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RESUMO

O uso empirico e indiscriminado de plantas medicinais para tratamento de
doengas pode acarretar graves consequéncias a saiide humana. Apesar dos
novos métodos disponiveis pelas industrias de medicamentos, grande parte da
populagdo ainda utiliza as plantas medicinais em razdo das tradigdes e dos
hébitos de geracdes e comunidades, o que torna necessarios o conhecimento
e o estudo das caracteristicas e da preparagdo dessas plantas. As folhas das
espécies Myrciaria floribunda e Eugenia uniflora, popularmente conhecidas
como cambuizeiro e pitangueira, da familia das mirtaceas, destacam-se pelas
propriedades de uso medicinal. O presente trabalho teve como objetivo analisar
o potencial mutagénico de M. floribunda e E. uniflora, por meio do teste de
Allium cepa. Foram realizados quatro tratamentos com quatro repetigoes cada
um, por meio de infusao de folhas frescas de cambuizeiro e pitangueira: (C-) agua
destilada (controle negativo); (C+) paracetamol 800 mg L (controle positivo);
(C1) 150 mg L''; e (C2) 300 mg L'. Os dados foram tratados pelo software SAEG
9.1. Os resultados obtidos apresentaram diferenga significativa pelo teste de
Scott-Knott (p < 0,05). Verificou-se que, para M. floribunda e para E. uniflora,
nas concentragoes testadas, houve diferenga em relagdo ao controle positivo,
sendo este o que apresentou maior média (13,6 e 13,5, respectivamente). Esse
dado possibilita o consumo, em fungao da baixa mutagenicidade evidenciada.
Palavras-chave: extrato; mutagenicidade; plantas medicinais.

ABSTRACT

The empirical and indiscriminate use of medicinal plants to treat diseases can
have serious consequences for human health. Despite the new methods available
by the drug industries, a large part of the population still uses medicinal plants
due to the traditions and habits of generations and communities, which makes
it necessary to know and to study the characteristics and preparation of these
plants. The leaves of the species Myrciaria floribunda and Eugenia uniflora,
popularly known as cambuizeiro and pitangueira, of the Myrtaceae family,
stand out for their properties for medicinal use. The present study aimed to
analyze the mutagenic potential of M. floribunda and E. uniflora, using the
Allium cepa test. Four treatments were carried out with four repetitions each,
by infusing fresh leaves of cambuizeiro and pitangueira: (C-) distilled water
(negative control); (C+) paracetamol 800 mg L* (positive control); (C1) 150
mg L7; (C2) 300 mg L. The data were processed by the SAEG 9.1 software.
The results obtained showed significant difference by the Scott-Knott test (p
< 0.05). For M. floribunda and E. uniflora, in the tested concentrations, there
was a difference in relation to the positive control, which was the one with the
highest average (13.6 and 13.5, respectively). This data makes consumption
possible due to the low mutagenicity shown.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta ampla biodiversidade e diversidade cultural e étnica, destacando-se na
utilizacao da medicina tradicional e na pratica popular transmitida por antepassados (DIEGUES et
al., 2000). Pelos dados apresentados pela Organizacao Mundial da Saude (OMS, 2020), das 252
drogas consideradas basicas e essenciais, 11% sao oriundas de plantas naturais, e estima-se que
25% dos medicamentos se originam direta ou indiretamente das plantas medicinais (BRASIL, 2014;
2016). Isso torna necessario o estudo das caracteristicas e das formas de uso dessas plantas pela
populacao que as utiliza como fonte de tratamento, assegurando a inexisténcia de toxicidade com
maior seguranca e eficiéncia (SILVA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).

No estado de Alagoas, o uso empirico de espécies vegetais medicinais € muito comum, podendo
a escassez de pesquisas referentes a mutagenicidade com espécies nativas resultar no agravamento
da saude do individuo. Comprovou-se, por meio de pesquisa de campo em 36 municipios de Alagoas,
que 92% da populacao faz uso de espécies vegetais medicinais por meio de indicacao de familiares
ou vizinhos. No cenario, nota-se a importancia de estudos na area, para melhor adequacao desse
uso nas regioes (FIGUEIREDO et al., 2014).

Entre as espécies de importancia medicinal, o cambuizeiro e a pitangueira (Myrciaria floribunda
e Eugenia uniflora), pertencentes a familia Myrtaceae, sao relatados na literatura como plantas
empregadas para combater doencas tais como diarreia, febre, colesterol e diabetes. As partes mais
utilizadas de plantas dessa familia sao as folhas, a casca e os frutos, que sao usados, sobretudo,
em distdrbios gastrointestinais, doencas infecciosas, hemorragias, com efeitos associados as suas
propriedades e a sua composicao quimica (CRUZ & KAPLAN, 2012; FLORA DO BRASIL, 2019).

Apesar da existéncia de estudos sobre as propriedades dessas espécies, sao necessarias
pesquisas acerca do efeito mutagénico causado pelos extratos dos chas consumidos pela populacao,
a fim de estabelecer a concentracao mais adequada para o consumo dessas plantas medicinais
(NAZARENO, 2018; TIETBOHL, 2017).

O teste do Allium cepa L., aplicado para a verificacao de substancias citotoxicas/mutagénicas,
consiste em avaliar o potencial genotéxico de extratos de plantas medicinais, por meio de células
meristematicas oriundas de pontas de raizes empregadas em infusées (BAGATINI et al., 2007).

O presente trabalho teve como objetivo analisar o potencial mutagénico de M. floribunda e E.
uniflora L., por meio do teste de A. cepa L.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal (BIOVEG), do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, em Rio Largo (AL), que se encontra nas
coordenadas geograficas 9°27’'57” latitude Sul, 34°50’1” longitude Oeste e 127 m de altitude.

Coletaram-se as folhas mais velhas de pitangueira e cambuizeiro no Centro de Ciéncias
Agrarias, no inicio da manha ou fim da tarde. Apés destacadas, foram conduzidas em bandejas para
limpeza e pesagem.

Para o teste de ponta de raiz, foram utilizados bulbos de cebolas organicas de tamanho
pequeno, nao germinados e de aspecto sadio, obtidos de uma produtora do municipio de Arapiraca
(AL).

As solucoes de folhas das plantas foram preparadas e pesadas em duas concentracoes (15
e 30 g), sendo a primeira solucao conforme Bagatini et al. (2007). Foi realizada a lavagem, em agua
corrente, das folhas frescas, as quais, posteriormente, foram inseridas em béqueres, de acordo com
sua concentracao. Em seguida, elas foram imersas em 300 mL de agua fervente, ficando cobertas
por 15 minutos, sendo, logo entao, resfriadas (BRASIL, 2014).

Apoés a higienizacao, o corte das raizes, a retirada de escamas secas e o corte da parte aérea,
os bulbos foram colocados em copos plasticos (80 mL) contendo as concentracoes de 150 e 300
mg L* e os controles negativo (C-), o qual foi realizado apenas com agua destilada, e positivo (C+),
com paracetamol na concentracdo de 800 mg L* em temperatura ambiente, para enraizar (Figura 1).
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Para fixacao, utilizaram-se palitos de dente como suporte, nas quatro extremidades do bulbo,
de modo a haver contato apenas entre a solugdo e a regiao do prato do bulbo. Os tratamentos
permaneceram por 24 horas e, posteriormente, foram repetidos por mais 24 horas (CARDOSO et al.,
2014).

Figura 1 — Montagem do experimento. (A) Bulbos de cebola submetidos aos tratamentos. (B) Bulbos com
enraizamento.

As raizes foram coletadas com o auxilio de uma tesoura e transferidas para tubos Falcon,
contendo uma solucao de fixador Carnoy (trés partes de etanol para uma parte de acido acético),
permanecendo por 24 horas em refrigeracao. Depois, as raizes foram transferidas para etanol 70%,
sendo retiradas apenas para o preparo da lamina (MA et al., 1995).

No preparo da lamina, foi adotada a técnica de coloracao, seguida de esmagamento. A raiz foi
retirada da solucao de etanol a 70%, lavada com agua destilada (5 minutos), imersa em solucao de
HCI de 0,5 N por 15 minutos e lavada mais uma vez com agua destilada. Com o auxilio de bisturi,
cortou-se aleatoriamente a regiao da coifa, a qual foi depositada sobre a Iamina e sobre a qual foi
adicionada uma gota do corante orceina acética a 2%. Em seguida, colocou-se uma laminula sobre
0 material, pressionando o conjunto de maneira cuidadosa até o completo esmagamento (GUERRA
& SOUZA, 2002).

As laminas foram analisadas com microscépio binocular, com objetiva de 40x, resultando em
400 vezes de aumento. Na analise microscopica, foi observada a quantidade de duas mil células por
repeticao, totalizando oito mil células, sendo 500 células para cada lamina.

Avaliaram-se o indice mit6tico, as anomalias do ciclo mitdtico (cromossomos perdidos e pontes
anafasicas), as anomalias interfasicas (tais como células com microndtcleos, células binucleadas,
células com ndcleos ligados e brotos nucleares) e o total de anomalias. Foi utilizada a Equacao 1
para o calculo do indice mitético (IM):

IM (%) = (n de células em mitose)/(n total de células observadas) x 100 1)
Os tratamentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com 16 parcelas,
contendo 500 células por parcela. Os dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia,

e as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por meio do software
SAEG 9.1 (SAEG, 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Extratos de folhas de cambuizeiro

Houve diferenca significativa entre os extratos para as varidveis células em divisao normal
(CELDIVINO), total de anomalias mitéticas (TOTANMIT), IM, total de células em divisao (TOTCELDI),
células interfasicas (INTERF) e total de células interfasicas (TOTCELIN), quando comparados ao
controle positivo. Foi também verificada diferenca significativa entre os extratos para as variaveis
CELDIVINO e INTERF quando comparados ao controle negativo, conforme a Tabela 1.

Para o total de anomalias mitéticas dos extratos, em comparacao ao controle positivo,
observou-se diferenca significativa. A baixa mutagenicidade constatada possibilitou afirmar que
as concentracdes testadas nao causam maleficios a saude. As médias de mutagenicidade foram
similares ou iguais quando comparadas ao controle negativo, mostrando que a presenca dos extratos
nao interferiu estatisticamente, entretanto talvez concentragcdes maiores poderiam ter apresentado
a ocorréncia de mutacoes.

Tabela 1 - Comparacao entre os controles negativo (agua destilada) e positivo (paracetamol 800 mg L) e as
concentracoes de extratos de folhas da espécie Myrciaria floribunda*.

) Tratamentos
Fases da célula
C- 150 mg L* 300 mg L* C+

CELDIVINO 14,3b 4,3a 6,3a 32,8¢
TOTATNMIT 0,5a 0,5a 2,5a 13,5b

IM 3,0a 1,0a 1,8a 9,3b
TOTCELDI 14,8a 4,8a 8,8a 46,3b
INTERF 485b 495,3c 491c 451,5a

TOTNOIN 0,3a 0,0a 0,0a 2,3a
TOTCELIN 485,3a 495,3a 491,3a 453,8a

CV (%) 16,8

*Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05); CELDIVINO: células
em divisdo normal; TOTANMIT: total de anomalias mitéticas; IM: indice mitético; TOTCELDI: total de células em diviséo;
INTERF: células interfasicas; TOTNOIN: total de anomalias interfasicas; TOTCELIN: total de células interfasicas; C-: controle
negativo; C+: controle positivo; CV: coeficiente de variagao.

Nas células em divisao normal (Figura 2), os extratos também diferiram significativamente
quando comparados aos controles. Os extratos nas concentracdes de 150 e 300 mg L* foram mais
inibitérios em relacao a divisao celular, superando até mesmo o controle positivo. Esse resultado
indica que os componentes presentes nessa espécie inibem a divisao celular.

Figura 2 — Células em divisao normal: (A) metéafase; (B) profase.

Acta Biolégica Catarinense. 2021 Abr-Jun;8(2):46-53




'CAQ&.@ Avaliacao mutagénica de espécies da familia Myrtaceae por meio do teste de Allium cepa L.

Para o IM, a diferenca observada ocorreu entre o controle positivo, com média 9,3, e os
extratos. Os extratos apresentaram baixo indice mitético (1,0 e 1,8, respectivamente), nao diferindo
do controle negativo (3,0), o que pode ser um indicativo favoravel a utilizacao, ou seja, ao consumo,
dessas concentracoes. O IM alto pode significar alteragdes derivadas da agao toxica de compostos,
por causa do aumento na divisao celular, apontando para o crescimento desordenado e danoso para
as células (HOSHINA, 2002).

Para as variaveis TOTCELDI, INTERF, TOTNOIN e TOTCELIN, ndo houve influéncia nas
concentracoes testadas no presente trabalho. Em Solidago microglossa DC. (arnica), foi analisada
a infusao do cha na dose usual e em uma superior, e verificou-se que o IM na maior concentragao
foi inibido. Para a espécie Artemisia verlotiorum (erva-de-sao-jodo), viu-se que, com o aumento da
concentracao, ha reducao no IM, ou seja, diminuicao de células em divisao. Essa reducao do IM
ocorre por componentes existentes nas plantas (BAGATINI et al., 2009; SOUZA et al., 2010).

Em infusao de folhas frescas de Rubus fruticosus (amoreira-preta), as concentracoes de 20 e
60 g L* inibiram a divisao celular, em comparagao aos controles. O resultado é semelhante aquele
encontrado para os extratos das folhas frescas de cambuizeiro. Isso indica que os compostos
liberados pelas espécies, ou as concentracoes testadas, sao inibitérios para essa variavel, ou seja,
inibem a divisao celular. A inibicao da divisdao celular € uma exigéncia para que se possibilite a
seguranca de chas extraidos de plantas medicinais (HISTER et al., 2017).

Em Baccharis trimera (Less.) DC. (carqueja), ap6s a avaliagao da atividade mutagénica em
duas concentracoes e do efeito mutagénico para os testes vegetais e para o teste em linfocitos, a
carqueja apresentou média elevada nas anomalias. Assim, torna-se importante a continuidade da
pesquisa, para a verificacao em células humanas, pois, com infusées de carqueja, se observou que,
enquanto nas células de A. cepa houve decréscimo de IM, nas células humanas tal fato ndo ocorreu
(PINHO et al., 2010). No presente trabalho, apesar de terem surgido anomalias, nao se atingiram
médias significativas para o efeito mutagénico, sendo importante que também haja prosseguimento
da pesquisa com linfécitos humanos, para comprovacao dos resultados.

Extrato de folhas de pitangueira

Houve diferenca significativa entre os extratos para as variaveis CELDIVINO, TOTANMIT,
IM, TOTCELDI, INTERF e TOTCELIN, quando comparados ao controle positivo, e para as variaveis
CELDIVINO, TOTCELDI, IM, INTERF e TOTCELIN na comparagao com o controle negativo, conforme a
Tabela 2.

Para as variaveis TOTCELDI, INTERF, TOTNOIN E TOTCELIN ndo houve influéncia na analise do
potencial mutagénico das folhas de pitangueira. Foram encontradas células com anomalias mitéticas
(Figura 3), porém o total de anomalias mitéticas nao diferiu entre os extratos nas concentracoes
utilizadas e o controle negativo. Além disso, houve diferengca em relagao ao controle positivo, sendo
este 0 que apresentou a maior média nessa variavel (13,5).

Provavelmente, essa baixa atividade mutagénica nao causaria acoes téxicas no organismo dos
consumidores de cha de folhas de pitangueira. Os extratos apresentaram aumento numérico, mesmo
nao ocorrendo mutagdes. Logo, seria possivel que, em concentracdes mais elevadas, ocorresse
mutagenicidade (PINHO et al., 2010).
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Tabela 2 - Comparagao entre o controle negativo (agua destilada) e o controle positivo (paracetamol 800 mg
L1) com as concentragdes de extratos foliares da espécie Eugenia uniflora*.

B Tratamentos
Fases da célula
C- 150 mg L? 300 mg L? C+

CELDIVINO 12,8a 22,5b 24,5b 32,8¢
TOTATNMIT 0,5a 1,3a 4,3a 13,5b

IM 3,0a 4.,8b 5,8b 9,3b
TOTCELDI 14,8a 23,5b 24,5b 46,3b
INTERF 485c 475,8b 469,5b 451,5a

TOTNOIN 0,3a 0,5a 1,8a 2,3a
TOTCELIN 485,3c 476,3b 471,3b 453,8a

CV (%) 19,1

*Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p = 0,05); CELDIVINO: células
em divisao normal; TOTANMIT: total de anomalias mitéticas; IM: indice mitético; TOTCELDI: total de células em divisao;
INTERF: células interfasicas; TOTNOIN: total de anomalias interfasicas; TOTCELIN: total de células interfasicas; C-: controle
negativo; C+: controle positivo; CV: coeficiente de variacao.

Figura 3 - (A) Ponte anafasica; (B) cromossomos perdidos na anafase; (C) outras anomalias mitéticas.

Para as células em divisao normal, os extratos diferiram significativamente em relagao aos
controles, verificando-se que os extratos aquosos de 150 e 300 mg L inibiram a divisdo celular
gquando comparados ao controle positivo. De acordo com o0s resultados, os compostos presentes
nas folhas de pitanga podem ser 0s responsaveis pela diminuigao da divisao celular.

Observou-se diferenga significativa no IM dos extratos em comparagao aos controles. Os IMs
dos testes foram maiores que o do controle negativo, 0 que aponta para o aumento da divisao
celular. Esse fato, portanto, pode ser um indicativo desfavoravel para o consumo, pois a proliferacao
desordenada das células é capaz de resultar em tecidos tumorais (HOSHINA, 2002). Em comparacgao
ao controle positivo, houve inibicao na divisdo celular, o que pode ser um favorecimento para o
consumo dessas infusdes. Em trabalho realizado com E. uniflora, Lessa et al. (2017) verificaram que,
com a concentracao 3 g L%, ocorreu baixo IM.

No presente trabalho, com concentracdes maiores (150 e 300 mg L?), houve maior IM. Ou
seja, a divisao celular aumenta conforme os extratos dessa espécie estao em maior concentracao.
0O consumo de chas de folhas de pitanga mais concentrados pode nao ser benéfico, pois maiores
médias de IM ocasionam dano, pela proliferacdao desordenada de células.

Em estudo realizado com as espécies Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) e Zingiber officinale
(gengibre), em concentragdes de 1, 3, 5, 7 e 9 g, constatou-se que, para o gengibre, 0 aumento da
concentracao levou a inducao de anomalias mitéticas. Para a espinheira-santa, nas concentracoes
de 5a9g, ocorreram inibicao da divisao celular e muitas anomalias celulares (SILVA et al., 2017). No
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presente trabalho, para a pitanga, apesar de haver presenga de anomalias mitéticas, ndao ocorreu a
sua indugao com o aumento de concentragao. Isto €, nao se viu diferenga em nivel de significancia,
mas sim em termos numéricos. Muitas espécies de plantas tém sido testadas em funcao da acao
mutagénica, tais como Baccharis trimera (Less.) DC. (carqueja) (PINHO et al., 2010).

CONCLUSAO

As infusdes de folhas de M. floribunda e E. uniflora, nas concentragdes de 150 e 300 mg L*?,
apresentam baixo potencial mutagénico.
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