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“Vocé, eu, ninguém vai bater tdo duro
quando a vida. Mas ndo se trata de
bater duro, se trata de quanto vocé
consegue apanhar e seguir em frente, o
quanto vocé é capaz de aguentar e
continuar tentando. E assim que se
consegue vencer.”

(Rocky Balboa - 2006)



Resumo:

Persea americana Mill. é uma espécie da familia Lauraceae, popularmente
conhecida como abacateiro. Seu cultivo se da principalmente pela producédo do fruto e
por ser uma espécie explorada para diversos fins medicinais. O cha de suas folhas é
empregado como carminativo, antirreumatico, antidiarreico, diurético, contra doengas
dos rins e bexiga, estimulante da vesicula biliar, dentre outras. O extrato alcodlico
caseiro € indicado como uso externo para o tratamento de dores reumaticas, contusdes e
dores de cabeca. Apesar do grande numero de trabalhos relacionados ao estudo de
Persea americana, mais andlises toxicogenéticas se fazem necessarias para que sua
utilizacdo possa ser feita com relativa seguranca. Deste modo, no presente trabalho
objetivamos avaliar o efeito citotoxico e genotoxico do extrato hidroalcodlico obtido a
partir das folhas do abacateiro, através do teste do micronucleo em sangue periférico de
camundongos tratados com dose Unica de 2000mg/Kg do referido extrato. Esfregagos
sanguineos foram preparados 48 e 72 horas apds o tratamento. A genotoxicidade foi
avaliada pela presenca de micronicleos em 2000 células por animal para cada periodo
de tempo, enquanto a citotoxicidade foi analisada através da relacdo dos eritrcitos
imaturos (PCEs) e maduros (NCESs) nas primeiras 1000 células contadas. Os resultados
obtidos demonstram que o extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana néo
apresenta efeito genotoxico, sendo inclusive observado uma diminuicao significativa de
PCEs micronucleados. Detectou-se, entretanto, um efeito citotoxico do extrato,
demonstrado pela diminuicdo significativa da taxa PCE/NCE em relacdo ao controle

negativo.

Palavras chave: citotoxicidade; genotoxicidade; Persea americana; microndcleo
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Abstract:

Persea americana Mill., a species of plant from the family lauraceae, popularly known
as avocado, is cultivated mainly in temperate regions and scarcely in tropical areas. Its
cultivation occurs mainly by the production of the fruit and for being a species explored
for diverse medicinal purposes. The tea made by the leaves of avocado is used as
carminative, antirheumatic, antidiarrheal, diuretic, against diseases of the kidneys and
bladder, gallbladder stimulant, among others. In addition to the use in the form of tea,
the homemade alcoholic extract is indicated as external use for the treatment of
rheumatic pains, bruises, and headaches. Despite the large number of studies related to
the P. americana, toxicogenic analyzes are necessary for that their use can be made with
relative safety. Thus, the present study aims to analyze the cytotoxic and genotoxic
effect of the hydroalcoholic extract obtained from the leaves, through the micronucleus
test in peripheral blood of mice treated with a single dose of 2000mg / kg of said
extract. Blood smears were prepared 48 and 72 hours after treatment. Genotoxicity was
assessed by the presence of micronuclei in 2000 cells per animal for each period, while
cytotoxicity was analyzed by the ratio of immature erythrocytes (PCEs) and mature
(NCEs) in the first 1000 cells counted. The results obtained demonstrate that the
hydroalcoholic extract of the leaves of P. americana does not present genotoxic effect,
being even observed a significant decrease of micronucleated PCEs. However, a
cytotoxic effect of the extract was detected, as demonstrated by the significant reduction

of the PCE / NCE rate in relation to the negative control.

Keywords: citotoxicity, genotoxicity; Persea Americana; micronucleus
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I. INTRODUCAO

1.1. USO DE PLANTAS MEDICINAIS

A relacdo do homem com o uso e identificacdo de espécies vegetais para fins
medicinais vem desde o tempo pré-historico. A evidéncia mais antiga do uso de plantas
para tal fim foi encontrada em uma placa de argila em Nagpur — india, com
aproximadamente 5000 anos, que apresenta 12 receitas para a preparacdo de farmacos,
fazendo uso de mais de 250 plantas, algumas delas possuidoras de alcaloides como a
papoula e a mandragora (KELLY, 2009).

Com o avan¢o dessa relacdo e o inicio da vida em sociedade, o ser humano
aprendeu a reconhecer e a categorizar os materiais provenientes de plantas para diversas
funcionalidades. A evolucdo desse conhecimento, passados de geracdo para geracéo e
propagada dentro de um povoado, produziu o bem conhecido sistema de medicamentos
baseados em plantas, como o Ayurvedic e Unani (MAMEDOQV, 2012). Um exemplo
disso é o livro "Pen T'Sao", escrito por volta de 2.500 anos a.C. pelo imperador chinés
na época, Shen Nung. Nele sdo descritos 365 medicamentos feitos com partes secas de
plantas medicinais, sendo boa parte destas utilizadas até hoje, como a canfora, casca de
canela, “erva de Jimson”, entre diversas outras (WIART, 2006; PETROVSKA, 2012).

O inicio do século XIX marca um ponto importante no conhecimento sobre o
uso de plantas medicinais com a descoberta e isolamentos de alcaloides em diversas
plantas, e posteriormente, com o isolamento de glicosideos. Assim deu-se inicio as
pesquisas cientificas farmacologicas. Com o avanco dos métodos quimicos, outras
substancias ativas de plantas medicinais também foram descobertas, como taninos,
saponinas, 6leos etéricos, vitaminas, hormonios, entre outros (DERVENDZI, 1992).

Com base na evolugdo histérica do uso de plantas medicinais, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em 1978, passou a reconhecer a fitoterapia como terapia
alternativa de enfermidades humanas (Ministério da Saude, 2006) e na década de 90
apresentou dados onde aproximadamente 70% da populacdo mundial tinha o uso de
plantas como o Unico meio para o tratamento de enfermidades, sendo utilizadas em
torno de 35.000 a 70.000 espécies de plantas para fins medicinais (AKERELE, 1992;
MAMEDOV, 2012).

No Brasil, a porcentagem da populacdo que faz uso de plantas medicinais chega
a valores proximos aos 80%, demostrando o quéo difundido é o método de medicina
alternativa no pais (CANTARELLI, 2012). Fatores que justificam esse numero elevado

estdo relacionados ao dificil acesso por parte das populaces carentes aos centros de
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atendimento hospitalares e as dificuldades para realizacdo de exames e obtencdo de
medicamentos. Soma-se a isso, 0 aspecto cultural e a facilidade de obtencdo de plantas
medicinais (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Além disso, 0 aumento do custo dos
medicamentos e o incentivo ao consumo de produtos naturais, promovido pelas midias,
afetam ndo so a parcela carente, mas também as demais classes sociais (AZEVEDO e
SILVA, 2006; BRASILEIRO et al., 2008).

Uma vez que o natural vem acompanhado da ideia de que é saudavel, muitos
utilizam plantas medicinais sem se preocupar se elas apresentam algum tipo de efeito
adverso, seja esse ocasionado por suas proprias substancias, ou até pela presenca de
adulterantes que estiveram envolvidos desde o cultivo até a preparacdo do fitoterdpico
(TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Desta forma, € importante inclusive que sejam
realizados estudos em plantas de uma mesma espécie, mas que se encontram em regides
diferentes, pois modificacdes quimicas podem ocorre em decorréncia da manipulagéo
humana e de fatores ambientais varidveis (MACIEL et al., 2002).

Em 2012, segundo dados do Sistema Nacional de Informagbes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX), 1026 casos de intoxicacao por plantas foram registrados no
Brasil. As pesquisas para se averiguar a seguridade sdo incipientes no pais e um nimero
consideravel de espécies da flora nativa ainda sdo consumidas sem se conhecer, ou,
tendo-se poucos estudos de suas propriedades farmacoldgicas (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

Efeitos toxicos gerados por espécies vegetais sdo variados e estdo relacionados
ao produto de seus metabolitos secundarios. Reacgdes alérgicas, assim como distlrbios
respiratdrios, cardiovasculares e neuroldgicos, sdo alguns dos efeitos dessas substancias
ao entrarem em contato com o organismo (MACEDO et al., 2008; VASCONCELOS et
al., 2009). Diversos compostos quimicos isolados de espécies consideradas medicinais e
associados a protecdo da planta com o ataque de microrganismos e predadores,
apresentaram acdo citotdxica ou genotdxica, ocasionando danos ao DNA e levando a
efeitos carcinogénicos (AMES et al., 1983; AGNER et al., 1999 apud MACEDO et al.,
2008). Por isso, testes toxicologicos e toxicogenéticos, assim como analises para
compreensdo da verdadeira funcionalidade das plantas em relacdo aos motivos pelos
quais elas sdo empregadas na medicina popular, sdo de total importancia para uma
utilizacdo segura e para contribuir com a comunidade cientifica, viabilizando a
continuacdo de estudos na area e possibilitando uma ampliacdo de conhecimentos sobre

0 tema.
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1.2. Persea americana Mill.

Persea americana Mill., espécie pertencente a familia Lauraceae, €
popularmente conhecida como abacateiro, possuindo uma copa arredondada e densa;
comprimento em média de 12 a 20 metros, mas podendo ultrapassar os 30 metros;
folhas simples e um fruto de casca verde-escuro (figura 1) e polpa cremosa, com uma
unica semente grande e esférica em seu interior (PINTO, 1873). Seu cultivo se da
principalmente em regides temperadas e escassamente nas areas tropicais, sendo visada
principalmente pela producdo de seus frutos e por ser uma espécie explorada na
medicina popular (ANTIA et al., 2005).

Figura 2. Individuo do qual foram coletadas as folhas. Localizado
nas coordenadas 22°45'48.8"S; 43°41'42.0"W
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No Brasil, segundo Pio Corréa, a P. americana foi introduzida no inicio do
século XIX, em 1809, sendo originaria da Ameérica tropical, na regido compreendida
entre 0 México e o Peru. Hoje seu cultivo esta espalhado em quase todo territorio
nacional, sendo em maior nimero nas areas tropicais e subtropicais do pais (Ministério
da Salde, 2002; LORENZI e MATOS, 2008).

O oleo extraido da polpa do fruto é estavel, ndo secativo, rico em vitaminas A,
B, D, E e G, fitosterol e lecitina, 0 que lhe garante importantes propriedades na
preparacdo de cosméticos, como cremes para tratamento de pele seca, contra radiacao
ultravioleta, antienvelhecimento e compostos antioxidantes (LORENZI e MATOS,
2008; GUIMARAES, 2015). Na Nigéria, 0 extrato das folhas de P. americana tem sido
usado como antidiabético, anti-hipertensivo, analgésico e anti-inflamatério (ADEYEMI
etal., 2002; OWOLABI et al., 2005; ANTIA et al., 2005). No Brasil, extratos alcodlicos
caseiros sdo utilizados como produtos topicos para dores reumaticas, contusdes e dores
de cabeca (LORENZI e MATOS, 2008).

A rica quantidade de fitoquimicos que a P. americana apresenta, € alvo de
diversas pesquisas, 0 que gera beneficios no seu entendimento e possibilita identificar
seus efeitos benéficos e prejudiciais. Estudos com extratos do fruto, sendo esses
etandlicos, cloroférmicos, de acetato de etila e petréleo, demostraram a presenca de
componentes com importante papel na inibicdo do crescimento de células cancerosas,
evidenciando efeito anticancerigeno no eséfago e no colon de pacientes com cancer
(LALEH, 2013). Em 2013, Falodun et al. isolaram um composto do extrato metandlico
da casca da raiz, que também demostrou propriedade anticancerigena, s que este contra
células do cancer de mama.

Contrario aos beneficios, o extrato metandlico das folhas e fruto apresentou
efeito genotdxico. Os pesquisadores observaram a presenca de aberracdes
cromossémicas tais como quebras, delecbes e fragmentos em linfécitos periféricos
humanos (KULKARNI et al., 2010). Além disso, o extrato hidroalcodlico das folhas de
P. americana, assim como de diversas outras plantas, demostraram aumentar a absorcao
dermal de *C-cafeina (MUHAMMAD et al., 2016).

Os resultados dos trabalhos citados acima demonstram mais uma vez que,
contradizendo a crenca de que ha apenas propriedades benéficas, os extratos naturais
podem conter componentes quimicos com atividades mutagénicas, teratogénicas e/ou
carcinogénicas. Se 0s componentes genotdxicos estdo presentes, eles podem intercalar-

se com a molécula de DNA, levando a danos genéticos em regides de controle do ciclo
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celular e apoptose, acelerando o processo neoplasico. Dessa forma, € muito importante a
inclusdo da abordagem genotoxica em avaliagbes toxicologicas dos compostos
terapéuticos (SANTOS et al., 2008).

Como extratos obtidos a partir de P. americana sdo utilizados no tratamento de
diversas enfermidades, muitas vezes de forma indiscriminada e sem cautela, faz-se

necessario testes de citotoxicidade e genotoxicidade para aferir seu uso de forma segura.

I.3. TESTE DO MICRONUCLEQO in vivo

Em ambito mundial, tem-se encontrado forte relacdo entre exposicdo a agentes
genotoxicos e desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a saude, principalmente com
a incidéncia de cancer e defeitos ao nascimento (FERNANDEZ, 2003). O teste do
micronucleo consiste em um método amplamente utilizado para a deteccdo desses
agentes, que atuam na quebra cromossomica ou na inducao de aneuploidia e segregacéo
cromossdmica anormal (HAYASHI et al., 1994; RIBEIRO et al., 2003).

Os micronucleos se formam pela extrusdo de cromossomos inteiros ou seus
fragmentos durante a divisdo celular, sendo uma porcdo de cromatina resultante de
mitoses aberrantes (REIS et al., 2004). O teste pode ser feito em diferentes tipos de
célula, como vegetais, humanas e de outros mamiferos, desde que estas sejam capazes
de se dividir ou entdo de induzir divisdo; e que esse processo seja conhecido e passivel
de controle (FENECH, 2000; CHEQUER, 2008).

O microndcleo foi reconhecido no final do século XIX pelo fisiologista
americano, William Henry Howell e pelo hematologista e histologista francés, Justin
Marie Jolly. Eles encontraram pequenas inclusdes nas células sanguineas retiradas de
gatos e de ratos e denominaram-nas corpusculo de Howell-Jolly. Posteriormente, estas
foram também observadas nos eritrécitos do sangue periférico de pacientes que sofriam
de anemia grave (HAYASHI, 2016).

Quase um século depois, em 1970, a dupla Boller e Schmid desenvolveu o que
seria 0 primeiro método do teste utilizado para avaliar a frequéncia de eritrocitos
micronucleados usando células da medula 6ssea e do sangue periférico do Hamster
chinés, tratado com tremimon (BOLLER e SCHMID, 1970). Nos anos que se seguiram,
ainda dentro da década de 1970, o grupo de Schmid fez aprimoramentos no modelo, que
foi subsequentemente modificado por Heddle e colaboradores (RIBEIRO et al., 2003).
Estes entdo foram os que construiram os conceitos basicos do teste do microndcleo e os
primeiros a sugerirem o método como uma forma alternativa e barata para se medir
danos nos cromossomos (FENECH, 2000; RIBEIRO et al., 2003; HAYASHI, 2016).
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Por volta de 1980, alguns paises, bem como organizacdes internacionais,
comecaram a elaborar suas proprias diretrizes de teste para avaliar a seguranca de
produtos quimicos. O grupo responsavel pelo estudo de mutagénese de mamiferos,
pertencente a Sociedade de Mutagénicos Ambientais do Japdo (CSGMT / JEMS-MMS),
comecou a estudar os varios fatores que poderiam afetar os resultados do teste. A
diferenca relacionada ao sexo, idade, entre a injecéo intraperitoneal e a aplicacdo de
gavagem oral, foram alguns desses (The Collaborative Study Group for the
Micronucleus Test, 1986, 1988; HAYASHI et al., 1989). Os resultados dos ensaios
colaborativos foram de grande importancia para padronizacdo de protocolos
(HAYASHI, 2016).

O Programa Internacional de Seguranca Quimica desenvolveu, em 1983, um
projeto para avaliar diferentes produtos quimicos em um curto prazo. Carcin6genos e
ndo cancerigenos foram avaliados por varios sistemas de teste in vivo, e o teste de
micronlcleo obteve o melhor resultado para estimar o potencial cancerigeno de
produtos quimicos entre os ensaios estudados (ASHBY, 1988).

O ensaio feito em sangue periférico de camundongos analisa o efeito genotoxico
do extrato através da observacdo de micronlcleo em eritrocitos policromaticos
anucleados (PCEs). O PCE é o eritrécito jovem, que possui um tempo de vida
relativamente curto, no sentido de que ele passou pelo processo de eritropoiese
recentemente, fazendo assim com que qualquer micronicleo que ele contenha,
possivelmente tenha sido gerado pelo resultado de danos cromossémicos induzidos
também recentemente. Os resultados obtidos da analise, quando positivos, fornecem
fortes evidéncias de genotoxicidade sistémica ocasionada pelo extrato estudado. Quando
negativos, suportam a conclusdo de que 0 mesmo ndo possui efeito genotoxico in vivo
(RIBEIRO et al., 2003).

O teste do microndcleo € amplamente aceito por agéncias internacionais e
instituicdes governamentais, fazendo parte dos testes recomendados para se obter a
seguridade de novos produtos que entram no mercado mundial anualmente, sendo estes:
agricolas, farmacéuticos, aditivos alimentares, entre outros (CHOY, 2001; RIBEIRO et
al., 2003). Demostrou-se também ser um método confidvel e amplamente utilizado para
se aferir o potencial genotdxico do extrato de plantas (SERPELONI et al., 2008; LUZ et
al., 2012; BELCAVELLO et al., 2012).
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1.4 . Objetivos

1.4.1. Objetivo geral

Investigar 0s possiveis efeitos genotoxicos e citotoxicos de extratos
hidroalcodlicos obtidos a partir de folhas de P. americana através do sistema teste do

micronucleo in vivo.

1.4.2. Objetivo especifico

Detectar os possiveis efeitos genotoxicos dos extratos de P. americana em
eritrécitos coletados do sangue periférico de camundongos, pela frequéncia de
micronucleos;

Avaliar a citotoxicidade dos extratos de P. americana em eritrocitos de
camundongos, pela alteracdo do indice de divisdo mitética, contabilizados pela
frequéncia de eritrécitos policromaticos (PCE) em relagdo a eritrocitos

normocromaticos (NCE).

Il. MATERIAL E METODOS

11.1. Coleta e identificacdo da espécie vegetal

Folhas de um Unico espécime da espécie P. americana foram coletadas no
campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), no municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, nas coordenadas 22°45'48.8"S e 43°41'42.0"W. A
espécie teve sua identificacdo confirmada pelo taxonomista Thiago de Azevedo
Amorim do Departamento de Botanica da UFRRJ e depositada sob o nimero de registro
RBR 37993.

11.2. Preparo dos extratos hidroalco6licos

As folhas da planta, depois de secas a temperatura ambiente, foram armazenadas
em frascos ambar e mantidas em local contendo silica gel para evitar a umidade. O
extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana foi obtido por maceracdo na
proporcdo de 60g do material pulverizado e 700 mL de etanol 70%, a temperatura
ambiente (25 a 30°C), por 72h, protegido da luz, com agitacdo ocasional e sem
renovacdo do liquido extrator. ApOs esse periodo, o extrato foi filtrado e submetido a
evaporacdo em banho-maria, a temperatura de 60°C, com a obtencédo de 7.65g de massa
seca (STANGE et al., 2008 com modificacdes). Uma porcao do extrato seco foi pesada
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e redissolvida em &gua destilada para obtencdo da concentracdo utilizada no

experimento.

11.3. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albino, machos e fémeas, pesando em
torno de 25¢g, obtidos no biotério institucional do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em
caixas de polietileno contendo 10 camundongos cada tratamento, com livre acesso a
comida e &gua, em um ciclo de 12 horas luz-escuro, com temperatura controlada de
22+1°C.

I11.4. Investigacdo das potencialidades citotdxicas e genotdxicas dos extratos
vegetais atraveés do teste do micronucleo in vivo
a) Tratamento:

Os ensaios foram realizados utilizando-se 10 animais por grupo, sendo 05
machos e 05 fémeas. Grupo | (Experimental): Os animais deste grupo receberam uma
dose Unica de 2000mg/Kg (dose méxima permitida) de extrato hidroalcodlico de folhas
de P. americana por via oral (intragéstrica). Grupo Il (controle positivo): os animais
receberam uma dose Unica de 50mg/Kg de ciclofosfamida por via intraperitonial. Grupo

I11 (controle negativo): receberam apenas agua.

b) Preparo das laminas:

NOs periodos de 48h e 72h ap6s o tratamento, foram coletadas 2 a 3 gotas de
sangue periférico de cada animal, pela puncdo do plexo retro orbital, nos trés grupos de
tratamento, para confeccdo das ldaminas com os esfregacos. Estes procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Universidade Estadual da
Zona Oeste (CEUA/UEZO), protocolo n°023/2016.

Apbs a confeccdo do esfregaco, as laminas foram deixadas para secar por 24h,
sendo em seguida fixadas em metanol por 10 minutos. Decorrido um prazo de 24 horas
apos a fixacdo, as laminas passaram pelo processo de coloracdo, que consiste em 3
etapas: 12 etapa) as laminas permanecem por 5 minutos no corante de Leishman; 22
etapa) 15 minutos em uma diluigdo de 1:6 do corante de Leishman em &gua destilada; 32
etapa) 5 minutos em agua corrente. Em seguida, as laminas sdo postas na posi¢do

diagonal para escorrer a &gua e ap0s secas sdo montadas com Entellan.
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c¢) Analise das laminas:

Para cada animal a presenca de micronucleos foi analisada em 4000 eritrocitos
imaturos ou policrométicos (PCE), sendo 2000 no tempo de 48h ap6s o tratamento, e
2000 decorridas 72h do tratamento. Para a avaliacdo do potencial citotdxico, a
proporcéo de eritrocitos policromaticos (PCE) em relacdo aos eritrécitos maduros ou
normocromaticos (NCE), dentre o total de eritrocitos (PCE + NCE), foi determinada
contando-se 1000 eritrocitos por animal. As laminas foram observadas sem
conhecimento prévio do tratamento pertencente (as cegas), em microscopio Optico
comum, com objetiva de 100X.

Tal protocolo utilizado na andlise das laminas, é o proposto por Ribeiro et al.
(2003).

d) Analise estatistica dos dados:
Para a andlise estatistica dos dados obtidos através do teste do micronucleo foi
realizada o teste do qui-quadrado (x2). Uma diferenca de P<0,05 foi considerada

significativa estatisticamente. O software utilizado foi o Bioestat 5.0

I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1 e 2, representando, respectivamente, as andlises feitas 48h e 72h
ap6s a aplicacdo, estdo contidos os resultados das frequéncias de eritrécitos
policrométicos micronucleados (Figura 2) e da relacdo PCE/NCE no sangue periférico
de camundongos, submetidos aos 3 diferentes tratamentos.

Tabela 1. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMNS) em
camundongos 48h ap6s os diferentes tratamentos.

Relacéo
, PCEMNSs

Tratamento Numero_de PCENMNSs PCE/NCE

PCEs analisadas
Ne %

Controle Positivo 20000 19917 83@ 0,415 0,0066 ©
Controle Negativo 20000 19974 26®) 0,13 0,345®
PA AH 20000 19991 9 0,045 0,164 ®

(@) (b) e (c) letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0.05) de acordo com o teste do y?; PA
HA- Extrato hidroalcodlico de P. americana; PCEs — eritrocitos policromaticos; NCE — eritrécitos
normocromaticos; PCEMNs — eritrécitos policroméaticos micronucleados; PCENMNS - eritrdcitos
policrométicos ndo micronucleados.
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Tabela 2. Frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEMNSs) em
camundongos 72h apos os diferentes tratamentos

Relacéo
, PCEMNSs

Tratamento Nimero de PCENMNSs PCE/NCE

PCEs analisadas
Ne° %

Controle Positivo 20000 19977 23@ 0,115 0,0012©
Controle Negativo 20000 19992 g®) 0,04 0,177@
PA AH 20000 19995 5@ 0,025 0,060®

() (b) e (c) letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P<0.05) de acordo com o teste do %?; PA
HA- Extrato hidroalcodlico de P. americana; PCEs — eritrocitos policromaticos; NCE — eritrdcitos
normocromaticos; PCEMNs — eritrécitos policromaticos micronucleados; PCENMNS - eritrécitos
policromaticos ndo micronucleados.

Figura 3. Eritrocito policromatico micronucleado, visualizado em
microscopia Otica, amplificacio de 1000x. Demais células, com
coloragéo avermelhada, eritrocitos normocromaticos nao
micronucleados.

De acordo com Ribeiro et al. (2013), para que uma substancia seja considerada
genotoxica através do teste do microndcleo, deve haver um aumento significativo na
frequéncia de PCEs micronucleados em relacdo ao controle negativo, seja qual for o
tempo de amostragem. As analises realizadas nos dois intervalos de tempo,
contabilizaram uma quantidade inferior de eritrocitos policromaticos micronucleados no
sangue de camundongos tratados com o extrato, mesmo utilizando-se a dosagem
maxima permitida de 2000mg/Kg. No intervalo de 48h, esta reducdo foi significativa
mesmo quando comparada ao controle negativo. Esses resultados demonstram que o
extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana ndo apresenta efeito genotdxico
direto.

Foi notéria a reducdo na quantidade de eritrécitos policrométicos
micronucleados, observados no controle positivo, 72h apos o tratamento. Este € um dos
intervalos de tempo recomendados pela OECD e por outros autores, como Ribeiro et al.

(2013), entretanto, ndo parece ser o ideal para a avaliagcdo dos resultados ao se utilizar a
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ciclofosfamida como controle positivo na concentracdo de 50mg/kg. Essa redugdo no
potencial genotdxico do controle positivo, possivelmente é ocasionado pela
metabolizacdo do produto e eliminagdo dos PCEs micronucleados. Outros autores,
como Berno et al. (2016) e Schneider et al. (2016) também obtiveram resultados em que
0 numero de eritrécitos micronucleados apresentou uma diminui¢do conforme o tempo
decorrido apds a aplicacao da ciclofosfamida.

Embora o extrato ndo tenha apresentado efeito genotéxico, houve uma diferenca
significativa na relacdo PCE/NCE entre os tratamentos. Os animais submetidos ao
tratamento com o extrato apresentaram uma relacdo significativamente menor entre
PCEs e NCEs quando comparados ao controle negativo. Segundo Carvalho-Oliveira et
al. (2005), a capacidade citotoxica de um extrato é avaliada por um aumento ou
diminuicdo do indice mitético quando as células sdo expostas a ele, assim, visto que o
extrato hidroalcodlico das folhas da P. americana causou uma diminuicdo na propor¢do
de PCEs quando comparada ao controle negativo, pode-se aferir um efeito citotoxico.
Vérios trabalhos relatam que a presenca de efeitos citotoxicos na auséncia de
genotoxicidade ¢ uma observacdo comum (FACHINETTO et al., 2007; LUZ et al.,
2012; GOMES et al., 2015; LIMA et al., 2016)

A diminuicdo na relacdo PCE/NCE indica que componentes presentes no extrato
podem influenciar no crescimento e desenvolvimento celular. Em estudo realizado por
Borella et al. (2009), a analise fitoquimica do extrato aquoso das folhas de P. americana
revelou a presenca de taninos e flavonoides, e as atividades enzimaticas associadas a
esse Ultimo, de acordo com Teixeira et al. (2003), podem ser responsaveis pela inibicdo
da divisao celular. A andlise fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de P.
americana, realizada por nosso grupo, demonstrou que além de tanino e compostos
fenolicos (flavonas, flavondis e xantonas), o mesmo também contém saponinas e
alcaloides.

As saponinas sdo produtos do metabolismo secundario que apresentam uma
grande variabilidade em estrutura e muitas classes de saponinas ja demonstraram algum
tipo de atividade antitumoral, algumas atuando através da inibicdo do ciclo celular e
inducdo de apoptose (UPADHYAY e SINGH, 2012).

Alcaldides sdo metabolitos secundarios provenientes de aminoacidos contendo
pelo menos um nitrogénio basico em um anel heterociclico (RISTON, 2006 apud
CORDELL, 1981). Alguns alcaloides extraidos de plantas possuem efeito antitumoral,

que por sua vez, esta associado a acdo antimitdtica. O efeito citotoxico dessas
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substancias tem atraido o0 interesse para pesquisas no desenvolvimento de
antineoplasicos no tratamento de cancer (MARQUES e LOPES, 2015).

Além de ndo ter sido detectada a presenga de genotoxicidade, os resultados
obtidos neste trabalho indicam um efeito protetor do extrato, visto que, 48h apds o
tratamento, o nimero de PCEs micronucleados nos animais submetidos ao extrato foi
significativamente menor quando comparado ao controle negativo. Tal efeito pode estar
relacionado aos flavonoides e taninos presentes no extrato, aos quais se atribuem
propriedades antioxidativas importantes para protecdo contra danos celulares.
Kaurinovic et al. (2010), por exemplo, associaram o efeito protetor do extrato
metanolico de Laurus nobilis, familia Lauraceae, a eliminacdo de radicais livres pela
presenca de flavonoides e sesquiterpenos e Chung et al. (1998), relacionaram o
potencial anticarcinogénico e antimutagénico de taninos a sua propriedade antioxidativa
na protecdo de componentes celulares, incluindo a peroxidacao lipidica, quebras no
DNA e a formacdo de 8 hidroxideoxiguanosina. Efeito antimutagénico na auséncia de
genotoxicidade ja foi relatado em outros trabalhos (TAVARES et al., 2011; LIMA et
al., 2013).

Resultados semelhantes foram obtidos em outros trabalhos feitos pelo nosso
grupo do Laboratorio da Atividade Genotoxica de Plantas (LAGeP), ao analisar o
extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana utilizando o sistema teste de Allium
cepa (SOUZA, 2017). As células meristematicas das cebolas submetidas ao tratamento
ndo apresentaram aberracdes cromossdmicas ou presenca de micronucleos, o que
demostra uma auséncia de efeito genotoxico direto, segundo o mesmo autor. O efeito
citotoxico na auséncia de genotoxicidade também foi observado: células com alteracdes
nucleares caracteristicas de processos de morte celular, alteragdes citoplasmaticas,
vacuolos citoplasmaticos e células em apoptose foram visualizadas por Souza (2017).
Além disso, o indice mit6tico nas células tratadas com o extrato também se mostrou
significativamente menor quando comparado ao do controle negativo. Foi notdrio a
similaridade dos resultados obtidos no teste feito em célula animal, quando comparado

ao teste feito em célula vegetal.

I11.1 Consideracdes finais

Os resultados obtidos neste trabalho através das analises realizadas com o teste
do micronucleo evidenciam que o extrato hidroalcodlico de P. americana ndo induz
dano cromossdmico ou numérico nos eritrocitos imaturos, mesmo utilizando-se a

dosagem méaxima permitida de 2000mg/Kg. Sendo assim, ndo apresenta riscos com
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relacdo ao seu potencial genotdxico. Entretanto, foi observado um efeito citotdxico
antiproliferativo significativo, demonstrado pela redugdo de eritrdcitos imaturos (PCE)
no sangue periféricos dos camundongos submetidos ao extrato.

Portanto, para que se tenha um grau adequado de seguranga em seu uso, tanto na
forma in natura quanto na producdo de farmacos, mais pesquisas no campo da
mutagenicidade deverdo ser feitas. Analise em DNA cometa e sistema de testes com
Drosophila melanogaster, estdo entre os projetos futuros do LAGeP.
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