina tradicional indigena
tem desempenhado um papel vital na descobertavies poodutos a partir de plantas
como agentes quimioterapéuticos (AGRA, FREITAS, B&FSA-FILHO, 2007).

Segundo Agraet al., 2007, o principal ecossistema do Nordeste do Béagi
bioma "caatinga”, uma palavra indigena, que sicmiffloresta aberta”, assim chamado
por causa de sua aparéncia durante a estacadoE$eamnsiste de extensas planicies
semi-aridas encontrados principalmente na regiadéste, do Piaui ao norte de Minas
Gerais, com excecao do Estado do Maranhao, queen@dcaatinga”. As plantas na
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area circundante sdo parte integrante da cultilssadepessoas e as informagdes sobre

as plantas é passada de geracdo em geracao.

Toxicidade de plantas medicinais

Segundo Pinhogt al (2010), geralmente as plantas sdao empregadadipsra
medicinais, onde sua toxicidade € um problema s#icaude publica; visto que os
efeitos adversos dos fitomedicamentos, possivaitieadcOes e toxidez, bem com a
acao sinergética (interacdo com outras drogasyeraocomumente e dificilmente sédo
relatados por seus usudrios. As pesquisas reaizmda a avaliacdo do uso seguro de
plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil aiséa incipientes, assim como o controle
da comercializacéo pelos 6rgaos oficiais em fdivass, mercados publicos ou lojas de
produtos naturais.

E por analogia, podemos dizer que cada vegetal &asoo contendo varios
medicamentos diferentes, devido a esse fato, devesssaltar que cada principio que é
considerado como terapéutica também podem tedatles toxicas. O uso terapéutico
dessas plantas envolve varias etapas que vao desddétivo até a administracao;
embora essas plantas sejam popularmente considet@a@dgéuticas, frequentemente
possuem propriedades tdxicas desconhecidas peldagép (BOCHNER, 2012).

Algumas plantas produzem compostos do metabolisoanslario que atuam
inibindo ou favorecendo o processo germinativo bmmo o processo de divisao
celular. Estes compostos sao conhecidos como atatop. O termo alelopatia refere-se
a capacidade que as plantas tém de interferir sengdelvimento de outras plantas, por
meio de substancias que liberam na atmosfera asegsempre, no solo. O uso de
ensaios biolégicos para avaliacdo da bioatividageextratos, fracbes e compostos
isolados de plantas tem sido frequentemente incadpo & identificacdo e
monitoramento de substancias potencialmente tOKGH#NACI, 2006).

Turnera ulmifolia L.(chanana)

Teixeira e Melo (2006), diz que a Chanamarfiera ulmifoliaL) € uma planta
daninha da familia das turneraceas, com forte imdie propriedades inibitorias de
crescimento de outros vegetais. O extrato da Claatean se tornado referencial para
pacientes portadores do cancer, principalmente oEssdes de radioterapia e
quimioterapia, onde a tintura comecou a ser ingerabmo método de tratamento

alternativo. Segundo relatos, ha pacientes quesperam diminuicdo de sensacdo de
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mal-estar e vomito que a radioterapia e a quimapiarcausam. Outra ideia trabalhada é
o tratamento de doencas resultantes do baixo sistanmoldgico do portador do virus
como: diarreias (utilizando tintura de aixeta), ygmenias com xarope de urucum, dores

musculares, cravo de defunto, alergias urtiga lacanc

A T. ulmifolia L. é uma das espécies vegetais utilizadas como tdiegéu
popular E uma planta encontrada em diversas partes do mandBrasil, é conhecida
como chanana ou damiana, ela é de facil cultiveas®tante adaptavel aos diversos
climas, podendo resistir até uma temperatura dé 86¢ algumas ocasides. As plantas
gue compdem a familia Turneraceae sao tipicasodesths Umidas, campos e jardins
tropicais, por isso, sdo consideradas como ervilanA T.ulmifolia L, éum arbusto
denso perene, com folhas lanceoladas, oblonga dkuze ou estreita-eliptica. Suas
flores sdo formadas por pétalas que variam do dmnardrancas amareladas de cor
marrom na base. Através de sua beleza e exuberésiziaplanta € utilizada como
ornamento em paises tropicais. A chanana podeirsia asada no combate a Ulceras
gastricas e duodenais, segundo a medicina pop8lavA, e CATANHO, 2011)

(Figura 01)
Fizgwra 01: Noresra wimifcdia L. (chanana),

Fonte: http:'www propernsibs comemes 2014087 70- enoc-ds- perms ibe - vidsde- das-wanenss hemd

Raiz subterranea pivotante, ndo possuindo tiposcesp; caule herbaceo, de
ramos eretos cilindricos castanhos esverdeadossks desprendimento e adaptacoes;
folhas herbaceas, simples, elipticas, peciolada® fdaxial pilosa e rugosa pér as
nervuras serem salientes, apice agudo, base cuapagkentando um par de nectarios
extraflorais, margem serreada, venacao peninémeeampdodroma, com venacao
terciaria perpendicular, filotaxia alterna espidala bracteas lineares. Inflorescéncia
flores solitarias axilares em racemo; flor heteaodbea, andrégina, actinomorfa
(LIMAet al, 2007).
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TesteAllium cepa

Segundo Bagatini, Silva e Tedesco(2007), o métedavdliacao de alteracdes
cromossOmicas em raizes de plantas medicinaiséatde testédlium cepaé validado
pelo Programa Internacional de Seguranca QuimiP&€g] OMS) e o Programa
Ambiental das NacbGes Unidas (UNEP) como um efieietdste para analise e
monitoramentan situ da genotoxicidade de substancias ambientais, asmuiaeipais
alteracdes vao desde efeitos como mutagenicidatdérautagenicidade, até aumento e
diminuicao da proliferacdo celular de pontas deesi

Segundo Ferreirat al (2009), os testes de toxicidade coAlbum cepastao
inseridos nos estudos pré-clinicos, onde os megossuem como objetivo principal
avaliacdo toxicologica que esta diretamente reteclo com seu uso terapéutico. Neste
estagio torna-se importante ainda a avaliacédo f@éit®®do composto sobre a fertilidade
e a reproducdo, testes de genotoxicidade, testasnpatagenicidade e citotoxidade.
Também sé&o realizados nesta fase testes relac®ramn a estabilidade no novo
composto, possibilidade de produgédo em larga ebeamacomo estudos de formulagéo,
tentando minimizar ou erradicar possiveis danosppssam surgir em seus usuarios,

garantindo assim maior eficacia e credibilidadesde®getal.

Citotoxidade

As substancias presentes no ambiente que sejamcf@dbeente danosas ao
organismo humano caso sejam assimiladas, ou aténanas substancias sintéticas
farmacoldgicas antes de chegarem ao comércio, siegasde investigacdo quanto ao
nivel de risco que possam apresentar. Ao longaados, varios modelos de testes tém
sido desenvolvidos como métodos de avaliacdo. Qsi@n usualmente utilizados
detectam o potencial risco citotoxico/ genotéxiap arganismo. A citotoxicidade é
basicamente medida pela taxa de crescimento celpladendo ser observada
macroscopicamente (FIGUEREDO, 2014).

O indice mitético e algumas anomalias nuclearesusdfirados para avaliar
citotoxicidade e analise de micronucleos para iearifmutagenicidade de substancias
quimicas diferentes. Aléem disso, 0 sistema de tésteepafornece informacdes
importantes para avaliar mecanismos de acao degemteasobre seus efeitos sobre o
material genético (clastogénico e / ou efeitos géricos), como podemos observr na
ilustracdo 02 (LUCIO NETO, 2011).
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O uso do bio indicadohA. cepapara testes de citotoxicidade foi validado por
muitos pesquisadores que realizaram de forma cnjiestes em animais Vvivo,
obtendo resultados similares propiciando informagd@aiosas para a saude humana.
Além de sua alta sensibilidade e relacdo custoflmémea utilizacdo do teste coé.
cepaoferece algumas vantagens adicionais, incluindossipilidade de medicao de
parametros macroscopicos e microscopicos e umactmwalacdo com resultados de

sistemas de teste com mamiferos(DIAS, 2014).
Mutagénicidade

Mutacdo € uma alteracao subita e herdavel na estrdb material genético e
como tal, € uma fonte extremamente importante deabikdade genética nas
populacdes de seres vivos, entretanto, em curo galo ponto de vista de um Unico
organismo, a alteracdo genética € quase sempredioiaj, especialmente em
organismos multicelulares, nos quais a alteracaetga esta mais inclinada a perturbar
o desenvolvimento e a fisiologia extremamente cergd e, finamente sintonizados de
um organismo (SILVA, et al, 2011).

As mutacdes podem ser observadas através da fayrdacéicrondcleos que
sdo pequenos corpos contendo DNA, localizados toplasma, se manifestam em
células por divisdo, formados a partir dos resokade quebras cromossdmicas,
formando fragmentos acéntricos, ou com sequéneasamnossomos inteiros que nao
se prendem ao fuso mitético e dessa forma, ndcach@gs polos das células durante a
mitose ou a meiose (ilustracdo 04). Um cromossomteiro ou fragmento
cromossOmico acéntrico ndo se integra ao novo augler ndo estar unido), este
também pode constituir um pequeno nucleo individedlamado de microndcleo
(MENEGUETTI,2011).

Genotoxicidade
O efeito mutagénico e carcinogénico de genotoxipentes em populacdes
humanas que estdo expostos ocupacionalmente entatidente ou por estilo de vida

tem sido uma preocupacao crescente (MALUF, ERDTMARIDDO). Segundo Dias, et
al (2014), sistemas testes vegetais, principalmedi@A. cepatém sido utilizados para
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estudos preliminares dos efeitos de extratos visgeiaando a deteccdo do potencial de
genotoxicidade, servindo como primeira triagem etectdo dessa alteracéo.

De acordo com Lucio neto (2011, apud FENECH, p, 8ffprmacdo de MN
durante a divisao celular é resultado da quebrara®ossomos devido a lesdes néo
reparadas ou reparadas de forma incorreta, oua,aoevido a ma segregacdo dos
cromossomos ou ma funcdo mitética. Esses eventsnpser induzidos por estresse
oxidativo, exposicdo aos agentes clastogénicoseagémicos e essa heterogeneidade
reflete a presenca de mudltiplas exposicfes exterirderna e ao grande numero de
alteragbes cromossdmicas que, eventualmente, aesalformagcdo de micronucleos,

como podemos observar na Figura 02.

Figura 02: Formagio de micronucleos em células eucanoticas

| DROEs

MARZEAC=HA

2 METODOLOGIA
2.1Tipo de Estudo

Trata-se de uma pesquisa quantitativa de caraperiexental. Segundo Lakatos
(2011), quantitativa porque faz o uso de amostnaglas de informacdes numéricas,
podendo apresentar seus resultados em graficoabmlas, quantificando de forma
sistematizada o objeto a ser estudado.

Segundo Cervo, Bervian e Silva (2007), pesquisapergrentais Sao
caracterizadas por manipular diretamente as vasidetacionadas com o objeto de
estudo, a manipulacéo das variaveis proporciorsumie da relacdo entre as causas e 0s
efeitos de determinado fendbmeno; com a criagcaatdacdes de controle, procura-se
evitar a interferéncia de variaveis, onde essafaréncia pode estar diretamente ligada
a realidade ou manipulando a variavel independentien de observar o que acontece

com a dependente.
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2.2Condicdes de crescimento das raizes, concentracdesensaio e tratamentos

O testeAllium cepafoi realizado segundo descricao de Fiskesjo (1,98&n
algumas adaptacdes, conforme descrito por Mittereg007), cada grupo
experimental constatou do extrato aquoso das raleeSurnera ulmifolia L. nas
concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 g/L. Caontroles negativo e positivo foram
utilizados, respectivamente, agua sem cloro etsutfa cobre 0,0006 mg/mL.

Essas concentracdes foram escolhidas baseadasilzac@td de forma
empirica pela populagdo que € de 50 g/L (4 a Sespizom isso, foram analisadas
concentracbes maiores e menores para possiveisccOiete de toxicidade,
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Bulbos de cebolas da espégiium cepd.. (2n=16; diametro: 20 a 30 mm e
peso: 5 a 10 g), com catafilos externos brancosymas origens, ndo germinados e
saudaveis, foram adquiridos comercialmente no rderealho em Teresina-PI, Brasil,
foram mantidos em locais livres de umidade e agalda luz. Antes do teste, os
catafilos externos secos foram removidos com lhjstwidando para que a area
radicular ndo fosse danificada. Em seguida, ososuforam postos em agua de
torneira por duas horas para reduzir os efeitqeodsiveis inibidores do brotamento.

Cada experimento se constatou de 05 (cinco) bul@asla solucédo foi
distribuida em recipientes de vidro, previamenterdizados, de capacidade de 5 mL
e um bulbo foi colocado em cada recipiente comea &adicular em contato com a
solucédo, sendo deixado para germinar a 18-22°C A@WHUK et al, 1998).0
volume de solucéo absorvido foi reposto diariameoibgetivando a manutencao das
raizes mergulhadas. Apd6s 72 horas de exposicdmizss foram medidas com o
auxilio de régua, desprezando aquelas muito cattasnuito longas, os tamanhos das
raizes foram utilizadas como um indice de toxiotdda#lpdés a mensuracdo, foram
cortadas de 1,5 a 2,0 cm do &pice das raizes, etotahde trés raizes por bulbo. Se
colocou em solucao fixadora de Carnoy (metanol 9¢ialo acético glacial— 3: 1 v/v)
durante 24h e, apos, em etanol 70%, conservandoisefrigeracdo até o momento
da preparacdo histologica das laminas. O testecdmiduzido em temperatura
controlada de 20°C, sobre bancada sem vibra¢@a®s dsninacao direta (FESKEJO,
1985).

2.3 Preparo das laminas
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Para o preparo das laminas, duas a trés raizes fet@adas do etanol 70%,
lavadas em agua destilada (3 banhos de 5 minyelisadas em HCI 1N a 60° C por 8
min. Logo apos foram transferidas, as raizes, fpasaos escuros (ambar), contendo o
reativo de Schiff (fuccina basica/metabissulfio d®dio - 3:1 p/p), por
aproximadamente 2 horas. Com a pinca e a lamitstlgi, a coifa (porcéo apical da
raiz) de aproximadamente 1 mm a 2 mm de comprimiente@tirada, desprezando o
restante da raiz se adicionou duas gotas de caaunético 2% e se deixou corar
durante 10 minutos. Logo em seguida as pontasaftessrforam transferidas para uma
lamina. A laminula foi entdo colocada sobre a l@mkoi entdo, realizado sguash
(esmagamento) com o dedo polegar, com razoavelgueSsmaterial preparado foi
levado ao microscopio para observacao, e postegiarfotografado para melhor e

mais eficiente leitura.

2.4 Analisestoxica, citotdxica, genotoxica e mutagéric

Um total de 1000 células por cada bulbo foram eraddas ao microscépio
(objetiva de 100x com o6leo de imersao). Os segulipggametros foram observados:
(@) indice mitético (IM) (250 células por lamin#)) aberracdes cromossdémicas (AC)
no ciclo mitético; e (c) presenca de micronucledNjM250 células por lamina). O IM
corresponde a relacdo do numero de células entdiedotal de células observadas,
em porcentagem, analisada, também, a presencaOdfiesgyr metafase, anafase e
teléfase. Para a analise de AC, varios tipos deratiEes,cromossomos soltos e
fragmentos cromossdmicos em todas as fases do aatldar (préfase, metafase,
anafase e tel6fase), além de pontes e atrasossaoafae todos os registros foram
reunidos em uma sO categoria para possibilitaradig@@ao das AC como um unico

“endpoint.
2.4.1 Amostra do Estudo

A amostra de estudo foi extraida a partir das saizeplanta Chanan@yrnera
ulmifolia L). queé uma planta herbacea com folhas pubescenteses fimarelas
pertencente a familia Turneraceae, sua raiz é,adale sub-lenhoso, filotaxia alterna
espiralada, com a presenca de glandulas de Tuaneaeacteristica marcante do grupo.

Extrato aquoso das raizesTaulmifolia L.(Chanana) sera a nossa amostra.
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2.4.2 Amostragem do estudo

Segundo Cervoget al (2007), amostragem é quando a pesquisa procura
estabelecer generalizagcdes a partir de observaefesgrupos ou conjuntos de
individuos chamados de populacdo ou universo. ®etacde dados de uma parte dessa
populacdo que selecionada segundo critérios qaaigan sua representatividade.

A amostragem para determinacao das concentraggeFera utilizadas no teste
A. cepaforam realizadas de acordo com informacgdes obpdispopulacdo,que faz uso
de forma empirica, em torno de 50 g/L, logo, pdeite de analises serdo utilizados
concentracbes menores e maiores. Cada grupo exmaimconstatou do extrato
aquoso d&urnera ulmifolia L.nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200Cgino
controles negativo e positivo serdo utilizadospeetvamente, 4gua sem cloro e sulfato
de cobre 0,0006 mg/mL.

2.5Instrumento de Coleta de Dados

Coleta de Dados
A planta Turnera Ulmifolia L(Chanana) foi coletada em uma plantacdo no
Bairro Jacinta Andrade, Teresina — PI, no horaaamhnha e agua filtrada encontrada
no Laboratério de Biologia Geral da Faculdade Sagimstinho — FSA.

Preparo da amostra
Para o preparo das amostras foram utilizadas raiedsirnera ulmifolia L.
(chanang onde a extracdo foi realizada com agua. Para aentacdo de 50g/L
(quantidade usada de forma empirica pela populdgéen utilizadas de 4 a 5 raizes, a
filtracdo se deu com o auxilio de papel filtro; esmo procedimento foi executado para

todas as amostras nas concentracdes de 12,5;@5; 20D g/L.

Andlise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida utilizando-sepgrama Graphpad
PRISMA verséo 5.0, por meio de estatistica degargi ANOVA nao paramétrica, com
o teste de Tukey, para multiplas comparacfes @strgrupos do sistema teste, com
niveis de significancias de *P<0,05, **P<0,001 &P% 0,0001.
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Critérios de Inclusédo e Excluséo

Para a escolha das cebolas, foram utilizados comtérias de incluséo:
osbulbos de cebolas da esp&dieum cepa L.que apresentarem (2n=16; diametro: 20 a
30 mm e peso: 5 a 10 g), com catafilos externosichiss mesmas origens, nao
germinados e saudaveis. E foram excluidas as celmpla ndo apresentarem tais
caracteristicas.

Para escolha e inclusao das raizes, foram levadamrsideracdo seu estado
de conservacdo, coloracdo caracteristicas e deeensido colhidas nos dias das
analises. Foram excluidos qualquer outra partelatdggocomo: folha, caule ou flores;

aparéncia estranha ou ndo com presenca de obgttastes ou néo.
3 RESULTADO E DISCUSSAO

Segundo Belcavelet al (2012), as plantas séo fontes importantes de pyedu
naturais biologicamente ativos, mais diversificadogsstituintes quimicos possiveis,
muitos dos quais sao utilizados para a producaasndgrande namero de farmacos, e
outros nem estudados. As preparac0des fitoteraparasspondem a 25% do receituario
médico dos paises desenvolvidos e 80% dos paisedesemvolvimento; apesar do
amplo uso dos fitomedicamentos pela populacéo, gmoestudos tém sido feitos para
avaliar a eficacia terapéutica e a toxicidade taiicidade das preparacdes fitoterapicas
e 0 uso de preparacgfes a base de plantas, aormdtor&enso comum, que as classifica
como sendo naturais e isentas de reagfes advposisn apresentar varios agravos a
saude incluindo reacbes alérgicas, toxicas, inbesacmedicamentosas e efeitos
mutagénicos.

Nos experimentos utilizou-se, além do controle tiegadgua sem cloro) e do
controle positivo (sulfato de cobre 0,0006 mg/mé)o extrato aquoso daurnera
Ulmifolia L. nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200Rigura 03)

Os efeitos do extrato aquoso™arnera Ulmifolia L.nas concentracdes de 12,5 e 25
g/L sobre o Crescimento das Raizes e o indice Mit§IM) encontram-se expressos
nas figuras 1 e 2 e na Tabela 1. Ambos os parase&r@oncentracédo de 12,5 g/L n&o
apresentaram reducéao significativa, o0 que naoldservado para a dose de 25 g/L, onde
foi evidenciada diferenca estatisticamente sigaifie em relacdo ao controle negativo

(P < 0,0001) para ambos os parametros (Figura 04)
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Figura 03: Crescimento das raizes (cm) =m espeécimes de 4dliwm cepa expostos,
respectivaments, ds concentragdes de 125 & 230 g/l do extrato aguoso da Furmnerna
Cimifolic L * Diferenga significativa em relagio ac contrele negative ac nivel de

P2 05; *=F P20 001 e *5F P20 0001 (ANOWV A
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Fonte: Laborstdrio &z Biclogia Gearzl da FSA. 2014

Figura ©04: Indice MMtotico (I em espécimes de Alliwm cgpa expostos,
respectivaments, ds concentracdes de 125 e 250 gl do extrato aquoso da JTurrenz
Uilmifolia L * Diferenga significativa em relagio ac controle negative ac nivel de

P=1.05; ==P<20001 & === P20 0001 (ADOW A
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Fomte: Laborastorio de Bickesia Geml da FS4 . 2014

No experimento realizado na concentracdo de 25agdnalise no tamanho das

raizes dos organismos expostos foi condizente combggédo do IM, o que vem a

constatar que a inibicdo do IM induziu a uma redugignificante no crescimento das

raizes *

** P<0,0001 (ANOVA), como mostra nas Figurh e 2, tendo indicios de

toxidade e citotoxicidade celular, o que indica essa concentracdo interfere no

processo de sintese do DNA; o que ndo ocorreumzentracdo de 12,5 g/L (Figura 05

e Figura 06))
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Figura 05: Frequéncia de Aberracdes (FA) em espécimes de Allium cepa expostos,
respectivaments, ds concentmgdes de 125 e 250 g/l do extrato aguose da Turnera
L?mhﬁ,‘l‘“ﬂffcz I * Diferenga =ignificativa em relagio ac controle negative ao nivel de
P*:I]Tg}ig = P=0,001 & === P20 0001 (ANOWVA).
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Fonte: Laborario de Biolozia Geal da FSA. 2014

Nas concentracfes de 50; 100 e 200 g/L a inibigdarescimento das raizes foi
total, nos impossibilitando assim a observacao aisigeis alteracdes cromossémicas

gue as mesmas possam apresentar (Figura 06).

Figura 06: Frequéncia de micromicleos (MMIN) em espécimes de Aliwm cepa exposto
respectivaments. ds concentragbes de 125 2 250 g/ do extrate aquose da FTurmer
Ulmjfolia L. * Diferenga =significativa em relagio ac contrele negatve ac nivel d
Pai003; *=P<0,001 = === B0, 0001 (CAMNOWVA)
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Fonte: ILaborstorio da Biclogia Gersl da FSA . 2014

Os resultados encontrados para as diferentes AbegaCromossoémicas (AC)

encontram-se expressos na Tabela 1, figuras 7, & . Nas analises, foram

G0
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consideradas como AC: cromossomos soltos e atesmdasicos em todas as fases do

ciclo celular (profase, metafase, anafase e tedfatem de pontes e atrasos anafasicos.

Figura 07: Fases do ciclo celular (divisio mitotica) da espécie 4lium cepa exposto a concentragio

12.5 do extrato aquozo da Twrnera Ulnifolia L

" L

Legenda: (3} interfass, (biprofsss, {Cmetifsss, (feniBe, (Seléfsss, diferentes tipoz de Abetragdes

Cromossémicazs  {AC) (fgh - atrazoz  anafasicos) e Microniclzos {1).

Tabela 1. Indice mitotico, aberragdes cromossémicas, micronicleos e comprimento das raizes em espécimes de Allium cepa expostos,
respectivamente, s concentragdes de 12,3 e 23 g/L do extrato aquoso de Turmena Ulmifolia L.

. Aberracies Cromossdmiras 5 ;
Indice mititico F . Cdnlxl;d l."ampd l‘nnlmh}
. mirronucleadas araiz
Grupo (:elu;lai:m Pontes Fragmentos Atrasos  Cromossomos  Frenuéneia
divisaoi250) 4 ofedeas  Cromossémicos  Anafisicos Soltas Total (%)° MMN250) (em)

aroleNegativa® 80,00 10,45 002004 0,08+ 0,08 0.04x005 022004 012008  0,02=004 1532021
srolePositive®  37,00=5,07#¢%  0,021=0,04 0,06 005 000004  0AF=032° 096 +0352¢ 048 016% 0,22 % 0,08+
1351 083304 NO NO 0,02+ 0,03 NO 002 =003 001 =002 13048
251 31.83=500%++ NO NO NO NO NO NO 0,67 = 036w+

‘Controk Nemtivo= dmm s=m cloro; * Controk positive= suffsto dz cobre 00006 me'ml; ° Incluindo pones, frapmenins, cromossemes woltos @ strasos; NO = nio
obsarvado;® Diferanga significative em relagio a0 controle  negative =0 arel de P05, +¢ P0O1 e v BO01 (ANOVA)

O nuamero de evidencias relatando os efeitos bioddgilos extratos de plantas
esta constantemente aumentando. A composicdo desdestos naturais que
aparentemente exibem apenas propriedades benéftt@ascomponentes quimicos com
atividades mutagénicas, teratogénicas e/ou cam@mc@s. Se 0S componentes
genotoxicos estdo presentes, eles podem intesalesm a molécula de DNA levando
a danos genéticos em regibes de fundamental inmedatgpara o controle do ciclo

celular e apoptose, acelerando o processo neopl&ssa forma, é muito importante a
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inclusdo da abordagem genotdéxica em avaliagbescaidgicas dos compostos
terapéuticos (FERREIRAt al, 2008).

O uso de preparacdes a base de plantas, ao cortcasenso comum, que as
classifica como sendo naturais e isentas de reaghessas, podem apresentar Varios
agravos a saude incluindo reacfes alérgicas, gxickeracdes medicamentosas e
efeitos mutagénicos. Diversos grupos de plantasuens substancias bioativas de
interesse farmacolégico. No Brasil, e em outrossgmi varios estudos tém sido
realizados com o intuito de estabelecer a atividadelarecer mecanismos de acéo, ou
mesmo, identificar componentes ativos e investigmrpossiveis efeitos téxicos de
diferentes espécies vegetais(BELCAVELLO, 2012).

O Teste Allium cepa fornece dois tipos de toxicidade. Parametros
macroscopicos que podem ser observados consistenfoenmacdo de tumores,
avaliacdo de crescimento de raizes e raizes ter@dére outros. indice mitético, para a
andlise de taxa de divisdo celular, aberrac6esassdmicas, cComo: Cromossomos em
anel, pontes cromossémicas, cromossomos pegajostasgdos cromossomicos, que
ocorrem principalmente nas fases de metafase assnafformacdo de micronudcleos,
como indicadores de anormalidades no DNA, perfapam@metros microscopicos
(CUCHIARA, 2012).

O IM e indice de replicacdo sdo usados como indresdde proliferagéo
adequada das células o que pode ser medido attasstema teste vegetal Adium
cepdBAGATINI, SILVA E TEDESCO, 2007). Segundo Figuae (2014) a
citotoxicidade é basicamente medida pela taxa dscitnento celular, podendo estar
aumentada ou diminuida e pode ser observada mapicamente. Para Lucio Neto
(2011), a reducdao significativa do IM em relacdocaatrole negativo pode indicar
alteracbes que podem ser derivadas da acdo quilmieatrato sobre o crescimento e
desenvolvimento do organismo exposto. Conforme dgltk (2008), a reducéo do IM
pode ocorrer devido a uma inibicdo da sintese dé DiNa um bloqueio da Fase 6o
ciclo celular, impedindo que a célula entre em sa@fondicando citotoxicidade daquela
concentracao.

Segundo Belcavello, 2012 o IM é calculado por nuaoproporcado entre o
ndamero de células em divisdo e o numero total tidaseanalisadas, servindo como
parametros para analise de citotoxidade, os efamesigénicos foram avaliados por

meio de células portadoras de alteracOes tais caifteracbes na anafase (anafases
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multipolares, pontes e atrasos), alteracbes ndaselo(pontes e atrasos), células

binucleadas e perdas cromossémicas.

Segundo Machado (2013), a mutagénicidade € o df@ioco que danifica,
especificamente, o material genético presente hdac@écarretando uma mudanca no
DNA ou no proprio cromossomo e essa mutagénicidsel&ratando de uma substancia
quimica pode ser avaliada por diversos modos de #&& como reagdo direta com o
DNA nuclear; incorporacdo do DNA durante a resgicagelular; interferéncia da
divisdo celular mitética ou meidtica, decorrendo divisdo incorreta, presenca de

anormalidades e micronucleos nas células.

Os testes biolégicos de mutagénicidade com plamttasistem em verificar a
frequéncia de micronucleos, aberracées cromossémicdteracdes no indice mitético
das células, onde essas alterac6es podem ou n@paradas até o fim do ciclo celular.
Foram observados pontes anafasicas para a corg@ntde 12,5 g/L, as alteracdes
cromossOmicas, mostradas nas figuras f, g e hgandique houve presenca de
aberracbes cromossOmicas (atrasos anafasicos)npessas alteracbes ndo foram
significantes como mostra o grafico 3, com (P<0,650omo podemos observar na
tabela 1, podemos afirmar assim que a concentrdedd2,5 g/L n&o possui efeito
mutagénico.Os parametros mostrados na figura 7psteam que a concentracédo de
12,5 g/L, o numero de frequéncias cromossémicgsaxianadamente igual ao nimero

encontrado na solucdo para o controle negativo.

De acordo com Fao (2012), os efeitos mutagéniaasggnotdxicos podem ser
observados por meio de algumas aberracbes crommssd da formacdo de
micronucleos que séo danos irreversiveis onde ossBtNpequenos corpos contendo
acidos desoxirribonucleicos (DNA), localizados ntmpmlasma, resultantes de quebras
cromossomicas, formando fragmentos acéntricos,oou eqiéncia de cromossomos
inteiros que ndo se prendem ao fuso mitodtico eadiesma, ndo chegam aos polos das
células durante a divisdo celular na mitose, omdecromossomo inteiro ou fragmento
cromossOmico acéntrico ndo se integra ao novo augler ndo estar unido), este
também pode constituir um pequeno nucleo individelemado de microndcleo como

podemos observar na figura i.

Segundo Lucio Neto (2011), a ocorréncia dos miarlmos esta diretamente

ligada a uma resposta integrada de instabilidadeaieossomos, fenotipos e alteracbes
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celulares causadas por defeitos genéticos e osiggooexdgena a agentes genotdxicos,
refletindo inimeras alteracdes cromossOmicas iraptas para a carcinogénese. Os
micronucleos séo identificados em qualquer tipoélela, podendo os micronulcleos ser
avaliados para diagnéstico de doencgas hematologimasélulas epiteliais da boca, do
trato urinario e também monitorar ambientes atralgéseste com roedores e plantas
(MENEGUETTI, 2011).

As presencas de micronucleos foram satisfatéri@naspna concentracdo de
12,5 g/L e nao foi significante como podemos obmena figura 4. sendo um indicativo
gue essa concentracdo nao possui acdo aneugénadastagénica quando comparada
com o controle negativo (P<0,05). E esses resudtado condizentes com a frequéncia
de ACs indicando que nessa concentracdo os dahdares resultantes das aberracdes

foram reparadas no decorrer do ciclo celular.

4 CONCLUSAO

Ao final deste trabalho, conclui-se que as coneebts de 12,5; 25; 50; 100 e
200 g/L do extrato aquoso da raiz Tarnera ulmifoliaL.apresentaram toxicidade e
citotoxidade, pelas células do tegtlium cepa Onde na concentracdo utilizada pela
populacdo (50 g/L) apresentou grande toxicidadeiddewa sua inibicdo total no
crescimento das raizes. Esse efeito pode seuialilpela sua capacidade de promover
alteracbes em células eucaridticas devido sua fteelacdo entre a composicao
quimica da planta analisada e o0 desenvolvimentoceatéas alteracdes celulares.
Constatou-se que naconcentracdo de 12,5 g/L ndeehoenhuma divergéncia
estatistica quando comparadas ao controle negalivama concentracdo de 25 g/L
observou-se grande toxicidade devido a inibicaddndice mitético e crescimento das
raizes, que foi estatisticamente diferente do otmtmegativo para ambos os
parametros, podendo causar alelopatia celular ida@vgrande inibicdo celular, ndo se
pode observar alteracbes cromossémicas que seriaiicativos de cito e
mutagenicidade. E as concentracfes de 100 e 20foigin totalmente toxicas, sendo

comprovada pela inibig&o total no crescimento dé&=es.

Esses resultados permite inferir que o extrato smuaTurnera Ulmifolia
L.utilizados em altas concentragdes podem provocaosd@reversiveis ao material
genético dos que dela fazem uso. Nessas condigégfica-se que alguns estudos
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complementares tornam-se viaveis, no sentido ddire@mtao dos resultados e
elucidacdo dos possiveis mecanismos geradores afass.dNo que diz respeito ao

sistema de testallium cepa,observa-se que esse pode ser utilizado como undméto

hY

regular para a triagem e andlise de paréametrosiorkdos a toxicidade, podendo

predizer um perfil inicial de seguranca e efic@t@anovas moléculas.
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