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RESUMO

Objetivou-se no presente trabalho avaliar, por meio das células meristematicas de raizes de
Allium cepa,nos tempos de exposi¢cdo 24 e 48 horas, o potencial citotoxico de extratos
aquosos, nas concentracbes de 1g/700ml e 1g/1000ml, provenientes da entrecasca de
Caesalpiniapyramidalis, e verificar o potencial modulador destes extratos frente a aberracfes
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
19/1000ml, Tratamento Simultaneo - fracdo aquosa da planta na concentracdo de 1g/700ml
ou 19/1000ml associada a solucdo de Paracetamol a 0,008mg/ml. As raizes de A. cepa ap0s 0s
tratamentos foram fixadas em solucdo de Carnoy, hidrolisadas em 4&cido e coradas com
orceina acética a 2%. Em seguida fez-se o 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 estatisticoQui-quadrado a 5% para andlise dos dados. A partir
dos resultados verificou-se que C. piramydalis nas duas concentra¢des e nos dois tempos de
exposicao avaliados tiveram efeito antiproliferativo significativo as células do organismo de
prova utilizado, mostrando-se citotdxicas.Em relacdo a andlise antimutagénicaverificou-se
gueo tratamento simultaneo para a planta, nas duas concentracdes 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 antiproliferativo ocasionado
pela droga mutagénica. A planta, nas condi¢bes analisadas, promoveu efeito protetor
significativo as células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com Paracetamol.Outros
estudos de avaliacdo de citotoxicidade e antimutagenicidade da parte boténica estudadada
leguminosa devem ser realizados para complementar os resultados obtidos neste trabalho.

Palavras-Chave: Citotoxicidade, Antimutagenicidade, Catingueira.



ABSTRACT

The objective of this study was 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 the inner bark of Caesalpiniapyramidalis,
and verify the potential modulator of these front extracts the cellular aberrations induced by
Paracetamol from the following treatments groups: negative Control - distilled water; Positive
Control - Paracetamol solution 0,008mg / ml, Control aqueous extract of the plant - aqueous
fraction of the plant 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 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. piramydalis in both concentrations and
exposure time evaluated two had significant antiproliferative effect of the cells of the test
organism used, proved to be cytotoxic. Regarding antimutagenic analysis it was found that the
simultaneous treatment of the plant at the concentrations observed and the two exposure
times, cell division did not differ from their respective index control aqueous extract of the
plant, and therefore does not potentiated the antiproliferative effect caused by mutagenic 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 of botanical study of the legume should be carried out to

complement the results obtained in this work.

Keywords: cytotoxicity, antimutagenicity, catingueira.
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1 INTRODUCAO

Muitas espécies de plantas sdo utilizadas para o tratamento e prevencdo de doencas,
entretanto, a maioria ndo foram analisadas das quanto ao seu potencial citotéxico, e
antimutagénico o que € de extrema importancia para a utilizacdo segura e eficaz destes
fitoterapicos pela populacdo (BAGATINI et al., 2007).

A familia Leguminosa e Adans. é constituida atualmente por 19.325 espécies
distribuidas entre as subfamilias Faboideae, Mimosoideae e Caesalpinioideae. Suas plantas
sdo de habitos variados podendo ser arvores de grande porte, arbustos, subarbustos, ervas
anuais ou perenes e trepadeiras. Possuem ampla distribuicdo geogréfica sendo encontradas em
ambientes bastante diversificados (BARROSO, 1991; JOLY, 1998; JUDD et al.,
2009).Dentre 0 género Caesalpinia, a espécie mais conhecida é a Caesalpinia echinata “pau-
brasil, que teve grande importéancia na colonizagéo do Brasil (BAHIA, 2002).

Algumas partes boténicas desta espécie, como, folhas, flores, entrecasca, sdo utilizadas
na medicina popular de vérios paises, porém, no Brasil é mais comum a utilizagdo da
entrecasca, do caule, e das folhas da Catingueira. (SILVA et al., 2012). A entrecasca de C.
pyramidalis possui em sua composi¢do quimica flavonoides, triterpenos e fenil propandides(
MEDEIROS et al., 2005). De acordo com Saraiva, 2007, em um levantamento bibliogréafico
da espécie, foi observado o isolamento de varios metabodlitos secundarios, destacando-se
principalmente polifenois e terpendides onde a sua infusdo em agua € utilizada
tradicionalmente como antitérmica, anti-inflamatéria, expectorante, depurativa e no
tratamento de infeccdes intestinais e bronquites, apresentando ainda acdo antipirética e como
diurética.

No entanto, apesar de muitos trabalhos relatarem os efeitos medicinais desta planta,
percebe-se na literatura cientifica uma caréncia de estudos sobre sua citotoxicidade. 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
células 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).

Assim, as células meristematicas de raizes de A. cepa é um ensaio importante na
avaliacdo de citotoxicidade de extratos aquosos de plantas medicinais (FACHINETTO et al.,
2007 VICENTINI et al., 2001) por apresentarem propriedades cinéticas de proliferacdo e por
possuir cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16) (LEME; MARIN-MORALES
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et al., 2009).Fachinnetoet al. (2007)citam este sistema-teste como um excelente parametro de
analise citotoxica e genotoxica, e 0 mesmo tem sido usado como indicativo para prevenir a
populacdo sobre o consumo de determinados alimentos e de medicamentos sintéticos e
naturais.Ainda, Barbério et al. (2009) Sturbelle et al. (2008),e Rigonato et al.
(2005)classificam o sistema teste A. cepa como muito eficiente para a avaliagdo inicial do
potencial mutagénico e antimutagénico de produtos naturais.

Portanto, em fungdo da populacdo usar o cha das cascas de C. pyramidalis para o
tratamento e prevencdo de enfermidades, pelo fato de ndo haver estudos em relacdo ao
potencial toxico desta planta, e considerando o sistema A. cepa adequado para avaliacdo de
toxicidade, em nivel celular de plantas medicinais, o presente estudo objetivou avaliar a agdo
do extrato aquoso provenientes da entrecasca desta leguminosa frente a um composto

mutageénico, utilizando como sistema-teste as células meristematicas de raizes de A. cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O emprego de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencdo de
doencas, € uma das mais remotas formas de pratica medicinal desde antes da civilizac&o.
(JUNIOR et al.2005). As plantas proporcionam grandes possibilidades para a sobrevivéncia
do homem, podendo ser utilizadas ndo s6 como medicinal, mas também, alimentar, madeira,
ornamental, entre outros (FLORIANI; STRACHULSKI, 2013).

A importancia das plantas medicinais deve-se a sua contribuigdo como fonte natural de
farmacos e por proporcionar grandes chances de obtencdo de moléculas protdtipos devido a
ampla diversidade de seus constituintes. No entanto inimeras plantas sdo utilizadas em
preparacdes fitoterapicas sem que seja realizado um controle da qualidade e seguridade
adequada, uma vez que a literatura cientifica apresenta, para a maioria das plantas medicinais,
a presenca de substancias toxicas e/ou composicdo quimica variavel. (CORREA;SIMAO
2013).

Embora as plantas possuam muitos usos terapéuticos que sao conhecidos
popularmente pelas pessoas, 0 ser humano desconhece o fato de que elas podem apresentar
toxicidade tanto para 0 homem quanto para os animais (ALMEIDA ;MARTINS et al.,2012;
RODRIGUES; PIRES, 2010).De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacdes
Toxicologicas (SINITOX), no ano de 2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de
intoxicacdo humana por uso de plantas sendo que desses, 5 foram a ébito.

A toxicidade de plantas medicinais torna-se um problema sério de saude publica, em
decorréncia dos efeitos adversos dos fitomedicamentos, as possiveis adulteracdes e toxidez,
como também a acdo sinérgica (interacdo com outras drogas) que ocorrem freqlientemente.
As pesquisas desenvolvidas para avaliagdo do uso seguro e eficaz de plantas medicinais e
fitoterapicos no Brasil ainda sdo elementares, assim como o dominio da comercializacao pelos
orgéos oficiais em feiras livres, mercados plblicos ou lojas de produtos naturais(JUNIOR et
al.2005).

E evidente, no entanto, que o uso popular e mesmo tradicional ndo sdo satisfatorios
para validar as plantas medicinais como medicamentos seguros. O uso de forma
indiscriminada de chas e infusdes, doses elevadas, e a ndo correta identificacdo da planta gera
efeitos adversos aos organismos que sdo atribuidos as substancias ativas presentes nestas
plantas. Todavia, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% dos
paises em desenvolvimento depende de plantas para o atendimento bésico a saude, devido a

desigualdade social e a falta de acesso a medicina moderna (FRESCURA et al., 2012)
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2.1 Caesalpinia pyramidales Tur.

A espécie arborea Caesalpinia piramiydalis Tur., ( figura 1) popularmente conhecida
comocatingueira,catingua- de- porco, pau-de-rato, apresenta como classificacdo taxondmica,
0 Reino: Plantae, Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Ordem Fabales,

pertencente a familia Leguminosa e, subfamilia Caesalpinoideae.( ALVES, E,U; et, al, 2007 ).

Figura 1. Caesalpinia piramydales Tur. (catinguiera). Fonte: www.google.com.br

h

O género Caesalpinia (Familia Leguminosae),constituido por 150 géneros
distribuidas em regides tropicais de todo o mundo, possui plantas de grande potencial
econémico, ecoldgico e medicinal (SILVA et al., 2012). Em um estudo realizado por Agra et
al. (2008) em estados da regido nordeste do Brasil verificou-se que em um total de 126
espécies tidas como medicinais, 16 pertenciam ao género Caesalpinia, onde a
Catingueira(Caesalpinia pyramidalis )foi uma das plantas mais citadas pela populacéo.

A planta apresenta um arbusto, com troncos multiplos, de 1,00 até 6,00m, inerme,
copa densa e aberta, que varia de 8 até 35cm, casca acinzentada a amarronzada , com suas
folhas com peciolo de 15 a 24mm, foliolos alternos ( figura 2) , cartdceos a coriaceos,
distantes entre si 10 a 20mm, suas flores medindo de 1,5cm de didmetro, sépala abaxial com 7
a 1llcm de comprimento, pétalas amareladas, ovais, elipticas, suborbiculares até sub-
retangulares, estames com 13 a 17mm de comprimento e filetes pubescentes na base e sua
vagem de 8 a 14 X 1,8 a 3cm. (QUEIROZ, 2
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Figura2.Folhas, Flores e Fruto de Caesalpinia piramydalesTur. Fonte.www.google.com.br

Apresenta a sua madeira branco-amarelada com cerne escuro, muito pesada, com
densidade de0,99 g/cm3(madeira seca), contendo celulose e lignina, muito utilizada como
lenha, carvéo, estacas, mourdes, na edificacdo de casas de taipa e pode ser empregada para
producédo de alcoolcombustivel e coque metaltrgico. A cinza da madeira tem elevado teor de
potassio e é empregada para producao de sabdo (MAIA 2004).

A Cpyramidalis ¢ uma espécie de grande disseminacdo no Nordeste semi-arido,
podendo ser encontrada em diversas associacdes vegetais, crescendo bem nas varzeas Umidas,
onde chega a atingir mais de 10 m e poucos centimetros de didmetro na base. Ocorre nos
Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia, sendo considerada endémica da caatinga (MAIA, 2004).

Espécie do Norte e Nordeste do Brasil, havendo duas variedades da planta, das quais a
tipica ocorre na caatinga. Esta entre as espécies mais comuns da caatinga, sendo uma das que
mais contribuem para a fisionomia caracteristica desse Bioma (QUEIROZ, 2009).

Usualmente, a casca interna ou flores sdo tradicionalmente empregadas para tratar
muitas doencas inflamatdrias dolorosas e diversos processos. Um uso comum desta planta é
feita por maceracdo de um punhado do caule, casca em um litro de vinho ou aguardente de
cana.

Segundo Santos et,al.( 2013), a Cpyramidalis, é ingerida contra dor de estdmago,
disenterias e diarréias, utilizada na medicina popular também no tratamento de doencas, tais
como: gastrite, azia, indigestdo e dores de estbmago, o cha é utilizado também para o

tratamento de hepatite e anemia.
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A entrecasca de C. pyramidalis possui em sua composi¢do quimica flavonoides,
triterpenos e fenilpropandides e a sua infusdo em agua € utilizada tradicionalmente como
antitérmica, anti-inflamatdria, expectorante, depurativa e no tratamento de infeccdes
intestinais e bronquites (MEDEIROS et al., 2012).Estudos laboratoriais de avaliacdo
terapéutica desta entrecasca demonstraram atividade anti-inflamatdria (SANTOS et al., 2011),
antinociceptiva(SANTANA et al., 2012) e no tratamento de Ulceras géstricas (RIBEIRO et al.,
2013).

A Caesalpinia piramydalis apresenta um elevado teor proteico e lipidico. Seus
extratos metanolicos se destacam por maior atividade antioxidante e correlacdo com os teores
de fendis totais, apresentando, assim, uma fonte potencial de compostos fendlicos para a
aplicacdo nas induastrias relacionadas a energia nuclear, alimentos e farmacéutica.(
MAKKAR, 1993)

Diante da grande quantidade de efeitos provenientes de composi¢cdes quimicas
presente na C. pyramidalis, torna-se necessario uma melhor distribui¢do de conhecimento dos
efeitos provocados pela mesma, bem como a sua acdo farmacologica. Com isso deve ser feito
uso desta droga vegetal com cautela, pois ainda ndo possuem dados cientificos concretos
podendo tornar-se um fator de risco como intoxicagdo. Por essa razdo, entende-se que é de
grande importancia o estudo em laborat6rio da agdo desta a vida humana, garantindo assim
comprovagoes cientificas para toda a sociedade.

2.2 Sistema Teste

As plantas medicinais sdo utilizadas mundialmente para o tratamento de doencas, € a
maioria delas ndo foi suficientemente estudada, em relacdo ao seu potencial
citotoxico/mutagénico, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema teste de Allium cepa.
(BAGATINI et al., 2007). Mdltiplos grupos culturais recorrem as plantas como recurso
terapéutico, sendo que, nos ultimos anos, intensificou-se o uso como forma alternativa ou
complementar aos tratamentos da medicina tradicional (DORIGONI et al.,2001).

Pelo fato de que nos paises em desenvolvimento, como o Brasil (FUNARI; FERRO,
2005), o0 homem utiliza chas medicinais para o tratamento de doencgas, 0 seu consumo deve
ser monitorado, com o objetivo de alertar a populacdo humana sobre os efeitos dos mesmos

sobre organismos vivos.
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De acordo com Silva et al., ( 2004 ), o consumo de chas pode suprimir os efeitos de
agentes mutagénicos que estejam atuando sobre o organismo humano, no entanto, seu uso
inadequado e ndo controlado pode causar mais danos do que beneficios para a saude humana

Torna-se necessario devido a este intenso uso das plantas medicinais, estudos de
toxicidade e mutagenicidade por contribuirem para uma utilizacdo garantida e eficiente. O
indice mitdtico e indice de replicacdo sdo usados como referéncia de proliferacdo adequada
das células (GADANO et al., 2002), o que pode ser verificado através do sistema teste vegetal
de Allium cepa.

Assim, os estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de possiveis
alteracbes cromossdmicas nas plantas devido a presenca de agentes mutagénicos na sua
composicdo ou decorrentes do seu metabolismo.( FERREIRA et al, 2009).Apresentando a
estabilidade intrinseca dos acidos nucléicos, onde o0s agentes mutagénicos podem ser
detectados, citologicamente pela inibi¢do do ciclo celular, interrupcdo em metéafases, indugéo
de alteracBes cromossdmicas numeéricas e estruturais e de trocas entre cromatides irmas entre
outros (BAGATINI, 2007).

Torna-se necessario devido a este intenso uso de plantas medicinais, estudos de
toxicidade e mutagenicidade por contribuirem para sua utilizacdo segura e eficaz. O indice
mitético e indice de replicacdo sdo usados como referéncia de proliferacdo adequada das
células (GADANO et al., 2002), o que pode ser verificado através do sistema teste vegetal de
Allium cepa, frequentemente utilizado como comprovacdo das propriedades dos vegetais,
servindo para indicar o potencial genotdxico dos extratos de plantas medicinais.

Os testes de citoxicidade utilizando sistema teste vegetal in vivo, como o de Allium
cepa, estdo validados por varios pesquisadores que realizaram de forma conjunta teste animal
in vitro, utilizando células de medula de rato Wistar e os resultados foram similares
(TEIXEIRA et al., 2003; VICENTINI et al., 2001; FACHINETTO et al., 2007).

Outros estudos de comparacdo entre o teste vegetal e o teste de mamiferos foi
demostrado uma concordancia de 75 a 91,5% semelhancas. (GRANT, 1978; GRANT,
1982;GROVER et al.,, 1990).0 teste vegetal apresentou-se importante também no
monitoramento da poluicdo ambiental e avaliagdo do potencial mutagénico de muitos
compostos quimicos(MA et al., 1995).

O método da aberragdo cromossdmica em raizes de Allium cepa é validado pelo
Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das

Nacbes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da
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genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al.,
2004).

Além disso o sistema teste de A. cepa € bem aceito para 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 alteracOes
cromossdmicas e as da divisdo das células meristematicas da raiz de cebola sdo
frequentemente usadas para alertar a populacdo sobre o consumo do produto (VICENTI et
al.,2001).

O sistema teste vegetal torna-se como um bioindicador ideal para o primeiros creening
da genotoxicidade de infusbes de plantas medicinais, pois apresenta um baixo custo,
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os estudos de
prevencdo de danos a satde humana.(BAGATINI, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta da planta e preparo das infusdes

Para a realizacdo deste trabalho, os materiais bioldgicos para estudo - entrecasca de C.
pyramidalis- foram coletados em um horto medicinal localizado na cidade de Teresina, estado
do Piaui, em10 de outubro de 2014. A identificacdo da planta e a coleta do material foi
realizado pela Prof* Maria do Socorro Meireles de Deus, mestre em botanica e docente da
Universidade Federal do Piaui. O material foi deixado para secar, a temperatura ambiente, por
duas semanas sendo em seguida macerado até ficar na consisténcia de pd. Apds a maceracéo

preparou-se as fragdes aquosas.

3.2 Concentragdes e grupos tratamento

Na cultura popular recomenda-se para a preparacdo das infusdes, em média, 300g de
entrecasca seca da C. pyramidalis para meio litro de agua (CAMPOS et al., 1967;
NOGUEIRA et al., 2005). No entanto, optou-se por iniciar a avaliacdo de citotoxicidade e
antimutagenicidade da planta utilizando concentragbes baixas quando comparadas as
utilizadas popularmente, com o intuito de se aproximar das concentracGes de absorcao
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 a concentra¢des 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 &gua destilada e paracetamol na concentracdo de 0,008mg/ml |,
composto este com acdo 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 19/700ml ou
de 1g/1000ml,Tratamento Simultdneo - fracdo aquosa de uma da planta na concentracdo
delg/700ml ou 1g/1000mlassociada a solucdo de paracetamol na concentragdo de 0,008

mg/ml.
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3.3Avalicdo do potencial citotoxico e antimutagénico em células meristematicas de
raizesde Allium cepa L.

Os bulbos de Allium 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 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 concentracdes

do extrato por 24 horas, procedimento este denominado de tempo de exposicédo de 24 horas.

Figura 03-Bulbos de allium cepa L. em frascos com &gua destilada.

3.40Dbtencdes 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 analise 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.
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3.5Preparacao das laminas e andlise estatistica

As laminas, em média 05 por bulbo, foram feitas de acordo com o protocolo proposto
por Guerra & Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico, em objetiva de 40X (figura
4). Para cada bulbo 1.000 células foram analisadas, totalizando 5.000 células para cada grupo
tratamento estudadas. Nesta analise observaram-se células em interfase, préfase, metéfase,
anafase e telofase; a presenca de efeitos aneugénicos e microndcleos. Foram calculados os
valores médios do numero 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 Bio Estat
3.0 (2007).

Figura 04—Principais fases da divisdo mitotica.
a.Célula em interfase. b.célula em metéafase. c.célula em profase. d.célula em anafase. e.
celula em tel6fase. Fonte: produgdo do proprio autor
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 01 mostra o numero de células em interfase, em diferentes fases da diviséo
celular e os valores de indice mitdticos obtidos para as células de raizes de A. cepa tratadas
com &gua (CO) e com os extratos aquosos da entrecasca de C. pyramidalis, nas concentraces
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 entrecasca de
Caesalpinia pyramidalis, nas concentracbes de 1g/700ml e de 1g/1000ml,nos tempos de

exposicdo de 24 e 48 horas. Foram analisadas 5.000 células por grupo.

Caesalpinia pyramidalis

M A T TCD

Concentragéo TE TCII P 2(')\/? )
(g/ml)
coO 4220 145 109 113 113 780 15,62
1g/700ml 24h 4604 137 155 86 18 396 7,9°
48h 4610 193 113 65 19 390 7,9°
CO 4117 498 159 149 77 883 17,7°
1g/1000ml 24h 4661 143 9 90 10 339 6,8°
48h 4869 83 16 28 04 131 2,6°

TCII — Total de células em intérfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposi¢do; CO — Controle; IM
— Indice Mitdtico; TCD — Total de células em Divisdo; P: profase; M: metéafase; A: anéafase, T: tel6fase. 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 obtidos na Tabela 01 verificou-se que o extrato aquoso na
concentracdo de 1g/700 ml proveniente da entrecasca de C. pyramidalis, nos dois tempos de
exposicdo avaliados, tiveram efeito antiproliferativo estatisticamente significativo as células
meristematicas de raizes de A. cepa quando comparados com o indice de divisdo celular do
seu respectivo controle, mostrando-se citotéxicos. J& quando confrontados os indices
mitéticos obtidos para os tempos de exposicdo 24 e 48 horas desta planta nesta mesma
concentracgéo verificou-se que eles ndo foram significativos entre si.

Para a concentracdo de 1g/1000 ml do extrato aquoso do ritidoma de C. pyramidalis
(Tabela 01) foi verificado que os indices mitoticos obtidos para os dois tempos de exposicao
estudados diferiram de forma estatisticamente significativa do indice de divisao celular obtido
para o seu respectivo controle, mostrando-se citotoxico. Apesar do tempo de exposicdo de 48

horas ter provocado um efeito antiproliferativo mais acentuado as células do organismo de
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prova utilizado, quando comparado ao indice de divisdo celular observado para o tempo de
exposicdo de 24 horas, ndao foram estatisticamente diferentes entre si. Assim, é possivel
observar para C. pyramidalis que a concentracdo menor apresentou-se, nas condicdes
analisadas, citotoxica. Ndo foram encontrados para comparacdo dados na literatura cientifica
sobre a citotoxicidade da entrecasca desta espécie, e de nenhuma outra parte boténica desta
planta, frente as células normais in vivo e in vitro.

Na Tabela 02 é apresentado os indices Mit6ticos obtidos para os grupos tratamentos
Controle Negativo — constituido somente de agua destilada; Controle Positivo - solugédo
preparada com &gua destilada e paracetamol, Controle extrato aquoso da planta — fracéo
aquosa de C. pyramidalis nas concentracbes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento
Simulténeo - fracdo aquosa de C. pyramidalis nas concentracdes 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- Numero de células indiferenciadas e em intérfase, nimero de células em
divisdo 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 C. pyramidalis
nas concentraces de 1g/700ml ou 1g/1000ml e Tratamento Simultaneo de C. pyramidalis,
nas concentragdes delg/700ml ou 1g/1000ml associado a solucdo de paracetamol, avaliados

nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas.

Caesalpinia pyramidalis

Concentracdo (mg/ml) GT 24h Células indiferenciadas/ Células em IM (%)
Interfase divisdo
CP 4910 90 1,8
CN 3732 1268 25,4°
1g/700ml CEA 4604 369 7,9°
TS 4691 309 6,2°
1g/1000ml CJ 4661 339 6,8°
TS 4678 322 6,4°
Concentracdo (mg/ml) GT 48h Células indiferenciadas/ Células em IM (%)
Interfase divisao
CP 4898 102 2,0%
CN 3557 1443 28,8"
1g/700ml CEA 4610 390 7,9°
TS 4628 372 7,4°
1g/1000ml CEA 4628 372 7,4¢
TS 4610 390 7,9¢

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 concentracdo, letras
diferentes diferem significativamente entre si. Letras diferentes presentes no controle positivo, controle negativo,
controle extrato aquoso e tratamento simultdneo, de uma mesma concentra¢do no tempo de exposi¢do de 24
horas ou 48 horas diferem significativamente entre si.
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A partir dos resultados obtidos para a C. pyramidalis (Tabela 02), nos tempos de
exposicdo de 24 e 48 horas, verifica-se que o indice mit6tico obtido para o grupo tratamento
simultaneo foi estatisticamente diferente aos indices de divisdo celular obtidos para 0s seus
respectivo controle positivo e negativo. No entanto, foram estatisticamente iguais ao indice de
divisdo celular obtido para os seu controle extrato aquoso na concentracdo de 1g/700ml e
19/1000ml. Nao foram encontrados para comparagdo dados na literatura cientifica sobre a
citotoxicidade da entrecasca desta espécie, bem como de nenhuma outra parte botanica da
mesma, frente a células in vivo ou in vitro tratadas com agentes mutagénicos e/ou células de
linhagens tumorais.

Ainda, dos resultados apresentados na Tabela 02 observamos que os indices mit6ticos
obtidos para os tratamentos simultdneos nas duas concentra¢bes e nos dois tempos de
exposicdo avaliados na leguminosa ndo foram estatisticamente significativos aos indices
mitdticos obtidos para os seus respectivos controles extrato aquoso das plantas. Dessa forma,
0s extratos avaliados, nas condigdes analisadas aqui neste trabalho, ndo potencializaram o
efeito antiproliferativo ocasionado pelo Paracetamol.

Na tabela 03 sdo mostrados o numero total de aberracdes celulares encontrados em
células meristematicas de raizes de A. cepapara cada o grupo tratamento Controle Negativo —
constituido somente de agua destilada; Controle Positivo - solucdo preparada com agua
destilada e paracetamol, Controle extrato aquoso da planta — fracdo aquosa de uma C.
pyramidalis nas concentra¢fes de 1g/700ml ou 1g/1000ml, Tratamento Simultaneo - fracdo
aquosa de C. pyramidalys nas concentracfes de 1g/700ml ou 19/1000ml associada a solucéo
de paracetamol, avaliado nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Foram analisadas 5.000
células para cada grupo tratamento.

TABELA 03 - Numero total de aberrac6es celulares presentes nas células meristematicas de
raizes de A. cepa obtidos para 0s grupos tratamentos grupos, Controle Positivo, Controle
Negativo, Controle extrato aquoso C. pyramidalis nas concentracbes de 1g/700ml ou
19/1000ml e Tratamento Simultaneo de C. pyramidalis, nas concentracdes de 1g/700ml ou

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

Caesalpinia pyramidalis

¢ GT
(mg/ml) (TE24h) MN MC PA PT TCA
CP 31 22 13 06 728
CN 01 00 00 00 01°

CJ 00 00 01 00 01
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1g/700ml TS 00 00 01 00 01

cl 00 00 01 00 01

1g/1000ml TS 00 00 00 01 01
¢ GT

(mg/ml) (TE48h) MN MC PA PT TCA

CP 29 21 29 09 88

CN 02 00 00 00 02

1g/700ml cl 00 00 00 01 01

TS 00 01 00 01 01

1g/1000ml cl 01 00 00 01 02
TS

C - concentracdo; GT — grupo tratamento; MN — micronlcleo; MC — metéfase 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 simultdneo da planta, de uma mesma concentracdo no tempo de exposicdo 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 0 48 horas, mostram que o numero de aberragdes cromossdmicas obtidas para
oTratamento Simultaneo, nas duas concentracfes estudadas, foram drasticamente menor que
0 numero de aberracBes observadas para o Controle Positivo.JA o0 nimero de células
aberrantes observado para o Controle negativo, Controle extrato aquoso C. pyramidalis nas
concentragcdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml e Tratamento Simultdneode C. pyramidalis nas
concentragdes de 1g/700ml ou 1g/1000ml associado a solucdo de paracetamol ndo foram
significativos entre si. Portanto, nestas condi¢des de estudo, pode se sugerir efeito protetor ou
antimutagénico das concentracdes 1g/700ml e 1g/1000ml dos extratos aquosos C.
pyramidalisfrente ao Paracetamol na concentracao de 0,008mg/mi,

N&o foram encontrados para comparacao dados na literatura cientifica sobre o efeito
protetor de extratos provenientes da entrecasca, e de nenhuma outra parte boténica de C.
pyramidalis, frente a células in vivo e in vitro tratadas com droga mutagénica e em células de
linhagens tumorais. (SOUZA et al., 2006).

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. pyramidalis,
apesar de preliminares, sejam uma indicacdo para a realizacdo de mais estudoscom 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
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estabelecer, com propriedade, o real potencial citotdxico e antimutagénico desta leguminosa.
Outro ponto também seria isolar os compostos quimicos presentes na composicao fitoquimica
das partes botanicas estudadas aqui e testa-los individualmente e de forma associada quanto

aos seus efeitos em nivel celular.
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5 CONCLUSAO

O extrato aquoso da entrecasca de C. pyramidalis e, nas condi¢Ges analisadas, foram
citotoxicas as células meristematicas de raizes de A. cepa, em funcdo de terem causado efeito
antiproliferativo estatisticamente significativo as células deste organismo de prova. Os
tratamentos simultdneos estudados desta leguminosa, nas duas concentragdes e nos dois
tempos de exposi¢cdo avaliados, ndo potencializaram o efeito antiproliferativo pela droga
mutagénica utilizada. Ainda, as partes botanicas estudadas da planta, nestas condicdes de
estudo, tiveram 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

antimutagénicas.
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