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Juliane Fernanda do Nascimento Fernandes', Bruna Soares de Souza Silva', Rayssa Mychelle Sousa Fontes', Wesley
Pimenta Céandido', Natdlia Vallejo Malavasi'

! Centro Universitdrio Luterano de Ji-Parand, Departamento de Biomedicina, Ji-Parand, Rondénia, Brasil

RESUMO

OBIJETIVO: Avaliar a mutagenicidade/genotoxicidade e citotoxicidade in vivo do l4tex de janatba (Synadenium
grantii Hook. f., Euphorbiaceae). MATERIAIS E METODOS: O létex foi diluido em dgua destilada e, utilizando o
teste de Allium cepa (cebola), foi feita a medicéo das raizes, verificada a presenca de microndcleos e de aberracées
cromossémicas, e calculado o indice mitético. Foram utilizados os seguintes tratamentos: controle negativo com
dgua destilada; controle positivo com 0,0006 mg/L de sulfato de cobre; e os grupos teste 0,8%, 0,4%, 0,2%,
0,1%, 0,05% e 0,025%, contendo o latex diluido, com 10 repeticdes cada. A avaliacdo estatistica dos dados foi
realizada no programa Graphpad Prism® v5.01 com a andlise de variGncia ANOVA, seguida do teste de Tukey
com nivel de significdncia de p < 0,05. RESULTADOS: O latex demonstrou agdo antiproliferativa citotéxica sobre o
ciclo celular das rafzes das cebolas, influenciando o processo de divisdo celular, pois foi observado um aumento do
nimero de préfase, as quais ndo progrediram para a préxima fase do ciclo mitético, indicando atividade citotéxica.
CONCLUSAO: O presente estudo evidenciou um efeito mutagénico/genotéxico do létex da planta em células
meristemdticas de Allium cepa, pois todos os tratamentos, com excecdo da concentracéo de 0,4%, apresentaram
médias elevadas de micronicleos em comparacéo com o grupo controle.

Palavras-chave: Testes de Mutagenicidade; Cebolas; Fitoterapia; indice Mitético; Testes para Microntcleos.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the mutagenicity, genotoxicity, and in vivo cytotoxicity of Synadenium grantii Hook, f.
(Euphorbiaceae) latex. MATERIALS AND METHODS: The latex was diluted in distilled water and the Allium cepa (onion)
test was used to measure the roots, verify the presence of micronuclei and chromosomal aberrations, and calculate the
mitotic index. The following treatments were used: negative control with distilled water; positive control with 0.0006 mg/L
copper sulphate; and the test groups 0.8%, 0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%, and 0.025% containing the diluted latex with 10
replicates each. Data statistical analysis was performed using Graphpad Prism® v5.01 with ANOVA variance analysis,
followed by the Tukey test with significance level of p < 0.05. RESULTS: Latex showed cytotoxic antiproliferative action
on the cell cycle of onions roofts, influencing the process of cell division as an increase in the number of prophases was
observed, which did not progress to the next phase of the mitotic cycle, indicating cytotoxic activity. CONCLUSION:
The present study evidenced a mutagenic/genotoxic effect of plant latex on Allium cepa meristematic cells, since all
treatments, except for the concentration of 0.4%, presented high micronuclei media in comparison with the control group.
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INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais é adotado
pela populacdo para o tratomento de diversas
enfermidades’, sendo conhecido por ser uma prética
milenar construida a partir de sabedoria popular,
cultura e costumes. Por acreditar que as plantas
medicinais possuem origem natural e, por isso, seriam
menos téxicas que drogas de origem sintética, sdo
comumente consumidas pela populacéo nas formas de
garrafadas (preparacées constituidas da combinacéo
de plantas medicinais e outros complementos), chés e
outros?345,

S&o intmeras as plantas utilizadas com finalidade
terapéutica; no entanto, a maioria das espécies ndo
foi totalmente estudada, principalmente no que diz
respeito aos seus compostos com efeitos citotéxicos,
mutagénicos ou genotdxicos, os quais podem gerar
danos & satde humana®. Uma planta muito utilizada
pela populacdo como medicamento natural é @
Synadenium grantii Hook. f., conhecida popularmente
pelos nomes de janatba, cancerosa, leitosinha, cola-
nota, dentre outros, variando conforme a regiGo em
que se encontra’.

O género Synadenium pertence & familia
Euphorbiaceae e possui 19 espécies identificadas,
incluindo a S. granfii que é uma planta de origem
africana e americana. No Brasil, a espécie ¢é
encontrada principalmente na Regido Amazbénica e no
estado do Mato Grosso, apresentando-se na forma
de arbusto, podendo afingir até 5 m de altura®. E
cultivada pela populacéo para uso como ornamento
e também como medicamento em diversos paises.
Foram isolados diversos metabdlitos secunddrios, como
ésteres de forbol, tripertenos, dipertenos, antocianinas,
lecitinas e até algumas serino-proteases?. O ldtex dessa
planta tem como caracteristica uma alta toxidade,
podendo causar lesées dérmicas e oftdlmicas em
pessoas e animais que entrarem em contato com a
mesma®. O l&tex é empiricamente recomendado para
tratar inflamacées, gastrite, UGlcera péptica, doencas
neopldésicas e outras patologias. A administragéo ocorre
em forma de garrafada, obtida pela diluicGo de 18
gotas do latex em 1 L de &gua pura e fresca, ingerida
em pequenas doses trés vezes ao dia’.

Para garantir a seguranca dos fitoterdpicos como
medicamentos  populares, podem ser utilizados
biomarcadores que demonstrem o acometimento de
danos durante o ciclo celular, devido & presenca de
substancias nocivas. O teste de Allium cepa é muito
utilizado para realizar esse monitoramento'®!", que
consiste em usar a cebola comum (Allium cepa L.)
para avaliar alteracdes cromossébmicas durante o
ciclo celular nas células meristemdticas e também
a presenca de micronlcleos, uma vez que as raizes
ficam em contato direto com a substncia testada,
permitindo a avaliacGo de diferentes concentracées
da mesma. E um teste eficaz, devido a sua elevada

sensibilidade, rapidez, baixo custo, facilidade de
manipulacdo e boa correlagdo com células de
mamiferos'?131415 Esse sistema permite  também

avaliar o potencial citotéxico pelas alteracdes do
indice mitético e anomalias morfolégicas nas células
analisadas’®.

Dessa forma, o presente estudo obijetivou avaliar
o potencial citotéxico e mutagénico/genotdxico do
ldtex da planta  Synadenium grantii, em diferentes
concentragdes, utilizando o teste de Allium cepa.

MATERIAIS E METODOS
COLETA DA AMOSTRA

O latex da planta S. grantii foi obtido na chdcara
Santa Lurdes, situada na linha 126, no municipio de
Presidente Médici, estado de Rondénia, Brasil, entre
o paralelo 11°0'35.32" de latitude sul e o meridiano
61°46'52.24" de longitude oeste. A coleta ocorreu
no més de agosto de 2015 e foi realizada utilizando
materiais devidamente esterilizados. O tronco do
arbusto foi higienizado com é&lcool 70% e, em seguida,
foram feitas incisdes com bisturi, a fim de se obter o
latex. Logo apds, a amostra foi acondicionada em
caixa isotérmica, com temperatura aproximada de
4 °C, e encaminhada para o Laboratério de Biologia
Molecular do Centro Universitario Luterano de Ji-Parand
(CEULJI/ULBRA) no municipio de Ji-Parand, Rondénia.

O material foi submetido aos processos de
herborizacdo e, posteriormente, identificado com o
auxilio de literatura especifica. O espécime S. grantii
foi incorporado ao acervo do Herbdrio Anténio Dalla

Martha do CEULJI/ULBRA sob o n° 253.
TESTE EM RAIZES DE A. CEPA

Para a realizacdo deste estudo, foram obtidas
cebolas (A, cepa) de tamanho pequeno, néo
germinadas e de aspecto sadio, provenientes de uma
fonte comercial na cidade de Presidente Médici, em
Rondénia, e colocadas por 2 h em dgua potdvel para
a retirada dos residuos téxicos'®.

As diferentes concentracées foram preparadas, a
partir da concentracdo de 0,8%, em diluicdes seriadas
em razdo de 2 com dgua destilada, obtendo-se assim,
como concentracdes testes, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05 e
0,025%. Como controle positivo, foi utilizado o sulfato
de cobre na concentracdo de 0,0006 mg/L e, como
controle negativo, a dgua destilada. Foram empregadas
10 unidades de A. cepa para cada concentracdo
e controles positivo e negativo®. Posteriormente, os
bulbos de cada unidade foram imersos nas diferentes
concentracbes do latex e nos controles positivo e
negativo, em potes coletores estéreis, por 72 h &
temperatura de 25 °C. Apds essa etopa, as raizes
foram cortadas com o auxilio de bisturi, medidas com
régua milimetrada e colocadas em tubo Eppendort
de 1,5 mL com solucdo de Carnoy 3:1 (dlcool etilico:
4cido acético glacial) para fixagdo do material. Apds
24 h na solucdo, as raizes foram lavadas trés vezes
com 1 mlL de dgua destilada estéril, hidrolisadas
com HCI TN por 10 min em banho-maria a 60 °C e
resfriadas em dgua corrente. Em seguida, as radiculas
foram novamente lavadas trés vezes com dégua
destilada estéril.



As ldminas foram confeccionadas em duplicata, pela
técnica de esmagamento descrita por Guerra e Souza'’,
para visualizacdo das células meristemdticas, e coradas
com Kit Panético Répido (Laborclin, Pinhais, Parang,
Brasil), composto por triariimetano a 0,1%, xantenos
a 0,1% e tiazinas a 0,1%. As lédminas foram analisadas
por microscopia éptica nos aumentos de 400 X e 1000
X com ébleo de imersdo. Foram contabilizadas 2.000
células para cada exemplar, totalizando 20.000 células
por concentracdo, observando-se as diferentes fases da
mitose para se obter o indice mitético (IM), utilizando a
seguinte férmula: IM = (nUmero de células em mitose/total
de células) x 100, em cada grupo de tratamento'®.

Os dados obtidos dos tamanhos das raizes e
do indice mitético foram tabulados em planilhas do
programa Microsoft Excel; e as avaliacdes estatisticas
foram realizadas no programa Graphpad Prism® v5.01
com andlise de varincia ANOVA, seguida do teste de
Tukey com nivel de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

A tabela 1 demonstra o resultado da média do
indice mitético e o tamanho radicular dos meristemas

de A. cepa quando submetidas as diferentes
concentracbes do latex da planta. Os resultados
dos tamanhos das raizes mostraram que o grupo
controle negativo com dgua destilada apresentou
um valor de 1,98 cm, enquanto o grupo controle
positivo com sulfato de cobre apresentou 0,34 cm.
Os comprimentos das raizes variaram entre 1,46 cm
e 2,33 cm nas concentracées de 0,8% e 0,025%,
respectivamente, ndo obtendo diferenca significativa
quando comparados ao controle negativo. Porém, em
relacdo ao indice mitético, os valores variaram entre
14,89% e 38,75% para as concentracées de 0,8%
e 0,025%, respectivamente; enquanto que, para os

grupos controles positivo e negativo, os valores foram
de 3,07% e 42,00%, respectivamente.

Na tabela 2, estdo apresentadas as médias do
nimero total de células analisadas (16.000 células
por tratamento) em intérfase e em diferentes fases do
ciclo celular de A. cepa (préfase, metéfase, andfase e
telofase). Em relagdo as médias das diferentes etapas
da fase mitética, foi possivel observar que as raizes
expostas ao latex da planta e os controles positivo e
negativo, apresentaram um aumento na fase de préfase
significativamente maior do que as demais fases.

Tabela 1 — Andlise da citotoxicidade de raizes de A. cepa expostas as diferentes concentracdes do ldtex de S. grantti

(médias = desvio padréo)

Concentracoes indice mitético (%) Tamanho das raizes (cm)
0,8% 14,89 = 7,13* 1,46 + 0,69
0,4% 19,04 = 2,04* 1,77 £ 0,50
0,2% 28,17 +1,81* 1,85 + 0,60
0,1% 28,13 + 3,66* 2,19 = 0,95
0,05% 28,64 + 3,83* 2,38 £ 0,64
0,025% 38,75 + 5,14 2,33 = 0,81
Controle negativo 42,00 + 3,85 1,98 + 0,84
Controle positivo 3,07 £ 0,62* 0,34 + 0,25*

*p < 0,0001 (ANOVA — teste de Tukey), em relacdo ao controle negativo.

Tabela 2 — Média dos nGmeros de células em mitose, conforme as diferentes concentracées do latex de S. grantti sobre
o sistema teste de Allium cepa

Fase mitética

Concentragdes Interfase
Préfase Metdafase Andfase Telofase
0,8% 851,10 148,83 - 0,07 -
0,4% 809,60 190,33 - 0,07 -
0,2% 718,29 281,71 - - -
0,1% 718,70 280,88 0,21 0,21 -
0,05% 713,51 285,95 - 0,54 -
0,025% 612,60 387,30 - 0,1 -
Controle negativo 580,00 420,00 - - -
Controle positivo 969,29 30,71 - - -

Sinal convencional utilizado: — Dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento.
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A avadliacdo da mutagenicidade, obtida pelas
frequéncias de microniGcleos em rafzes expostas as
diferentes concentracées do latex de S. grantii, estd
apresentada na tabela 3 e na figura 1, onde foram
apontadas as médias das frequéncias de micronicleos
para as diferentes concentracées. Os dados revelaram
que houve diferenca altamente significativa quando
submetidas as concentracées de 0,8%, 0,1%, 0,05%
e 0,025% do latex da planta, quando comparado ao
controle negativo, enquanto a concentracdo de 0,4%
ndo demonstrou diferenca significativa. A figura 2 mostra
as diferentes fases da divisGo celular e micronicleos
encontrados nas células de A. cepa tratadas com a
concentracdo de 0,1% do latex da planta.

Tabela 3 - Médias e desvios padrdo da frequéncia
de micronicleos para as diferentes
concentracoes do latex de S. grantti sobre o
sistema teste de Allium cepa

Concentragdes Micronicleos
0,8% 3,50 = 2,00¢
0,4% 1,75+ 1,10
0,2% 2,06 = 0,78*
0,1% 2,67 = 1,00t
0,05% 2,91 =1,23¢
0,025% 3,67 = 1,03¢

Controle negativo 0,28 = 0,44
Controle positivo 6,50 = 0,71+

*p < 0,05 (ANOVA — teste de Tukey), em relacéo ao controle negativo;
tp < 0,001 (ANOVA - teste de Tukey), em relacdo ao controle negativo;
p < 0,0001 (ANOVA - teste de Tukey), em relacdo ao controle
negativo.
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*p < 0,05 (ANOVA — teste de Tukey), em relac@o ao controle negativo;
tp < 0,001 (ANOVA — teste de Tukey), em relagéo ao controle negativo;
fp < 0,0001 (ANOVA — teste de Tukey), em relacdo ao controle

negativo.

Figura 1 — Total de micronicleos formados (%) nas células
analisadas  em  funcdo das  concentracées
aplicadas sobre o sistema teste de Allium cepa

A: Células em profase indicadas por setas; B: Célula em metdfase

indicada por seta; C: Célula em andfase indicada por seta; D: Célula

em intérfase contendo micronicleo.

Figura 2 — Fases da divisdo celular das células de A. cepa
analisadas na concentracdo de 0,1% do latex de
S. grantti



DISCUSSAO

Os dados demonstrados na tabela 1 expressam
a ocorréncia de uma reducdo significativa do indice
mitético, conforme a diminuicdo da concentracdo do
latex da S. grantii, apresentando diferenca altamente
significativa  em relagGo ao controle negativo
(p < 0,0001). Essa reducGo no indice mitético,
segundo Lucio Neto'¢, é resultado de acées quimicas
que podem inibir a sintese de DNA, reduzindo o
processo de mitose. O indice mitético é fundamental
para a avaliogdo da toxicidade celular de muitas
substéncias, as quais permitem que haja um aumento
ou diminuicdo desse indice, devido & citotoxicidade
presente em algum composto quimico.

E possivel observar que ndo houve diferenca

significativa no  tamanho das raizes quando
comparadas as diferenfes  concentragdes  com
o confrole negativo. No entanto, houve uma

estabilidade do indice mitético, visto que as células
estacionaram na fase de préofase com  severa
depressGo dos valores de metdfase, andfase e
teléfase. O processo de divisGo celular pode ser
alterado conforme a producéo de alguns compostos,
devido aos efeitos alelopdticos, que ndo agem sobre a
germinacdo, mas sobre a velocidade de germinacéo.
Esse efeito pode inibir ou estimular o processo
germinativo e de divisdo celular, assim como interferir
no processo germinativo de outras plantas'?.

O resultado presente na tabela 2 assemelha-se ao
encontrado no estudo realizado por Conceicdo?® sobre
a divisdo celular de células meristemdticas no sistema
teste de Allium cepa frente &s concentracées da erva
mate, em que foi possivel observar que as células
apresentaram inibicdo significativa dos indices de
metéfase, andfase e teldfase, exceto o de préfase. Os
resultados do presente estudo demonstraram um efeito
antiproliferativo citotéxico ao observar uma inibicao
da divisdo celular, porém com algum efeito téxico no
fuso mitético, devido ao tamanho das raizes ndo estar
compativel com o indice mitético. Efeitos altamente
toxicos promovem atraso do ciclo celular ou, ainda,
morte celular, caso as lesées no DNA néo sejom
reparadas. O prolongamento da préfase pode ter sido
resultado de toxicidade nas fibras do fuso mitético?'.

O presente estudo mostrou que a concentracdo
de 0,4% foi a que apresentou menor frequéncia
de microntcleos, quando comparada as demais
concentragdes, e apresentou efeito citotdxico, o que
pode levar posteriormente & formacdo de tecidos
tumorais.

Nao foi possivel observar uma concentragdo
segura e eficaz para a populacdo que faz uso dessa
planta. Os medicamentos devem ser aplicados dentro
da zona terapéutica ideal, ou seja, na metade da sua
faixa terapéutica, que compreende a concentracdo

minima eficaz e a mdxima resposta ao medicamento;
portanto, qualquer concentraco acima da faixa
terapéutica pode ocasionar toxicidade??.

O latex da planta S.  grantii
constituicio ~ ésteres de forbol e glicosideos
cianogénicos, que sd@o compostos potencialmente
toxicos a um grande nUmero de organismos vivos,
demonstrando riscos na administragdo dessa planta.
Os ésteres de forbol séo substncias téxicas que
induzem a formacdo de tumores. Os glicosideos
cianogénicos sd@o substdncias presentes em vdrios

possui em sua

alimentos, mas, quando ingeridas em grande
quantidade, s@o capazes de provocar dispneia
acentuada, taquicardia e até levar & morte®?3.

H& vdrios estudos relatando que as plantas
cianogénicas mais importantes do Brasil pertencem
a familia Euphorbiacece, por apresentarem, em
sua composicdo, cianetos téxicos?* capazes de

causar lesdes degenerativas no cérebro, perdas de
células do télamo e também bécio?. No bécio, os
glicosideos transformados em substéncias atéxicas no
figado atuam no impedimento da absorcdo do iodo
pela tireoide, levando ao aumento de volume dessa
glandula?®. De acordo com Bagatini et al.?¢, estudos
citogenéticos de espécies vegetais informam sobre
as possiveis alteragdes cromossdmicas, que podem
ser decorrentes do préprio metabolismo ou devido &
presenca de agentes mutagénicos.

CONCLUSAO

O presente  estudo demonstrou o efeito
antiproliferativo citotéxico em todas as concentragdes
analisadas e o efeito mutagénico nas concentracées
de 0,8%, 0,2%, 0,1%, 0,05% e 0,025% do latex
da planta S. grantii frente a células meristemdticas
de A. cepa. Os efeitos do uso de S. grantii
como medicamento podem contribuir para o
desenvolvimento de patologias graves, representando
um risco para seus usudrios.
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