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RESUMO 

 

O uso de vegetais com fins medicinais contribui de forma significativa  para o cuidado  das 

necessidades primárias de assistência à saúde devido ao difícil acesso da população à 

assistência médica e farmacêutica, aos altos custos dos medicamentos industrializados e à 

uma tendência das pessoas a utilizarem produtos de origem natural. No entanto, informações 

técnico-científicas acerca da maioria deles, particularmente no que tange ao potencial 

genotóxico, são ainda insuficientes para que o uso possa ser considerado seguro. Neste 

contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos genotóxicos de extratos do boldo 

(Plectranthus ornatus) e da graviola (Annona muricata), através do ensaio cometa e do teste 

de micronúcleo em linfócitos humanos com bloqueio da citocinese (MNCtB). Os testes foram 

feitos em culturas de linfócitos humanos expostas aos extratos em três concentrações: 

1.000µg/ml, 500µg/ml e 250µg/ml. Peróxido de hidrogênio (1mM) foi utilizado como 

controle positivo no ensaio cometa e sulfato de vincristina (1mM) no MNCtB. Como controle 

negativo foi usado o etanol 40% em ambos os testes. O processamento do material para o 

ensaio cometa e MNCtB foi feito de acordo, respectivamente, com os protocolos de Tice et al. 

(2000) e Fenech (1993). O ensaio cometa foi realizado em cinco repetições, sendo 

computados, em cada uma delas, 100 cometas em um total de duas lâminas. Para o MNCtB 

foram realizadas três repetições e computados 1.000 linfócitos binucleados por lâmina. A 

ocorrência de danos ao DNA (ensaio cometa) não diferiu entre as células das culturas 

expostas às diferentes concentrações dos extratos do boldo entre si e nem quando comparadas 

ao controle negativo. Maior ocorrência de micronúcleos (MNCtB) foi observada nas células 

das culturas tratadas com os extratos nas concentrações de 1.000µg/ml e de 500µg/ml quando 

comparadas ao controle negativo (p<0,05) e às  culturas tratadas com o extrato na 

concentração de 250µg/ml. Os extratos da graviola nas concentrações de 1.000µg/ml e 

500µg/ml induziram ocorrência de danos ao DNA significativamente maior do que o 

observado no controle negativo e nas culturas tratadas com extrato na concentração de 

250µg/ml (p<0,001). Nas condições em que este estudo foi realizado, os resultados obtidos 

permitem concluir que: 1) extratos do boldo não são efetivos em induzir danos ao DNA, mas 

na dependência da concentração apresentam efeitos clastogênicos e/ou aneugênicos; 2) 

extratos da graviola induzem danos ao DNA sob determinadas concentrações. Os resultados 

deste estudo suscitam fortemente a realização de outros abordando o tema, para que o real 

potencial genotóxico dos vegetais aqui analisados possa ser estabelecido.  
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ABSTRACT 

 

The use of vegetables with medicinal purposes contributes significantly to the care of the 

primary needs of assistance to health due to difficult access of the population to medical and 

pharmaceutical assistance, the high cost of manufactured medications and a tendency for 

people to use natural origin products. However, technical and scientific information about 

most of them, particularly with respect to the genotoxic potential, are still insufficient so that 

the use can be considered safe. In this context, the aim of this study was to evaluate the 

genotoxic effects of boldo extracts (Plectranthus ornatus) and soursop (Annona muricata), 

through the comet assay and micronucleus test in human lymphocytes with cytokinesis 

blocking (MNCtB). The tests were performed on human lymphocyte cultures exposed to the 

extracts in three concentrations: 1,000μg/ml, 500μg/ml and 250μg/ml. Hydrogen peroxide 

(1mM) was used as a positive control in the comet assay and vincristine sulfate (1mM) in 

MNCtB. As a negative control, 40% ethanol was used in both tests. The processing of the 

material for the comet assay and MNCtB was done according respectively to the protocols 

Tice et al. (2000) and Fenech (1993). The comet assay was performed in five repetitions being 

computed, in each of them, 100 comets in a total of two slides. For MNCtB three repetitions 

were performed and 1,000 binucleate lymphocytes were computed per slide. The occurrence 

of DNA damage (comet assay) did not differ between the cell of the cultures exposed to 

different concentrations of boldo extracts from each other nor compared to the negative 

control. Higher occurrence of micronuclei (MNCtB) was observed in the cell of the cultures 

treated with the extract at concentrations of 1,000μg/ml and 500μg/ml when compared to the 

negative control (p<0.05) and cultures treated with the extract concentration of 250μg/ml. The 

soursop extracts at concentrations of 1,000μg/ml to 500μg/ml induced damage occurrence to 

the DNA significantly higher than that observed in the negative control and cultures treated 

with extract at a concentration of 250μg/ml (p<0.001). The conditions in which this study was 

performed, the obtained results allow concluding that: 1) boldo extracts are not effective in 

inducing DNA damage, but depending on the concentration, they present clastogenic and/or 

aneugenic effects; 2) soursop extracts induce DNA damage under certain concentrations. The 

results of this study strongly raise the achievement of other addressing the issue, so that the 

actual genotoxic potential of vegetables analyzed here can be established. 

 

Keywords: boldo, Plectranthus ornatus, graviola, Annona muricata, genotoxicity, comet 

assay, micronucleus test. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A utilização de plantas para o tratamento de doenças remonta aos primórdios da 

humanidade. No passado as plantas medicinais (fitoterápicos) constituíam o principal recurso 

terapêutico para tratamento de doenças e foi a partir do conhecimento e do uso popular delas 

que foram descobertos muitos medicamentos utilizados na medicina moderna (VEILLEUX e 

KING, 1996). 

Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada n
o
. 48/2004 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), ―fitoterápicos são medicamentos preparados exclusivamente 

com plantas ou partes destas (raízes, cascas, folhas, flores, frutos ou sementes) que possuem 

propriedades reconhecidas de cura, prevenção, diagnóstico ou tratamento sintomático de 

doenças, validadas em estudos etno/farmacológicos, documentações técnico-científicas ou 

ensaios clínicos de fase 3‖. 

Na América Latina, em especial nas regiões tropicais, a utilização de plantas com fins 

terapêuticos teve início com os índios, devido principalmente à enorme diversidade vegetal 

nessa região (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005). 

No Brasil, a utilização de plantas com essa finalidade foi influenciada diretamente 

pelas culturas indígena, africana e européia. A cultura brasileira foi significativamente 

enriquecida por estas etnias, fundindo-se aos conhecimentos existentes (BORBA; MACEDO, 

2006). Este país é detentor de uma flora abundantemente diversificada em todo seu território, 

com vegetações caracteristicamente distintas, das quais muitos princípios ativos são ainda 

desconhecidos. Estes, representam uma fonte importante de produtos naturais com atividades 

biológicas, constituindo modelos para a produção de um grande número de fármacos 

(VARANDA, 2006). 

Vários são os vegetais utilizados como fitoterápicos em nosso país, a exemplo da 

erva-cidreira (Melissa officinalis), umburana-doce (Amburana cearensis), erva-doce 

(Foeniculum vulgare), hortelã (Mentha arvensis), quebra-pedra (Phyllanthus niruri), capim-

santo (Cymbopogon citratus), louro-de-cheiro (Ocotea duckei), e mastruz (Chenopodium 

ambrosioides) (MARQUES et al., 2003; MIMICA-DUKIC et al., 2004; HARISH e 

SHIVANANDAPPA 2006; KUMAR et al., 2007; COUTINHO et al., 2008; LEAL et al., 

2008; BLANCO et al., 2009; KAUR e ARORA, 2009). Na Região Nordeste brasileira, entre 

as plantas mais comumente utilizadas para fins terapêuticos se destacam o boldo 

(Plectranthus ornatus), empregado tradicionalmente como analgésico e estimulante do apetite 

e principalmente nos casos de distúrbios do fígado e estômago (COSTA e NASCIMENTO, 
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2003) e a graviola (Annona muricata) empregada popularmente para o tratamento das dores 

de cabeça, insônia, cistite, problemas de fígado, diabetes, hipertensão, como antiinflamatório, 

antiespasmódico e antireumático (SOUSA et al., 2010). 

As informações técnico-científicas acerca da maioria das plantas utilizadas como 

fitoterápicos, no entanto, são insuficientes para que o uso delas possa ser considerado seguro. 

(ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005). Adicionalmente, e de maneira equivocada, muitas 

pessoas acreditam que, por serem ―produtos naturais‖, a utilização de plantas com finalidade 

terapêutica é isenta de efeitos adversos à saúde. Tal uso, entretanto, pode desencadear efeitos 

indesejáveis, resultando por vezes em um quadro clínico grave e até fatal (PINHO et al., 

2010). Estes efeitos são decorrentes do fato das plantas sintetizarem substâncias tóxicas, que 

nelas têm a função de defesa contra infecções e ataque de animais, mas que podem, entre 

outros efeitos, apresentar potencial mutagênico e carcinogênico particularmente se utilizadas 

de forma indiscriminada (PERON et al., 2008). 

O câncer é uma doença genética que resulta de mutações em genes envolvidos nos 

mecanismos de reparo do DNA; no controle da proliferação e da diferenciação celular. Além 

disso, alterações em genes das vias de apoptose podem contribuir para a promoção da doença, 

uma vez que células que têm DNA lesado escapam da morte e podem gerar descendentes 

geneticamente alteradas (HANAHAN e WEINBERG, 2000).  

Neste contexto, se faz necessária a avaliação do potencial mutagênico de plantas 

utilizadas com fins terapêuticos (TEIXEIRA et al., 2003). Os resultados de testes de 

genotoxicidade são de grande importância na produção de um novo medicamento, tanto é que 

a maioria das indústrias farmacêuticas libera o processamento de um novo agente terapêutico 

com base em testes de genotoxicidade in vitro e in vivo (PURVES et al., 1995).  

A avaliação do potencial mutagênico de produtos farmacêuticos ou de plantas de uso 

medicinal pode ser realizada, entre outros bioensaios, através do ensaio cometa e do teste de 

micronúcleo em linfócitos humanos (FIGUEIREDO, 2012).  

Neste estudo, considerando o largo uso na Região Nordeste brasileira, do boldo 

(Plectranthus ornatos) e da graviola (Annona muricata), empregados, como já comentado, 

com diversas finalidades terapêuticas, foram avaliados os efeitos genotóxicos de extratos 

destas plantas utilizando para tal o ensaio cometa e o teste de micronúcleo em linfócitos 

humanos.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Considerações gerais sobre o uso de fitoterápicos 

 

As plantas produzem uma grande diversidade de substâncias que podem ter 

importância terapêutica para a manutenção da saúde humana e melhoria da qualidade de vida, 

justificando assim sua utilização na chamada medicina tradicional (RAVIKUMAR et al., 

2010). O emprego de plantas com fins medicinais é uma prática bastante difundida nos países 

em desenvolvimento, dado o fato de que muitos medicamentos industrializados têm um alto 

custo econômico, tornando essa prática por vezes no único recurso disponível para tratamento 

de uma dada doença (KAUR et al., 2005).  

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS 2011), mostram que 70% a 90% das 

populações dos países em desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais, o que levou esta 

organização a considerar tais plantas como importante instrumento na assistência 

farmacêutica. Quanto aos países industrializados dados, também de 2011 da OMS, revelam 

que o uso de plantas com fins medicinais é igualmente significante, a exemplo do Canadá, 

França, Alemanha e Itália, onde 70% a 90% de suas populações têm usado este recurso da 

medicina tradicional (WHO, 2011). De acordo ainda com dados da OMS (2011), cerca de 

25% dos medicamentos prescritos em todo o mundo são oriundos de vegetais e das 252 

drogas consideradas por esta organização como básicas e essenciais, 11% são exclusivamente 

de origem vegetal e um número significativo destas são produtos sintéticos obtidos a partir de 

precursores naturais. Segundo Rates (2001), 60% dos fármacos anti-tumorais e anti-

infecciosos já existentes no mercado ou sob ensaio clínico são originários de recursos 

naturais. 

Cerca de 82% da população brasileira, segundo Rodrigues e De Simone (2010) 

utilizam produtos à base  de plantas medicinais nos seus cuidados com a saúde, prática 

adquirida pelo conhecimento tradicional indígena, quilombola ou de outros povos e 

comunidades tradicionais. Estes autores consideram que tal prática incentiva o 

desenvolvimento comunitário, a solidariedade e a participação social. 

O Brasil é detentor de uma grande diversidade de plantas medicinais, muitas das 

quais bastante utilizadas como fitoterápicos. No entanto, poucos são os estudos científicos 

dirigidos para a identificação real das propriedades farmacológicas e dos efeitos adversos de 

plantas que são comumente utilizadas em diversas populações (PERON et al., 2008). 
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2.2 Efeitos genotóxicos de plantas utilizadas como fitoterápicos 

 

Indivíduos que se automedicam com ervas ou outras plantas para prevenção e  

terapia de doenças partem frequentemente do pressuposto de que seu uso é seguro por se 

tratarem de ―produtos naturais". No entanto, algumas delas podem causar efeitos adversos 

cumulativos entre si ou por interagirem com outros medicamentos (ZINCK e CHAFFIN, 

1998).  

Investigações realizadas in vitro têm revelado que muitas plantas usadas como 

alimentos ou na medicina tradicional apresentam efeitos genotóxicos, fato preocupante e que 

serve de alerta para os riscos de desenvolvimento de câncer consequentes ao uso a longo 

prazo dessas plantas (GADANO et al., 2002; ARORA et al., 2005; FAGUNDES et al., 2005; 

CARDOSO et al., 2006; RAZAK et al., 2007; SANTOS et al., 2008; PINHO et al., 2010).  

Gadano et al. (2002) avaliaram a cinética de proliferação celular (CPC), o índice 

mitótico (IM),  a ocorrência de  aberrações cromossômicas (AC) e de troca entre cromátides 

irmãs (TCI) em linfócitos humanos tratados com extratos em diferentes concentrações 

(1mg/ml, 10mg/ml, 100mg/ml e 1000mg/ml) oriundos de Chenopodium ambrosioides 

(Chenopodiaceae), erva utilizada na América Latina como anti-helmíntico. Os autores 

identificaram um aumento significativo no percentual de células com AC e na freqüência de 

TCI e uma diminuição no IM nos linfócitos com extratos obtidos tanto por decocção quanto 

por infusão das plantas, mas nenhuma modificação nos valores de CPC foi observada. 

Arora et al. (2005) avaliaram, com o uso do ensaio cometa e do teste VITOTOX, a 

ação genotóxica de extratos de três plantas medicinais: Acacia nilotica, Juglans regia, e 

Terminalia chebula. No teste VITOTOX, que identifica danos ao DNA de procariotos, 

nenhum dos extratos apresentou efeito genotóxico em três cepas de Salmonella typhimurium. 

No ensaio cometa, realizado em culturas de linfócitos humanos, as concentrações testadas 

foram de 2.500ppm, 500ppm e 250ppm. Extratos de Acacia nilótica, na concentração de 

2.500ppm induziram maior ocorrência de danos ao DNA em comparação ao controle 

negativo.  Os extratos de Juglans regia foram gentóxicos em concentrações acima de 

250ppm, e os extratos de Terminalia chebula aumentaram significativamente os danos em 

concentrações superiores a 500ppm. Segundo estes autores os resultados obtidos nos dois 

testes empregados não podem ser considerados contraditórios uma vez que danos ao DNA 

observados no ensaio cometa podem não ser permanentes e, assim, não resultarem em 

mutações.  
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Estudo objetivando investigar a ação genotóxica de Annona coriacea, espécie 

largamente utilizada na etnofarmacologia devido as suas propriedades farmacológicas 

atribuidas principalmente às acetogeninas, foi realizado por Fagundes et al. (2005). Para tal 

empregaram o teste de micronúcleo em eritrócitos da medula óssea de camundongo. Os 

resultados mostraram que o extrato alcoólico das sementes desta planta, nas diferentes doses 

utilizadas (50mg/kg, 100mg/kg, 200mg/kg ou 400mg/kg) induziu um aumento significativo 

na freqüência de micronúcleos, similar àquele observado com o controle positivo 

(ciclofosfamida, 250mg/kg). Segundo os autores, estes resultados sugerem que  esta planta, 

nas condições experimentais avaliadas, possui um potencial significativo para induzir danos 

cromossômicos. 

Byrsonima crassa é uma planta comumente encontrada no cerrado brasileiro, 

conhecida tradicionalmente por Murici-cascudo ou murici-vermelho e popularmente usada 

para o tratamento das disfunções estomacais e diarréias. O potencial mutagênico de extratos 

metanólicos de plantas desta espécie foi avaliado por Cardoso et al. (2006) através do 

computo da ocorrência  de mutações gênicas em Salmonella typhimurium (linhagens TA100, 

TA98, TA102 e TA97) e de micronúcleos em reticulócitos de ratos. Os resultados mostraram 

atividade mutagênica do extrato apenas na linhagem TA98. 

Razak et al. (2007), com o uso do teste de Ames modificado (teste de flutuação), 

avaliaram o potencial mutagênico de três plantas empregadas em algumas regiões do sudeste 

da Ásia para melhorar a função sexual:  Tacca integrifolia,  Eurycoma longifolia e 

Helmintostachys zeylanica (L.). Extratos de Tacca integrifolia, mas não os extratos das 

plantas das outras duas espécies, induziram mutações em  cepas de Salmonella typhimurium 

TA98 e TA100.  

Santos et al. (2008), utilizando o ensaio cometa e o teste de micronúcleos em 

linfócitos humanos, avaliaram o efeito genotóxico de extratos de folhas de Physalis angulata 

(Solanaceae), planta encontrada no Norte do Brasil, cujos extratos e infusões são comumente 

usados na medicina popular para o tratamento da malária, asma, hepatite, dermatite e 

reumatismo. O ensaio cometa mostrou que os tratamentos com extratos em todas as 

concentrações analisadas (0,5µg/ml, 1,0µg/ml, 2,0µg/ml, 3,0µg/ml e 6,0µg/ml) aumentaram 

significativamente a ocorrência de danos ao DNA. Os extratos nas concentrações de 3,0µg/ml 

e 6,0µg/ml induziram aumento estatisticamente significativo na frequência de micronúcleos 

(p <0,05). 

Pinho et al. (2010) objetivando avaliar a mutagenicidade da Baccharis trimera 

(carqueja), espécie da família Asteraceae  cujas folhas são muito utilizadas como chá no sul 
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do Brasil para o tratamento de doenças renais, intestinais, estomacais  e principalmente como 

emagrecedora, analisaram a ocorrência de micronúcleos e anomalias do ciclo mitótico em 

células de Allium cepa L. e a ocorrência de aberrações cromossômicas em linfócitos humanos. 

Para os dois testes foram utilizados quatro tratamentos: T1 (água); T2 (20g/L de  carqueja); 

T3 (200g/L de carqueja), e T4 (paracetamol, a 400mg/L). Efeitos do tipo dose/resposta foram 

observados tanto nas células vegetais quanto nos linfócitos humanos, tendo os autores 

sugerido o uso com moderação deste tipo de chá. 

Diante do exposto, e dada a íntima relação entre danos genéticos e câncer, a  

avaliação dos efeitos genotóxicos dos metabólitos secundários dos vegetais utilizados na 

medicina tradicional é, portanto, de fundamental importância para identificação dos possíveis 

riscos à saúde humana decorrentes de seu consumo (VARANDA et al., 2004).  

 

2.3 Testes para detecção de danos genéticos  

 

2.3.1 O Teste de Micronúcleo com Bloqueio da Citocinese  

 

O Teste de Micronúcleo em linfócitos humanos, com Bloqueio da Citocinese 

(MNCtB),  proposto por Fenech e Morley (1985), é uma metodologia utilizada para 

quantificar in vitro a ocorrência de danos cromossômicos através do computo da frequência 

de micronúcleos (MN) em linfócitos humanos binucleados. 

Micronúcleos são estruturas que medem de 1/3 a 1/5 do tamanho do núcleo, contidas 

por envoltório nuclear e que apresentam material cromatínico distribuído de forma similar ao 

do núcleo. Como ilustrado na Figura 1, são formados durante o período de divisão celular em 

conseqüência de quebras cromossômicas ou de cromossomos inteiros que, por não se ligarem 

às fibras do fuso, não são incluídos nos núcleos das células filhas (SCHMID, 1975). Revelam, 

portanto, a ação de agentes clastogênicos e aneugênicos.  
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   Figura 1. Mecanismo de formação do Micronúcleo. Por Eneida de Moraes Marcílio Cerqueira 

 

No teste de micronúcleo em linfócitos humanos, diferentemente do ilustrado na fig.1, 

as células têm sua divisão bloqueada na citocinese pela ação da citocalasina B, que é um 

inibidor da polimerização da proteína actina necessária para a formação do anel de 

microfilamentos responsável pela indução da contração do citoplasma e consequente 

clivagem da célula em duas células-filhas (FENECH, 2000; SALVADORI; RIBEIRO; 

FENECH, 2003). Como micronúcleos só se formam durante a divisão celular, este bloqueio 

revela as células que sofreram tal processo, de modo que a análise dos micronúcleos, fica 

restrita às células binucleadas, o que evita subestimativas da sua freqüência (Figura 2). Com 

isso esta metodologia propicia a comparação da frequência de danos cromossômicos entre 

linhagens celulares que podem diferir quanto a sua cinética de divisão e confere à técnica boa 

reprodutibilidade e confiabilidade, tornado o MNCtB um dos testes citogenéticos padrões na 

genética toxicológica (FENECH, 2007).  

 

Figura 2. Linfócitos binucleados normais (a) e micronucleado (b) 

A B 
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 2.3.2 Ensaio cometa 

 

Ao longo da última década, o ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula única 

(SCGE), tornou-se um dos métodos padrão para avaliação de danos ao DNA, com aplicações 

na avaliação da genotoxicidade de um dado composto, no biomonitoramento humano, bem 

como na avaliação da ocorrência de reparação do DNA (COLLINS, 2004). 

O "estudo microelectroforético‖ de danos no DNA em células individuais foi 

primeiramente descrito por Ostling e Johanson (1984). Esta técnica de eletroforese em gel de 

célula única tem sido modificada e extensivamente validada ao longo dos anos, e é agora 

comumente referida como ensaio cometa (MCKELVEY-MARTIN et al., 1993; COLLINS, 

2004). 

O SCGE é um procedimento que avalia lesões de DNA (rupturas dos filamentos e 

sítios álcali-lábil), envolvendo a aplicação de uma corrente eléctrica, o que resulta no 

transporte de fragmentos de DNA para fora do núcleo, formando uma imagem semelhante a 

um cometa com uma cabeça e uma cauda. Uma vez que o dano ao DNA seja induzido por 

agentes genotóxicos, o ensaio cometa se mostra muito útil porque pode detectar lesões do 

DNA em células individuais obtidas sob uma variedade de condições experimentais (TICE e 

STRAUSS, 1995). Uma vantagem significativa do ensaio SCGE é a sua aplicabilidade a 

qualquer organismo eucariótico em quaquer tipo celular tanto in vitro como in vivo 

(COLLINS et al., 1997) 

É uma técnica que tem como princípio básico a lise de membranas celulares, 

possibilitando por eletroforese a migração do DNA em um filme de gel de agarose disposto 

sobre lâmina de microcopia. O cometa é visualizado por coloração com um corante de DNA 

fluorescente (TICE e STRAUSS, 1995; TICE et al., 2000) ou coloração com prata 

(CLINGEN et al., 2000). 

A análise dos danos ao DNA refletida na cauda do cometa é feita visualmente ou 

através de programas de computador. Em qualquer das duas formas de análise, são 

classificados em cinco categorias que representam os níveis dos danos ao DNA, sendo estes: 0 

- sem dano, 1- baixo nível de dano, 2- médio nível de dano, 3- alto nível de dano e 4- dano 

total (Figura 3). 

Apesar de nos estudos mais recentes a análise automatizada ser mais frequentemente 

empregada, a análise visual ainda é bastante utilizada em muitos estudos: Luiz et al., 2003 , 

Rodeiro et al., 2006, Cavalcante et al., 2006, Tsuboy et al., 2010, Gonçalves et al., 2012, 

Marques et al., 2012, Sampaio et al., 2012, Silva 2012, Rebouças et al., 2013 e Khisroon et 
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al., 2015. Adicionalmente, Dhawan et al., 2009 e Wong et al,.2005 consideram que a 

interpretação dos resultados analisados visualmente ou de forma automatizada não os 

diferenciam. Segundo Collins et al. 2004,  a análise dos danos ao DNA traduzidos em 

cometas, sem o uso de sofisticados programas de imagem é confiável, pois o olho humano é 

facilmente treinado para discriminar as diferenças na análise.  

 

   

Figura 3. Níveis de danos ao DNA evidenciados no ensaio cometa: 0 - sem dano, 1- baixo nível de dano, 2- 

médio nível de dano, 3- alto nível de dano e 4- dano total 

 

2.4 Plantas avaliadas neste estudo: descrição botânica e ocorrência  

 

 2.4.1 Boldo (Plectranthus ornatus) 

 

O boldo (Plectranthus ornatus) pertence à família Lamiaceae que é originária de 

países do Mediterrâneo e Oriente, tendo sido introduzida no novo mundo através dos 

descobrimentos portugueses (século XVI). Esta família abrange cerca de 200 gêneros e 3.200 

espécies sendo que, destas, 300 pertencem ao gênero Plectranthus e diversas delas são 

apontadas como tendo propriedades terapêuticas (ALBUQUERQUE  et  al.,  2007). 

No Nordeste do Brasil, a espécie Plectranthus ornatus, popularmente conhecida como 

boldo, boldo chinês, boldo gambá, boldo miúdo ou boldo rasteiro (Figura 4) se destaca pelo 

uso largamente disseminado. Suas folhas são usadas para fins terapêuticos diversos como: 

redução das secreções gástricas, vermicidas, antissépticos, purgativos, analgésico, 

antinflamatórios, antieméticos (MAURO et al., 2008).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.com.br/search?hl=ptBR&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1266&bih=666&q=plectranthus+ornatus&oq=plectranthus+or&gs_l=img.3.0..0.10.1466.DD7AVnLXV6w 

Figura 4. Planta do boldo (Plectranthus ornatus) 

0 1 2 3 4 
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Estudos da composição química desse vegetal revelam diversos constituintes, 

destacando-se os fenilpropanol como timol, carvacrol, eugenol (ALBUQUERQUE  et  al.,  

2007) e diterpenóides como abietano, caurano, labdano, clerodano e halimano (RIJO  et  al.,  

2012).  

  

 2.4.2 Graviola (Annona muricata) 

 

A Annona muricata (Figura 5) conhecida como graviola, pertence à família 

Annonaceae, na ordem Magnoliales, família essa que se encontra entre as angiospermas mais 

primitivas. Tem origem nas antilhas e é encontrada principalmente em regiões tropicais e 

subtropicais, popularmente conhecida como ―graviola‖, ―pinha‖ e ―guanabana‖ ―anona-de-

espinho‖, ―jaca-de-pobre‖, ―jaca-do-pará‖, ―coração-de-rainha‖, ―araticum-grande‖ e 

―araticum- manso‖. A família Annonaceae possui aproximadamente 2.500 espécies, sendo 

109 nativas da América tropical e dez da África tropical (GEURTS, 1981).  

 
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&site=imghp&tbm=isch&source=hp&biw=1266&bih=666&q=plectranthus+ornatus&oq=plectranthus+or&gs_l=img.BR&tbm=isch&q=graviola+arvore&imgrc=UHyLQNU8ySLGIM%3A 

Figura 5. Arvore e fruto da graviola  

  

Annona muricata é uma planta decídua, facilmente encontrada em quase todos os 

países tropicais. No Brasil é distribuída principalmente no Norte e Nordeste, adaptada a baixa 

altitude e climas úmidos, vegetando bem em altitudes de até 1.200m. Requer temperatura 

média anual variável de 21ºC a 30ºC (sem quedas abaixo de 12ºC), chuvas acima de 1.000 

mm/ano bem distribuídos (100mm/mês) e umidade relativa do ar entre 75% e 80%. 

Pode chegar a 12m de altura, possui folhas verdes brilhantes e flores hermafroditas 

branco-amareladas, grandes e isoladas, que nascem no tronco e nos ramos. Sua floração pode 

iniciar-se no terceiro ou quarto ano após plantio da semente e o fruto (sincarpo) tem forma 

ovalada, podendo atingir 10kg e comprimento médio de 30cm e possui abundância de 

sementes que são envolvidas por uma polpa branca (PINTO et al., 2005).  
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Análises fitoquímicas da Annona muricata revelaram a presença de compostos 

fenólicos, alcalóides, flavonóides e terpenos. As acetogeninas incluem-se entre os seus 

principais metabólitos secundários, são exclusivos das Annonaceaes, e derivam de ácidos 

graxos de cadeia longa. Estes metabólitos são considerados importantes alternativas para o 

desenvolvimento de drogas antitumorais (BRITO et al., 2008).  

Segundo Sousa et al. (2010), a graviola é popularmente utilizada para o tratamento 

das dores de cabeça, insônia, cistite, problemas de fígado, diabetes, hipertensão, como 

antiinflamatório, antiespasmódico e antireumático. 

 

2.5 Estudos avaliando a genotoxicidade de boldo (Plectranthus ornatus) e graviola 

(Annona muricata) 

  

 O registro na literatura de estudos em que foi investigada a genotoxicidade das plantas 

avaliadas no presente trabalho se resume à publicação do artigo de Garcia e Nepomuceno 

(2011). Estes autores empregaram o teste SMART em Drosophila melanogaster, na avaliação 

dos efeitos genotóxicos de extratos obtidos do fruto de Annona muricata. Efeitos genotóxicos 

não foram descritos e a avaliação da ação antigenotóxica revelou efeito protetor.  

Considerando o largo consumo em diversas populações dos chás de boldo 

(Plectranthus ornatus) e graviola (Annona muricata), importante se faz a realização de 

estudos, visando identificar seu potencial mutagênico. Sem dúvida, esta é uma estratégia 

importante na redução dos riscos de desenvolvimento de câncer, uma vez que plantas 

apresentando propriedades mutagênicas devem ser consideradas como potencialmente 

perigosas para o desenvolvimento de câncer (VERSCHAEVE e VAN STADEN, 2008). Por 

outro lado, é possível que estas plantas ao invés de genotoxicidade, apresentem efeitos 

antimutagênicos de modo que pesquisas objetivando identificar agentes capazes de inibir ou 

diminuir tais efeitos podem ser de grande valia, contribuindo para a prevenção do câncer 

(VERSCHAEVE e VAN STADEN, 2008). 
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3 CAPÍTULO 1 

 

Avaliação da genotoxicidade do extrato de Boldo (Plectranthus ornatus) através do 

ensaio cometa e do teste de micronúcleo em linfócitos humanos
1
  

  

RESUMO 

 

Entre os muitos vegetais consumidos no nordeste brasileiro com fins medicinais destaca-se o 

boldo (Plectranthus ornatus), empregado principalmente nos casos de distúrbios do fígado e 

estômago. Não há, contudo, registro na literatura de estudos avaliando sua genotoxicidade. 

Neste contexto, este estudo objetivou avaliar os efeitos genotóxicos de extratos deste vegetal, 

através do ensaio cometa e do teste de micronúcleo com bloqueio da citocinese (MNCtB). Os 

testes foram feitos em culturas de linfócitos humanos expostas aos extratos em três 

concentrações: 1.000µg/ml, 500µg/ml e 250µg/ml. Peróxido de hidrogênio (1mM) foi 

utilizado como controle positivo no ensaio cometa e sulfato de vincristina (1mM) no MNCtB. 

Etanol (40%) foi utilizado como controle negativo. O ensaio cometa foi realizado em cinco 

repetições, sendo computados em cada uma delas 100 cometas em um total de duas lâminas 

(50/lâmina). Para o MNCtB foram realizadas três repetições e computados 1000 linfócitos 

binucleados. A ocorrência de danos ao DNA (ensaio cometa) não diferiu entre as células das 

culturas expostas às diferentes concentrações dos extratos e nem quando comparadas ao 

controle negativo. Maior ocorrência de micronúcleos foi observada nas células das culturas 

tratadas com os extratos nas duas maiores concentrações quando comparadas ao controle 

negativo (p<0,05). Nas condições em que este estudo foi realizado, os resultados obtidos 

permitem concluir que os extratos do boldo não são efetivos em induzir danos ao DNA, mas 

na dependência da concentração apresentam efeitos clastogênicos e/ou aneugênicos.  

 

Palavras-chave: boldo, Plectranthus ornatus, genotoxicidade, ensaio cometa, teste de 

micronúcleo. 

 

 

 

 

 

 

1 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Mutation Research (anexo I) 
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ABSTRACT 

 

Evaluation of genotoxicity of the boldo extract (Plectranthus ornatus) through the comet 

assay and micronucleus test in human lymphocytes 

 

Among the many vegetables consumed in northeastern of Brazil with medical purposes the 

boldo (Plectranthus ornatus), highlights itself, used mainly in cases of disorders of the liver 

and stomach. There is, however, no registration in the literature evaluating its genotoxicity. In 

this context, this study aimed to evaluate the genotoxic effects of extracts of this vegetable, 

through the comet assay and micronucleus test with cytokinesis blocking (MNCtB). The tests 

were performed on human lymphocyte cultures exposed to the extracts in three 

concentrations: 1,000μg/ml, 500μg/ml and 250μg/ml. Hydrogen peroxide (1mM) was used as 

a positive control in the comet assay and vincristine sulfate (1mM) in MNCtB. Ethanol (40%) 

was used as a negative control. The comet assay was performed in five repetitions, computed 

in each 100 comets in a total of two slides (50/slide). For MNCtB three repetitions were 

performed and 1,000 binucleate lymphocytes computed. The occurrence of damage in the 

DNA (comet assay) did not differ between cell cultures exposed to different concentrations of 

the extracts nor when compared to the negative control. Increased occurrence of micronuclei 

was observed in the cells of cultures treated with the extracts in the two higher concentrations 

when compared to negative control (p<0.05). The conditions in which this study was 

performed, the results showed that, the boldo extracts are not effective in inducing damage to 

the DNA, but depending on the concentration it presents clastogenic and/or aneugenic effects. 

 

Keywords: boldo, Plectranthus ornatus, genotoxicity, comet assay, micronucleus test. 
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1. Introdução 

  

O uso de vegetais com fins terapêuticos foi, historicamente, muito cedo incorporado 

pelo homem e perdura largamente em tempos atuais o que se deve ao fato de que uma grande 

porcentagem da população mundial não tem acesso ao tratamento farmacológico 

convencional [1]. No Brasil, tal prática decorre principalmente do alto custo dos 

medicamentos industrializados e também do difícil acesso da população à assistência médica 

e farmacêutica [2].  

 Muitas são as plantas popularmente reconhecidas como eficazes no tratamento de 

doenças, a exemplo da erva-cidreira (Melissa officinalis), hortelã (Mentha arvensis), quebra-

pedra (Phyllanthus niruri), capim santo (Cymbopogon citratus), louro-de-cheiro (Ocotea 

duckei) [3-7]. Na Região Nordeste brasileira, destaca-se o boldo (Plectranthus ornatus), 

empregado tradicionalmente como analgésico e estimulante do apetite e principalmente nos 

casos de distúrbios do fígado e estômago [8]. 

Em que pesem as propriedades medicinais que plantas possam apresentar, há que levar 

em conta o fato de que muitos produtos delas podem apresentar efeitos adversos o que é 

preocupante dado o fato de que, por serem ―naturais‖, são consideradas inócuas por seus 

consumidores que, muitas vezes, delas fazem uso indiscriminado [9,10]. 

Segundo Santos et al. [11], em extratos obtidos de algumas plantas podem ser 

encontrados componentes químicos com potencial mutagênico e/ou carcinogênico,  os quais, 

ao interagir com a molécula de DNA em sequências que correspondem a genes envolvidos no 

ciclo celular, podem dar origem ao processo de transformação maligna. 

  A avaliação genotóxica de extratos de plantas utilizadas com fins medicinais é, 

portanto, de grande importância para a segurança de seu uso assim como é importante avaliar 

se, ao invés de induzirem efeitos genotóxicos, apresentam atividade antigenotóxica.  

 Para tal, vários testes estão disponíveis e entre eles destacam-se o ensaio cometa, 

efetivo em detectar danos ao DNA, e o teste de micronúcleo com bloqueio da citocinese 

(MNCtB), que expressa perdas ou quebras cromossômicas. Estes testes foram utilizados neste 

estudo para avaliar os efeitos genotóxicos de extratos do boldo (Plectranthus ornatus) em 

linfócitos humanos.  
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Coleta e identificação do material vegetal 

 

As plantas de Boldo (Plectranthus ornatus) foram coletadas na cidade de 

Retirolândia, situada no nordeste da Bahia, em quintal de residência onde eram cultivadas, ao 

lado de outras plantas, para uso com fins medicinais. Retirolândia está situada a 293 metros de 

altitude, Latitude: 11° 28' 46'' Sul, Longitude: 39° 24' 58'' Oeste, e conta, segundo censo do 

IBGE de 2010 [12], com 12.055 habitantes. A área da cidade onde a residência está localizada 

é uma área inteiramente residencial, com praticamente nenhuma exposição à tráfego de 

veículos ou fumaça de fábricas. Segundo informações da proprietária, o solo onde as plantas 

são cultivadas não tem aditivos químicos e, fora do período de chuvas, sua rega é feita com 

água encanada fornecida pela Empresa Baiana de Águas e Saneamento (EMBASA).  

Fazendo uso de uma tesoura de poda, foram coletados, em um mesmo dia, por volta 

das 7h da manhã, caules e folhas de cerca de 50 plantas. Destas, duas foram utilizadas para 

confecção, no local da coleta, das exsicatas que foram encaminhadas, juntamente com 

algumas flores coletadas posteriormente, para o Herbário da Universidade Federal do 

Recôncavo da Bahia (HURB) onde foi feita a identificação por um botânico (Registro HURB 

11211). O restante do material coletado foi acondicionado em sacos de papel madeira para 

transporte até o Laboratório de Extração de Produtos Vegetais (LAEX), localizado no Horto 

Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), onde foi produzido o extrato.  

 

2.2. Preparação do extrato 

 

Para obtenção do extrato, o material coletado (cerca de 48 plantas), foi posto para 

secar durante 14 dias em estufa a 60ºC e em seguida as plantas foram pulverizadas em moinho 

de facas obtendo-se, assim, 710g de matéria seca. Este material foi colocado em erlenmeyer 

contendo três litros de álcool (70%) para obtenção do extrato por maceração. Objetivando 

aumentar a eficiência da extração o material foi então submetido à ultrassom por uma hora e 

deixado por cinco dias em contato com o álcool (70%). O procedimento de extração foi 

repetido por mais três vezes, sendo concluído portanto após 20 dias. O extrato obtido foi então 

filtrado a vácuo com papel filtro e concentrado em rota-evaporação com pressão negativa 

(730mmHg) a 60ºC, acondicionado em 3 bekers que foram colocados em estufa a 60ºC por 

três dias para atingir peso constante. Uma vez atingido o peso constante, o material foi 
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mantido sob refrigeração (4ºC) e transportado em isopor com gelo para o Laboratório de 

Bioquímica e Imunologia Veterinária da UFRB. Neste laboratório foi feito inicialmente o 

congelamento em ultra freezer à -80°C para que pudesse ser feita no liofilizador a retirada da 

água para obtenção do extrato em pó, o que demandou um tempo de 24h. Finalmente este 

material foi armazenado em frascos estéreis em freezer à -4°C.  

 

2.3. Testes de solubilidade 

 

Foram realizadas diluições com três diferentes veículos: dimetilsulfóxido (DMSO), 

etanol 40% e água destilada (0,1g do extrato para 1ml do veículo) para verificar a solubilidade 

do extrato. A melhor dissolução do extrato foi obtida com etanol a 40%, sendo este o veículo 

utilizado para diluir o extrato (solução estoque de 25.000µg/ml). 

 

2.4. Determinação das concentrações 

 

Para determinar as concentrações dos extratos a serem utilizados nos experimentos, 

foram realizados testes de viabilidade celular de exclusão com azul de Tripan, em sangue total 

com os extratos nas seguintes concentrações: 2.000µg/ml, 1.000µg/ml, 500µg/ml, 250 µg/ml, 

100µg/ml, 50µg/ml. Para cada uma destas concentrações foram usados 200µl de sangue total 

em 3ml de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal estéril e 

exposto por períodos de 1h, 2h, 4h e 8h em estufa de crescimento celular a 37°C e com 5% de 

CO2, após o que 20µl da suspensão celular e 20µl de azul de Tripan (0,4%) foram colocados e 

homogeneizados em eppendorf  esterilizado.  Após a homogeneização, foram colocados 20µl 

desta solução em Câmara de Newbauer para determinar a porcentagem de células viáveis. 

Para todas as concentrações testadas a viabilidade celular foi acima de 90%, sendo escolhidas 

para avaliação, tanto de danos ao DNA (ensaio cometa) quanto de danos cromossômicos 

(teste de micronúcleos), as concentrações de 1.000µg/ml, 500µg/ml, 250µg/ml, obtidas da 

solução estoque. 

 

2.5. Ensaio cometa  

 

Foram feitas cinco coletas de sangue de um único doador voluntário (3ml por coleta), 

por um profissional capacitado, com intervalos de uma semana. A escolha de um só doador 
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foi fundamentada nos estudos de Vijayalaxmi, Tice e Strauss [13], Juchimiuk, Gnys e 

Maluszynska [14], Siddique et al. [15], Gupta et al. [16] e Silva [17]. 

O sangue coletado foi centrifugado para separação dos leucócitos por dez minutos a 

2.500 rpm. O anel de leucócitos, pequena quantidade de plasma e soro (aproximadamente 

500µl) foram então transferidos para eppendorf e homogeneizados.  

Para avaliação da atividade genotóxica, 40µl, 20µl e 10µl da solução estoque do 

extrato, foram adicionados separadamente à 1ml do meio de cultura RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro bovino, correspondendo, respectivamente, às concentrações 

de 1.000µg/ml, 500µg/ml e 250µg/ml. Cada uma destas soluções foi adicionada à placas de 

culturas contendo 20µl do material obtido do sangue após centrifugação e homogeneização. 

Como controle positivo foi usado o peróxido de hidrogênio (1mM) e como controle negativo 

etanol 40%. Para cada um dos tratamentos, o tempo de exposição foi de 2h. 

 Após o período de exposição aos extratos, as células foram transferidas para 

eppendorf e centrifugadas a 1.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

material celular restante foi então misturado com agarose de baixo ponto de fusão, 

rapidamente colocado sobre lâmina de microscópio com pré-cobertura de agarose com ponto 

de fusão normal. Uma lamínula foi colocada para que o material se espalhasse uniformemente 

e posteriormente retirada após permanecer por cinco minutos em geladeira. A seguir, as 

lâminas foram imersas por 24h em cubetas contendo solução de lise (NaCl 2,5M, Tris 10 mM 

e EDTA 100mM) e mantidas em geladeira durante este período, findo o qual foram 

transferidas para cuba de eletroforese previamente envolvida em cubos de gelo. As lâminas 

foram então cobertas por solução tampão (NaOH 300mM, EDTA 100mM) e submetidas a 

uma corrente elétrica (25v; 300mA) durante 20 minutos, protegidas da luz, proporcionando a 

migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras.  

Ao final da eletroforese, as lâminas foram seguidamente lavadas por três vezes com 

solução neutralizadora (Tris 10mM, HCl 40mM) e com água destilada (uma vez). Após 

secagem, foram submersas em solução de fixação (CCl3COOH, ZnSO4 e C3H8O3) durante dez 

minutos e posteriormente lavadas com água destilada. 

Após 24h as lâminas foram coradas com solução de nitrato de prata (0,1%) durante 30 

min, sendo posteriormente lavadas três vezes com água destilada e imersas por 5 minutos em 

solução a 1% de acido acético e novamente lavadas por três vezes com água destilada.  

As avaliações foram feitas duas lâminas de cada uma das culturas e os experimentos 

foram realizados em cinco repetições sendo considerado para análise estatística a média dos 

resultados obtidos nestes cinco experimentos. 
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A identificação dos danos ao DNA foi realizada sob microscopia óptica com aumento 

de 400X, levando em consideração o padrão de escores determinados pelo tamanho e 

intensidade da cauda do cometa, sendo computados 100 cometas (50 em cada uma das duas 

lâminas feitas), os quais foram classificados visualmente em cinco categorias que representam 

o grau do dano sofrido pelas células: 0 = sem dano, 1- baixo nível de dano, 2- médio nível de 

dano, 3- alto nível de dano e 4- dano total. 

 

2.6. Teste de micronúcleo  

 

A cultura de linfócitos para o Teste de micronúcleo foi realizada segundo protocolo de 

Fenech [18].  

 Quatrocentos microlitros do sangue total, coletados em tubos heparinizados, foram 

adicionados a 5ml de meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro bovino fetal 

em placas de crescimento de cultura celular. Para obtenção de células em divisão e para evitar 

a contaminação bacteriana das culturas foram, respectivamente, adicionados à elas 100µl de 

fitohemaglutinina a 2% e 125µl de gentamicina. As culturas foram mantidas em estufa de 

crescimento a 37°C com 5% de CO2 por um total de 72h. 

Após 24h em estufa, as culturas foram tratadas com as três concentrações do extrato 

1.000µg/ml, 500µg/ml 250µg/ml. O controle positivo usado foi a Vincristina (1mM) e o 

controle negativo foi o veículo de diluição (etanol 40%). Para promover o bloqueio da 

citocinese, promovendo com isso a formação de linfócitos binucleados, citocalasina B na 

concentração de 4µg/ml foi 20h após tratamento acrescida às culturas. Ao final das 72h, o 

conteúdo dos frascos foi transferido para tubos de centrífugas e submetidos à centrifugação a 

1.000rpm por oito minutos. O sobrenadante foi desprezado e foram acrescentados 4mL de 

solução de cloreto de potássio (KCl) 0,075M e 4mL de solução fixadora de metanol/acido 

acético 3:1. Este procedimento foi repetido por três vezes, após o que as células foram re-

suspendidas em 1ml de solução fixadora que foi gotejada em lâmina de vidro até cobri-la por 

inteiro. A lâminas foram deixadas secar à temperatura ambiente por no mínimo 2h, coradas 

com solução de Giemsa a 5% durante 10min e montadas com lamínulas fixadas com entellan.  

Foram feitas três repetições do teste para todas as culturas e para o computo do total de 

células binucleadas e da ocorrência de micronúcleos foi considerado o total obtidos nestas três 

repetições.  

As lâminas foram analisadas em teste cego sob microscópio óptico com objetiva de 

40X. Foram considerados micronúcleos as estruturas arredondadas com diâmetro de até 1/3 
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do diâmetro do linfócito [19]. Para cada uma das três repetições do teste, foram analisados mil 

linfócitos binucleados totalizando 3.000 por cada concentração testada.  

 

2.7. Análise estatística 

 

A análise estatística dos resultados obtidos para o ensaio cometa foi feita com o uso da 

ANOVA e do teste de TUKEY, através do programa estatístico Prism 3.0. 

Para o Teste de MN foi empregado o teste condicional para comparação de proporções 

em situações de eventos raros [20] que é um teste de significância alternativo ao de Qui-

quadrado (
2
), na linha do teste exato de Fischer [21] e adequado à avaliação de eventos 

citogenéticos quando uma grande amostra de células é necessária para detecção da ocorrência 

de uma determinada alteração citológica. 

Para todas as análises o nível de significância considerado foi de 5%.   

 

2.8. Aspectos éticos 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da UEFS, 

parecer 940.844 (Anexo II). 

 

3. Resultados 

 

3.1. Ensaio cometa  

 

A Fig.1 apresenta os resultados obtidos na análise dos cometas pós exposição das 

culturas às três diferentes concentrações do extrato de boldo (1.000µg/ml, 500µg/ml 

250µg/ml), controle positivo (peróxido de hidrogênio 1mM) e controle negativo (etanol 40%). 

Não foi observada diferença estatisticamente significativa na ocorrência de danos ao DNA 

quando comparadas células das culturas expostas à quaisquer das três concentrações do 

extrato do boldo em relação ao controle negativo (p>0,05). Não foram observadas também 

diferenças quando comparados entre si os resultados obtidos nas culturas expostas aos 

extratos de boldo (p>0,05). A ocorrência de danos ao DNA foi significativamente maior nas 

culturas expostas ao peróxido de hidrogênio quando feita comparação com os resultados das 

outras culturas (p<0,001).  
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Fig. 1. Genotoxicidade do extrato hidroalcoólico do boldo em porcentagem 

 

 

3.2. Teste de micronúcleo 

 

A avaliação das diferenças na ocorrência de micronúcleos entre as células das 

culturas tratadas com os extratos nas três concentrações (1.000µg/ml, 500µg/ml 250µg/ml) e 

as células dos controles positivo (vincristina) e negativo (etanol 40%), mostrou diferença 

significativa: χ2
= 99,1495, G.L.= 4, p< 0,05.  As partições do qui-quadrado revelam que o 

número de MN nas células das culturas expostas à vincristina foi significativamente maior 

que o observado nas células de todas as outras culturas (p<0,05). A comparação entre os 

resultados obtidos nas culturas tratadas com o etanol a 40% e aqueles observados nas células 

das culturas tratadas com os extratos nas concentrações de 1.000µg/ml e de 500µg/ml 

mostrou que a ocorrência de micronúcleos foi significativamente maior nas células tratadas 

com o extrato nestas concentrações (p<0,05). A ocorrência de micronúcleo não diferiu, 

entretanto, quando comparadas células tratadas com etanol 40% e células expostas ao extrato 

na concentração de 250µg/ml (p>0,5). Dados apresentados no quadro 1. 
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Quadro 1: Dados referentes à ocorrência de micronúcleo  

Concentrações (C) 

e 

Controles (CP,CN) 

MN obs. MN esp. Nº 

cels. 

χ2 Partições do χ2 

G.L.= 1
 

C 1.000µg/ml (a) 16 19,800000 3000  

99,1495 

G.L.=4 

p<0,05 

(a) X (b) 0,5714, p>0,5 

(a) X (c) 4,5455, p<0,05 
(a) X (d) 26,2987, p<0,05 
(a) X (e) 7,200, p<0,05 
(b) X (c) 2,000, p>0,5 

(b) X (d) 32,8904, p<0,05 

(b) X (e) 4,000, p<0,05 

(c) X (d) 45,1493, p<0,05 

(c) X (e) 0.4000, p>0.5 

(d) X (e) 49,9846, p<0,05 

C  500µg/ml (b) 12 19,800000 3000 

C 250µg/ml (c) 6 19,800000 3000 

CP (d) 61 19,800000 3000 

CN (e) 4 19,800000 3000 

obs= observado, esp= esperado, céls= células 

 

 

 

4. Discussão 

 

 As vias metabólicas secundárias de vegetais dão origem a diversos compostos a 

exemplo de alcalóides, flavonóides, isoflavonóides, taninos, culmarinas e terpenos, os quais, 

por vezes, são específicos de determinadas famílias, gênero ou espécie [22]. As funções de 

muitos destes compostos frequentemente são desconhecidas mas para diversos deles efeitos 

genotóxicos ou antigenotóxicos já foram identificados, o que aponta para a importância de 

estudos objetivando avaliar tais efeitos, principalmente em plantas que são rotineiramente 

utilizadas com fins terapêuticos [23-30]. 

  Em relação ao boldo (Plectrantus ornatos), vegetal objeto deste estudo, diversos de 

seus metabólitos secundários já foram identificados, a exemplo de compostos fenólicos como 

timol, carvacrol e eugenol [31] e de diterpenóides como abietano, caurano, labdano, clerodano 

e halimano [32].  

  Neste estudo, os extratos do boldo, em qualquer das concentrações testadas, não 

foram efetivos em induzir danos ao DNA traduzidos como cometas. Não há registro na 

literatura de estudos em que o potencial de extratos do boldo em induzir tais danos foram 

avaliados pelo ensaio cometa. LLana-Ruiz-Cabello et al. [30] empregaram este ensaio em 

células da linhagem Caco-2 (células de carcinoma de cólon humano) para avaliação do 

carvacrol e timol. Tal como no presente estudo não foi observada maior ocorrência de danos 

ao DNA. Resultados semelhantes foram descritos por Rebouças et al. [33] ao avaliarem em 
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células do sangue de camundongos, com o uso também do ensaio cometa, extratos de 

Himatanthus articulatus, vegetal rico em compostos fenólicos, nas concentrações de 

500mg/kg, 1.000mg/kg e 2.000mg/kg.  

 A ação genotóxica do diterpeno caurano (ácido caurenóico) presente no óleo de 

copaiba (Copaifera langsdoffi) foi avaliada por Cavalcante et al. [34] em fibroblastos de 

hamster chinês, através do ensaio cometa. As concentrações testadas foram de 2,5µg/ml, 

5µg/ml, 10µg/ml, 30µg/ml e 60µg/ml. Os resultados mostraram que a ocorrência de danos ao 

DNA induzida pelo caurano nas concentrações de 2,5µg/ml, 5µg/ml, e 10µg/ml não diferiu de 

modo estatisticamente significativo em comparação ao controle negativo. No entanto, nas 

concentrações mais elevadas (30µg/ml e 60µg/ml) houve aumento significativo na freqüência 

de tais danos. Estes resultados apontam para a genotoxicidade do caurano de modo dose 

dependente. Apesar do caurano estar presente na composição do boldo, a comparação destes 

resultados com os obtidos no presente estudo não pode ser feita dadas as diferenças 

metodológicas, principalmente no que tange à concentração do caurano nos extratos 

empregados neste estudo. 

 O potencial genotóxico dos extratos de boldo, avaliado neste estudo com o uso do 

teste de micronúcleos em culturas de linfócitos humanos expostas, foi detectado nas duas 

maiores concentrações testadas (1.000µg/ml e 500µg/ml) evidenciando no número de 

micronúcleos um gradiente de ocorrência em função da concentração, mas que não foi 

suficiente para evidenciar estatisticamente diferenças na ocorrência destas estruturas quando 

comparadas as concentrações de 500µg/ml e 250µg/ml.  

 Não foi encontrado registro na literatura de estudos em que efeitos genotóxicos de 

extratos de boldo tenham sido avaliados com o uso do teste de micronúcleos, mas este teste 

tem sido empregado em outros vegetais utilizados com fins medicinais para avaliação da 

genotoxicidade de metabólitos que são comuns ao boldo. 

Maior ocorrência de micronúcleos em células tratadas com caurano extraído do óleo 

de copaíba foi descrita por Cavalcante et al. [34] em fibroblastos de hamster chinês. Tal efeito 

foi observado, contudo, apenas nas concentrações mais elevadas: 30 µg/ml e 60 µg/ml. No 

presente estudo, maior ocorrência de micronúcleos só foi também detectada nas maiores 

concentrações, mas a comparação dos resultados nele obtidos com os descritos por Cavalcante 

et al. [34], fica impossibilitada dadas as diferenças metodológicas uma vez que estes autores 

empregaram o caurano isoladamente e neste estudo foi investigado o extrato da planta. Assim, 

deste estudo, nenhuma inferência sobre um dado composto isoladamente é passível de ser 

formulada. 
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Ananthi et al. [25], avaliaram a ocorrência de micronúcleos em linfócitos humanos 

expostos a extratos de Hemidesmus indicus, vegetal cuja composição inclui compostos 

fenólicos, terpenos, alcalóides, flavonóides, culmarinas e taninos. Diferentemente dos 

resultados obtidos neste estudo, maior ocorrência de micronúcleos não foi descrita por estes 

autores. Rebouças et al. [33] também não observaram maior ocorrência de micronúcleos em 

células de camundongos expostas a três diferentes concentrações (500mg/kg, 1.000mg/kg e 

2.000mg/kg) de extratos de Himatanthus articulatus, vegetal, como já comentado, rico em 

compostos fenólicos. Resultados semelhantes foram descritos por Turkez e Aydin [35] ao 

investigarem a ocorrência destas estruturas em culturas de linfócitos humanos tratadas com 

carvacrol em concentrações que variaram de 0mg/l a 200 mg/l.  

 Hollenbach et al. [29] empregaram o teste de micronúcleo em medula óssea de ratos 

Wistar para avaliarem o potencial genotóxico do óleo essencial de Origanum vulgare, cuja 

composição em carvacrol, timol, gama terpineno e p-cimeno é em torno de 80,2% a 98% [36]. 

Maior ocorrência de micronúcleos em qualquer das concentrações testadas (500mg/kg, 

1.000mg/kg e 2.000mg/kg) não foi descrita, o que poderia sugerir a priori que a maior 

ocorrência destas estruturas, observada no presente estudo, não foi induzida por compostos 

que o boldo apresenta em comum com este vegetal, a exemplo do carvacrol e do timol. 

Maisanaba et al. [37], no entanto, descreveram maior indução de micronúcleos em células de 

linfoma de camundongos (L5178Y/TK±) tratadas com carvacrol na concentração mais 

elevada: 700µM. Adicionalmente, Azirak e Rencuzogullari [38] avaliando a genotoxicidade 

do carvacrol e do timol através do computo de aberrações cromossômicas em células de 

medula óssea de ratos, descreveram maior ocorrência destas alterações nas células dos 

animais expostos à todas as concentrações destes metabólitos testadas (10mg/kg, 30mg/kg, 

50mg/kg, 70mg/kg e  40mg/kg, 60mg/kg, 80mg/kg,  100mg/kg, respectivamente).  

Importante ressaltar a necessidade de realização de outros estudos avaliando este 

vegetal para que, com segurança, possa ser estabelecida sua 

genotoxicidade/antigenotoxicidade, haja vista que este foi o primeiro estudo em que estes 

efeitos foram nele avaliados.  

 

5. Conclusões 

 

Os resultados deste estudo sugerem que, nas condições testadas, compostos do boldo 

não induzem alterações na molécula de DNA passíveis de serem detectadas pelo ensaio 



 33 

cometa. Na dependência da concentração, induzem danos cromossômicos traduzidos como 

micronúcleos.  
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CAPÍTULO 2 

 

Avaliação da genotoxicidade do extrato da graviola (Annona muricata) através do 

Ensaio Cometa em linfócitos humanos
2
 

 

RESUMO 

 

Annona muricata, popularmente conhecida como graviola, é uma planta largamente 

empregada no tratamento de diversos males como: insônia, cistite, problemas de fígado, 

diabetes, hipertensão e reconhecida como apresentando efeitos antiinflamatório, 

antiespasmódico e antirreumático. Alguns de seus componentes (acetogeninas) são 

considerados alternativas para o desenvolvimento de drogas antitumorais, o que faz supor que 

possam apresentar genotoxicidade. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os 

efeitos genotóxicos de extratos da graviola (Annona muricata), através do ensaio cometa. Os 

testes foram feitos em culturas de linfócitos humanos expostas aos extratos em três 

concentrações: 1.000µg/ml, 500µg/ml e 250µg/ml. Peróxido de hidrogênio (1mM) foi 

utilizado como controle positivo e como controle negativo foi usado o etanol 40%. O 

processamento do material para o ensaio cometa foi feito de acordo, com o protocolo de Tice 

et al. (2000). O ensaio cometa foi realizado em cinco repetições sendo computados, em cada 

uma delas, 100 cometas em um total de duas lâminas. A ocorrência de danos ao DNA nas 

culturas expostas aos extratos nas concentrações de 1.000µg/ml e 500µg/ml foi 

significativamente maior do que o observado no controle negativo e nas culturas tratadas com 

o extrato na concentração de 250µg/ml (p<0,001). Nas condições em que este estudo foi 

realizado, os resultados obtidos permitem concluir que os extratos da graviola induzem danos 

ao DNA sob determinadas concentrações. Os resultados deste estudo suscitam fortemente a 

realização de outros abordando o tema, para que o real potencial genotóxico do vegetal aqui 

analisado possa ser estabelecido.  

 

 

Palavras-chave: Graviola, Annona muricata, ensaio cometa, genotoxicidade. 

 

 

 

 

2 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Mutagenesis (anexo III) 
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ABSTRACT 

Genotoxicity assessment of graviola extract (Annona muricata) through the comet assay 

in human lymphocytes 

 

Annona muricata, popularly known as soursop, is a plant widely used in the treatment of 

various ailments such as insomnia, cystitis, liver problems, diabetes, hypertension and 

recognized as having anti-inflammatory effects, antispasmodic and antirheumatic. Some of its 

components (acetogenins) are considered alternatives for the development of anti-tumor 

drugs, which suggests that they can present genotoxicity. In this context, the aim of this study 

was to evaluate the genotoxic effects of extracts of soursop (Annona muricata), through the 

comet assay. The tests were performed on human lymphocyte cultures exposed to the extracts 

in three concentrations: 1,000μg/ml, 500μg/ml and 250μg/ml. Hydrogen peroxide (1mM) was 

used as positive control and as a negative control was used 40% ethanol. The comet assay was 

performed in five repetitions being computed, on each of them, 100 comets on a total of two 

slides. The occurrence of damage in the DNA in the cultures exposed to the extracts at 

concentrations of 1,000μg/ml to 500μg/ml was significantly higher than that observed in the 

negative control and in the treated cultures with the extract at a concentration of 250μg/ml 

(p<0.001) . The conditions in which this study was performed, the results showed that the 

extracts of soursop induce DNA damage under certain concentrations. The results of this 

study strongly raise the achievement of others addressing the issue, so that the actual 

genotoxic potential of the vegetable analyzed here can be established. 

 

Keywords: soursop, Annona muricata, comet assay, genotoxicity. 
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Introdução 

 

O uso de vegetais com fins medicinais contribui de forma significativa para o cuidado 

das necessidades primárias de assistência à saúde devido ao difícil acesso da população à 

assistência médica e farmacêutica, aos altos custos dos medicamentos industrializados e à 

uma tendência das pessoas a utilizarem produtos de origem natural (1,2). Neste contexto, de 

forma equivocada, muitas pessoas utilizam plantas com propriedades medicinais 

indiscriminadamente por acreditarem que, por serem, ―produtos naturais‖ não possuem efeitos 

adversos (3). 

Não existem, contudo, informações cientificas suficientes em relação à maioria dos 

vegetais utilizados com fins terapêuticos para que possa ser garantida a segurança de seu uso. 

Como qualquer medicamento, há que haver critério para indicação e conhecimento sobre o 

modo como atuam, visto que vegetais podem apresentar efeitos adversos per se ou por 

interagirem com fármacos naturais, ou não, de efeitos similares tendo, assim, potencializada 

sua ação (4).  

De particular importância, é o conhecimento sobre os efeitos genotóxicos advindos 

da utilização de plantas com fins terapêuticos, haja vista a relação intima entre 

mutagenicidade e carcinogenicidade (5). Entre os muitos testes que detectam efeitos 

mutagênicos, inclui-se o ensaio cometa, efetivo em detectar diretamente danos na molécula do 

DNA. 

No presente estudo, este teste foi utilizado para avaliar o potencial genotóxico de 

extratos da graviola (Annona muricata), vegetal reconhecido como apresentando efeitos 

antiinflamatório, antiespasmódico e antirreumático e empregado para o tratamento da insônia, 

cistite, problemas de fígado, diabetes, hipertensão (6).  

Diversos dos componentes químicos da Annona muricata, já foram identificados 

incluindo-se entre eles compostos fenólicos, alcaloides, flavonoides, terpenos e acetogeninas. 

Vale destacar que as acetogeninas, compostos orgânicos derivados de ácidos graxos de cadeia 

longa encontrados exclusivamente nas Annonaceae, são consideradas importantes alternativas 

para o desenvolvimento de drogas antitumorais (7). Não existe, entretanto, registro na 

literatura de estudos em que o potencial genotóxico deste vegetal tenha sido avaliado. 
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Materiais e Métodos 

 

Coleta e identificação do material vegetal 

As folhas, flores e frutos da Graviola (Annona Muricata) foram coletados com o uso 

de tesoura de poda em um mesmo dia, por volta das 7h da manhã, em quintal de residência 

localizada na cidade de Retirolândia (nordeste da Bahia). Esta cidade está situada a 293 

metros de altitude, Latitude: 11° 28' 46'' Sul, Longitude: 39° 24' 58'' Oeste, e, segundo censo 

do IBGE de 2010 (8), tinha à época 12.055 habitantes. A área da cidade onde a residência está 

localizada é uma área exclusivamente residencial, livre de tráfego de veículos ou fumaça de 

fábricas. Segundo informações da proprietária, ao solo onde a planta é cultivada não são 

adicionados aditivos químico e sua rega é feita com água encanada fornecida pela Empresa 

Baiana de Águas e Saneamento (EMBASA).  

Para confecção das exsicatas (duas), feitas no local da coleta, além das folhas foram 

incluídos os frutos e as flores. Este material foi encaminhado para o Herbário da Universidade 

Federal do Recôncavo da Bahia (HURB), sendo a identificação feita por um botânico 

(Registro HURB 11210). 

Foram coletadas cerca de 500 folhas que foram acondicionadas em sacos de papel 

madeira para transporte até o Laboratório de Extração de Produtos Vegetais (LAEX), 

localizado no Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), onde 

este material foi processado para obtenção do extrato. 

 

Preparação do extrato 

 As folhas coletadas foram postas para secar durante 14 dias em estufa a 60ºC e em 

seguida foram pulverizadas em moinho de facas obtendo-se, assim, 873g de matéria seca. 

Para obtenção do extrato por maceração, matéria seca obtida foi colocada em erlenmeyer 

contendo três litros de álcool a 70%. Este procedimento foi repetido por mais três vezes, o que 

demandou 20 dias. O extrato obtido foi então filtrado a vácuo com papel filtro e concentrado 

em rota-evaporação com pressão negativa (730mmHg) a 60ºC, acondicionado em 3 bekers 

que foram colocados em estufa a 60ºC por três dias para atingir peso constante. Uma vez 

atingido o peso constante, o material foi mantido em geladeira (4ºC) até ser transportado, 

acondicionado em isopor com gelo, para o Laboratório de Bioquímica e Imunologia 

Veterinária da UFRB, onde foi feito inicialmente o congelamento em ultra freezer à -80°C 
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para que pudesse ser feita no liofilizador a retirada da água. Após 24h, foi então obtido o 

extrato em pó. Por fim, este material foi armazenado em frascos estéreis em freezer à -4°C.  

 

 Testes de solubilidade 

Foram testados três veículos para avaliar a solubilidade do extrato: dimetilsulfóxido 

(DMSO), etanol 40% e água destilada (0,1g do extrato para 1ml do veículo). A melhor 

dissolução do extrato foi obtida com etanol a 40%, sendo este o veículo utilizado para diluir o 

extrato (solução estoque de 25.000µg/ml). 

 

Determinação das concentrações 

As concentrações do extrato da graviola usadas no experimento, foram previamente 

determinadas a partir do teste de viabilidade celular de exclusão com azul de Tripan, em 

sangue total com os extratos nas seguintes concentrações: 2.000µg/ml, 1.000µg/ml, 

500µg/ml, 250µg/ml, 100µg/ml, 50µg/ml. Para cada uma delas foram usados 200µl de sangue 

total em 3ml de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal 

estéril e exposto por períodos de 1h, 2h, 4h e 8h em estufa de crescimento celular a 37°C e 

com 5% de CO2, após o que 20µL da suspensão celular e 20µL de azul de Tripan (0,4%) 

foram colocados e homogeneizados em eppendorf  esterilizado.  Após a homogeneização, 

foram colocados 20µL desta solução em Câmara de Newbauer para determinar a porcentagem 

de células viáveis. Para todas as concentrações testadas a viabilidade celular foi acima de 

90%, sendo escolhidas para avaliação, de danos ao DNA (ensaio cometa) as concentrações de 

1.000µg/ml, 500µg/ml, 250µg/ml, obtidas a partir de uma solução estoque refrigerada contida 

em tubo Falcon (5ml, na concentração de 25.000µg/ml). 

 

Ensaio cometa  

 

Coleta do material 

Foram feitas cinco coletas de sangue de um só doador voluntário (3ml por coleta), por 

um profissional capacitado, com intervalos de uma semana. A escolha de um só doador foi 

fundamentada nos estudos de Vijayalaxmi, Tice e Strauss (9), Juchimiuk, Gnys e 

Maluszynska (10), Siddique et al. (11), Gupta et al. (12) e Silva (13).  

O sangue coletado foi centrifugado para separação dos leucócitos por dez minutos a 

2.500 rpm. O anel de leucócitos, pequena quantidade de plasma e soro (aproximadamente 

500µl) foram então transferidos para eppendorf e homogeneizados. 
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Preparação das culturas de linfócitos 

Para avaliação da atividade genotóxica, 40µl, 20µl e 10µl da solução estoque do 

extrato, foram adicionados separadamente à 1ml do meio de cultura RPMI 1640 

suplementado com 10% de soro bovino correspondendo, respectivamente, às concentrações 

de 1.000µg/ml, 500µg/ml e 250µg/ml. Estas soluções foram separadamente adicionadas à 

placas de culturas contendo 20µl do material obtido do sangue, após centrifugação e 

homogeneização. Como controle positivo foi usado o peróxido de hidrogênio (1mM) e como 

controle negativo etanol 40%. Para cada um dos tratamentos, o tempo de exposição foi de 2h. 

 

Confecção das lâminas 

 Findo o período de exposição, as culturas foram transferidas para eppendorf onde 

foram centrifugadas a 1.000 rpm durante 5‘. O sobrenadante foi desprezado e o material 

celular restante foi então misturado com agarose de baixo ponto de fusão, rapidamente 

colocado sobre lâmina de microscópio com pré-cobertura de agarose com ponto de fusão 

normal. Para que o material se espalhasse uniformemente foi colocada lamínula e para 

facilitar sua retirada a lâmina ficou por 5min em geladeira. Retiradas as lamínulas, as lâminas 

foram imersas em cubetas contendo solução de lise (NaCl 2,5M, Tris 10mM e EDTA 

100mM) e mantidas em geladeira por 24h. 

 

Eletroforese em gel de agarose 

 Posteriormente em uma cuba de eletroforese previamente envolvida em cubos de 

gelo, as lâminas foram cobertas por solução tampão (NaOH 300mM, EDTA 100mM), 

protegidas da luz e submetidas a uma corrente elétrica (25v; 300mA) durante 20 minutos para 

que ocorresse a migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do 

núcleo. 

 

Coloração das lâminas 

Ao final da eletroforese, as lâminas foram lavadas por três vezes com solução 

neutralizadora (Tris 10mM e HCl 40mM) e em seguida com água destilada. Após secarem, as 

lâminas foram fixadas com solução de fixação (CCl3COOH, ZnSO4 e C3H8O3) durante 10 

minutos e posteriormente lavadas com água destilada. Após 24h foram coradas com solução 

de nitrato de prata (0,1%) durante um período de 30 minutos, ao final do qual foram lavadas 
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três vezes com água destilada e imersas em solução de acido acético a 1% por cinco minutos, 

sendo então novamente, por três vezes, lavadas com água destilada.     

Para cada uma das concentrações testadas, controles positivo e negativo foram feitas 

duas lâminas das culturas e  cada um dos experimentos foram realizados em cinco repetições 

sendo considerado para análise estatística a média dos resultados obtidos nestes cinco 

experimentos. 

 

Análise do ensaio cometa  

A identificação dos danos ao DNA foi realizada sob microscopia óptica com aumento 

de 400X, levando em consideração o padrão de escores determinados pelo tamanho e 

intensidade da cauda do cometa, sendo computados 100 cometas (50 em cada uma das duas 

lâminas feitas), os quais foram classificados visualmente em cinco categorias que representam 

o grau do dano sofrido pelas células: 0 = sem dano, 1- baixo nível de dano, 2- médio nível de 

dano, 3- alto nível de dano e 4- dano total.  

 

 

Análise estatística 

A análise estatística dos resultados obtidos para o ensaio cometa foi feita com o uso da 

ANOVA e do teste de TUKEY, através do programa estatístico Prism 3.0. 

Para todas as análises o nível de significância considerado foi de 5%. 

 

Aspectos éticos 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da UEFS, 

parecer 940.844 (Anexo II). 

 

Resultados 

 

A Figura 1 apresenta graficamente os resultados obtidos na análise dos cometas pós 

exposição das culturas às três diferentes concentrações do extrato da graviola (1.000µg/ml, 

500µg/ml, 250µg/ml), controle positivo (peróxido de hidrogênio 1mM) e controle negativo 

(etanol 40%). Foi observada diferença estatisticamente significativa na ocorrência de danos ao 

DNA quando comparadas células das culturas expostas às concentrações de 1.000µg/ml e 

500µg/ml do extrato da graviola em relação ao controle negativo (p<0,001). Não foi 

observada diferença estatisticamente significativa quando comparadas células das culturas 
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expostas à concentração de 250µg/ml do extrato em relação ao controle negativo (p>0,05). 

Quando comparados entre si os resultados obtidos nos tratamentos com os extratos, foram 

detectadas diferenças entre os danos observados nas células das culturas expostas ao extrato 

na concentração de 1.000µg/ml, quando comparados aos resultados obtidos nas células das 

culturas expostas às outras duas concentrações (p<0,001). Foi também observada diferença 

significativa quando comparados os resultados obtidos nas culturas expostas ao extrato na 

concentração de 500µg/ml em relação às expostas ao extrato com concentração de 250µg/ml 

(p<0,01). Não foi observada diferença significativa na ocorrência de danos ao DNA quando 

comparadas células das culturas expostas ao peróxido de hidrogênio com aquelas expostas ao 

extrato na concentração de 1.000µg/ml (p>0,05). No entanto, ao comparar as células das 

culturas expostas ao peróxido de hidrogênio com aquelas expostas às outras duas 

concentrações do extrato (500µg/ml e 250µg/ml), a ocorrência de danos foi 

significativamente maior nas culturas expostas ao peróxido de hidrogênio (p<0,001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Genotoxicidade das concentrações do extrato da graviola em porcentagem  
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Discussão  

 

Dentre os muitos vegetais que são utilizados na medicina tradicional, a família 

Annonaceae se destaca pelo largo uso, que abrange o tratamento de diversas enfermidades 

(14). A Annonaceae constitui uma família de árvores e arbustos com frutos comestíveis e 

aromáticos, incluindo 120 gêneros e aproximadamente 2.500 espécies. Entre os muitos 

gêneros desta família, Annona se constitui como um dos mais importantes e tem mais de 120 

espécies (15). Neste gênero destaca-se, pelo largo uso com fins medicinais, a espécie Annona 

muricata (6), vegetal que foi o objeto de estudo deste trabalho. 

Análises fitoquímicas de plantas da família Annonaceae revelam a presença de 

terpenos, flavonóides, alcalóides, compostos fenólicos e acetogeninas (16).  As acetogeninas, 

segundo Brito et al. (7), caracterizam-se por serem metabólitos secundários, derivados de 

ácidos graxos de cadeia longa, exclusivos das Annonaceae, e têm despertado o interesse de 

pesquisadores de todo o mundo por serem consideradas importantes alternativas para o 

desenvolvimento de drogas antitumorais (7). 

Neste contexto, é de particular importância a avaliação dos efeitos genotóxicos de 

drogas anti-câncer sobre células não-tumorais, dada a possibilidade de que elas induzam 

tumores secundários em indivíduos com câncer (17) ou que induzam tumores primários em 

indivíduos sem a doença. Assim, poderiam estar sob risco de desenvolvimento de câncer 

indivíduos que fazem uso de plantas, com metabólitos secundários apresentando tais efeitos, 

para tratamento de outras enfermidades. 

No presente estudo, os extratos da Annona muricata foram efetivos na indução de 

danos ao DNA traduzidos como cometa nas duas maiores concentrações testadas (1.000µg/ml 

e 500µg/ml). Não foi encontrado registro na literatura de estudos em que o potencial 

genotóxico de extratos desta espécie tenha sido avaliado pelo ensaio cometa, de modo que a 

comparação dos resultados aqui descritos só pode ser feita com base em resultados obtidos em 

outros estudos realizados com metodologias diferentes ou com espécies do mesmo gênero. 

Grover et al. (18), com o uso deste mesmo teste, descreveram genotoxicidade de extratos 

oriundos das sementes de Annona squamosa nas duas maiores concentrações de três que 

foram testadas (75mg/kg, 150mg/kg e 300mg/kg).  

A ocorrência de danos cromossômicos induzidos por plantas do gênero Annona 

também tem sido relatada (14,18,20). Fagundes et al. (14) investigaram, com o uso do teste de 
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micronúcleo em células da medula óssea de camundongos, o potencial de extratos de Annona 

coriacea vegetal que segundo Silva et al. (19) tem como principais metabólitos, as 

acetogeninas em induzir tais danos. Maior ocorrência de micronúcleos foi descrita para todas 

as concentrações testadas (50mg/kg, 100mg/kg, 200mg/kg e 400mg/kg). Grover et al. (18), 

avaliando a genotoxicidade de extratos de Annona squamosa, com o uso deste teste, 

descreveram maior ocorrência de micronúcleos apenas nas maiores concentrações testadas 

(150mg/kg e 300mg/kg). García-Aguirre et al. (20), utilizando a mesma metodologia, 

relataram maior ocorrência de micronúcleos em camundongos expostos à três acetogeninas 

isoméricas extraídas da semente de Annona cherimola. Segundo estes autores, o efeito 

genotóxico observado pode estar relacionado com a ação das acetogeninas no complexo I do 

transporte de elétron inibindo a passagem deste na mitocôndria, podendo dar origem a 

radicais livres afetando assim a molécula de DNA. Estes autores fazem tal suposição com 

base em que extratos de Annona squamosa foram mostrados serem efetivos em aumentar o 

nível de espécies reativas de oxigênio (ROS) e por reduzir a quantidade de glutationa 

(antioxidante) (21). 

Considerando que as acetogeninas são metabólitos exclusivos da família Annonaceae 

e comuns à todos esses gêneros, esses resultados tal como os aqui descritos permitem levantar 

a hipótese de que as acetogeninas, por suas propriedades antitumorais, poderiam estar 

relacionadas com a genotoxicidade observada. No entanto, em alguns estudos, nenhuma 

genotoxicidade foi detectada e efeitos antigenotóxicos destes metabólitos foram descritos (22-

24).  

 Vilar et al. (22) avaliaram a ação mutagênica e antimutagênica do extrato de araticum 

(Annona crassiflora Mart.), vegetal rico em metabólitos como os flavonóides e acetogeninas, 

através do teste de micronúcleos em eritrócitos de camundongos. Em todas as doses testadas 

(10mg/kg, 20mg/kg, 50mg/kg, 100mg/kg e 160mg/kg) não houve aumento significativo na 

ocorrência de micronúcleos. No que diz respeito à antimutagenicidade, exceto na menor dose 

testada, todas as outras reduziram significativamente a frequência de danos pós-exposição dos 

animais à mitomicina C. Estes resultados, portanto, indicam uma possível ação protetora do 

extrato de araticum frente ao DNA, atribuída segundo os autores à presença dos flavonóides 

que poderiam atuar como agentes antioxidantes promovendo a captura de radicais livres. 

 Estes resultados permitem supor que a capacidade em capturar radicais livres pelos 

flavonoides (22,23), se sobreponha ao potencial das acetogeninas em gerar estes radicais (20) 

anulando, assim, possíveis efeitos genotóxicos que seriam induzidos por estes metabólitos e 

exercendo ainda efeito protetor. Como já comentado, contudo, a genotoxicidade dos vegetais 
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que contém as acetogeninas não é ainda fato estabelecido, com alguns estudos apontando para 

este efeito (14,18,20)  e outros sugerindo efeito protetor (22-24).  

Efeitos mutagênicos de extratos obtidos de outros vegetais do gênero Annona também 

não foram observados, a exemplo da Annona nutans, vegetal rico em flavonoides, derivados 

fenólicos e acetogeninas (25), Annona cherimola e Annona aquamata (26).  

Além deste estudo, apenas Garcia e Nepomuceno (23), empregando o teste SMART 

em Drosophila melanogaster, avaliaram a genotoxicidade de extratos obtidos do fruto de 

Annona muricata. Efeitos genotóxicos não foram descritos e a avaliação da ação 

antigenotóxica revelou efeito protetor. 

 Os resultados deste estudo, primeiro a avaliar através do ensaio cometa a 

genotoxicidade da Annona muricata, suscitam fortemente a realização de outros abordando o 

tema, considerando: a) o largo uso deste vegetal no tratamento de diversas doenças; b) os 

resultados conflitantes a respeito da ação das acetogeninas; c) a escassez de estudos por 

qualquer outra metodologia avaliando a mutagenicidade/antimutagenicidade deste vegetal; d) 

a necessidade de identificar o real potencial genotóxico/antigenotóxico de seus principais 

metabólitos secundários isoladamente.  

  

  

Conclusão geral 

 

 Nas condições testadas, os resultados obtidos neste estudo permitem concluir 

que extratos de Annona muricata, na dependência da concentração, induzem alterações na 

molécula de DNA passíveis de serem detectadas pelo ensaio cometa.  
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