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Resumo: plantas do género Bauhinia L. tém sido empregadas empirica-
mente na sociedade humana para fins terapéuticos, ndo se examinado a exis-
téncia de eventos de toxicidade. Este trabalho teve como objetivo a avaliagcdo
do possivel potencial mutagénico e citotoxico de Bauhinia L. sp. pelo biomo-
nitor Poecilia reticulata. Os resultados deste estudo ndo apresentaram signi-
ficancia nas varidveis, micronticleo e alteracdes eritrociticas totais testadas.

Palavras-chave: Planta medicinal. Microniicleo. Pata-de-vaca.
Citotoxicidade.

consumo de plantas medicinais € uma das mais antigas praticas re-

alizadas pela sociedade antrdpica e ainda é muito difundida na con-

temporaneidade. Nos ultimos anos, tem se aumentado o nimero de
pessoas e profissionais da saide a optarem por terapias com plantas medic-
inais, como complemento para os tratamentos baseados em medicamentos
sintéticos (SANTOS; VARANDA, 2006).

O uso de plantas medicinal e fitoterdpico para tratamentos € manutengao
da satde, tem se demonstrado como um mercado muito favordvel. Sendo que
no ano de 2010, foram movimentados aproximadamente US$ 44 bilhdes pelo
mercado mundial de fitoterdpicos (ARAUJO et al., 2006). No Brasil apesar da
auséncia de dados oficiais relacionados ao tamanho desse mercado, estima-se
que se tenha uma variag¢@o entre US$ 350 milhoes e US$ 550 milhdes (ABI-
FISA, 2010).

Na sociedade brasileira, verifica-se que o consumo de plantas medicinais
da flora nativa é frequente, sendo com pouca ou total auséncia da comprovagao
de suas propriedades farmacoldgicas, considerando a toxicidade dos agentes
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terapéuticos mais utilizados pela sociedade (farmacos sintéticos, fitoterapicos e plantas
medicinais), sugere-se que seja desprezivel o evento de efeitos toxicos por parte dos
compostos vegetais. Porem, este pensamento torna-se equivocado, pois as plantas me-
dicinais podem causar efeitos adversos como possiveis adulteracdes, toxidez e ag¢des
sinérgicas (interacdo com outras drogas) que caracteriza entdo, o consumo de plantas
medicinais como um problema sério de satide piiblica (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005).

Em meio a densidade de plantas com potencial terapéutico, observa-se o género
Bauhinia Linneaus, 1753 (Bauhinia L.) pertencente a familia leguminosae, comumente
encontrado em dreas tropicais constituindo cerca de 300 espécies (MENEZES, 2007).
Destas, 200 sao brasileiras (VAZ; TOZZI, 2005), sendo as espécies B. affinis, B. forfi-
cata encontradas na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satide (RENISUS) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009), por serem utilizadas
pela populacao, como agente terapéutico empregadas no tratamento de infec¢des, dores
e especialmente diabetes mellitus. Conhecidas popularmente como Pata-de-vaca, estas
plantas também sio encontradas em ambientes antropizados e possuem compostos que
sdo interessantes medicinalmente (DA SILVA; CECHINEL, 2002).

As espécies pertencentes a este género podem apresentar porte arboreo ou arbustivo,
e conforme os nomes populares sugerem, as folhas assemelham-se a uma pata de bovino,
sendo fendida no meio, formando dois foliolos. Possuem flores zigomorfas dispostas
em cachos (inflorescéncia) axilares que variam de cor, de acordo com a espécie e su-
bespécie. Seus frutos sdo vargens achatadas deiscentes (LORENZI; MATOS, 2002).

Andlises direcionadas a fotoquimica das plantas do género Bauhinia L. apontam
como principais constituintes os glicosideos esteroidicos, triterpenos, lactonas e flavo-
néides (CECHINEL FILHO, 2000).

Para Elgorashi e colaboradores (2003) e Arora e colaboradores (2005) os estudos
de plantas medicinais tradicionalmente utilizadas sdo vdlidos nos seguintes aspectos:
na pesquisa de drogas com potencial quimioterdpico ou farmacoldgico e em medidas
de seguranca para o uso popular.

A atividade toxica exercida por flavondides parece ser extremamente rara para
animais € humanos (KITAMURA et al., 2003). Entretanto, na administracao em doses
cronicas tem-se observado relatos de reacdes adversas (JAENGER et al., 1988).

Segundo Surh e Ferguson, (2003) os organismos de maneira geral estdo sujeitos a
presenca de substincias mutagénicas, algumas de origem natural como os fitoterapicos
e outras sintéticas como os farmacos.

Substancias que lesam ou danificam o DNA sdo chamadas de genotdxicas e na au-
séncia de reparo apds o processo de divisao celular sdo denominadas como mutagénicas.
Estas lesdes podem afetar de forma vital os processos relacionados a manutencao da
propria molécula (DNA) quanto da célula (COSTA; MENK, 2000).

Dentre as metodologias avaliativas em mutagénese o Teste do Micronucleo € o
ensaio in vivo mais empregado, o qual permite a detec¢do de agentes clastogénicos e
agentes aneugénicos (MACGREGOR et al., 1987; HAYASHI et al., 1994).

Uma alternativa para rastreamento indicativo de atividade toxica € a utilizacdo de
peixes como biomonitores, pois estes respondem aos agentes toxicos de forma seme-
lhante aos vertebrados superiores (AI-SABTI; METCALFE, 1995).
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Para Al-Sabti (1991) os peixes sdo excelentes biomonitores para os estudos avalia-
tivos do potencial mutagénico e/ou carcinogénico, uma vez que 0S mesmos conseguem
metabolizar, concentrar e armazenar substincias contaminantes na dgua.

Kumar e colaboradores (1995) destacam a utilizacao da espécie Poecilia reticula-
ta (P. reticulata) em testes de toxicidade, devido a 6tima capacidade de adaptacdo as
condi¢Oes de laboratdrio, sendo apontada, em APHA (1998), como organismo teste.

Visando a obten¢@o de novas informagdes, aos estudos de toxicologia de plantas me-
dicinais e fitoterdpicos, este trabalho teve como objetivo a avaliagdo do possivel potencial
mutagénico e citotoxico do infuso de folhas de Bauhinia L. sp. em eritrocitos de P. reticulata.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério Nucleo de Pesquisas Repli-
con vinculado ao Departamento de Biologia e ao programa de Mestrado em Genética,
localizados no campus I da Pontificia Universidade Catélica de Goids (PUC Goids).

* Preparo do Infuso de Folhas de Bauhinia L. sp.

Para o preparo do infuso, foram coletadas folhas de Bauhinia L. sp. localizadas no
campus I na 4rea IV da PUC Goiés, as folhas foram desidratadas, maceradas e arma-
zenadas em recipientes. O extrato aquoso foi preparado através do método de infusdo,
despejado o famacogeno em 4gua fervente seguida da homogeneizagao.

* Coleta dos espécimes P. reticulata

Os espécimes de P. reticulata foram coletados no més de maio no ano de 2012 no
lago do Instituto Trépico Subumido da PUC Goids, seguido do armazenamento em
recipientes com 4dgua e transposi¢ao para os aquéarios, respeitando o tempo minimo de
sete dias, para a observacdo das condicdes de saide dos peixes, visando a recuperacao
do estresse provocado pelo transporte.

¢ Teste CL,,,,,

A CL,, € um teste que tem por finalidade, indicar ou sinalizar uma concentragao
que tenha efeito letal em 50% dos organismos expostos por um periodo de tempo
(MATIAS et al., 2006).

Para a determinagdo da CL, . foram coletados espécimes P. reticulata adultos de
aproximadamente 60 dias, aclimatados por uma semana em aquarios (MURTY, 1988b),
distribuidos em no maximo um grama de peixe para cada litro de 4gua (IBAMA, 1987).
Utilizou-se nos testes de CL, .. 10 peixes para cada concentragdo e o controle negativo
sendo inicialmente utilizada a concentracio de 50 g.L."'.

A CL, . paraoinfuso de folhas de Bauhinia L. sp. em P. reticulata foi determinada
através do auxilio do software Trimmedp Spearman-Karber versao 1.5 (HAMILTON
et al., 1977) estabelecendo-se em 26,75 g.L"'.
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e Teste Microniicleo

A metodologia foi realizada conforme Heddle (1973), apresentando modificagoes.
Primeiramente, os peixes foram expostos durante 48 horas as diferentes concentra-
¢oes do extrato aquoso de Bauhinia L. sp., sendo depois eutandsiados, para logo em
seguida a coleta do sangue da regido branquial, depositado- os em tubos eppendorfs
homogeneizando-os com 100 pL de soro fetal bovino. A confec¢do das laminas ocor-
reu através do método de esfregago sanguineo, passando em sequéncia por um periodo
de secagem (overnight). Depois, elas sdo fixadas em etanol absoluto e coradas com o
corante hematoldgico rapido segundo as recomendagdes do fabricante, para andlise.

A andlise ocorreu por meio do uso de aparelhos de microscopia Optica, permitindo
a contagem e registro de altera¢des. Foram observadas 4000 células por tratamento sen-
do 1000 por individuo, quantificando-se a frequéncia de microntcleos e de alteracdes
eritrociticas nucleares (AENS).

e Andlise estatistica

Para os calculos estatisticos, empregou-se o software BioEstat® 5.0. Quando os
dados apresentaram uma distribui¢do ndo paramétrica, foi necessario o emprego de
testes especificos, segundo Sheats e Pankratz (2002). Para a contagem de microntcleos
e AENSs, optou-se pelo teste ndo paramétrico de analise de variancia Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes utilizadas nos tratamentos para o teste micronucleo foram obtidas
a partir do teste CL sendo esta determinada em 26,75 g.L."! empregando-se de 10
a 60% da mesma.

50/48h

Por meio da andlise em microscopia Optica, verificou-se o nimero de alteracdes
nas células. Porem, os resultados obtidos para as varidveis microntcleos e AENs ndo
apresentaram diferencas significativas pelo teste Kruskal-Wallis (p=0,7231 e p=0,8057).
Em alguns casos, obteve-se grande dispersao dos dados devido a presencga de valores
extremos (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia de micronticleos e AENs em eritrocitos de P. reticulata expostos ao infuso de folhas
de Bauhinia L. sp.

Concentragio dljlzgizs - AMl'cronucleF;)st - - — AENSs
gL! Analisadas re‘gﬁ%“c‘a Micoontcloog re(g;:)n‘“a Total de AEN’s
16,05 4000 0,10 4 0,10 4
10,7 4000 0,10 4 0,05 2
5,35 4000 0,08 3 0,08 3
2,67 4000 0,05 2 0,08 3
0* 4000 0,05 2 0,05 2

Legenda: AENSs: Alteracdes Eritrociticas Nucleares; * Controle Negativo
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A determinacao de padrdes seguros para o consumo de produtos naturais € de grande
importancia na sociedade, pois a toxidade € uma grande limitacdo no desenvolvimento
de medicamentos (STANGE et al., 2009). Sendo a auséncia de toxicidade, genotoxi-
cidade e mutagenicidade, fator positivo para a populagdo devido a maior seguranca no
consumo de medicamentos sejam eles naturais ou sintéticos.

Os resultados deste estudo ndo indicaram a atividade mutagénica e citotoxica do
infuso de folhas de Bauhinia L. sp. em eritrdcitos de espécimes P. reticulata, pois, as
frequéncias entre o grupo exposto € o controle negativo, apresentaram-se proximas.
Esta observacao foi confirmada através do teste de analise de variancia Kruskal-Wallis,
demonstrando auséncia de significancia.

Os estudos realizados por Macedo e colaboradores (2008), o qual se fez em sis-
tema in vitro DNA plasmidial, e in vivo, em procariotos e em eucariotos (feste Allium
Cepa) expostos a diferentes concentragdes do infuso de folhas de Bauhinia monandra
sp., ndo foram observadas atividades mutagénicas e citotéxicas, ocorrendo entretanto,
a atividade genotdxica nas concentragdes mais elevadas. Em outros, Sisenando (2009)
verificou diminui¢cdes de mutagdes espontaneas em cepas de Escherichia coli tratadas
com lectina de folhas de Bauhinia monandra sp., constatando um potencial antioxidante.

Em estudos de micronucleos realizados com eritrocitos de medula 6ssea de roedo-
res (ratos da linhagem Wistar) expostos ao extrato da planta Cecropia glaziovii Sneth
(embauba) por Stange e colaboradores (2009) ndo indicaram efeito mutagénico e cito-
téxico, porem, levantaram informacdes a respeito da fitoquimica da planta, indicando
a presencga de metabdlitos secundarios sendo uns deles os flavondides, encontrados no
género Bauhinia L.. Este foi considerado por Camparoto e colaboradores (2002) um
dos agentes responsaveis pela auséncia de efeitos citotoxicos e mutagénicos em estudos
com Maytenus ilicifolia e Bauhinia candicans.

Mesmo sabendo sobre a presenca de metabdlitos secunddrios em extratos de plan-
tas, e supondo atividades relacionas a toxidez dos mesmos, ainda nao se compreende a
maneira ou os mecanismos que esclarecam as atividades genotoxicas e citotoxicas destes
metabodlitos (FAGUNDES et al., 2005), quanto também néo se tem uma explicacao bem
elucidada a respeito dos mecanismos das acoes reversas.

O consumo de plantas para fins terapéuticos € bastante difundido na socieda-
de. Entretanto, evidencias de suas acdes farmacoldgicas sdo na maioria das vezes
desconsideradas devido a confian¢a que sociedade possui nos produtos naturais.
Deixando evidente a caréncia de divulgacdes de politicas de orientacdes de consu-
mo, e de programas de incentivo a pesquisa, visando o emprego de padrdes seguros
para o uso.

Conclusdo

Os resultados obtidos neste estudo nao indicaram atividade mutagénica e citotoxicas
do infuso de Bauhinia L. sp. para as concentragdes testadas, considerando que o mesmo
ndo abordou todos os parametros de andlise ponderando exclusivamente um tipo de
biomonitor. A realizacio de outras metodologias voltadas a investigacdo toxicoldgica
de Bauhinia L. sp. sao necessdrias para complementar a compreensao do seu potencial
toxicoldgico, surge como uma abordagem comparativa de informacdes entre os estudos.
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E importante ressaltar que mesmo néo indicando efeitos mutagénicos e/ou citot6-
xicos a andlise realizada ndo prescreve certeza de segurancga para o consumo de plantas
do género Bauhinia L., pois ndo envolveu um monitoramento respectivo a uma expo-
sicdo cronica, a qual se supde o desempenho de efeitos adversos, e também pelo fato
de estender-se a um unico tipo de organismo.

Para que ocorra uma maior compreensao dos eventos de toxicidade, é relevante, que
também sobrevenham os estudos dos mecanismos responsaveis pelas atividades toxicas
e também pelas acdes repressoras (quando presentes), sendo ate entdo, uma area pouco
explorada em se tratando de plantas do género Bauhinia L.

EVALUATION OF POSSIBLE MUTAGENIC POTENTIAL OF Bauhinia L. sp.

Abstract: the genus Bauhinia L. have been employed in human society empirically for
therapeutic purposes, not examined the existence of events toxicity. This study aimed to
evaluate the possible cytotoxic and mutagenic potential of Bauhinia L. sp. by biomonitor
Poecilia reticulata. The results of this study did not show significance in the variables,
and changes erythrocytic micronucleus total tested.

Keywords: Medicinal plant. Micronucleus. Paw-of-cow. Cytotoxicity.
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