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Resumo:

A pesquisa tem por objetivo avaliar o potencial toxico, citotoxico e genotéxico do latex de Croton
urucurana (sangra d’agua) através de ensaios com A. cepa. O teste Allium cepa (cebola) que tem
apresentado bons resultados, mostrando-se como bioindicador dos efeitos toxicos, citotéxicos e
genotoxicos de plantas medicinais (TEIXEIRA et al., 2003). O teste A. cepa utiliza como parametro o
crescimento das raizes, para avaliar a toxicidade; o indice mitético, para avaliar a citotoxicidade; e as
anomalias mitéticas e aberragBes cromossémicas, para avaliar a genotoxicidade (TKALEC et al.,
2009). As principais vantagens desse ensaio sdo 0 baixo custo, confiabilidade e concordancia com
outros testes de genotoxidade (BAGATINI et al., 2007; FISKESJO, 1985). As analises laboratoriais
foram realizadas por meio de amostras do latex que foram coletadas na regido de Cerrado da cidade
de Ipameri. Por meio deste estudo e tendo por base o0s resultados aqui apresentados pode-se
concluir que o latex de sangra d’agua possui atividade citotdxica e genotdxica para as células de
Allium cepa.
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Introducéo

Desde primérdios da civilizacdo o homem utiliza diferentes espécies de
plantas com finalidades medicinais (TOSCANO RICO, 2011). Atualmente, de acordo
com a Organizagdo Mundial de Saude, cerca de dois bilhdes de pessoas no mundo
utilizam a medicina popular baseada na extracdo de principios ativos das plantas,
para o tratamento de doencas (SMITH-HALLet al., 2012). Dessa forma, extratos de
plantas medicinais sdo um recurso fitoterapico alternativo aos alopaticos por serem
relativamente mais acessiveis (BEVILACQUA, 2010; CARNEIRO et al., 2014).

Como ha uma vasta gama de plantas com possivel potencial farmacoldgico,
identifica-las torna-se uma tarefa dificil. Uma maneira de fazé-lo é a utilizacdo do
método etnofarmacoldgico, que consiste na selecdo de plantas consideradas como
medicinais em uso por algum grupo étnico (MACIEL et al., 2002).

Algumas plantas lactiferas, principalmente as pertencentes a familia
Euphorbiaceae, tém sido testadas com relacdo as suas propriedades
neoangiogénicas, isto é, a capacidade de promover a adesédo celular e estimular a

formacdo de matriz celular, regenerando assim os tecidos. Como exemplos de
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plantas com esse potencial regenerativo comprovado temos: Hevea brasiliensis
(BALABANIAN et al.,, 2006; CARVALHO et al., 2008; SAMPAIO et al., 2010);
Hancornia speciosa (ALMEIDA et al., 2014) e Synadenium umbellatum (MELO-REIS,
2010).

Outra lactifera pouco estudada cientificamente, mas a qual € frequentemente
utilizada na medicina popular pelo seu potencial medicinal € a sangra d’agua,
sangue de dragdo ou capixingui (Croton urucurana). O género Croton € um dos
maiores membros da familia Euphorbiaceae, e a espécie Croton urucurana €
utilizada na medicina popular para estancar hemorragias e sangramentos, evitando
infeccbes e acelerando o processo de cicatrizacdo (LORENZI, 2008). De acordo
com NILSSON (1989), a seiva dessa planta apresenta principios antibacterianos e
cicatrizantes. Morfologicamente, a espécie apresenta porte arbéreo e € encontrada
em terrenos Umidos e alagadicos. A arvore é capaz de atingir de 6 a 8 metros de
altura, com tronco de tonalidades claras podendo alcancar 20 centimetros de
didmetro. Sua copa é aberta e com folhas em formato de coracdo que, quando em
senescéncia, adquirem coloracédo vermelho-amarelada (LORENZI e MATOS, 2008;
SOLDERA et al., 2010).

Estudos que avaliem o potencial toxico de plantas medicinais sao
extremamente importantes, pois servem para orientar a populacdo sobre o uso
indiscriminado de extratos bioldégicos que podem eventualmente causar danos a
saude (TEDESCO et al., 2015). Entre as varias metodologias existentes para se
avaliar o efeito toxico, pode-se citar os bioensaios com plantas superiores, as quais
avaliam a capacidade de uma substancia em promover danos a viabilidade celular
ou material genético de outros organismos eucariontes (FERNANDES et al., 2007).

Um desses bioensaios é o teste Allium cepa (cebola) que tem apresentado
bons resultados, mostrando-se como bioindicador dos efeitos tdxicos, citotoxicos e
genotoxicos de plantas medicinais (TEIXEIRA et al., 2003). O teste A. cepa utiliza
como parametro o crescimento das raizes, para avaliar a toxicidade; o indice
mitotico, para avaliar a citotoxicidade; e as anomalias mitoticas e aberragdes
cromossOmicas, para avaliar a genotoxicidade (TKALEC et al., 2009). As principais
vantagens desse ensaio sédo o baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros
testes de genotoxidade (BAGATINI et al., 2007; FISKESJO, 198
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Material e Métodos

A. Obtencédo do Material Bioldgico

As amostras do latex foram coletadas na regido de Cerrado da cidade de
Ipameri.

B. Identificacdo da espécie e depdsito em herbario

Fragmentos da planta foram coletados contendo ramos de aproximadamente
30 centimetros com folhas e parte reprodutiva. Fez-se a classificagcdo e
posteriormente a dessecacdo do material em estufa, com prensas de madeira,
papeldo e jornal. Estando o material vegetal seco, foram feitas exsicatas e estas
depositadas no Herbério da Universidade Estadual de Goias localizado em Anépolis

C. Obtencao de A. cepa

Para a execugdo do teste foram utilizadas cebolas de mesma origem e
tamanho médio, com catéfilos externos brancos ndo germinados e saudaveis. As
cebolas foram adquiridas comercialmente e foram mantidas em local livre de
umidade e ao abrigo da luz.

D. Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram compostos de 3 diferentes concentracfes da
seiva de sangra d’agua: solugdes de latex a 1%; 0,5% e 0,1%. Além do controle
negativo (dgua destilada) e o controle positivo (4zida sédica 0,02 g/L).

E. Procedimentos

Foram distribuidos 10 bulbos para cada concentracdo a ser testada, tendo-
se o cuidado de retirar com auxilio de bisturi as raizes secas e camadas externas
secas ou com mofo. Em seguida, o parénquima central da coroa de brotamento foi
retirado para aumentar a absorcao das solugdes, a uniformidade de brotamento e o
crescimento das raizes. Os bulbos foram lavados em agua corrente, por cerca de 20
minutos. A seguir os bulbos foram colocados em recipientes de vidro (Becker),
previamente esterilizados, com capacidade de 50 mL, deixando a area radicular
diretamente em contato com agua. Apds 48 horas de exposicdo a agua, os bulbos
foram medidos com régua, e posteriormente transferidos para recipientes contendo
as solucdes testes. As raizes foram cultivadas em cada tratamento por mais 72 h e
em seguida as pontas dessas raizes foram medidas, cortadas e utilizadas para

analise citogenética. As raizes foram fixadas em solucdo de Carnoy (etanol 99%;
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acido aceético glacial - 3:1) por 24h, e refrigeradas até o momento da preparacao das
laminas.

F. Analises do comprimento da raiz

Foi avaliado o potencial toxico pela analise do comprimento da raiz medida
em centimetros. Foi realizada a analise estatistica descritiva basica dos resultados
obtidos e as médias foram comparadas pelo teste de comparacdo de médias
(ANOVA).

G. Preparo das laminas:

Foram utilizadas 2 a 3 raizes de cada bulbo, colocando-as em uma placa de
Petri e lavando-as 3 vezes em agua para a retirada do fixador. A seguir foi feito a
hidrélise com HCI 5M de 1 a 2 minutos, seguido de dois novos banhos em agua
destilada a temperatura ambiente. Com o auxilio de uma pinca de ponta fina, as
raizes foram secas em papel filtro, retirando posteriormente a regido meristematica e
colocando-a nas laminas com uma gota de acido acético (45%), em seguida fez-se o
esfregaco e colocou-se a laminula, as laminas foram entdo mergulhadas no
nitrogénio liquido por 30 segundos retirando a laminula no final do procedimento.
Por fim foram coradas com Giemsa a 10%.

H. Analises das laminas:

Os seguintes parametros foram avaliados: 1. indice mitético (IM); 2.
frequéncia de anomalias de ciclo mitético (ACM) e 3. incidéncia de micronucleos (M).
Determinou-se o IM utilizando a equacgéao: IM = NCM/NTC x 100, em que NCM
corresponde ao numero de células em divisdo mitética e NTC ao numero total de
células analisadas (PEREIRA, 2015). Como anomalias no ciclo mitético foram
considerados os cromossomos perdidos e fragmentos cromossémicos em anafase,
pontes anafasicas e atrasos metafasicos (SILVA et al., 2009). Também foi observado
a incidéncia de micronucleos, que sao fragmentos acéntricos de cromossomos que
nao conseguem incorporar ao nucleo das células durante a tel6fase. Os resultados

obtidos foram submetidos a analise estatistica.
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Resultados e Discusséao

A. Teste de toxidade

Como resultado, foi possivel observar o potencial toxico do latex de sangra
d’agua, uma vez que os bulbos expostos a essas solugdes ndo apresentaram
crescimento significativo da radicula nas concentragdes superiores a 0,1%. Em agua
o crescimento observado foi 0 mais elevado atingindo média de 1,2 cm. Ja em azida
sbdica o crescimento médio foi de 0,2 cm. Entre as concentracfes o crescimento
observado foi inferior ao do controle positivo (azida sédica), comprovando assim sua
toxidade no sistema A. cepa. Nas demais, ndo houve diferenciacdo estatistica

significante, assim como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Comparacdo das médias obtidas com o crescimento radicular de
Allium cepa sob diferentes tratamentos utilizando teste de Tukey (p<0,05%).

Tratamentos Meédia Crescimento (cm) Desvio padrdo Classificacao

Agua 1,2 0,54 A
Azida 0,2 0,291 B
0,1% 0,1 0,185 BC
0,5% 0 0,07 C
1,0% 0 0,032 C

Tratamentos com letras iguais ndo diferenciam-se pelo teste de Tukey a 5%.

B. Teste de citotoxicidade e genotoxidade

A avaliagdo citotoxica € baseada na alteracdo do indice mitético dos
diferentes tratamentos, sendo considerada, na literatura, interferéncia citotoxica a
substancia capaz de inibir 22% do indice mitético em relacdo ao controle negativo
(ANTONSIE-WIEZ, 1990) e em maior quantidade de inibicdo, acima de 50%, a
substancia é interpretada como fator potencial de efeito letal ao organismo teste
(PANDA e SAHU, 1985), sendo considerada citotoxica por comprometer o
crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos (PEREIRA, 2015).

Analisando os dados apresentados na Tabela 2, pode-se perceber que todas
as solucdes contendo C. urucurana ocasionaram uma diminui¢cdo do indice mitotico
maior que 50% quando comparadas ao controle negativo (adgua), sendo
estatisticamente equivalentes ao controle positivo (azida sodica). Dessa forma,

observa-se que a substancia analisada causa morte celular das raizes de A. cepa



( Inovacdo: Inclusdio Social e Direitos

19 a 21 de outubro de 2016

Pirendpolis - Goids
devido a inibicdo da duplicacdo celular, comprovando o efeito citotéxico de C.

urucurana.

Tabela 2: Andlise das laminas do teste de Allium cepa quanto a citotoxicidade e
genotoxicidade.

Citotoxicidade Genotoxicidade
Células Namero
Total de em indice de Numero de
Tratamentos células Divisdo Mitético (%) Anomalias Micronucleos

Agua 5839 1634 27,98 B 0OA OA
Azida 6042 457 7,56 A 244 C 81B
0,1% 5304 198 3,73A 97 C 62 B
0,5% 5444 61 1,12 A 13 B 1A
1,0% 5971 34 0,56 A 4B 2A

Tratamentos com letras iguais nao diferenciam-se pelo teste de Tukey a 5%.

O teste de genotoxicidade visa identificar se a substancia analisada afeta
processos vitais para a célula, como a duplicacdo e a transcricdo génica, tornando
processos corriqueiros em complexos e cancerosos (COSTA E MENK, 2000). Este
teste consiste em verificar a frequéncia de micronucleos, aberracdes cromossdémicas
e alteragdes no indice mitético nas células do meristema radicular (FISKESJO,
1985).

Para as solucBes de C. urucurana, principalmente para as duas maiores
concentracbes (1,0 e 0,5%) foi observado uma baixa incidéncia de anomalias e
micronucleos quando comparadas ao controle positivo (azida sodica), porém em
quantidade superior ao controle negativo (agua). Isto pode ser explicado pelo efeito
citotoxico, onde com a possivel morte celular das raizes de A. cepa, 0 numero de
células em divisdo € praticamente nulo, ndo sendo possivel a observacdo de
aberrac6es cromossOmicas. Por conseguinte, na menor concentra¢do do latex de C.
urucurana (0,1%), existem algumas células em processo de duplicacédo, elevando o
indice mitético, e permitindo a observacdo de aberracdes cromossdmicas e
microndcleos (Figura 1). A andlise estatistica mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre o controle positivo (azida sodica) e o latex a 0.1% classificando
esta substancia como genotoxica. A Figura 1 exemplifica os diferentes tipos de

anomalias cromossémicas observadas.
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Figura 1: Fotografias de células das raizes de cebola em diferentes concentracdes de latex de
Croton urucurana com aumento de 40x e 100x. A: células na concentracdo de 0,1% com anomalia de
cromossomos pegajosos; B: células na concentragdo de 0,1% com anomalia de cromossomos
retardatarios; C: células na concentracéo de 0,1% apresentando brotamento celular e cromossomos
pegajosos; D:células na concentracdo de 0,5% com anomalia de cromossomos retardatarios; E:
células na concentracdo de 1% com anomalia de cromossomos pegajosos e F e G: células na
concentracao de 0,1% com anomalia de cromossomos perdidos; H: células na concentracéo de 0,1%
com presenca de microndcleo; I: células na concentracdo de 1% com presenga de micronudcleo.

Tais resultados corroboram com os de DUTRA et al. (2011) afirmando efeito
citotoxico dos extratos de C. urucurana em Artemia salina. Também é possivel
encontrar relatos de toxidade em outras plantas do mesmo género de Croton
urucurana como: Croton mummularius (BASTOS, 2014) e Croton zehntneri (COSTA
et al. 2008).

De forma geral pode-se concluir que ainda hd a necessidade de mais
estudos sobre o potencial medicinal de C. urucurana e 0 uso empirico e

indiscriminado do latex desta planta pode trazer efeitos negativos a populacéo.

Consideracgdes Finais

Tendo por base os resultados aqui apresentados pode-se concluir que o
latex de sangra d’agua possui atividade citotoxica e genotdxica para as ceélulas de
Allium cepa.
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