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RESUMO: (Potencial mutagénico do ché de folhas e do suco de atemoia (Annona cherimola Mill. x Annona squamosa L.) em
células hematopoiéticas de ratos Wistar). A atemoia (Annona cherimola x Annona squamosa), pertencente a familia Annonaceae,
¢ amplamente utilizada na culindria, apresenta altos teores de agua, potassio, magnésio, o e B-caroteno, vitaminas e minerais.
O presente trabalho avaliou o potencial mutagénico do cha de folhas e do suco de atemoia. Foi utilizado como sistema teste
células hematopoiéticas de ratos Wistar, Rattus norvegicus, tratados in vivo via gavagem, por tratamento agudo (24 horas). Os
ratos foram divididos em dois grupos com seis animais cada, constituidos de trés machos e trés fémeas por grupo. Esses animais
foram tratados com: agua (controle negativo), ciclofosfamida (controle positivo), cha das folhas de atemoia e suco da polpa de
atemoia. Foram analisadas 100 metafases/animal, totalizando 600 metafases/grupo e o célculo do indice mitético feito de 5.000
células/sexo, totalizando 10.000 células/grupo. Os resultados obtidos foram comparados entre si e com os dos controles, pelo
teste do qui-quadrado. Observou-se que nao houve alteragao significativa nos indices de divisdo celular e no numero de altera-
¢des cromossomicas em nenhum dos tratamentos utilizados. Portanto, neste tipo, tempo de tratamento e nestas concentragdes
testadas, a atemoéia ndo mostrou efeito citotoxico e nem clastogénico no sistema teste empregado.
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ABSTRACT: (Mutagenic potential of atemoya (4nnona squamosa Mill. x Annona cherimola L.) leaf tea and juice on hema-
topoietic cells of Wistar rats). Atemoya (Annona cherimola x Annona squamosa) belonging to Annonaceae, is widely used in
culinary, it contains high levels of water, potassium, magnesium, o and B-carotene, vitamins and minerals. The current research
evaluated the mutagenic potential of atemoya leaf tea and juice. It was used as hematopoietic cells test system of Wistar rats,
Rattus norvegicus, treated in vivo by way of gavage, through acute treatment (24 hours). The rats were divided into two groups
of six animals each consisting of three males and three females per group. These animals were treated with: water (negative
control), cyclophosphamide (positive control), atemoya leaves tea and atemoya pulp juice. A hundred metaphases/animal was
analyzed, totaling 600 metaphases/group and the calculation of mitotic index was made from 5.000 cells/sex, totaling 10.000
cells/group. The obtained results were compared within them and with the control ones through chi-square test. It was observed
that there was no significant change neither on the cell division rates nor on the number of chromosomal alterations in any of the
treatments used. Therefore, on this type, treatment time and tested concentrations, atemoya did not demonstrate neither cytotoxic
nor clastogenic effect on the test system employed.

Key words: atemoya, cytotoxicity, clastogenicity, Wistar rats, medicinal plant.

INTRODUCAO

A atemoia, pertencente a Annonaceae, ¢ um fruto
resultante do cruzamento entre a cherimoia (Annona che-
rimola Mill.) e a pinha (Annona squamosa L.), realizado
inicialmente nos Estados Unidos (Pinto et al. 2005). A
composi¢do fitoquimica da atemoéia inclui alto teor de
carboidratos, proteina, fibras, potassio, magnésio, acido
ascorbico, a e B-caroteno (Morton 1987), célcio e tragos
de lipideos (NEPA 2006).

A maioria dos estudos fitoquimicos realizados en-
volvendo espécies de Annonaceae diziam respeito aos
alcaloides (Rupprecht et al. 1990, Fang et al. 1993). No
entanto, a partir da década de 80, as pesquisas tomaram
novos rumos devido ao isolamento de uma nova classe
de substancias bioativas conhecidas como acetogeninas
de anonaceas (Rupprecht et al. 1990).

As acetogeninas de Annonaceae sdo metabolitos se-

cundarios obtidos pela via do acido acético, derivados
de acidos graxos de cadeia longa, contendo de 35 a 39
atomos de carbono (Alali 1999). Essas substancias tém
despertado o interesse de pesquisadores indicando ser um
potente agente anticancer (Alfonso et al. 1996).

As pesquisas de genotoxicidade com plantas tém
crescido juntamente com o uso terapéutico das mesmas,
tendo o objetivo de avaliar a eficacia das plantas quanto as
propriedades farmacoldgicas. Isso se deve ao fato de que
muitas plantas, apesar de possuirem efeitos benéficos,
podem também causar alteragdes no material genético
(Varanda 2006).

O estudo das plantas medicinais torna-se valido por
dois motivos: como uma medida de seguranga para o uso
popular e para a descoberta de substancias que tenham
efeito quimioterapéutico (Elgorashi ef al. 2003, Arora
et al. 2005).
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O teste de aberragdes cromossdmicas ¢ um bom para-
metro de mutagenicidade (Leonard ez al. 1982). A medula
Ossea de mamiferos constitui uma 6tima ferramenta em
estudos de alteragdes cromossOmicas por conter uma
grande populacdo de células em divisdo com um ciclo
celular que se completa entre vinte e duas e vinte e quatro
horas (Rabello-Gay et al. 1991).

Considerando as propriedades benéficas descritas para
atemoia e a auséncia de estudos que avaliem a possivel
acao toxica dessa planta, largamente utilizada pela popu-
lagdo, o presente trabalho teve por objetivo verificar, por
meio de analise citogenética, os efeitos toxico, em nivel
celular, e clastogénico, em nivel cromossdémico, do suco
da polpa e do cha de folhas dessa planta, empregando
como sistema teste, células de medula 6ssea de ratos
Wistar, Rattus norvegicus.

MATERIAL E METODOS
Material Biologico

As folhas e o fruto de atemoia (Annona cherimola x
Annona squamosa) foram provenientes da CEAGESP -
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo, sem indicios de apodrecimento ou leséo.

Na literatura popular, a indica¢do para consumo diario
pelo homem ¢ de um fruto, sem sementes (em torno de
380 g/1000 mL de agua) e quanto ao ché, segundo Navar-
ro et al. (2008), a proporg¢ao é de 8g de folhas secas/1000
mL de d4gua. Ambas indicagdes sao para o uso da graviola
(Annona muricata), porém, no presente trabalho, essas
concentragdes foram utilizadas para ensaio com atemoia.

Para o calculo das concentracdes levou-se em consi-
deracdo o peso corpdreo (p.c.) de um homem de 70 Kg e
um rato de 100 g. Para o suco, foi utilizada 114 g de polpa
de atemoia/300 mL de 4gua para o homem, extrapolando
para os ratos, a quantidade foi de 0,19 g/0,5 mL de dgua;
para o cha, foi utilizado 1,28 g de folhas de atemdia/160
mL de agua, extrapolando para os ratos, a quantidade foi
de 0,004 g/0,5 mL de agua.

A administragdo nos ratos foi de forma aguda (unica),
sendo adotada a concentragdo equivalente a um copo de
300 mL para o suco e uma xicara de 160 mL para o cha,
correspondendo aos valores mencionados acima para
administragdo nos ratos.

O cha foi preparado utilizando 0,4 g de folhas de
atemoia, secas em estufa, diluidas em 50 mL de agua
potavel, até levantar fervura, deixando esfriar sobre a
bancada até alcangar a temperatura ambiente, e coado em
filtro de papel. O suco foi preparado com 19 g de polpa
de atemoia, batido em liquidificador, em 50 mL de 4gua
potavel, em temperatura ambiente.

Tratamento

Para cada tratamento, foram utilizados seis ratos
Wistar, para cada grupo controle, sendo trés machos e
trés fémeas. Os animais procederam do Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringa, UEM/PR, com

aproximadamente 100 g de peso corporeo (p.c.).

Foram administrados, via gavagem, 0,5 mL de cha de
folhas de atem6ia/100 g p.c., no primeiro grupo ¢ 0,5 mL
de suco de atemdia/100 g p.c., no segundo grupo, em tra-
tamento agudo, em dose unica, por vinte e quatro horas.

Para o controle positivo foi administrado o agente clas-
togénico ciclofosfamida, na concentragao de 1,5 mg/mL
de 4gua/100 g p.c., via intraperitoneal (i.p.), por 24 horas.
O controle negativo foi feito com 1 mL de agua/100 g
p.c., aplicado via gavagem, por 24 horas.

Os ratos ficaram em caixas separadas, sendo que a 4gua
e aracdo foram trocadas diariamente e administradas ad
libitum. Foi injetado nos animais 0,5 mL/100 g p.c. de
colchicina na concentragdo de 0,16% uma hora e meia
antes do sacrificio.

Preparacgao citologica

A técnica utilizada para a obtencdo das células da
medula 6ssea de ratos foi baseada na técnica de Ford &
Hamerton (1956).

Apbs o tempo de tratamento e aplicagdo da colchici-
na, os animais foram sacrificados. Em seguida, foram
retirados os fémures e suas epifises proximais cortadas.

A medula 6ssea foi retirada introduzindo no canal
medular uma agulha com seringa contendo 5 mL de
solucdo hipotonica de cloreto de potassio (KCI) 0,075M
a 37 °C. A suspensao foi deixada em estufa durante 12
minutos a 37 °C.

Passado esse tempo, o material foi centrifugado por
5 min a 800 rpm e o sobrenadante foi descartado. Para
a fixacdo do material foi adicionado ao tubo 5 mL de
fixador na propor¢ao 3:1 metanol/acido acético.

Em seguida, a amostra foi submetida a centrifugagao
por 5 min a 800 rpm e apds esse tempo, ressuspendida
em 5 mL de fixador, e centrifugada novamente sob as
mesmas condi¢des.

No preparo das laminas, o método utilizado foi o de
espalhamento, pingando algumas gotas da suspensao
em laminas limpas e geladas, contendo um filme de
agua destilada, mantidas inclinadas com a finalidade de
promover o espalhamento do material e rapidamente
flambadas para fixagao.

A coloragdo das laminas foi feita com solugdo de
Giemsa diluido em tampéo fosfato (Na,HPO, 12H,0 e
KH,PO,) 0,06 M e pH 6,8 na proporgdo de 1:30. Apos
o periodo de 12 min, as 1dminas foram lavadas em agua
corrente e colocadas para secagem ao ar.

Analise das laminas

Foi calculado o Indice Mitético (IM) de 5.000 células
por sexo, totalizando 10.000 células por grupo da seguin-
te forma: IM (%) = (n° de células em divisdo / Total de
células presentes nos campos) x 100.

Foram analisadas 100 metafases por animal (fémeas e
machos), contabilizando 300 metafases por sexo (trés ma-
chos e trés fémeas), totalizando 600 metafases por grupo.

Foram preparadas 5 laminas/animal e a analise das
mesmas realizada em microscopio 6ptico, com aumento
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final de 1000 vezes. Foi avaliado também, o aparecimento
de alteragdes como: gap, quebra cromatidica (ct), quebra
cromossOmica (cr), fragmento acéntrico, minute e double
minute.

O calculo estatistico utilizado foi o teste do qui-
quadrado (o = 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas sdo conhecidas por conterem uma infini-
dade de compostos que podem apresentar propriedades
benéficas ou desencadear efeitos indesejaveis no nosso
organismo, como a potencializagdo da taxa de mutacdes.

Apds os tratamentos com as duas formas de preparo
(cha e suco) de atemdia, foi verificado que nao houve
acdo citotoxica nesse sistema teste. As formas de preparo
testadas e suas respectivas concentragdes também nao
causaram efeito clastogé€nico nesse tipo, tempo e forma
de tratamento, como mostra a tabela 1.

A analise estatistica mostrou a auséncia de efeito
citotoxico e clastogénico das preparacdes de atemoia,
com valores menores, estatisticamente significativos,
que o controle positivo, sendo que o suco apresentou o
mesmo percentual de alteracdes que o controle negativo.

E importante a descoberta de agentes mutagénicos,
suas consequéncias para 0s Seres vivos € seu mecanismo
de a¢do, assim como, a compreensao de como as células
modulam esses processos, podendo levar & diminuigéo
ou ao aumento dos danos genéticos (Ribeiro & Marques
2003).

A auséncia de atividade mutagénica tem sido descrita
para outras espécies de Annona como o extrato etanolico
de Annona crassiflora (araticum) em teste de micronu-
cleo em camundongos. Observou-se que todas as doses
testadas ndo aumentaram significativamente o niimero de
eritrocitros policromaticos micronucleados em relagéo ao
grupo controle, nao exercendo atividade mutagénica, mas
atuando de forma antimutagénica, com excecao da dose
de 10 mg/kg co-administrada com 4 mg/kg de mitomicina
C (Vilar et al. 2008).

A atividade antigenotoxica do extrato de 4. muricata
puro e associado a doxorrubicina foi demonstrada pelo
ensaio de detec¢dao de mutagdo e recombinagao somatica
em asas de Drosophila melanogaster. A atividade anti-
genotoxica foi sugerida ao verificar uma redugao signi-

ficativa de manchas, quando associada a doxorrubicina
(Garcia & Nepomuceno 2011).

Esses resultados obtidos podem ser explicados pela
presenca de um grupo de metabolitos secundarios bio-
ativos, as acetogeninas, presentes em espécies de An-
nonaceae (Fang et al. 1993, Landolt et al. 1995), e tém
atraido consideravelmente a atenc¢do devido sua estrutura
especial e ampla atividade biologica (Jolad et al. 1982),
como pesticida, citotoxica, antimalaria e antitumoral
(Fang et al. 1993, Zafra-Polo et al. 1998).

Ensaios adicionais de citotoxicidade tém sido realiza-
dos, mostrando que, embora a maioria das acetogeninas
possuam atividade entre diversos tipos de linhagens
tumorais humanas, algumas delas mostram notavel
seletividade para certas linhagens celulares, como o ob-
servado no experimento de Pardhasaradhi et al. (2005),
onde o extrato aquoso e organico obtidos de sementes
de Annona squamosa induziram a apoptose apenas as
linhagens celulares tumorais humanas MCF-7 e K-562,
nao apresentando esse efeito para as células Colo-205, o
que representa uma vantagem no uso dessas susbtancias
por atuarem de forma célula-especifica.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem
ser explicados, em parte, pela presenga, na polpa, de
a-caroteno e de B-caroteno (Morton 1987), conside-
rados supressores da formagdo de tumor, atuando na
paralisagdo do ciclo de multiplicag@o celular, podendo
desempenhar um papel importante na prevenciao do
cancer (Murakoshi ef al. 1992) e acetogeninas na folha,
conforme isolamento realizado por Nascimento et al.
(2003), que descreveram a ocorréncia de uvariamicina,
solamina e gonioenina, descritas em outros membros de
Annonaceae, mas pela primeira vez relatadas em Rollinia
laurifolia (Annonaceae).

A auséncia de efeitos clastogénicos e citotoxicos do cha
e do suco de atemoia, em células hematopoiéticas de ratos
Wistar, verificada no presente estudo, pode representar
mais um aspecto positivo para a recomendagao da inclu-
sdo desta planta na dieta humana e seu uso seguro como
fitoterapico e/ou aliado em tratamentos quimioterapicos.

Estes resultados podem ser indicativos para a reali-
zacao de novos experimentos a fim de avaliar a ag@o
antimutagénica do ché e do suco e com isso, descrever
novas propriedades medicinais.

Tabela 1. indices mitéticos (IM) e porcentagens de alteragdes cromossomicas, obtidos para os diferentes grupos, controles e tratados, de ratos

Wistar.
Grupos (mg/mL) IM Alteracdes (%) Gap Quebras FarcaégllTli:ZZS Minute ffll;:zl:iz
Co+ (1,5 mg/mL) 1,08 128 (21,30) 29 cte 04 cr 16 cte 14 cr 20 30 15
Co- (1 mL) 1,40 02 (0,33) - 02 ct - - -
Cha 1,40 04 (0,66) - 04 ct - - -
Suco 1,42 02 (0,33) - 01 ct - - -

Abreviaturas: Co+, controle positivo com ciclofosfamida; Co-, controle negativo com agua; Cha, 1,28 g de folhas; Suco, 0,19 g de polpa; cr,

cromossdmica; ct, cromatidica.
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