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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DO EXTRATO ETANOLICO DE
JATOBA (Hymenaea courbaril L.) ATRAVES DO TESTE DE MICRONUCLEO EM
SANGUE PERIFERICO DE CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER
HETEROGENICO

Vitéria Dayse Alves Fernandes ?!
RESUMO

A medicina popular faz uso das plantas medicinais para o tratamento de
enfermidades, como processos inflamatdrios e infecciosos, e isso gera o consumo
desordenado desses fitoterapicos pela populagéo, que ndo reconhece os seus efeitos
adversos. A Hymenaea Courbaril L. (Jatobd), pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosae), possui abrangéncia em sua distribuicdo geografica e costuma ser
muito utilizada como fonte terapéutica para varias enfermidades com efeito vermifugo,
antimicrobiano e antioxidante, por exemplo. Visto que essa é uma planta com
propriedades terapéuticas, a necessidade de estudar e garantir a sua seguranca
toxicogenética para a populacdo consumidora surge e um dos bioensaios
responsdaveis por este feito € o teste de micronucleo, um teste importante devido a
sua rapidez na realizacdo experimental e a sua efichcia nos resultados. Os
microndcleos sdo fragmentos cromossémicos e/ou cromossomos inteiros que se
separam do nucleo principal durante a divisao celular e sdo frequentemente utilizados
como indicadores de danos ou instabilidade genémica. Esses microndcleos surgem
de forma espontanea no organismo, mas o aumento em sua frequéncia indica uma
interacdo com agentes indutores de mutagdo e/ou agentes genotoxicos. Com isso, 0
presente estudo busca avaliar o potencial mutagénico e/ou genotoxico do extrato
etandlico da folha do jatoba através do teste de microntcleo em sangue periférico de
camundongos, por meio do qual foi verificada a frequéncia desses micronucleos
segundo os grupos de tratamento em comparag¢do com 0s grupos controle. Para este
teste, os animais foram divididos em cinco grupos, cada um formado por seis animais,
trés machos e trés fémeas. Trés grupos foram submetidos ao tratamento com o
extrato, recebendo as doses de 500mg,1000mg e 2000mg/kg p.c. via gavagem. O
grupo controle positivo foi tratado com ciclofosfamida (50mg/kg p.c.) via intraperitoneal
e 0 grupo controle negativo tratado com agua destilada via gavagem. Trinta horas
apos o tratamento, a colheita de sangue foi realizada, os esfregacos sanguineos
confeccionados em seguida corados e analisados ao microscépio 6ptico. Apos a
analise das laminas, foi possivel observar que as células analisadas néao
apresentaram um aumento significativo na formacdo de microndcleos, sugerindo a
auséncia de mutagenicidade, sendo assim, o presente estudo auxiliou a esclarecer
que o Jatoba néo apresentou potencial mutagénico e/ou genotoxico, reforcando que
o jatoba é seguro do ponto de vista genotéxico e mutagénico, podendo ser utilizado
sem o risco de induzir danos ao material genético.

Palavras-chave: mutagenicidade; farmacognosia; extrato vegetal.

! Graduanda do curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas UEPB/ CCBS/ Departamento de
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ABSTRACT

Popular medicine uses medicinal plants to treat illnesses, such as inflammatory and
infectious processes, and this generates the disordered consumption of these herbal
medicines by the population, who do not recognize their adverse effects. Hymenaea
Courbaril L. (Jatoba), belonging to the Fabaceae (Leguminosae) family, has a wide
geographic distribution and is often used as a therapeutic source for various diseases
with vermifuge, antimicrobial and antioxidant effects, for example. Since this is a plant
with therapeutic properties, the need to study and guarantee its toxicogenic safety for
the consuming population arises and one of the bioassays responsible for this
achievement is the micronucleus test, an important test due to its rapid experimental
performance and its effectiveness in results. Micronuclei are chromosomal fragments
and/or entire chromosomes that separate from the main nucleus during cell division
and are often used as indicators of genomic damage or instability. These micronuclei
appear spontaneously in the body, but the increase in their frequency indicates an
interaction with mutation-inducing agents and/or genotoxic agents. Therefore, the
present study seeks to evaluate the mutagenic and/or genotoxic potential of the
ethanolic extract of the Jatoba leaf through the micronucleus test in peripheral blood
of mice, through which the frequency of these micronuclei was verified according to
the treatment groups in comparison. with the control groups. For this test, the animals
were divided into five groups, each consisting of six animals, three males and three
females. Three groups were subjected to treatment with the extract, receiving doses
of 500mg, 1000mg and 2000mg/kg b.w. via gavage. The positive control group was
treated with cyclophosphamide (50 mg/kg b.w.) intraperitoneally and the negative
control group was treated with distilled water via gavage. Thirty hours after treatment,
blood was collected and the blood smears were then stained and analyzed under an
optical microscope. After analyzing the slides, it was possible to observe that the cells
analyzed did not show a significant increase in the formation of micronuclei, suggesting
the absence of mutagenicity, therefore, the present study helped to clarify that Jatoba
did not present mutagenic and/or genotoxic potential, reinforcing that Jatoba is safe
from a genotoxic and mutagenic point of view, and can be used without the risk of
inducing damage to genetic material.

Keywords: mutagenicity; pharmacognosy; plant extract.

1 INTRODUCAO

As atividades mutagénicas estdo ligadas a acbes como: alteracbes
cromossOmicas nas células, substituicdes de bases, inser¢des e/ou dele¢des e muitas
outras acdes, que ocorrem quando as células estdo em divisdo celular. Essas acoes
causam diversas mudancas no genoma do individuo, gerando modificagcbes que
levam a sérios riscos de inibicdo no funcionamento normal do organismo, podendo
levar ao desenvolvimento de cancer (Griffiths, 2009). Contudo, Silva (2019) e
colaboradores afirmam que existem propriedades nas plantas que possuem agentes
antimutagénicos, que inibem a atividade mutagénica de algumas substancias. Os
testes responsaveis por identificar essas propriedades toxicogenéticas sdo os testes
de micronucleo, aberracdes cromossomicas, teste de ames, entre outros. Porém, o
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teste de micronucleo tem destaque devido a sua agilidade em fornecer resultados, o
seu baixo custo e grande eficacia.

Os micronucleos séo eventos decorrentes da nao formacgéo das fibras de fuso
ou quebra do DNA, formando fragmentos que se desprendem do nucleo principal. Se
um fragmento cromossOmico ou um cromossomo inteiro ndo se integra a um dos dois
novos nucleos, pode constituir um pequeno nucleo que devido a suas caracteristicas
séo classificados como micronucleo (Fenech, 2006; Uch6a et al,2020, citado por
Caurio et al.,, 2023). Os critérios morfolégicos que validam a identificacdo dos
micronucleos incluem: diametro situado entre 1/16 e 1/3 do tamanho dos nucleos
principais, auséncia de sobreposicdo com outros micronucleos e clara demarcacao
em relacao a fronteira nuclear. Além disso, sua coloragdo € similar ou mais suave em
intensidade em comparacdo com a coloracdo dos nudcleos principais (Herate e
Sabatier, 2020; Pujol-Canadell et al., 2020, citado por Silva, 2023). O micronucleo
ainda apresenta formato arredondado e sua presenca pode ser detectada em
eritrécitos policromaticos, em estagio de amadurecimento, (Azevedo, et al. 2003;
Choy, 2001; Ribeiro et al., 2003) (figura 1).

Figura 1. Formacao do Micronucleo

e =...1.z;_»u.%’ﬁ'\ @ i @

Fonte: UEPG, 2008.

A ocorréncia de micronucleos (MNs) € um fenémeno natural, mas a exposi¢ao
a agentes genotoxicos elevam sua incidéncia nas células (Franco, 2012, citado por
Soares, 2023). Assim, 0 aumento na frequéncia de micronucleos é um biomarcador
de efeitos genotoxicos que refletem os danos causados ao DNA decorrentes da
exposicao a agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e/ou aneugénicos
(que induzem a néo formacao das fibras de fuso) (Albertini, et al., 2000), apresentado
uma importancia significativa devido a rapidez de seus resultados e a sua facilidade
de realizacdo. O teste de micronucleo € um ensaio bioldgico, in vivo ou in vitro,
utiizado como teste de avaliacdo toxicoldgica, que pode detectar agentes
clastogénicos e/ou aneugénicos (Fenech et al., 1999).

Hoshino (2016) declara que o efeito desse agente quimico pode ser observado
em eritrécitos policromaticos anucleados que tém um tempo de vida relativamente
curto, de modo que qualguer micronucleo que ele contenha pode ter sido gerado como
resultado de danos cromossomicos induzidos recentemente, sendo assim,
internacionalmente aceito como parte da bateria de testes e também para o registro
de novos produtos quimicos que entram anualmente no mercado mundial (De

almeida, 2005), visto que os resultados obtidos s&o considerados fortemente
relevantes para o contexto humano. (Morita et al., 1997). Trata-se de um teste que foi
desenvolvido em eritrécitos e medula éssea de camundongos, mas € também
realizado em ratos. (Macgregor et al., 1987).

Alguns autores enfatizam a necessidade de testes rapidos e confiaveis e que

detectam esses danos cromossomicos. O teste de micronucleo encontrou o seu lugar
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no biomonitoramento, como um teste que oferece um procedimento técnico mais facil
em relacdo aos ensaios de aberracdes cromossémicas, pois 0s micronucleos sao
mais faceis de observar e contar e assim esse método requer menos treinamento e
pericia, sendo necessario apenas contar as células apropriadas. A metodologia do
teste é simples, mas para garantir sua qualidade e confiabilidade se faz necessario
obedecer a requisitos preliminares, como, por exemplo, protocolos bem padronizados
quanto ao tratamento dos animais, colheita e processamento das células (Flores,
2008). Flores (2008) também afirma que o teste de micronucleo é capaz de considerar
e avaliar diferentes fases da farmacocinética das drogas e avaliar danos
cromossOmicos, possuindo reprodutibilidade satisfatéria, ja que foi adaptado por
varios autores ao estudo em diferentes espécies.

1.1 Hymenaea courbaril L.

O presente ensaio, portanto, reconhece a eficacia do teste de micronucleo e
faz uso do mesmo para avaliar a seguranca toxicogenética do extrato etandlico de
jatoba, a Hymenaea courbaril L., que é uma planta pertencente a familia Fabaceae,
conhecida popularmente como jatoba-verdadeiro, jatobazeiro ou jatoba, € uma arvore
de grande porte chegando a atingir de 30 a 45m de altura, possui um fuste cilindrico,
normalmente reto e de copa ampla (Costa et al., 2011). Seu suber é aspero,
acinzentado e suas folhas sdo compostas, pecioladas, alternas, coriaceas, bifoliadas,
ovais ou falciformes. Seu fruto apresenta de 2 a 6 sementes envoltas por uma farinha
comestivel de valor nutritivo, servindo de alimento para a populacao e roedores, sao
do tipo legume indeiscente, lenhoso e suas coloragbes indicam seu estado de
maturacdo, se verde esta imaturo e se marrom escuro ou preto, maduro e velho,
respectivamente. (Carvalho-Filho et al.,, 2003; Gorchov et al.,, 2004). Encontra-se
cerca de 15 espécies no género Hymenaea L., distribuidas pelo México, partes
tropicais da América Central e do Sul, onde 13 dessas espécies ocorrem no Brasil,
entre elas, a Hymenaea courbaril L. (Costa et al., 2011). No Brasil, a H. courbaril L.
possui uma distribuicdo vasta, ocorrendo desde a floresta amazodnica até a floresta
estacional semidecidua no sudeste do pais, com diversas variedades (Filardi et al.
2018).

As espécies desse género possuem valor econémico devido sua madeira que
€ reconhecida por sua durabilidade e resisténcia, sendo comumente utilizada na
construcao civil, na zona urbana e rural, na confeccéo de canoas (Ferreira; Sampaio,
1999; Veras et al., 2010). A Embrapa (2004) reforca que a resina que exsuda do caule
dessa espécie de planta € utilizada na fabricacdo de vernizes e empregada em
polimentos e impermeabilizadores de canoas (Cipriano, 2014).

Na medicina tradicional, a Hymenaea coubaril L. é utilizada para fazer xaropes,
infusos, através da maceracdo de sua casca/ fruto no auxilio contra doencas
popularmente conhecidas, como bronquite, gripe, como também no tratamento de
doencas na proéstata, entre outros (Marinho et al., 2011). Assim, a investigacao
farmacoldgica tanto de extratos bruto, como de fracbes e substancias isoladas
seguem indicacOes terapéuticas empiricas, muitas vezes atribuidas por estudos
etnobotanicos, como também estudos farmacolégicos tém revelado as atividades
anestésica, analgésica e anti-inflamatoria do extrato do Jatoba, sendo relatado
também outras atividades como acdo antibacteriana, antifingica, miorrelaxante,
antiespasmadicas e antioxidante (Lorenzi et al., 2002; Bezerra et al., 2013; Cipriano
et al., 2014, citado por Sousa, 2020).
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E importante destacar que alguns fitoquimicos s&o encontrados na H. courbaril
L., suas folhas e casca possuem os terpenos e compostos fendlicos com comprovada
atividade antimicrobiana, e a sua folha possui terpenoide, uma substéncia quimica
gue é utilizada como fungicida, para repelir salvas e lagartas, e apresenta capacidade
antibacteriana e moluscicidas (Shanley, 2010).

Cipriano (2014) destaca que, como planta, o jatoba continua tendo importancia
ecoldgica para os animais nativos, servindo como casa para animais que passam a
consumir as pragas das plantacbes quando suas presas naturais entram em
escassez, € muitos animais podem utilizar seu pélen e néctar como alimento
alternativo, além de algumas estruturas da planta servirem como abrigos e sitios de
colocacédo de ovos para muitas espécies de insetos.

1.2 Fitoterapicos

Segundo Ferreira (2010), para as plantas sobreviverem elas precisaram evoluir
e competir por espacos, se defendendo dos ataques dos herbivoros e patégenos
como um todo e dessa forma as plantas foram desenvolvendo suas proprias defesas
guimicas e essa € uma das razdes pela qual a constituicdo das plantas € tdo complexa
e 0 porqué de plantas biossintetizarem substancias que atuam em alvos especificos.
Essa especificidade, forneceu aos vegetais o poder de atuarem como compostos
terapéuticos em doencas humanas.

Esse feito adaptativo fez com que muitas plantas possuissem em seus extratos
vegetais misturas multicompostas de substancia ativas, que tem efeito especifico no
organismo e parcialmente ativas, que tem algum efeito no organismo, mas nao tao
forte ou especifica quanto as substancias ativas. Esses componentes s&o
reconhecidos como metabolitos secundarios, e podem ser classificados como
metabolitos especiais, produtos secundarios, produtos naturais ou metabdlitos
especiais (Taiz; Zeiger, 2017). sendo estes produzidos pela prépria planta para
modular seu préprio metabolismo e foi através da presenca deles nas plantas que a
eficacia do uso dos vegetais foi comprovada, durante muitos anos, por diferentes
grupos étnicos (Ferreira, 2010).

Dentre esses metabdlitos podemos citar as suas principais classes, como 0s
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os terpenos possuem
acOes eficazes contra doencas cardiovasculares e ainda podem ser subclassificados
em esteroides, disterpenos, entre outros. Dentre os compostos fendlicos podemos
encontrar os taninos, flavonoides e muitos outros, que estdo entre 0s principais
agentes antioxidantes, ajudando no tratamento da hipertenséo arterial, queimaduras,
bactericida e fungicida sédo substadncias amplamente distribuidas na natureza,
importantes por possuirem efeitos biolégicos incluindo também, atividade
antimicrobiana, cardiovascular, antimutagénica e antioxidante. Ja os compostos
nitrogenados (alcaldides), atuam na composi¢cao da morfina, codeina e escolpamina,
além de apresentar atividade antitumoral, antitussigeno e antiviral (Silva, 2022; Martini
et. al., 2004).

A utilizacdo desses fitoterapicos ocorre devido ao seu facil
acesso, baixo custo e por serem consideradas inofensivas por grande parte da
populacdo e sua utilizacdo ocorre na forma de remédio caseiro, cujo processamento
e 0 preparo séo feitos na propria casa (Zeni et al, 2017). Goncalves (2005) afirma que
algumas vezes, a utilizacao de extratos vegetais e fitoquimicos se tornam a Unica fonte
de medicacéo que a populacéo tem como forma de acesso a cuidados basicos da
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saude, especialmente para aqueles sem acesso facil aos recursos econémicos e que
devido a isso tem dificuldades em conseguir medicamentos industrializados.

De certo os fitoterapicos sdo medicamentos de origem vegetal que utilizam
plantas, ou parte delas, para tratar ou prevenir doencas, sendo comumente utilizados
no reestabelecimento da salude de uma forma generalizada, auxiliando no combate
de patdégenos por meio dos principios ativos e isso favoreceu ao acamulo secular de
conhecimentos empiricos sobre a acdo dos vegetais nos mais diversos grupos
étnicos, com a crenca de que as plantas medicinais ndo apresentavam efeitos
adversos (Alexandre, 2005).

Dessa forma, reconhece-se que 0os conhecimentos empiricos sobre a acéo de
vegetais, quanto a sua eficacia terapéutica e suas variacdes, representam a principal
alternativa de tratamento médico utilizado pela medicina tradicional (Dorigoni et al.,
2001; Hamilton 2003; Pereira, 2019) e de fato, os fitoterapicos desempenham um
papel crucial na saude gracas a vasta diversidade de plantas medicinais disponiveis
(Buffon,2005).

Ademais, a fitoterapia racional, classificada como Préatica Integrativa e
Complementar em Saude, tem sido objetivo de muitos estudos recentes, combinando
o conhecimento popular, transmitido de geracdo em geracdo, com evidéncias
cientificas, e de acordo com Ribeiro (2021), quando administrados corretamente,
algumas plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos apresentam vantagens
em relacéo a medicamentos convencionais, tais como menor custo, menor chance de
efeitos adversos e menor toxicidade. Porém, cada planta medicinal tem sua
individualidade e é imperativo reconhecer que o0s produtos naturais tém
componentes quimicos farmacologicamente ativos e ndo podem ser vistos como hao-
toxicos, como  muitos consumidores  acreditam. Embora sejam dotadas de
propriedades farmacoldgicas que, quando utilizadas de maneira adequada, podem
aliviar e curar diversas enfermidades (Pereira et al., 2019; Ribeiro, 2021), também
podem causar reacdes adversas, provocar interacbes medicamentosas e serem
dotados de toxicidade.

Em razdo desse consumo de vegetais com possiveis propriedades
farmacoldgicas, a fitoterapia tem se tornado uma incentivadora da automedicacéo
contando com uma grande quantidade de plantas medicinais existentes, como
também com a falta de conhecimento dos consumidores sobre os riscos de toxicidade
gue as plantas podem apresentar, pois as propriedades terapéuticas de cada planta
se diferenciam e isso pode nédo ser benéfico ao seu consumidor (Alexandre, 2005).

A falta de conhecimento sobre as plantas utilizadas e seu uso desordenado
podem trazer efeitos adversos, causando danos indesejaveis apresentando toxicidade
e contraindicacdes de uso, causando intoxicacdes e até mesmo a morte, em casos
extremos. (Frescura,2012). Portanto, qualquer utilizacdo de plantas medicinais deve
considerar os conhecimentos especificos sobre cada espécie e seu uso racional.
Diante disso, apesar da utilizacdo de plantas em alguns casos apresentar um
resultado significativamente eficaz no tratamento de algumas doencas, ainda se faz
necessaria analises que possibilitem identificar se o vegetal pode realmente ser
utilizado, se sdo seguras para uso e para que fins sao eficazes (Taiz, L.; Zeiger, E.
2017).

Também é de grande importancia verificar o preparo para tornar a planta
utilizavel, o que dependera da parte da planta da qual o principio sera extraido e para
qual o tipo de enfermidade € indicado (Taiz, L.; Zeiger, E. 2017). Como Leite (2009a)
informa, a utilizacdo dessas plantas medicamentosas se da por meio de seu uso em
forma de 6leos essenciais, extratos vegetais, através da fabricacdo de chés,
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lambedores e garrafadas, e a sua utilizagdo vem apresentando um crescimento
consideravel e gracas a isso tem levado ao desenvolvimento de ensaios
farmacoldgicos e ao crescente interesse pela pesquisa de novos medicamentos com
acao terapéutica (Leite, 2009a).

O presente estudo utilizou o teste de micronucleo para fazer a sondagem sobre
as propriedades mutagénica e/ou genotoxica da Hymenaea courbaril L. (jatobd) com
o intuito de gerar informacdes sobre essa espécie vegetal que é utilizada com
frequéncia pela populacdo. Esse teste possibilita a deteccdo destes efeitos
(mutagénico e/ou genotdxico), que podem ser induzidos por agentes quimicos, fisicos
e biologicos podendo ainda ser utilizados para avaliacdo das condi¢cdes ambientais. A
escolha do teste de microndcleo, baseia-se no fato do mesmo ser reconhecido e
indicado pelas agéncias reguladoras, por ser rapido, simples e barato.

Diante disto, o presente ensaio tem a finalidade de determinar o possivel
potencial mutagénico do extrato de folha de jatoba através do teste de microndcleo,
por meio da quantificacdo e frequéncia de microndcleos encontrada e sua
comparacao entre 0s grupos de tratamento e grupos controle, com propdsito de
contribuir com o conhecimento cientifico a respeito da toxicogenética do vegetal em
estudo e sua capacidade genotéxica e/ou mutagénica.

2 METODOLOGIA

O presente estudo experimental foi realizado na Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), no Campus | - Campina Grande-PB, prédio Trés Marias, onde se
localiza o laboratorio NUMA (Nucleo de mutagénese ambiental), que foi o local de
execucao de toda a parte préatica do estudo. O Biotério da UEPB auxiliou a pesquisa
com o fornecimento dos animais para a sua realizacdo, mediante a aprovacéo da
CEUA (Comissao de Etica no uso de Animais), cujo parecer foi o 029-2022.

2.1 Obtencéo do extrato etandlico

As folhas de Hymenaea courbaril L. (figura 2) foram colhidas de uma arvore
(figura 3) localizada no distrito de o de Sao José da Mata/Municipio de Campina
Grande na Paraiba (7°11'55.522"S, 35°58'57.09"W), cedida pela equipe do Prof.
Délcio Felismino por intermédio da Aluna Thalita Marinho, estudante da Universidade
estadual da Paraiba. Sua exsicata foi confeccionada e depositada no Herbario Manuel
de Arruda Céamara/Universidade Estadual da Paraiba/CCBS, Campus |. Para
obtencao do extrato etandlico foi utilizada a maceracgéo a frio (Prista, 1990, citado por
Nascimento, T. 2019) empregando a proporcao de 100g de p6 das folhas para 0,5 L
de etanol a 96%, por 5 dias, sendo submetida a homogeneizacdo, em seguida, foi
submetida a filtracdo em papel de filtro, (Marinho, T. G., 2019) tal processo foi repetido
e posteriormente seu solvente foi reduzido para que fosse armazenado.
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Figura 2. Folhas de Hymenaea Courbaril L. Figura 3. Arvore de Hymenaea Courbaril L.

Fonte: MARINHO, T. G., 2019 Fonte: MARINHO, T. G;:2019

2.2 Animais

Foram utilizados 30 camundongos da espécie Mus musculus, de linhagem swiss
heterogénicos, sendo eles animais jovens adultos saudaveis, entre sete e doze
semanas de idade e peso variando de 25 a 30 gramas. Os animais foram pesados e
divididos em cinco grupos (A, B, C, D e E), sendo cada grupo experimental formado
por seis animais (trés fémeas e trés machos), separados por sexo e distribuidos ao
acaso. Os grupos experimentais foram mantidos em ambientes com temperatura em
torno de 25°C (x3°C) com ciclo luminoso de 12 horas/luz e 12 horas/escuro com
fornecimento de racdo e agua ad libitum.

2.3 Teste de Mutagenicidade

Para o teste de mutagenicidade foram formados 5 grupos. Esses grupos foram
classificados em grupos de tratamento segundo as dosagens estabelecidas,
orientadas por Ribeiro, 2003. A dosagem inicial foi a dosagem maxima permitida, ou
seja, 2000mg/kg p.c., a segunda dosagem partiu de uma concentracdo equivalente a
50% da primeira, ou seja 1000mg/kg p.c., € a terceira dosagem que corresponde a
25% da primeira, ou seja 500mg/kg p. c., administradas via gavagem (Figura 4) ap6s
ser diluido. Um grupo controle negativo, cujos animais receberam administracéo
apenas de agua destilada via gavagem e o grupo controle positivo, que recebeu
administracdo do agente indutor de danos, a ciclofosfamida (50mg/kg p.c.), dissolvida
em agua destilada em um volume maximo de 0,1mL para cada 10g de p.c., via
intraperitoneal (Figura 5). Aguardou-se 30 horas para que a metabolizacéo do farmaco
fosse efetivada. Em seguida passou-se para colheita do material a ser analisado

Figura 4. Administracéo via Gavagem.
g

Figura 5. Administracéo via intraperitoneal.

Fonte: USP, 2022 Fonte: USP, 2022
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2.4 Obtencéo do sangue

Passadas as 30 horas os animais foram submetidos a colheita de sangue
periférico por meio da amputacdo de cauda (Guia CONCEA, 2023), para a realizacdo
do esfregaco sanguineo.

2.5 Preparac0Oes das laminas

Para a preparacao dos esfregacos sanguineos, as laminas foram higienizadas
e codificadas. Posteriormente a essas laminas limpas e codificadas, foram
adicionados 5uL do sangue colhido (uma gota) e com o auxilio de outra lamina com
um angulo de 45°, os esfregagos foram confeccionados. As |laminas foram produzidas
em duplicata e deixadas para secar em temperatura ambiente por 24 horas, em
seguida passaram pelo processo de fixagdo com alcool metilico por 15 minutos, e logo
apos foram submetidas a coloragdo com o corante (GIEMSA, 1:9) (figura 6), por mais
20 minutos para que fossem posteriormente analisadas. As laminas foram estocadas
em geladeira até que todas fossem analisadas.

Figura 6. Coloragéo das laminas

Fonte: Elaborado pela autora, 2023
2.6 Andlises Citoldgicas

As andlises citologicas foram realizadas por meio de microscopia optica com
aumento de 1000x, onde foi contabilizada a frequéncia existente de micronutcleo em
2000 eritrécitos policromaticos (PCE) por animais (Figura 7). Para estas analises as
laminas foram codificadas e distribuidas aleatoriamente para que ndo fosse
identificado a qual grupo de tratamento ou a qual experimento pertencem, mantendo
o teste cego. Ribeiro (2003) justifica a néo contabilizacdo dos eritrocitos
Normocromaticos (NCEs) devido a baixa frequéncia no aumento de microndcleos
guando comparados com os PCEs (figura 8).

Figura 7. Eritrécitos dos camundongos estudados Figura 8. Diferenca na coloracdo de PCE e NCE:
= (a) eritrocito policromatico micronucleado
(PCEMN);) eritrécito policroméatico; (c) eritrécito

normocromatico
S
®) S

O

= = o
3 °

(=]
. (=

Fonte: Elaborado pela autora, 2023 Fonte: Mutagénese ambiental, 2023
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2.7 Anélise estatistica

A analise foi realizada segundo a contagem direta e identificacdo de eritrocitos
policromaticos (PCE), dois mil PCE contabilizados para cada lamina e a ocorréncia de
microndcleos registrada. Os dados observados nos grupos de tratamento séo
comparados com o controle negativo, que € um agente neutro (dgua destilada), e nos
permitiram obter resultados acerca da mutagenicidade do vegetal, ou seja, a
capacidade do mesmo de gerar mutacdes cromossémicas. A andlise estatistica dos
dados se concretizou a partir do teste t de Student, com nivel de significancia p<0,05
(5%) utilizando o software Microsoft Excel® 2010.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Segundo os resultados obtidos o extrato etandlico de Jatoba ndo é capaz de
causar mutagenicidade no organismo estudado, pois ndo apresentou uma frequéncia
de micronucleos critica capaz de causar efeitos genotdxicos e/ou mutagénicos no
organismo estudado. Tal fato pode ser observado segundo os dados descritos na
figura 9, que demonstra a média da frequéncia de micronucleos encontrados em cada
uma das concentra¢des nos grupos tratamento e grupos controles. A tabela 1 destaca
os resultados obtidos por animal, permitindo observar que apesar de haver uma
variagdo entre as medias, ndo ha evidéncias estatisticas significantes entre as
amostras que demonstrem alteracdes criticas entre as doses do extrato testado em
comparacao com o controle negativo, o que indica que o extrato de Jatoba ndo causa
efeito mutagénico nos animais submetidos as dosagens testadas.

Figura 9. Niumero de micronucleos nos grupos de tratamento e grupos controle.

10

? o 99 S

Controle Controle 500mg/k.p.c.  1000mg/k.p.c. 2000mg/k.p.c.
Positivo Negativo

Numero de Micronucleos
o]

Grupos de tratamento

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Tabela 1- Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pela média, desvio padréo nas dosagens de 1000,
2000, 500g/kg p.c. do extrato de Hymenaea courbaril L.

Tratamento/ M1 M2 M3 F1 F2 F3 Média +/-SD
concentragao
Controle positivo 14,1 + 3,43
(ciclofosfamida) 15 18 11 12 10 19
Controle Negativo 2,83+1,06
(agua) 3 4 3 4 1 2
Hymenaea courbaril L.
500mg/kg p.c. 1 3 1 1 6 4 2,75+1,88
Hymenaea courbaril L.
1000 mg/kg p.c. 2 0 0 4 5 2 2,5+1,86
Hymenaea courbaril L. 2,58 +£2,42
2000mg/kg p.c. 1 0 3 3 0 7

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Controle positivo= Ciclofosfamida 50 mg/kg p.c.; SD= Desvio padrao; *P<0,05; M= Machos; F=Fémeas

A Hymenaea courbaril L. possui propriedades terapéuticas que sdo possiveis
de observar em vérias partes da planta, como em seu suber que demonstrou ter
propriedades antibidticas em seus extratos hidroetandlicos brutos (Cipriano, 2014).
Nesse sentido, um aspecto importante associado a H. courbaril é a presenca de
compostos biologicamente ativos em sua constituicdo, como os compostos fendlicos,
0 que pode atribuir a planta uma possivel atividade antioxidante no que se diz respeito
a sua atividade terapéutica (Veggi et al., 2014; Dias, 2013 citado por Vencato, 2016),
corroborando com a ideia de que a planta é propicia para uso humano, como
demonstram os resultados obtidos segundo o teste de micronucleo apresentado no
presente trabalho, que contribui com informacdes acerca de sua seguranca
toxicogenética.

No entanto, como o objetivo do estudo foi avaliar a capacidade do extrato de
Hymenaea courbaril L. de causar danos ao DNA, ou seja, a sua capacidade de induzir
dano ao material genético. A figura 10 elucida a comparacéo entre o controle negativo
e 0S grupos tratamento, grupos que receberam o extrato. Apesar de haver alteragoes,
nenhum dos trés tratamentos foi capaz de ultrapassar os valores expostos no controle
negativo, viabilizando o entendimento de que o extrato de H. courbaril L. ndo foi capaz
de promover danos ao material genético dos animais em quantidade significativa para
ser classificado como mutagénico ou genotoxico. Contudo, a figura 10 ndo apresenta
uma curva continua nos grupos de tratamento como resultado e isso se da pelo fato
de que o trabalho foi executado com o auxilio de organismos biolégicos, que recebem
interferéncia do meio externo, de fatores enddégenos e muitos outros. Apesar desses
fatores influenciarem a morfologia da curva, néo interferem diretamente no estudo pois
a diferenca na frequéncia de microndcleos encontrada entre os grupos de tratamento
de 1000mg/kg p.c. e 2000mg/kg p.c., se comparado com o grupo de 500mg/kg p.c. &
de 0,8, ou seja, menos de 1 micronucleo.
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Figura 10. Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pela média e comparacdo
entre as dosagens de 1000, 2000, 500mg/kg p.c. do extrato de Hymenaea courbaril
L. e o grupo controle negativo, segundo a frequéncia de microndcleos encontrada
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Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Segundo Silva (2019), as partes comestiveis dos frutos do Jatoba tém aspecto
farinAceo e elevados teores de proteinas e de fibras, apresentando também
propriedades antioxidantes naturais e outras atividades biol6gicas. Assim como,
observou-se que a correlacdo positiva entre a diminuicdo de incidéncia de doencas
cronicas e degenerativas, e o consumo de vegetais tem sido evidenciada, e dentre as
propriedades bioativas relacionadas a esses alimentos se destacam aquelas que se
relacionam com a presenca dos compostos fendlicos, como € o caso do jatoba. (Tiago
et al., 2020).

Santos 2006, afirma que os vegetais produzem uma grande variedade de
metabolitos secundarios que além de promoverem protecdo para as plantas agindo
por meio de suas diversas atividades biolégicas, também sdo capazes de conferir
acOes medicinais as plantas que os produzem, no entanto, ndo é valido somente saber
os efeitos individuais que cada composto ou classe de composto apresenta, €
necessario considerar que esses compostos além de interagirem entre si, interagem
com o sistema biolégico com o qual os ensaios serao realizados e foi dessa forma que
ele verificou que a Anacardium humile, popularmente conhecido como cajueiro,
mesmo rico em taninos e flavonoides néo apresentou atividade mutagénica, enquanto
a Mouriri pusa (puca), objeto de estudo do seu trabalho, testado segundo as doses
escolhidas com base no limite de solubilidade dos extratos em &gua destilada,
correspondendo a 50, 75 e 100% dessa concentracdo, também rica em taninos e
flavonoides, apresentou in vitro indices de mutagenicidade.

Essa afirmacdo permite-nos fazer um comparativo entre as demais espécies
estudadas por Santos (2006) e a H. courbaril L., que apesar de possuir em sua
estrutura metabolitos secundarios, como os Taninos e flavonoides, também presentes
na A. humile e M. pusa, demonstrou a necessidade do teste do micronucleo, um dos
bioensaios recomendados e realizado no presente estudo, para que fosse evidenciado
que a interacdo entre os demais compostos e o tecido biolégico do animal nao traria
maleficios a salde daqueles que optassem por consumir a planta como fonte
fitoterapica.

Como também, Ferreira (2005) utilizou as investigacdes feitas em seu trabalho
a respeito da A. humile, indicando seus principais grupos de constituintes, e dentre
eles estavam os derivados de acido galico, catequinas e flavonoides. Esses achados
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indicaram que a sua acao, individual ou em conjunto, podem ter contribuido para a
inibicdo de células micronucleadas, ou seja, apresentou capacidade antimutagénica.
E segundo Brito (2018), Gonijito et al (2014) Ja havia demonstrado a presenca de
taninos e flavonoides agindo como atividade antimutagénica moderada nos testes
realizados com extrato de Ocimum gratissimun L., indicando o poder redutor de
mutagenicidade desses compostos.

Ademais, Rodrigues (2012), afirma que ha a presencga de taninos, um dos
metabdlitos secundarios citados no corpo do presente trabalho, configurou a acgéo
antimutagénica do extrato etandlico bruto de Cnidoscolus quercifolius, ou seja, a
presenca dos metabdlitos secundarios, de forma individual ou coletiva, além de
garantirem algumas espécies de plantas a falta de atividade mutagénica, (capacidade
de gerar mutacdes) ainda podem configurar as mesmas propriedades
antimutagénicas (capacidade de inibir mutagdes).

Com isso, € possivel observar que os metabdlitos secundarios podem agir de
diferentes formas em diversos vegetais, configurando a eles capacidade mutagénica
ou antimutagénica, por isso se fazem necessario 0s bioensaios para avaliar esses
efeitos nos vegetais de forma individual, garantindo sua singularidade, como na H.
courbaril L. que possui Terpenos e esteroides presentes apenas em suas folhas
detectados pelo teste de Lieberman Burchard, ja os taninos, geralmente se localizam
em 6rgaos especificos da planta como nas folhas, frutos ou caules. Uma das principais
caracteristicas da presenca de taninos nesta espécie € seu efeito adstringente, sendo
esta atividade biolégica fundamental no tratamento de doencas do trato digestivo
conforme descrito por Bessa (2013) para outras espécies (Roberts et al. 1997 citado
por Tiago, 2020).

Ainda assim, Vencato (2016) afirma que mesmo que muitas plantas tenham a
atividade farmacolégicas reconhecidas, muitas vezes a composi¢cdo quimica das
espécies brasileiras ndo é estudada. Nesse sentido, estima-se que metade das
espécies nativas tenha alguma propriedade medicinal, e que nem mesmo 1% tenha
sido adequadamente avaliada. Devido a essa falta de informacdo, o consumo
crescente e desordenado de vegetais com capacidades medicinais s6 aumenta e
muitas vezes esse consumo é feito de forma incorreta, com a crenca de que o vegetal
serve para determinada enfermidade, quando possui uma finalidade diferente e isso
gera desconforto para quem o consome ao invés de contribuir.

Este estudo resultou, portanto, na contribuigdo para novas pesquisas que visam
analisar novas estratégias e perspectivas, acreditando na credibilidade que o teste de
microndcleo fornece, possibilitando o fornecimento de mais informagfes sobre a
Hymenaea courbaril L., assegurando que o extrato etandlico do vegetal ndo apresenta
um possivel potencial mutagénico do extrato em todas as dosagens analisadas
(500mg/kg p.c., 1000mg/kg p.c. e 2000mg/kg p.c.) segundo o teste de micronudcleo
em sangue periférico de camundongos.

4 CONCLUSAO

Sendo assim, pode-se concluir que os objetivos foram atendidos, tendo em
vista que mais informacdes a respeito do Jatoba foram fornecidas segundo a
realizacdo do teste de micronucleo e sua frequéncia encontrada, posteriormente
comparada com 0s grupos controle e a hipétese confirmada, pelo fato de que o jatoba
nao apresentou atividade mutagénica nas plantas, como previsto. Este estudo
resultou, portanto, na contribuicdo para novas pesquisas que visam analisar novas
estratégias e perspectivas, acreditando na credibilidade que o teste de micronucleo
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fornece. Como também fomentou para que o jatoba, mediante sua seguranca
toxicolégica apresentada, pudesse ser mais explorado quanto as suas propriedades
terapéuticas.
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