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Resumo

Na regido amazénica é comum o uso de plantas para fins terapéuticos. Entre as espécies utilizadas, a
Croton lechleri vem ganhando destaque pela sua extensa aplicabilidade, sendo utilizada principalmente
como cicatrizante de feridas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial tdxico, citotdéxico e
mutagénico/genotéxico de um extrato comercial de Croton lechleri. O teste do Allium cepa foi realizado a
partir de diluicbes de 0,5 mL; 1,0 mL; 2,0 mL e 2,5 mL do extrato em 250 mL de agua, utilizando como
parametros o crescimento das raizes, indice mitdtico e a presenga de micronucleos. Os resultados
demonstraram uma inibicdo no crescimento das raizes de todas as concentragdes e uma diminuicdo no
indice mitético, com énfase na maior concentragdo, que apresentou um resultado estatistico altamente
significativo. A ocorréncia de micronucleos foi significativa nas quatro doses. Dessa forma, conclui-se que
o extrato comercial de Croton lechleri apresentou potencial toxico, citotdxico e mutagénico/genotoxico

evidenciando o perigo de sua utilizagao de forma indiscriminada.

Palavras-chave: Croton lechleri. Allium cepa. Microntcleos. indice mitético.

Abstract

In the Amazon region, the use of plants for therapeutic purposes is common. Among the species used,
Croton lechleri has gained prominence due to its extensive applicability, being used mainly as wound
healing. The objective of this study was to evaluate the toxic, cytotoxic and mutagenic/genotoxic potential of
a commercial Croton lechleri extract. The Allium cepa test was performed by diluting 0.5 mL; 1.0 mL; 2.0 mL

and 2.5 mL extract in 250 mL water, through, using as parameters root growth, mitotic index and the
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presence of micronuclei. The results showed an inhibition in the growth of the roots of all the concentrations
and a decrease in the mitotic index, with emphasis in the greater concentration that presented a highly
significant statistical result. The occurrence of micronuclei was significant in the four doses. Thus, it was
concluded that the commercial Croton lechleri extract presented toxic, cytotoxic and mutagenic/genotoxic

potential evidencing the danger of its use indiscriminately.

Keywords: Croton lechleri. Allium cepa. Micronucleus. Mitotic index.

Introducgao

As plantas medicinais séo utilizadas para tratamento e prevencéo de enfermidades ha séculos, pratica ainda
muito comum, principalmente, em paises em desenvolvimento. Por serem de fonte natural, as pessoas
acreditam que tais plantas sdo incapazes de trazer maleficios a saude). Dados de 2009 apontavam que 99%

das plantas medicinais brasileiras ndo possuem seus principios farmacoldgicos e toxicoldgicos identificados®).

Na regido amazobnica, ha um grande numero de plantas utilizadas para fins terapéuticos. Pertencente a
familia Euphorbiaceae, a espécie Croton lechleri destaca-se por sua extensa aplicabilidade na saude®.
Essa espécie é popularmente conhecida como sangue de dragéo, sangue de drago ou sangre de grado por

produzir um latex vermelho viscoso®),

A C. lechleri geralmente tem de 5 a 6 metros, mas pode alcangar até 20 metros de altura e seu didmetro
pode variar entre 20 a 40 cm®); cresce em florestas e a margem de rios, ndo suportando um periodo longo
de inundagdo®. No Brasil, a C. lechleri é encontrada de forma espontanea nos estados do Acre e

Rondénia®, sendo, também, encontrada em outros paises como Peru, Colémbia, Bolivia e Equador®.

O latex é utilizado como cicatrizante de feridas, antimicrobiano, antioxidante, antiviral, anticancerigeno, anti-
inflamatoério@, analgésico bucal, cicatrizante de ulceras gastricas e antidiarreico®. Porém, se consumido

em excesso pode causar anemia®, prisdo de ventre e, em casos extremos, cegueira®,

Um dos principais componentes da C. lechleri é a taspina, um alcaloide isolado do latex e da casca da
planta, cujo principio € um dos mais importantes para o processo de cicatrizagao de feridas, além de possuir
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes®. Ha também a presenca de outros alcaloides: piridina,
aportineindole, quinoleina, tropanos e antraquinonas®. Além desses componentes, ha triterpenos,
diterpenos Korberina A e Korberina B e compostos polifendlicos, que representam 90% do seu peso seco:
3’,4-O-dimetil-cedrusina (que possui acao contra os radicais livres), flavonoides (catequina, epicatequina,

galocatequina, proantocianidinas B-1 e B-4), 1,3,5 trimetoxibenzeno e o 2,4,6 trimetoxi-fenol9,

Pesquisas que avaliam o potencial mutagénico das plantas medicinais sdo de extrema importancia,
servindo para informar a populagédo sobre os riscos do uso indiscriminado de extratos biolégicos que,
ocasionalmente podem prejudicar a saide humana), Um dos testes utilizados para esta finalidade ¢ o
sistema teste Allium cepa, um bioensaio que esta entre os testes preliminares recomendados por agéncias
internacionais e instituicdes governamentais, para avaliar a toxicidade de novos produtos quimicos e
farmacéuticos?. A partir desse teste, é possivel definir a toxicidade através do crescimento radicular,
citotoxicidade pelo indice mitdtico e a mutagenicidade/genotoxicidade pela presenca de micronucleos e

aberragbes cromossdmicas!®14). O micronucleo pode ser descrito como um pequeno nucleo que fica
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separado do nucleo celular, formado por cromossomos ou até mesmo fragmentos cromossomais que nao

se prendem ao fuso mitético, sendo, portanto, observados em células com a divisdo celular completa219),

As principais caracteristicas que fazem desse teste um dos mais eficientes € o baixo custo, sua facil
manipulagao, sua disponibilidade durante o ano todo, o crescimento rapido das raizes e o grande niumero

de células em divisdo!D.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial toxico, citotoxico e mutagénico/genotdxico do extrato
comercial de sangue de dragao em diferentes concentragdes, usando como base as dosagens comumente

utilizadas pela populacéo.

Material e métodos

Aquisicao da seiva de dragao e preparo da amostra

O produto comercial em estudo foi adquirido em uma loja de produtos naturais no municipio de Porto Velho,
Rondbnia, sendo posteriormente levado ao laboratério do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana
CEULJI/ULBRA para as respectivas analises. O rétulo do produto denomina “seiva de sangue de dragao”,
mas o produto ndo apresenta o aspecto resinoso caracteristico da seiva bruta, indicando uma possivel

diluicdo em alcool etilico/agua.

As concentragdes utilizadas foram 0,5 mL (grupo A), 1,0 mL (grupo B), 2,0 mL (grupo C) e 2,5 mL (grupo
D), todas diluidas em 250 mL de agua destilada, tendo em vista que essas sdo as concentragdes
geralmente utilizadas pela populagéo, para diversas finalidades, compreendendo assim 10, 20, 40 e 50

gotas respectivamente.
Teste em raizes de Allium cepa

As unidades de Allium cepa (cebolas) utilizadas foram adquiridas em um supermercado do municipio de Ji-
Parana/RO, e como critério de inclusdo cebolas de mesmo tamanho, saudaveis e ainda ndo germinadas.
Foram utilizadas 10 cebolas para cada concentragéo, além do controle negativo (agua destilada) (9),

totalizando 50 unidades.

As cebolas foram descascadas e submersas em agua de torneira por um periodo de duas horas, para a
retirada de possiveis impurezas toxicas capazes de inibir o crescimento das raizes2. Em seguida, as cebolas
foram entdo colocadas em potes coletores em contato com as concentragdes durante 48 horas. Os
meristemas foram coletados com o auxilio de um bisturi, e colocados em eppendorfs contendo solugéo de
Carnoy (alcool e acido acético na proporgdo 3:1) por 12 horas, sendo em seguida lavadas com agua destilada,

hidrolisadas com HCI 1N durante 10 minutos em banho-maria a 60°C e lavadas em agua destilada?.

Foram preparadas duas laminas por bulbo de cebola, utilizando uma raiz por lamina, coradas com o Kit
Pandtico Rapido LB. As laminas foram analisadas por microscopia 6ptica, com objetiva de 100x e ocular de
10x, caracterizando um aumento de 1000x. Realizou-se a pesquisa das variaveis: formagdo de
micronucleos, onde se observou 1000 células por lamina, totalizando 2000 células por cebola e o indice
mitoético (IM), onde para cada tratamento dividiu-se o nimero de células em mitose (profase, metafase,

anafase, teléfase) pelo nimero total (interfase e células em divisdo) de células multiplicando por 1000, As
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cebolas ainda foram mantidas em contato com as concentragdes por mais 72 horas para posterior medigdo

do tamanho das raizes@2).

Analise estatistica

Os dados foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey. Os graficos foram

feitos utilizando-se o software GraphPad Prism® (Versao 7.0), considerando valores significativos p<0,005.

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados para a média de crescimento radicular dos meristemas de Allium cepa
demonstram que no grupo controle negativo (CN) a média foi de 3,46+0,98 cm, o grupo A revelou um
crescimento de 0,9+0,2 cm, o grupo B 0,59+0,29 cm, o grupo C 0,43+0,08 cm e o grupo D 0,27+0,11 cm.
Os resultados apresentados (FIGURA 1) demonstraram que todas as concentragbes do extrato
influenciaram no crescimento radicular do Allium cepa, sendo que, quanto maior a concentragdo menor o
crescimento médio dessas raizes, e a analise estatistica mostra que o crescimento radicular de todas as
concentragdes do extrato etilico apresentou diferenga estatistica significativa quando comparadas ao

controle negativo.

FIGURA 1: Média do crescimento radicular de Allium cepa no controle e grupos tratados com extrato de
Sangue de dragdo. ***Valor altamente significativo (p<0,0001) quando comparado os tratamentos com o

controle negativo.

Crescimento Radicular (cm)

A TABELA 1 mostra o numero de células em interfase e divisdes mitéticas dos grupos de controle negativo
e tratamentos. A fase que mais apresentou nimero de células foi a interfase seguido por profase, anafase,
metéafase e tel6fase respectivamente. Em relagédo ao indice mitético, todas as concentragbes apresentaram
uma média menor que o controle negativo. Entretanto, apenas a concentragéo 2,5 mL apresentou diferenca

significativa na analise estatistica.
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TABELA 1: Numero de células em mitose, indice mitético e desvio padrao conforme tratamento aplicado sobre o sistema

e teste de Allium cepa.

Tratamento Interfase Fase Mitética -
Profase Metafase Anéfase Telofase IM +DP
CN 19600 183 80 69 68 2,00£1,3
Grupo A 19753 105 45 62 35 1,24+0,4
Grupo B 19773 106 31 61 29 1,13+0,34
Grupo C 19805 94 36 31 34 0,97+0,44
Grupo D 19829 73 40 36 22 0,86+0,48*

CN=Controle Negativo. IM=Indice mitético. DP= Desvio Padr&o. * Valor significativo (p<0,005).

Na FIGURA 2 é possivel observar a média do numero de micronucleos de cada concentragdo. No controle
negativo houve uma média de 0,4 micronucleos formados a cada 2000 células, estando dentro da
normalidade. No tratamento contendo 0,5 mL foram observados 3,54 micronucleos, ndo apresentando
diferenca significativa em relagdo ao controle negativo. Ja os tratamentos contendo 1,0 mL, 2,0 mL e 2,5
mL do extrato apresentaram, respectivamente, 10,5, 12,6 e 20 micronucleos, evidenciando uma alta

significancia estatistica.

FIGURA 2: Média de micronucleos formados a cada 2000 células analisadas em fungdo do tratamento
aplicado sobre o sistema de teste de Allium cepa. ***Valor altamente significativo (p<0,0001) quando

comparado os tratamentos com o controle negativo.

30 -
m * % %
o
2
S 204
c
(o]

} .
0
=
5 10-
©
o-
> v ? o Q

O sangue de dragdo ja é utilizado ha séculos como planta medicinal pelas comunidades indigenas da

Amazonia, visto que nesta regido ha uma grande diversidade de plantas com propriedades medicinais®.
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Para este estudo foi utilizado o sistema teste Allium cepa para avaliar os efeitos tdxicos, citotéxicos e
mutagénicos do extrato comercializado de sangue de dragdo. Este sistema de teste € bem aceito para
estudos de citotoxicidade/toxicidade, pois as raizes entram e permanecem em contato com a substancia

testada, o que permite a andlise de diversas substancias e concentragbes simultaneas(),

A inibicdo do crescimento radicular de Allium cepa apresentou significancia estatistica em todas as
concentragdes utilizadas. O tamanho das raizes esta geralmente associado ao IM, entretanto apenas o IM
do grupo D apresentou significancia no presente estudo. De acordo com alguns autores isso pode ocorrer
devido a um atraso ou interrupgéo do ciclo celular, o que inibiria o crescimento da raiz, além de poder
resultar em um aumento de células em fases especificas?). A toxicidade e citotoxicidade do Croton lechleri
pode ser atribuida aos metabdlitos terpenos, principalmente ao diterpeno, que esta associado com a
diminuigao do calcio, capaz de inibir a proteina quinase C (PKC), diminuindo assim a proliferagéo celular).
Resultados semelhantes de diminuigdo radicular e do IM no teste de Allium cepa foram observados em

outro trabalho semelhante utilizando Croton urucurana (sangra d’agua) 29,

Como observado (FIGURA 2), o tratamento D teve uma média de formagao de microntcleos 50 vezes maior,
quando comparado ao controle negativo, e ainda os testes estatisticos mostram uma diferenca altamente

significativa (p<0,0001) na formagao de micronucleos em trés das quatro concentragdes testadas.

O potencial mutagénico do extrato etilico de Croton lechleri também foi observado@), e os resultados
demonstraram que, na concentragdo de 1 mL de extrato, a formagao de micronucleos em células de Allium
cepa ¢ significante. Evidenciaram-se?® a mutagenicidade do latex por meio do teste
Salmonella/microssoma, onde se detectaram mutacdes do tipo substituicdo de pares de base, reversdes e
frameshift. Atribuiram-se(2® a mutagenicidade do extrato aquoso de Jatropha gossypiifolia (Pinhdo-Roxo),

planta pertencente a familia Euphorbiaceae, a presenga de flavonoides.

De acordo com esse trabalho, percebe-se a necessidade de uma preconizagdo e cautela pelos
consumidores de C. lechleri, visto que doses progressivas a partir de 1,5 mL ao dia, utilizadas para

tratamento de tumores??, sdo consideradas, por esse teste, toxicas e mutagénicas.

Devido a sua ampla utilizag&o popular, os estudos sobre a mutagenicidade e toxicidade de Croton lechleri sao
necessarios para garantir a seguranga dos individuos que fazem uso desse extrato, tornando-se uma

ferramenta indispensavel para informar sobre seus possiveis efeitos em grandes doses ou em longo prazo.

Conclusao

Diante dos resultados apresentados, observou-se que todas as concentragdes utilizadas do Croton lechleri
inibiram o crescimento radicular das raizes de Allium cepa, evidenciando o seu potencial toxico. Constatou-
se, também, a diminuigdo do indice mitdtico, principalmente na concentragdo de 2,5 mL, indicando a
citotoxicidade. Além da toxicidade/citotoxicidade, observou-se o potencial mutagénico através do alto indice
de micronucleos, evidenciando-se que a “seiva de dragdo” deve ser utilizada com cautela, sendo

necessarios mais estudos para garantir a seguranga da populagao.
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Considera-se, ainda, que mesmo com informagdes precarias no rétulo, o estudo de toxicidade é relevante,
uma vez que, produtos como este sdo vendidos em feiras populares e websites sem registro na Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ou responsabilidade técnica.
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