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“E muita pretensdo do homem cético achar que um planeta em que as
plantas nascem e crescem por conta prépria, um corpo que combate doengas e
com tecido que se regenera sozinho, e um lugar onde existe uma coisa chamada

sentimento, tenha sido criado apenas, por obra do acaso.

GABRIEL GRASSMAN
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RESUMO

A Uncaria tomentosa (unha de gato) é uma planta da familia Rubiaceae, muito utilizada
como planta medicinal para tratamentos de varias doencas, por exemplo o cancer, artrite e
afeccOes cutaneas. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de citotoxidade e
mutagenicidade in vivo do extrato aquoso de Uncaria tomentosa no sistema teste Allium cepa.
Para avaliar esses efeitos as partes utilizadas da planta, foram obtidos em mercado de produtos
naturais da regido, sendo em forma de ché e extrato, a qual formaram os grupos testes controle
negativo, controle positivo, chd 100% e 50 %, extrato 100% e 50%, com 10 repeti¢des cada.
Os resultados demonstraram que 0s chas e extratos inibiram o crescimento radicular de forma
significativa, no entanto, com menor proporcdo no extrato 50%, assim como diminuiram o
indice mitdtico, mostrando-se potencialmente citotdxico, porém ndo houve formacdo de
micronucleos significativa. Sugere-se entdo, que a Uncaria tomentosa exerce influéncias
diretas no ciclo de divisdo celular e crescimento radicular de Allium cepa, além de nédo provocar

efeito mutagénico, haja vistos os resultados encontrados neste estudo.

Palavras-chave: Allium cepa, indice mitético, micronucleos, Uncaria tomentosa.

ABSTRACT



The Uncaria tomentosa (cat's claw) is a plant of the family Rubiaceae, widely used as
medicinal plant for treatment of various diseases, for example cancer, arthritis, and skin
disorders. This study aimed to evaluate the effects of cytotoxicity and in vivo mutagenicity of
the aqueous extract of Uncaria tomentosa in the test system Allium strain. To evaluate these
effects parties used the plant were obtained in health food market in the region, being in the
form of tea and extract, which formed the negative control test groups, positive control, 100%
and 50% tea, extract 100% and 50%, with 10 repetitions each. The results showed that the teas
and extracts inhibited root growth significantly, however, with smaller proportion in the extract
50%, and decreased mitotic index, being potentially cytotoxic, but no significant formation of
micronuclei. It is suggested therefore that the Uncaria tomentosa exerts direct influence on cell
division cycle and root growth of Allium strain in addition to not cause mutagenic effect, there

is seen the results of this study.

Key Words: Allium strain, mitotic index, micronucleus, Uncaria tomentosa.

INTRODUCAO

A Uncaria tomentosa é uma espécie de planta pertencente a familia Rubiaceae, sendo
um arbusto do tipo trepador, com folhas compostas, ovais e opostas, popularmente conhecida
como “unha de gato” por apresentar espinhos curvados [1, 2, 3]. O consumo da Uncaria
tomentosa ocorre ndo apenas em forma de chas e extratos, que sdo preparados através de
decoccéo das cascas e raizes da planta, mas principalmente como substancia farmacologica sob
as formas de capsulas, comprimidos e associagdes com outros compostos [4, 5].

Considerada uma planta medicinal nativa das Ameéricas, sendo encontrada em toda a
Amazonia[1]. Na medicina popular essa planta ¢ utilizada para o tratamento de varias doencas
entre elas o cancer, gastrite, reumatismo, artrite e certas afeccdes epidérmicas como, a
candidose oral [6,7]. O extrato e 0 cha da planta apresentam atividades antinflamatorias,
imunomodulatérias e antioxidantes, sendo assim, utilizada de forma indiscriminada e sem 0s
devidos cuidados estabelecidos para consumo [4,5].

Em estudos sobre os metabolitos presentes na U. tomentosa, foram identificados
alcaloides oxindolicos, N-oxi-oxinddlicos e indolicos, triterpenos glicosilados, taninos e 17
tipos de flavonoides, sendo estes responsaveis por suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
comprovadas em pesquisas anteriores e por seu uso tradicional [7, 8, 9]. A eficiéncia de tais

atividades do material vegetal e dos fitoterapicos derivados do género Uncaria, em especial de



U. tomentosa, seria dependente da quantidade e do perfil desses alcaloides que pode variar de
acordo com a parte da planta, época de coleta e tipo de extrato analisado, sendo ainda estes
alcaloides marcadores utilizados para aferir a qualidade da espécie [1].

J& os compostos flavonoides, intimamente ligados aos processos fisiolégicos de plantas,
sdo maioria dos compostos presentes em Uncaria tomentosa, regulando o crescimento,
apresentando mecanismos de prote¢éo frente a patdgenos e radiacao solar, e grande diversidade
e atividades biologicas, mas ainda com possiveis danos mutagénicos e celulares desconhecidos
[10]. Eles possuem estrutura quimica ideal para o sequestro de radicais livres, tendo atividades
antioxidantes melhores e mais efetivas que as vitaminas C e E, porém, depende também de
outros fatores para que exercam essas atividades, por exemplo a quantidade presente [11].
Varios estudos evidenciaram os efeitos de protecdo dos flavonoides frente a diversas doencas
crénicas, como as cardiovasculares, tendo estas agdes antioxidantes, antinflamatdrias,
antitrombogénica, biocidas, anticarcinogénicas e ainda melhorando o sistema vascular, onde os
alimentos que os contém sdo considerados alimentos funcionais ou nutracéuticos, pois
representam acdo farmacoldgica para o organismo animal [12].

Mas diante de tantas propriedades biologicas, hd uma necessidade de aprofundar as
investigacOes dos mecanismos destes compostos vegetais, tendo em vista que muitos alcaloides
sdo descritos na literatura como tdéxicos e apresentam efeitos alelopaticos, sendo que os
flavonoides em grandes quantidades também podem ser tdxicos, inclusive para o0s seres
humanos, no entanto, em pequenas quantidades eles podem ser farmacologicamente Uteis [13].
Por esses motivos justifica-se o interesse pelo estudo sobre a toxicidade, citotoxidade e
mutagenicidade da U. tomentosa.

Sabe-se que a toxicidade esta relacionada com a deteccdo, composi¢do quimica e acéo
bioldgica de substancias tdxicas, portanto a capacidade de causar danos prejudiciais graves a
um organismo, onde fatores importantes a serem considerados séo a via de administracao, a
duracéo e frequéncia de exposicdo ao composto [14]. Por vezes, esses danos de substancias
toxicas interferem no material genético das células, causando uma citotoxidade e mutagdes.

As mutac¢es sdo tidas como fonte extremamente importante na variabilidade genética
dos seres vivos, e sdo definidas como alteracdes subitas e herdaveis na estrutura do material
genetico [15, 16, 17]. Muitos compostos quimicos e fisicos altamente toxicos presentes nas
plantas podem causar mutagdes induzidas e danos celulares, como o aparecimento de
micronucleos que sdo pequenos corpos contento DNA e localizados no citoplasma préximo ao

nucleo, que se formam na tel6fase e séo resultantes de fragmentos cromossémicos acéntricos,



originados de quebras isocromatidicas, cromatidicas, ou de disfun¢Bes do fuso mitético,
podendo aparecer mais de uma vez por células [16,18].

O teste de micronucleos detecta mutagénese em organismos eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitético. Eles sdo identificados em qualquer tipo
celular, podendo ser avaliados para diagnostico de doencas hematoldgicas em células epiteliais
da boca, do trato urinario e também monitorar ambientes através de teste com roedores e plantas
[14, 15, 16,].

Para detectar processos mutagénicos, muitas metodologias foram elaboradas e descritas
ao longo da evolucdo das técnicas de biologia molecular [18], sendo o teste de Allium cepa um
excelente bioindicador para o primeiro screening da genotoxicidade e mutagenicidade de
plantas medicinais [19]. Este teste visa elucidar através de mutacGes celulares e crescimento
radicular, os possiveis efeitos de plantas e compostos diversos [20]. Conforme Sturbelle e
colaboradores [21] o sistema teste Allium cepa é bem aceito para estudo de efeitos citotoxicos
de plantas medicinais, pois as raizes ficam em contato com a substancia testada, o que permite
verificacBes de concentracOes diferentes. As alteracdes cromossdmicas e as da divisdo das
células meristematicas da raiz de cebola sdo entdo, frequentemente utilizadas para alertar a
populacéo sobre o consumo e efeitos das plantas e seus produtos.

Apesar de varios estudos revelarem as propriedades terapéuticas da Uncaria tomentosa,
h& uma caréncia de comprovagdes cientificas empregando protocolos estabelecidos por
agéncias regulamentadoras internacionais, para a avaliacdo dos possiveis efeitos tdxicos,
citotoxicos e mutagénicos [2]. Que junto ao grande interesse comercial dessas plantas, torna
fundamental para que se possa monitorar a qualidade do material vegetal e dos fitoterapicos
derivados [1].

Assim, o presente estudo objetivou determinar se ha potencial de citotoxidade em
Uncaria tomentosa, in vivo através do teste de Allium cepa buscando elucidar e investigar o
crescimento de raizes, as fases de divisao celular e o indice mitético e, também a formacéo de

micronucleos, verificando assim se ha nivel de mutagenicidade.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental in vivo com modelo vegetal,
onde os testes foram realizados no Laboratdrio de Biologia Molecular do Centro Universitario
Luterano de Ji-Parand — CEULJI/ULBRA no municipio de Ji-Paran, Estado de Rondénia.



Foram utilizados o chd, constituido de partes aéreas, solidas e secas para preparo por
infusdo e o extrato, a qual € uma solugdo aquosa das partes aéreas de Uncaria tomentosa, ambos
vendidos sob a denominacdo de fitoterapicos e adquiridos em comércios de produtos naturais
da regiéo.

Para a realizacdo do experimento, os exemplares de A. Cepa foram adquiridas em
mercado popular do municipio de Ji-Parand, sendo estes de tamanho pequeno, uniforme, de
mesma origem, ndo germinados e saudaveis. Os bulbos foram postos para germinar com a parte
inferior mergulhada em solucdo teste e controle, por um periodo de 72 horas em temperatura
de 24°C [14]. .

O experimento teve como controle negativo (CN) agua destilada e como controle
positivo (CP) Sulfato de Cobre na concentracdo de 0,006 mg/L que segundo Ferreira e
Matsubara [22], Barbosa e Colaboradores [23], Silva e Colaboradores [16] e Guecheva [24],
trata-se de um metabdlito do oxigénio altamente toxico e causador de danos para as células
eucarioticas. As concentracBes testes utilizadas foram: chd 100% (C100) e 50% (C50),
preparado por infusdo, onde o material foi deixado em contato com &gua destilada a uma
temperatura constante de 90°C por um periodo de 15 minutos de acordo com Aiache e
Colaboradores [25], e extrato 100% (E100) e 50% (E50). O extrato obtido j& pronto como
fitoterapico, sem descri¢cdo do modo de preparo, foi diluido 20 ml em 1L de agua destilada,
equivalente a duas colheres em cada litro — indicado para consumo diario no rétulo do produto,
este considerado como amostra E100%. As concentracGes 50% das solucdes testes foram
obtidas através de diluicdo 1:1 com &gua destilada. Para cada concentracédo teste e controle
utilizou-se 10 cebolas, totalizando 60 bulbos controlados.

Apo6s 48 horas os meristemas foram coletados e colocados em solugdo 3:1 de
metanol/acido acético por 12 horas para facilitar a fixacdo, posteriormente realizou-se hidrélise
dos mesmos em solucédo de HCI 1mol/L por 5 minutos em banho-maria a uma temperatura de
60°C seguido da lavagem em agua destilada. As laminas foram feitas em duplicata e coradas
com o Kit Pandtico Rapido LB (composto de trés recipientes): um contendo triarilmetano 0,1%,
0 segundo com xantenos a 0,1% e o terceiro com tiazinas a 0,1%. Realizou-se 0 squash apés a
adicdo da laminula para facilitar a visualizacdo das células meristematicas. Neste método
descrito por Meneguetti e Colaboradores [14], a qualidade das laminas elaboradas é equivalente
as preparadas seguindo metodologia indicada por Fiskejo [26].

A analise das laminas deu-se por microscopia optica, com objetiva de 100x e ocular de
10x tendo um aumento de 1000x. As varidveis pesquisadas foram: formacédo de micronucleos,

sendo observadas a cada 1000 células por lamina, como foram em duplicata totalizando 2000



células de cada bulbo, e o indice mitético (IM) que foi calculado segundo Oliveira e
Colaboradores [27] e Pires e Colaboradores [28] onde para cada tratamento, divide-se 0 numero
de células em mitose (préfase, metafase, anafase e tel6fase) pelo nimero total de células
(interfase) multiplicando-se o resultado por 100. O crescimento de raizes foi analisado
conforme descrito por Guerra e Souza [29] onde o comprimento foi medido ap6s 5 dias com o
auxilio de um paquimetro.

Para analise estatistica foi utilizado o programa Prism 5.1 sendo efetuada a Analise de

Variancia seguida do Teste de Tukey com nivel de significancia de p< 0, 05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados para a média de crescimento radicular dos meristemas de
Allium cepa demonstram que no grupo controle negativo (CN) a média foi de 2,28+1,26cm,
enguanto no grupo tratado com sulfato de cobre (CP) a média foi de 1,1+0,48cm. O grupo
tratado com o chd 100% (C100) revelou um crescimento de 0,25+0,097cm, o grupo tratado com
0 cha 50% (C50) revelou um crescimento de 0,42+0,17cm, o grupo tratado com Extrato 50%
(E50) revelou um crescimento de 2,03+0,78cm e o grupo tratado com Extrato 100% (E100)
0,7+0,54cm. A analise estatistica mostra que houve uma diminui¢ao no crescimento das raizes
dos tratamentos C50, C100 e E100 comparado ao controle negativo sendo altamente
significativos onde p<0,05, conforme apresentado na figura 1.
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Figura 1 — Média do Crescimento radicular de Allium cepa nos controles e nos grupos tratados
com Uncaria tomentosa. ***Valor altamente significativo (p<0,05).



Estudos realizados por Macedo [20] que avaliou o crescimento radicular em Allium cepa
em tratamentos com extratos de Abelmoschus esculentus (Quiabo) planta ndo pertencente a
familia da U. tomentosa, onde a toxicidade foi avaliada pelo controle de crescimento das raizes,
obtiveram um valor médio de crescimento radicular menor que o controle negativo. Resultados
semelhantes aos de Kuras [8] que em seus estudos com U. tomentosa, a qual também percebeu
uma diminuicdo no crescimento radicular, relacionando este efeito a uma possivel toxicidade
dos extratos da U. tomentosa comprovando ainda em seu trabalho que a toxicidade pode ser
revertida apds determinado periodo de tempo em agua.

Com relacdo as fases da mitose, ndo houve dados significativos quanto as divisdes
celulares, estando o maior numero de células em interfases como se observa na Tabela 1.
Fachinetto e colaboradores [19] em seus estudos afirmam que altas concentracdes de alguns
compostos tenham um efeito inibitorio ou estimulatério no ciclo celular, neste estudo os
extratos de U. tomentosa nas concentragbes utilizadas inibiram o crescimento radicular,
consequentemente o nimero de células em divisdo. Confirmam-se entdo os resultados obtidos
no estudo realizado por Kuras [8], onde houve atividades antimitoticas de U. tomentosa,
exercendo uma particular interferéncia e inibicdo das células meristematicas em divisao. Essas
caracteristicas sdo consideradas por Sheng e colaboradores [30] uma grande evidéncia das
atividades antitumorais dos extratos de Uncaria tomentosa. Eles demonstram através de seu
estudo com células tumorais tratadas com os extratos da planta, uma inducdo seletiva de
apoptose, sendo este um dos fatores possiveis pela ndo ocorréncia de divisbes observada com

os resultados do presente estudo.

Tabela 1 — NUumero de células em mitose e indice mitético conforme tratamento aplicado sobre

0 sistema teste de Allium cepa.

Tratamento Interfase Fase Mitdtica
Profase Metafase Anafase Telofase IM
CN 19729 88 40 65 78 1,35
CP 19623 70 66 182 57 1,87
C50 19859 22 16 65 18 0,61*
C100 19870 58 13 33 23 0,63*
E50 19895 36 24 5 34 0,5*
E100 19988 6 1 2 3 0,06**

Em relacdo ao indice mit6tico, observa-se que houve uma diminuicdo deste nas maiores

concentracBes dos extratos, como em estudo de Camparoto [31] onde as andlises de células



meristematicas de Allium cepa demonstraram que concentra¢c@es mais elevadas de extrato de
M. ilicifolia (Espinheira-santa) planta da familia Celastraceae promoveram reducdo no indice
mitético e nenhum surgimento de alteragcdes cromossémicas. Estudo com Psychotria birotula,
realizado por Frescura e Colaboradores [32], pertencente & mesma familia de U. tomentosa,
também apresentou reducédo de indice mitotico apds exposicdo em teste de Allium cepa. O que
sugere um potencial citotoxico dos extratos da U. tomentosa, visto que a atividade de
citotoxidade pode ser indicada pelo aumento ou diminui¢do do indice mitético das células
submetidas a sua exposicao [33], e ainda atividades antiproliferativas atribuido aos diferentes
compostos quimicos presentes na planta [19].

Com relacdo a formacdo de microndcleos, os dados na Figura 2 demonstram que 0sS
tratamentos com os extratos de U. tomentosa apresentaram poucos micronucleos nas células
dos meristemas germinados de A. cepa quando comparados ao grupo controle positivo,
apresentando valores estatisticamente significativos, p<0,05.

Foi observado que quanto maior a concentracdo do extrato, menor foi o indice de
microndcleos, mesmo ndo sendo este um resultado estatisticamente significativo com a
comparagao entre 0s extratos, mantido praticamente os mesmos niveis nos controles C100, E50
e E100, que sdo mais concentrados.

10~

*%*

o

Microntcleos

OF.L‘.m.

> 0%0 ¢ \90 ((39 ({/\90 &
Figura 2 - Total de micronucleos formados a cada 2000 células analisadas em funcdo do
tratamento aplicado sobre o sistema teste A. cepa.

Caon [7] defende em seu trabalho uma atividade desmutagénica e protetora da U.
tomentosa, atribuida ao sinergismo entre os alcaloides e pela reducdo da oxidagdo causadas
pelos extratos desta planta. Em estudos com o cafeeiro que também é uma Rubiaceae, e contém

componentes fenolicos com atividades antioxidantes, Lima [34] ressalta que quando a bebida é



administrada como um todo e ndo como componentes isolados, mesmo em doses baixas de um
determinado composto, pode exercer um efeito protetor importante se diferentes componentes
interagirem aditivamente, isso pode explicar os resultados obtidos neste estudo com U.
tomentosa com diminuicdo dos micronucleos pela atividade dos compostos alcaloides e
flavonoides presentes na planta.

O baixo nivel de formacdo de micronicleos na Uncaria tomentosa deve-se aos seus
compostos flavonoides que segundo Sturbele e colaboradores [21] e Talhi e Silva [10] atuam
sequestrando os radicais livres de oxigénio, sendo, portanto, considerados antioxidantes.

Segundo Sandoval [3] ha na U. tomentosa disponibilidade de excelentes propriedades
antioxidantes e uma potente e efetiva inibicao da produg¢do de TNFa (fator de necrose tumoral
alfa), a citotoxina associada com a ativacdo do sistema imune e inflamagdo. A supresséo de
regulacao redox-sensiveis da expressdo do gene pode muito bem ser a chave para entender o
potencial terapéutico da Uncaria tomentosa.

Rosa e colaboradores [35] também destacaram em estudo, substancias antioxidantes
presentes em Palicourea rigida, planta da familia da U. tomentosa, contribuindo
significativamente para o conhecimento quimico das Rubiaceas que pode representar mais uma
fonte promissora de fitoantioxidante para futura aplicacdo em fitoterapicos que possam
combater os radicais livres e doencas associadas.

Junior [36] em um estudo pioneiro, mostrou que o cha ayahuasca, utilizado em rituais
religiosos e constituido de duas espécies de plantas da familia de U. tomentosa nao é genotoxica
nem citotoxica sugerindo um potencial efeito ansiolitico e antidepressivo nas doses mais baixas,
0 que abre a perspectiva de investigacdo de utilizagdo ou e principios ativos presentes para
constituicdo de terapia humana em diferentes concentra¢des para validagdo e contribui¢do do
estudo terapéutico das plantas Rubiaceaes.

Alguns trabalhos, como o de Vattimo e Silva [37], salientam sobre um efeito protetor
da U. tomentosa. Neste estudo sobre a funcdo renal de ratos, onde um pré-tratamento com
extratos da planta promoveram protecdo celular funcional relacionado as atividades
antioxidantes, conclui que a U. tomentosa pode ser considerada como fitoterapico por
apresentar possibilidades terapéuticas de agdo antioxidante e antinflamatéria. Estando a
concentracdo intimamente relacionada com as atividades bioldgicas protetoras do extrato da

Uncaria tomentosa [38].

CONCLUSOES



Conclui-se neste estudo que os extratos aquosos de U. tomentosa (unha de gato)
inibiram o crescimento radicular das células meristematicas do sistema teste Allium cepa e
exerceram interferéncia nas fases mitdtica, apresentando atividades citotdxicas. Os extratos
testados ainda revelam uma inducdo da inibicdo do indice mitético e houve baixa atividade

mutagénica com pouca formagao de micronucleos.
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