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RESUMO

O uso de plantas medicinais continua ainda muito presente em nossa populacao,
porém muitas plantas ainda carecem de estudos que analisem seu efeito genotéxico
e antiproliferativo. Além disso, ha o problema da utilizacdo de extratos preparados
com plantas consideradas téxicas, pelo desconhecimento acerca da natureza da
espécie. A espécie Prunus myrtifolia, pertencente a familia Rosaceae, conhecida
popularmente como pessegueiro-do-mato ou coragdo-negro, € uma arvore de
pequeno porte com ampla distribuicdo no Brasil, e sua principal caracteristica € a
presenca de um par de glandulas na base das folhas. Dentre os compostos isolados
na planta esta o acido cianogénico, que pode causar danos ao organismo animal,
pois pode formar gas cianidricO (HCN) no sistema digestivo. Objetivou-se analisar o
efeito antiproliferativo e genotéxico de extratos de Prunus myrtifolia no sistema teste
Allium cepa. Para o teste foram coletadas folhas de P. myrtifolia em ambiente natural
e preparados extratos por infusdo durante 15 minutos em agua das folhas secas.
Além dos controles positivo e negativo, foram analisados os extratos preparados nas
concentracdes de 2,5g.L™", 5g.L*, 7,5g.L%, 10g.L*, 12,5g.L" e 25 g.L™". Com base
nos resultados é possivel inferir que os extratos, ao serem comparados com o
controle negativo, diminuem o indice mitético em todas as concentracdes e elevam o
namero de alteracdes cromossdmicas. Assim, a espécie Prunus myrtifolia apresenta
potencial antiproliferativo e genotoxico.

PALAVRAS-CHAVE: extrato aquoso, genotoxicidade, indice mitofico, potencial
antiproliferativo

ANTIPROLIFERATIVE AND GENOTOXIC EFFECTS OF Prunus myrtifolia
(PESSEGUEIRO-DO-MATO) THROUGH Allium cepa TEST.

ABSTRACT
The use of medicinal plants is still present in our population, but many plants still lack
studies that analyze their antiproliferative and genotoxic effects. Furthermore, there is
the problem of the use of extracts prepared with plants considered toxic because of
the lack of knowledge about the nature of the species. Species Prunus myrtifolia,
belonging to the Rosaceae family and popularly known as pessegueiro-do-mato or
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coragcao-negro, is a small tree with wide distribution in Brazil, and its main feature is
the presence of a pair of glands at the leafs’ basis. Among the compounds found in
the plant, there is the cyanogenic acid, which may cause damage to the animal
organism, since it can form hydrocyanic gas (HCN) in the digestive system. This
study aimed to analyze the antiproliferative and genotoxic effect of extracts of Prunus
myrtifolia in Allium cepa test system. For the test, leaves of Prunus myrtifolia were
collected in natural environment and extracts of the dried leaves were prepared by
infusion during 15 minutes. In addition to the negative and positive controls, the
extracts prepared in concentrations of 2,5 g.L*, 5¢g.L%, 7,5¢g.L", 10g.L", 125¢g.L e
25 g.L ™  were also analyzed. Based on the results, it can be inferred that the extracts,
when compared to negative control, decrease the mitotic index in all concentrations
and increase the number of chromossomal alterations. Thus, species Prunus
myrtifolia shows antiproliferative and genotoxic potential.

KEYWORDS: genotoxicity, antiproliferative potential, mitotic index, agueous extract.

INTRODUCAO

Mesmo com o advento da industria farmacéutica, o uso de plantas com
finalidade medicinal continua muito disseminado entre a populagdo. Segundo a
Organizacao Mundial da Saude, uma planta medicinal deve possuir em alguma parte
ou em toda sua estrutura, alguma substancia com propriedades terapéuticas
(MACIEL et al., 2002). Porém muitas vezes pelo uso indevido, ou seja, sem 0O
conhecimento precisado acabam sendo utilizados extratos preparados com plantas
toxicas. Um exemplo importante entre plantas que apresentam toxicidade a
mamiferos é a espécie Prunus myrtifolia. Para essa, foram isolados compostos como
o glicosideo cianogénico a partir de extrato de folhas da espécie (MAIA, 1987) e em
seus frutos arroxeados (FERNANDES, 1995 in caput ESTON et al, 2007). Tal
substancia é toxica aos animais devido ao fato de que seu uso pode levar a
formacdo de acido cianidrico (HCN) no trato digestivo (JONES, 1998; SANTOS,
2005; BARG, 2004).

A espécie Prunus myrtifolia, popularmente conhecida como pessegueiro—do-
mato, pessegueiro-bravo ou coragdo-negro, € uma arvore de pequeno porte com
ampla distribuicdo no Brasil. Uma caracteristica marcante € a presenca de um par de
glandulas préximas a base da folha (SOUZA & LORENZI, 2012). A ingestédo de tal
espécie pode causar colicas, tremores musculares, taquicardia, arritmia cardiaca,
convulsédo, desequilibrio (BARG, 2004).

Além da toxicidade, muitas plantas possuem acao genotoxica, a qual pode ser
observada a partir de estudos em células de organismos bioindicadores. Assim,
apesar de muito utilizadas, as plantas medicinais ainda necessitam de estudos
acerca de seus potenciais genotoxico e antiproliferativo. Para tais estudos, testes
bioindicadores sdo importantes apontadores dos efeitos causados pelas infusdes
destes vegetais (SILVA et al.,2003). Apesar de diferencas entre os sistemas animal
e vegetal, ambos apresentam semelhancas sendo possivel uma boa correlacéo
entre estes testes (BAGATINI et al., 2007; FISKESJO, 85; TEIXEIRA et al., 2003).

Assim, o sistema teste, utilizando como organismo alvo a espécie Allium cepa,
tem sido amplamente utilizado para analise da genotoxicidade e do efeito
antiproliferativo (TEIXEIRA et al., 2003; FACHINETTO et al., 2007). Além disso, 0
teste € bem aceito para tais estudos, pois suas raizes ficam em contato direto com a
substancia testada (COELHO, 2013). A analise de mutacfes cromossémicas em
raizes de A. cepa é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
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(IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das Nac¢des Unidas (UNEP) (CABRERA,;
RODRIGUEZ, 1999).

Objetivou-se com o presente estudo analisar a existéncia de acdo genotoxica
e antiproliferativa dos extratos de P. myrtifolia (pessegueiro-do-mato) em diferentes
concentracdes pelo sistema teste de A. cepa.

MATERIAL E METODOS

Para andlise da genotoxicidade e do efeito antiproliferativo da espécie P.
myrtifolia foram coletadas folhas de uma populacéo, representada por um individuo
do Campus da Universidade Federal de Santa Maria, situada no municipio de Santa
Maria, no estado do Rio Grande do Sul. As folhas coletadas para o preparo das
infusbes foram secadas a temperatura ambiente por um periodo de
aproximadamente 14 dias. Os bulbos de cebola do tipo comercial utilizados para a
analise das infusbes foram previamente testados e usados quando néo
apresentaram alteracdes cromossdmicas.

O preparo dos extratos aquosos foi realizado por infusdo das folhas secas por
15 minutos com agua destilada. Os extratos foram coados e apds estarem em
temperatura ambiente foram usados no teste A. cepa. Para instalacdo do
experimento foram utilizados quatro bulbos de A. cepa, enraizados em agua
destilada, por tratamento. Apés um periodo de quatro dias os bulbos ja enraizados
foram colocados em contato com os tratamentos durante um periodo de 24 horas.
Os tratamentos utilizados foram: T1-agua destilada (controle negativo), T2-glifosato
2,5% (controle positivo). T3-extrato aquoso de P. myrtifolia 2,5 g.L™, T4-extrato
aquoso de P. myrtifolia 5,0 g.L™*, T5-extrato aquoso de P. myrtifolia 7,5 g.L ™, T6-
extrato aquoso de P. myrtifolia 10,0 g.L™*, T7-extrato aquoso de P. myrtifolia 12,5 g.L°
! T8-extrato aquoso de P. myrtifolia 25,0 g.L™.

Foi utilizado glifosato para o controle positivo, pois ja ficou comprovado que
este apresenta acao indutora de alteracbes cromossdmicas e inibitéria para a diviséo
celular em A. cepa (SOUZA et al., 2010).

ApOs este periodo de contato com os tratamentos, as raizes foram coletadas
e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) durante 24 horas em temperatura
ambiente. Posteriormente foram colocadas em alcool 70% e armazenadas em
geladeira para posterior andlise.

Para montagem das laminas as raizes foram lavadas em agua destilada,
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos em temperatura ambiente e lavadas
novamente em agua destilada. Posteriormente foram coradas pela técnica de
esmagamento com corante orceina acética 2% (adaptada de GUERRA & SOUZA,
2002). Para cada bulbo foram feitas duas laminas e analisadas 500 células em cada
uma delas, totalizando 4000 células por tratamento. Para analise das células levou-
se em consideracao o ciclo celular, observando-se as células durante a interfase e
divisdo celular (considerando profase, metafase, anafase e telofase), verificando se
as mesmas apresentavam algum tipo de irregularidade durante esse periodo. As
irregularidades observadas foram classificadas como quebras cromossomicas,
cromossomos perdidos, pontes anafasicas e ou telofasicas, além de células
binucleadas.

ApOs a analise das células, os resultados foram comparados utilizando o teste
estatistico qui-quadrado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos a partir das células analisadas de A. cepa, depois de
submetidas aos distintos tratamentos, foram observados em numero de células
durante a interfase e nos diferentes estagios de divisdo celular (préfase, metafase,
anafase e teléfase) e entdo calculados os valores dos indices mitéticos (IM) (Tabela
1).

TABELA 1: Numero de células em intérfase, divisdo celular e indice mitético das
células de pontas de raizes de Allium cepa, submetidas aos extratos
aquosos de Prunus myrtifolia

Tratamentos  Total de  Total de células em Total de células em indice
células interfase divisdo Mitotico %
analisadas

T1 4000 3807 193 4,832
T2 4000 3920 80 2,00°
T3 4000 3936 64 1,60'
T4 4000 3953 47 1,189
T5 4000 3869 131 3,28°
T6 4000 3884 116 2,95°
T7 4000 3967 33 0,60"
T8 4000 3896 104 2,60°

T1-agua destilada (controle negativo), T2-glifosato 2,5% (controle positivo). T3-extrato aquoso de P.
myrtifolia 2,5 g.L'l, T4-extrato aquoso de P. myrtifolia 5,0 g.L'l, T5-extrato aquoso de P. myrtifolia 7,5
g.L'l, T6-extrato aquoso de P. myrtifolia 10,0 g.L'l, T7-extrato aquoso de P. myrtifolia 12,5 g.L'l, T8-

extrato aquoso de P. myrtifolia 25,0 g.L'l*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste )(2
em nivel de 5%. *IM= indice mit6tico

Pode-se observar que os valores referentes aos valores dos indices mitéticos
das células apresentados na Tabela 1, foram de 4,83% para o controle negativo
(4gua); 2,0% para o controle positivo (glifosato 15%); 1,6% para o extrato de 2,5g.L™
de P. myrtifolia; 1,18% para 5g.L" de P. myrtifolia; 3,28% para 7,59.L" de P.
myrtifolia; 2,95% para 10g.L™* de P. myrtifolia; 0,6 para 12,59.L™ de P. myrtifolia e
2,6% para 25g.L™ de P. myrtifolia.

Todas as concentracdes levaram ao decréscimo dos valores dos indices
mitoticos, quando comparadas ao controle negativo. Esses resultados da inibicdo da
divisdo celular estdo indicando que essa espécie possui potencial antiproliferativo, o
qual tem sido observado em outras espécies de plantas medicinais, tais como
Mentha pulegium L. (TEDESCO et al.,, 2012) e Echinodorus longiscapus Arech
(COELHO, 2013) Os resultados diferiram significativamente entre os controles e 0s
tratamentos (x°> = 216.316). Os controles também diferiram entre si (T1xT2, X°
=48.425), exibindo valores de 4,83% e 2,0% respectivamente para o0 controle
negativo e positivo, o que mostra o decréscimo dos valores dos indices mitéticos. O
tratamento de maior concentracéo, (T8), 25g.L™ de P. myrtifolia, diferiu dos controles
positivo e negativo (x* =27.698 e x? =3.204, respectivamente), este também diferiu
do tratamento de menor concentracdo (T8XT3, x> =9.728).

O tratamento de maior concentragdo teve IM= 2,6%, 0 que comprova O
aumento do valor do IM em relacdo ao de menor concentracéo, T3, cujo IM= 1,6%,.
Segundo DIAS et al. (2014), extratos de Mikania cordifolia (L. F.) Willd também
apresentaram potencial antiproliferativo, onde quando comparados, o extrato de
maior concentragdo apresentou indice mitdtico maior do que o de menor
concentracao.
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Houve um decréscimo do indice mitético de todos os tratamentos quando
comparados com o controle negativo, sendo a maior diferenca encontrada para a
concentracdo de 12,5g.L™ de P. myrtifolia (T1XT7, x* =135.287), que também inibiu
a divis&o celular quando comparado ao controle positivo (x* =30.551).

Para a espécie P. myrtifolia, houve um aumento significativo da divisédo celular
na concentracdo de 7,5g.L™ (T5) em relacdo ao tratamento com maior e menor
concentracdo, 25g.L" (T8) e 2,5 g.L? (T3), onde x* =3.423 e x* = 24.184,
respectivamente.

O extrato na concentracdo de 2,5g.L™ teve seu valor de indice mitético
quando comparados ao controle negativo e positivo reduzido (x°=66.900 e
x?=1.810). Tal concentracdo também diminuiu a divisdo celular quando comparado
ao tratamento 4 (x*>= 2.640) e aumentou o valor do indice mitdtico confrontados com
os valores apresentados pelos tratamentos T6 (10g.L™* de P. myrtifolia) e T7
(12,5g.L™ de P. myrtifolia), x°= 16.395 e x°= 18.384.

O indice mitdtico apresentado pelo controle negativo € superior aos
encontrados nas concentracdes de 5g. L™ (T4), 7,59.L(T5) e 10g. L™ (T6) de P.
myrtifolia (x?=91.564, x°= 11.934 e x?= 18.818, respectivamente). Em comparac&o
com o controle positivo tais concentragcdes aumentaram o indice de divisdo celular
encontrado (T2XT4, x?= 8.713; T2XT5, x*=13.102 e T2XT6, x>=7.478).

O tratamento de concentracdo intermediaria, T7 12,5g.L" de P. muyrtifolia,
apresentou divisdo celular menor quando comparado a todos os demais
tratamentos, correlacionando seus dados com os tratamentos T4, T5 E T6 e T8,
apresenta valores de significancia, x?=7.517, X*=76.256, x*=63.350 e x?= 50.813.

O extrato de P. myrtifolia na concentracdo de 10g. L™ apresentou um
aumento na divisdo celular quando comparado as concentracdes de 5g. L™?, 7,5g. L™
e 2,5g. L, com diferencas significativas de x= 31.195, x*= 0.809 e x*= 0.908.

Quando comparado aos valores do indice mitotico encontrados nas
concentracdes de 7,5g.LF e 25g.L* P. myrtifolia, a concentracdo de 5g.L*
proporciona uma diminuicdo de valores (x?= 41.287 e x?=21.930, respectivamente).

Os extratos de P. myrtifolia em todas concentracdes analisadas apresentaram
alteragcbes cromossomicas sobre a divisdo celular de Allium cepa (Tabela 2). Os
resultados mostraram que as alteracdes observadas para o controle negativo e o
positivo diferiram entre si (x°= 50.869). Tanto o controle negativo, como o positivo
diferiram dos demais tratamentos (x°= 215.214).

TABELA 2: Numero de células em diviséo e altera¢cdes cromossdmicas.

Tratamentos Célulasem Pontes Quebra Binucleadas Total de %AC
divisdo S irregulares
T1 193 0 1 0 1 05°
T2 80 0 4 4 8 10,0 ¢
T3 64 2 8 3 13 20,32
T4 47 0 6 3 9 19,1°
T5 131 0 18 1 19 14,5°
T6 116 0 10 2 12 10,3 d
T7 33 0 1 1 2 6,1
T8 104 3 8 0 11 10,5 ¢

T1-agua destilada (controle negativo), T2-glifosato 2,5% (controle positivo). T3-extrato aquoso de P.
myrtifolia 2,5 g.L'l, T4-extrato aquoso de P. myrtifolia 5,0 g.L'l, T5-extrato aquoso de P. myrtifolia 7,5
g.L'l, T6-extrato aquoso de P. myrtifolia 10,0 g.L'l, T7-extrato aquoso de P. myrtifolia 12,5 g.L'l, T8-
extrato aquoso de P. myrtifolia 25,0 g.L*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste x°
em nivel de 5%. *Cl= Células *AC=altera¢c6es cromossémicas
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Para espécies como Mikania glomerata (DALLA NORA et al., 2010), Mikania
cordifolia (DIAS et al., 2014) e Baccharis trimera (PINHO et al., 2010) o efeito
genotdxico também ficou comprovado pelo teste de Allium cepa. Apenas 0s extratos
nas concentracdes de 25 g. L' e 10 g. L™ n&o diferiram entre si quando comparados
(x*= 0.678). Outros pesquisadores como FRESCURA et al., (2012) ndo encontraram
acao genotoxica de extratos de folhas e cascas de Luehea divaricata através do
teste de Allium cepa. Para a espécie Sagittaria montevidensis, na concentracdo de
6g/L, também foram encontradas tais alteracbes (KUHN et al., 2012)

As alteracfes cromossdmicas (AC) variaram de 0,51% no controle em agua a
20,3% no extrato de P. myrtifolia na concentracdo de 2,5 g.L, mostrando que na
agua esse valor é ndo é muito relevante, pois significa apenas 01 Unica alteracéo
cromossOmica observada quando comparado com os demais tratamentos (Tabela
2). Apenas os extratos nas concentracées de 25 g. L™ e 10 g. L™ néo diferiram entre
si quando comparados (x°= 0.678).

As principais AC encontradas no estudo foram quebras cromossémicas, como
as encontradas nos tratamentos T5 (Figura 1-a e 1-d), T8 (Figura 1-B) e T6 (Figura
1-c).

FIGURA 1: Alteragdes cromossdmicas. A Metafase desorganlzada com quebra
cromossdmica do tratamento com P. myrtifolia 7,5 g. L* (T5) B- Anafase com
quebra cromossdmica no tratamento de P. myrtifolia 25 g. L* . (T8); C- Quebra
cromossdmica em metafase no tratamento com P. myrtifolia 10 g. L (T6); D
Metafase com quebra cromossémica do tratamento com P. myrtifolia 7,5 g. L*
(T5). Escala= 10pm. Seta indicando quebra cromoss6mica.

Fonte: Autoria propria
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KUHN et al., (2015) e COELHO (2013), encontraram tais alteragcbes em seus
estudos utilizando o mesmo sistema teste para avaliacdo de genotoxicidade das
plantas, Eugenia uniflora e Sagittaria montevidensis Cham. & Schlecht,
respectivamente.

Baseando-se nos resultados encontrados, além de apresentar acdo
genotoxica, tem-se que essa espécie possui potencial antiproliferativo, pois teve a
capacidade de inibir a divisédo celular de Allium cepa em todas as concentragoes,
guando comparada ao controle negativo em agua. Estudos feitos a partir de ritidoma
de Hymenaea stigonocarpa (jatoba-do-cerrado) sobre as células meristematicas de
raizes de Allium cepa, LACERDA et al., (2014) verificaram que os extratos brutos
apresentaram acdo antiproliferativa significativa sobre o ciclo celular da cebola.
ROSSATO et al., (2010) avaliaram o efeito antiproliferativo de infusdes de Pluchea
sagittalis utilizando o mesmo sistema teste, onde analisaram o efeito de infusdes em
trés concentracbes (2,5, 5 e 25g dm™) de folhas cultivadas em trés ambientes (in
vitro, sala de crescimento climatizada e em campo), e concluiram que a infusdo de
folhas de P. sagittalis cultivadas em campo possui grande atividade antiproliferativa,
bem como o sistema de cultivo de plantas influencia este potencial.

CONCLUSAO
Conclui-se que os extratos aquosos das folhas preparados por infusado de P.
myrtifolia coletados em ambiente natural possuem efeitos antiproliferativo e
genotoxico sobre a divisao celular de Allium.
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