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RESUMO

Objetivou-se nesse estudo avaliar, por meio das células meristeméticas de raizes de Allium
cepa nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, o potencial citotoxico de extratos aquosos, nas
concentracdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, das folhas secas de Caesalpinia pulcherrima, e
verificar a acdo moduladora destes extratos frente a aberragcdes celulares induzidas por
Paracetamol a partir dos grupos tratamentos Controle Negativo — agua destilada; Controle
Positivo — solucdo de Paracetamol a 0,008mg/ml, Controle extrato aquoso da planta — fracao
aquosa da plantas na concentracdo de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento Simultaneo -
fragdo aquosa da planta na concentragdo de 1g/700ml ou 19/1000ml associada a solucdo de
paracetamol a 0,008mg/ml. As raizes de A. cepa foram fixadas em alcool, hidrolisadas em
acido e coradas em orceina acética a 2%. Em seguida fez-se 0 esmagamento dos meristemas e
montagem das laminas. Analisou-se 5.000 células para cada grupo tratamento em microscopia
de campo claro (40x), e utilizou-se o teste estatistico Qui-quadrado a 5% para analise dos
dados. A partir dos resultados obtidos verificou-se que a C. pulcherrima nas concentragoes
analisadas ndo promoveu efeito antiproliferativo significativo as células do organismo de
prova, mostrando-se ndo citotoxicas. Também se verificou que o tratamento simultaneo, nas
duas concentracfes e nos dois tempos de exposicdo observadosndo 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. A planta, nas
condicdes analisadas, promoveu efeito protetor significativo as células meristematicas de
raizes de A. cepa tratadas com Paracetamol. Outros estudos de avaliacdo de citotoxicidade e
antimutagenicidade referente as folhas desta leguminosa devem ser realizados para
complementar os resultados obtidos neste trabalho.

Palavras-chave: efeito antiproliferativo, efeito citotoprotetor, Flamboyazinho.



ABSTRACT
This study aimed 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 /
700 ml or 1 g / 1000ml, the dried leaves of Caesalpinia pulcherrima , and check the action
modulating these cellular extracts front aberrations induced by Paracetamol from the
treatment groups negative Control - distilled water; Positive Control - Paracetamol solution
0,008mg / ml, Control aqueous extract of the plant - aqueous fraction of plants at a
concentration of 1 g / 700 ml or 1 g / 1000ml, Simultaneous treatment - aqueous fraction of
the plant at a concentration of 1 g / 700 ml or 1 g / 1000ml associated with paracetamol
solution 0,008mg / ml. The roots of A. cepa were fixed in alcohol, 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 obtained it was
found that C. pulcherrima analyzed at concentrations did not cause significant
antiproliferative effect of the test organism cells, being non-cytotoxic. It was also found that
the simultaneous treatment in 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 mutagenic effect caused by the drug. The plant, in the
analyzed conditions, caused a significant protective effect of the meristematic cells of A. cepa
roots treated with Paracetamol. Other studies assessing cytotoxicity and antimutagenicity
regarding the leaves of this legume must be carried out to complement the results obtained in

this work.

Keywords: anti-proliferative effect, citotoprotetor effect, Flamboyazinho.
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1 INTRODUCAO
Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), afirmam que, 80% da populacao

mundial ndo tem acesso ao atendimento primario de salde e recorre a medida tradicional,
especialmente as plantas medicinais, procurando a cura para muitas doencas (PONTES et al.,
2012). Esta pratica é resultado do conhecimento popular repassado ao longo do tempo numa
construcéo histérico-social de cada individuo (ARAUJO et al., 2014).

No entanto, de forma equivocada a populacdo utiliza plantas medicinais de forma
indiscriminada, sem se preocupar com os efeitos colaterais e/ou toxicos (SILVA et al., 2007;
AMES, 1983). Assim, devido o intenso uso de plantas medicinais, estudos de toxicidade e
mutagenicidade sdo necessarios por contribuirem para sua utilizacdo segura e eficaz
(BAGATINI et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES,2009).

De acordo com Lorenzi et al. (2003) Caesalpinia pulcherrima é popularmente
conhecida como Flamboyazinho ou Flamboid-mirim, possui porte arbustivo e pode atingir de
3 a4 m de altura. E uma espécie originaria das Antilhas, porém bem adaptada no Brasil e sua
propagacdo ocorre exclusivamente por sementes. Devido ao longo periodo de floracdo,
exuberancia de suas flores, e por apresentar alta producdo de sementes e altas porcentagens de
germinacdo em uma ampla faixa de temperaturas tem sido amplamente utilizada em
paisagismo e também na arborizacdo urbana.

As folhas de C. pulcherrima sdo constituidas de diterpendides, flavonoides
(BISWANATH et al.,, 2009), esteroides e alcaloides (KUMBHARE et al., 2012). Sao
utilizadas tradicionalmente em infusdo como laxante, ténico, antitérmico, emanagoga e
anticonvulsivante (KUMAR et al., 2010) e estudos laboratoriais demonstraram potencial para
o tratamento de Ulceras gastricas, infec¢cdes do trato respiratorio e de dermatites, e atividade
emenagoga (MEDEIROS et al., 2012). E importante relatar que ndo foram encontrados na
literatura cientifica informacdes detalhadas sobre a composic¢do fitoquimica da parte boténica
estudada neste trabalho da planta em questao.

Percebe-se que existem muitos trabalhos na literatura cientifica que relatam os efeitos
medicinais e terapéuticos desta leguminosa, porém ha uma caréncia de estudos sobre o seu
potencial citotoxico e antimutagénico. Assim, torna-se relevante a realizagdo de analises sobre
a acdodas partes botanicas desta plantaem nivel celular, em diferentes concentracdes e em
diferentes tempos de exposicéo.

O sistema teste A. cepa é classificado como muito eficiente no meio cientifico para a
avaliagdo preliminar do potencial citotoxico, mutagénico e antimutagénico de produtos
naturais (NEVES et al., 2014; BARBERIO et al., 2009; STURBELLE et al., 2008;
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RIGONATO et al., 2005). As células meristemaéticas de raizes de A. cepa sdo amplamente
utilizadas na avaliacdo de citotoxicidade, na deteccdo de aberracdes celulares, e na avaliacdo
da atividade mutagénica e antimutagénica de composto quimicos, com énfase aos estudos dos
efeitos de extratos vegetais (BAGATINI et al.,, 2007; PRZEDPELSKA-WASOWICZ;
WIERZBIKA, 2010).

Bagatiniet al. (2007) Leme; Marin-Morales (2009) citam ainda que o sistema teste
vegetal de A. cepa é excelente bioindicador para o primeiro screening da genotoxicidade de
plantas medicinais, devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros
testes de genotoxicidade, auxiliando os estudos de prevencgdo de danos a saude humana. Além
disso, os efeitos das infusdes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium cepa tém
sido relatados por varios autores (VICENTINIet al., 2001; CAMPAROTO et al., 2002;
TEIXEIRA et al., 2003; KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007), os quais
mostraram que os principais efeitos que ocorrem sdo mutagenicidade e anti-mutagenicidade,
bem como aumento e diminuicdo da proliferacdo celular de pontas de raizes tratadas com
diferentes espécies de plantas medicinais.

Portanto, em funcdo da ampla utilizacdo das folhas de Caesalpinia pulcherrima na
medicina popular para o tratamento e prevencdo de diversas enfermidades, bem como a
necessidade de mais estudos sobre o efeito citotdxico e antimutagénicodas folhas desta planta
em nivel celular, e considerando ainda o sistema teste Allium cepa adequado para a avaliacdo
de tais efeitos, objetivou-se no presente trabalho avaliar o potencial citotoxico e
antimutagénico de extratos aquosos provenientes das folhas de C. pulcherrima em células

meristematicas de raizes de A. cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
O consumo de plantas medicinais tem base na tradicdo familiar e tornou-se prética

generalizada na medicina popular (SIMOES et al., 1998). Assim o conhecimento a respeito de
seus usos vem sendo transmitido desde o inicio da civilizacdo até os dias de hoje
(CARVALHO, 2011; VEIGA JR et al., 2005) e muitas vezes, sdo 0 Unico recurso terapéutico
de comunidades e grupos étnicos (MACEDO et al., 2007; SANTOS et al., 2013) porém,
infelizmente, grande parcela da populacéo faz uso dessas plantas sem o conhecimento de sua
toxicidade, forma de preparo ou indicacdo clinica (BRASILEIRO et al., 2008).

Segundo Barreiro (2006) o uso desses produtos naturais em busca de alivio e cura de
doencas pela ingestdo de folhas, frutos, ervas e cha se da desde a antiguidade e talvez possa
ser uma das primeiras fontes de farmacos utilizados pelo homem como produtos naturais. De
acordo com Calixto (2005); Veiga-Junior e Mello (2008) as plantas medicinais tém um
importante papel na sadde mundial e apesar dos grandes avancos observados na medicina
moderna, nas Ultimas décadas, elas ainda continuam sendo utilizadas e, estima-se que, cerca
de 25% a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados de
produtos naturais.

Elgorashi et al. (2003); Arora et al. (2005) citam que, o estudo das plantas medicinais,
tradicionalmente utilizadas, é valido em dois aspectos: primeiramente, como uma pesquisa de
compostos com potencial quimioterapéutico, e segundo, como medida de seguranca para o0
uso popular. No entanto, segundo Capasso et al. (2000) as plantas usadas em preparacdes
fitoterapicas precisam de um controle de qualidade, uma vez que a literatura cientifica indica
que muitas destas podem apresentar substancias toxicas ou composicao quimica variavel.

No Brasil o uso de produtos naturais no tratamento de diversas enfermidades é um
recurso bastante utilizado por varias geracdes, principalmente por apresentar uma das maiores
biodiversidade do planeta (ALVES, 2001) pela crise econdbmica que afeta o pais, aliada ao
dificil acesso da populagdo a assisténcia médica e farmacéutica e ao custo dos medicamentos
industrializados (SIMOES et al., 1998).

Segundo Lacerda et al. (2013) o surgimento desta alternativa terapéutica no Brasil foi
consideravelmente influenciada pela cultura indigena, pelas tradi¢6es africanas e pela cultura
Europeia trazida pelos colonizadores. E inegavel, no entanto, que 0 uso popular e mesmo
tradicional ndo sédo suficientes para validar as plantas medicinais como medicamentos eficazes
e seguros. Nesse sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro
xenobiotico sintético, e a preconizagdo ou a autorizacdo oficial do seu uso medicamentoso

deve ser fundamentada em evidéncias experimentais comprobatdrias de que o risco a que se
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expbem aqueles que a utilizam é suplantados pelos beneficios que possam advir (BRASIL,
1995).

Assim, na area farmaceéutica, as plantas e extrativos vegetais foram e continuam sendo
de grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como protétipo para o
desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas, tanto para a
obtencdo de farmacos (que sdo as substancias ativas isoladas), como para obtencdo de
adjuvantes (produtos utilizados na formulacdo de medicamentos) ou, ainda de medicamentos
elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: 0os medicamentos fitoterapicos
(SCHENKEL et al., 2001).

Segundo Simdes et al. (2007) diversas empresas nacionais ja utilizam a matéria-prima
vegetal diretamente na fabricacdo de seus medicamentos e os fitoterapicos estdo se tornando o
suporte da industria farmacéutica nacional de pequeno e médio porte.Em porcentagem, o
mercado de medicamentos fitoterapicos crescem 15% ao ano, enquanto que os de

medicamentos sintéticos variam de 3 a 4.

2.1 Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw.
A espécie Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw. é um arbusto da familia Leguminosae

(CAMARA, 2007), conhecido popularmente como Flamboyant-de-jardim, originario das
Antilhas, é amplamente utilizado no paisagismo e na arborizacao urbana, por ser uma planta
muito florifera e apresentar pequeno porte. Sua altura pode variar de 3 a 4 metros, apresenta
ramagem com espinhos esparsos, formando pequena copa arredondada. Apresenta folhas
compostas, alternas, bipinadas, com 6 a 10 pares de pinas opostas, cada pina com igual
namero de pares de foliolos opostos elitico-ovalados. Apresenta inflorescéncias terminais, em
paniculas alongadas, formadas principalmente nos meses de setembro a fevereiro (Figura 1)
(LORENZI, 2003).

Figura 1. Caesalhinia pulcherrima (L.) Sw. (Flamboyazinho). fonte: www.google.com.br


http://www.google.com.br/
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Biswanath (2009) cita que alguns estudos anteriores sobre esta planta levou a
identificacdo e isolamento de vérios metabolitos com atividade bioldgica acentuada como
diterpendides, flavonoides, chalconas, entre outros. Além disso, segundo Cerqueira et al.
(2009) e Kapoor et al. (2009) as sementes desse vegetal acumulam elevadas quantidades de
galactomananas.

O suco de suas flores e usado para curar feridas, 0 suco das sementes para curar tosse,
dificuldades respiratorias e dor toracica, algumas gramas da raiz pode induzir o aborto no
primeiro trimestre da gravidez (PATEL, 2010) e as folhas sdo utilizadas para o tratamento da
gastrite (ALBUQUERQUE et al., 2007). Assim, todas as partes da planta séo utilizadas para
uso medicinal.

Além disso, apresenta ainda valor medicinal, pelo uso de suas partes no tratamento de
febres, infec¢des, Ulceras bucais, feridas e irritacdes nos olhos. Esta por sua vez, tolera bem o
calor e a estiagem (GILMAN; WATSON, 2003), podendo ser utilizada como cerca viva e
quebra ventos, bem como na arborizacdo de cidades, em virtude do baixo porte, diversidade
de suas inflorescéncias (OLIVEIRA et al., 2010) e devido ao rapido crescimento (EUFRASIO
et al., 2009).

Na india, estudos farmacoldgicos revelaram que a espécie se destaca no tratamento de
tumores, dermatites, emenagoga, disenteria, diversas infeccGes, além da acdo abortiva
(PINTO, 2002). Porém no Brasil, hd poucas pesquisas cientificas relacionadas com esta
espéecie (CUNHA, 2005).

Diante dasvarias propriedades medicinais da espécie C. pulcherrima, torna-se
necessario mais estudos, que possam contribuir para gerar informaces e alertar a populacdo
sobre a maneira correta de utiliza-la, os efeitos provocados pela mesma, bem como a sua agéo
farmacoldgica.Visto que, sdo poucos os estudos na literatura cientifica dessa planta a nivel
celular, e por esse motivo esta pode tornar-se um fator de risco como intoxicacao e problemas
genéticos. Portando entende-se que é de fundamental importancia analisar em laboratério a

acdo da mesmaem organismos Vivos.

2.2 Sistema teste
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 60-80% da populacéo

mundial nos paises em desenvolvimento, devido a pobreza e falta de acesso a medicina
tradicional, dependem essencialmente de plantas para cuidar de sua saude. Entretanto, mesmo
a diversidade genética vegetal mundial sendo bastante expressiva, poucas espécies (15 a 17%)
tém sido cientificamente estudadas para a avaliacdo de suas qualidades, seguranca e eficacia
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(SIMOES et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003; CALIXTO, 2005; SOARES et al., 2006).
Assim, segundo Fachinetto e Tedesco (2009) o uso indiscriminado e sem controle pode causar
mais danos a salde da populacdo do que beneficios.

Segundo Silva et al. (2004), infusdes de plantas medicinais podem conter substancias
toxicas com efeitos mutagénicos e por outro lado, o consumo de chas pode suprimir os efeitos
de agentes mutagénicos que estejam atuando sobre o organismo humano. Neste contexto,
Albuquerque; Hanazaki (2006) e Veiga Jr. et al. (2005) afirmam que a automedicacdo €
preocupante quando existe falta de informac6es adequadas sobre as propriedades das plantas
medicinais (principalmente das exoticas).

Capasso et al. (2000); Veiga-Junior, V. F (2008), citam que a maior parte dos
fitoterapicos que sao utilizados atualmente por automedicacdo ou por prescricdo médica
infelizmente ndo tem o seu perfil tdxico bem conhecido. Assim, segundo Coelho (1998);
Cordeiro et al. (2005); Amorim et al. (2007) a utilizacdo inadequada de um produto, mesmo
de baixa toxicidade, pode induzir problemas graves desde que existam outros fatores de risco
tais como contraindicacdes ou uso concomitante de outros medicamentos.

Assim, o conhecimento do potencial citotdxico de plantas medicinais por meio da
andlise do ciclo celular de raizes de cebola serve como indicativo de seguranca para a
populacdo que utiliza chds medicinais muitas vezes como a Unica alternativa para o
tratamento de doencas (BAGATINI, 2007). A eficiéncia do sistema A. cepa se deve as suas
caracteristicas cinéticas de proliferacdo, ao rapido crescimento de suas raizes, ao grande
namero de células em divisdo, a sua alta tolerancia a diferentes condi¢des de cultivo, a sua
disponibilidade durante o ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em
nimero reduzido (2n=16) (FISKEJO, 1994; MITTEREGGER-JUNIOR et al., 2006; CARITA
e MARIN-MORALES, 2008).

Leme e Marin-Morales (2007) citam que, o0 sistema teste A. cepa é utilizado para
avaliar danos no DNA (aberragcdes cromossémicas e distlrbios no ciclo mitdtico) para
determinados tipos de bioensaios, € que vem sendo usado para este tipo de analise desde a
década de 40 até os dias atuais, avaliando agentes quimicos e contribuindo para a sua
aplicacdo crescente no monitoramento ambiental. Ressalta ainda que, os testes com este
vegetal tém mostrado uma correlacdo de 82% com o teste de carcinogenicidade em roedores
devido a sua alta sensibilidade.

A anélise de alteracBes cromossdmicas serve como teste de mutagenicidade e é um
dos poucos métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a mutagénicos ou

carcinogénicos potenciais. Para possibilitar a avaliacdo dos efeitos ou danos que agentes
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mutagénicos podem causar, faz-se necessario que a amostra esteja em constante divisao
mitdtica, objetivando identificar os efeitos toxicos e alteragdes ocorridas ao longo de um ciclo
celular, e o teste de A. cepa tem sido amplamente empregado com esse propdsito (SILVA et
al., 2003).

Estima-se que mais de 60 e 75% dos farmacos utilizados atualmente no tratamento
docancer e em doencas infecciosas, respectivamente, sdo derivados de fontes naturais
(NEWMAN et al.,, 2003), sendo de grande relevancia, estudos de toxicidade e
mutagenicidade, pois contribuem para utilizacdo segura e eficaz.Dessa forma, o indice
mitético e indice de replicagdo sdo usados como indicadores de proliferacdo adequada das
células (GADANO et al., 2002), o que pode ser medido através deste sistema-teste.

Esse organismo de prova 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 avaliagdo de concentragOes diferentes. As alteragdes cromossomicas e as da
divisdo das células meristeméticas da raiz de cebola séo freqlientemente usados para alertar a
populacéo sobre o consumo do produto (VICENTINI et al., 2001).

O método de avaliacdo de alteracBes cromossdmicas em raizes de A. cepa é validado
pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental
das Nagdes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise emonitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

Outras espécies medicinais, como Pterocaulon polystachyum e Achyrocline
satureidoides tém sido estudadas através deste sistema-teste, e os resultados indicam a
presenca de atividade antiproliferativa nestes extratos (KNOLL et al., 2006; FACHINETTO
et al., 2007). Estudos de Fachinetto e Tedesco (2009) com extratos aquosos de Baccharis
trimera e B. articulata também apresentaram a ocorréncia de atividade antiproliferativa e
mutagénica dos extratos através do teste de A. cepa.

Segundo Craag e Newman (2005), muitos dos agentes utilizados na terapia do cancer
séo derivados de fontes naturais e foram descobertos a partir de testes de citotoxicidade, por

inibirem a proliferacdo de células cancerosas em modelos in vivo ou in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da planta e preparo das fracfes aquosas
Para a realizacdo deste trabalho, folhas de C. pulcherrima 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 do material foram realizadas pela Prof* Maria do Socorro
Meireles de Deus, mestre em boténica e docente da Universidade Federal do Piaui. O
material foi deixado para secar, a temperatura ambiente, por duas semanas sendo em seguida

macerados até ficarem na forma de pd. Apds a maceragdo preparou-se as fraces aquosas.

3.2 Concentragdes e grupos tratamento
Na cultura popular recomenda-se para a preparacao das infusdes, em média, 200g de

folhas secas para C. pulcherrima para meio litro de agua (CAMPOS et al.,, 1967;
NOGUEIRA et al., 2005). No entanto, optou-se por iniciar as avaliacfes de citotoxicidade e
antimutagenicidade destas plantas utilizando concentragdes baixas quando comparadas as
utilizadas popularmente, com o intuito de se aproximar das concentracdes de absorcédo
ocorridas no organismo humano, que foram, para a planta em estudo, de 1g/700ml e
1g/1000ml.

Para o teste de citotoxicidade avaliou-se as concentracdes da planta. Ja para o teste
de antimutagenicidade estabeleceu-se para estudo 0s seguintes grupos tratamentos: Controle
Negativo — constituido somente por agua destilada; Controle Positivo - solucdo preparada
com agua destilada e paracetamol na concentracdo de 0,008mg/ml , composto este com acao
citotoxica, clastogénica e aneugénica comprovada em células 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 concentracdo de 1g/700ml ou de 1g/1000ml,
Tratamento Simultdneo - fracdo aquosa da planta na concentracdo de 1g/700ml ou
19/1000ml associada a solucao de paracetamol na concentracdo de 0,008 mg/ml.

3.3 Avalicao do potencial citotdxico e antimutagénico em células meristematicas de
raizes de Allium cepa L.
Os bulbos de Allium cepa foram colocados para enraizar em frascos com éagua

destilada, a 25 °C e aerados constantemente, até a obtencdo de raizes com cerca de 1,0 cm de
comprimento. Para analise de cada concentracdo estipulou-se um grupo experimental com
cinco bulbos. Antes de se colocar as raizes em contato com as suas respectivas
concentragOes, algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do
proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram colocadas em contato com suas
respectivas concentragcOes do extrato por 24 horas, procedimento este denominado de tempo

de exposicdo de 24 horas. Em seguida as raizes foram colocadas em contato com as suas
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respectivas concentragdes por mais 48 horas, procedimento este denominado de tempo de

exposicéo de 48 horas.

3.4 Obtencoes de células meristematicas de raizes de A. cepa
Para a realizagdo dos experimentos 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 1,0 cm de comprimento. Para analise de cada grupo tratamento, estipulou-se
um grupo experimental com cinco bulbos (cinco repeticdes), que foram avaliados nos
tempos de exposicdo 24 e 48 horas. Em todos os grupos tratamentos, ao término de cada
tempo de exposi¢do, raizes foram coletadas e fixadas em solu¢do Carnoy 3:1 (etanol: &cido
acetico), 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 microscopio dptico, 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,
metafase, anafase e tel6fase; a presenca de efeitos aneugénicos e micronucleos. Foram
calculados os valores médios do nimero de celulas de cada uma das fases do ciclo celular de
A. cepa e determinado o indice mitdtico. 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 divisio

celular e os valores de indice mitoticos obtidos para as células de raizes de A. cepa tratadas
com agua (CO) e com os extratos aquosos das folhas de C. pulcherrima 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 - NUumero total de células analisadas e fases do ciclo celular de raizes de A. cepa
tratadas com &gua (controle) e com os extratos aquosos provenientes das folhas de
Caesalpinia pulcherrima nas concentracGes de 1g/700ml e de 1g/1000ml, nos tempos de
exposicdo de 24 e 48 horas. Foram analisadas 5.000 células por grupo.

Caesalpinia pulcherrima

Concentracgéo M A T TCD IM
(g/ml) TE TCII P %)
CO 4830 30 57 47 36 170 3,4°
1g/700ml 24h 4835 46 47 33 39 165 3,3
48h 4752 81 73 48 46 248 4,9%
CO 4680 75 84 128 33 320 6,4
1g/1000ml 24h 4689 62 114 90 45 311 6,2°
48h 4838 29 49 31 53 162 3,2

TCII — Total de células em intérfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle;
IM — Indice Mitético; TCD — Total de células em Divisdo; P: profase; M: metafase; A: anéafase, T: telofase.
Dentro de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente ao
nivel de 5% pelo teste %

A partir dos resultados apresentados na Tabela 01 verificou-se que os indices
mitoticos obtidos a partir dos extratos aquosos provenientes das folhas de C. pulcherrima,
nas concentracdes de 1g/700ml e 1g/1000ml, nos dois tempos de exposi¢cdo avaliados, ndo
foram citotoxicos as células meristematicas de raizes de A. cepa quando confrontados com
os indices de divisdo celular obtidos para o0s seus respectivos controles, e quando
comparados entre si dentro de uma mesma concentracao.

Corroborando aos resultados de citotoxicidade obtidos aqui neste trabalho para C.
pulcherrima estdo os resultados obtidos por Chanda e Baravalia (2011) que avaliaram a
citotoxicidade do extrato metanolico bruto das folhas de C. pulcherrima frente as larvas de
Artemia salina no tempo de exposicao de 24 horas e na dose Unica de avaliagdo 1000 ug/mL"
! e verificaram que o extrato causou a mortalidade de mais de 50% das larvas do organismo
de prova, mostrando-se citotoxico. Ainda, em um estudo realizado por Shaikh et al. (2012)
avaliou-se flavonoides isolados das folhas de C. pulcherrima em células normais de ovario

de hémster chinés através do ensaio MTT nos tempos de exposicdo de 3 e 6 horas, e
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verificou-se que estes compostos quimicos ndao foram citotoxicos as células do sistema teste
utilizado.

Estes foram os unicos trabalhos encontrados na literatura cientifica sobre a
citotoxicidade promovida pela pelas folhas de C. pulcherrima. E importante relatar que para
esta espécie, a acdo em nivel da sua entrecasca ja esta bem definida, onde os flavonoides
presentes em sua constituicdo demonstraram importante potencial citotoxico frente a
linhagens celulares normais e tumorais e atualmente sdo testados em laboratdrio
individualmente e em associagdo a outros compostos quimicos como agentes
quimioterapicos (SAYEED et al., 2004; DAS et al., 2010).

Na Tabela 02 é apresentado os Indices Mitdticos obtidos para 0s grupos tratamentos
Controle Negativo — constituido somente de agua destilada; Controle Positivo - solucao
preparada com agua destilada e paracetamol, Controle extrato aquoso da planta — fracdo
aquosa de C. pulcherrima nas concentragfes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento
Simulténeo - fragdo aquosa de C. pulcherrima nas concentrac6es de 1g/700ml ou 1g/1000ml
associada a solucdo de paracetamol, avaliados nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas.

Analisou-se 5.000 células para cada grupo em estudo.

Tabela 02 - Namero de células indiferenciadas e em intérfase, nimero de células em diviséo
e os valores de indice mitético obtidos para as células de raizes de A. cepa dos grupos
tratamentos Controle Positivo, Controle Negativo, Controle do extrato aquoso de C.
pulcherrima nas concentraces de 1g9/700ml ou 19/1000ml e Tratamento Simultaneo de C.
pulcherrima nas concentragdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml associado a solucdo de

paracetamol, avaliados nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

Caesalpinia pulcherrima

Concentragéo GT 24h Células Células em IM (%)
(mg/ml) indiferenciadas/ divisao
Interfase
CP 4910 90 1,8°
CN 3732 1268 25,4°
1g/700ml CEA 4835 165 3,3
TS 4858 142 2,8
1g/1000ml CEA 4689 311 6,2°
TS 4722 278 5,5°
Concentracao 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 4752 248 4,9°
TS 4863 137 2,7°
1g/1000ml CEA 4838 162 3,2
TS 4822 178 3,5°

GT - grupo tratamento; CP — controle positivo; CN — controle negativo; CEA — controle extrato aquoso da
planta; TS — tratamento simultdneo; IM — indice mitético; 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 simultaneo da planta, de uma mesma concentracdo no tempo de exposi¢do de 24 horas ou 48
horas diferem significativamente entre si.

Os resultados obtidos para a planta C. pulcherrima (Tabela 02) na concentracdo de
19/700ml e no tempo de exposicdo de 24 horas mostram que o tratamento simultaneo teve
indice de divisdo celular estatisticamente igual ao seu respectivo controle positivo e controle
extrato aquoso. Na concentracdo de 1g/1000ml, neste mesmo tempo de exposicao, o indice
mitotico obtido para o tratamento simultaneo desta planta foi estatisticamente diferente aos
indices mitoticos dos seus respectivos controle positivo e controle negativo. Ja para C.
pulcherrima nas duas concentracdes em estudo, porém no tempo de exposicao de 48 horas,
observa-se que o indice de divisdo celular do tratamento simultaneo, nas duas concentragdes
em estudo, é considerado estatisticamente igual aos indices mitéticos obtidos para 0s seus
respectivos controle positivo e controle extrato aquoso.

Diferentemente dos resultados obtidos aqui para C. pulcherrima frente a células de
A. cepa tratadas com um agente mutagénico, Akteret al. (2014) avaliaram a atividade
citotoxica do extrato metandlico bruto das folhas de C. pulcherrima nas concentracdes 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 concentragdes do extrato em estudo foram
citotoxicos apenas a linhagem tumoral de mama MCF-MB 231. Ndo foram encontrados
outros estudos sobre a acdo da vagem de C. pulcherrima em células expostas a compostos
mutagénicos e em linhagens de células tumorais.

A partir dos resultados demonstrados na Tabela 02 é possivel verificar que os indices
mitéticos obtidos para os tratamentos simultaneos nas duas concentragdes e nos dois tempos
de exposicdo avaliados da leguminosa ndo foram estatisticamente significativos aos indices
mitoticos obtidos para 0s seus respectivos controles extrato aquoso da planta. Portanto, os
extratos avaliados, nas condi¢cdes analisadas aqui neste trabalho, ndo potencializaram o
efeito antiproliferativo ocasionado pelo Paracetamol.

Na tabela 03 sdo mostrados o nimero total de aberragdes celulares encontrados em
células meristematicas de raizes de A. cepa para cada o 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 — fracdo aquosa de C.
pulcherrima nas concentragOes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento Simultaneo - fragéo
aquosa de C. pulcherrima nas concentracdes de 1g9/700ml ou 1g/1000ml associada a solucao
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 aberracGes celulares presentes nas células meristematicas de
raizes de A. cepa obtidos para os grupos tratamentos Controle Positivo, Controle Negativo,
Controle extrato aquoso C. pulcherrima nas concentragdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml e
Tratamento Simultaneo de C. pulcherrima nas concentra¢fes de 1g/700ml ou 1g/1000ml,

avaliados nos tempos de exposicao de 24 e 48 horas.

Caesalpinia pulcherrima

GT

(mg/ml) (TE24h) MN MC PA PT TCA
CP 31 22 13 06 728
CN 01 00 00 00 01°
1g/700ml CJ 00 00 00 01 01
TS 00 01 00 00 01
1g/1000ml  CJ 00 01 00 00 01
TS 00 00 01 00 01
(mg/ml) GT MN MC PA PT TCA
(TE48h)
CP 29 21 29 09 88
CN 02 00 00 00 02
1g/700ml CJ 00 01 00 00 01
TS 00 00 01 00 00
1g/1000mI  CJ 01 00 00 00 01
TS 01 00 00 00 01

C — concentracdo; GT — grupo tratamento; MN — micronucleo; MC — metafase colchicinica; PA — ponte
anafasica; PT — ponte telofasica; TCA — total de células aberrantes. Dentro de uma mesma concentracdo, 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 concentragdo 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 o0 48 horas, mostram que o nimero de aberragdes cromossdémicas obtidas para
oTratamento Simultaneo, nas duas concentracdes estudadas, foram drasticamente menor que
0 numero de aberracGes observadas para o Controle Positivo. J& 0 nimero de células

aberrantes observado para o Controle negativo, Controle extrato aquoso de C. pulcherrima
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nas concentracdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml e Tratamento Simultaneo de C. pulcherrima
nas concentragdes de 1g/700ml ou 19/1000ml associado a solucéo de paracetamol ndo foram
significativos entre si. Assim, nestas condi¢des de estudo, pode se sugerir efeito protetor ou
antimutagénico das concentragfes 1g/700ml e 1g/1000ml dos extratos aquosos C.
pulcherrima frente ao paracetamol na concentracdo de 0,008mg/mi.

Para C. pulcherrima foi encontrado o estudo realizado por Oliveira et al. (2013) que
avaliaram a acdo protetora do extrato metanolico da entrecasca de C. pyramidalis, na
concentracdo de 250 mg/ml e no tempo de exposicdo de 24 horas,a embrides de
Biomphalaria glabrata irradiados com as doses de 2,5 e 4 Gy por 24 horas e observaram que
0 extrato em questdo protegeu significativamente as células dos embrides irradiados nas
duas doses em estudo

E importante relatar que vérias drogas antitumorais utilizadas atualmente foram
isoladas de plantas medicinais, a exemplo do Paclitaxel, dos alcaloides da vinca e das
campotequinas, o0 que torna a bioprospecgdo 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. pulcherrima é
uma indicacgdo para a realizacdo de mais estudos com outros sistemas testes, como linhagens
de células cancerosas e testes in vivo com roedores, sob diferentes tempos de exposi¢do e
diferentes esquemas de tratamento, para assim se estabelecer, com propriedade, a real
potencial citotdxico e antimutagénico destas leguminosas. Outro ponto € isolar 0s compostos
quimicos presentes na composicdo fitoquimica da parte botanica estudada aqui desta planta e

testa-la separadamente e de forma associada quanto aos seus efeitos em nivel celular.
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5 CONCLUSAO
O extrato aquoso da folha de C. pulcherrima, nas condic¢des analisadas, ndo foram

citotoxicas as células meristematicas de raizes de A. cepa, pois ndo causaram efeito
antiproliferativo estatisticamente significativo as células deste organismo de prova.

Os tratamentos simultaneos estudados desta leguminosa, nas duas concentracdes e
nos dois tempos de exposi¢do avaliados, ndo potencializaram o efeito antiproliferativo pela
droga mutagénica associada. Ainda, a parte botanica estudada, nas condigdes analisadas,
teve efeito protetor as células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com Paracetamol,

mostrando-se antimutagénicas.
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