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Resumo: Com a crescente procura por tratamentos mais baratos e menos agressivos, 0 consumo de
plantas medicinais aumentou nas Ultimas décadas, e com isso a preocupag¢do quanto ao UusoO
indiscriminado de extratos vegetais na medicina popular. Uma espécie de planta usada na medicina
popular para o tratamento de Ulcera, gastrite, feridas, dentre outras é a espécie Lafoensia pacari.
Com o objetivo de testar a toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos da folha e da
casca de L. pacari usada na medicina popular nas concentra¢des de 12,5g/ml, 25g/ml e 50 g/ml, foi
realizado o teste Allium cepa. Os resultados obtidos no teste de toxicidade mostram que 0s extratos
nas trés concentracdes testadas sdo toxicos inibindo o crescimento da raiz de A. cepa. Os testes de
citotoxicidade mostraram que os extratos da folha e do caule diminuem o indice mitético das células
sendo considerados citotdxicos nas trés concentracdes testadas. Em relagdo a genotoxicidade, os
testes mostraram gque ndo houve aumento na frequéncia de aberragGes cromossdmicas. Contudo,
houve um aumento de células binucleadas. Dessa forma, apesar das propriedades medicinais da
planta L. pacari a concentra¢do usada na medicina popular pode causar danos a salde.
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Durante anos o homem vem passando através de geracbes seus
conhecimentos sobre a eficacia do uso de plantas medicinais no tratamento de
doencas (FERREIRA; PINTO, 2010). No Brasil as plantas medicinais sdo usadas
como uma forma alternativa de tratamento menos agressivo, e por serem de baixo
custo em relacdo aos medicamentos sintéticos (FIRMO et al.,, 2011). Com a
crescente procura por plantas medicinais, surge a preocupagdo quanto ao seu uso
indiscriminado que pode acarretar danos a saude devido a falta de comprovacao
cientifica quanto a sua eficicia no tratamento de determinada patologia. Para tanto,
torna-se necessario que se realizem estudos botanicos, farmacologicos e
toxicolégicos que comprovem sua eficdcia sem ocasionar risco a saude antes de sua
venda (FIRMO et al., 2011).
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Neste context, a esp'é‘TVc’ie Laonsi pacari tem sido usad na edicina |
popular como: emagrecedor, cicatrizante de feridas, e também no tratamento de
doencas como Uulcera, gastrite e cancer (FIRMO et al., 2016; CABRAL; PASA, 2009).
A espécie de planta L. pacari pertence a familia Lythraceae, e € também conhecida
pelo nome de dedaleiro, mangava-brava ou pacari, sendo endémica do cerrado
brasileiro (MUNDO; DUARTE, 2007). A espécie L. pacari se apresenta adaptada as
condicBes de solo e clima do cerrado e atinge uma altura entre 3 a 30 m. Suas flores
sao expostas acima da copa, apresentando uma cor branco-amarelada e seus frutos
sdo capsulas conspicuas com sementes aladas favorecendo sua disseminacao pelo
vento (CABRAL; PASA, 2009).

Estudos mostram que a espécie L. pacari possui metabdlitos secundarios de
interesse farmacoldgico. Dentre os principais metabdlitos secundarios presentes
nessa espécie estdo os taninos, flavonoides e compostos fendlicos (FIRMO et al.,
2016; CAMPOS; FRASSON, 2011). Sabe-se que os taninos séo interessantes na
farmacologia, pois atuam como captadores de radicais livres, prevenindo doencas
como cancer, esclerose multipla e aterosclerose. Uma classe de taninos identificada
nos extratos de pacari foi o &cido elagico (SOLON, 2000), um tanino hidrolisavel,
que possui atividade antioxidante, acdo anti-secretora gastrica e acdo antibacteriana
(MENEZES, 2006). Além de taninos, foram também identificados compostos
fendlicos na entrecasca de L. pacari (CAMPOS; FRASSON, 2011) e flavondides no
extrato da folha (FIRMO et al., 2016). Recentemente também foi identificada a acdo
de uma molécula a punicalagina que é um composto fendlico, presente na folha de
L. pacari, que pode ser usada em quimioprevencao, tratamento de Ulceras géastricas
e cicatrizagcao de feridas (CARNEIRO et al., 2016).

Cientificamente ja foi demonstrada a atividade antimicrobiana (FIRMO et al.,
2014; PORFIRIO et al., 2008; LIMA et al., 2006), atividade antifingica (JUNIOR et
al., 2010), atividade analgésica e anti-inflamatéria (GUIMARAES et al., 2010;
ROGERIO et al.,, 2008) dos extratos de pacari, além da atividade redutora da
sintomatologia dispéptica causada por Helicobacter pylori (MENEZES, 2006).
Contudo, ainda pouco se sabe sobre os efeitos toxicos, citotdxicos e genotdxicos
causados por essa planta.

Devido as propriedades medicinais dessa espécie, este trabalho teve por
interesse realizar a analise do potencial toxicolégico da espécie L. pacari, usando o

sistema teste Allium cepa como bioindicador. A determinacdo da toxicidade de
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extratos utilizados na medicinz popula € importante uma vez u mits sdo
utilizados de forma indiscriminada e podem causar sérios danos a saude.

Nos ultimos anos, o teste com Allium cepa, vem sendo utilizado por
apresentar vantagens como: baixo custo, alta confiabilidade e concordancia com
outros testes de genotoxicidade (BAGATINI et al., 2007; FISKESJO, 1985). Este
teste é capaz de avaliar parametros macroscopicos como alteracdo de cor, formato e
tamanho da radicula. Também é capaz de avaliar parametros microscopicos, tais
como: 1) o indice mitético, o qual indica se a substancia tem efeito citotoxico; e 2) e
a ocorréncia de anormalidades e aberra¢cdes cromossdmicas, as quais indicam se a

substancia tem efeito genotdoxico (ARRAES, 2012; GADANO et al., 2002).

Material e Métodos

A- Material Bioldgico
As folhas e cascas de L. pacari foram coletadas na regido de Cerrado em
torno de Anapolis-GO (16° 19" 36" S, 48° 57’ 10” W). Apos coleta, o material foi
identificado pela botéanica Profa. Dra. Mirley Luciene dos Santos, depositado no
herbario do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da Universidade
Estadual de Goias e aguarda o numero de deposito.
B- Preparo dos extratos para realizacao dos testes
As cascas e as folhas de L. pacari foram maceradas e estocadas
separadamente. Apds a maceracao foi adicionado, aos extratos de folha e casca,
agua fria nas concentracdes de 12,5; 25 e 50 g/L. Ap6s 48h de infusdo em agua fria,
os extratos foram coados com o auxilio de um funil e algoddo.Os grupos
experimentais foram divididos em trés concentracdes diferentes, sendo usada a
concentracédo de uso popular (25 g/L), metade do uso popular (12,5 g/L), e o dobro
do uso popular (50 g/L), controle positivo (azida sodica) e controle negativo (Agua
destilada).
C- Teste vegetal com Allium cepa
Para realizacdo do teste A. cepa, foram distribuidos 10 bulbos para cada
concentracdo que foi testada do caule e da folha, controle positivo (azida sddica) e
controle negativo (dgua destilada). Logo apoés, retirou-se o parénquima central da
coroa de brotamento, para que ocorra maior absor¢do das solucdes, e que ocorra
uniformidade no brotamento e crescimento das raizes. Os bulbos utilizados foram
lavados em agua corrente. Em seguida foram colocados em béqueres de vidro, com
capacidade de 50 mL, previamente esterilizados deixando a éarea radicular em
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contato com agua desilada po'r#772 h, ps sse prazo com o aX|I|o e u égu |
realizou-se a medida das raizes, sendo realizada uma padronizacdo entre as raizes.
Logo apds, os bulbos foram retirados do contato com a agua destilada e colocados
sua area radicular em contato com os liquidos testes, permanecendo mais 48h no
tratamento e em seguida foram medidas com auxilio de uma régua. As raizes foram
conservadas em solucdo de Carnoy (etanol 99%: &cido acético glacial — 3:1) até o
momento de preparo das laminas, sendo refrigeradas.
D- Preparacao das laminas

Inicialmente, as radiculas coletadas foram conservadas em Carnoy
(metanol/acido acético, 3:1) e armazenadas no refrigerador até o preparo das
laminas. No inicio do preparo, as raizes foram lavadas trés vezes com &agua
destilada. Em seguida, foram hidrolisadas em HCI| 5N por 2 min em temperatura
ambiente, sendo lavadas duas vezes em agua destilada posteriormente. Com o
auxilio de uma lupa estereoscopica foi retirado a coifa da radicula de A. cepa, sendo
utilizada uma gota de acido acético 45% para dissociar os tecidos durante o
processo de maceracdo da regido meristematica das radiculas. Para realizar o
processo de fragmentacdo das radiculas foram utilizadas agulhas histologicas. Apos
esse processo, foi colocada uma laminula sobre o material e com o auxilio de um
bastdo de vidro bateu-se para separar as células ao méaximo, em seguida
comprimiu-se a laminula com apoio do papel toalha, foi colocado a lamina em
nitrogénio liquido por 20 s, sendo retirada imediatamente e com o auxilio de uma
lamina de barbear retirou-se a laminula. As laminas foram deixadas para secar por
30 min, em seguida foram coradas com Giemsa (5%) em torno de 5 a 10 min. Foram
confeccionadas 5 laminas para cada tratamento.

E- Analise da citotoxicidade e genotoxicidade

As andlises foram feitas com o auxilio de microscépio éptico. Para avaliar o
potencial citotoxico, foi calculado o indice mitético de cada tratamento, sendo
contabilizadas as células em divisdo celular, onde foram observadas com obijetiva de
40x em qual etapa cada célula estava, ou seja, profase, metafase, anafase ou
teléfase. O calculo do IM foi realizado dividindo o niumero de células em divisdo pelo
namero total de células (YILDIZ et al., 2009). A analise do potencial genotdxico foi
realizada com a estimativa da frequéncia de anomalias encontradas nas células em
divisdo. Foram observadas a ocorréncia de aberragbes cromossémicas, tais como:

pontes cromossOmicas, Cromossomos pegajosos atrasos ou perdas cromossOmicas
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e alteracdes nucleares como %mago de micronudcleos e células bnucled. |
objetiva de 100X foi utilizada para a observacao das aberragdes cromossémicas.
F- Anédlise estatistica

Para avaliar se existe diferenca significativa dos comprimentos de A. cepa e
dos indices mitdticos entre os tratamentos foi realizado o teste de analise de
variancia (ANOVA) e para mdltiplas comparagfes entre os tratamentos foi feito o
Teste de Tukey. Para o teste de genotoxicidade foi realizado o teste kruskal-wallis. O
nivel de significancia foi considerado onde os valores de P se mostraram inferiores a
0,05 (P<0,05).

Resultados e Discusséo

A Tabela 1 mostra a andlise de toxicidade da folha e da casca de L. pacari,
em diferentes concentracbes, apresentando a média e o desvio padrdo do
comprimento da radicula de A. cepa. Foi realizado o teste ANOVA one way que
demonstrou que houve diferenca significativa entre as médias (P<0,05). Através do
teste de Tukey para mdultiplas comparacdes entre os grupos do sistema teste,
observou-se que o controle negativo se difere do controle positivo, e das diferentes
concentracbes da maceracdo da folha e da casca de L. pacari. Analisando o
comprimento médio das radiculas de A. cepa tratadas com o extrato aquoso da folha
e da casca, pode-se notar que com 0 aumento da concentracdo ocorreu diminuigao
do comprimento, sendo que os valores apresentam-se préximos ao controle positivo.
Nesse sentido, todas as concentragcbes testadas do extrato aquoso da folha e da
casca mostraram-se toxicas as radiculas de A. cepa.

Tabelal: Analise da toxicidade do extrato aquoso da folha e casca de L. pacari, baseada no
comprimento médio e desvio padrdo da radicula de A. cepa
Tratamento do extrato Comprimento médio + Desvio

aquoso da folha e da casca padréo Teste de Tukey
Agua 3,57+1,84 A
Azida 1,47 £ 0,56 B*

Folha 12,5 gramas 1,20 + 0,52 BC*
Folha 25 gramas 1,18 £ 0,48 BC*
Folha 50 gramas 1,09 £ 0,69 BCD*

Casca 12,5 gramas 1,12+ 0,45 BC*
Casca 25 gramas 1,22+ 0,49 BC*
Casca 50 gramas 1,34+ 0,55 BCD*

As letras iguais néo representam diferenca significativa usando o teste de Tukey. * P<0,05.

A tabela 2 mostra os resultados do teste de citotoxicidade e genotoxicidade
do extrato aquoso da folha e casca de L. pacari. Nos resultados do teste de
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citotoxicidade pode-se observé‘?vrque oas s concentracoes tetds otra |
causar uma reducdo no indice mitético das células. Para determinar os niveis de
citotoxicidade de uma substancia avalia-se o aumento ou diminuicdo do indice
mitético em relacdo ao controle negativo. O indice mitdético mede a propor¢cao de
células na fase de mitose do ciclo celular, e a sua inibicdo pode ser interpretada
como morte celular ou um atraso na cinética de proliferacdo das células. Para um
agente ser considerado citotoxico ele deve causar um decréscimo no indice mitotico
de 50% em relacdo ao controle negativo (GREENWOOD et al., 2004). Nesse sentido
as concentracbes de 12,5 g/L, 25 g/L e 50 g/L levaram a diminuicdo do indice
mitético quando comparadas com o controle negativo, sendo consideradas
citotoxicas nessas concentracfes. O resultado do teste de citotoxicidade corrobora
com o do teste de toxicidade, explicando a diminuicdo do comprimento da raiz de A.
cepa causada pelo extrato da folha de L. pacari nessas concentracfes testadas. Ja
em relacdo ao teste de genotoxicidade ndo foi observada um aumento no
surgimento de aberracdes cromossdémicas nas trés concentracfes testadas da
maceracao da folha. Um agente € considerado genotoxico quando causa alteracdes
no DNA na qual ndo podem ser reparaveis (ROSSI et al., 2003). Assim, as
concentracbes de 12,5 g/L, 25 g/L e 50 g/L quando comparadas com o controle

negativo, ndo se mostraram ser genotoxicas.

Tabela 2: Andlise citogenética da regido da coifa de raizes de A. cepa expostas a diferentes
concentracdes de extrato aquoso da folha e casca de L. pacari.

Citotoxicidade Genotoxicidade
Tratamentos N° total N° de N° de ) Frequéncia de
extrato aquoso da de células em células em Indice aberracdes
folhae dacasca células Interfase divisdo mitotico (%) cromossémicas (%)
Agua 5000 4614 386 7,7 A 0,21 A
Azida 5000 4986 14 0,2 B* 0,11 B*
Folha 12,5 g/ml 5000 4947 53 1B* 0C*
Folha 25 g/ml 5000 4928 72 1,4 B* 0,08 B*
Folha 50 g/ml 5000 4964 36 0,7 B* ocC*
Casca 12,5 g/ml 5000 4966 34 0,6 B* 0,06 BC
Casca 25 g/ml 5000 4934 66 1,3 B* 0 CD*
Casca 50 g/ml 5000 4952 48 0,9 B* 0,01 BCDE

As letras iguais nao representam diferenca significativa usando o teste de Tukey para citotoxicidade e
o teste Kruskal-Wallis para genotoxicidade. * P<0,05.

Em relacdo ao extrato aquoso da casca os resultados dos testes de

citotoxicidade e genotoxicidade mostraram que nas concentracdes de 12,5 g/L, 25
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g/L e 50 g/L o extrato a cascainI L. aari citotoxico, Ievand a rego do
indice mitético quando comparadas com o controle negativo. Os resultados do teste
de citotoxicidade explicam porque essa substancia causou a reducdo do
comprimento da raiz de A. cepa. Em relagdo aos resultados do teste de
genotoxicidade as trés concentracdes testadas ndo se mostraram serem
genotdoxicas quando comparadas com o controle negativo. A frequéncia de
aberracdes cromossomicas foi baixa, sendo que em alguns tratamentos ndo foram
observadas nenhuma anomalia cromossomica.

Apesar de nao ter sido observado um aumento na frequéncia de aberracoes
cromossOmicas, pode-se observar na Tabela 3 que nas concentracdes de 12,5 g/L,
25 g/L e 50 g/L do extrato aquoso da folha e da casca houve um aumento na
frequéncia de células binucleadas. Segundo Ferigolo e Sagrillo, um aumento na
formacao de células binucleadas € devido ao fato de ocorrer um atraso no processo
de divisdo mitética. Como pode-se observar, o extrato da folha e da casca nas trés
concentracfes testadas mostraram ser citotdxica, ou seja, levam a morte celular ou
atraso da proliferacao celular. Nesse sentido, o aumento observado da frequéncia de
células binucleadas pode ser explicado por esses extratos da folha e do caule serem

citotdxicos e levarem ao atraso no processo de divisdo mitética.

Tabela 3:Numero de aberragbes cromossdmicas e alteragdes nucleares encontradas nas células
meristematicas da raiz de cebola submetidas a diferentes concentrac6es da maceragéo da folha e da
casca de L.pacari, controle negativo (agua) e controle positivo (azida).

Maceracgdo Controles Folha Casca

Tratamento Agua Azida 12,59/L 25¢g/L 50g/L  12,5g/L 25g/L  50g/L

Ponte 2 2 - 1 - - - -

C mitose 7 - - - - 1 - 1

Atraso 3 5 - 1 - - - -

AberragBes  Cromossomo pegajoso - - - - - - - -

cromdssomicas Anormal - - - 3 - 1 - -

Alteracdes Microndcleo - - - - - - .
nucleares Binucleada - 8 15 7 27 12 13 13

Os resultados obtidos nessa pesquisa alertam para o perigo do uso
indiscriminado de substancias classificadas naturais. Um perigoso conceito utilizado
pela populacéo leiga é o de que as plantas medicinais nao representam quaisquer
riscos para a saude humana por serem naturais e terem sido testadas durante
séculos por individuos em todo o mundo (VEIGA Jr et al., 2005). Muitas dessas
plantas consideradas medicinais, ainda ndo foram cientificamente estudadas, néao

ESTADO INOVADOR

PRG PRP
meg%lgma % Pro- Rextona de B Pro- R%tcftna de z Universidade
radu ensdo, Cultura e
HEE T Graguagao Assuntos Estudantis Estadual de Goias



\% Con%'esso de

Ensino &qU|SG ;

e Extensdo da UEG

havendo informagdes adequacgs sobreas suas propriedadesediinais, a dse |
eficaz de uso, e a interacdo com outros medicamentos tradicionais.

Cada planta pode ser alimento, veneno ou medicamento, dependendo da
relacdo entre a dose, a via de administracdo e a finalidade com que séao
empregadas. Muitas plantas medicinais apresentam propriedades prejudiciais ao
organismo humano, apresentando constituintes farmacologicamente ativos que s&o
extremamente toxicos (FRANCA et al.,, 2007). Nesse sentido, os resultados
apresentados na presente pesquisa evidenciam o perigo da automedicacdo usando
0 extrato da espécie L. pacari. Apesar das inumeras propriedades medicinais ja
comprovadas cientificamente que a espécie L. pacari possui, a concentracao
recomendada na medicina popular para o tratamento de doencas, mostrou-se ser
toxica e citotoxica, podendo causar danos a saude.

O sistema teste A. cepa mostrou-se ser um excelente bioindicador nesse
estudo. Os resultados do teste de toxicidade da maceracdo da folha e da casca de
L. pacari nas concentracdes de 12,5 g/L, 25 g/L e 50 g/L mostraram ser toxicas,
inibindo o comprimento das raizes de A. cepa. Os resultados do teste de
citotoxicidade da do extrato aquoso da folha e da casca de L. pacari mostraram ser
citotoéxicas reduzindo o indice mitético das células em comparagcdo ao controle
negativo. Os resultados do teste de citotoxicidade explicam porque ocorreu uma
diminuicdo no comprimento da raiz no teste de toxicidade. Em relacdo ao teste de
genotoxicidade ndo foi observado um aumento na frequéncia de aberractes
cromossOmicas, sendo em alguns tratamentos ndo sendo encontrada nenhuma
aberracdo cromossomica. Contudo nas trés concentracdes testadas da folha e da
casca, pode-se observar um aumento do numero de células binucleadas indicando
gue essas substancias causam o atraso no processo de divisdo mitética. Assim, 0s
resultados indicam que apesar das propriedades medicinais presentes nessa planta,
0 extrato aquoso das folhas e casca de L. pacari pode causar danos a saude nas
concentracdes estudadas.
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