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1. INTRODUCAO

A Jatropha curcas € uma espécie nativa do Brasil (ARRUDA et. al., 2004)
pertencente a familia Euphorbiaceae e conhecida popularmente como pinhdo manso. Seu
cultivo no Brasil tem aumentado nos Gltimos anos por causa da utilizacdo de sua semente na
producdo de biodiesel (SLUSZZ e MACHADO, 2006). Além da producdo de combustivel,
existem relatos da utilizacdo de diferentes partes dessa planta na medicina popular (SANTOS
et al., 2008). Contudo, poucos estudos cientificos estdo sendo realizados para verificar a
eficacia medicinal dos diferentes extratos de pinhdo manso. Pode-se citar, por exemplo, 0 uso
das folhas e sementes como antibacteriana (IGBINOSA et al., 2009; OSKOUEIAN et al.,
2011); o uso do latex como anti-coagulante (OSONLYI E ANAJOBI, 2003); o uso das raizes
como anti-inflamatorio (NAYAK E PATEL, 2010); e o uso de diferentes extratos da planta
com atividade anti-angiogénica (RIBEIRO et al., 2012).

Essa ultima biofuncionalidade, a angiogénese, é importante para a formulacdo de

novos medicamentos. A angiogénese compreende uma série de eventos celulares que levam a
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neovascularizacdo a partir da formacao de novos vasos sanguineos (FOLKMAN, 1995). Esse
processo esta associado a inflamacdo, cicatrizagdo de feridas, crescimento tumoral e
metastases (NANGIA MAKKER et al., 2000).

Biomateriais de interesse medicinal ndo devem apresentar apenas uma
biofuncionalidade, mas também sua presenca ndo pode gerar efeito toxico para a célula ou
DNA. Agentes que causam morte celular sdo chamados de citotoxicos, jA 0os que mudam a
sequéncia do DNA recebem o nome de genotoxico (COMBES, 1992). A genotoxicidade
ocorre quando a capacidade de replicacdo e de levar informacdo do DNA é alterada, esses
danos ao DNA podem resultar em efeitos mutagénicos e carcinogénicos. Os principais tipos
de genotoxicidade se dao por danos no DNA, mutacdes pontuais e aberracbes cromossomicas
(COMBES, 1992).

Uma forma simples e barata de avaliar a citotoxidade e genotoxidade de um
composto é utilizando o teste da raiz da cebola (Allium cepa). O teste consiste basicamente
em colocar o Allium cepa em um recipiente com agua deixando as raizes do bulbo se
desenvolver em mais ou menos 3 dias. Apds esse periodo os tratamentos sdo colocados e
deixados por 72h, as pontas das raizes sdo cortadas, posteriormente sdo preparadas as laminas
e as mesmas avaliadas por meio de microscopio 6tico, no qual serdo analisadas as alteracdes
cromossomicas (TEIXEIRA et al., 2003).

Otimos resultados estdo sendo obtidos com o teste Allium cepa, onde este tem
demonstrado ser bom bioindicador para o primeiro prognostico da citotoxidade e
genotoxicidade em infusdes de plantas medicinais, caracterizando-se por baixo custo,
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, ajudando nos estudos
preventivos de danos a saude humana (BAGATINI et. al., 2007; FISKESJO, 1985). Este
teste tem por base a avaliacdo de potenciais efeitos citotoxicos e genotdxicos, sendo medido
pelo crescimento das raizes, anormalidades mitoticas e aberragfes cromossémicas em células
meristematicas da ponta da raiz (TKALEC et. al., 2009).

Estudos de toxicidade e mutagenicidade sdo necessarios por contribuirem com a
utilizacdo segura e eficaz de novas drogas ou de novos tratamentos. O latex de algumas
plantas tem sido comumente empregado no tratamento de inUmeras enfermidades,
despertando um grande interesse para a ciéncia, (CHOI et al., 2002; WANG et al., 2004;
MELO- REIS et al., 2010; FLORIANO et al., 2013), por essa razdo, foi analisado nesse
trabalho o potencial citotoxico e genotoxico do pinhdo manso, planta lactifera ja utilizada na

medicina popular.



2. OBJETIVO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial genotoxico e citotdxico do latex

de Jatropha curcas (pinhdo manso) atraves de ensaios com Allium cepa (cebola comum).

3. MATERIAIS E METODOS

A. Obtencédo do Material Bioldgico:
O latex foi coletado na propria Unidade Universitaria de Ipameri, onde existe o
cultivo de Jatropha curcas, a extracdo foi realizada a partir do caule da planta, com tubos

esterilizados.

B. Obtencéo de Allium cepa:
Para a execucdo do teste foram utilizadas cebolas de tamanho médio e uniforme com
catéfilos externos brancos de mesma origem, ndo germinados e saudaveis, adquiridas

comercialmente e sendo mantidas em local livre de umidade e ao abrigo da luz.

C. Grupos experimentais:

Os grupos experimentais apresentaram quatro diferentes concentracdes de latex de
pinhdo manso: 1. Solucéo de latex a 5%; 2. Solucdo de latex a 1%; 3. Solucdo de latex a 0,5%
e 4. Solucdo de latex a 0,1%. Além do controle negativo e positivo, utilizando agua destilada

e &zida sodica 0,2 g/L, respectivamente.

D. Procedimentos:

A principio foram distribuidos 10 bulbos para cada concentracdo a ser testada,
retirando, com auxilio de bisturi, as raizes e camadas externas secas ou com mofo, sem que a
area radicular fosse danificada. Em seguida, o parénquima central da coroa de brotamento foi
retirado (fazendo-se uma pequena inciséo circular) para aumentar a absorcdo das solugdes, a
uniformidade de brotamento e o crescimento das raizes. Os bulbos foram lavados em agua
corrente, por cerca de 20 minutos, os que ja haviam sido descascados foram colocados em
agua fresca durante o continuado procedimento de limpeza, a fim de que se reduzissem 0s

efeitos de possiveis inibidores do brotamento.



Os bulbos destes grupos foram colocados em recipientes de vidro, previamente
esterilizados, com capacidade de 80 mL, deixando a area radicular diretamente em contato
com os liquidos testes.

As raizes foram cultivadas por 72h e em seguida medidas com o auxilio de régua,
desprezando aquelas que cresceram acima de 2,0 cm. As pontas de raizes foram entdo
encaminhadas para anélise citogenética, fixando-as em solucdo de Carnoy (etanol 99%: acido
acético glacial - 3:1) por 24 h. A seguir foram colocadas em &lcool 70% e refrigeradas até o
momento da preparacdo das laminas. O teste teve condugdo em temperatura controlada, sobre

bancada sem vibracGes e sem iluminacdo direta.

E. 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 hidrolise com
HCI 5M de 1 a 2 minutos, seguido de dois novos banhos em &gua destilada a temperatura
ambiente. Com o auxilio de uma pinga de ponta fina, as raizes foram secas em papel filtro,
retirando posteriormente a regido meristematica e colocando-a nas ldminas com uma gota de
acido acético (45%), em seguida fez-se o esfregaco e colocou-se a laminula, as ldminas foram
entdo mergulhadas no nitrogénio liquido por 30 segundos retirando a laminula no final do

procedimento. Por fim foram coradas com Giemsa a 10%.

F. Andlises das laminas:

Os seguintes parametros foram avaliados: 1. indice mitotico (IM); 2. frequéncia de
anomalias de ciclo mitético (ACM) e 3. incidéncia de microndcleos (M). O IM foi calculado
para cada tratamento utilizando o nimero de células em divisdo/1000 células (SETH et al.,
2008). 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 sdo fragmentos
acéntricos de cromossomos que ndo conseguem incorporar ao ndcleo das celulas durante a

tel6fase. Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES



Os niveis de citotoxicidade de um agente podem ser determinados pelo aumento ou
diminuicdo do indice mitético (IM). O IM mede a proporcao das células na fase de mitose do
ciclo celular e a sua inibicdo pode ser interpretada como a morte celular ou um atraso na
cinética de proliferacdo de células (PANDA et al., 2005). Panda et al. (2005) descrevem que
para uma substancia ser considera citotoxica ela deve causar um decréscimo no IM superior a
50%, sendo esse o chamado limite citotoxico. Os resultados obtidos para as diferentes
concentragcOes de latex de pinhdo manso estdo apresentados na Tabela 1. Pode-se observar
uma diminuigdo do indice mitdtico nas células submetidas ao latex de pinhdo manso em todas
as concentracbes comparadas ao controle negativo (agua destilada). Essa diminuicdo é
superior a 50%, sendo sugerido que nessas concentracdes o latex de Jatropha curcas €
citotoxico para células da raiz de Allium cepa. A analise estatistica realizada a partir da
comparacdo das médias pelo teste Tukey confirma esses resultados, mostrando que existe
diferenca significativa entre os grupos tratados com latex 1%, 0.5% e 0.1% e azida sodica (A)

e agua destilada (B).

Tabela 1: Andlise das laminas do teste de Allium cepa, quanto a citotoxicidade e

genotoxicidade.

Citotoxicidade Genotoxicidade
Total de Totalde Total de
celulas  células  células NUmero
em em Indice de Numero de

Tratamentos Interfase divisdo  Mitotico (%) Anomalias Micronucleos
Latex 1% 6.749 6.679 70 1,03 A 3A 0A
Latex 0,5%  5.237 5.153 84 1,60 A 23 A 0A
Latex 0,1%  5.641 5.237 404 7,16 A 253 B 2A
Agua 5.060 4.998 1.325 26,1 B 0A 1A
Azidasodica 6079 5.565 514 8,46 A 254 C 98 B

* Letras iguais representam tratamentos onde ndo houve diferenca significativa.

A genotoxicidade é caracterizada pela presenca de aberracfes na divisdo celular e
micronucleos. Os resultados obtidos nesse trabalho estdo mostrados na Tabela 1 e Figural. As
anélises mostraram a presenca de poucas anomalias e micronucleos nas células submetidas ao

tratamento com latex a 1% e 0.5%, 0os mesmos tratamentos que apresentaram maior taxa de



mortalidade (menores IM). Por outro lado, na concentracao de 0,1% obteve-se o maior indice
de aberragBes cromossdmicas e micronlcleos. Uma possivel explicacdo para esses resultados
é que em altas concentragdes o latex causa o atraso na proliferacdo e/ou morte celular e dessa
forma néo existem células em divisdo, ndo sendo possivel observar anomalias cromossdmicas.
Ja em menores concentracdes, o efeito citotoxico ndo € tdo acentuado e as células entram em
divisdo. Contudo, essa divisdo é alterada, com a presenga de muitas anomalias
cromossémicas, classificando essa substancia como genotdxica. Entre os diferentes tipos de
anomalias observadas, as mais comuns foram atrasos no fuso mitotico (Figura 1). Em relacdo
a incidéncia de micronucleos, ndo foram observados microndcleos nas diferentes
concentracdes do latex de pinhdo manso testadas. Contudo, no controle positivo (Figura 1)
pode-se observar alta frequéncia de microndcleos. As analises estatisticas da genotoxidade
confirmam esses resultados e mostram que ndo existem diferencas significativas entre os
tratamentos a 1% e 0.5% em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, obteve-se uma
diferenca altamente significativa quando comparado os tratamentos a base de latex 0.1% e o
controle negativo. Esses resultados evidenciam estatisticamente que o latex de pinhdo manso
é altamente genotdxico na concentracdo de 0.1% sendo o numero de anomalias superior ao
controle positivo.

De forma geral pode-se concluir que o latex de pinhdo manso é toxico as células da
raiz da cebola, sendo citotoxico em variadas concentragdes e genotoxico quando ha pouca
quantidade de latex na solucdo. Esses resultados indicam que o latex de pinhdo manso néo

deveria ser utilizado na medicina caseira de forma indiscriminada.




Figura 1: Fotografias de células das raizes de cebola em diferentes concentracdes de latex de pinhdo
manso com aumento de 40x. A: células na concentracdo de 0,1% com anomalia de cromossomos
retardatarios; B: células na contracdo de 0,1% com anomalia de cromossomos perdidos; C: células na
concentragdo de 0,5% com anomalia de atrasos metafésicos; D: células na concentracdo de 0,5% com
anomalia de pontes anafésicas; E e F: células na concentracéo de 1% evidenciando micronucleos.

5. Considerac0es Finais

Os resultados apresentados sugerem que o latex de pinhdo-manso apresenta atividade

genotoxica e citotoxica para as células da raiz da cebola.
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