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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE DO EXTRATO HIDRO
ALCOOLICO DAS FOLHAS DE Prosopis juliflora (Sw.) DC. ATRAVES DO TESTE DE
MICRONUCLEQOS EM SANGUE PERIFERICO DE CAMUNDONGOS

Mara Ligia Rodrigues Soares

RESUMO

Prosopis juliflora (Algaroba), € uma planta exética em territério brasileiro, de ampla
distribuicdo na regido semiérida. Devido a adaptabilidade e aos multiplos usos associados, se
faz importante no que diz respeito ao forrageio animal e humano. Além disso, apresenta
propriedades medicinais, que estd por sua vez relacionada aos metabolitos secundarios. No
entanto, se desconhece possivel potencial mutagénico associado como um limitante ao seu
uso indiscriminado. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel potencial
mutagénico do extrato hidroalcoolico da Algaroba nas doses de 2000 mg, 1000 mg e
500mg/kg p.c. através do teste de micronicleo em sangue periférico de camundongos. Os
animais foram distribuidos em cinco grupos, cada grupo formado 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 (teste T de Student - p< 0,05),
ndo houve diferencas significativas entre a frequéncia média de micronucleos nas
concentracBes de 500mg e 1000 mg, quando comparado com a frequéncia média do controle
negativo. Porém, para a dosagem correspondente a 2000mg, observa-se uma frequéncia média
de micronucleos significativamente maior quando comparado com o controle negativo, o que
indica potencial mutagénico. Nao houve diferenca significativa entre a média de micronucleos
e 0 sexo dos animais. Faz-se necessarios maiores estudos tendo em vista resguardar tanto o
uso humano quanto o uso animal de danos no DNA.

Palavras chave: Algaroba. Farmacognosia. Semiarido.

1 INTRODUCAO

Prosopis juliflora (Sw.) DC., popularmente como Algaroba, Algarobeira ou Algarobo,
é uma planta pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Mimosidae. Nativa do territério
peruano espalhou-se por regiGes aridas e semiaridas dos continentes Asiatico, Africano e
Americano (SILVA, 1997). No Brasil, adaptou-se e difundiu-se rapidamente na regido
Nordeste, tendo em vista as caracteristicas climaticas favoraveis, em especial ao déficit
hidrico, que ndo constitui um fator limitante para o desenvolvimento desta espécie. Por volta
da década de 40 do século passado, na busca por alternativas que pudessem mitigar o0s

prejuizos das secas e suas sequelas na regido do Nordeste; modelos, tecnologias e insumos



foram incentivados pelo governo, pondo a Algaroba entdo como uma opgéo econdmica para o
semi-arido (GOMES 1961; AZEVEDO 1982; OLIVEIRA et al. 1999), principalmente pelo
seu potencial de uso no forrageiro animal e madeireiro (RIBASKI 1987; MENDES 1989).

Desde entdo, o uso da Algaroba persiste no Nordeste brasileiro até os dias atuais,
sendo ndo mais aplicado apenas ao forrageio animal. A producdo de carvdo vegetal, alcool,
melaco, apicultura, reflorestamento, jardinagem, sombreamento e direcionado a alimentagéo
humana (PEREZ et a., 1991; VIEIRA et al., 1995; SILVA, 2009), constituem alguns dos
maultiplos usos. Toda essa potencialidade agrega valor econémico e cultural aos povos onde
este recurso vegetal esta inserido e contribui para o desenvolvimento local.

De modo nutricional, é uma importante fonte de carboidratos e proteinas, sendo nos
frutos e sementes a presenca das maiores concentracGes de proteinas, com valores variaveis
34-39 % e entre 7-8% de Oleos. As vagens por sua vez, possuem 13 % de proteina bruta e
apresentam digestibilidade acima de 74 %. Quanto as folhas, de menor palatibilidade, o teor
de proteico € de 18 %, digestibilidade 59 % e tanino 1,9 % (RIBASKI, 2009).

Ainda, a presenca de metabdlitos secundarios com acdo farmacoldgica, como 0s
alcaloides, terpendides, taninos e flavonoides, faz com que esta planta tenha aplicabilidade
medicinal, como no tratamento de infec¢des bacterianas e fungicas, processos inflamatorios e
crescimento de massas tumorais (AHMAD et al., 1988; AHMAD et al., 1989; AQEEL et al.,
1989; BATATINHA, 1997; EL-MERZABANI et al.,, 1979; SHANKARMURTHY,
SIDDIQUI, 1948; KANTHASAMY et al., 1989a; KANTHASAMY et al., 1989a).

Mesmo diante de todo o beneficio que possui a Algaroba para o semiarido brasileiro, é
de extrema importancia a realizacdo de ensaios que avaliem os potenciais riscos associados ao
seu uso, entre eles a mutagenicidade. Logo, considerando que algumas substéncias ativas que
constituem os principios ativos de algumas plantas podem causar efeitos adversos
(ALEXANDRE et al., 2005; ALMEIDA NETO et al., 2005), a avaliacdo de possiveis riscos
potenciais, tratar-se de uma medida cautelar a seguranca do uso popular (ELGORASHI et al.,
2003; ARORA et al., 2005). Considerando-se o potencial a capacidade de inducdo ao
processo mutacional.

O teste de micronucleos consiste em uma técnica citogenética de rapida e eficiente
aplicabilidade, capaz de detectar a acdo de agentes clastogénicos e aneugénicos por meio da
formacdo de micronucleos. Micronucleos sdo definidos como desagregados de cromatina do
nacleo principal da célula, formados pela extrusdo de cromossomos inteiros ou fragmentos

durante a divisdo celular como resultado de mitoses aberrantes (REIS et al., 2004). Estudos



demonstram que o sangue periférico pode ser utilizado de modo satisfatério na deteccdo de
agentes genotoxicos (HAMADA et al., 2001; DERTINGER et al.,, 2006) e a elevada
frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados, atua como marcador bioldgico de
danos genéticos ocasionados por uma prévia exposicao, e pode ser utilizado como indicador
de mutagenicidade. (RIBEIRO, 2003).

A fim de agregar conhecimento a cerca desta planta, tendo em vista sua importancia
ao semiarido brasileiro e o amplo campo a ser explorado através das pesquisas, 0 presente
trabalho tem como objetivo avaliar o possivel potencial mutagénico do extrato hidroalcodlico
da folha de Prosopis juliflora, por meio da analise de eritrécitos policromaticos obtidos pela

coleta de sangue periférico de camundongos.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de Prosopis juliflora foram coletadas no Parque Maria da Luz, situado no
estado da Paraiba, a partir de plantas adultas previamente selecionadas em estado vegetativo.
A coleta foi realizada no més de setembro, no horério das 18h00min. Duas amostras foram
acondicionadas separadamente em sacos de papel tipo Kraft e transportadas para os
laboratorios de Botanica e de Farmacognosia - Universidade Estadual da Paraiba. Apds a
identificacdo boténica e a preparacdo das exsicatas, foi depositado o material vegetal no
Herbario Arruda Camara. Em seguida, o material vegetal foi submetido aos processos de

obtencdo do extrato vegetal no Laborat6rio de Farmacognosia.

2.2 Obtencao do extrato

O extrato hidroalcodlico a 70% da folha de P. juliflora foi preparado a partir da
orientagdo do processo “A” da Farmacopeia Brasileira (DIAS DA SILVA, 1929), adaptado
por Yunes et al., (2000), onde a secagem do material vegetal coletado foi realizada a
temperatura ambiente e completado em estufa a 40°C, sendo acompanhado o peso seco dia a
dia até a obtencdo de um padrdo de umidade de 20%. As folhas secas foram colocadas em
contato com solugdo hidroalcoolica (alcool etilico a 70%) durante uma semana. O extrato
bruto foi concentrado em percolador. Em seguida, foi levado ao evaporador rotativo com
banho maria, para que o mesmo ficasse com a consisténcia pastosa, o que foi obtido. O

mesmo ficou com a consisténcia de pasta e com a coloracdo amarelada. Todo procedimento



foi realizado nos laboratérios do Centro de Ciéncia e Tecnologia, no setor de Quimica da

Universidade Estadual da Paraiba.

2.3 Animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino) com peso
corporeo variando entre 24-30g, provenientes do laboratorio de biogenética da Universidade
Estadual da Paraiba. Durante o tratamento, os animais foram mantidos em caixas individuais
de polipropileno, com &gua e racdo ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Posteriormente, foram distribuidos em grupos (cada grupo com 3 machos e 3 fémeas) para

realizacdo do tratamento teste.

2.4 Ensaio mutagénico

Para avaliacdo do potencial mutagénico os animais foram distribuidos em cinco
grupos de tratamentos. Cada grupo foi constituido de trés machos e trés fémea. Trés grupos
foram tratados via gavage, com trés concentrac@es do extrato: 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000
mg/kg de peso corpdreo. E dois formara os grupos controle positivo e negativos. No controle
positivo, os animais foram tratados com 50 mg/kg de peso corporeo de ciclofosfamida via
intraperitonial,. Para o controle negativo, os animais foram tratados com &gua destilada via
gavage. Para todos os animais observou-se 0 volume maximo de 0,1mL para cada 10 g de

peso corporeo.

2.5 Preparacéo das laminas

Trinta horas ap6s o tratamento, foi coletado aproximadamente 5ul de sangue (uma
gota) via puncdo caudal, para a confeccdo do esfregaco sanguineo. As laminas foram feitas
em duplicata para cada animal, sendo que cada uma foi devidamente codificada para analise
em teste cego. Apos 24h, as laminas foram fixadas no &lcool metilico por 10 minutos e secas a
temperatura ambiente. A coloracdo foi feita com Giemsa, durante 15 minutos. Para retirar o
excesso de corante presente nas laminas, as mesmas foram lavadas com agua destilada. As

laminas prontas e secas foram entdo armazenadas em geladeira até a analise citoldgica.

2.6 Analises
Para a anélise citoldgica foi utilizado microscépio 6ptico com aumento de 1000x.

Foram contabilizados 2000 eritrocitos policromaticos por animal para a verificacdo da



frequéncia de células micronucleadas nos diferentes tratamentos realizados. O protocolo
adotado para a realizacdo dos ensaios foi descrito por Hayashi et al., (1994). A partir dos
resultados foi empregado o teste-T de Student, com nivel de significancia de 5% (p > 0,05),
para as diferengas estatisticas significativas (Software Excel 2010). A determinacdo da
mutagenicidade foi realizada comparando-se a frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados dos grupos tratados com extrato com os resultados do grupo controle

negativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mutagenicidade estd ligada a capacidade que algumas substancias possuem em
induzir mutagcbes ao DNA (RIBEIRO et al., 2003). Muitos trabalhos tém relacionado a
ingestdo de determinados compostos alimenticios, mesmo que naturais, com a inducdo aos
eventos mutacionais, sendo estes ligados ao desenvolvimento de cancer (ANTUNES;
ARAUJO, 2000) na ordem de até um terco de todos os canceres humanos (AMES, 1983;
RENNER, 1990).

No contexto da avaliacdo de sustancias potencialmente nocivas a saude humana, o
teste de microndcleos e sua detec¢do de danos irreparaveis ao DNA (HEUSER et al, 2002) é
um método avaliativo dos mais simples, rapidos e precisos a ser realizados e contribui
substancialmente para a reducdo dos riscos a populacao, seja pelo consumo direto por meio da
alimentacdo de origem animal (HOEBEE, STOPPELAAR, 1996; ZUCCHI et al, 2004).
Estudos toxicoldgicos avaliando o perfil de compostos quimicos provenientes de plantas
ainda sdo limitados tendo em vista a enorme biodiversidade vegetal, e desta forma, os efeitos
adversos associados também ndo sao suficientemente conhecidos (ELGORASHI et al., 2003).

Os resultados da investigacdo do potencial mutagénico de Prosopolis juliflora estdo
abaixo representados (TAB 1). De acordo com a analise estatistica dos dados, verificou-se que
ndo houve diferencas significativas entre a frequéncia média das doses de extrato
correspondente a 500mg e 1000 mg/kg.pc., quando comparadas com a frequéncia média do
controle negativo, ndo indicando mutagenicidade. Porém para dosagem testada
correspondente a 2000mg, observa-se uma frequéncia média de micronucleos maior, que
diferiu significativamente quando comparado com o controle negativo, o que indica potencial
mutagénico. O efeito mutagénico de substancias vegetais apenas em concentracbes mais

elevadas ja foi verificado em avaliacdo de mutagenicidade com outros vegetais, como a
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Turnera ulmifolia (SILVA; MOURA; NETO, 2015) e a Jatropha gossypiifolia (SENES-
LOPES; GUTERRES, 2012).

O gréfico 1 revela um discreto aumento na frequéncia de micronucleos entre fémeas.
Contudo, nédo foi observada diferenca estatisticamente significativa. As diferencgas entre as
frequéncias de micronlicleos entre os sexos dos animais, ndo foram distintas
significativamente, sendo a quantidade de micronucleos semelhante entre os machos e as
fémeas. Este é um importante indice avaliativo, uma vez que, em camundongos, algumas
substancias possuem um mecanismo de interacdo diferencial de acordo com o sexo (MALUF,
1994) (Gréfico 1).

Tabela 1 - Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrdo das dosagens de 2000 mg/kg
p. c., 1000 mg/kg p. c. e 500 mg/kg p. c. de Prosopis juliflora

Tratamento/Concentracédo 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 2.00£1.67

Prosopis juliflora 2000mg/kg p.c 7 6 3 8 6 8 6.33+£1.86
Prosopis juliflora 1000mg/kg p.c 4 5 3 7 2 6 4.50£1.87
Prosopis juliflora 500mg/kg p.c 7 4 2 4 6 4 4.50+1.76

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

Grafico 1 — Gréfico de barras em representacdo das diferencas médias de microntcleos entre machos e fémeas
em cada grupo controle.

25 ® Machos
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A atividade bioldgica das plantas esté ligada a producdo de metabdlitos secundarios,
compostos bioativos responsaveis pela acdo farmacoldgica (AGRA et al., 2007). A literatura
aponta diversos metabolitos secundarios produzidos por esta espécie vegetal, tais como:
alcaloides (AHMAD et al., 1989 a; AHMAD et al., 1991) flavonéides (SHUKLA et al., 1980;
SHUKLA; MISRA, 1981; VAJPEYI; MISRA, 1981; MALHOTRA; MISRA, 1983 a,b),
terpendides (AHMAD; SULTANA, 1989; EL-SKHAWY et al., 1991) e taninos
(MALHOTA; MISRA, 1981 a, b; MALHOTA; MISRA, 1983 b,c). Os alcaloides sdo 0s
principais ativos de Prosopis juliflora, sendo produzidos alcaloides da classe dos
piperidinicos (CUNHA, 2012). Estudos realizados tanto com extratos brutos quanto com
alcaldides isolados, atribuem a este vegetal atividades benéficas tais como: antibacteriana
(SHANKARMURTHY, SIDDIQUI, 1948; AHMAD et al., 1988; AQEEL et al., 1989;
KANTHASAMY et al., 1989a), antifungica (AHMAD et al., 1989; KANTHASAMY et al.,
1989a), anti-inflamatéria (AHMAD et al., 1989), antiespasmodica (DHAWAN et al., 1977) e
antitumoral contra células epiteliais humanas (HeLa), tumor hepatico humano (HepG2) e duas
linhagens de fibroblastos, F26 e F57, (EL-MERZABANI et al., 1979; BATATINHA, 1997).

No entanto, uma série de outros estudos apontam para atividades hemolitica
(KANDASAMY et al., 1989b), hipotérmica (DRAWAN et al., 1977) e inibidora de tripsina
(GIRAL et al., 1978); maleficios como: atividade teratogénica (MEDEIROS et al., 2014) e
toxica, exibindo-se na forma de mortalidade e distdrbios neurolégicos (TABOSA et al.,
2000a; TABOSA et al., 2000b; QUINTANS JUNIOR; 2004). Estes distlrbios neurol6gicos
sdo ocasionados pela degeneracdo de alguns nucleos dos nervos cranianos, manifestando a
“cara torta” em bovinos e caprinos alimentados com ragdes contendo 60-90% de vagens de
Prosopis juliflora, especialmente ap6s exposi¢do prolongada (> 210 dias) (TABOSA et al.
2000a), justamente o que ocorre quando este € oferecido durante condi¢cbes extremas de seca
sendo, muitas vezes, o0 Unico sustento para o animal.

A doenga chamada “cara torta”, popularmente conhecida devido ao desvio lateral da
cabeca realizado pelo animal para manter o alimento na cavidade oral, vem sendo relatada na
literatura desde 1981 (FIGUEIREDO et al., 1995; DANTAS, 1996), nos Estados Unidos
(DOLLAHITE et al., 1957), Peru (BACA, 1967) e no Brasil. Caracteriza-se por alteracdes
neuro-musculares, como emagrecimento, atrofia muscular do masseter, espongiose e gliose
(FIGUEIREDO et al., 1995). Embora a juliprosopina, o principal constituinte fitoquimico da
ordem dos alcaloides seja associada com o efeito tdxico, é sugestivo que a combinacdo de


http://sedici.unlp.edu.ar/discover?fq=author_filter%3Aquintans/+junior%2C/+lucindo/+jose/|/|/|Quintans/+Junior%2C/+Lucindo/+Jose
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vérios alcaloides, presentes na forma in nature seria ainda mais maléfico devido ao
sinergismo entre substancias constituintes da planta (TABOSA et al., 2000).

Biologicamente, os alcaloides desempenham um papel importante nas defesas
quimicas das plantas devido aos efeitos fisiolégicos que exercem sobre os animais, atuando
principalmente contra a herbivoria (FUMAGALI et al, 2008). Ao interagir com sistemas
bioldgicos, ndo h& completa elucidacdo dos possiveis efeitos de fragdes isoladas ou
combinadas diante da vasta flora associada aos diversos usos humano. Aos flavonoides,
terpenos e taninos, sdo atribuidas outras funcdes fisioldgicas, mas quanto as suas acoes
farmacol6gicas em Prosopis juliflora, pouco é desenvolvido pela ja sabida acdo dos
alcaloides. Mesmo em vista a potencialidade econdmica da introducdo da Algaroba em
territério brasileiro, principalmente o Nordeste do pais onde cresce o sistema agropastoril,
esta expansdo esconde uma grande problematica, relacionada a invasdo bioldgica e suas
consequéncias, uma vez que esta espécie € uma exdética com grande potencial invasivo
(PEGADO et al., 2006; ANDRADE et al., 2008), alterando fortemente a composicao,
estrutura e a diversidade da Caatinga (ANDRADE et al., 2009).

Desta forma, o presente estudo, ao verificar mutagenicidade de Prosopis juliflora em
grandes concentragdes, propde um uso cautelar, tendo em vista a seguranga do uso popular
(ELGORASHI et al., 2003; ARORA et al., 2005), considerando-se a capacidade de inducdo
ao processo mutacional, e que este esta diretamente relacionado com o surgimento de cancer.
Ressaltamos ainda que, os resultados de teste de produtos naturais refletem a interacéo entre
0S compostos quimicos presentes no extrato com o sistema bioldgico, passivel de alteracdes
quando avaliamos a composi¢cdo quimica entre diferentes partes de uma mesma planta,
estacdes do ano e horério do dia de coleta distintos, o ambiente de cultivo, o solo e a nutrigdo
da planta, influenciando a presenca ou a auséncia de efeitos mutagénicos e antimutagénico
(DE BONA, 2012; GOBBO-NETO & LOPES, 200

4 CONCLUSAO

De acordo com resultados acima discutidos, o extrato alcoolico de Prosopis juliflora
apresentou potencial mutagénico apenas na maior dose testada e ndo houve relacdo entre a
mutagenicidade e o sexo dos animais. A presenca de alcaloides toxicos, conforme reportado
pela literatura, em sinergismos com outros metaboélitos secundarios e substancias podem, em

potencial, serem responsaveis pelo grau de mutagenicidade encontrado. Contudo, sdo
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necessarios estudos com fragdes isoladas dos metabolitos secundarios constituintes do vegetal

tendo em vista resguardar tanto o uso humano quanto animal de danos ao DNA.

EVALUATION OF THE MUTAGENIC POTENTIAL OF Prosopis juliflora DC. (SW.)
THROUGH THE TEST OF MICRONUCCESSES IN PERIPHERAL BLOOD OF MICE

ABSTRACT

Prosopis juliflora (Algaroba), is an exotic plant in Brazilian territory, widely distributed in the
semi-arid region. Due to the adaptability and the multiple associated uses, it becomes
important with regard to animal and human foraging. In addition, it has medicinal properties,
which are in turn related to secondary metabolites. However, it is not known possible
associated mutagenic potential as a limiting to its indiscriminate use. In view of this, the
objective of this study was to evaluate the possible mutagenic potential of the hydroalcoholic
extract of Algaroba at doses of 2000 mg, 1000 mg and 500 mg / kg p.c. through the
micronucleus test in peripheral blood of mice. The animals were divided into five groups,
each group consisting of three males and three females for each treatment dosage. A positive
control group was established in which the animals were treated with cyclophosphamide (50
mg / kg b.w.), and a negative control group treated with water. According to the statistical
analysis (Student's t test - p<0.05), there were no significant differences between the mean
frequency of micronuclei in the extract corresponding to 500mg and 1000mg, when compared
with the mean frequency of the negative control. However, for the dosage corresponding to
2000 myg, a significantly higher mean micronucleus frequency is observed when compared to
the negative control, which indicates a mutagenic potential. There was no significant
difference between the mean micronuclei and the sex of the animals. Further studies are
needed to safeguard both human and animal use of DNA damage.

Keywords: Algaroba. Pharmacognosy. Semi-arid.
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