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Apresentagio

A atividade cientifica tornou-se indispensavel para a sociedade moderna. Os avangos nas mais
diversas areas das ciéncias tém vislumbrado a muitos, pois muitas das idealiza¢oes dignas da ficgao
cientifica hoje sdo realidades em nosso cotidiano. Todo o conhecimento produzido pela ciéncia e as
técnicas dela derivadas tém contribuido para a evolugao da sociedade em varios aspectos.

A obra “Ciéncia em Foco Volume VIII” em seus seis capitulos, apresentam trabalhos
relacionados com avancos em diversas areas do conhecimento, entre elas, nas areas de Educacio,
Mecanica, Agrarias, e Ciéncias da Computagao principalmente desenvolvidos nas universidades. A obra,
vem a materializar o anseio da Pantanal Editora na divulgacao de resultados, que contribuem de modo
direto no desenvolvimento humano.

Temas associados com o perfil dos estudantes que fazem iniciagao cientifica no curso de direito;
selecao de materiais na fabricacdo de pegas por moldeo e fresado como resultados de atividade ligadas a
formacado de mestrandos; efeitos citogenotoxicos de extratos aquosos de Croton urncurana Baill utilizando
teste com cebola; uma discussao sobre suporte compacto de fungdes wavelets e suas principais aplica¢oes
e por ultimo; a biodiverdidade fungica na rizosfera e em plantas de pepino ¢ abordado na presente obra.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que viabilizaram esta
obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnologicos, os agradecimentos dos Organizadores e
da Pantanal Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e estimular aos estudantes e pesquisadores que
leem esta obra na constante procura por novas tecnologias. Assim, garantir uma difusao de conhecimento
facil, rapido para a sociedade.
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Capitulo IV

Investigacdo dos efeitos citogenotoxicos de extratos
aquosos de Croton urucurana Baill utilizando teste
Allium cepa
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INTRODUGCAO

A sangra d’agua (Crofon wrucnrana Baill.), pertencente a familia Euphorbiaceae, ¢ uma planta
arbérea e nativa do Brasil, cujo diametro do tronco pode chegar a 35 cm, enquanto a altura chega a atingir
14 m. A espécie apresenta ampla ocorréncia no Brasil, sendo uma planta decidua, heliofita, pioneira,
seletiva higrofita, adaptada a terrenos umidos e principalmente das formagdes ciliares (Lorenzi, 2016;
Flora e Funga do Brasil, 2022). De acordo com Fragoso et al. (20106), a amplitude ecoldgica da espécie
possibilita a sobrevivéncia e desenvolvimento em solos degradados, em ambientes com excesso de
umidade ou secos. Além disso, se destaca entre outras espécies como tipica de regeneracao de mata ciliar
(Pires et al., 2004).

A espécie possui grande importancia na medicina popular, onde a seiva, as cascas e folhas sao
utilizadas de diversas maneiras para o tratamento de corrimento, feridas, inflamacao e cisto no aparelho
genital feminino, bem como para enfermidades como reumatismos, hemorroidas e infec¢des cutineas e
gastrointestinais, podendo ainda ser utilizada como anti-hemorragico, depurativo do sangue, antisséptico

e analgésico, aliviando hematomas e dores nas pernas (Vieira et al., 2018).
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O uso de diferentes espécies vegetais para o tratamento de enfermidades esta relacionado ao saber
empirico, que ¢ transmitido no nucleo familiar ao longo das geragdes e também divulgado por publicagoes
relacionadas a fitoterapia e medicina popular. Todavia, ¢ importante que sejam realizados estudos e testes
que promovam a verificagdao da seguranca e do potencial citotdxico e genotoxico das plantas medicinais,
uma vez que os mesmos possibilitam a compreensao a respeito da espécie, elucidando sua forma de agir
no organismo, a forma adequada para preparo caseiro e também contribuindo para o desenvolvimento
de novos farmacos (Adan et al., 2016; Turkez et al., 2017; Ozaslan; Oguzkan, 2018). Dentre os testes
realizados com plantas utilizadas como fitoterapicas estio os bioensaios de genotoxicidade, fundamentais
para indicar a ocorréncia de danos ou mutagoes a0 DNA nuclear causados por esses compostos presentes
nestas espécies (Roberto et al., 2016).

Para realizar a avaliagdo da presenca de substancias com potencial téxico nos extratos vegetais,
podem ser realizados testes com organismos considerados indicadores sensiveis, os quais indicam a agao
dessas substancias (Bezerra; Oliveira, 2016), uma vez que tém seu metabolismo alterado, o que pode ser
detectado macro e microscopicamente. Dentre estes testes, destaca-se o teste A/ium cepa, que teve sua
confiabilidade validada por meio de pesquisas que realizaram tanto o teste 4. cepa quanto testes em
animais ou outros organismos, observando resultados semelhantes (Bagatini et al., 2007). Neste sentido,
este estudo tem como objetivo investigar o potencial citotoxico e genotoxico de folhas de Crofon urncurana,
por meio do teste Alium cepa, visando fornecer informacdes sobre o seu efeito sobre ciclo celular e

orientagdes relacionadas ao consumo da espécie pela medicina popular.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O material vegetal, folhas de Croton nrucurana (Figura 1), foi coletado no municipio de Alta Floresta
(09°02°29" Sa 11° 15”457 S e 54° 44’ 55" W a 58° 45’ 10” W), Mato Grosso, Brasil, higienizado e levado
ao Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) da Universidade do Estado de
Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado (UNEMAT), Campus Universitario de Alta Floresta, para

a realizagao do teste A. cepa.
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Figura 1. Croton urucurana Baill. a) individuo adulto; b) seiva; c) face adaxial da folha; d) face abaxial da
folha. Fonte: os autores.

Preparo dos extratos aquosos

Foram preparadas cinco concentragoes de extratos aquosos do tipo macerado (EAM) e do tipo
infuso (EAI), sendo que para tanto foram utilizados 64 gramas de folhas de C. #rucnrana e 1.600 mL de
4gua destilada para obter o extrato de maior concentragio (40 mg ml."). As demais concentracdes (2,5;
5; 10 e 20 mg mL") foram obtidas por meio da dilui¢do do extrato mais concentrado.

O extrato aquoso do tipo macerado foi obtido através da maceragao das folhas, sendo que as
mesmas foram cortadas e acondicionadas em um recipiente de vidro, sendo mantido fechado por um
periodo de 24 horas sob refrigeragdo. Ja o extrato aquoso do tipo infuso foi obtido por meio do
aquecimento da agua até o ponto de ebulicio (100 °C), sendo vertido sobres as folhas e abafado por 10

minutos. Posteriormente, ambos os extratos foram filtrados e diluidos.

Teste Allium cepa

O teste A. cepa foi realizado pelo método descontinuo (Belcavello et al., 2012), em que os bulbos
foram anteriormente colocados em 4gua destilada por 48 horas para emissao de raizes e, posteriormente,
transferidos para os extratos por um periodo de 48 horas, de acordo com a metodologia proposta por
Fiskesjo (1994) e Babich et al. (1997).

Os bulbos de A. ¢epa, foram submetidos a cinco concentracdes (2,5; 5; 10; 20 e 40 mg mI.") de
EAM e EAI obtidos de folhas de C. wrucurana. Para os controles positivo (CP) e negativo (CN) foram
utilizadas a solu¢do de sulfato de cobre pentahidratado (0,64 mg mL") e 4gua destilada, respectivamente.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo os bulbos
organizados em um esquema fatorial de 2 x 5 + 2, com dois tipos de extratos (EAM e EAI), cinco
concentragoes por extrato e dois tratamentos controle (CP e CN), com 10 repeti¢oes cada.

Os bulbos foram mantidos em temperatura ambiente e protegidos da luz solar direta, sendo
realizada a troca dos extratos apds 24 horas de exposi¢ao, conforme proposto por Fiskesjo (1994). Apos

as 48 horas de exposicdo aos extratos, foram selecionadas, de forma aleatéria, 20 rafzes de cada
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concentragao dos EAM, EAI CN e CP, sendo o comprimento das mesmas mensurado com auxilio de
paquimetro digital (Mitutoyo), para posterior analise do crescimento do sistema radicular (CSR).

Para avaliaciao do indice mitético (IM) e das alteragdes cromossomicas, raizes foram coletadas e
colocadas em solucio fixadora (3:1, etanol: 4cido acético (v/v)) por 24 horas, em temperatura ambiente,
sendo entdo transferidas para etanol 70% e mantidas sob refrigeracao (£ 4 °C) até o preparo das laminas.
A citogenotoxicidade foi avaliada por meio da analise do crescimento do sistema radicular (CSR), do
indice mitético (IM), do indice de alteracdes cromossomicas (IA) e frequéncia de alteragoes
cromossomicas [f(A)].

As laminas foram preparadas para avaliagdo microscopica do potencial citogenotdxico, onde as
raizes foram lavadas em agua destilada por cinco minutos, hidrolisadas em 4acido cloridrico (HCI) 1N por
15 minutos e, novamente, lavadas em agua destilada por cinco minutos. Para o preparo das laminas,
utilizou-se o meristema apical das raizes, do qual foi corado com orceina acética 2%. Com auxilio de um
bastao de vidro, o meristema foi fracionado e, em seguida, coberto com laminula.

O IM foi avaliado por meio do preparo de dez laminas por concentragdo de cada extrato avaliado,
assim como para o CP e CN. Foram contabilizadas 250 células por lamina, totalizando 2.500 células por
tratamento e 12.500 células por extrato. As laminas foram avaliadas por meio de microscépio optico em
amplitude de 400X, observando-se células em interfase, profase, metafase, anafase e telofase, bem como
a ocorreéncia de alteragdes cromossomicas. O registro fotografico foi realizado utilizando camera digital
CMOS (1.3 MP), colorida, acoplada ao microscépio, enquanto que para captura e edi¢do de imagem

utilizou-se o software Tsview.

Andlise estatistica

O indice mitético (IM) foi obtido por meio da equagao proposta por Pires et al. (2001) onde, IM
= (n° de células em mitose/n°® de células observadas) x 100. A frequéncia de alteracio cromossdmica
[f(A)] foi calculada através da equacio: [f(A)] = (n° de células com alteragdes/n° de células em divisao) x
100, enquanto o indice de alteracdo cromossomica (IA) foi obtido por meio da equacio: IA = (n° de
células com alteracoes/total de células observadas) x 100.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Lilliefors e os resultados referentes a variavel
IM foram transformados em arco seno (x/100), onde x representa o percentual de células em mitose
(Vasconcelos et al., 2012).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do

programa SigmaPlot v.12.0 (Systat Software 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A anidlise de variancia revelou um efeito significativo da interagdo entre as concentragdes € 0s
extratos aquosos da folha de C. wrucurana sobre o indice mitético (IM) enquanto que para o crescimento

do sistema radicular (CSR) nao foi constatado efeito significativo (Tabela 1).

Tabela 1. Andlise de variancia (ANOVA) para o efeito dos extratos de Croton urucurana e suas
concentragoes sobre o indice mitético (IM) e o crescimento do sistema radicular (CSR) de Alium cepa.
Fonte: os autores.

Quadrado Médio
Fonte de variagao
gl IM CSR
Extrato 1 0,0791* 1,982
Concentracio 5 0,0199* 6,834
Extrato x Concentracao 5 0,0213* 4.418™
Desvio padrao - 0,0255 0,418

*significativo a 1% e ™ ndo significativo

Embora o efeito das concentragdes e dos extratos nao tenham sido significativos sobre o CSR,
foi possivel observar que o EAM estimulou o CSR nas concentra¢des 2,5 mg mL." e 20 mg m1.", inibindo-
o nas demais, enquanto o EAI promoveu o CSR, quando comparado com o CN, em todas as
concentragdes, com excecdo apenas da concentragio de 40 mg ml." (Tabela 2). Esses resultados
demonstram que, mesmo que a analise de variancia nao aponte efeito significativo, é possivel observar
que extratos e concentragdoes promovem respostas diversas e que podem ser consideradas em ocasides
em que se deseja avaliar a inibicdo ou estimulo do crescimento das raizes, conforme observado neste
trabalho e também por Bispo et al (2021) estudando EAI de Erythrina fusca e Maltezo et al. (2020) com
BEAL Artemisia absinthinm 1..

O EAM provocou, na maioria das concentragoes, a inibicdio do CSR, enquanto o EAI foi o
oposto. Isso pode estar associado aos diferentes métodos utilizados (EAM e EAI) que podem resultar

em extratos com concentra¢oes diferentes de um mesmo metabdlito ou ainda, em metabdlitos distintos.

| 34



Ciéncia em Foco: Volume VIII

Tabela 2. Comprimento do sistema radicular (CSR) de bulbos de Allium cepa expostos aos extratos
aquosos (macerado e infuso) das folhas de Croton urucurana. Fonte: os autores.

Concentragoes EAM EAI

0 mg mL" 19,590 19,590
2,5 mg mlL'! 25,916 21,313
5 mg mL" 19,029 21,533
10 mg mI."! 19,138 20,481
20 mg ml." 20,434 22,922
40 mg ml." 17,231 19,140
Média 20,223 20,830

EAM — Extrato Aquoso Macerado; EAI — Extrato Aquoso Infuso.

Na comparagdo entre os extratos houve diferenca significativa para o IM nas concentragées de 5,
10 e 40 mg ml.", observando-se que 0 EAM promoveu maior estimulo ao processo de divisio celular
que o EAIL As rafzes submetidas ao EAM apresentaram IM com diferenca significativa entre as
concentracdes de 5 e 20 mg ml.", onde a concentra¢io de 5 mg ml." estimulou e a concentracio de 20
mg mL" inibiu o IM, porém ambas as concentra¢des nio diferiram significativamente do CN, sendo que
o mesmo comportamento foi observado com as raizes submetidas ao EAI, nas concentragoes de 20 e 40

mg L' (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de média do indice mitético (%) das células meristematicas de raizes de Alium cepa
expostos aos extratos macerado e infuso, das folhas de Croton urncurana. Fonte: os autores.

Concentragdes EAM EAI

0 mg ml." 3,24 abA 3,24 abA
2,5 mg ml."! 3,16 abA 1,76 abA
5 mg mL" 6,32 aA 2,76 abB
10 mg mL" 6,24 abA 1,48 abB
20 mg mL"! 2,00 bA 3,96 aA
40 mg mL"! 3,16 abA 0,68 bB

EAM — Extrato Aquoso Macerado; EAI — Extrato Aquoso Infuso. Médias seguidas de mesma letra maidscula na horizontal
e mindscula na vertical nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).

As células meristematicas submetidas a0 EAM, na concentragio de 20 mg ml.", e ao EAI nas
concentragdes de 2,5; 10 e 40 mg ml.", tiveram um efeito inibit6rio superior ao observado naquelas
submetidas a0 CP onde o IM médio foi de 2,72 %. O sulfato de cobre pentahidratado (0,64 mg mL.™"),
utilizado como CP, é um composto reconhecidamente citogenotdxico, amplamente citado na literatura
como um metabélito do oxigénio altamente téxico e causador de danos para as células eucaridticas

(Ferreira; Matsubara, 1997; Barbosa et al., 2010; Silva et al., 2011). Nesse sentido os resultados obtidos
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nesse estudo indicam que as concentracdes citadas se mostraram ainda mais toxicas, requerendo cautela
no consumo.

A concentragio de 20 mg mL." do EAM inibiu o IM, porém, estimulou o CSR. Isso pode ser
explicado pelo fato de o CSR nio ser apenas um processo oriundo de divisdo celular, mas também do
alongamento celular, que caracteriza o crescimento em tamanho da célula vegetal, tendo um aumento de
tamanho em duas ou trés dimensoes, representando uma expansao que ocorre exclusivamente em uma
dire¢do, gerando aumento no comprimento (Kerbauy, 2004).

Os resultados indicam que as concentragdes 20 mgmL.' do EAM e 40 mg mL"' do EAL podem
ser utilizadas em procedimentos em que se almeje a inibicao do processo de divisdao celular, enquanto as
demais concentracdes de ambos os extratos, apesar de nao diferirem estatisticamente do CN, podem ser
utilizadas para tratamento de enfermidades que necessitem de estimulo do processo de divisao celular,
sendo que para tanto, sao necessarios estudos que identifiquem os metabdlitos que promovem esses
resultados e posteriores estudos para produgao de farmacos. Vale ressaltar que estudos cientificos que
buscavam verificar citotoxicidade em extratos de plantas medicinais, denotaram que, quando o IM
apresenta valores menores que os do CN, pode ser um indicativo de alteragdes originarias da agao de
substancias quimicas no crescimento e desenvolvimento dos organismos expostos, por outro lado,
quando o IM apresenta valores maiores que o CN, resulta no aumento na divisao celular, podendo gerar
prejuizos nas células, como proliferagao celular desordenada e formagao de tumores (Leme; Marin-

Morales, 2009).

Tabela 4. Indice e frequéncia de alteragoes cromossomicas (IA e f(A)) em células meristematicas de
raizes de Allium cepa expostos aos extratos aquosos, macerado e infuso, das folhas de Croton urncurana.
Fonte: os autores.

IA f(A)
Concentragoes

EAM EAI EAM EAI
0 mg mL." 0,20% 0,20% 7,81% 7,81%
2.5 mg ml."! 0,32% 0,36% 5,02% 15,67%
5 mg mL" 0,80% 0,84% 13,72% 25,00%
10 mg mL" 0,64% 0,36% 28,00% 21,00%
20 mg mL"! 0,32% 0,60% 10,00% 15,00%
40 mg mL"! 0,48% 0,08% 19,00% 15,00%
Controle Positivo 0,76% 0,76% 15,03% 15,03%

EAM — Extrato Aquoso Macerado; EAI — Extrato Aquoso Infuso.

Com relacio ao indice de alteragdes cromossémicas (IA), apenas a concentragio de 40 mg mL."
do EAI promoveu menor quantidade de alteragdes que o controle negativo, enquanto as demais

concentragoes, independentemente do extrato, apresentaram IA superior ao do CN, sendo a
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concentracio de 5 mg mL"', em ambos os extratos, a que aptresentou os maiores percentuais, 0,80%
(EAM) e 0,84% (EAI), sendo maior até mesmo que o observado no CP (0,76%) (Tabela 4). De acordo
com Natarajan (2002), as alteragées cromossomicas sao consideradas importantes consequéncias de
acoes genotoxicas de agentes quimicos. Nesse sentido, pesquisas sobre o mecanismo de a¢dao dos
metabélitos, sio de suma importancia, visto que, ao contrario do que a sabedoria popular dissemina, nem

sempre sdo as grandes concentragoes que sio toxicas e perigosas, conforme observado nesse estudo.

E

/7

Figura 2. Fases do ciclo celular observadas em células meristematicas de bulbos de Allium cepa,
submetidas a diferentes concentragdes e extratos aquosos de Croton urucurana. a) profase; b) metafase;
) metafase irregular; d) anafase; €) anafase com ponte e cromossomo adiantado e F) telofase. Barra = 25
wm. Fonte: os autores.

A frequéncia de alteragdes cromossomicas (f(A)) no EAM foi maior que o CN (7,81%) em todas
as concentracdes, com exce¢do da concentragio de 2,5 mg mL", sendo as concentracoes de 10 e 40 mg
ml." as que apresentaram as maiotes frequéncias, respectivamente, superando a f(A) promovida pelo CP
(15,03%). No EAI, as raizes expostas as concentragoes de 2,5, 5 € 10 mg ml. " apresentaram f(A) superior
ao observado no CP.

O teste Allinm cepa fornece informagoes referentes a genotoxicidade através de parametros
microscopicos correspondentes ao indice mitdtico, que sao utilizados para analisar a taxa de divisao
celular e alteragbes cromossOmicas (cromossomos em anel, pontes cromossomicas, Cromossomos
retardos) que, geralmente tem ocorréncia nas fases de metafase e anafase, e formacao de micronucleos,

como indicadores de anormalidades no DNA (Cuchiara et al., 2012). Foram observadas alteracoes
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cromossomicas do tipo metafase irregular, ponte anafasica e anafase com cromossomo adiantado,

indicando um efeito genotdxico dos extratos (Figura 2).

CONCLUSOES

Os extratos aquosos, macerado e infuso, das folhas de Croton urncurana apresentaram efeito
significativo sobre o ciclo celular de .A/ium cepa, sendo que o estimulo ou a inibi¢ao do processo de divisao
celular variou tanto entre os extratos quanto entre as concentracdes do mesmo extrato.

Em ambos os extratos, a reducio do Indice Mitético ndo foi diretamente proporcional a0
aumento das concentra¢des, uma vez que houve variagao nas concentragoes intermediarias.

As concentracoes de 20 mg ml." do extrato aquoso macerado, 2,5; 10 e 40 mg mL" do extrato
aquoso infuso obtiveram efeito citotoxico maior que o controle positivo, evidenciando o potencial
citotoxico da espécie, o que foi corroborado pela frequéncia de alteracbes cromossomicas das células
expostas as concentracoes de 10 e 40 mg ml." do extrato aquoso macerado e todas as concentra¢des do
extrato aquoso infuso, uma vez que os resultados foram similares ou superiores aos observados nas
células expostas ao controle positivo.

Diante dos resultados, recomenda-se cautela no uso de extratos aquosos das folhas de C.
urucnrana, evitando as concentragoes com potencial citogenotodxico evidenciados neste estudo, indicando,
portanto, apenas a utilizacio do extrato aquoso do tipo macerado na concentracio de 2,5 mg mL", ou
seja 2,5 g de folhas para 1 litro de agua. No entanto, ¢ necessario a realizacao de mais pesquisas utilizando
diferentes solventes, concentra¢oes e métodos de extracio dos metabdlitos de C. #rucurana que,
juntamente com os resultados deste estudo, possam contribuir para com o uso fitoterapico adequado da

espécie.
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