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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO E ANTIMUTAGENICO DO
EXTRATO DE Tacinga inamoena ATRAVES DO TESTE DO MICRONUCLEO

Rayane Souza Teodomiro?

RESUMO - A Tacinga inamoena,(quipa) pertencente a familia Cactaceae € uma planta
nativa da regido semiarida adaptada as condicdes climéticas e fisicas da regido. Seus frutos
tém sido utilizados na zona rural na alimentacdo animal e na alimentacdo humana como
complemento alimentar ou como Unica op¢do de alimento. A T. inamoena destaca-se como
sendo uma das espécies botanicamente proximas a Opuntio ficus-indica e que apresenta um
grande potencial socioeconémico. Conhecimentos empiricos e cientificos mostram que
substancias que constituem os principios ativos de plantas podem causar efeitos adversos,
toxicidade e contraindicagdes no uso. Estudos afirmam ainda que o uso de produtos de origem
vegetal podem também inibir os agentes causadores dos efeitos mutagénicos, atuando como
um antimutagénico. Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar o possivel potencial
mutagénico e/ou antimutagénico do extrato etandlico do quipa nas doses de 2000 mg, 1000
mg e 500mg/kg p.c. através do teste de microndcleo em sangue periférico de camundongos.
Os animais foram distribuidos em oito grupos, formados por trés machos e trés fémeas para
cada dosagem do tratamento. Foi estabelecido um grupo controle positivo no qual os animais
foram tratados com ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.), e um grupo controle negativo tratado com
agua. De acordo com a analise estatistica quanto a frequéncia de microndcleos para a
avaliacdo de mutagénicidade, ndo foi encontrada diferencas significativas entre as médias de
cada tratamento (extrato), com a média do controle negativo, e para avaliacdo de
antimutagénicidade foi encontrada diferencas significativas entra as médias de cada
tratamento (extrato + ciclofosfamida), com a média do controle positivo, porém essa
diminuicdo inferior a 40% o que indica uma acdo antimutagénica neutra. Conforme os
resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato ndo apresentou efeito mutagénico. Apesar
de apresentar uma reducdo 35 % no numero de microndcleos nos testes antimutagénico,
novos testes devem ser desenvolvidos para verificar a possivel existéncia de potencial
antimutagénico.

Palavras-Chave: Quipa; Metabolitos secundarios; Extrato vegetal.



EVALUATION OF THE MUTAGENIC AND ANTIMUTAGENIC POTENTIAL OF
THE EXTRACT OF Tacinga inamoena THROUGH MICRONUCLEUS TEST

Rayane Souza Teodomiro?!

Abstract: Tacinga inamoena (quipd) belongs family cactaceae is a native plant to the
semiarid region adapted to the climatic and physical conditions of the region. Its fruits have
been used in the countryside in animal feed and human consumption as food or as a unique
food option supplement. T. inamoena stands out as one of the closely botanically related
species to Opuntio ficus-indica and which has a great economic potential. Empirical and
scientific knowledge show that substances that constitute the active principles of plants can
cause adverse effects, toxicity and contraindications in use. Studies also claim that the use of
natural plant products can also inhibit the causative agents of mutagenic effects, acting as an
antimutagenic. This study was conducted in order to evaluate the possible mutagenic and/or
antimutagenic the ethanol extract of quipa at doses of 2000 mg, 1000 mg and 500 mg/kg b.w.
using micronucleus test in the peripheral blood of mice. The animals were divided into eigth
groups consisting of three males and three females for each dose treatment. A positive control
group, in which animals were treated with cyclophosphamide, was established (50 mg/kg
b.w.), and a negative control group treated with water. According to the statistical analysis on
the frequency of micronuclei for the evaluation of mutagenicity, there were no significant
differences between the averages of each treatment (extract) and the average of the negative
control. For the antimutagenicity evaluation, significant differences were found between the
averages of each treatment (extract + cyclophosphamide) and the average of the positive
control, however, this reduction was less than 40%, indicating a neutral antimutagenic action.
As the results show, it can be concluded that the extract did not show mutagenic effects.
Despite a reduction of up to 35% in the number of micronuclei in the antimutagenic tests,
further studies should be conducted to verify the possible existence of antimutagenic
potential.

Keywords: Quipa; Metabolites secondary; Vegetable extract
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1. INTRODUCAO

As plantas produzem uma grande quantidade de principios ativos que sdo em sua
maioria resultado do metabolismo secundéario. Os metabolitos secundérios estdo divididos em
trés grupos distintos: terpenos, compostos fenolicos e os compostos nitrogenados que estdo
envolvidos com o processo de defesa das plantas (TAIZ e ZEIGER, 2004). Variacdes
temporais e espaciais no contetdo total, bem como as propor¢des relativas de metabolitos
secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis e os principais fatores que podem
coordenar ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos secundarios sdo a sazonalidade, ritmo
circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, entre outros. De fato,
0s metabolitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, onde sua sintese é frequentemente afetada por condi¢des ambientais (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

A Tacinga inamoena, conhecida popularmente como quipa, cumbeba ou gogoia,
pertencente a familia Cactaceae é uma planta endémica do leste do Brasil, nativa da regido
Nordeste e encontra-se distribuida em quase todo o semi-arido, sendo encontrada
principalmente nos Estados de Pernambuco, Bahia e Minas Gerais, sendo bastante comum em
toda a regido arida da Bahia. Cresce sobre litossolos ou regossolos, ou em certos casos,
latossolos empobrecidos e prefere a luz intensa, porém tolera a meia sombra (MENEZES et
al, 2013; SOUZA, 2005).

Seus frutos e cladodios tém sido, ao longo dos anos, utilizados na zona rural na
alimentacdo animal, enquanto que na alimentacdo humana apenas em situacfes de escassez
com a finalidade de complementar a alimentacdo ou, em muitos casos, como a Unica opcao de
alimento (SOUZA, 2005). O fruto do quipa (Tacinga inamoena) é do tipo baga ovoide a
subgloboso, variando do amarelo ao laranja fosco, com porcdo basal avermelhada ou toda
vermelha, fosca; cdmara seminifera ocupando quase todo o espa¢o interno, preenchido por
massa carnosa, cor de péssego clara, constituida pelos funiculos das sementes (polpa). Estas
séo abundantes e submersas na massa carnosa dos funiculos, lenticulares, castanho-claro, de
bordo mais claro; envolvidas pelo ariléide fibro-carnoso. Dentre os constituintes de natureza
nutricional determinados no quipa destacaram-se 0s minerais, principalmente o calcio,
magnésio e potassio (SOUZA, 2005; SOUZA et al, 2007).

A T. inamoena se destaca como sendo uma das especies botanicamente proximas a

Opuntio ficus-indica (Palma)e que apresenta um grande potencial sdcio-economico. Utilizada
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pelos agricultores como forragem ou cerca viva, seus frutos e cladédios também tem sido
aproveitados na dieta alimentar das comunidades (SOUZA, 2005). As caracteristicas fisicas,
quimicas e organolépticas do fruto de T. inamoena sdo similares as dos frutos da O. ficus-
indica, usualmente consumidos in natura e industrializados (SOUZA, 2005; SOUZA et al,
2007).

No decorrer da vida, o DNA sofre alteracbes que podem ser causadas por erros
durante a divisdo celular. Essas mutacfes, quando ocorrem em genes reguladores da divisao
celular, pode determinar o crescimento desordenado das células, e este pode ser o estagio
inicial no processo associado ao desenvolvimento de tumores (RIBEIRO et al, 2003).

Conhecer os componentes fisicos, quimicos e bioldgicos que causam alteracbes no
material genético, é necessario para evitar danos a saude humana. Conhecimentos empiricos e
cientificos, desenvolvidos ao decorrer do tempo, mostram que substancias que constituem os
principios ativos de plantas podem causar efeitos adversos, toxicidade e contra indicagdes
(ALEXANDRE et al, 2005; ALMEIDA NETO et al, 2005). Silva et al. (2004) afirma
também que o uso de produtos naturais de origem vegetal podem inibir os agentes causadores
dos efeitos mutagénicos, atuando como um antimutageénico.

Em sistemas in vivo, a utilizacdo de camundongos é um modelo experimental
amplamente difundido e reconhecido, por tratar-se de um modelo que mais se aproxima do
que realmente acontece no organismo humano (RIBEIRO, 2010). Segundo Maistro et al.,
(2005) o teste de micronucleo in vivo é um dos testes mais utilizados e sensiveis para
investigar o perfil genotoxico de produtos quimicos, sendo recomendado para analises de
rotina pois produzem resultados considerados de grande relevancia.

O teste do micronucleo é considerado o ensaio in vivo mais amplamente utilizado na
deteccdo de agentes clastogénicos e aneugénicos, internacionalmente aceito como parte da
bateria de testes recomendada para a avaliacdo do potencial mutagénico e para o registro de
novos produtos quimicos que entram anualmente no mercado mundial. (TAKAHASHI et al,
2004).

A semelhanca entre a T. inamoena e a O. ficus-indica associada ao maior percentual
de porcdo comestivel constitui um indicador do potencial industrial do fruto que pode ser
explorado como alternativa alimentar e/ou como fonte de renda complementar para 0s
agricultores familiares que fazem seu extrativismo. Embora a demanda comercial do quipa
seja pouco significativa, a constatacdo do seu emprego como alternativa alimentar justifica a

implementacdo de pesquisas, cujo intuito é corporificar o pouco conhecimento existente sobre
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esta espécie (SOUZA, 2005). A valorizagdo dos frutos da espécie O. ficus-indica no mercado
abre perspectivas para outras cactaceas regionais, cuja comercializacdo contribuiria para
melhorar as condi¢bes de vida da populacdo do semi-arido nordestino. Estas constatacfes
despertaram grande interesse da comunidade cientifica em desvendar o potencial nutricional e
comercial de frutos nativos de espécies subutilizadas, a exemplo do quipa, que por ser
praticamente desconhecido, constitui um vasto campo a ser explorado (SOUZA, 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o possivel potencial
mutagénico e/ou antimutagénico do extrato etanolico bruto da T. inamoena (2000 mg, 1000,
mg e 500mg), bem como analisar se houve aumento significativo na frequéncia de
microndcleos ao comparar os grupos, a fim de implementar as pesquisas e corporificar o
conhecimento a cerca da planta que até entdo apresenta poucos estudos e um amplo campo a

ser explorado através das pesquisas.

2. METODOLOGIA

2.1. Material vegetal

O extrato etandlico bruto (EEB) da raiz da Tacinga inamoena foi fornecido pelo
professor Harley da Silva Alves do departamento de Farmécia da Universidade Estadual da
Paraiba. O material biolégico foi coletado no municipio de Nova Olinda, no alto sertdo

paraibano, sendo a excicata depositada no herbario da UFPB.

2.2. Animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino) com peso
corporeo variando entre 24-30g, provenientes do laboratdrio de biogenética da Universidade
Estadual da Paraiba. Os animais foram mantidos em caixas individuais de polipropileno, com
tampa-grade, durante o periodo de tratamento, com agua e racdo, ciclo claro/escuro de 12
horas e foram distribuidos em grupos (cada grupo com 3 machos e 3 fémeas) para cada
tratamento.

Foi estabelecido um grupo controle positivo, no qual os animais foram tratados com
ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.) em um volume maximo de 0,1mL para cada 10 g de p.c., € um

grupo controle negativo tratado com agua destilada.
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2.3. Ensaio Mutagénico

Para avaliacdo do potencial mutagénico os animais tratados foram distribuidos em trés
grupos de tratamentos com trés doses do extrato, 2000 mg/kg, 1000 mg/kg, 500 mg/kg p.c.,

via gavage.

2.4. Ensaio antimutagénico

Para a avaliacdo antimutagénica, os animais tratados foram distribuidos em trés grupos
de tratamentos. Utilizamos as mesmas dosagens testadas para a investigagdo da
mutagénicidade (2000 mg, 1000 mg e 500 mg) aplicadas, simultaneamente, com a
ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.), via intraperitoneal, enquanto o extrato foi aplicado por via

gavage.

2.5. Preparacdo das laminas e analise citoldgica

Decorrido 30 horas apds os tratamentos, foi coletado aproximadamente Syl de sangue
(uma gota) para a realizagdo do esfregaco em lamina. Para cada animal duas laminas foram
preparadas e codificadas para analise em teste cego. Apds 24h as laminas foram fixadas no
alcool metilico por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram
coradas com Giemsa, por 15 minutos. O excesso de corante presente nas laminas foi retirado
com agua destilada. As laminas prontas e secas foram entdo armazenadas em geladeira até a
analise citoldgica.

Para a andlise citologica foi utilizado microscopio éptico com aumento de 1000x.
Foram contabilizados 2000 eritrocitos policromaticos por animal para a verificacdo da

frequéncia de células micronucleadas nos diferentes tratamentos realizados.

2.6. Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados foi empregado o teste-t de Student, com p<
0,05 (5 %) para as diferencas estatisticas significativas, com auxilio do programa BioEstat 5.0
no qual para avaliar a atividade mutagénica a frequéncia de eritrécitos policromaticos

micronucleados (PCEMN) dos grupos tratados com extrato foram comparada com o0s
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resultados do grupo controle negativo, e para avaliar a atividade antimutagénica a frequéncia
de PCEMN dos grupos tratados com extrato e ciclofosfamida foram comparadas com o

controle positivo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacédo da Mutagénicidade

Os resultados da avaliagdo do potencial mutagénico do extrato etandlico bruto da T.
inamoena, estdo representados na Tabela 1. De acordo com a andlise estatistica quanto a
frequéncia de microndcleos para a avaliacdo de mutagénicidade, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as médias de cada tratamento (extrato) quando comparadas com

a média do controle negativo.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrdo das
dosagens de 2000, 1000 e 500 mg/kg p. c. do extrato etandlico da Tacinga inamoena.

Tratamento/Concentracdo M1 M2 M3 F1 F2 F3 MédiaxzSD
Controle Positivo 22 21 24 27 19 26 23.1+3.06
Controle negativo 0 3 2 0 4 3 2+1.6

T. inamoena 2000mg/kg p.c 1 3 3 6 1 3 2.8+1.8

T. inamoena 1000mg/kg p.c 2 2 3 3 0 2 2+1

T. inamoena 500mg/kg p.c 1 4 2 4 3 2 2.6+1.10

Controle negativo=Agua destilada; Controle positivo= Ciclofosfamida 50 mg/kg p. c.; SD =
Desvio Padrdo; M= Machos; F= Fémeas; p< 0,05.

Os resultados negativos para mutagénicidade no teste de micronucleo indicam que o
extrato etandlico bruto da T. inamoena ndo induziu danos cromossémicos nos eritrocitos
policromaticos da espécie utilizada no estudo, pois em nenhuma das dosagens testadas 0s
resultados apresentaram significancia, quando comparados com o controle negativo.

A atividade bioldgica das plantas esta interligada aos seus metabolitos secundarios,
gue apresentam estrutura quimica complexa com muitos centros quirais, 0 que confere
variados tipos de compostos bioativos com ac¢do farmacoldgica (AGRA et al., 2007). De acordo
com Silva (2016), o Screening fitoquimico da T. inamoena apresentou resultados positivos

para taninos, flavonoides e alcaloides. Dentre os grupos de metabolitos secundarios, 0s
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flavonoides e os taninos, em geral sdo os que mais apresentam estudos na literatura por
apresentarem diversas atividades biologicas constatadas (SILVA, 2013).

Alcaloides sdo compostos ativos farmacologicamente e predominantemente
encontrados em angiospermas, sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina)
que sdo derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alinfaticos tais como ornitina e lisina
(SILVA, 2014a). Desempenha um papel importante nas defesas quimicas das plantas devido a
vasta variedade de efeitos fisioldgicos que exercem sobre os animais, atuando como repelente
contra herbivoros, por suas atividades antibacterianas, e por serem considerados toxicos aos
insetos (FUMAGALI et al, 2008).

Os flavonoides constituem um grupo de pigmentos vegetais de ampla distribuicdo e
sua presenca nos vegetais pode estar relacionada com fungdes de defesa e de atracdo de
polinizadores. Sdo importantes agentes contra insetos e microrganismos fitopatogénicos,
atuando na defesa natural das plantas como forma de resposta quimica a invasdo de
patdgenos, atuando também na protecdo contra incidéncia de raios ultravioletas e atraindo
animais polinizadores (SILVA, 2014). Segundo Simdes et al (2004) apresentam ainda
atividade antioxidante, antitumoral e antinflamatoria.

Os taninos sao compostos fenolicos caracteristicos pela sua capacidade de complexar
proteinas da pele animal inibindo o processo de putrefacdo. A utilizacdo de plantas ricas em
taninos na medicina popular deve-se principalmente as propriedades adstringentes presentes
nos frutos e produtos de origem vegetal, onde exercem efeito antidiarreico, antisseptico e
impermeabilizante nas camadas mais superficiais da pele e mucosa (SILVA, 2014). Séao
descritos ainda na literatura como possuindo atividade antitumoral (SALEEM et al., 2002),
antimutagénica ( DAUER et al., 2003) e antioxidante (HASLAM, 1996).

Além de serem dentre os metabolitos secundarios 0s que mais apresentam estudos na
literatura, os flavonoides e taninos fazem parte dos compostos fenélicos, compostos estes que
por formarem complexos com proteinas, reduzir a digestabilidade sdo considerados como
antinutricionais (SILVA, 2014 e FRANCA et al., 2010).

Santos, 2006 ao avaliar a mutagénicidade in vivo e in vitro de compostos obtidos de
plantas nativas do cerrado, mostrou que a mutagénicidade observada nos extratos metandlicos
de A. castaneifolia, A. gradulosa, A. triplinervia, Q. multiflora e S. pseudoquina, se deve a
participacdo efetiva dos flavonoides e taninos nos quais os extratos foram enriquecidos.
Possivelmente no extrato da T. inamoena a interagdo entre os flavonoides e taninos com 0s

alcaloides possa ter inibido um possivel potencial mutagénico do extrato
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3.2 Avaliagéo da antimutagénicidade

Os resultados da avaliagdo do potencial antimutagénico do extrato etanodlico bruto da
T. inamoena estdo representados na Tabela 2. De acordo com a analise estatistica quanto a
frequéncia de microndcleos para a avaliagdo de antimutagénicidade, foram encontradas
diferengas significativas entre as médias de cada tratamento (extrato + ciclofosfamida)
quando comparadas com a média do controle positivo, apresentando um percentual de
inibicdo de 35% com base em Espanha (2014) onde percentual de inibicdo = 100 — [(T/M) x
100], em que T é a média da dosagem testada com extrato + ciclofosfamida, e M é a média do
controle positivo. De acordo com Caillet et al. (2011) e GONTIJO et al. (2014), a agéo
antimutagénica é classificada como sendo forte quando o percentual de diminuicdo é maior
que 70%, moderado entre 40% e 70% e neutro menor que 40%, sendo assim considerada a
acdo antimutagénica do extrato etanélico bruto da Tacinga inamoena como sendo neutra, por

apresentar percentual de diminuigdo menor que 40%.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antimutagénica expressa pela média, desvio padrdo das
dosagens de 2000, 1000 e 500 mg/kg p. c. do extrato etandlico da Tacinga inamoena.

Tratamento/Concentracdo M1 M2 M3 F1 F2 F3 MédiaxSD
Controle Positivo 22 21 24 27 19 26 23.1+3.06
Controle negativo 0 3 2 0 4 3 2+1.6

T. inamoena 2000mg/kg p.c 15 13 19 17 17 16 16.1+2.04
T. inamoena 1000mg/kg p.c 19 11 19 14 16 15 15.6+3.07
T. inamoena 500mg/kg p.c 19 18 22 11 12 19 16.8+4.3

Controle negativo=Agua destilada; Controle positivo= Ciclofosfamida 50 mg/kg p. c.; SD =
Desvio Padrdo; M= machos; F= Fémeas; p< 0,05.

Na avaliacdo do potencial antimutagénico, constatou-se que 0 extrato apresentou um
efeito proximo ao limiar considerado como moderado de protecdo frente a utilizacdo de uma
substancia potencialmente mutagénica como a Ciclofosfamida. A antimutagénicidade é um
dos mecanismos de quimioprevencdo do cancer, onde as substancias antimutagénicas podem
interferir no processo de progressdo do cancer direta ou indiretamente (ALMEIDA, 2013).

Boubaker et al (2012), ao analisar os extratos agquoso, metanolico e enriquecido com
flavonoides, da Acacia salicina Lindl, planta rica em taninos, atraveés do teste de Ames
verificou que todos trés apresentaram um potencial antimutagénico dependente da dose, onde

conforme aumentou a dosagem, aumentou também o percentual de inibicéo, principalmente o
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extrato enriquecido com Flavonoides. O que ndo foi possivel detectar no extrato da T.
inamoena, pois mesmo aumentando a dosagem testada, o percentual de inibi¢do, bem como a
média de PCEMN ndo mostraram um aumento significativo.

O estudo realizado por Almeida (2013) com diferentes tipos de flavonoides pelo
ensaio bacteriano de mutacdo reversa (teste de Ames) mostrou em seus resultados uma
atividade antimutagénica de moderada a forte dos flavonoides nas diferentes cepas testadas.

Estudos realizados por Gontijo et al (2014) com extrato aquoso das folhas de Ocimum
gratissimun L., que apresenta em sua composicdo fitoquimica tanto flavonoides quanto
taninos, através do teste Salmonela/microssoma, mostraram atividades antimutagénica
moderada e neutra em diferentes cepas testadas.

Os efeitos dos produtos naturais sdo resultado da interacdo entre 0S compostos
quimicos presentes no extrato com o sistema bioldgico, onde a diferenca na composicao
quimica entre partes de uma mesma planta, momentos distintos de coleta, ambientes de
cultivo diferentes, formas distintas de nutricdo da planta e os sistemas bioldgicos distintos
podem influenciar na auséncia dos efeitos mutagénicos e antimutagénico (DE BONA, 2012 e
GOBBO-NETO & LOPES, 2007). A interacdo entre os compostos do extrato da T. inamoena
podem ter influenciado na atividade antimutagénica do mesmo, tento em vista que 0S

compostos isolados podem ter atividades distintas.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados acima discutidos, o extrato etandlico bruto da Tacinga
inamoena ndo promoveu o0 aumento na frequéncia de eritrocitos micronucleados, indicando
gue o extrato ndo apresenta potencial mutagénico em nenhuma das trés doses testadas, ndo
apresentando também resultados diferencas entre sexos. Contudo, observou-se a ocorréncia de
uma reducdo no ndmero de células micronucleadas mostrando uma possivel atividade
antimutagénica, apesar de ter sido proxima ao limiar considerado moderado para as trés
concentracdes testadas, € um resultado que ndo pode ser ignorado. Nado foi verificado a
relagdo dose resposta nas condi¢cdes experimentais testadas, da mesma forma ndo foi

verificado diferencas significativas nos resultados para os dois sexos.
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