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RESUMO

O guarana (Paullinia cupana Kunth) em p6 é utilizado pela populagdo por suas
propriedades estimulantes. A utilizagdo de plantas medicinais € uma pratica antiga,
que nos ultimos anos tem apresentado um significativo crescimento. O presente
trabalho objetivou avaliar o efeito genotdxico e citotdxico do extrato aquoso do pé da
semente de Paullinia cupana. O organismo teste utilizado foi bulbos de Allium cepa.
Foram preparados dois tipos de extratos com o guarana em po, um sob a forma de
suco e outro de infusdo. A partir do extrato de 100% foram realizadas trés diluicdes
com agua destilada, 50%; 25% e 12,5%, constituindo quatro concentragdes.
Também foi utilizado um tratamento controle com agua destilada. Os resultados
demonstraram que ocorreram inibicbes em todas as fases da mitose das células
meristematicas da raiz da cebola em todas as concentra¢des avaliadas, diferindo-se
do controle. O indice mitético das células da cebola, submetidas aos tratamentos
com os extratos, foi reduzido em mais 50% quando comparados ao controle,
demonstrando assim o potencial citotéxico dos extratos. Apds 72h de recuperagao
em agua destilada o IM foi restabelecido em todos os tratamentos com excecéo da
concentracdo de 100%, revelando que nesta concentracdo o efeito citotoxico é
irreversivel. As divisdes celulares resultantes do processo de recuperagao
apresentaram maior quantidade de aberracbées cromossémicas. Em todos os
tratamentos houve citoxicidade e mesmo depois da recuperagdo ocorreu O
surgimento de aberragbes cromossémicas demonstrando a citotoxicidade e
genotoxicidade do extrato aquoso do guarana em pdé nas condigdes avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: Guarana em pd, indice Mitético e Aberracdes Cromossdmicas.

CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECT OF Paullinia cupana (Kunth)

ABSTRACT
Guarana powder is used by the population for its stimulating properties. The use of
medicinal plants is an old practice, which in recent years has presented a significant
growth. The present work aimed to evaluate the genotoxic and cytotoxic effect of the
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aqueous extract of the seed powder of Paullinia cupana (Kunth). The test organism
used was Allium cepa bulbs. Two types of extracts were prepared with guarana
powder, one in the form of juice and another one of infusion. From the 100% extract,
three dilutions were carried out with 50% distilled water; 25% and 12.5%, constituting
four concentrations. A control treatment with distilled water was also used. The
results demonstrated that inhibitions occurred in all phases of the meristematic root
mitosis at all concentrations of the extract evaluated, differing from the control. The
mitotic index of the onion cells, submitted to the treatments with the extracts, was
reduced by another 50% when compared to the control, thus demonstrating the
cytotoxic potential of the extracts. After 72 hours of recovery in distilled water the IM
was reestablished in all treatments except for the 100% concentration, revealing that
at this concentration the cytotoxic effect is irreversible. The cellular divisions resulting
from the recovery process had a greater amount of chromosomal aberrations. In all
treatments there was cytotoxicity and even after recovery IM showed the appearance
of chromosomal aberrations demonstrating the cytotoxicity and genotoxicity of the
aqueous extract of guarana powder under the conditions evaluated.

KEYWORDS: Chromosomal Aberrations, Guarana Powder, Mitotic Index.

INTRODUGCAO

Paullinia cupana Kunthex H.B.K. var. sorbilis (Mart.) Ducke, pertence ao géne-
ro Paullinia e a familia Sapindaceae, possui cerca de 136 géneros e 1900 espécies
(Buerki et al. 2012), dos quais 27 géneros e 419 espécies ocorrem no Brasil e 12 gé-
neros e 63 espécies no estado do Parana. Sapindaceae apresentada distribuicao
nos tropicos e subtrépicos. Dentre estas espécies, algumas sdo mais conhecidas,
como Paullinia cupana (guarana) e Sapindus saponaria L. (sabonete-de-soldado)
(SOMNER et al., 2015).

E um arbusto trepador nativo da regido amazénica, podendo atingir até 12
metros de altura prendendo-se as arvores vizinhas, vive em torno de 35 anos, atinge
sua maturidade aos 5 anos e a partir do terceiro ano comeca a produzir frutos. Cada
fruto produz de 4 a 9 sementes, mas apenas uma se desenvolve por completa
(MIRANDA; METZNER, 2010).

O Brasil € o maior produtor mundial de guarana, atendendo o comércio
nacional e internacional, com produgdo entre as regides norte, nordeste e centro-
oeste (CONAB, 2015). Além do destaque na economia, apresenta importancia
socioecondmica para as comunidades Amazoénicas, utilizado na forma de consorcio
com outras culturas e ao seu valor nutricional, caracteristicas de interesse devido as
suas propriedades medicinais e estimulantes (SANTOS, 2007).

Durante séculos, a espécie, foi empregada pelas civilizagdes indigenas, em
virtude de suas caracteristicas estimulantes e medicinais. Utilizada para o alivio da
fome por produzir uma ligeira anestesia nas fibras gastricas e como estimulante do
sistema nervoso, tirando o sono e o cansago dos guerreiros (MIRANDA e
METZNER, 2010). O percentual de cafeina presente nas sementes do guarana varia
de 3,2 a 7%, sendo cerca de 6 vezes superior ao encontrado nas sementes do café
(PAGLIARUSSI et al., 2002).

O uso de plantas medicinais € uma pratica antiga, que nos ultimos anos tem
apresentado um significativo crescimento, por serem produtos naturais livres de
produtos quimicos, pela facilidade de acesso (feiras livres, mercados populares e
cultivo no préprio quintal), por fazer parte da cultura da maioria da populagao, além
de ser considerada uma alternativa econdmica (GELATTI et al.,, 2016; VALGAS;
QUEIROZ, 2017; STEFANELLO et al.,, 2018). Em uma pesquisa realizada por
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Goncgalves et al. (2017) destaca-se que 80,65% dos domicilios visitados, faz uso de
plantas medicinais associadas a outros medicamentos. Apesar dos beneficios
encontrados nas plantas, vale lembrar que muitas delas quando habitualmente
utilizadas apresentam substancias capazes de exercer acao toxica (VON POSER,
2017), mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas (VERRI et al., 2017).

A utilizagdo dos produtos advindos da semente do guarana desencadeia
interesse em relacdo a sua qualidade, devido sua estrutura quimica ser
predominantemente insaturada, sujeita a oxidagdo, afetando a propriedade do
alimento (PINHEIRO DA SILVA et al., 2015).

As implicacdes das infusdes com plantas medicinais sobre o ciclo celular de
Allium cepa tém sido descritos por varios autores (CARDOSO et al., 2014; SILVA et
al., 2015a; HISTER et al., 2017; LESSA et al., 2017; FERNANDES et al., 2018).
Deste modo o sistema Allium cepa, € um bioindicador de possiveis efeitos adversos,
permitindo observar o aumento do numero basal de aberragbées cromossdmicas
como quebras cromatidicas, pontes anafasicas, formagdo de micronucleo, ou
mesmo a destruicdo total do cromossomo, além de alteragbes no processo de
divisdo celular, demonstrado bons resultados em estudos de genotoxicidade e
citotoxidade dos extratos de varias plantas de uso medicinal, permitindo observar as
alteragdes cromossémicas e divisdes celulares de raizes de cebola, com finalidade
de advertir a populagdo sobre o consumo de determinado produto (PINHO et al.,
2010; SOUZA et al., 2005), além de ser um sistema de baixo custo, de facil
manuseio e de confiabilidade (SILVA et al., 2015b).

A genotoxicidade consiste da analise e monitoramento in situ de substancias
ambientais e os produtos provenientes do metabolismo secundario de algumas
plantas, através do indice mitético (IM) e da presencga de aberragbes cromossOmicas
(AC) (SILVA et al., 2003). A genética Toxicolégica € uma area especifica e
fundamental que detecta e entende a acdo das substidncias denominadas
genotoxicas ou mais precisamente sua agao sobre os acidos nucléicos. Os efeitos
dessas substancias podem ser tanto em células somaticas como germinativas,
podendo causar danos no individuo ou nos seus descendentes (BALBACH, 1974).

As alteragdes no indice mitotico sdo analisadas como parametros citotoxicos
que permitem estimar o nivel de citotoxicidade na amostra estudada. Este parametro
permite avaliar a frequéncia da divisdo celular e pode ser correlacionado com o
padrao de crescimento da raiz, portanto, a inibicdo do crescimento da raiz é
resultado da inibicdo de células em divisdo celular induzindo a diminuigéo do indice
mitético (MARCANO et al., 2004).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar o efeito genotdoxico e
citotoxico do extrato aquoso do p6é da semente de Paullinia cupana (Kunth)
comercializado na regido de Alta Floresta, MT, por meio do sistema teste Allium
cepa.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério Didatico | e no laboratério de Genética
Vegetal e Biologia Molecular na Universidade do Estado de Mato Grosso —
UNEMAT, Campus de Alta Floresta.

O organismo teste utilizado foi bulbos de Allium cepa (cebola) e o produto
testado foi o guarana em po industrializado na regido, adquirido na Empresa
Agroindustrial LTDA CAIABI.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.15 n.27; p. 221 2018



Extratos aquosos

Foram preparados dois tipos de extratos: 1) Em forma de suco — Onde o guarana
em po foi diluido em agua fria; 2) Em forma de infusdo - Onde o guarana em po foi
diluido em agua quente. Para o preparo do suco e da infusdo foram utilizados 25 g
do guarand em po6 para 500 mL de agua destilada, que foram os extratos
considerados na proporgao de 100%. A partir deste extrato (100%) foram realizadas
trés diluicbes com agua destilada, sendo: 50%; 25% e 12,5%, constituindo assim
quatro concentragdes (tratamentos). Também foi utilizado um tratamento controle
com agua destilada.

Bioensaio

O experimento consistiu de cinco tratamentos (100%; 50%; 25% 12,5% e um
controle), com cinco repetigdes (bulbo) por tratamento, totalizando 25 bulbos por tipo
de extrato (suco e infusdo).

Primeiramente os bulbos de cebola foram colocados para enraizar em agua
destilada, a temperatura ambiente (Figura 1A), até obtencao de raizes com cerca de
1 a 1,5 cm de comprimento (Figura 1B). Posteriormente os bulbos foram transferidos
para os extratos (suco e infusdo) (Figura 1C e D). Para o controle foram coletadas
raizes dos bulbos antes de serem submetidos aos extratos.

Os bulbos de cebola enraizados foram submetidos a cada tratamento por 72h,
em seguida foram coletadas raizes de cada tratamento. Posteriormente os bulbos
foram lavados e transferidos para a agua destilada, para a recuperagdo por mais
72h, sendo posteriormente coletadas raizes de cada tratamento. Todas as raizes
coletadas foram fixadas em Carnoy (3:1, etanol: acido acético) por um periodo de 24
horas a temperatura ambiente e em seguida armazenadas em etanol 70% a -4°C.

Estimativa da Citotoxidade e Genotoxidade

A analise da citotoxidade foi obtida utilizando-se do indice mitético, através da
técnica de esmagamento (GUERRA; SOUZA, 2002). A preparagao do material
constituiu de agua destilada por 5 minutos; HCI 1N por 15 minutos em temperatura
ambiente; agua destilada por 5 minutos. As radiculas foram transferidas para lamina,
onde a coifa foi extraida com auxilio de bisturi para a obtengdo do meristema apical,
em seguida, adicionou-se uma gota orceina acética 2% ao material, para a
coloragao.

As laminas foram observadas em microscépio 6ptico. Foram analisadas 2.000
células para cada um dos tratamentos, registrando o numero de células em cada
fase da mitose. O indice mitético (IM) foi obtido através da seguinte equagao
(PRATES et al., 2001):

IM = [%] £100

Sendo que m= numero de células em mitose; T =numero total de células.
A genotoxidade foi estimada através das alteracbes cromossdmicas, como
quebras cromatidicas, pontes anafasicas, perda de cromossomos inteiros ou
formagao de micronucleos, obtidos pela contagem das células nas fases da mitose,
sendo analisadas em nivel qualitativo.
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FIGURA 1. Detalhe do bioensaio realizado. A) Bulbos de cebola submetidos a agua
destilada para enraizamento. B) Bulbos de cebolas com radiculas apés 72
horas e exposi¢gdo em agua. C) Bulbos de cebolas submetidos aos tratamentos
nos dois tipos de extratos (infusdo e suco). D) Detalhe da coloragdo do
tratamento 12,5% nos dois tipos de extratos.

Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental adotado para o trabalho foi o inteiramente
casualizado, consistindo de fatorial (2x5) com dois tipos de extratos (infusdo e suco)
e cinco concentragdes do extrato (tratamentos: 0%; 12,5%; 25%; 50%; 100%).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para
verificar quais tratamentos foram significativos, em seguida as médias de cada
concentracdo foram comparadas pelo teste de Tukey 5% de probabilidade, e entéo
os resultados foram analisados verificando quais concentracdo tereiam maior e
menor efeito citotdxico e genotdxico. Todas as analises foram realizadas pelo
programa SISVAR 4.6 (FERREIRA, 2003), onde o valor de p < 0.05 foi considerado
significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na figura 2 revelaram que as fases da mitose das
células meristematicas da raiz da cebola foram inibidas pelo extrato da infusdo do pd6
do guarana em todas as concentracdes, diferindo-se estatisticamente do controle,
consequentemente um maior numero de células na interfase foi encontrado. No
entanto, houve uma recuperacdo em todas as fases da divisao celular, apés 72h de
exposi¢cao na agua destilada (Figura 3). Resultados diferentes foram observados em
outros trabalhos. Souza et al. (2005), quando analisou o efeito citotoxico dos
extratos aquosos de capim cidreira e estévia, observaram que as diferentes
concentracbes sobre as células meristematicas de alface, acarretaram um efeito
citotoxico, ou seja, levando a redugdo da divisdo celular, nas concentragdes de 20
mg e 100 mg. Santos et al. (2017), ao estudar atividade genotoxica, citotdxica e
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antimicrobiana da infusdo das folhas de Spondias purpurea, ndo encontrou
diferengas significativas para o indice mitético, porém foi observado alteragdes nas
frequéncias da anafase nas concentragdes de 25 mg e 50 mg quando comparadas
com o controle. Portanto sendo confirmado que o sistema Allium cepa nos estudos
apresentados sao eficientes na determinacédo de toxicidade de extratos de plantas
medicinais através da observagédo genotoxicos e citotoxicos dos extratos sobre suas
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FIGURA 2. Médias das fases da mitose em diferentes concentragdes de infusdo do p6 da
semente do guarana. Tratamento com o extrato por 72h. I= Interfase; P=
Préfase; M= Metafase; A= Anafase; T= Telofase; IM= indice Mitdtico.

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas horizontal n&o diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 3. Médias das fases da mitose em diferentes concentragdes de infusdo do
p6 da semente do guarana. Recuperagdao com agua destilada por 72h.
I= Interfase; P= Préfase; M= Metafase; A= Anafase; T= Teldfase; IM=
indice Mitético.

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.15 n.27; p. 224 2018



Apds 72h de recuperagdo em agua destilada o IM foi restabelecido em todos
os tratamentos com excegdo da concentragdo de 100%, quando comparado ao
controle (Figura 2), revelando assim que o efeito citotoxico nesta concentragéo é
irreversivel. No trabalho de Fagundes et al. (2017), na analise de citotoxicidade de
trés plantas medicinais, também foi observado que as infusbes em maiores
concentragdes apresentam efeito citotoxico nas células de cebola. De Paula (2015),
trabalhando com Aristolochia elegans analisando a citotoxidade e a genotoxidade
através de Allium cepa, submetidas aos tratamentos de 24, 48 e 72 horas de
recuperacdo em cinco concentragcdes, houve alteragdes significativas nos indices
mitéticos e notou se também uma reducéo do IM com o aumento das concentragdes
com o decorrer do tempo.

O extrato do pé da semente do guarana em forma de suco, em todas as
concentracdes testadas, também inibiu as fases da divisdo celular nas células
meristematicas da cebola, assim como o indice mitético (Figura 4), revelando que as
duas formas de preparo do extrato (infusdo e suco) possuem efeito citotoxico no
organismo testado. Observa-se na figura 4 que todas as médias, de todas as
concentragdes, afetaram negativamente as fases da divisdo celular e o IM, diferindo-
se estatisticamente do controle. Os bulbos de cebola submetidos a recuperacéo por
72h, logo apés os tratamentos com o extrato preparado em forma de suco, so
restabeleceu o IM no tratamento de 50%, revelando que os efeitos ocasionados no
organismo nas demais concentragées foram mais severos (Figura 5). Resultado
semelhante foi encontrado por Louvatel et al. (2014) em estudo de avaliagdo da
citotoxicidade e genotoxicidade dos extratos de Stachys byzantina, através do
sistema teste A. Cepa, verificando que o indice mitético do tratado esteve abaixo do
controle, mesmo depois de realizar uma recuperagao.

Assim os resultados obtidos nesta pesquisa, como em outros trabalhos,
demonstram a importancia dos estudos realizados em relagdo a toxicidade e
genotoxidade, para compreensado dos efeitos biolégicos decorrente do uso de
plantas medicinais quando ingeridos de forma inadequada.
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FIGURA 4. Médias das fases da mitose nas células das raizes de cebola sob diferentes
concentragdes do suco do p6é da semente do guarana. Tratamento com o
extrato por 72h. I= interfase; P= profase; M= metafase; A= anafase; T=
teléfase; IM= indice mitotico.

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 5. Médias das fases da mitose nas células das raizes de cebola sob diferentes
concentragdes do suco do p6 da semente do guarana. Recuperacdo com agua
destilada por 72h. |= interfase; P= préfase; M= metafase; A= anafase; T=
teléfase; IM= indice mitotico.

Médias seguidas pelas mesmas letras mailusculas na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Na figura 6 observa-se a redugao da média do indice mitético em mais de
50% em todos os tratamentos do extrato preparado em forma de suco e em forma
de infusdo com o pd da semente do guarana, quando comparados com a média do
IM do controle. Esse fato pode estar correlacionado a capacidade dos compostos
quimicos, presentes no guarana, em reduzir o IM e impedir parcialmente as fases
subsequentes da divisao celular nas concentragcdes analisadas neste estudo. O
indice mitdtico mede a dimensao das células na fase de mitose do ciclo celular, e a
inibicdo pode ser interpretada como a morte celular ou um atraso na cinética de
proliferagdo, bem como seu decaimento em mais de 50% em relagao ao controle
pode acarretar um efeito letal ao organismo (GREENWOOD et al., 2004), fato este
observado neste estudo.

As células expostas as concentracdes de 50% e 100% dos extratos aquosos
do p6 do guarana por 72h, na forma de suco, apresentaram aberragées cromosso-
micas durante a divis&o celular (Figura 7), evidenciando assim uma atividade geno-
toxica dos extratos. Ao contrario do senso comum, que acreditam que as plantas
medicinais por serem naturais sdo isentas de reag¢des adversas, observa-se, assim
como neste trabalho, que podem apresentar varios agravos a saude humana, inclu-
indo reagdes alérgicas, toxicas, interagbes medicamentosas e efeitos mutagénicos
(SILVA et al., 2015Db).
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FIGURA 6. Porcentagem do indice mitético de raizes de Allium cepa obtidos através
de cinco concentracbes de extratos aquosos de Paullinia cupana submetidos a dois

tratamentos.
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FIGURA 7. Porcentagens de aberragbes cromossdmicas
Allium cepa a diferentes concentracbes de extratos de guarana em pé
preparados na forma de infusio e suco.
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em células meristematicas de

Porém as divisbes celulares resultantes do processo de recuperagao

apresentaram maior

quantidade de aberragcdes cromossémicas,

sendo as

porcentagens de mutacdes de 0,15% a 3,25% nas células expostas ao extrato do
tipo infusdo e de 0,05% a 3,8% quando submetidas ao extrato preparado na forma
de suco (Figura 8). Esses dados evidenciam que apesar do organismo restabelecer
as divisdbes mitdticas durante o processo de recuperagao, como observado nas
tabelas 1 e 2, sdo prejudicados pelo aparecimento de aberragdes cromossdmicas,
ou seja, sofrem o efeito genotdxico dos extratos do pé do guarana.
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As aberracbes cromossémicas observadas com maior frequéncia foram as
anafases com pontes e com cromossomos isolados (Figura 9). De acordo com
Bezerra et al. (2016), analisando os possiveis efeitos citotoxicos, genotdxicos e
mutagénicos da infuso de folhas do Plectranthus barbatus sobre o teste do Allium
cepa, observou-se que pelo menos as duas maiores concentracbes do infuso
mostraram-se indutoras de genotoxicidade devido ao aumento da frequéncia de
aberragdes cromossémicas, evidenciando que em seu uso cronico, podem sim,
causar danos ao DNA celular. Essas alteracbes quando possui indices elevados
podem prejudicar processos vitais das células levando a morte celular ou alteragbes
cromossOmicas, sendo chamados genotéxicos (FRANKE et al., 2003). Portanto as
plantas que possuiem propriedades mutagénicas requerem precaugdes quanto sua
utilizacao (PORTIS et al., 2016)
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FIGURA 8. Porcentagens de aberragdes cromossOmicas encontradas, apos
exposi¢cao a diversas concentragdes de guarana em po preparados na forma de
infusado e suco.
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FIGURA 9: Células de Allium cepa em divisdo celular, tratadas com diferentes
concentragdes de extrato aquoso do guarana em poé. A) Anafase com ponte
e cromossomo isolado; B) Anafase com cromossomo isolado; C) Anafase
com ponte; D) Anafase com ponte; E) Anafase com cromossomo isolado; F)
Metafase irregular.Barra = 1 nm.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato aquoso do p6 do guarana revelou
potencial citotoxico sobre as células meristematicas da cebola, em todos os
tratamentos avaliados, indicando seu potencial para alteragdo no ciclo celular.
Portanto os dados deste estudo poderao auxiliar em futuras pesquisas de prevencao
de danos a saude humana, pois contribuira para um maior conhecimento e
orientagao da populacéo a respeito do uso de plantas medicinais no tratamento das
doencas.
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