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RESUMO: Averrhoa carambola, conhecida popularmente como carambola € uma arvore
pertencente a familia das Oxalidacea, nativa da India, que foi introduzida no Brasil em 1817,
como fitoterdpico estimulador de apetite, febrifugo e antidiurético. Embora haja dados
toxicologicos sobre o fruto, no momento, ndo existe dados pautados na genética toxicolégica
em nenhum organismo e em nenhum sistema teste. Partindo da premissa que o fruto €
comumente consumido no pais, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar a capacidade
genotoxica do extrato aquoso de A. carambola, por meio do teste do micronucleo em
Tradescantia pallida (Trad-MN). Apo6s aclimatizacdo (24h) em solucdo de Hoagland, T.
pallida foram submetidas ao tratamento com 100, 50; 25 e 12,5% de extrato aquoso de A.
carambola (suco concentrado de todas as partes do fruto), por 24 h. Em seguida as hastes de
T. pallida foram submetidas etapa de recuperacdo. As inflorescéncias jovens das hastes foram
colhidas e fixadas em solucdo Carnoy e, ap0s 24 horas, foram conservadas em etanol 70% até
0 momento das analises. As anteras obtidas dos botdes coletados foram maceradas sobre
ldaminas para microscopia, coradas com corante carmim acético e em seguida cobertas com
laminulas e analisadas em microscopia 6ptica. Nenhuma das concentracfes de A. carambola
deferiu do controle negativo (p > 0,05). Nas condi¢Ges experimentais testadas e em T. pallida,
0 extrato aquoso de A. carambola ndo apresentou efeito genotoxico. Mais estudos precisam
ser feitos, objetivando a obtencdo de mais dados sobre a toxicocinética dos componentes
fitotoxicos do fruto.
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Avaliacdo da capacidade genotodxica do extrato aquoso de Averrhoa carambola...

EVALUATION OF THE GENOTOXIC CAPACITY OF THE AQUEOUS EXTRACT
OF Averrhoa carambola, BY MICRONUCLEI TEST IN Tradescanta pallida

ABSTRACT: Averrhoa carambola, popularly known as carambola is a tree belonging to the
Oxalidacea family, native to India, which was introduced in Brazil in 1817 as an herbal
stimulant of appetite, febrifuge and antidiuretic. Although there are toxicological data on the
fruit, there is currently no data based on toxicological genetics in any organism and test
system. Based on the premise that the fruit is commonly consumed in the country, the
objective of this study was to evaluate the genotoxic capacity of the A. carambola aqueous
extract by means of the micronucleus test in Tradescantia pallida (Trad-MN). After
acclimatization (24h) in Hoagland's solution, T. pallida were treated with 100, 50; 25 and
12.5% aqueous extract of A. carambola (concentrated juice of all parts of the fruit), for 24 h.
Then the T. pallida stems were submitted to recovery stage. The young inflorescences of the
stems were harvested and fixed in Carnoy solution and, after 24 hours, were conserved in
70% ethanol until the moment of the analyzes. The anthers obtained from the collected buds
were macerated on slides for microscopy, stained with acetic carmine dye and then covered
with coverslips and analyzed under light microscopy. None of the concentrations of A.
carambola deferred from the negative control (p > 0.05). In the tested experimental
conditions and in T. pallida, the aqueous extract of A. carambola did not present genotoxic
effect. More studies need to be done to obtain more data on the toxicokinetics of the
phytotoxic components of the fruit.

Keywords: Mutagenicity; Star fruit; Phytotherapic

1. INTRODUCAO

O Brasil representa um dos paises com maior diversidade genética vegetal. Conta com
mais de 55.000 espécies catalogadas (CORREA, 2002). Algumas plantas ja foram descritas,
como sendo amplamente utilizadas pela populacdo em fungdo da presenca de principios ativos
que conferem a cura ou melhoria de varios sintomas causados por doencas.

O uso de espécies vegetais como alternativa para cura de doencas e amenizacdo de
sintomas vem sendo utilizadas desde o inicio das civilizagdes. Segundo Simdes et al (1998)
civilizagdes indigenas antes da colonizacéo ja faziam uso de extratos de plantas como fonte de
recursos medicinais. Mesmo com o0 avanco da tecnologia empregado nas industrias
farmacéuticas, o uso de fitoterdpicos ainda continua sendo uma alternativa na cura ou
prevencdo de doengas entre os populares, onde 65% a 80% dos paises desenvolvidos ainda

utilizam e fazem uso constante de plantas para fins medicinais (DI STASI, 1996).
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Nesse contexto, o uso de plantas medicinais no &mbito popular tem contribuido com a
medicina, visto que podem fornecer conhecimentos empiricos sobre o mecanismo de agéo e
propriedades intrinsecas de uma grande variedade de produtos isolados de fracdes de extratos
vegetais (SIMOES et al.,1998).

Dentre as espécies vegetais encontradas no Brasil, destaca-se a especie exdtica
Averrhoa carambola, conhecida popularmente como carambola. E uma arvore pertencente a
familia das Oxalidacea, nativa da india, que foi introduzida no Brasil em 1817, como
fitoterapico estimulador de apetite, febrifugo e antidiurético (CORREA, 1996).

De acordo com Provasi et al (2001) e Shahereen et al (2012), o extrato aquoso da
carambola, pode apresentar atividade antiglicémica, sendo empregado no controle dos niveis
de glicose, principalmente por diabéticos. Além disso propriedades antioxidantes ja foram
apresentadas por Silva e Sirasa (2018).

Apesar das plantas medicinais serem consideradas benéficas, os dados sobre as
propriedades de toxicidade de extratos vegetais ainda sdo escassos. Em uma mesma fragéo de
um extrato de plantas medicinais, podem ser encontrados tanto componentes com
propriedades benéficas como componentes de natureza toxica.

Carambola, por exemplo j& foi associada a uma série de efeitos negativos resultantes
de quebra de homeostase, que incluem citotoxicidade e danos renais (BARMAN et al., 2016;
CHUA etal., 2017; ARANGUREN et al., 2017).

Sabe-se que diferentes principais ativos em extratos vegetais podem gerar
instabilidade genética, por meio de danos genotoxicos e mutagénicos, discretos (mutacdes
pontuais) ou aberrantes (eventos clastogénicos e aneugénicos) (SINGH et al., 2018;
KAHALIW et al., 2018). No momento ndo existe dados pautados na toxicologia genética
sobre os efeitos do extrato da carambola no DNA.

Neste sentido, avaliar a capacidade genotoxica de extratos vegetais usados pela
populacdo, seja para fins alimentares, energéticos ou terapéuticos é de suma importancia no
intuito de prevenir doencas associadas a instabilidade genética, gerado por componentes
desconhecidos, outrora presente no extrato vegetal.

Nesta perspectiva, 0 presente trabalho teve como objetivo, avaliar a capacidade
genotoxica de diferentes concentracfes obtida pelo extrato aquoso da fruta extraida da A.
carambola, por meio do Teste do microntcleo em Tradescantia pallida (Trad-MN).

O Trad-MN é uma excelente ferramenta biolégica usada para rastrear a
genotoxicidade induzida por diferentes xenobidticos (CESNIENE et al., 2017; TECHIO et al.,
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2011; MEIRELES et al., 2009; MORAIS et al., 2019), possibilitando a identificacdo de
mutadgenos que agem direta ou indiretamente no material genético, causando danos

exclusivamente clastogénico e/ou aneugénico (MISIK et al., 2016).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Agentes quimicos e Preparacdo do extrato

Os frutos de Averrhoa carambola (carambola) (Figura 1), foram coletados em area
de zona rural do municipio de Estrela do Sul, Minas Gerais, Brasil (18°45'16.0"S
47°41'22.0"W). A zona rural esta situada a 3 Km da zona urbana.

Para a preparacdo do extrato aquoso da carambola foi usado todos os componentes
do fruto (epicarpo, mesocarpo e endocarpo). O fruto foi macerado/triturado com auxilio de
liquidificador (Mondial), e os componentes sélidos foram separados com auxilio de peneira.
O suco extraido foi considerado como de solugdo concentrada (100% de carambola). SolucGes
de 50%, 25% e 12,5% de carambola foram preparadas ao acrescentar agua obtida por sistema

de osmose reverse (Quimis), na solucdo de 100%.

Figura 1. Fruto Averrhoa carambola.

Formaldeido (CAS 50-00-0) foi obtido da empresa SIGMA ALDRICH e utilizado
como controle positivo na concentracdo de 0,2%, conforme descrito por Campos et al (2015)
e Morais et al (2019).
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2.2 Material biolégico

Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt var. purpurea foram cultivadas em casa de
vegetacdo (temperatura de 16°C noite e 26°C dia e umidade de 60-80%) na Universidade
Federal de Uberlandia — UFU.

As plantas foram cultivadas em vasos com volume de 1L, adaptados para o método de
exposicdo. As plantas foram irrigadas duas vezes ao dia e a taxa de mutagdo espontanea foi
monitorada mensalmente, sendo adotada como plantas vidveis ao teste, aquelas que a

frequéncia basal de MN estivesse abaixo de 2MN para 100 tétrades avaliadas.

2.3 Exposicao de plantas

Todas as plantas foram produzidas a partir de uma planta mae. A utilizacdo de plantas
clones garantiu a isogenicidade das amostras, aumentando a confiabilidade dos resultados
gerados pelo Trad-MN. O bioensaio foi executado conforme recomendagbes de Ma e
colaboradores (1994) com modificagodes.

Floreiras com no minimo 15 plantas foram utilizadas no bioensaio. Hastes de 15
centimetros, com inflorescéncias jovens foram cortadas e submetidas a solucdo de Hoagland
por 24 horas para aclimatizacdo, seguido do tratamento por 24 horas.

As hastes foram expostas ao extrato de carambola nas concentracGes de 100; 50; 25;
12,5% de solucéo.

Formaldeido 0,2% foi utilizado como controle positivo (Campos et al., 2015). Como
controle negativo foram empregados tratamentos em agua obtida por sistema de osmose
reversa.

Apo6s o periodo de exposicdo, as hastes foram transferidas para Becker contendo agua

obtida por sistema de osmose reverse, onde permaneceram em etapa de recuperagdo por 24 h.

2.4 Teste do Micronucleo

Apobs aclimatizacdo, tratamento e recuperacdo, as inflorescéncias jovens das hastes
foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy (3:1 de etanol e &cido acético glacial). As
amostras foram conduzidas para o Laboratorio e Citologia e Microbiologia da Fundacéo
Carmelitana Mario Palmério - FUCAMP e, apés 24 horas, foram conservadas em etanol 70%,
por onde permaneceram até 0 momento das analises.

Para a montagem de laminas, as anteras obtidas dos botfes coletados foram maceradas

sobre laminas para microscopia com corante carmim acético, com auxilio de laminula. Apds
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serem cobertas por laminulas o material foi rapidamente aquecido a 80°C por 3 segundos para
fixacdo do corante nas tétrades. A frequéncia de micronucleos foi apresentada como nimero
de microndcleos por 100 tétrades analisadas.

Para cada concentracdo do extrato de carambola, 20 botdes florais com células de gréo
de pdlen em estado de tétrades foram empregados. Para cada concentragdo, 5 ldaminas foram
confeccionadas, sendo analisadas 300 tétrades em cada ldmina, totalizando 1500 tétrades por
concentracdo. As tétrades foram avaliadas quanto a presenca de MN em microscépio optico

de luz sob magnificacdo de 400 vezes, como proposto por Ma e colaboradores (1994).

2.5 Anélise estatistica

Analise de Variancia (ANOVA) foi empregada para determinar a distribuicdo dos
dados e a significancia entre as concentracbes do extrato de carambola. Valores de p
inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

O teste de Tukey foi aplicado para realizar comparagOes entre as concentragdes de
carambola em relacdo aos grupos controle. Valores com p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos (+), valores com p > 0.05 ndo foram considerados

estatisticamente significativos (-), em relacdo ao controle negativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado a capacidade genotoxica do extrato aquoso de A.
carambola por meio do Trad-MN. Nenhuma das concentracfes analisadas apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p > 0,05) quando comparado com o controle
negativo. Neste contexto, nestas condi¢Ges experimentais, em T. pallida e nas concentracfes
avaliadas, A. carambola ndo apresenta atividade mutagénica.

Pouco mais de 90 trabalhos ja foram publicados em periddicos internacionais sobre A.
carambola. Muitos destes trabalhos destacam aspectos positivos ao que diz respeito aos
componentes existentes no fruto. Segundo Muthu et al (2016) a A. carambola apresenta
inimeras propriedades nutricionais e medicinais, no entanto o0 seu consumo precisa ocorrer de
maneira moderada, visto que o fruto, também apresenta inUmeras propriedades toxicoldgicas.

Como beneficio, A. carambola ja foi relacionado como sendo um potente
antiglicémico (PHAM et al., 2017), sendo eficiente em pacientes diabéticos com insulina
resistente e obesidade (CAZAROLLI et al., 2012; L1 et al., 2016).
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Tabela 1. Frequéncia de Micronlcleos em Tradescantia pallida tratadas com diferentes
concentragdes do extrato aquoso de Averrhoa carambola (Carambola - CRB)

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagnostico
g/L analisadas micronucleos/100 + SD estatistico ?

Controle negativo 1500 1,20 £ 0,44
Controle positivo 1500 23,90 £ 2,64 +
CRB
12,5 % 1500 1,00+ 0,70 -
25,0 % 1500 0,80 £ 0,44 -
50,0 % 1500 0,80 £0,83 -
100,0 % 1500 1,60 + 0,89 -

2 Diagnéstico estatistico: + Médias com diferenca estatisticamente significativa quando
comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05); - Médias que nédo
diferiram do controle negativo.

CRB: Averrhoa carambola (Carambola - CRB); Controle negativo: agua obtida por sistema

de osmose reverse; Controle Positivo: Formaldeido (0,2%).

Além disso, diversos autores confirmam que todas as partes do fruto apresentam
grandes quantidades de flavonoides e vitamina C (SILVA e SIRASA, 2018) atuando como
um potente agente antioxidante (SAGHIR et al., 2016). O suco de carambola pode atuar como
um suplemento natural quimiopreventivo contra o cancer, ja que demostrou esta atividade em
ratos previamente tratados com A. carambola e dietilnitrosamina (agente citotoxico indutor de
carcinoma hepatocelular) (SINGH; SHARMA; GOYAL, 2014). Além disso, o 2-dodecil-6-
methoxiciclohexa-2, 5-1, 4-dione (DMDD) isolado de A. carambola demonstrou ter atividade
neuro-protetora em ratos, protegendo contra apoptose neural, podendo apresentar futuras
aplicacdes na prevencdo de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer (Wei et al.,
2018).

Embora alguns autores tenham destacado propriedades beneficas conferidas pelo
extrato aquoso de A. carambola, a grande maioria dos trabalhos, destacam a presenca de
toxinas com atividade citotdxica, sendo seu mecanismo toxicoldgico alvo, principalmente nos
rins. Segundo Huynh e Nguyen (2017), a ingestdo de A. carambola esta diretamente associada

a formacdo de pedras nos rins, levando a toxicidade e danos renais de maneira aguda
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(SCARANELLO et al., 2017) ou cronica (ZHENG et al., 2013; ARANGUEREN;
VERGARA; ROSSELLI, 2017; CHUA et al., 2017). Além disso, j& foi demonstrado que A.
carambola possui capacidade de absorver e bioacumular nos tecidos vegetais metais pesados,
tais como Cadmio, um potente agente genotoxico (LI et al., 2009; DAI et al., 2011), podendo
chegar ao fruto e contaminar os organismos nos diferentes niveis troficos.

Embora exista um consideravel acervo de trabalhos sobre os efeitos toxicoldgicos do
A. carambola, principalmente nos ruins, até 0 momento ndo existem dados sobre a atividade
mutagénica ou genotdxica do fruto. Este € o primeiro trabalho que relata dados sobre genética
toxicologica do extrato aquoso de A. carambola em eucarioto. Os resultados apresentados na
Tabela 1 demonstram que a carambola ndo apresenta atividade genotoxica aberrante (danos
clastogénicos e/ou aneugénicos) em T. pallida. No entanto, os autores destacam a necessidade
de mais trabalhos pautados na genética toxicologica, buscando verificar a toxicodindmica dos

componentes do fruto sobre a estabilidade genética.

4. CONCLUSAO

Nas concentracdes testadas, em T.pallida e nestas condi¢cdes experimentais A.
carambola demonstrou nao apresentar atividade genotéxica. Mais estudos devem ser
conduzidos com outros organismos modelos, buscando rastrear possiveis efeitos genotdxicos

e/ou mutagénicos.
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