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Resumo

O consumo de produtos e substancias de origem vegetal é pratica comum em populacdes de
todo planeta. A Morus nigra L.(amoreira-preta) € uma planta medicinal bastante utilizada na
medicina popular ,e possui varios principios ativos com agdo terapéutica, como por exemplo,
atividade antioxidante, antinoceptiva, hipoglicemiante e anti-inflamatoria. O objetivo do
presente estudo foi analisar as possiveis atividades citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas das
folhas da Morus nigra L. através do teste Allium cepa. Para preparacdo do extrato foram
utilizadas folhas da amora, coletada na cidade de Agricolandia-Pl. Foram utilizados trés
concentragdes diferentes (0,007 mg/mL, 0,07 mg/mL e 0,7mg/mL), além do controle negativo
e positivo. Para cada concentracdo do extrato utilizou-se 10 bulbos de cebola, que ficaram
expostos para germinacdo. Apos 0 crescimento as raizes foram medidas com o auxilio de
régua, cortadas e seguiu-se o procedimento de preparo das laminas, que foram visualizadas
em microscopio 6ptico em um aumento de 100x e analisadas qualiquantitativamente quanto a
presenca de danos genéticos. A andlise estatistica foi feita através do sistema ANOVA da
média dos resultados das amostras. Apos analise dos dados foi observado que, o tamanho dos
meristemas de raizes indicaram auséncia de toxicidade, os indices mitéticos das células de A.
cepa expostas nessas concentracdes também nédo foram estatisticamente diferentes do controle
negativo. As aberracGes cromossdmicas encontrados ndo foram significantes (P<0,05) nas
concentracdes utilizadas e micronucleos e células binucleadas ndo mostraram variacfes
significativas quando comparados aos resultados do controle negativo. Desta forma, com base
nos resultados o uso das folhas da Morus nigra mostra-se seguro nas concentragdes em
estudo, porém alguns estudos podem ser realizados no sentido de confirmacéo dos resultados

e sugerir maior confiabilidade no uso dessa planta pela populacdo de forma segura.

Palavras-chave: Morus nigra L; Planta; Allium cepa.

Abstract

Consumption of products and substances of plant origin is common practice in populations all
over the planet. Morus nigra L. (blackberry) is a medicinal plant widely used in folk
medicine, and has several active ingredients with therapeutic action, such as antioxidant,
antinoceptive, hypoglycemic and anti-inflammatory activity. The aim of the present study was
to analyze the possible cytotoxic, genotoxic and mutagenic activities of Morus nigra L. leaves

through the Allium cepa test. For preparation of the extract were used blackberry leaves,
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collected in the city of Agricolandia-PI. Three different concentrations (0.007 mg / mL, 0.07
mg / mL and 0.7 mg / mL) were used, in addition to the negative and positive controls. For
each extract concentration, 10 onion bulbs were used, which were exposed for germination.
After growth, the roots were measured with the help of a ruler, cut and followed by the slide
preparation procedure, which were visualized under a light microscope at 100x magnification
and analyzed qualitatively for the presence of genetic damage. Statistical analysis was
performed using the ANOVA system of mean sample results. After data analysis, it was
observed that the size of root meristems indicated no toxicity, the mitotic indexes of A. cepa
cells exposed at these concentrations were not statistically different from the negative control.
The chromosomal aberrations found were not significant (P <0.05) in the concentrations used
and micronuclei and binucleated cells did not show significant variations when compared to
the negative control results. Thus, based on the results, the use of Morus nigra leaves is safe at
the concentrations studied, but some studies can be performed to confirm the results and
suggest greater reliability in the use of this plant by the population safely.

Keywords: Morus nigra L; Plant; Allium strain.

Resumen

El consumo de productos y sustancias de origen vegetal es una practica comudn en poblaciones
de todo el planeta. Morus nigra L. (mora) es una planta medicinal ampliamente utilizada en
medicina popular, y tiene varios ingredientes activos con accion terapéutica, como actividad
antioxidante, antinoceptiva, hipoglucémica y antiinflamatoria. El objetivo del presente estudio
fue analizar las posibles actividades citotoxicas, genotdxicas y mutagénicas de las hojas de
Morus nigra L. a través de la prueba Allium cepa. Para la preparacion del extracto se
utilizaron hojas de mora, recolectadas en la ciudad de Agricolandia-Pl. Se utilizaron tres
concentraciones diferentes (0,007 mg / ml, 0,07 mg / ml y 0,7 mg / ml), ademéas de los
controles negativos y positivos. Para cada concentracion de extracto, se utilizaron 10 bulbos
de cebolla, que fueron expuestos para la germinacion. Después del crecimiento, las raices se
midieron con la ayuda de una regla, se cortaron y luego se realizd el procedimiento de
preparacion del portaobjetos, que se visualizd bajo un microscopio 6ptico con un aumento de
100x y se analiz6 cualitativamente la presencia de dafio genético. El analisis estadistico se
realizé utilizando el sistema ANOVA de resultados de muestras medias. Después del analisis
de los datos, se observo que el tamafio de los meristemos de la raiz no indicaba toxicidad, los

indices mitoticos de las células de A. cepa expuestas a estas concentraciones no eran
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estadisticamente diferentes del control negativo. Las aberraciones cromosomicas encontradas
no fueron significativas (P <0.05) en las concentraciones utilizadas y los micronucleos y las
células binucleadas no mostraron variaciones significativas en comparacion con los resultados
del control negativo. Por lo tanto, segun los resultados, el uso de hojas de Morus nigra es
seguro a las concentraciones estudiadas, pero se pueden realizar algunos estudios para
confirmar los resultados y sugerir una mayor confiabilidad en el uso de esta planta por parte

de la poblacién de manera segura.

Palabras clave: Morus nigra L. Planta. Allium cepa.

1. Introducéo

O consumo de produtos e substancias de origem vegetal é pratica comum em
populacBes de todo planeta, ao se tratar de plantas medicinais é ampla a lista de espécies que
servem rotineiramente para necessidades das mais variadas ordens (Oliveira, et al., 2010). As
plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de produzir principios ativos que
possam alterar o funcionamento de drgdos e sistemas, restaurando o equilibrio organico
(Lima, et al.,2014).

Os estudos cientificos a partir dessas plantas, sdo de extrema importancia para a
industria farmacéutica, pois vém sendo a base da descoberta de novas moléculas prototipo,
novos farmacos e até de outras propriedades além daquelas ja conhecidas (Franzotti, 2006)

Uma planta medicinal bastante utilizada na medicina popular é a Morus nigra L.,
conhecida popularmente como amoreira-preta. Essa espécie pertence ao género Morus e a
familia Moraceae, teve sua origem no continente asiatico, e € perfeitamente cultivavel no
clima brasileiro (Padilha, et al., 2010)

Segundo Franzotti (2006), a amoreira preta possui varios principios ativos com agéo
terapéutica, como por exemplo, atividade antioxidante, antinoceptiva, hipoglicemiante, anti-
inflamatoria, entre outras. Os frutos, cascas, raizes e folhas, sdo largamente utilizados na
medicina popular.

As folhas desse vegetal se mostram bastantes eficientes no tratamento de dores de
dente, quando utilizados em bochechos na forma de suco. (Vanoni, 2006). De acordo com
Franzotti (2006), as folhas dessa planta podem ser utilizadas como antidoto para
envenenamento causado por picadas de animais peconhentos. E estudos mais recentes
revelam que o cha das folhas da amoreira-preta, é indicado para mulheres no tratamento de
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alguns transtornos da menopausa, também € indicado como terapia de reposi¢cdo hormonal, e
para o alivio dos sintomas de cefaléia e irritagdo que ocorrem no periodo pré-menstrual.

No entanto, a maioria das plantas medicinais ndo foi suficientemente estudada, no que
se refere ao seu potencial toxico, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema teste de
Allium cepa (teste da cebola), que serve para avaliar o potencial citotdxico e genotoxico de
substancias a serem avaliadas conforme a observacdo das células meristeméticas da raiz da
cebola. (Figueiredo, 2014).

O teste Allium cepa é 0 mais antigo na literatura (Lucio Neto, 2011) tendo seu uso
registrado desde a década de 1930, embora s6 tenha sido padronizado sua realizagdo em um
protocolo publicado por Fiskesjo em 1985.

Para Nunes (2014), o teste de Allium cepa tem sido bastante utilizado e sugerido pela
literatura, pois, através dele é possivel avaliar simultaneamente aberracGes cromossdmicas,
formagdo de micronucleo e alteragdes no ciclo mitético. Esse teste realiza anélise de células
meristematicas proveniente de raizes tratadas com infusdes medicinais (chas), ou até mesmos
com oOleos, unguentos de origem vegetal e compostos quimicos. Além disso, o conhecimento
dos parametros analisados no teste em espécimes vegetais através da andlise do ciclo celular
serve como um indicativo de seguranga para a populagdo que utiliza extratos vegetais como
alternativa para cuidados de saude (Pesnya & Romanovsky, 2013).

Assim, o objetivo do presente estudo foi analisar as possiveis atividades citotdxicas,
genotoxicas e mutagénicas das folhas de Morus nigra L. através do teste Allium cepa,
avaliando se o uso das folhas no tratamento das enfermidades possuem risco ou oferece

seguranca para a populacao.

2. Metodologia

2.1 Caracterizacdo do estudo

O trabalho é enquadrado como pesquisa de carater experimental, baseado na
concepgdo da analise do potencial citotdxico, genotoxico e mutagénico do extrato
hidroalcodlico das folhas Morus nigra L. através do teste A. cepa, por meio de abordagem

qualiquantitativa observacional em células eucarioticas.

2.2 Amostra do estudo
Foram utilizadas folhas da Morus nigra L. conhecida como amoreira-preta, a coleta se

procedeu na cidade de Agricolandia, Piaui, com localizacdo via GPS 5°47'55.6"S
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42°40'08.7"W, em maio 2018. Apds isso foram confeccionadas as exsicatas e enviadas ao
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui (UFPI) para identificacdo. Feita
a colheita, as folhas foram submetidas ao processamento vegetal. As amostras foram secas a
temperatura ambiente de 24°C a 40°C ao abrigo do sol direto durante 07 (sete) dias.

Para o preparo do extrato, triturou-se as folhas secas em moinho de facas e foram
pesadas, 0 método de extracdo realizado foi a maceracdo. Assim o material obtido por
intermédio da trituracdo, foi transferido para um baldo de fundo chato, onde se adicionou
etanol para iniciar o processo de extracdo. O liquido extrator (&lcool etilico PA) ficou em
contado com o material triturado durante 07 (sete) dias com agitacGes intermitentes a cada 24
horas para ndo haver saturacdo, apds esse periodo foi feita a filtragem em papel filtro
procurando-se separar a parte sélida da solucdo. A parte sélida foi submetida a outra extracéo
ao ser adicionado mais solvente. E na sequencia foi removido o etanol da solugdo por meio do
evaporador rotativo obtendo assim o extrato seco. No total foram realizadas 05(cinco)
extracdes até a obtencdo do extrato bruto que obteve o valor de 12,32 gramas, utilizado para

posterior preparo das concentragdes.

Figura 1- (A) Trituracdo no moinho de facas (B) Pesagem das folhas secas apds a trituracdo
(C) Folhas trituradas em contato com o solvente (etanol) no baldo de fundo chato.

Fonte: SANTOS, PN. 2019
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Figura 2 — (D) Filtracdo do extrato para separacdo da parte sélida (E) Remocéo do etanol
através do rotaevaporador (F) Extrato bruto.

Fonte: SANTOS, PN. 2019

A guantidade de extracOes a serem feitas foi determinada a partir do residuo seco. Para
essa determinacdo 1 mL de cada extrato foi medido e transferidos para recipientes
previamente tarados e identificados. Os recipientes ficaram a temperatura ambiente, até a
secura e peso constate. Esses recipientes foram pesados novamente para calcular o teor de
solidos.

O extrato bruto foi utilizado para produzir trés extratos, de concentrac@es diferentes.
As concentracfes 0,007 mg/mL, 0,07 mg/mL e 0,7mg/mL definidas para a pesquisa, foram
estabelecidas através do estudo intitulado: Uso do sistema teste de Allium cepa com o

bioindicador de genotoxicidade de infusdes de plantas medicinais, de Bagatini 2007.

2.3 Procedimento de coleta

Para 0 bioensaio A. cepa L. foram utilizados bulbos de cebolas da espécie A. cepa L.
de tamanho pequeno e uniforme de mesma origem , ndo germinadas e saudaveis, mantidas em
locais livres de umidade e ao abrigo de luz.

Todas as cebolas foram lavadas em agua corrente, por cerca de 2 horas para que se
reduzam os efeitos de possiveis inibidores do brotamento. Para cada concentracdo do extrato
(0,007 mg/mL, 0,07 mg/mL e 0,7mg/mL), controle positivo (sulfato de cobre) e controle
negativo (dgua sem cloro), utilizou-se 10 bulbos de cebola, que ficardo expostos para
germinacdo em recipientes apropriados, mantidas por 24 horas no escuro a cerca de + 25°C
em agua de poco, logo apds foi substituida a agua de poco pelas concentragdes por 72 horas.

Ap6s o tempo de 72 horas de exposicao, as raizes foram medidas com o auxilio de

régua, cortadas de 1,5 a 2,0 cm do &pice das raizes, as mesmas foram fixadas em uma solucédo
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Carnoy (3:1- etanol: &cido acético v/v) durante 24 h, depois estocadas em etanol a 70%,
conservando-se em refrigeracdo até o0 momento da preparacdo histologica das laminas.

Figura 3 — (G) Reéplicas das cebolas imersas na agua de poco (H) Bulbos com crescimento
das raizes em suas respectivas concentracdes (1) Medicao e corte das raizes.

Fonte: SANTOS, PN. 2019

Para a preparagdo das ldminas, os meristemas foram lavados em &gua destilada (3
banhos de 5 minutos) seguida de hidrélise com HCL 1N por 11 min a 60°C, seguido de um
novo banho de &gua destilada a temperatura ambiente. Em seguida, as raizes foram
transferidas para frascos escuros contendo o reativo Schiff por aproximadamente 2 h. Logo
apos, as raizes foram lavadas em agua corrente até a total retirada do corante. Posteriormente
as raizes foram colocadas sobre uma lamina e adicionado sobre os materiais, uma gota de Fast
Green que foram coberto com laminulas e feito 0 esmagamento assim conservadas para
posterior analise. Foram preparadas 10 laminas por tratamento, totalizando 5000 células para
cada concentracdo. As laminas foram visualizadas em microscopio 6ptico em um aumento de

100x e analisadas qualiquantitativamente quanto a presenca de danos genéticos.
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Figura 4 — (J) Preparo do HCL 1N por 11 min a 60°C (L) Lavagem para retirada do reativo
de Schiff (M)Preparo da lamina.

Fonte: SANTQOS, PN. 2019

O indice Mitdtico (IM), que corresponde a relagio do nimero de células em diviséo e
total de células observadas, em porcentagem, sendo analisada a presenca de metafase, anafase
e telofase. Para a anélise de aberragfes cromossdmicas (AC) varios tipos de aberraces foram
considerados (fragmentos cromossomicos, perdas de cromossomos, pontes, atrasos, entre
outros) nas diferentes fases de divisdo celular (metafase, anafase e tel6fase), sendo todos os
registros reunidos em uma so categoria para possibilitar a avaliagdo das AC como um unico
"endpoint”. A avaliacdo da toxicidade foi realizada pela medi¢cdo do comprimento das raizes
média. Foi realizado a andlise estatistica atraves do sistema ANOVA da média dos resultados

das amostras.

2.4 Aspectos éticos e legais

Por tratar-se de um trabalho realizado de maneira experimental/observacional, sem o
envolvimento de seres humanos e animais, a pesquisa nao apresenta nenhuma implicacéo de
natureza ética/legal. Sendo assim, ndo houve necessidade de submissdo do projeto ao Comité
de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Santo Agostinho (CEP/UNIFSA), de acordo
com a Resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(CNS/MS).
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2.5 Analise dos dados

O comprimento das raizes foi utilizado para avaliacdo do indice de toxicidade, cada
tratamento foi comparado com o controle negativo e a ocorréncia de toxicidade (inibicdo do
crescimento) foi considerada quando a diferenca entre tratamento e controle negativo foi
estatisticamente significativa. Foi realizado a analise estatistica através do sistema ANOVA

da média dos resultados das amostras.

3. Resultados e Discussao

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, mais
diversificados constituintes quimicos possiveis, muitos dos quais sdo utilizados para a
producdo de um grande nimero de farmacos, e outros nem estudados(Belcavelo, et al ,2012).

O Teste de bioensaio Allium cepa fornece dois tipos de toxicidade. Os parametros
macroscopicos que podem ser observados consistem em formacdo de tumores, avaliacdo de
crescimento de raizes e raizes torcidas, entre outros. JA 0S parametros microscopicos,
correspondem ao indice mitético, que analisa a taxa de divisdo celular, aberracGes
cromossdémicas, como: cromossomos em anel, pontes cromossOmicas, Cromossomos
pegajosos, retardos cromossémicos, que ocorrem principalmente nas fases de metéafase e
anéfase e formacdo de micronucleos, como indicadores de anormalidades no DNA (Cuchiara,
2012).

A Tabela 1 mostra o resultados de toxicidade com base na andlise do tamanho das
raizes e a citotoxidade em relacdo aos indices mitdticos. Foi utilizado além do controle
negativo (agua sem cloro) e do controle positivo (sulfato de cobre 0,0002 mg/mL), extrato das

folhas da Morus nigra nas concentracées de 0,7; 0,07, 0,007mg/MI.

10
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Tabela 1 — indices mitdticos e crescimento da raiz em Allium cepa expostos a diferentes
concentragdes do extrato hidroalcodlico das folhas da Morus nigra.

Indice
Grupo rTIItOtICO Comprimento
(células em da raiz (cm)
divisdo/2000)
Controle | 564162 | 7.62+126
Negativo
42,1 +17,78 2,64 +1,42
C - 0,007

C-0,07 52,40 + 31,46 4,43 +1,72

C-07 60,80 £ 12,24 | 5,36+1,34

Controle

Positivo? 76,20 + 14,3* 1,88 +1,2*

Controle Negativo= agua de poco; ° Controle positivo= sulfato de cobre (0.0002 g/L); *
Diferenca significativamente diferente do controle negativo ao nivel de P<0,05 (ANOVA);

O tamanho dos meristemas de raizes de A. cepa indicam auséncia de toxicidade, pois
as doses ndo apresentaram reducéo significativa do crescimento de raizes, em compara¢do ao
controle negativo (CN).

Segundo Figueiredo (2014), a citotoxicidade é basicamente medida pela taxa de
crescimento celular, podendo estar aumentada ou diminuida e pode ser observada
macroscopicamente. E de acordo com Belcavello (2012), o indice mitético (IM) é calculado
por meio da proporcdo entre o nimero de células em divisdo e o nimero total de células
analisadas. Os IM quando significativamente menores que aqueles do controle negativo(CN)
podem indicar alteragdes provenientes da acdo de substancias quimicas no crescimento e
desenvolvimento dos organismos expostos e quando os IM s&@o maiores que o CN resulta do
aumento na divisdo celular, podendo ser prejudicial as células, levando a proliferacdo celular
desordenada e eventualmente, a formacéo de tumores (Leme & Marin-Morales, 2009).

No estudo em questdo, os resultados analisados de cada concentracdo do extrato das
folhas da Amora ndo foram estatisticamente diferentes do CN mostrando que o extrato em
estudo ndo interferiu na divisdo celular.

11
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As aberragdes cromossdémicas (AC) (Tabela 2) sdo reconhecidas como importantes
consequéncias de acbes genotdxicas de agentes quimicos (Natarajan, 2002). Segundo
Machado (2013), a mutagénicidade ¢ o efeito toxico que danifica, especificamente, o material
genético presente na célula, acarretando uma mudanca no DNA ou no proprio cromossomo.
Nessa pesquisa foram consideradas as seguintes AC: pontes anafasicas, fragmentos
cromossémicos, atrasos anafasicos e C-metéafase, em analise ndo foi encontrado nenhum

resultado significativo sobre o crescimento dos meristemas de raizes de A. cepa.

Tabela 2 — AberragcBes cromossdmicas da raiz em Allium cepa expostos a diferentes
concentracdes do extrato hidroalcodlico das folhas da Morus nigra.

ABERRACOES CROMOSSOMICAS

GRUPOS Por]t(?s Fragm(int(_)s Atrzfls_os C
Anafasicas | Cromossémicos | Anafésicos | metéafases
Controle | 9504030 | 026+054 |080+0,21 |0,12+0,28
Negativo?
0,60 +1,42 0,80+0,42 0,92+0,43 | 0,30 +0,82
C-0,007
C-0,07 |180+121 1,10 £ 0,5*# 1,40+1,26 | 0,60 +0,42
C-07 2,82 0,24 1,62 +0,32 156+1,21 | 0,83+0,23
Controle 3,60 + 2,30 £
. 2,90 £ 0,10* 0,90+ 0,41
Positivo® 0,42* 0,72*

3Controle Negativo= &gua de pogo; ° Controle positivo= sulfato de cobre (0.0002 g/L); *
Diferenga significativamente diferente do controle negativo ao nivel de P<0,05 (ANOVA);

Os micronucleos sdo umas das alteracbes mutagénicas visiveis em microscopia optica,
estes sdo definidos como pequenos corpos contendo DNA e localizados no citoplasma. Os
mesmos sdo originados de fragmentos cromossdmicos acéntricos, resultantes de quebras
isocromatidicas, cromatidicas, ou de disfungbes do fuso mitético, podendo, em cada célula,
aparecer mais de uma vez (Ribeiro, et al., 2003).
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Conforme Lucio Neto (2011), a ocorréncia dos microndcleos esta diretamente ligada a
uma resposta integrada de instabilidade de cromossomos, fenétipos e alterages celulares
causadas por defeitos genéticos e ou exposicdo exdgena a agentes genotoxicos, refletindo
inimeras alteragdes cromossdmicas importantes para a carcinogénese.

Na Tabela 3, sdo apresentadas o resultado dos microndcleos e células binucleadas
encontradas.

Tabela 3 —Micronucleos e células binucleadas da raiz em Allium cepa expostos a diferentes
concentragdes do extrato hidroalcoolico das folhas da Morus nigra.

Binucleadas/
MN/ 2000 2000
’\(l::g”;tri‘\’/'sa 023+047 | 0,26%042
. 0007 120£067 | 1,25+0,33
C-0,07 180£024 | 1,92+0,34
C-07 265+056 | 074+0,32
Controle
bositivgy | 640062 | 170%032¢

3Controle Negativo= &gua de pogo; ° Controle positivo= sulfato de cobre (0.0002 g/L); *
Diferenca significativamente diferente do controle negativo ao nivel de P<0,05 (ANOVA);

Neste teste com extrato das folhas da Morus nigra ndo houve aumento relevante do
numero microndcleos, sugerindo assim auséncia de efeitos mutagénicos em meristemas de A.
cepa nas diferentes concentracfes do extratos.

Desta forma obteve-se auséncia de toxicidade, citotoxidade, mutagenicidade e
genotoxidade do extrato hidroalcodlico das folhas da Morus nigra nas concentragdes
utilizadas, através do teste Allium cepa.
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4, Concluséao

Conforme a andlise dos dados, conclui-se que o extrato hidroalcoolico das folhas da
Morus nigra nas concentracbes de 0,7; 0,07, 0,007mg/mL, ndo apresentaram resultados
significantes na toxicidade, ou seja, tamanho das raizes, indice mit6tico, genotoxicidade e
mutagenicidade, quando comparados aos resultados do controle negativo.

Desta forma, com base nos resultados o uso das folhas da Morus nigra mostra-se
seguro nas concentracdes em estudo, porém alguns estudos podem ser realizados no sentido
de confirmagéo dos resultados e sugerir maior confiabilidade no uso dessa planta pela

populacéo de forma segura.
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