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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito toxico, citotoxico e mutagénico do latex da Himatanthus sucuuba, em
Allium cepa; e a genotoxicidade “ex vivo”, em linfocitos humanos, com o Teste Cometa. Os linfocitos foram expostos
nas concentracoes 1g/100ml, 2g/100ml e 3g/100ml.Os bulbos de cebola foram expostas nas concentracées1g/100ml,
2g/100ml, 3g/100ml e 5g/100ml, 10g/100ml e 20g/100ml do latex e controle positivo (sulfato de cobre).Em1 e
2g/100ml nao apresentaram toxicidade nem citotoxicidade em Allium cepa. Entretanto, nas maiores concentracoes
foram significantes a toxicidade e citotoxicidade.Foi observada significante mutagenicidade pela frequéncia de
micronlcleos e de aberracées cromossomicas nas concentracdes menores. Genotoxicidades foram observadas em
linfocitos de homens e mulheres expostos “ex vivo” ao latex da janaguba, apresentando indice de danos significante,
exceto para 1g/100ml em mulheres; e frequéncia de danos nas concentragbes testadas, exceto para 1 e 2mg/100ml
femininas. O estudo da mutagenicidade da janaguba pelo uso popularé necessario para prevencao de instabilidade
genética, como uma alternativa de importancia para a salde humana. Descritores:Janaguba. Citotoxicidade.
Genotoxicidade. Allium cepa.Teste cometa.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the toxic, citotoxic and mutagenic effect of latex from the Himatanthus sucuuba
in Allium cepa, and genotoxicity "ex vivo", in human lymphocytes, with the Comet Test. The lymphocytes were exposed
at concentrations 1g/100ml, and 2g/100ml 3g/100ml. The onion bulbs were exposed on concentracdesig/100ml,
2g/100ml, and 3g/100ml 5g/100ml, and 10g/100ml 20g/100ml latex and positive control (copper sulphate). In one
2g/100ml and showed no toxicity or cytotoxicity in Allium cepa. However, the highest concentrations were significant
toxicity and cytotoxicity. Significant mutagenicity was observed by the frequency of micronuclei and chromosomal
aberrations in lower concentrations. Genotoxicidades were observed in lymphocytes of men and women exposed "ex
vivo" janaguba of latex, and showed significant damage, except for 1g/100ml in women, and frequency of damage at
the concentrations tested, except for one female and 2mg/100ml. The study of mutagenicity at popular use of
janaguba is required for prevention of genetic instability, as an alternative importance for human health. Descriptors:
janaguba. Cytotoxicity. Genotoxicity. Allium cepa. Comet assay.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto toxico, citotoxico y mutagénico del latex de la Himatanthus sucuuba
en una cepa de Allium, y de la genotoxicidad "ex vivo", en linfocitos humanos, con el ensayo del cometa. Los
linfocitos fueron expuestas a concentraciones 1g/100ml, y 3g/100ml 2g/100ml. Los bulbos de cebolla fueron expuestos
en concentracoes1g/100ml, 2g/100ml y 5g/100ml 3g/100ml y 10g/100ml 20g/100ml latex y control positivo (sulfato de
cobre). En una concentracion de 2g/100ml no mostré toxicidad o la citotoxicidad en Allium cepa. Sin embargo, en las
concentraciones mas altas la toxicidad vy la citotoxicidad fueron significativa. Mutagenicidad significativa fue
observada por la frecuencia de micronicleos y aberraciones cromosomicas en concentraciones mas bajas.
Genotoxicidades se observaron en Linfocitos de hombres y mujeres expuestos “ex vivo" janaguba de latex, y mostraron
un dano significativo, a excepcion de 1g/100ml en las mujeres, y la frecuencia de danfo a las concentraciones
ensayadas, excepto para las mujeres y 2mg/100ml uno. El estudio del uso popular e la mutagenicida de janaguba es
necesario para la prevencion de la inestabilidad genética, como una alternativa importancia para la salud
humana.Descriptores: Janaguba. Citotoxicidad. Genotoxicidad. Allium cepa. Comet ensayo.
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INTRODUCAO

A familia Apocynaceae, conhecida pela
presenca de alcaloides inddlicos, é uma das
familias com maior representatividade dentro das
Angiospermas, contribuindo com cerca de 3700
espécies, constituindo expressiva fonte de
elementos quimicos utilizados na medicina
moderna (LIMA, 2005). Conhecida popularmente
como janaguba, sucuuba, bellaco caspi, € uma
espécie latescente, de grande porte, detentora de
casca rugosa, tronco ereto, folhagem glabra,
coriacea e de margens inteiras (LARROSA;
DUARTE, 2004).

Em estudos anteriores foram isolados, da
casca e do latex da janaguba, iridoides
fulvoplumierina, plumericina, isoplumericina,
acido confluéntico e acido metilparlatdlico.
Estudos farmacologicos sinalizaram que estas
substancias sao responsaveis pela atividade
antiinflamatoria e analgésica, efeito cicatrizante e
baixa toxicidade reprodutiva e teratogénicaem
animais, sugerindo terapéutica segura no
tratamento de gastrites e hemorroidas (LARROSA;
DUARTE, 2004).

A atividade antiflngica, principalmente
para o fungo Cladosporium shaerospermum,
apresentou halo de inibicao satisfatodrio,
apresentando, na porcao bioativa, iridoides
plumericina 5 e isoplumericina 6 com atividade
cinco vezes maior que a observada na droga
padrao, o antibidtico nistatina. O seu extrato
aquoso inibiu o crescimento de varias linhagens
neoplasicas induzidas em camundongos. Diante do
uso indiscriminado para diferentes patologias, ha

registros de que apresenta baixa toxicidade
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aguda, apresentando margem de seguranca para
sua utilizacao (LIMA, 2005). Ha relatos, também,
em estudos anteriores, do isolamento de ésteres
triterpénicos detentores de atividade analgésica e
anti-inflamatoria; e iridoides com atividade
citotoxica e antiparasitaria (BARRETO et al.,
2007).

A garantia de seguranca e eficacia desses
medicamentos populares, utilizados
mundialmente, é obtida através de
biomarcadores, que sinalizam a presenca de
substancias citotoxicas/mutagéncicas - detectadas
durante o ciclo celular - em sua composicao ou
decorrente do seu metabolismo. O potencial
citotoxico/genotoxico das plantas medicinais pode
ser monitorado pelo teste Allium cepa, validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
(IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Nacoes
Unidas (UNE) como um eficiente bioensaio para
acompanhamento in situ de poluentes genotoxicos
(BAGATINI et al., 2007).

Outro teste que estda cada vez mais
utilizado para deteccao de genotoxicidade e
biomonitorizacdo humana € o Ensaio Cometa. A
sua capacidade para detectar niveis baixos de
danos no DNA, a aplicabilidade a diversos tecidos
e tipos de células, a exigéncia de uma amostra
pequena, bem como a rapidez de execucao do
procedimento, garantem ao Ensaio Cometa
popular (SPEIT et al., 2008).

Considerando o wuso indiscriminado da
janaguba pela populacdo e poucos registros na
literatura, utilizou-se os testes Allium cepa e
Cometa para avaliar possiveis atividades toxica,
citotdxica, mutagénica e genotoxica e, assim,

ampliar o leque cientifico.
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METODOLOGIA

Esta pesquisa cientifica tratou-se de um

trabalho  descritivo  experimental seguindo

metodologia com testes padronizados
internacionalmente. Neste estudo, manipulou-se
variaveis independentes. Células sanguineas de
humanos expostos ex vivo ao latex da
Himatanthus sucuuba em 3 concentracoes (C;
1g/100ml, C, 2g/100ml e C; 3g/100ml) para
avaliacao genotodxica, através do Teste Cometa. E,
para avaliacdo toxica, citotdxica e mutagénica, no
sistema Allium cepa, a exposicao foi feita em 6
concentracoes (C; 1g/100ml, C, 2g/100ml, C;
3g/100ml, C, 5g/100ml, Cs 10g/100ml e GC,
20g/100ml).

Tendo em vista o experimento ex vivo em
células humanas, este projeto foi submetido ao
Comité de Etica da Faculdade NOVAFAPI, antes de
sua execucao, sendo aprovado conforme protocolo
0365.0.043.000-10.

Populagcao e amostra

Folhas e flores de janaguba foram
coletadas na Fazenda Petrolina, municipio de
Campo Maior - PI, em agosto de 2010, para
confeccao de exsicatas, conforme instrucao do
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal
do Piaui - UFPI, com a finalidade de determinar a
espécie do género Himatanthusem estudo. A
identificacao esta registrada com o nimero 27.180
pela referida instituicao.

Posteriormente a identificacao da espécie,
coletou-se amostra do latex da janaguba para
exposicao ao Allium cepa. Apos incisao no caule,
com auxilio de um instrumento cortante,
previamente autoclavado, a amostra comecou a
verter da regido seccionada e foi coletada com
uma colher, também autoclavada. O material foi
acondicionado em placas de petri, que
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permaneceram na geladeira até a preparacao das
concentracoes expostas ao Allium cepa. No
transporte da fazenda Petrolina, municipio de
Campo Maior, até o Laboratério de Biomedicina da
Faculdade NOVAFAPI, em Teresina-Pl, onde foi
executado o Teste Allium cepa, as amostras foram
acondicionadas em isopor.

Em seguida, coletou-se 12 amostras de
sangue de voluntarios, apds assinarem um Termo
de Consentimento Livre Esclarecido, para
realizacao do Teste Cometa.

A Clinica de Biomedicina da Faculdade de
Saude, Ciéncias Humanas e Tecnoldgicas do Piaui -
NOVAFAPI serviu de suporte para realizacao dos
experimentos. Os procedimentos foram realizados
nos laboratorios desta IES, de acordo com a

disponibilidade de horarios dos mesmos.

Teste Allium cepa

Para realizacao deste teste foram
obedecidas as premissas do protocolo de Fiskesjo
(1985), que se baseia na exposicao de bulbos de
cebola as concentracoes testadas com cinco
repeticbes cada uma do extrato aquoso da
janaguba ((C; - 1g/100ml, C; - 2g/100ml, C; -
3g/100ml, C4 - 5g/100ml, Cs - 10g/100ml, C; -
20g/100ml), sendo que C; foi usado como controle
negativo com adicao apenas de agua da torneira;
e Cg como controle positivo utilizando sulfato de
cobre. Apds 48 horas, as raizes foram removidas e
fixadas em uma solucao contendo trés partes de
alcool e uma de acido acético, Carnoy, por 24h.

As laminas foram preparadas apds lavar as
raizes em trés banhos de cinco minutos cada para
retirar o fixador do material; realizacao da
hidrolise das raizes em solucao com 1N HCL por
onze minutos; banho com agua destilada a
temperatura ambiente. Nessa etapa, o0s
meristemas foram colocados em vidro contendo
HCL 1N. Em seguida, com auxilio de uma pinca, as

raizes foram secas em papel filtro com atencao
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para nao encostar, no papel, a regiao
meristematica. Na sequéncia, transferiu-se as
raizes para frascos escuros (ambar) contendo
reativo de Schiff, também conhecido como
Feugen, um corante a base de fucsina basica, por
2h, aproximadamente. Na etapa seguinte, lavou-
se as raizes em agua corrente para retirada total
do corante, uma vez que quanto mais limpida sair
a agua da lavagem, maior sera a reatividade do
Schiff e, consequentemente, melhor coloracao o
material genético tera. As raizes foram colocadas
sobre uma lamina e, com auxilio de um estilete,
seccionou-se a regiao meristematica. A este
material, acrescentou-se uma gota de carmim
acético 2%, cobriu-se com laminulas e pressionou-
se com um lapis para distribuir o material
seccionado. Na analise que foi realizada com
aumento de 400X, contou-se 2000 células por
lamina.

Os resultados foram avaliados por meio de
teste estatistico com objetivo de comparar os
grupos testes com o controle. Para tanto, utilizou-
se o programa Graphpad Prism 4.0 com analise de
variancia (ANOVA) e aplicacdo do Teste de

Dunnett’s.

Teste Cometa

Para realizacdo deste ensaio foram
coletados 5 ml de sangue de 06 individuos do sexo
masculino e 06, do sexo feminino. Esta populacao-
alvo, consciente da pesquisa, assinou um Termo
de Consentimento Livre Esclarecido, antes da
realizacao do procedimento, que foi realizado no
laboratério da Clinica de Biomedicina da
Faculdade NOVAFAPI, por venepuncture em
seringas heparinizadas obedecendo ao protocolo,
de acordo com as premissas de Tice et al. (2000).
A metodologia se fundamenta na disposicao de
uma suspensao de leucocitos extraidos com Ficoll,
apos realizacao de coleta da amostra sanguinea.

Em seguida, foi feita a exposicao ex vivo de 100 pl
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de leucocitos ao latex da janaguba nas menores
concentracoes utilizadas no Allium cepa ((Cy -
1g/100ml, C, - 2g/100ml, C5 - 3g/100ml), durante
1 hora. Apds esta etapa, foram feitas duas
lavagens e do produto final foram pipetados 5 pl e
colocados em laminas pré-gelatinizadas com
agarose normal e acrescentado 95 ul de agarose
Low Melting. Em seguida, as laminas foram
transferidas para uma solucao com alta
concentracao de sais e detergentes com a
finalidade de lisar as células para remover o
conteldo citoplasmatico e membrana nuclear.
Posteriormente, as laminas foram imersas em um
tampao de pH alcalino (>13), durante 25 minutos.
Este processo visa o desenovelamento das cadeias
de DNA pelo rompimento das estruturas,
secundaria e terciaria, presentes no nlcleo
celular. Apds o desnovelamento, as laminas foram
submetidas a uma corrente elétrica, Eletroforese,
que induziu a migracao dos fragmentos de DNA no
sentido da corrente elétrica, durante 25 minutos,
a 25 volts. As laminas foram coradas com nitrato
de prata e o material foi analisado por um Unico
observador com a finalidade de manter
uniformidade no estudo. Utilizou-se a objetiva de
40 X para avaliaciko de uma possivel
genotoxicidade através da extensao da cauda,
cujo tamanho obedeceu as classes de zero a
quatro, formada pela migracao do material
genético. Os resultados foram avaliados por meio
de teste estatistico com objetivo de comparar os
dois grupos: expostos e nao expostos no Ensaio
Cometa. Para tanto, utilizou-se o programa
Graphpad Prism 4.0 com analise de variancia
(ANOVA) e aplicacao do Teste de Dunnett's. E,
para comparar todas as concentracdes entre si,

utilizou-se o teste Tukey’s.

Aspectos Eticos
Este estudo respeita o disposto na

resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude,
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considerando seus principios de autonomia, nao
maleficéncia, beneficéncia e justica. O projeto s
foi iniciado apds aprovacdo pelo Comité de Etica
da instituicao NOVAFAPI.

Analise Estatistica

A avaliacdo estatistica do Allium cepa foi
realizada com o programa Graphpad Prism 4.0
com analise de variancia (ANOVA) e aplicacao do
Teste de Dunnett’s para comparar os grupos testes
com o controle. No teste Cometa, o estudo das
classes de danos em relacdo ao sexo nas
diferentes concentracoes foi realizado pelo teste
de Tukey’s com significancia para ***P<0,0001 da
classe 0 em relacao as demais classes, para o sexo

masculino e feminino.

RESULTADOS

O resultado da toxicidade do latex da
Himatanthus sucuuba, avaliada pelo teste Allium
cepa através da inibicdo do crescimento das
raizes, tamanho e forma das raizes, turgescéncia e
alteracao na cor, esta apresentado na Tabelal. A
janaguba, na maioria das concentraces testadas,
inibe os crescimentos de meristemas de raizes de
Allium cepaexpostas ao seu latex, indicando
atividades toxicas dose-dependentes. Nas maiores
concentracoes, a janaguba pode inibir o
crescimento de raizes em mais de 60 %, chegando,
na maior concentracao testada, em quase 80 % de
inibicao de crescimento.

A citotoxicidade, através da inibicao da
divisao celular, em meristemas de raizes de
Allium cepa, foi observada, ap6s exposicao ao
latex da janaguba, mostrada pela inibicao do
indice mitotico. Nas duas maiores concentracoes,
a inibicao foi acima de 75 %. Nao ocorreu

significancia entre os percentuais das duas
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maiores concentracdes, apesar da maior inibicao
observada para a concentracao de 10 g/ml.

Tabela 1. Toxicidade e citotoxicidade da Himatanthus sucuuba (janaguba) em meristemas de
raizes de Alfum cepa, avaliadas pela imibiclo de crescimento de raizes e do mdice mitotico no
sistema Allium cepa

Tratamentos | Crescmentodz | Inibiciode | Indice Mitatico (IM) | Inibigio da
Rajzes (cm)* | Crescimento Divisio Celular
(o) ()

(N 03§=016 - 1091=078 -

(P 020018+ 3 1502045+ 86,23
lgml | 030=012 1379 000113 1730
Tgml | 046=019 20,68 §.252007 UR
Jgml | 043020 21386 IEINS 333
ygml | 0192008 67,14 T02=194 336
W0gml | 0182008 68,96 2672035 1331
Wgml | 012003 193 1202001 61,30

(N (Controle Negativo); CP (Controls Posiave) "Média = Dasvio padedo. ANOVA, Teste de Dumatts
Sigmificancia para B<O.001 & P<0.01 em relagio a0 CN (Toxicidade). Yigmficancia para P<0.03; B<O001 &
P<0,0001 em relagdo a0 CN (Ctotoxicidade).

A avaliacao da mutagenicidade, obtida pela
frequéncia de micronlcleos e aberracoes
cromossomicas no latex da Himatanthus sucuuba,
exposto a diferentes concentracdes, esta
apresentada na (Tabela 2). A frequéncia de
micronUcleos apresentou  significancia para
p<0,05; p<0,001 e p<0,0001 em relacao ao
controle
(1g/100ml) e C2 (2g/100ml).

negativo nas concentracoes C1

Tabela 2. Mutagenicidade da Himatanthus sucvuda (jmagube) em meristemas de raizes de
Alliwm cepa, avaliada pela frequencia de MN e AC no sistema Al cepa.

Tratamentos | MN/2000 % MN AC2000 células ! "AC

células!
(N 0732025 007 =002 132070 0132007
(P SNEF K 037023 §00=141%= | 080 =0, 14%
lgml | 3122188 | 03122013 550=070% | 030 2007
lgml | 225219 | (25=019 550=070% | 030 2007
Jgml | 08700% 008 £0.02 130£0.70¢ 0,15 2007

Jgml CTC - (TC CIC
10gml CTC - (TC CIC
W gml CTC - CTC CIC

(N (Controle Negativa); CP (Controle Positive) 'Média = Desvio padrio. ANOVA, Teste de Dunmett's
Significancia para P=0,03; P<0,001 & P<0,0001 em relacio ao CN. CTC (concentragdo toxica & citotdxica)s !
Concentragdo comindicative de CTC.

As concentracbes C3 (3g/100ml), C4
(5g/100ml), C5 (10g/100ml) e C6 (20g/100ml)
apresentaram toxicidade e citotoxicidade, logo

nao foi possivel avaliar a frequéncia de
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microndcleos. De forma similar, a
mutagenicidade, que foi observada pelo aumento
de aberracbes cromossomicas, resultantes de
danos no DNA.

O perfil fotomicrografico de micronucleos e
aberracoes cromossomicas nas concentracoes C1,
C2 e C3 do latex da janaguba exposto ao Allium

cepa esta apresentado na Figura 1.

Figura 1: Perfil fotomicrografico de micronicleos e aberragdes cromossomicas

#
» s

Figura 1 - O perfil fotomicrogrifico de micronicleos nas concentragdes 1g/100ml, 2g/100ml e 3g/'100ml; e
abemagdes cromossomicasnas concentragdes 1g/100mle 2g'100ml do latex da Himaranthus sucuuda (janaguba)
exposto ao Allium cgpa.

A genotoxicidade da Himatanthus sucuuba
foi observada em linfocitos isolados de sangue
periférico de homens e mulheres, expostos ex vivo
ao latex pelo significante (p<0,05; p<0,001 e
p<0,0001) pelo aumento do indice de danos em
todas as concentracoes testadas, exceto para Cf1,
em mulheres. Entretanto, nas analises das
frequéncias de danos, a genotoxicidade foi
confirmada para todas as concentracdes testadas
em homens; e somente para C3, em mulheres
(Tabela 3).

Tabela 3 - Genotoxicidade “ax vive™ da Himatanthus sucuuba (janaguba) em linfocitos de
sangue periférico dos sujeitos femininos @ masculinos, avaliada com o Teste Cometa,

antitumoral,

vermifuga,

Grupas Indice de danos (0-400) Frequencia de Danos (0-100 %)
ox 1426=4.69 1046=218
(8-20) (8-15)
7 157723531 (100 26.03)
(109211) (70-100)
Feminino | Masculino Feminino Masculino
Jamaguba (1g/100mL) p0.73£23,00 15,3322286%* | 2780=10.15 |67,00=1241%%*
(6-64) (63-07) {4-34) {4370
Jamaguba (2g/100mL) P2.2=61.76%* [107,00=1748%*% | 3340=14,19 | 63,008 68%*
(20-143) (84-103) (3-10) (60-30)
Janaguba (3g/100mL) [3,60=32.10% [103,0030.28%* | 4780=27,8% | 72.3018,93%**
(14-31) (73-100) (10-73) (60-100)

N (controle negatvo); CP (exposipdo a sohucdo de peroxide deIndrogéro 135 uL'mlL). Sigmficancia para
P<0,03, P<0,001 ¢ P<0,0001 emrelagioao CN. ANOVA (teste Dumett's).
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As classes de danos em relacao ao sexo,

nas diferentes concentracoes, apresentaram maior

significancia para o sexo masculino (Figura 2).

191100mL

M ® em 100 cElulas

& @ QP

Sexo e classes de danos

2 9100mL

00 cEulas

M*=m 1

@ ¢ @ @ &P PPy

Sexno e elasses de danos

3 9100 mL

N°® em100 cdulas

I S R S A R |

Sexo e classes dedanes

Figura 2 - Estudo das classes de danos em relagio ao sexo nas diferentes concentragdes. Significancia para
##%p2l), 0001 da classe O em relagio as demais classes, para o sexo masculine e feminine. Significancia para
##P=(, 001 da classe 1 emrelagdo 35 demais classes para o sexo maszculine. ANOVA (teste Tukey's).

DISCUSSAO DOS DADOS J

A Himatanthus sucuuba ¢é  fonte

terapéutica, na medicina popular, como

anti-inflamatoria, antifungica,

antianémica, anti-hipertensivas,

antiulceras, no tratamento de hemorroidas e de
afeccdes de pele. No entanto, as plantas que sao
detentoras de principios ativos capazes de curar,

também podem interagir, no organismo,
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provocando instabilidade genética em
consequéncia de danos acumulativos ou nao no
DNA (WOOD et al., 2001).

A exposicao do homem a agentes fisicos,
quimicos e bioldgicos proporcionou a aquisicao de
instabilidades genéticas que podem resultar em
danos no DNA e, consequentemente, neoplasias.
Desta forma, fitoquimicos continuam a fornecer
estruturas para a industria de quimioterapicos na
expectativa de solucionar doencas num mundo
onde tem-se espectro de resisténcia a
antibidticos, doencas infecciosas e canceres
(SETZER; SETZER, 2003).

O teste Allium cepa é realizado em um
organismo eucariético complexo, nas espécies do
género Allium e fundamenta-se na avaliacao de
toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade de
agentes quimicos em amostras de residuos, solo e
efluentes, que indiquem a presenca de poluentes
ambientais tendo sido usado pela Agéncia de
Protecaio Ambiental (USEPA). Toxicidade ¢é
facilmente medida pela observacao da inibicao do
crescimento de raizes do Allium cepa; e a
mutagenicidade pode ser correlacionada com a
taxa de quebras cromossomicas cujo risco pode
ser avaliado pela frequéncia de quebras de
cromossomos induzidas por varios tratamentos
(FISKESJO, 1994).

Neste estudo, com a aplicacao do teste
Allium cepa, a toxicidade da janaguba foi
observada pela inibicao do crescimento das raizes
do Allium cepa em exposicao ao latex da
janaguba, nas maiores concentracdes. Muitos
trabalhos de comparacao entre sistemas-teste
vegetais vém sendo realizados por diversos autores
e a maioria tem mostrado uma maior sensibilidade
de Allium cepa em relacao a outras plantas
superiores utilizadas como organismos-teste,
como, por exemplo, a espécie Vicia Faba (MIGID et
al., 2007),e de queos resultados obtidos, nesse

sistema, podem ser correlacionados com outros
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biomarcadores de genotoxicidade. Em estudos
sobre atividade cicatrizante, em camundongos,
com administracao de 1mg de extrato por grama
de peso do latex da janaguba, resultados também
indicaram nao toxicidade. Entretanto, esse mesmo
grupo de pesquisa, através de cromatografia,
isolou uma lactona, conhecida como iridoide
plumericina, responsavel por danificar o DNA,
inibindo em 50% células neoplasicas em G1 (WOOD
et al., 2001).

De forma similar ao observado para
toxicidades, a citotoxidade da janaguba também
foi observada, para as maiores concentracao
testadas. Estudos em outros sistemas testes com
o uso de biomarcadores de citotoxidade da
janaguba apontam para atividade antiparasitaria
do seu latex para as formas amastigotas de
Leishmania amazonenses, causador da leishmania
cutanea, com inibicdo de sobrevivéncia dose-
dependente (SOARES et al., 2010). Lima (2008),
em ensaio realizado com linhagens leucémicas,
utilizando extrato de Himatanthus lancifolius,
obteve  efeitos  citostaticos  significativos,
independente da origem linfoide ou mieloide da
leucemia. Nesta mesma espécie do género
Himatanthus, foi isolado o alcaloide uleina, um
inibidor de acetilcolinesterase (AChE). Substancias
com estas caracteristicas sao utilizadas no
tratamento de Alzheimer (SEIDL et al., 2010).

A toxicidade e citotoxicidade observadas
(Tabela 1) em meristemas de raizes de Allium
cepa podem, provavelmente, ser explicadas, pelos
componentes quimicos presentes na mistura
complexa do latex da janaguba. Efeitos
antifingicos, devido a citotoxicidade foram
observados para Cladosporium shaerospermum,
gracas aos iridoides plumericina 5 e isoplumericina
6. Além desse aspecto, o acido confluénico 28,
isolado de extrato metandlico da janaguba, é um
inibidor seletivo da enzima monoaminaoxidase B

(MAO-B). Cabe também enfatizar que a janaguba
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apresenta efeito antitumoral relacionado a fracao
bioativa composta pelo iridoide plumericina 5
(LIMA, 2005). Estudos de avaliacdes de riscos em
misturas complexas sao de dificeis entendimentos
sobre os quimicos que a compdem no sentido da
identificacao de compostos que tenham efeitos
toxicos e /ou genotoxicos, devido aos efeitos
antagonicos e/ou e sinergisticos dos compostos
presentes na mistura (ERGENE et al., 2007).

Ainda no sistema Allium cepa, foi possivel
apontar efeitos mutagénicos, pelo aumento nas
frequéncias de micronlcleos e de aberracées
cromossomicas (Tabela 2) para as menores
concentracoes (1g/100ml e 2g/100ml), pois,
provavelmente, devido a alta toxicidade e
citotoxicidade evidenciadas nas maiores
concentracoes (3g/100ml, 5g/100ml, 10g/100ml e
20g/100ml) essa atividade nao pode ser
observada. Esses dados sugerem que o latex da
janaguba tem atividades clastogénicas e
aneugéncias. Para Salvadori et al., (2008),0s
micronUcleos sao marcadores bioldgicos de danos
genéticos, sinalizadores de mutagenicidade, que
podem servir como ferramenta de monitorizacao.
O mesmo autor ainda relata que apesar da
presenca de micronUcleos ser um processo
natural, a exposicao a agentes mutagénicos pode
aumentar sua frequéncia.

Os linfocitos isolados de sangue periférico
sao usados para determinar os efeitos dos
mutagenos baseados em marcadores citogenéticos
tais como as aberracbes cromossomicas,
micronUcleos, quebras de cromatides irmas e
Teste Cometa. Entretanto, varios estudos prévios
mostram diferencas nas respostas aos mutagenos
em linfocitos humanos (WENG; MARIMOTO, 2009).

O Ensaio Cometa é uma técnica
consolidada para mensurar e analisar as lesdes e
detectar efeitos de reparo no DNA em células
individuais expostas a agentes genotdxicos (TICE

et al., 2000). Nos estudos realizados para
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avaliacao da genotoxicidade da janaguba, o teste
Cometa foi aplicado em linfécitos de sangue
periférico de homens e de mulheres com a
exposicao “ex vivo” ao latex da janaguba. A
genotoxicidade foi evidenciada pelo aumento do
indice de danos em todas as concentracoes
testadas, exceto para as concentracoes 1g/100ml,
do sexo feminino (Tabela 3). Em relacdo a
frequéncia de danos, a genotoxicidade foi
confirmada para o sexo masculino em todas as
concentracoes testadas; e, para o feminino,
apenas para a concentracao 3g/100ml (Tabela 3).
Entretanto, existem relatos de diferencas em
respostas para mutagenicidades entre géneros,
especialmente para micronlcleos e aberracoes
cromossomicas, indicando uma maior
susceptibilidade para o sexo feminino
(BATTERSHILL et al., 2008). Mas, significantes
analises feitas por Neri et al., (2006) nao
encontraram diferencas para géneros. No entanto,
neste estudo, as classes de danos em relacao ao
sexo, nas diferentes concentracoes, apresentaram
maior significancia para o sexo masculino (Figura
2).

Em experimento para verificar o potencial
anticancerigeno da Himatanthus sucuuba, Wood et
al., (2001) utilizaram no ensaio leveduras de
engenharia e verificaram que o extrato da
janaguba inibiu a levedura mutante atribuindo tal
fato a plumericina, responsavel por danificar o

DNA.

Os danos mais facilmente detectados no
DNA sao quebras (simples ou duplas), danos alcali-
labeis, crosslinks e quebras resultantes de reparo
por excisao. Este teste pode ser utilizado para
qualquer tipo de células (qualquer tecido que
possibilite a extracao de células nucleadas), sendo
necessario apenas um pequeno numero das
mesmas e nao requerer células em divisao (TICE et

al., 2000). Entretanto, a versao alcalina, usada

59



ISSN 2317-5079
Paz, M.F.C.J. et al.

neste estudo, pode também detectar quebras
simples e duplas e sitios alcali-labeis, o que pode
levar as alteracoes cromossomicas resultando num
evento inicial para a carcinogénese e outras
doencas genéticas. As quebras duplas sao as lesdes
genotdxicas mais significantes e podem aumentar
as quebras e reagrupamentos de cromossomos,
bem como mutagénese e perda da informacao
genética. Lesbes que ocorrem durante a
replicacao, em fitas simples, podem ser
transformadas em quebras duplas, por deficiéncia
em reparo de DNA (FORCHHAMMER et al., 2010).

CONCLUSAO

Em sintese, o presente estudo demonstrou
que o latex da janaguba, em algumas
concentracoes testadas, pode ser considerado
como uma mistura complexa de quimicos com
atividades toxicas, citotoxicas e mutagénicas, pela
frequéncia de micronicleos e de aberracdes
cromossomicas em meristemas de raizes de Allium
clastogénicos e

cepa, devido a efeitos

aneugénicos.  Entretanto, estudos devem ser
realizados para sua melhor caracterizacao
fitoquimica e extracao de substancias bioativas
para genotoxicidade e mutagenicidade. Também
foi possivel evidenciar genotoxicidade em
linfocitos isolados de sangue periférico, pelos
indices e frequéncias de danos ao DNA, com a
aplicacao “ex vivo” da versao alcalina do Teste
Cometa, sugerindo, caso nao ocorra reparo, a
inducao de mutacgdes, que constituem importantes
indicativos para o desenvolvimento de neoplasias
malignas.  Assim, diante dos resultados
apresentados, sugere-se mais cautela para o uso
indiscriminado do latex da janaguba, na medicina
popular, em beneficio da salde publica da
populacao, bem como, para a prevencao de
instabilidades genéticas e desenvolvimento do

cancer.
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