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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar, por meio das células meristematicas de raizes
de Allium cepa, nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, 0 potencial citotoxico de extratos
aquosos, nas concentragdes de 1g9/700ml e 1g/1000ml, provenientes da vagem de Caesalpinia
ferrea, e verificar o potencial modulador destes extratos frente a aberracbes celulares
induzidas por Paracetamol a partir dos seguintes grupos tratamentos: Controle Negativo —
agua destilada; Controle Positivo — solucdo de Paracetamol a 0,008mg/ml, Controle extrato
aquoso da planta — fracdo aquosa da planta na concentracdo de 1g/700ml ou 1g/1000ml,
Tratamento Simultaneo - fracdo aquosa da planta na concentracdo de 1g/700ml ou 1g/1000ml
associada a solucdo de Paracetamol a 0,008mg/ml. As raizes de A. cepa ap0s o0s tratamentos
foram fixadas em solucdo de Carnoy, hidrolisadas em acido e coradas com orceina acética a
2%. Em seguida fez-se o esmagamento dos meristemas e montagem das laminas. Analisou-se
5.000 ceélulas para cada grupo tratamento em microscopia de campo claro (40x), e utilizou-se
0 teste estatistico Qui-quadrado a 5% para andlise dos dados. A partir dos resultados
verificou-se que C. ferrea, nas condicOes analisadas, teve efeito antiproliferativo significativo
as células do organismo de prova utilizado, mostrando-se citotoxica. Ainda em relacdo ao
potencial citotoxico, verificou-se que o tratamento simultdneo para esta planta, nas duas
concentragcfes e nos dois tempos de exposicdo observados, ndo diferiu do indice de divisdo
celular do seu respectivo controle extrato aquoso da planta, e portanto ndo potencializou o
efeito antiprofliferativo ocasionado pela droga mutagénica. C. ferrea, nas duas concentragdes
e nos dois tempos de exposicdo avaliados, promoveu efeito protetor significativo as células
meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com Paracetamol. Outros estudos de avaliacdo de
citotoxicidade e antimutagenicidade desta leguminosa devem ser realizados para
complementar os resultados obtidos neste trabalho.

Palavras-chaves: Efeito citoprotetor, Inibi¢do da divisao celular, Leguminosa, Pau-ferro.



ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate, through the meristematic cells of Allium cepa
roots in exposure times 24 and 48 hours, the cytotoxic potential of aqueous extracts at
concentrations of 1 g / 700ml and 1g / 1000ml, from leguminous Caesalpinia ferrea, and
verify the potential modulator of these front extracts the cellular aberrations induced by
Paracetamol from the following treatment groups: negative Control - distilled water; Positive
Control - Paracetamol solution 0,008mg / ml, Control aqueous extract of the plant - water
fraction of a plant at a concentration of 1 g/ 700 ml or 1 g / 1000ml, Simultaneous treatment -
aqueous fraction of a plant at a concentration of 1 g / 700ml or 1g / 1000ml associated with
paracetamol solution 0,008mg / ml. The roots of A. cepa after treatment were fixed in
Carnoy's solution, hydrolyzed in acid and stained with 2% acetic orcein. Then became the
crushing of meristems and installation of blades. We analyzed 5,000 cells for each treatment
group in bright field microscopy (40x), and used the statistical test Chi-square 5% for data
analysis. From the results it was found that C. ferrea, under the conditions studied, had a
significant antiproliferative effect on cells of the test organism used, being cytotoxic. Still in
relation to the cytotoxic potential, it was found that the simultaneous treatment of this plant, at
both concentrations and exposure times two study did not differ from the cell division ratio
control their respective aqueous extract of the plant, and therefore does not potentiated
antiprofliferativo effect caused by mutagenic drug. C. ferrea, in both concentrations and at
both times of assessed exposure caused a significant protective effect of the meristematic cells
of A. cepa roots treated with Paracetamol. Other cytotoxicity assessment studies and
antimutagenicity of this bean should be carried out to complement the results obtained in this
work.

Keywords: Cell division inhibition, Cytoprotective effect, Legumes, Pau ferro.
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1 INTRODUCAO

O género Caesalpinia (Familia Leguminosae), constituido por 2200 espécies
distribuidas em regides tropicais de todo o mundo, possui plantas de grande potencial
econdmico, ecoldgico e medicinal (SILVA et al., 2014). Em um estudo realizado por Agra et
al. (2008) em estados da regido nordeste do Brasil verificou-se que de um total de 126
espécies tidas como medicinais, 16 pertenciam ao género Caesalpinia, onde o Pau-ferro
(Caesalpinia ferrea) foi uma das plantas mais citadas pela populacéo.

A Caesalpinia ferrea Mart. pertence a familia das leguminosas e € uma espécie
importante economicamente com multiplas aplicagdes na construcdo, que utiliza sua madeira,
e em medicina popular, onde fracdes de extratos de caule e frutos sdo usados para tratar
distarbios broncopulmonar e gastrointestinais e diabetes (LUCINDA et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2011). Nakamura et al. (2002) e Pereira et al. (2012) relataram as
propriedades anti-tumoral e anti-inflamatéria de seu fruto, que é uma excelente fonte de
energia com um grande teor de carboidratos que é usado para alimentar ruminantes.

Diferentes partes botanicas desta espécie, como frutos, flores, entrecasca, vagem e
raizes, sdo utilizadas na medicina popular de varios paises, porém, no Brasil € mais comum a
utilizacdo da vagem (SILVA et al., 2014). Medeiros et al. (2012) citam que na composi¢ao
fitoquimica das vagem de C. ferrea encontra-se flavonoides, saponinas, taninos e esteroides.
De acordo com Cavalheiro et al. (2009), utilizada na forma de cha, esta vagem ¢
popularmente tida como antidiarreicas, anticatarrais, cicatrizantes e antitérmica € como
eficiente no tratamento de Ulceras. Estudos farmacoldgicos avaliando-a demonstraram agao
teraputica no tratamento de ulceras gastricas e atividade anti-inflamatoria, analgésica,
cardiotonica, antimicromibiana, anti-histaminica e anticoagulante.

No entanto, apesar da ampla utilizacdo na medicina tradicional e de ja haverem
estudos farmacoldgicos comprovando atividade terapéutica, a parte botanica citada desta
leguminosa ndo possui informac6es sobre sua toxicidade em nivel celular (MENEGUETTI et
al.,, 2014). Da mesma forma, também ndo possuem estudos quanto aos seus potenciais
moduladores frente a compostos mutagénicos (MENEGUETTI et al., 2014; POLLETO et al.,
2012). Conforme afirmam Polleto et al. (2012) e Bagatini et al. (2007), informacdes sobre a
acao em nivel celular de extratos aquosos de plantas medicinais sdo importantes para a
incrementar a seguranca do uso pela populagéo e por estimular estudos sobre 0 mecanismo de

acdo de compostos quimicos presentes nestes organismos de forma mais detalhada.
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Para uma completa avaliacdo da citotoxicidade e antimutagenicidade, os extratos
provenientes de plantas devem ser estudados em diversos sistemas-testes, em diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo (PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBIKA, 2010).
Os bioensaios com plantas mostram-se sensiveis, rapidos e simples no monitoramento dos
efeitos toxicos, em nivel celular, de compostos quimicos (HERRERO et al., 2012), e as
celulas meristematicas de raizes de A. cepa € um bioindicador ideal para o primeiro screening
de citotoxicidade, mutagenicidade e antimutagenicidade de extratos provenientes de plantas
(BAGATINI et al., 2007; PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBIKA, 2010) em fungdo de
suas propriedades cinéticas de proliferacdo, por possuir cromossomos grandes e em ndmero
reduzido (2n=16) (CARITA; MARIN-MORALES, 2008) e por permitir boa visualizagio das
aberracdes celulares quando presentes (BAGATINI et al., 2007).

Os dados obtidos por meio deste sistema-teste sdo excelentes parametros de andlise
citotoxica, mutagéncia e antimutagénica sendo indicado para prevernir a populacdo sobre o
consumo de medicamentos sintéticos e naturais (FACHINETTO et al., 2007). Ainda,
resultados de citotoxicidade e antimutagenicidade obtidos através do sistema A. cepa foram as
bases iniciais de estudos para a fabricacdo de novas formulacGes medicamentosas a partir de
plantas como a Baccharis trimera (FACHINETTO et al., 2009), Aloe vera (STURBELLE et
al., 2008) e Achyrocline satureioides (FACHINETTO et al., 2007).

Assim, considerando a ampla utilizacdo da vagem desta leguminosa para fins
medicinais e pela caréncia de estudos sobre a acdo em nivel celular, objetivou-se no presente
estudo avaliar, por meio das células meristematicas de raizes de A. cepa, a citotoxicidade e

antimutagenicidade de extratos aquosos provenientes da vagem C. ferrea.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A utilizagéo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e/ou prevengéo de
doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade e o conhecimento
a respeito dessa pratica vém sendo transmitido desde o inicio da civilizacdo até os dias de hoje
(CARVALHO, 2011; DUTRA, 2009; VEIGA JR et al., 2005). Atualmente, cerca de 70% da
populacdo mundial utiliza plantas medicinais no atendimento basico a saide (FRESCURA et
al., 2012). Maciel et al. (2002) informam que as plantas utilizadas na medicina popular sdo
por vezes o Unico elo de muitas comunidades e/ou grupos étnicos com recursos terapéuticos.
Em diversas regides e cidades do pais, verifica-se o cultivo de plantas medicinais com
finalidade terapéutica em hortos caseiros e comercializagdo em feiras livres e mercados
populares (ETHUR et al., 2011).

Muitos autores relatam que, apesar das plantas possuirem muitos usos terapéuticos
que sdo conhecidos popularmente, o ser humano desconhece o fato de que elas podem
apresentar toxicidade tanto para 0 homem quanto para os animais (MARTINS et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2010). Assim, apesar das vantagens apresentadas pelo uso das plantas
medicinais alguns critérios sempre devem ser tomados (LORENZI et al., 2002; MARTINS et
al., 2003; SERIGATO et al., 1997), pois o aproveitamento correto e adequado dos principios
ativos das plantas exige o preparo correto, para cada parte a ser usada ou doenca a ser tratada,
existe uma forma de uso mais adequada (ARNOUS, 2005).

Bagatini et al. (2007) e Meyer et al. (2012) afirmam que muitas plantas medicinais
ainda ndo foram suficientemente estudadas quanto ao seu potencial citotoxico/genotoxico. Ja
Vicentini et al. (2001) relatam que os chas e infusdes de plantas medicinais podem conter
substancias tdxicas com efeitos mutagénicos. Por outro lado, Silva et al. (2004) declaram que,
0 consumo de chas também pode suprimir os efeitos de agentes mutagénicos que estejam
atuando sobre o organismo humano.

Com isso a falta de informacbes adequadas sobre as propriedades das plantas
medicinais (principalmente das exoéticas), seu consumo concomitante com os medicamentos
tradicionais (alopaticos) sem aviso ao medico e, finalmente, a perda do conhecimento sobre 0s
efeitos medicinais e toxicos das plantas, sdo fatores preocupantes da automedicacdo
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI 2006; VEIGA et al., 2005).

Assim, estudos que avaliem a toxicidade em nivel celular, como o potencial
antiproliferativo e genotoxico, de plantas medicinais, em diferentes organismos de prova, sao

de grande relevancia em funcdo de gerar informacdes para populacdo sobre a utilizacdo das



14

mesmas, bem como auxiliar na padronizagdo de quantidades de uso seguro e eficazes destes
medicamentos (VEIGA et al., 2005).

2.1 Caesalpinia ferrea

A Caesalpinia ferrea Mart. € uma arvore da familia da Leguminosae, familia esta
que apresenta cerca de 19.325 espécies, de habitos variados, que figuram como componentes
importantes na maioria dos tipos de vegetacdo do mundo (LEWIS et al., 2005), estimando-se
para o Brasil o total de 212 géneros e 2.729 espécies (LIMA et al., 2013). A ocorréncia desta
leguminosa no territorio brasileiro se da na Caatinga arbustiva e arborea, desde o Piaui até
Sdo Paulo, sendo encontrada em quase todo o Ceara, mais frequentemente na Serra do
Araripe, Serra do Apodi, parte leste, oeste e sul do estado, logo, é popularmente conhecida
como jucda, pau-de-jucd, jucazeiro, muira-ita, muird-obi e pau-ferro (LORENZI, 2000;
LORENZI ; MATOS, 2008; MAIA, 2004).

Segundo Maia (2004), a C. ferrea € uma espécie de porte arbdreo, perenifolia ou
semidecidua e heliofita, muito empregada para producdo de carvdo, lenha, tabuas, moirdes,
estacas e cercas, alem da sua utilizacdo como fitoterapico na farmacopéia popular e na
alimentacdo. Corréa (1984) e Lorenzi (2002) ainda relatam que a referida espécie possui
flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do tipo legume (vagem),
com sementes escuras; folhas compostas; altura de 10-15m e tronco curto de 40-60 cm de
diametro. A arvore é bastante ornamental (Figura 1), podendo ser empregada na arborizacdo
de ruas e avenidas e aproveitada para plantios em é&reas degradadas (CORREA, 1984;
LORENZI, 2002).

A

Figura 1 - Arvore (A), flor (B) e fruto (C) de C. ferrea Mart. Fonte: Lorenzi (2002).

tradicionalmente usada por meio de infusdes para muitos fins medicinais, por exemplo, como
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anti-inflamatério (PEREIRA, 2012), para o tratamento de bronquite, diabetes
(WYREPKOWSKI, 2014) e aplicagbes antimicrobianas (SAMPAIO, 2009). Sendo ainda
demonstrado através de pesquisas que o juca possui atividade antifangica (XIMENES, 2004),
cicatrizante (OLIVEIRA et al., 2010) antihistaminica, antialérgica, anticoagulante |,
hepatotoxica (DI STASI et al., 2002) e larvicida contra Aedes aegypt (CAVALHEIRO et al.,
2009). Os frutos sdo anticatarrais e as raizes sao antitérmicas (MAIA, 2004).

Além disso, o pau-ferro é considerado uma forrageira importante no Nordeste, tanto
pela sua adaptacdo natural a regido, como também por fornecer forragem durante a seca
(NASCIMENTO et al., 2002). O p6 da casca do pau-ferro é frequentemente usado no
tratamento de feridas cutaneas na regido nordeste do Brasil com bons resultados, o que
desperta grande interesse nos estudos biotecnoldgicos e farmacoldgicos dessa espécie
(XIMENES, 2004).

Embora C. ferrea seja amplamente utilizada na medicina popular, a nosso
conhecimento, ndo h& nenhuma informacdo disponivel para a identificacdo completa de sua
composicdo gquimica ou quantificacdo por um método de validacdo ou estudo da atividade
mutagénica (WYREPKOWSKI, 2014).

Nos estudos de Gonzalez et al. (2004) e de Oliveira et al. (2010) foram encontrados
nas folhas e casca do caule desta planta flavondides, saponinas, taninos, esterdis e compostos
fendlicos. A presenca de taninos na constituicdo de Caesalpinia ferrea Mart. justifica a sua
aplicabilidade como cicatrizante (HASLAM et al., 1989) e repelente (RAVEN et al., 2001).

2.2 Sistema teste

As plantas medicinais sdo utilizadas mundialmente para o tratamento de doengas, e a
maioria delas ndo foi suficientemente estudada, no que se refere ao seu potencial
citotoxico/mutagénico, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema teste de Allium cepa
(SILVA et al., 2003). No Brasil, 0 uso de extratos vegetais brutos, infusdes ou emplastros é
uma pratica muito difundida no tratamento de patologias (BIGHETTI et al, 2005;
MARLIERE et al, 2008; VEIGA-JUNIOR, 2008). No entanto, seu uso inadequado e néo
controlado pode causar mais danos do que beneficios para a sadde humana (AMORIM et al.,
2007; LANINI et al., 2009).

Diversos estudos tém demonstrado a presenca, nas plantas, de muitas substancias
com atividades antimutagénicas e anticarcinogénicas, além de outras propriedades benéficas a
salde (ZEIGER, 2001). Porém, sabe-se que muitas plantas apresentam substancias que podem
desencadear reacOes adversas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006), como por exemplo, a
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potencializagdo da taxa de mutagcBes no material genético, que ocorre normalmente no
organismo em niveis basais, desencadeada por mutédgenos quimicos, fisicos ou bioldgicos,
incluindo os “produtos naturais” (LANDI et al., 1999; LUTZ; KOPP, 1999).

A avaliacdo de alteracbes cromossdmicas em raizes de Allium cepa apresenta-se
como uma alternativa barata e eficiente para o estudo dos efeitos de extratos vegetais. Este
método é validado pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica, Organizagdo Mundial
da Saude (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Na¢6es Unidas (UNEP) como um teste
para analise e monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais
(BAGATINI et al., 2007; FACHINETTO et al., 2007; SILVA et al., 2003; SREGEMAN et
al., 1992; TEIXEIRA et al., 2003).

A importéancia e a utilidade de sistemas testes vegetais na avaliacdo de riscos de
genotoxicidade foi ressalta e enfatizada por Fiskesjo (1993, 1994), quando ele declara que
apesar das diferencas entre os metabolismos de plantas e animais, ha também similaridades, e
que a ativacdo de pré-mutagénicos em plantas possui alta relevancia, pois seres humanos
consomem plantas tratadas com agentes quimicos.

Segundo Vicentini et al. (2001), o sistema de teste de Allium é bem aceito para o
estudo de efeitos de citotoxicidade de plantas medicinais, porque as suas raizes ficam em
contato direto com a substancia testada, permitindo a avaliacdo de concentragdes diferentes.
As alteracBes cromossdmicas e as da divisdo das células meristematicas da raiz de cebola séo
frequentemente usados para alertar a populacdo sobre o consumo do produto. O indice
mitotico e indice de replicacdo sdo usados como indicadores de proliferacdo adequada das
células (GADANO et al., 2002), o que pode ser medido através do sistema teste vegetal de
Allium cepa.

O sistema teste vegetal de Allium cepa apresenta-se como um bioindicador ideal para
0 primeiro screening da genotoxicidade de infusbes de plantas medicinais, devido ao seu
baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os
estudos de prevencdo de danos a saude humana (BAGATINI, 2007).

3 MATERIAIS E METODOS
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Citogenética Vegetal e Animal do
Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui (UFPI),

Municipio de Picos, Estado do Piaui.
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3.1 Coleta das plantas e preparo das fra¢des aquosas

Para a realizacdo deste trabalho, os materiais bioldgicos para estudo - vagens de C.
ferrea - foram coletados em um horto medicinal localizado na cidade de Teresina, estado do
Piaui, em outubro de 2014. A identificacdo da planta e a coleta dos materiais foram realizados
pela Prof* Maria do Socorro Meireles de Deus, mestre em botanica e docente da Universidade
Federal do Piaui. Os materiais foram deixados para secar, a temperatura ambiente, por duas
semanas sendo em seguida macerados até ficarem na consisténcia de p6. Apds a maceracao
preparou-se as fraces aquosas.

3.2 Concentragdes e grupos tratamento

Na cultura popular recomenda-se para a preparacdo das infusdes, em media, 500g de
vagem seca de C. ferrea para um litro de agua (CAMPOS et al., 1967; NOGUEIRA et al.,
2005). No entanto, optou-se por iniciar as avaliacdes de citotoxicidade e antimutagenicidade
desta planta utilizando concentracGes baixas quando comparadas as utilizadas popularmente,
com o intuito de se aproximar das concentracdes de absor¢do ocorridas no organismo
humano, que foram, para a planta em estudo, de 1g/700ml e 1g/1000ml.

Para o teste de citotoxicidade avaliou-se individualmente as concentracfes da planta.
Ja para o teste de antimutagenicidade estabeleceu-se para estudo 0s seguintes grupos
tratamentos: Controle Negativo — constituido somente por dgua destilada; Controle Positivo -
solucdo preparada com agua destilada e Paracetamol na concentragdo de 0,008mg/ml,
composto este com acdo citotdxica, clastogénica e aneugénica comprovada em ceélulas
meristematicas de raizes de A. cepa na concentracdo de 0,008mg/ml, segundo Bessems et al.
(1995); Controle planta — fracdo aquosa da planta estudada na concentragcdo de 1g/700ml ou
de 1g/1000ml, Tratamento Simultaneo - fragdo aquosa da planta na concentragéo de 1g/700ml
ou 1g/1000ml associada a solucdo de Paracetamol na concentracao de 0,008 mg/ml.

3.3 Avalicdo do potencial citotoxico e antimutagénico em células meristematicas de
raizes de Allium cepa.

Os bulbos de A. cepa foram colocados para enraizar em frascos com agua destilada, a
25°C e aerados constantemente, até a obtencdo de raizes com cerca de 1,0cm de comprimento.
Para andlise de cada concentracdo estipulou-se um grupo experimental com cinco bulbos.
Antes de se colocar as raizes em contato com as suas respectivas concentragdes, algumas
raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do proprio bulbo. Em seguida,
algumas das raizes restantes foram colocadas em contato com suas respectivas concentracdes
do extrato por 24 horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢éo de 24 horas. E

por fim as raizes que restaram foram colocadas em suas respectivas concentragcdes por mais
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24, totalizando um tempo de 48 horas, por conseguinte estas foram coletadas para posterior
andlise.
3.4 Obtencoes de células meristematicas de raizes de A. cepa

Para a realizacdo dos experimentos bulbos de A. cepa foram colocados para enraizar
em frascos com &gua destilada, a 25°C e aerados constantemente, até a obtencdo de raizes
com cerca de 1,0cm de comprimento. Para anélise de cada grupo tratamento, estipulou-se um
grupo experimental com cinco bulbos (cinco repeti¢des), que foram avaliados nos tempos de
exposicdo 24 e 48 horas. Em todos os grupos tratamentos, ao término de cada tempo de
exposicao, raizes foram coletadas e fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético), por
aproximadamente 24 horas.
3.5 Preparacao das laminas e andlise estatistica

As laminas, em média 05 por bulbo, foram feitas de acordo com o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscépio éptico, em objetiva de 40X. Para
cada bulbo 1.000 células foram analisadas, totalizando 5.000 células para cada grupo
tratamento estudado. Nesta analise observou-se células em interfase, profase, metéfase,
anafase e telofase; a presenca de efeitos aneugénicos e microndcleos. Foram calculados os
valores médios do nimero de células de cada uma das fases do ciclo celular de A. cepa e
determinado o indice mitético. Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o teste do Qui-
quadrado (x?), com nivel de probabilidade <0.05, por meio do software estatistico BioEstat
3.0 (2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 01 mostra o nimero de células em interfase, em diferentes fases da divisdo
celular e os valores de indice mitdticos obtidos para as células de raizes de A. cepa tratadas
com agua (CO) e com os extratos aquosos da vagem de C. ferrea nas concentracfes de
1g/700ml e de 1g/1000 ml, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Os valores de X?

significativos também sdo apresentados.

Tabela 01 - Numero total de células analisadas e fases do ciclo celular de raizes de A. cepa
tratadas com agua (controle) e com 0s extratos aquosos provenientes da vagem de
Caesalpinia ferrea nas concentracGes de 1g/700ml e de 1g/1000ml, nos tempos de exposicao
de 24 e 48 horas. Foram analisadas 5.000 células por grupo.

Caesalpinia ferrea

Concentracgéo M A T TCD IM
@ml) TE TCl P %)
(6{0) 4594 258 68 64 18 406 8,1°
1g/700ml 24h 4890 73 12 18 07 110 2,2°
48h 4955 23 08 11 03 45 0,9°
(6{0) 4456 297 146 73 28 544 10,9°
19/1000ml 24h 4705 160 79 41 15 295 5,9%
48h 4898 53 15 24 10 102 2,0°

TCII — Total de células em intérfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM
— Indice Mitdtico; TCD — Total de células em Divisdo; P: profase; M: metéafase; A: anafase, T: telofase. Dentro
de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos da mesma letra néo diferem significativamente ao nivel de 5%

pelo teste 2.

Os resultados obtidos para o extrato aquoso da vagem de C. ferrea na concentracao de
19/700ml nos dois tempos de exposicao avaliados foram citotdxicos as células do organismo
de prova utilizado em funcdo de terem provocado inibi¢do estatisticamente significativa da
divisdo celular quando comparado ao indice mitético obtido para o seu respectivo controle.
Quando confrontado os indices mit6ticos obtidos para os dois tempos de exposicdo desta
concentracgéo verificou-se que eles ndo foram estatisticamente diferentes entre si.

Para o extrato aquoso da vagem desta leguminosa na concentragdo de 1g/1000ml
verificou-se que o indice mitético obtidos para o tempo de exposi¢cdo de 24 horas ndo foi
estatisticamente diferente do indice de divisdo celular do seu respectivo controle e nem do
indice de diviséo celular obtido para o tempo de exposicdo de 48 horas desta concentracao.

No entanto, para esta planta nesta mesma concentracdo foi verificado que o indice de divisdo
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celular obtido para o tempo de exposi¢éo de 48 horas foi estatisticamente menor em relacdo
ao indice mitotico obtido para o seu respectivo controle e estatisticamente igual ao indice
mitotico obtido para o tempo de exposicdo de 24 horas.

Dessa forma, a concentracdo de 1g/1000ml no tempo de exposicdo de 48 horas foi
citotoxica as células do sistema A. cepa. Apesar de ndo ter sido significativo pelo teste
estatistico utilizado, o efeito antiproliferativo causado pelas duas concentrac@es avaliadas se
acentuou com o aumento do tempo de exposicdo. Nao foram encontrados para comparacao
dados na literatura cientifica sobre a citotoxicidade da vagem desta espécie, e de nenhuma
outra parte boténica desta planta, frente a células normais in vivo e in vitro.

Na Tabela 02 é apresentado os Indices Mitéticos obtidos para os grupos tratamentos
Controle Negativo — constituido somente de agua destilada; Controle Positivo - solugédo
preparada com agua destilada e paracetamol, Controle extrato aquoso da planta — fracao
aquosa de C. ferrea nas concentracGes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento Simultaneo -
fragdo aquosa de C. ferrea nas concentracfes de 1g9/700ml ou 1g/1000ml associada a solugéo
de paracetamol, avaliados nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Analisou-se 5.000

células para cada grupo em estudo.

Tabela 02 - Numero de celulas indiferenciadas e em intérfase, nimero de células em diviséo e
os valores de indice mitdtico obtidos para as células de raizes de A. cepa dos grupos
tratamentos Controle Positivo, Controle Negativo, Controle do extrato aquoso C. ferrea nas
concentracdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml e Tratamento Simultaneo de C. ferrea nas
concentracdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml associado a solucdo de paracetamol, avaliados nos
tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

Caesalpinia ferrea

Concentracao GT 24h Células Células em IM (%)
(mg/ml) indiferenciadas/ divisdo
Interfase
CP 4910 90 1,8°
CN 3732 1268 25,4°
1g/700ml CEA 4890 110 2,2
TS 4978 22 0,4%
1g/1000ml CEA 4705 295 5,9°
TS 4969 31 0,6%
Concentracéo GT 48h Células Células em IM (%)
(mg/ml) indiferenciadas/ divisao
Interfase
CP 4898 102 2,0°

CN 3557 1443 28,8°
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1g/700ml CEA 4955 45 0,9°
TS 4983 17 0,3

1g/1000ml CEA 4898 102 2,0°
TS 4981 19 0,4°

GT - grupo tratamento; CP — controle positivo; CN — controle negativo; CEA — controle extrato aquoso da planta; TS —
tratamento simultaneo; IM — indice mitdtico; h - horas. Dentro de uma mesma concentragdo, letras diferentes diferem
significativamente entre si. Letras diferentes presentes no controle positivo, controle negativo, controle extrato aquoso e
tratamento simultdneo da planta, de uma mesma concentra¢cdo no tempo de exposi¢do de 24 horas ou 48 horas diferem
significativamente entre si.

Como pode ser observado na Tabela 02, na concentragdo de 1g/700ml e no tempo de
exposicao de 24 horas, o indice mitético obtido para o tratamento simultaneo de C. ferrea foi
estatisticamente diferente aos obtidos para o controle negativo e estatisticamente igual ao
controle positivo. Da mesma forma, quando confrontado o indice de divisdo celular do
tratamento simultdneo com o indice mitético obtido para o seu respectivo controle extrato
aquoso na concentracdo de 1g/700ml, apesar de menor, foram considerados estatisticamente
iguais.

Ainda na Tabela 02, para a concentracdo de 1g/1000ml desta leguminosa, ainda no
tempo de exposicdo de 24 horas, verifica-se que o indice mit6tico obtido para o grupo
tratamento simultaneo foi estatisticamente igual ao indice de divisdo celular obtido para o
controle positivo e igual ao indice mitdtico obtido para 0 seu respectivo controle extrato
aquoso. Para o tempo de exposicdo de 48 horas observa-se que o tratamento simultaneo, nas
duas concentracfes em estudo, é estatisticamente igual aos indices mitéticos obtidos para os
seus respectivos controle positivo e controle extrato aquoso, e diferente do controle negativo.
N&o foram encontrados outros estudos para compara¢do de dados na literatura cientifica sobre
a acdo citotoxica da vagem de C. ferrea, bem como de nenhuma outra parte boténica desta
leguminosa frente a células tratadas com agentes mutagénicos e/ou células de linhagens
tumorais.

Assim, a partir dos resultados demonstrados na Tabela 02 é possivel verificar que os
indices mitdticos obtidos para os tratamentos simultdneos nas duas concentracdes e nos dois
tempos de exposicdo avaliados ndo foram estatisticamente significativos aos indices mitdticos
obtidos para 0s seus respectivos controles extrato aquoso da planta. Portanto, as duas
concentragcdes de extratos aquosos avaliados para C. ferrea, nas condigdes analisadas aqui
neste trabalho, ndo potencializaram o efeito antiproliferativo ocasionado pelo Paracetamol.

Na tabela 03 é mostrado o numero total de aberracdes celulares encontrados em
células meristematicas de raizes de A. cepa para cada grupo tratamento Controle Negativo —

constituido somente de agua destilada; Controle Positivo - solucdo preparada com agua
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destilada e paracetamol, Controle extrato aquoso da planta — fragcdo aquosa de C. ferrea nas
concentragdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento Simultdneo - fracdo aquosa de C.
ferrea nas concentracdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml associada a solucdo de paracetamol,
avaliados nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Foram analisadas 5.000 células para

cada grupo tratamento.

Tabela 03 - Numero total de aberracBes celulares presentes nas células meristematicas de
raizes de A. cepa obtidos para 0s grupos tratamentos grupos tratamentos Controle Positivo,
Controle Negativo, Controle extrato aquoso C. ferrea nas concentragfes de 1g/700ml ou
1g/1000ml e Tratamento Simultdneo de C. ferrea nas concentragbes de 1g/700ml ou

19/1000ml, avaliados nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

Caesalpinia ferrea

C

(ma/ml) (Tgh) MN MC PA PT TCA
CP 31 22 13 06 728
CN 01 00 00 00 01°
1g/700ml CJ 00 00 01 00 01°
TS 02 00 00 00 02°
1g/1000ml CJ 00 00 00 01 01°
TS
¢ GT
(mg/ml) (TE48h) MN MC PA PT TCA
CP 29 21 29 09 882
CN 02 00 00 00 02°
1g/700ml CJ 00 01 00 01 02°
TS 00 00 00 01 01°
1g/1000m CJ 00 00 00 01 01°
TS 01 00 00 00 01°

C - concentragdo; GT — grupo tratamento; MN — micronicleo; MC — metéfase colchicinica; PA — ponte anéfasica; PT —
ponte telofasica; TCA — total de células aberrantes. Dentro de uma mesma concentragdo, letras diferentes diferem
significativamente entre si. Letras diferentes presentes no controle positivo, controle negativo, controle extrato aquoso e
tratamento simultaneo da planta, de uma mesma concentragcdo no tempo de exposi¢do de 24 horas ou 48 horas diferem
significativamente entre si.

Os resultados apresentados na Tabela 03 tanto para o tempo de exposicdo de 24 como
para 48 horas mostram que o numero de aberra¢des cromossdémicas obtidas para o tratamento
simultaneo, nas duas concentragGes estudadas, foi drasticamente menor que o ndmero de
aberracOes observadas para o controle positivo. J& 0 numero de células aberrantes observado
para o controle negativo, controle extrato aquoso C. ferrea nas concentra¢6es de 1g/700ml ou
19/1000ml e tratamento simultaneo de C. ferrea nas concentracbes de 1g/700ml ou
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19/1000ml associado a solucéo de paracetamol ndo foram significativos entre si. Dessa forma,
nestas condigdes de estudo, pode se sugerir efeito protetor ou antimutagénico das
concentracdes 19/700ml e 1g/1000ml dos extratos aquosos de C. ferrea frente ao paracetamol
na concentracao de 0,008mg/ml,

N&o foram encontradas informacdes sobre o efeito protetor da vagem de C. ferrea
frente a células tratadas com droga mutagénica.

Diferentemente da espécie estudada neste trabalho, a espécie Caesalpinia pulcherrima
ja possui estudos de avaliacdo de citotoxicidade com o trabalho feito por Chanda e Baravalia
(2011) que avaliaram a citotoxicidade do extrato metandlico bruto das folhas de C.
pulcherrima frente as larvas de Artemia salina no tempo de exposi¢do de 24 horas e na dose
(nica de avaliacdo 1000 ug/mL™, e verificaram que o extrato causou a mortalidade de mais de
50% das larvas do organismo de prova, mostrando-se citotdxico. Akter et al. (2014) também
realizaram estudos onde, avaliou-se a atividade citotoxica do extrato metanolico bruto das
folhas de C. pulcherrima nas concentragdes de 0,11 e 0,49 mg/ml frente a quatro linhagens
tumorais — gastrica/AGS, c6lon/HT29 e mama/ MCF-MB 231 - e verificaram que as duas
concentracdes do extrato em estudo foram citotoxicos apenas a linhagem tumoral de mama
MCF-MB 231.

E importante relatar que varias drogas antitumorais utilizadas atualmente foram
isoladas de plantas medicinais, a exemplo do Paclitaxel, dos alcaloides da vinca e das
campotequinas, 0 que torna a bioprospeccdo molecular de extratos de plantas um importante
recurso a ser explorado na busca de novas abordagens terapéuticas. Sugere-se que 0S
resultados obtidos aqui em células meristematicas de raizes de A. cepa para C. ferrea é uma
indicagdo para a realizagdo de mais estudos com outros sistemas testes, como linhagens de
células cancerosas e testes in vivo com roedores, sob diferentes tempos de exposicdo e
diferentes esquemas de tratamento, para assim se estabelecer, com propriedade, a real
potencial citotoxico e antimutagénico desta leguminosa. Outro ponto € isolar os compostos
quimicos presentes na composi¢cdo fitoquimica das partes botanicas estudadas aqui desta
planta e testa-los separadamente e de forma associada quanto aos seus efeitos em nivel

celular.
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5 CONCLUSAO

Os extratos aquosos da vagem de C. ferrea, nas condigdes analisadas, foram
citotoxicos as células meristematicas de raizes de A. cepa, em funcao de terem causado efeito
antiproliferativo estatisticamente significativo as células deste organismo de prova.

Os tratamentos simultaneos estudados desta leguminosa, nas duas concentragdes e nos
dois tempos de exposicdo avaliados, ndo potencializaram o efeito antiproliferativo ocasionada
pela droga mutagénica associada. Ainda, a parte botanica estudada desta planta, nas condigdes
analisadas, teve efeito protetor as células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com
Paracetamol nas duas concentracfes e nos dois tempos de exposic¢ao estudados, mostrando-se

antimutagénica.
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