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RESUMO

No Brasil existe uma grande variedade de plantas, em sua maior parte nativa,
existem espécies que sado oriundas de outros paises, porem foram trazidas para o
Brasil onde se adaptaram devido as condi¢cdes climaticas favoraveis fazendo com
que estas espécies sejam incorporada ao cotidiano do brasileiro, como € o caso da
Syzygium cumini (L) Skeels comumente conhecida por jamel&o, arvore frondosa da
familia das myrtacea, produz frutos de cor roxa de sabor adstringente. Populares a
usam como planta medicinal para cura e controle de enfermidades através da
realizagdo de infusdo de suas folhas, sementes e casca. Algumas destas plantas
nunca foram estudadas despertando assim o interesse em execucgao de testes para
detectar a genotoxidade destas plantas. Genotoxidade que pode causar alteragdes
cromossOmicas desenvolvendo em células um micronucleo, que é resultado
mutagénico ocorrido durante a divisédo das células. Uma forma para se determinar a
mutagenecidade é o teste micronucleo em Allium cepa, que é um teste de grande
viabilidade por se tratar um teste que apresenta um baixo custo e ndo necessita de
aparelhos complexos. Para a determinagdo de mutagenicidade da S. cumini foi feito
dosagens com extrato da folha e da casca aplicando dosagens de 0,1mL; 0,5mL;
1,0mL e 2,0mL para casca e 0,1mL; 0,5mL e 1,0mL para folha que comparado a um
controle negativo realizado com agua, tanto folha quanto casca apresentaram
resultado significativamente antimutagénico, ou seja, as concentragdes avaliadas
nao apresentaram caracteristicas que possam alterar mutagenicamente as células,
apresentando assim subsidio para estudos futuros em organismos mais complexos.

Palavras-chave: Mutagenicidade, Micronucleo, Allium cepa, Syzygium cumini,

Jameldo.



ABSTRACT

In Brazil there is a wide variety of plants, mostly native, but there are species that are
from other countries, but were brought to Brazil and adapted due to favorable
weather conditions so that these species are incorporated in to the daily life of
Brazilian , as is the case of Syzygium cumin commonly known by Jamel&o, spreading
tree of the family of myrtacea produces purple fruits of astringent taste, popular use
as a medicinal plantto cure and control diseases by conducting their infusion leaves,
seeds and bark. Some of these plants have never been studiedthus arousing interest
in running tests to detect the genotoxicity of these plants. Genotoxicity that can cause
chromosomal changesin cells developing a micronucleus, which is mutagenic results
occurred during cell division. One way to determine the mutagenicity in the
micronucleus test is Allium cepa, which is agreat test of viability because it is a test
that provides a low costand does not require complex equipment. For the
determination of mutagenicity of Syzygium cumini dosages was made from an extract
of leaf and bark applying doses of 0.1 mL, 0.5 mL, 1.0 mL and 2.0 mL to 0.1 mL and
bark, 0.5 mL and 1.0 mL for leaf compared to a negative control performed with
water, both leafand bark had significantly antimutagenic result, ie the concentrations
tested did not show mutagenicity characteristics that may alter the cells, thus
presenting allowance for future studies in more complex organisms.

Keywords: Mutagenic, Micronucleus, Allium cepa, Syzygium cumini, Jamel&o.
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INTRODUGAO

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o Brasil
possui cerca de 60% de seu territorio tomado por vegetagdo que pode ser dividido
em florestas e campestres. As florestas apresentam grandes variedades de espécies
de plantas e arvores que por sua vez sdo pouco exploradas, sendo assim grande
parte de sua composigao ainda nao foi estudada e catalogada. (BRASIL 2004).

Além das espécies vegetais nativas do Brasil, ha também algumas espécies
exoticas que ao chegarem no pais encontraram clima favoravel e acabaram se
adaptando e se disseminando. A Syzygium cumini € um exemplo, ela € uma planta
de origem asiatica de clima tropical, muito frequente na Indomalasia, China e
Antilhas, que aos poucos foi se espalhando para o mundo chegando até o Brasil
onde se adaptou muito bem. (SIQUEIRA-NUNES; MARTINS, 2010).

Muitas dessas plantas usadas na medicina popular, ainda ndo foram
estudadas suas propriedades farmacéuticas e eficacia sem falar dos efeitos
mutagénicos que podem ser ocasionados. (BAGATINI; SILVA E TEDESCO, 2007).

E importante saber diferenciar o que vem a ser uma planta medicinal e o que
vem a ser um fitoterapico, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
(ANVISA) fitoterapico € um medicamento obtido de industrializacdo de uma planta
medicinal, devendo tal medicamento atender a critérios de qualidade, seguranca e
eficacia. A planta medicinal é aquela que é usada por uma comunidade ou
determinado grupo de pessoas sobre a qual tem-se a tradicdo no seu uso, a
exemplo de como se deve colher, tratar e preparar para ser usada como remédio,
com obijetivo de aliviar ou curar, isto de acordo com o conhecimento prévio existente
a respeito da utilizacdo da planta, evitando assim seus efeitos colaterais entre eles
os mutagénicos. (BRASIL,2004).

Um dos testes usado para a caracterizacdo de mutagenicidade de uma
planta é o teste de micronucleo, este teste é capaz de demonstrar se a substancia
presente em determinada planta é genotdxica, ou seja, se ela é capaz de causar
alteragdes no material genético causando mutagcdo na célula. (COSTA; MENK,
2000).
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Diante do contexto apresentado e em fungédo desta planta estar ligada ao
tratamento de algumas enfermidades, verificou-se a necessidade de um estudo
referente as supostas atividades de mutagenicidade do extrato da folha e da casca

do caule da S. cumini na célula de A. cepa, por meio do teste de micronucleo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Syzygium cumini

A S. cumini segundo Morton (1987), € o nome cientifico de uma arvore
frondosa de origem asiatica, presente principalmente na india oriental, muito
apreciada pela populagao local.

Produz frutos de coloragdo roxa, recebe, o nome de jameldo, azeitona
preta, azeitona da terra, jambolao,frutos que podem ser aproveitados de varias
formas para o consumo. (JOLY 1979),

2.1.2 Aplicabilidades da casca, folha , polpa e semente de S. cumini

A S. cumini além de ser usada de forma ornamental, e oferecer frutos de
polpa comestivel, suas folhas, troncos, e sementes possuem caracteristica
adstringente, caracteristica esta que é aproveitada no tratamento de diarréias. Suas
folnas s&do usadas frequentemente em cha para o tratamento de diabetes.
(KAPOOR, 1990).

Por apresentar em seus frutos uma boa parte comestivel, se mostrou uma
opgao para a fabricagdo de geléias onde, segundo Lago; Gomes e Silva (2006), por
apresentar pH baixo, alta acidez dando ao produto caracteristicas apreciadas em
seu consumo, dando aos pequenos produtores rurais uma opgao para o aumento de

sua renda.

2.1.3 Teste de micronucleo em A. cepa

Uma das formas de verificagdo de mutagenicidade € a partir do teste de
micronucleo em A. cepa. E um teste com boa aceitacdo, pois nele as raizes ficam
em contato pleno com a substancia testada, e outro ponto € o uso de cebolas (A.
cepa), organismo de disponibilidade durante todo o ano e com um baixo custo, nao
conta com uso de equipamentos e ndao necessita de aprovagao de um Comité de
Etica e Pesquisa — CEP. (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).
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O micronucleo se expressa em células em divisdo, como resultado de
quebras cromossOmicas, formando fragmentos acéntricos, ou consequéncias de
cromossomos inteiros que nado se prendem ao fuso mitético e dessa forma néao
chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose. Um cromossomo
inteiro ou fragmento cromossémico acéntrico ndo se integra ao novo nucleo, este
também pode constituir um pequeno nucleo individual, chamado de micronucleo
(Figura 1). (VILLELA et al, 2003).
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Figura 1- Formagao de micronucleos em célula
Fonte: (SILVA, et al. ;2011)

Se um agente causa danos ao acido desoxirribonucleico, (DNA), que é a
substancia responsavel pela informacao hereditaria e onde estdo quimicamente

inscritas as informacgdes genéticas. (ALBAGLI, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma analise mutagénica do extrato de S. cumini em teste de

micronucleo em A. cepa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Obter extrato bruto da casca (caule) e da folha da planta S. cumini;
. Realizar analise mutagénica do extrato hidro-soluvel bruto do caule e
da folha de S. cumini.

o Gerar subsidio para pesquisas futuras.
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4. METODOLOGIA

A etapa experimental compreende a obtengdo de extratos vegetais com

potencial farmacolégico e os ensaios bioldgicos dessas substancias e extratos.

4.1 COLETA E CLASSIFICACAO DA S. cumini.

A coleta da casca e da folha de S. cumini, foi realizada na Secretaria
Municipal de Desenvolvimento Social (SEMDES), localizada na avenida Jamary n°
4615 setor 02. .

A identificagdo da espécie em estudo foi realizada baseada no Neotropical
Herbarium Specimens, que € um sistema online que reune fotos em alta qualidade
de exsicatas, desenvolvido por Robin Foster e colaboradores no Herbario Searle do
Museu Field. (NEOTROPICAL, 2011).

A exsicata analisada e presente na figura abaixo, possui as seguintes
especificagdes: (Acc no: F 841317; Familia: Myrtaceae; Género: Syzygium; Espécie:
Syzygium cumini ; Colegédo: Dahlgren,B.; Pais: Brasil: Ceara; Faixa de inclusao:
Bolivia, Brasil). (NEOTROPICAL, 2011).
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Figura 2 - a) Tronco da arvore de S. cumini; b) Folha de S. cumini; c) Frutos

de S.cumini em diferentes estagios de maturacao; d) Exsicata de S. cumini

Fonte (a) (b) (¢): Arquivo pessoal
Fonte (d): Neotropical Herbarium, 2011

O desenvolvimento deste teve como base o conhecimento popular sobre a
S. cumini e sua utilizagdo como fitoterapica, visando, portanto uma analise
mutagénica e toxicoldgica.

Assim, a proposta metodoldgica deste estudo engloba a coleta baseada em
dados etnofarmacolégicos e a exsicata da espécie escolhida. Esses vegetais foram

extraidos por metodologia tradicional.

4.2 OBTENGCAO DO EXTRATO

O material vegetal, casca e folha da planta, foram coletados e pesados,
contendo a casca o peso de 1026,572 g. Apos pesada, a casca foi colocada na
estufa a 60°C para que sua umidade fosse retirada sem comprometer a amostra.
Apods sete dias em estufa para secagem. Com as folhas foi seguido o mesmo
procedimento da casca, foi pesado a quantia de 349,393 gramas e colocado em

estufa para secagem.
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Depois de seca, a casca foi colocada em um becker , onde ficou em contato
com alcool metilico para se extrair seu extrato. As folhas foram trituradas em um
liquidificador de marca Britania de uso doméstico, a fim de aumentar sua superficie
de contato quando imersa em alcool metilico. Depois de triturada, as folhas foram
colocadas em um becker onde foi adicionado alcool metilico para que fosse extraido
seu extrato.

Os ambos beckeres foram tampados com fita filme e deixados em repouso
por cerca de quatro dias, em seguida foi realizado filtracdo simples para a retirada
de impurezas insoluveis. A evaporagao foi feita por um aparelho rotaevaporador
Q344B-QUIMIS, a uma temperatura de 60°C, a pressao reduzida, para a retirada do
solvente para a obtengéo do extrato bruto da casca e folha de S. cumini.( Figura 3).

Figura 3 - Rotaevaporacgéao e obtencéo do extrato
Fonte: Imagem cedida por Neiva Saori Nakamura

4.3 ANALISE MUTAGENICA, TESTE DE MICRONUCLEO

Os testes de micronucleo foram realizados segundo a metodologia descrita
por (MENEGUETTI et al., 2011).

As analises tiveram inicio no dia 19 de setembro e foram até o dia 20 de
outubro de 2011.

Foram utilizadas exemplares de A. cepa de tamanho pequeno, uniforme, de
mesma origem, ndo germinadas e saudaveis, adquiridas no municipio de

Ariquemes, Rondénia, Brasil.
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Os bulbos foram postos a germinar sobre frascos apropriados, com a parte
inferior mergulhada na solugdo de 50 mL de agua proveniente do reservatoério da

FAEMA e substrato em teste sendo o extrato vegetal. (Figura 4)

Figura 4 - a) Bulbos em frasco para germinagao, b) Bulbos postos a germinar
Fonte: Arquivo pessoal

Para a casca foram divididas quatro concentragdes diferentes, realizando 10
repeticdes para cada concentragao, sendo as concentragdes: 0,1 mL; 0,5 mL; 1,0
mL e 2,0 mL de extrato da casca e H,O para o controle.

Com o extrato das folhas, usaram-se trés concentragdes, sendo: 0,1 mL;
0,5mL e 1,0 mL com repetigbes de 10 vezes cada.

Foram postas a germinar por um periodo de 6 dias apds os inicios dos testes
em temperatura de 24°C, quando as raizes atingirem de 0,5 a 3 cm (Figura 5.a), as
mesmas serdo coletadas para analise de micronucleos, sendo lavadas em agua
destilada, seguida de hidrolise com HCl a 1mol/L por 10 minutos em banho-maria a

60C°, sendo os tubos de ensaio resfriados em agua corrente.
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Figura 5 - a) Bulbos germinados, b) Bulbos germinados,
frasco com extrato, pinga e bisturi para corte dos meristemas
Fonte: Arquivo pessoal

Apods a lavagem dos meristemas hidrolisados em agua destilada foram feitos
esfregagcos em duas laminas por A. cepa e aguardado por cerca de 30 minutos para
secagem, em seguida as mesmas foram coradas com o Kit Panético Rapido LB que
€ composto de trés recipientes: primeiro triariimetano a 0,1 %, segundo xatenos a
0,1% e terceiro tiazinas a 0,1 %, sendo as laminas mergulhadas 10 vezes em cada
recipiente com submersao de 1 segundo de duragédo na sequéncia acima descrita.

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua destilada e secadas em
temperatura ambiente.

Em cada repetigdo das doses, foram preparadas duas laminas, sendo 20 para

cada dose, tanto para casca quanto para folha (Figura 6).
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Figura 6 - a) Ladminas coradas, b) LaAminas coradas
Fonte: Arquivo pessoal.

Apoés preparadas as laminas foram analisadas em microscopia Optica, com
objetiva de 40x e ocular de 10x tendo um aumento de 400x. Os micronucleos (Figura
7) foram observados a cada 1000 células por lamina em interfase, por bulbo. Na
analise microscépica, foi observada a quantidade de micronucleos em cada
concentragdo, sendo a quantidade de 1000 células para cada lamina, cada

concentragao continha vinte laminas totalizando 20.000 células por tratamento.

Figura 7 - Formacdo de micronucleo em A.
cepa (OC 10X, OB 40X)
Fonte: MENEGUETTI, D. U .O et al. 2011
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi realizada variédncia (ANOVA) e o teste TUKEY,
feito pelo Software Graphad PRISM 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o processo de rotaevaporacgao, obteve-se 19,896 g de extrato da
casca e 71,305 g de extrato da folha..
Os resultados obtidos através da analise mutagénica do extrato da casca e das
folhas de S. cumini estao apresentados na (Tabela 1) e (Tabela 2).

A tabela 1 traz resultados da analise da casca de S. cumini mostrando
numero e média de micronucleo em A. cepa em tratamento com o extrato da casca

de S. cumini.

Tabela 1. Numero e média de micronucleo, em A. cepa a cada 1000 células por
laminas em tratamentos realizados com extrato da casca.

H,0 0,1 mL 0,5mL 1mL 2mL
Frasco 01 2 1 1 2 1
2 1 1 2 1
Frasco 02 2 1 1 2 1
4 1 1 3 2
Frasco 03 3 1 2 2 1
3 0 1 2 1
Frasco 04 2 1 1 3 1
2 1 1 2 1
Frasco 05 3 1 0 2 1
3 1 1 2 1
Frasco 06 2 0 1 2 1
3 1 1 2 2
Frasco 07 4 1 0 3 1
2 0 1 2 1
Frasco 08 1 1 0 1 1
1 0 0 1 1
Frasco 09 3 1 1 2 1
3 0 1 3 1
Frasco 10 5 1 2 1 2
2 1 2 1 1
Total 52 15 19 40 13
Média 2,6 0,75 0,95 2 1,15

Observando os dados encontrados na tabela 1, percebe-se a presenca da
meédia de 2,6 para o controle negativo contendo H,O, para os tratamentos a 0,1mL;
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0,5mL; 1,0mL e 2,0mL de extrato da casca foram obtidos respectivamente 0,75;
0,95; 2; 1,15 micronucleos a cada 1000 para as médias 0,75; 0,95; e 1,15
apresentou uma alta significancia estatistica onde (P<0,001) e para a média 2,0 da
concentragao a 1,0mL, houve significancia inferior pois o (P<0,05) demonstrando na
concentragdo 1,0mL significAncia estatistica inferior a significancia das demais
concentragdes que apresentaram um alta significancia, contudo, todos os resultados

apontam um potencial antimutagénico nas doses analisadas. (Figura 8)
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Figura 8 - Média para micronucleos encontrados em 1000 células de A. cepa,
em amostra com dosagens do extrato da casca de S. cumini significativo para *
(P<0,05) e *** (P<0,001).

A tabela 2 traz os resultados obtidos a partir do extrato da folha de S. cumini
mostrando numero e média de micronucleo em A. cepa em tratamento com o extrato

da folha de S. cumini.
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Tabela 2. Numero e média de micronucleo, em A. cepa a cada 1000 células por

laminas e tratamentos realizados com extrato da folha.

H,0 0,1 mL 0,5mL 1,0mL
Frasco 01 2 1 2 1
2 2 1 1
Frasco 02 2 1 2 0
4 1 1 1
Frasco 03 3 2 1 0
3 0 2 1
Frasco 04 2 0 1 1
2 1 1 0
Frasco 05 3 1 1 1
3 1 1 0
Frasco 06 2 0 1 1
3 1 2 1
Frasco 07 4 0 2 1
2 1 1 1
Frasco 08 1 0 1 1
1 1 2 1
Frasco 09 3 1 1 1
3 0 1 0
Frasco 10 5 0 1 1
2 0 1 0
Total 52 14 26 14
Média 2,6 0,7 1,3 0,7

Observando a tabela 2, podemos notar a média de 0,7; 1,3 e 0,7
micronucleos a cada 1000 células para os respectivos tratamentos com
concentragéo de 0,1mL, 0,5mL e 1,0 mL de extrato da folha (P<0,001), considerando
o desvio padrao, houve alta significancia estatistica dos mesmos em comparagao ao
controle negativo, demonstrando assim um alto potencial antimutagénico nas

respectivas doses (figura 9).
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Figura 9 - Média de micronucleos encontrados em 1000 células de A. cepa, em
amostra com dosagens de extrato da folha de S. cumini. Significativo para ***

(P<0,001)

Também foram realizadas analises comparativas entre os resultados obtidos
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das concentragdes da folha e da casca de S. cumini (Figura10).
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Figura 10 - Média de numeros de micronucleos a cada 1000 células
de A. cepa, com dosagens em amostra de extrato de folha e casca

de S. cumini. Significativo para *** (P<0,001)
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Analisando o grafico comparativo, podemos constatar que apenas a
concentragao de 1,0mL apresentou significancia estatistica (P<0,001), sendo que as
demais n&o apresentaram significancia estatistica (P>0,05). Este fato ainda
desconhecido pois com o aumento da concentragao de 0,5mL para 1,0mL de extrato
da casca a logica seria que correspondesse proporcionalmente ao numero de
micronucleo relativo.

Segundo Cechinel Filho e Rosendo (1998) um dos métodos que se
considera ser os mais adequados para analises quimico-farmacologicas é a
preparacdo de um extrato alcoodlico. Neste caso, o solvente mais adequado para
obtencdo do extrato bruto € o metanol, pois possibilita a extragdo de um maior
numero de compostos. Recomenda-se usar grandes quantidades de planta, pois
possibilita determinar constituintes presente em baixas concentragdes e o uso do
processo de semi-purificacdo de extratos que consiste na filtracdo de extratos
alcodlicos (metanol) brutos, ocorrendo uma separagdo das substancias pela
polaridade, visando um melhor estudo do metabolismo

A casca do caule possui diversas utilidades, Mazante et al., (2003) afirmam
que seu extrato possui a capacidade de remover radicais livres, exercendo agao
benéfica contra alteragcdes provenientes de presenca de radicais superoxidos e
hidroxil, porem n&o foi o suficiente para diminuir o estresse oxidativo proveniente do
diabetes definindo assim que no teste realizado em ratos, 0 mesmo nao possui
efeito sobre a hiperglicemia.

O extrato de suas folhas em solugdo hidro-alcodlica apresenta atividade
antibacteriana diante de 17 isolados bacterianos testados por Loguercio et al.(2005).

Dequech et al.,(2008) diz que sua agao como inseticida embora usada, nao
seja tao viavel pois em teste realizado no controle de larva de Microtheca ochroloma,
uma determinada espécie de praga que ataca brassicaceas a qual pertence a
couve-chinesa (Brassica chinensis) demonstrou que em relagdo a outros extratos de
plantas, que a morte das lavras n&o passaram o indice de 17% em relacao aos dias

em analise em comparagao aos outros extratos apresentados no estudo.
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CONCLUSAO

Com as analises foi possivel observar um potencial antimutagénico do
extrato bruto da casca e folha de S. cumini, em células meristematicas de A. cepa.

Constatou-se que extrato da casca de S. cumini nas dosagens de 0,1mL;
0,5mL; 1,0mL e 2,0mL, e extrato da folha nas concentra¢gdes de 0,1mL; 0,5mL e
1,0mL apresentam significancia em relagdo ao controle negativo, apontando uma
atividade antimutagénica. Porém, em comparagao entre as concentragdes de 0,1mL;
0,5mL e 1,0mL da casca e da folha, apenas a concentracdo 1,0mL apresentou
diferenca significativa com (P<0,001).

E importante ressaltar que o presente estudo foi realizado em células
vegetais com o extrato em contato direto, ja quando absorvido por animais, esses
efeitos podem ser diferentes, visto a agao fisiolégica dos organismos, em especial a
gastrointestinal, mostrando a necessidade de estudos futuros para a melhor

compreensao dos efeitos desse extrato em células de seres vivos do reino metazoa.
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