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AVALIA(;AO DO POSSIVEL POTENCIAL MUTAGENICO DO EXTRATO
ETANOLICO DA FOLHA DE Capsicum frutescens L. ATRAVES DO TESTE DE
MICRONUCLEO

EVALUATION OF THE POSSIBLE MUTAGENIC POTENTIAL OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF THE LEAF OF Capsicum frutescens L. THROUGH THE
MICRONICLEUS TEST

Jéssica de Lima Trajano’
RESUMO

O uso de plantas medicinais como importante recurso terapéutico € uma pratica antiga
€ que mesmo assim vem sendo utilizada até os dias atuais, no entanto a populacéo
nao costuma saber aspectos cientificos das plantas que utilizam, por serem produtos
naturais e entenderem que n&o trara nenhum maleficio ao organismo. A Capsicum
frutescens L conhecida popularmente, como pimenta malagueta € bastante usada
tanto como condimentar como também para fins medicinais, assim como os frutos as
folhas sao bastante usadas em afecg¢des de pele, doengas respiratérias entre outras.
Este estudo foi realizado no objetivo de avaliar o possivel potencial mutagénico do
extrato etandlico de pimenta malagueta nas doses de 500mg, 1000mg e 2000mg/kg
por peso corpoéreo (p.c.) através do teste de micronucleo em sangue periférico de
camundongos. Os animais foram distribuidos em cinco grupos, cada grupo formado
por trés machos e trés fémeas recebendo respectivas dosagens de tratamento via
gavage. Foi estabelecido um grupo controle positivo tratados com ciclofosfamida
(50mg/kg p.c.) via intraperitoneal e um grupo de controle negativo tratado com agua
destilada via gavage. Apés 30horas, foi realizado coleta sanguinea via puncao caudal
para o esfregaco e preparo das laminas, que foram coradas com Giemsa para
contagem de 2000 eritrécitos policromaticos/lamina analisados em microscopia
Optica. Constatou-se que nao houve aumento significativo na média de micronucleos
apo6s a aplicacéo do extrato, comparado com o controle negativo, além disso n&o
houve diferenca significativa entre a média de micronucleos e o sexo dos animais.

Palavras-chave: Pimenta malagueta. Plantas medicinais. Teste de micronucleo.
ABSTRACT

The use of medicinal plants as an important therapeutic resource is an old practice that
has been used until nowadays. However, the population is not used to knowing the
scientific aspects of the plants they use, because they are natural products and
understand that they will not bring any harm to the organism. The Capsicum frutescens
L, popularly known as malagueta pepper, is widely used both as a condiment and for
medicinal purposes. This study was performed in order to evaluate the possible
mutagenic potential of the ethanolic extract of chili pepper at doses of 500mg, 1000mg
and 2000mg/kg per body weight (b.w.) through the micronucleus test in peripheral
blood of mice. The animals were distributed into five groups, each group formed by
three males and three females receiving respective treatment dosages via gavage. A
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positive control group was established, treated with intraperitoneal cyclophosphamide
(50mg/kg p.c.) and a negative control group treated with distilled water via gavage.
After 30 hours, blood was collected via caudal puncture for smear and preparation of
slides, which were stained with Giemsa to count 2000 polychromatic erythrocytes per
slide and analyzed under light microscopy. It was found that there was no significant
increase in the mean number of micronuclei after the application of the extract,
compared to the negative control, besides that there was no significant difference
between the mean number of micronuclei and the sex of the animals.

Keywords: Chilli pepper. Medicinal plants. Micronucleus test.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade no tratamento de doencas &
uma pratica frequente desde as antigas civiliza¢cdes até a atualidade, fundamentada
no conhecimento popular transmitido através das geracgdes, tendo grande importancia
no aspecto medicinal, como também cultural. (SILVA et. al., 2010). Além do fator
cultural, o uso de plantas medicinais € amplo devido ao baixo custo e a facilidade de
acesso da populacao, onde grande parte das plantas sdo naturalmente encontradas
em feiras livres ou até mesmo de cultivo domiciliar.

Nota-se uma propensdo ao uso de plantas medicinais, por entender que as
mesmas por serem nhaturais ndo trardo danos a salde e nem tampouco possuem
toxicidade. Entretanto, ndo podemos afirmar isso, uma vez que existe muitas dessas
plantas utilizadas na medicina popular que possuem propriedades prejudiciais para o
organismo humano, e sao dotadas de compostos téxicos, e que consequentemente
podem levar a quadros de intoxicacdo (FRANCA, et al., 2008). O uso mais frequente
de plantas medicinais aumenta a comercializacdo baseada em propagandas, que
prometem “beneficios seguros”, ja que vem de fonte natural, no entanto, muitas das
vezes as supostas propriedades farmacoldgicas apresentadas ndo possuem suporte
cientifico, por ndo terem sido investigadas e nem comprovadas cientificamente
(JUNIOR; PINTO, 2005).

Capsicum frutescens L. conhecida popularmente como pimenta malagueta,
pertence a familia Solaneacea que inclui as pimentas e pimentfes, € originario da
Ameérica Central e do Sul, como também em outras regides tropicais como a Asia,
Africa, e ilhas do Pacifico. (PORTO; SILVA, 2012). S&o plantas constante e de
maturacao tardia, variam sua altura de 1,5-2,0m, cujas as caracteristicas foram dadas
como espécies arbustivas, corola branco-esverdeado, anteras purpuras a azul,
podendo ser algumas vezes amarelas; fruto imaturo diversificando entre verde a
branco amarelado e quando maduro varia de vermelho a laranja escuro (BOSLAND;
VOTAVA, 1999). Possuem também um fruto como uma baga, com estrutura oca e
formato semelhante ao de uma capsula, com folhas maleaveis e mais largas (COSTA;
HEINZ, 2007).

A C. frutescens vem sendo utilizada para tratamento de diversas enfermidades
e essa pode ter sido a sua primeira fungéo, antecedendo os demais usos, até mesmo
o condimentar (BOSLAND; VOTAVA, 2000).

Segundo Castiglione (1947), o0s povos americanos pré-colombianos
comentavam sobre a utilizacao das propriedades antiblenorragica que essas plantas
continham. Os indios na Colémbia, ja fazia o uso no tratamento de picadas de cobras
(OTERO et al., 2000). Os maias e 0s astecas usavam em misturas feitas com milho



para cura de resfriados e também no uso em queimaduras ou tratamento de doencas
respiratérias (CICHEWICZ; THORPE, 1996; BOSLAND; VOTAVA, 2000). No Brasil,
alguns estudos mostram que o uso do género Capsicum de forma medicinal acontece
desde os povos antigos até hoje, e em sua grande maioria é para tratamento de
manchas na pele (PORTO; SILVA, 2012)

Tanto os frutos, quanto as folhas s&o utilizadas para diversos tratamentos, tidas
como afeccbes da pele, entre outras, os alcaloides contidos nas folhas, embora nao
seja da mesma quantidade que possui no fruto, possuem grandes valores terapéuticos
como em antibidticos, estimulantes, entre outros (MOLINA-TORRES, 1999;
BOSLAND;VOTAVA, 2000)

A Capsicum frutescens L. demonstra ter um potencial antioxidante e
antimicrobiano, que €é caracteristico do género Capsicum L. que possuem coloracdo
e pungéncia iguais, isso é dado a presenca de capsaicindides e capsnoides que sao
produzidos em seu metabolismo secundario e possuem diversos efeitos
farmacoldgicos e fisioldgicos (BONTEMPO, 2007). Em teste fitoquimicos realizados,
foram identificados no extrato da folha de C.frutescens, a existéncia de flavonoides,
flavona, xantona, saponins e esteroides livres (FREIRE et al., 2015). Onde os
flavonoides sdo compostos com atividades potencialmente exploraveis (MACHADO,
2008).

A toxicidade é relacionada com a composi¢cao quimica, comprovagao e agao
bioldgica de substancias toxicas, o nivel de toxicidade de uma substancia pode ser
atribuido a capacidade de causar danos graves ao organismo (BARROS; DAVINO,
2008). As condicdes de exposicdo a que o ser humano esta sujeito, seja em relacéo
a sua via de administracao, tempo e frequéncia de exposic¢do, sédo os fatores que mais
interferem na toxicidade ao organismo mesmo ele sendo encontrado no interior das
células, ndo esta livre de sofrer diversas alteracdes e mutacdes (RABELLO - GAY,
1991)

A mutacdo € definida por alteracbes que podem causar mudancas no
material genético (DNA) dos organismos vivos, algumas ocorrem de forma
espontanea, outras ocorrem através de fontes presentes no ambiente, seja de forma
intencional aplicada em laboratério ou contida em algum agente no dia a dia.
(GRIFFITHS, 2009).

Substancias consideradas como mutagénicas podem causar danos as células
de um organismo que estdo frequentemente em contato, estes danos podem ser
induzidos, causada por agentes fisicos, agentes quimicos ou bioldgicos, estes
agentes por sua vez afetam varios processos celulares como duplicacdo génica,
transcricdo ou alteragdes cromossOmicas que podem levar a um processo canceroso
e também a apoptose, essas substancias que causam esses tipos de danos séo
conhecidas como genotoxicas (SILVA, 2014 ; COSTA; MENK, 2000).

Um dos testes realizados para se identificar ocorréncia de atividades
mutagénicas é o teste de micronucleo (MN) em mamiferos in vivo ele é utilizado para
a identificacdo de possiveis danos induzidos, que por sua vez consiste em uma
contagem de microndcleos que aparece em eritrocitos policromaticos, que estdo em
estagio intermediario de desenvolvimento. O micronlcleo tem uma estrutura
arredondada e é separado do nuacleo principal de uma célula, formados por
cromossomos ou fragmentos cromossdmicos que ndo sao incluidos no nucleo
principal, durante a mitose (RIBEIRO, et al., 2003; RAMIREZ; SADANHA, 2002).

A necessidade do aumento do conhecimento relacionado ao uso de plantas
medicinais e os efeitos que podem causar, objetivou o presente estudo com a
finalidade de verificar o possivel potencial mutagénico do extrato etandlico obtido das



folhas de Capsicum frutescens, visto sua grande utilizagéo pela populagdo de forma
medicinal.

2 METODOLOGIA

2.1 Material Vegetal

O extrato das folhas de Capsicum frutescens L. foi produzido e cedido pela
equipe do Prof. Délcio de Castro Felismino, na Universidade Estadual da Paraiba-
UEPB.

As folhas foram fornecidas por raizeiros que comercializam plantas medicinais
na feira livre da cidade de Campina Grande, Paraiba, sendo o material vegetal obtido
de plantas adultas, devidamente selecionadas, baseando-se nas caracteristicas
boténicas e fitossanitarias. O material vegetal foi submetido a secagem e a moagem,
em seguida, foi obtido o extrato etandlico a 96% através do método de maceracéo a
frio. Posteriormente, o extrato foi submetido a rotaevaporagédo. Apos 0 processo, foi
obtido o extrato etandlico concentrado, o qual foi submetido a andlise de
mutagenicidade.

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus (Swiss albino) com
0 peso corpéreo variando entre 24+2 gramas, procedentes do laboratério de
biogenética, localizado no Complexo Trés Marias na Universidade Estadual da
Paraiba. Os animais foram acondicionados em caixas individuais de polipropileno,
com tampa-grade, durante o periodo necessario do tratamento, com suporte de agua
e racao ad libitun, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 25°C. Os
camundongos foram distribuidos em grupos (sendo cada grupo composto por 3
machos e 3 fémeas) para cada tratamento realizado, com administracdo via gavage.

2.3 Controles

O grupo controle positivo, foi tratado via intraperitoneal com ciclofosfamida, na
dosagem 50mg/kg de peso corpdéreo, volume maximo de 0,1mL para cada 10g de p.c.
O grupo de controle negativo foi tratado via gavage com aplicacdo de agua destilada
em um volume de 0,1mL/10 g/p.c

2.4 Ensaio Mutagénico

Para a avaliacado do possivel potencial mutagénico, trés grupos receberam via
gavage, doses do extrato diluido com agua destilada nas seguintes concentragoes:
2000mg/kg, 1000mg/kg e 500mg/kg.
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2.5 Obtencéo de sangue e preparacao das laminas

Passado 30 horas apés a realizacdo dos tratamentos, foi coletado
aproximadamente 5uL (uma gota) de sangue dos animais por puncéo da veia caudal.
Para realizagcdo do esfregaco. Cada animal teve duas laminas preparadas e
posteriormente codificada aleatoriamente para analise em teste cego. Apés 24h, as
laminas foram fixadas no alcool metilico por 10min e em seguida passaram por
secagem a temperatura ambiente. Apds a secagem, as laminas foram coradas com
Giemsa por 15min e lavadas com agua destilada para retirada do excesso do corante.
As laminas prontas e secas ficaram armazenadas na geladeira até o instante da
analise citologica.

2.6 Andlise citologica

As andlises citologicas foram realizadas por meio de microscopia éptica com
aumento de 1000x. Foi feita a analise de 2000 eritrcitos policromaticos (PCE) por
animal, ocorrendo assim a verificacdo da frequéncia de células micronucleadas nos
diferentes tratamentos realizados.

2.7 Andlise estatistica

Nas andlises estatisticas dos resultados foi utilizado o teste-t de Student com
p<0,05 (5%) para as diferencas estatisticas significativas, com auxilio do programa
BioEstat 5.0. Para avaliacdo do possivel potencial mutagénico foi realizado uma
comparacao entre a média de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMNS) de
cada grupo de tratamento via extrato, com a média do controle negativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados que foram obtidos ap6s a avaliacdo do possivel potencial
mutagénico do extrato etandlico de Capsicum frutescens estdo apresentadas na
Tabela 1 e figura 1. De acordo com as analises estatisticas (empregando p <0,05) dos
resultados, foi visto que ndo houve diferencas significativas entre a frequéncia média
de cada dose do extrato (2000mg, 1000mg e 500mg) em comparacdo com a
frequéncia média do controle negativo.

Tabela 1 - Avaliacdo do potencial mutagénico da atividade do extrato etandlico de
Capsicum frustescens.
Tratamento/concentracdo M1 M2 M3 Fl1 F2 F3 Média+ SD

Controle Positivo 19 21 19 25 22 24 21,6 +2,92
Controle Negativo 3 3 5 4 3 5 3,83+0,98
C. frutescens 500mg/kg/p.c 1 2 3 3 2 2 2,16+0,75
C. frutescens 1000mg/kg/p.c 5 3 4 4 5 4 4,16+0,75
C. frutescens 2000mg/kg/p.c 6 5 7 4 5 6 5,5+1,04

Controle negativo = Agua destilada; Controle positivo = ciclofosfamida 50mg/kg p.c.; SD= Desvio
Padrao; M= machos, F= fémeas; p <0,05
Fonte: Elaborada pelo autor, 2021
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Os resultados negativos para o possivel efeito mutagénico no teste de
micronucleo indicam que o extrato etandlico de Capsicum frustescens nao induziu
danos cromossdmicos nos eritrocitos policromaticos da espécie utilizada no estudo,
pois nenhuma das dosagens testadas o0s resultados apresentaram significancia,
guando comparadas com o controle negativo.

A figura 1 apresenta os resultados obtidos a partir da avalicdo do possivel
potencial mutagénico de Capsicum frustescens, com a representacdo da meédia de
micronucleos encontrado por cada concentracdo, em comparacdo com a meédia do
grupo de controle negativo. Observa-se que a maior concentracdo (2000mg/kg p.c.)
foi a que apresentou maior média de microndcleos, porém, tanto ela como a
concentracdo menor (500mg/kg p.c.) ndo apresentaram resultados significativos
guando comparadas ao controle negativo.

Figura 1: Média de micronudcleos encontradas na contagem de 2000 PCE por
dosagem de Capsicum frutescens

Avaliagao do possivel potencial mutagénico
25
216
20
15
10
55
383 4,16
5 . -2 i

0

Controle Controle Capsicum Capsicum Capsicum

Positivo Negativo frutescens frutescens frutescens

500mg/kg p.c. 1000mg/kg 2000mg/kg

p.c. p.c.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

A figura 2 apresenta os resultados obtidos a partir da concentragdo da média
de micronucleos por sexos, visto que essa compara¢ao ocorreu com animais dentro
do mesmo grupo, para que desta maneira analisarmos se o sexo foi um fator relevante
para a inducdo de células micronucleadas. Conforme os resultados estatisticos,
novamente empregando p < 0,05 n&o foi encontrado significancia nas médias entre
machos e fémeas, apontando que néo foi encontrado nenhuma diferenca significativa
na quantidade de micronucleos entre 0s sexos.
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Figura 2- Média de micronucleos encontrados por sexo na contagem de 2000 PCE

por dosagem de Capsicum frutescens.

6
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4 4 4,3
3,6
2,3
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frutescens frutescens frutescens
500mg/kg p.c. 1000mg/kg p.c. 2000mg/kg p.c.
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w
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=
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

Plantas aplicadas para fins terapéuticos possuem Varios compostos
farmacolégicos ativos que atuam no organismo, no qual muitas dessas substancias
podem acarretar efeitos mutagénicos ndo esperados, podendo causar danos
irreversiveis (BRANDAO, 2010). Dessa forma se faz necessario investigar a natureza
desses compostos, para se conhecer seu real potencial terapéutico, sua toxicidade e
para elaboracdo de método adequado do seu uso (PERON, 2008). O conhecimento
da populacédo sobre o uso de plantas medicinais é a ligacao entre novas descoberta e
uma terapéutica segura.

Nas variedades de Capsicum sdo encontrados variados tipos de compostos
fendlicos, entre eles estéo os flavonoides, que séo reconhecidos por possuirem efeitos
benéficos a saude humana (BAE et al., 2012). Também possuem algumas
substancias como alcaloides e taninos (JUNIOR, 2018). Segundo Silva (2013), nesses
grupos de metabdlitos secundarios, os que mais sdo encontrados em estudos nas
literaturas sdo os flavonoides e os taninos, por estarem em grande quantidade nas
plantas, gracas a sua alta capacidade antioxidante.

Os flavonoides comp&em uma ampla classe de substancias de origem natural
gue compreende uma variedade importante de pigmentos encontrados de modo
frequente na natureza, exclusivamente dos vegetais (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).
O composto possui uma grande acdo antioxidante que ajuda na prevencédo de
doencas, onde essa acdo confere uma 6tima possibilidades para o uso de vegetais
no tratamento do cancer e doencas cardiovasculares (BEHLING et al., 2004). Vegetais
que possuem flavonoides e fendis em sua composicdo quimica sdo de grande
interesse para as industrias farmacoldgicas, devido a suas atividades antioxidantes
que é efetiva em diversas doencas (VIEIRA et al.,2015).

Os taninos possuem capacidade de se combinarem com as macromoléculas,
como proteinas e o DNA, ocorrendo essa ligacdo, provavelmente, através de pontes
de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e certos sitios das proteinas,
conferindo assim uma duradoura estabilidade a essas substancias
(MONTEIRO,2005). A aplicacéo de plantas ricas em taninos na medicina popular



13

deve-se essencialmente as suas propriedades adstringentes presentes em produtos
de origem vegetal, que exercem o efeito antidiarreico, antisséptico e
impermeabilizante nas camadas mais exposta da pele e da mucosa (SILVA,2014).
Estudos sobre a sua atividade bioldégicas demonstram que possuem acdo contra
determinados microrganismos, como agentes carcinogénicos e causadores de
toxicidade de doencas hepéticas (MONTEIRO, 2005).

Segundo Barduzzi (2011) as pimentas possuem um valor nutricional
consideravelmente alto, pois possuem uma substancia chamada capsaicina, que €
responsavel pela pungéncia dos frutos, rica em vitamina A, B1, B2, C, E e PP. A
capsaicina apresenta propriedades medicinais evidenciadas, atua como cicatrizantes
, antioxidante, bactericida, ajuda na dissolucdo de coagulos sanguineos, controla
colesterol, evita hemorragias, aumenta o gasto caldrico e estimula a liberacdo de
endorfina (DUTRA et al., 2010).

Alguns fatores podem contribuir nos efeitos que sado causados pelos vegetais,
como quando avaliamos a composicao quimica entre diferentes partes de uma mesma
planta, condi¢des climaticas, hora e dia de coletas distintos, solos, a nutricdo da planta
influenciando na presenca ou auséncia de efeitos mutagénicos e antimutagénico
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Santos (2006), em um estudo realizado com a finalidade de avaliar o potencial
mutagénico in vivo e in vitro de compostos obtidos de extrato metandlicos de plantas
do Cerrado, mostrou que a mutagénicidade demonstrada com o0s extratos de A.
gradulosa, A. triplinervia, Q. multiflora, e S. pseudoquina, foi devido a presenca da
grande quantidade de flavonoides e taninos. A Capsicum frustescens em sua
composicdo apresenta flavonoides, taninos e alcaloides pertencentes ao grupo dos
capsaicinoides, em especial a capsaicina, possivelmente na interacdo entre esses
compostos possa ter inibido um possivel potencial mutagénico do extrato nas
dosagens testadas.

4 CONCLUSAO

Levando em consideracdo o que se foi observado, mesmo o extrato etanolico
da folha da pimenta malagueta ndo induzindo aumento significativo na frequéncia de
micronucleos, ainda assim se faz necessario o cuidado com a utilizacdo de plantas
medicinais para a salude da populacdo humana, sabendo que diversos fatores podem
influenciar a acdo dos principios ativos dos vegetais.

Por isso a realizacdo de novos estudos é de estrema importancia, pois
possibilitam a eliminacdo de ddvidas sobre tais plantas que sdo tdo normalmente
utilizadas na medicina popular, evitando que ocorra riscos de adquirir danos a saude
decorrente desse uso sem conhecimento. Além disso, podem ser realizados novos
testes a fim de aumentar informacdes acerca do vegetal, podendo serem feitos com a
utilizacado de outras partes da planta, outra forma de extrato, seja de forma bruta,
fracbes ou compostos isolados, como também gerar novos resultados para que
possam ser comparados.
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