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RESUMO

A planta Maytenus rigida Mart. (Celastraceae) é amplamente utilizada na medicina
popular brasileira, por apresentar diversas propriedades terapéuticas, como analgésica,
antibacteriana, antiinflamatoria, antitlcera, e antidiarréica. No presente trabalho foi
avaliada a atividade mutagénica e antimutagénica do extrato etanélico da entrecasca do
caule, pelo teste de micronucleo em sangue periférico de camundongos. Grupos de seis
animais foram tratados com as dosagens de 250, 500 e 750 mg/kg p.c. via gavage. Os
resultados mostraram que a planta ndo apresentou atividade mutagénica. Na avaliacdo
da antimutagenicidade constatou-se que a planta também nédo possui efeito de protecéo
ao cromossomo. Na dosagem de 250 mg/kg p.c a frequéncia de microndcleos manteve-
se alta, no entanto nas dosagens de 500 e 750 mg/kg p.c observou-se uma diminuicdo da

frequéncia de eritrocitos policromaticos, caracterizando um processo de citotoxicidade.

Palavras chave: Maytenus rigida. Mutagenicidade. Antimutagenicidade. Teste de

Micronucleo.



1.0 INTRODUCAO

O acumulo de conhecimentos empiricos sobre a acdo dos vegetais vem sendo
transmitido desde as antigas civilizacGes até hoje, as plantas medicinais e suas formas
derivadas (extratos e xaropes) representam a principal matéria medica utilizada pelas
chamadas medicinas tradicionais, ou ndo ocidentais, em suas préaticas terapéuticas
(DORIGONI et al., 2001; HAMILTOM 2003; PEREIRA et al., 2009).

As plantas constituem uma fonte inesgotavel de principios ativos, além de
servirem de modelo para sintese de um grande niumero de farmacos, fornecendo a cada
dia respostas para inimeras doencas (BRAZ, 1994).

A familia Celastracea com cerca de 85 géneros e aproximadamente 900
espécies, tém se tornado um objeto de continuo e crescente interesse devido as suas
atividades farmacoldgicas. O género Maytenus é formado por espécies arbustivas ou
arboreas encontradas em matas e campos. As espécies desse género tem uma larga
historia na medicina popular, ja que apresentam uma grande variedade de substancias
quimicas e farmacologicamente ativas, sendo intensamente utilizadas pelos povos na
América do Sul (BARROSO, 1991; BRUMMIT, 1992; JOLY, 1993; GONZALES et
al., 1996. In: ESTEVAM et al.; 2009).

As plantas desse género sdo ricas em metabolitos bioativos da classe dos
terpenos ou isoprendides, apresentam atividades bioldgicas tais como antiinflamatoria,
antiulcerogénica,  antimalaria, antioxidante,  antinoceptiva, antitumoral e
anticonvulsivante (In: SANTOS et al., 2007).

A espécie Maytenus rigida Mart. considerada nativa no nordeste do Brasil é
encontrada em ambientes de caatinga e cerrado e se destaca entre as demais espécies
por apresentar uma maior distribuicdo em todo o territorio brasileiro (ROCHA et al.,
2004). Conhecida popularmente como “bom-homem”, “bom-nome”, “cabelo-de-negro”,
“casca-grossa” ou “pau-de-colher”, é uma arvore de pequeno porte, € a entrecasca do
seu caule apresenta propriedades terapéuticas, sendo empregada nos casos de dores em
geral, infecces e inflamagdes (MOTA; ALBUQUERQUE, 2002), suas folhas sé&o
utilizadas topicamente na cicatrizacdo, problemas dermatoldgicos, e em especial na
Tinea pedis (frieira) (LIMA et al., 1979).

Estudos mais recentes também relatam que a entrecasca da M. rigida possui
atividade antibacteriana (ESTEVAM et al., 2009), antinociceptiva (DIAS et al., 2007),

antiinflamatdria, antitlcera e antidiarréica (SANTOS et al., 2007).



De acordo Estevam et al. (2009) em prospeccao fitoquimica M. rigida mostra-se
rica em principios ativos como catequinas, esteroides, fendis, flavondis, flavonondis,
flavondides, leucoantocianidinas, quinonas, saponinas, taninos, triterpenos e xantonas.

Embora os medicamentos a base de plantas serem muitas vezes vistos como
sendo naturais, e portanto seguros, eles ndo estdo livres de efeitos adversos, ja que do
ponto de vista toxicolégico, deve-se considerar que uma planta medicinal ou um
fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados com a sua
ingestdo, mas lembrar, principalmente, os efeitos que se instalam em longo prazo de
forma assintomatica como os carcinogénicos, hepatoxicos e nefrotdxicos. Dessa forma o
uso popular, e mesmo tradicional ndo séo suficientes para validar eticamente as plantas
medicinais como medicamentos eficazes e seguros (WHO, 1991; ERNST, 2000;
SCHULZ et al., 2002).

Partindo desse pressuposto, os fitoterapicos devem ser avaliados sob diversos
aspectos, tais como eficacia, qualidade e seguranca (COUZINIER; MAMATAS, 1986;
SALLER et al., 1998; DE SMET, 1995). Sua utilizacdo deve ser vista com cautela, ja
que os efeitos adversos podem se desenvolver devido a toxicidade intrinseca, a
adulteracdo, substituicdo, contaminacdo, identificacdo errada do material vegetal e
interacdo com outras drogas (ZHOU et al., 2004).

Os testes regulatorios de Genética Toxicoldgica constituem uma série de testes
selecionados para detectar agentes quimicos e fisicos capazes de interagir com o DNA.
Um grande nimero de vegetais contém substancias que acarretam na ocorréncia de
mutacdes. Por isso, hd necessidade de estuda-las, fazendo-se testes que detectem o
efeito mutagénico como o teste de Micronucleo (NETO et al., 2005). Uma mutacdo é
definida como uma mudanca na sequéncia do DNA, que leva a uma alteracdo herdavel
da funcdo génica (RIBEIRO, 2003).

O teste de Micronucleo em sangue periférico de roedores in vivo é amplamente
aceito pelas agéncias internacionais e instituicdes governamentais como parte da bateria
de testes recomendada para se estabelecer a avaliacdo e o registro de novos produtos
guimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001).
E amplamente utilizado para a deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram
cromossomos), e de agentes aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregagédo
cromossdmica anormal) (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al., 1994).

Os micronucleos sdo estruturas constituidas por material genético cromatinico

contido por um envoltério nuclear, menores que o nucleo principal, e resultam de



fragmentos cromossémicos que se comportam independentemente dos outros
cromossomos do cariétipo durante a divisdo celular (HEDDLE et al., 1990).
Aparecendo ao redor do envoltério nuclear ou no citoplasma de células expostas a
agentes genotdxicos (CORNFORTH, 1991).

Mesmo apresentando diversas atividades biologicas, e sendo intensamente
utilizada na medicina popular em diversas regides do pais, até 0 momento Sdo escassos
os estudos avaliando a acdo mutagénica e antimutagénica do extrato etandlico de
Maytenus rigida, torna-se entdo, necessario avaliar os possiveis efeitos adversos que o

extrato possa vir causar a satde humana.

2.0 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal

Maytenus rigida Mart. foi coletada na cidade de Aroeira/PB, Brasil. A
identificacdo da planta foi realizada pela Profé. Maria de Fatima Agra (UFPB) e um
exemplar desta espécie estd depositado no Herbario Lauro Pires Xavier do
Departamento de Botanica da UFPB, Brasil, sob registro Agra et al. 3316 (JPB).

2.2 Obtencao do extrato etandlico bruto

O extrato do vegetal foi elaborado pela equipe da Prof®. VVanda Lucia dos Santos,
na Universidade Estadual da Paraiba — UEPB. A amostra estudada constituiu-se da
entrecasca do caule (3500 g) de Maytenus rigida Mart, o material vegetal foi seco em
estufa de ar circulante a 50° C, pulverizado e extraido por maceracdo com etanol 95%
durante trés dias. Apos este periodo a solucdo obtida foi filtrada e concentrada em
rotaevaporador sob pressao reduzida a 40° C para obtencdo do extrato etandlico bruto
(EEOH), com rendimento de 14%.

2.3 Estabelecimento das dosagens

Para o estabelecimento das dosagens tomou-se como referéncia as
concentragdes utilizadas em Santos et al (2007). Que verificou a acdo antiinflamatoria,
antitlcera e antidiarréica do extrato etanolico de Maytenus rigida Mart. nas
concentragdes de 250, 500 e 750 mg/kg p.c.



2.4 Teste para andlise da mutagenicidade e antimutagenicidade

Para avaliacdo do potencial mutagénico e antimutagénico in vivo foi

empregado o teste do micronucleo em sangue periférico de camundongos.
2.5 Animais

Foram utilizados quarenta e oito camundongos adultos e saudaveis da espécie
Mus musculus (Swiss albino), provenientes do laboratério de Biogenética da
Universidade Estadual da Paraiba, com aproximadamente 30g de peso corpdreo. Os
animais foram mantidos em caixas individuais de polipropileno, com tampa-grade,
durante o periodo de tratamento, com agua e alimento ad libitum, ciclo claro/escuro de
12 horas e temperatura de 27 £ 2 °C. Para os tratamentos os animais foram divididos em
grupos de 6 animais, trés machos e trés fémeas. Cada um deles recebeu as diferentes
doses do extrato vegetal via gavage, em um volume méaximo de 0,1 mL para cada 109

de peso corporeo.
2.6 Controle Solvente e Controle Positivo

Todos os animais do grupo controle solvente foram tratados via gavage com
agua destilada, 0,1 mL para cada 10g de peso corporeo. Os animais do grupo controle
positivo foram tratados via intraperitoneal com Ciclofosfamida 50mg/kg p.c. uma
substancia que pertence ao grupo dos farmacos citotoxicos ou citostaticos, também
conhecidos como antineoplasicos. Mais concretamente, a Ciclofosfamida faz parte de
um subgrupo de substancias designadas por agentes alquilantes, o seu mecanismo de
acdo consiste em provocar danos em alvos celulares por "ataque nucleofilico", ou seja,
contra 0 DNA das células, inviabilizando a sua multiplicagdo (GERSHWIN, 1974;
CREASEY, 1976. In: TELIS, 1979).

2.7 Grupos experimentais
2.7.1 Ensaio para mutagenicidade

1- Controle solvente: Agua destilada
2- Grupo 1: 250mg/kg p.c.

3
4

Grupo 2: 500mg/kg p.c.

Grupo 3: 750mg/kg p.c.



2.7.2 Ensaio para antimutagenicidade

5
6- Grupo 4: 250mg/kg p.c. + Ciclofosfamida 50mg/kg p.c

Controle positivo: Ciclofosfamida 50mg/kg p.c.

~
1

Grupo 5: 500mg/kg p.c. + Ciclofosfamida 50mg/kg p.c
8

Grupo 6: 750mg/kg p.c.+ Ciclofosfamida 50mg/kg p.c

2.8 Coleta do Sangue Periférico e Preparacdo das Laminas

Foi coletada uma gota de sangue da cauda do animal (50uL) que
posteriormente foi colocada em uma das extremidades de uma lamina de vidro limpa e
seca, com auxilio de uma laminula encostada em angulo de 45°, o sangue foi espalhado
uniformemente, formando uma camada delgada. Para cada animal duas laminas foram
confeccionadas, e em seguida postas para secar a temperatura ambiente, e apds 24 horas
fixadas em Metanol absoluto por 10 minutos. Em seguida, foram coradas com Giemsa
10% diluido em tampdo fosfato pH 6,8 por 25 minutos. Logo apds as laminas foram
lavadas com &gua destilada e novamente postas para secar em temperatura ambiente.
Para cada animal foram preparadas duas ldaminas. A andlise citoldgica foi realizada em
microscopia Optica com aumento de 1000x. Foram analisados 2000 eritrocitos
policromaticos anucleados (PCEs), anotando-se as frequéncias de micronucleos para
posterior analise estatistica. As células com mais de quatro micronucleos foram
descartadas como exclusdo de fendmenos apoptdticos. O protocolo adotado para a
realizacdo dos ensaios foi o descrito por Hayashi et al. (1994).

2.9 Analise Estatistica

A partir dos resultados foi aplicado o teste-t de Student, utilizando o Software
Microsoft Office Excel 2007, com nivel de significancia de 5% ( P<0,05), este teste
realiza comparacdes entre os valores obtidos para 0os grupos tratados com o extrato
vegetal, juntamente com o controle positivo e aqueles obtidos a partir do grupo controle

solvente.

3.0 RESULTADOS

Para avaliar o potencial mutagénico e antimutagénico do extrato de Maytenus

rigida nas concentracfes de 250, 500 e 750 mg/kg p.c. foi utilizado o teste de



micronucleo em sangue periférico de camundongos. Os resultados observados para as

respectivas dosagens estdo apresentados a seguir.

3.1 Avaliacdo da mutagenicidade

As diferentes dosagens do extrato etandlico bruto de M. rigida quando
avaliados através do teste de microndcleo ndo apresentaram mutagenicidade. Como

demonstra a Tabela 1 e Figura 1.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrdo das dosagens
de 250, 500 e 750 mg/kg p.c. do extrato etandlico de Maytenus rigida.

Tratamento/Concentracdes F1 F2 F3 M1 M2 M3 Média = SD
Controle negativo 0 1 0 1 0 1 0,4+05
M.rigida 250mg/kg.pc 3 2 1 2 1 4 1,8+£0,8

3 4 3 3 2 3 3+0,7

M.rigida 500mg/kg.pc

M.rigida 750mg/kg.pc 5 3 5 5 4 5 44+09

Controle negativo= Agua destilada; SD= Desvio padrio; *P<0,05.

Figura 1: Médias de micronucleos por grupo de tratamento;

Média de Microntcleos em Eritrdcitos
Policromaticos

5 —
g
S 4 - M Controle Negativo
é 3 H M.rigida 250mg/kg.pc
.g 5 | i M.rigida 500mg/kg.pc
.-; H M.rigida 750mg/kg.pc
® 17
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3.2 Avaliacéo da antimutagenicidade

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antimutagénica do extrato de
Maytenus rigida também foram negativos. No entanto nas dosagens de 500 e 750mg/kg
p.c. houve uma reducdo na quantidade de microndcleos, bem como de eritrocitos
policromaticos, revelando um processo de citotoxicidade celular, ocasionado pela
potencializacdo do efeito toxico causado pela associacdo do extrato ao agente

mutagénico utilizado, a Ciclofosfamida. Como demonstra a Tabela 2 e Figura 2.

Tabela 2. Avaliagdo da atividade antimutagénica expressa pela média, desvio padrdo das
dosagens de 250, 500 e 750 mg/kg , frequéncia de PCE em 2000 NCE do extrato etandlico de
Maytenus rigida, frente ao composto mutagénico ciclofosfamida.

Tratamento/Concentragdes F1 F2 F3 M1 M2 M3 Média+SD PCE/200NCE

Controle Positivo 31 29 28 26 29 29 28,6+1,6 16

M.rigida 250mg/kg.pc +ciclo 30 27 25 32 25 28 278+28 14

M.rigida 500mg/kg.pc + ciclo 16 11 14 15 16 19 152*+ 2,6 8

M.rigida 750mg/kg.pc+ciclo 2 1 2 2 3 O 16+1,1 2

Controle positivo= Ciclofosfamida 50 mg/kg p.c.; SD= Desvio padréo; *P<0,05.

Figura 2: Médias do namero de microntcleos por grupo de tratamento;

Média de Micronucleos em Eritrocitos
Policromaticos
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4.0 DISCUSSAO

Os resultados negativos no Teste de Micronicleo para avaliacdo da
mutagenicidade indicam que Maytenus rigida ndo induziu danos cromossomicos nos
eritrécitos imaturos da espécie em estudo. J& que nenhuma das dosagens obteve
resultados estatisticamente significativos, se comparadas ao controle negativo.

De acordo com Estevam et al., 2009, em prospeccdo fitoquimica Maytenus
rigida mostra-se rica em metabolitos bioativos, como taninos, flavonoides, quinonas,
saponinas, e xantonas.

Os dados disponiveis na literatura acerca das atividades biologicas destes
compostos auxiliam na compreensao dos resultados obtidos. Os taninos sdo compostos
que possuem atividade antimutagénica (DAUER. In: SANTOS 2006), antioxidante
(HASLAM, 1996), antitumoral (SALEEM et al., 2002), dentre outras. No entanto, esses
polifendis apresentam potencial prooxidante (LABIENIEC; GABRYELAK. In:
SANTOS, 2006). Que segundo esses autores, 0s taninos, quando em presenca de ions
metalicos, deixam de ser antioxidantes tornando-se pro-oxidantes, citotoxicos e
genotdxicos.

Segundo Ribeiro e Seravalli (2004), os flavonoides compdem uma ampla
classe de substancias de origem natural, que englobam uma variedade importante de
pigmentos encontrados de modo frequente na natureza, unicamente em vegetais.
Entretanto, esses compostos possuem uma série de propriedades farmacol6gicas que 0s
fazem atuar sobre os sistemas bioldgicos (LOPES et al., 2003), e da mesma forma que
0s taninos, apresentam potencial prooxidante (LABIENIEC; GABRYELAK. In:
SANTOS, 2006).

Na avaliacdo do potencial antimutagénico, constatou-se que o extrato também
ndo apresenta efeito de protecdo ao cromossomo frente ao uso de uma substéncia
potencialmente mutagénica como a Ciclofosfamida. Na dosagem de 250 mg/kg p.c. a
frequéncia de microndcleos manteve-se alta, no entanto nas dosagens de 500 e
750mg/kg p.c. observou-se uma diminui¢do da frequéncia de eritrdcitos policromaticos,
caracterizando um processo de citotoxicidade.

A ideia de que os triterpenos possuem atividade antitumoral data desde o inicio
da década de 1970, quando foram apontados os efeitos do extrato de Hyptis emoryi,
contendo &cido betulinico, frente a células tumorais. O acido betulinico ¢ uma

substancia de ocorréncia natural do tipo triterpeno lupano, que apresenta uma vasta
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gama de atividades bioldgicas, incluindo propriedades citotoxicas potentes. Estudos in
vitro reportados recentemente mostram que triterpenos analogos exibem citotoxicidade
frente a linhagens celulares de varios tipos de cancer (SIDDIQUE e SALEEM, 2011;
CHATURVEDI et al., 2008).

Com base nesses dados, foi identificado o efeito de derivados do triterpeno
lupano (lup-20(29)-eno-3,30-diol ) e do triterpeno fridelano (friedelan-3-ona), isolados
da planta Maytenus rigida, com semelhanca estrutural com o &cido betulinico, que
apresentam propriedades citotdxicas sobre o crescimento de linhagens celulares de
tumores humanos (Sarcoma de Kaposi), induzida por VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) (MARTUCCIELLO et al., 2009). De acordo com Monache et. al, 1984
e Marta et. al, 1979 Maytenus rigida apresenta, ainda um triterpeno com esqueleto
lupano, o rigidenol e alcaloides citotoxicos.

Outras espécies do género Maytenus tém apresentado potencial genotdxico
sem efeito clastogénico, como visto no extrato hidroalcoolico de Maytenus robusta
(RAYMUNDO et al., 2012). Muitas dessas plantas tém se mostrado potencialmente
citotoxicas contra linhagens celulares de tumores humanos, como Maytenus ilicifolia
(OHSAKI et al., 2003), Maytenus retusa (ROYO et al., 2010) Maytenus cuzcoina e
Maytenus chiapensis (NUNEZ et al., 2005).

A curva dos resultados revela ainda uma correlacdo dose dependente, que
implica a necessidade da realizacdo de estudos posteriores, avaliando o potencial

mutagénico do extrato etandlico de Maytenus rigida em maiores concentracoes.

5.0 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados acima discutidos revelam que o extrato
etandlico da entrecasca do caule de Maytenus rigida Mart. ndo apresentou efeito
clastogénico, nem propriedades antimutagénicas, contudo, mostrou citotoxicidade nas
duas maiores concentracGes destinadas a avaliacdo quanto a sua possivel atividade
antimutagénica. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre machos e
fémeas, mas foi observada uma correlacdo dose dependente. S&o necessarios estudos
posteriores para investigar a toxicidade genetica de compostos isolados desse vegetal
para proporcionar uma melhor compreensdo dos mecanismos genotoxicos aqui

observados.
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ABSTRACT

The plant Maytenus rigida Mart. (Celastraceae) is widely used in Brazilian folk
medicine it has several therapeutic properties, such as analgesic, antibacterial, anti-
inflammatory antiulcer and antidiarrhoeal. In this study we evaluated the mutagenic and
antimutagenic activity of the ethanol extract of the stem bark, through micronucleus test
in peripheral blood of mice. Groups of six animals were treated with dosages of 250,
500 and 750 mg / kg bw by gavage. The results showed that the plant did not show
mutagenic activity. In assessing the antimutagenicity was found that the plant also has
no effect to protect the chromosome. At a dosage of 250 mg / kg bw frequency of
micronuclei remained high, however the dosages of 500 and 750mg/kg we observed a
decrease in the frequency of polychromatic erythrocytes characterizing a process of

cytotoxicity.

Keywords: Maytenus rigida. Mutagenicity. Antimutagenicity. Micronucleus test.
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