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RESUMO

Introdugdo: Atualmente o uso de plantas medicigaiescente, estudos de toxicidade e
mutagenicidade sdo necessarios por contribuirem quax utilizacdo segura e eficaz. O teste
Allium cepa é o teste mais utilizado em pesquisa de genotdaidabjetivo: Avaliar os efeitos
genotoxicos e citotoxicos induzidos pelo extratcAde moschus esculentus (Quiabo) através
do testeAllium cepa. Metodologia: O teste foi realizado em quatro cotreedes (0,5; 1,0;
1,5; 2,0 mg/L) do extrato do Quiabo, onde as radlsess cebolas foram imersas e avaliadas
posteriormente o crescimento das raizes e suaidigilular no microscopio. Resultados: Os
efeitos dos extratos do quiabo nas concentracOeslaglas indicam que as doses nao
apresentaram reducdo significativa do crescimeasordizes. Na analise do indice mitético,
0S extratos da espécie em estudo ndo afetaramsadaliselular. Conclusdo: O extrato Ale
esculentus ndo possui efeitos genotoxicos, pois todas asecdrag;6es ndoausam inibicdo
do ciclo celular.

Palavras-chave:Quiabo.Allium cepa L. genotoxicidade.

ABSTRACT

Introduction: Due to intense use of medicinal pamhutagenicity and toxicity studies are
needed to contribute to the safe and effective Wike.Allium cepa test is the test most
frequently used in research genotoxicity Objectizwaluate the genotoxic and cytotoxic
effects induced by extract of Abelmoschus escuken{Okra) by Allium cepa test.
Methodology: The test was evaluated at four comaéons (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg / L) extract
of okra, onions where the roots were immersed ardesjuently evaluated the growth of
roots and cell division in the microscope. Resulke effects of extracts of okra at the
concentrations studied indicate that doses showesigmificant reduction in root growth. In
the analysis of the mitotic index, the extractstlué species did not affect cell division.
Conclusion: The extract of Asculentus has no genotoxic effects, as all concentrationsalo
cause cell cycle inhibition.

Keywords: Okra.Allium cepa L. genotoxicity
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ESTUDO DA GENOTOXICIDADE DO EXTRATO DE ABELMOSCHUS ESCULENTUS

1. INTRODUCAO

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais € promovyidl dificil acesso da populacdo a
assisténcia médica e farmacéutica, o custo doscaredntos industrializados e tendéncia dos
consumidores a utilizarem produtos de origem nhtira forma equivocada a populagéo
utiliza plantas medicinais de forma indiscriminaskn se preocupar com os efeitos colaterais
el/ou toxicos (SILVA, et al., 2007; AMES, 1983).

Devido a intenso uso de plantas medicinais, estdddsexicidade e mutagenicidade séo
necessarios por contribuirem para sua utilizacgoraee eficaz. O sistema teste vegetahde
cepa € excelente bioindicador para o primeiro screerdiag genotoxicidade de plantas
medicinais, devido ao seu baixo custo, confiabilel@ concordancia com outros testes de
genotoxicidade, auxiliando os estudos de prevededdanos a saude humana (BAGATINI,
et al. 2007 LEME; MARIN-MORALES,2009).

Allium cepa € vegetal superior muito utilizado por pesquisagoem ensaios
toxicolégicos por meio da avaliacdo de parametrasrascopicos como alteracdo de cor,
formato, tamanho da raiz e deformidade e ainda amidpicos como aberracdes
cromossOmicas, pois sdo testes praticos, rapidisientes (LONGHIN, 2008).

O Abelmoschus esculentus, planta da familia da mal{#alvaceag € hortalica de clima
quente e originaria da Africa, tendo sido trazideapo Brasil pelos escravos. Segundo Shui e
Peng (2004) o extrato aquoso etandlico do quiabesapta atividade antioxidante e os
constituintes identificados para esta acao foram -X3eBil-quercetina, 3-O-glicosil-
quercetina e epigalocatequina. Foi registrado éamb efeito anti-ulcerogénico do extrato
aquoso (GURBUZet al., 2003).

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliaefegos genotoxicos e citotdxicos
induzidos pelo extrato débelmoschus esculentus utilizando as células meristeméticas

encontradas na raiz de Allium cepa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento e amostra do estudo

Trata-se de estudo experimental e comparativo.sjyisa foi realizada no laboratério
de ciéncias farmacéuticas e laboratérios de Biogaine Biologia Celular na sede da
Faculdade Santo Agostinho na Av. Valter Alenca6BB, Bairro Sdo Pedro, em Teresina-Pl.
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Foi utilizado 1 kg de Quiabo na preparacéo do extr@osteriormente sendo divididos
em quatro concentracdes diferentes (0,5, 1,0, Z®ang/L). E 40 cebolas para realizar o

teste genotoxico, colocando 10 cebolas para cauzentracao.

2.2. Preparacao do extrato etandlico do quiabo.

O extrato do Quiabo foi preparado utilizando 1 legaiiiabos, cortados em rodelas e
desidratados na estufa & 100° C por 2 dias. Apésidratacao os quiabos foram triturados no
liquidificador e pesados obtendo o valor de 195,2@%s este processo, utilizou-se o funil de
decantagdo. A decantacdo é um processo de sepagagd@ermite separar misturas
heterogéneas. Utilizada principalmente em mistbitésicas. O pé do quiabo foi misturado
com etanol permanecendo por 07 (sete) dias, umaatedia o processo de mistura com o
bastao foi feito. Ap6s uma semana separou-se g&oldo quiabo com o etanol com muito
cuidado, para ser colocado no Retroevaporador deanfision & 100°C onde a solugdo do
quiabo foi separada do etanol num processo de BGim

Depois de se obter o extrato do quiabo, esta smlpeénaneceu na capela por 15 dias,

finalizando com aspecto mais denso.

Figura 1 — (A) Quiabo cortados em rodelas; (B) Quiabos desidratagds dois dias na estufa a 100°C; (C) Quiabo seco
triturado no liquidificador; (D) Pesagem do p6 doadpo.

Fonte: laboratério de ciéncias farmacéuticas e laborad@eBioquimica e Biologia Celular

Figura 2 — (E) Colocando o p6 do quiabo no funil de decanta@oFunil de decanta¢cdo com o p6 do quiabo nasimr
com etanol; (G) Retroevaporador.

Fonte: laboratério de ciéncias farmacéuticas e laborad@@Bioquimica e Biologia Celular
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2.3. TestéAllium cepa

Os testes realizados seguiram a proposicdo de skskg993) com pequenas
modificagdes (MITTEREGGERet al., 2007). Nos testes de toxicidade foram utilizadas
cebolas de tamanho uniforme, com catafilos extebnascos, saudaveis, sem agrotoxicos e
mantidos em local livre de umidade e ao abrigouza Antes do experimento, os catafilos
externos secos foram removidos com bisturi, cuidesalpara que a area radicular ndo fosse
danificada. Em seguida os bulbos expostos em &guardeira por duas horas para que se
reduzissem os efeitos de possiveis inibidores dtaimento. Os bulbos foram colocados para
germinar sobre recipientes apropriados, com a pafegior mergulhada na solucdo ou
substrato em teste. Cada experimento constou deex bulbos, além de controle negativo

(dgua de poco) e controle positivo utilizando s@tuge sulfato de cobre 0, 0002 g/L.

Figura 3 — Preparacéo do tesfélium cepa. (A) Replicas das 40 cebolas descascadas; (B) Cortaizlala cebola; (C)

Cebolas imersas em agua.

L el T e, T BT =

Fonte: laboratério de ciéncias farmacéuticas e laborad@eBioquimica e Biologia Celular

ApoOs 72 horas de exposicao, as raizes foram medaaso auxilio de régua sendo
desprezadas aquelas muito curtas ou muito lodgeis a mensuracao, foram cortadas, sendo
1 cm do 4pice das raizes, em um total de duassrptrebulbo, sendo colocadas em solucéo
fixadora (metanol/ acido acético — 3: 1) durante peenos 24hEm seguida, as raizes foram
colocadas em etanol 70% e conservadas em gelad#rao momento da preparacao
histolégica das laminas. O teste foi conduzido empeeratura de 20° C, sobre bancada sem

vibragdes e sem iluminagéo direta.
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Figura 4 — Medicéo das raizes da cebola dos 10 bulbosdfeammcentragdo

P T 7

Fonte: laboratério de ciéncias farmacéutics e Iabr'mBioquimica e Biologia Celular

Para o preparo das laminas, duas a trés pontaszexs foram retiradas do etanol 70%
e colocadas sobre um vidro de relégio acrescentsadinas gotas de HCl 1N. Com a pinca e
a lamina de bisturi, a coifa (por¢do apical da)rde aproximadamente 1 mm a 2 mm de
comprimento foi retirada, desprezando o restant@ida Depois de 10 minutos, transferiu-se
0S meristemas para outro vidro de relégio, senduomddas duas gotas de Carmim Acético
2% e foram deixadas para corar durante 10 minlimyo em seguida as pontas de raizes
foram transferidas para uma lamina. A laminulaefd&io colocada sobre a lamina.

Foi entdo feito csguash (esmagamento) com o dedo polegar, com razoavelgmess
Selaram-se com esmalte as bordas da laminula ggpeoreitamento do material. O material
preparado foi entdo levado ao microscépio parareasaéo, e posteriormente fotografado
para melhor e mais eficiente leitura. A analiseagéhica constou da determinacéo do indice
mitotico (IM), da frequéncia de aberragbes cromassés (AC) no ciclo mitético e a
presenca de micronucleos em 2000 células.

O indice Mitético (IM), que corresponde a relacaomiimero de células em divisdo e
total de células observadas, em porcentagem, seralisada a presenca de metafase, anafase
e tel6fase. Para a andlise de AC, varios tiposbderacdes foram considerados (fragmentos
cromossOmicos, perdas de cromossomos, pontesygteadre outros) nas diferentes fases de
divisdo celular (metafase, anafase e teléfasejjoserdos os registros reunidos em uma so
categoria para possibilitar a avaliacdo das AC comounico ‘endpoint”. A avaliacdo da
toxicidade foi realizada pela medicdo do compriroetids raizes média. Foi realizado a
analise estatistica através do sistema ANOVA daarmb resultados das amostras.
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Figura 5 — Preparacdo das laminas. (A) Retirada das Raizeseaterdas de dentro do tubo com etanol 70%; (B) e (C)
Aplicacédo do Carmim Acético 2% nas raizes;

|

Fonte: laboratério de ciéncias farmacéuticas e laborad@eBioquimica e Biologia Celular

3. RESULTADOS

Os resultados para as andlises toxica, citotoxisaedtratos do quiabo em meristemas
de raizes deéllium cepa encontram-se expressos na Tabela 1. Os efeito®xdmos do
quiabo nas concentracdes de 0,5; 1,0, 1,5 e 2 imgpbre o crescimento dos meristemas de
raizes deé\. cepa indicam que as doses ndo apresentaram reducaficsitimd do crescimento
de raizes. Os indices mitéticos das célulasAdeepa expostas nessas concentragbes do
quiabo ndo foram estatisticamente diferentes déra@ennegativo (CN), tanto no tratamento
continuo quanto nos descontinuos, sugerindo quextratos das espécies em estudo nao

afetam a divisao celular.

Tabela 1 —indices mitdticos da raiz edlium cepa expostos a concentracdes 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 dmkxtrato etandlico
do quiabo.

Indice mitétco
Grrupao (celulas em
divisSo 2000y

Controle i 21 820 x=11_50

Concentragio 0.5 SO0 20=14_1%8
s
Concentracio 1.0 _

mal TE.TO =156
Concentragio 1 3|77 06=x12_63
mgz'L
Concentragio 2 076, 181122
g
Controle Positivva® 44 00 =9 50
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Tabela 2 —Aberragdes cromossémicas da raiz Atium cepa expostos a concentracdes 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 dwkxtrato

etanolico do quiabo.

Aberracdes Cromossémicas

Fragmentos At
Cromossémic| ,-1Fasos C-metafases
Amafasicos

0s

Grupo Pm_ltes

Zontrole Negatived] 0402051 | 040051 | 1402051 | 0,20=042

Concentragio 0,5| 03605 | 0492042 | 1482042 | 0232045
mgL
CD”Ceglt;faD 10l paz=11 | 0572026 | 1512054 | 0262032
Concentragio 1,5 064205 | 064+032 | 160048 | 027054

mgL
Concentragdo 20| 07204 0,83 =063 1640353 0.29=0.24

mgL
Contrale Posifivet | 090073 | 1,20=091 | 1,70=0,67 | 030=048

Tabela 3 — Micronucleos e comprimento (média + desvio padda&oraiz enAllium cepa expostos a concentragdes 0,5, 1,0,

1,5 e 2,0 mg/L do extrato etandlico do quiabo.

Binucleadas/ Compriment

q inucleada

Grupo M/ o da
2000 000 raiz (em)

Zontrole Negative] 0,30 =048 | 0202042 | 0,882033

Concentragio 05| 0,42 0,9 031+044 0,26 0,14
mgL
Concentracao 1,0] _ _

mall 0,33+£024 | 0460284 0,30+ 0,63
Concentragio 13| 1.2 =0,18 056+035 034017
mgL

Concentragio 20| 1,26 =041 1,1=0,12 040+£026
mgL
Controle Positive? | 1.30 =048 | 1,20=042 | 042=006

Tabela 1, 2 e3 2 Controle Negativo= &gua de poc¢dbControle positivo= sulfato de cobre 0,0002 g/L; *fédénca
significativamente diferente do controle negativo rdvel de P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 (ANOVAY Diferenca
significativamente diferente do ponto 1 ao nivel B€0,05 (ANOVA); £ Diferenca significativamente efiénte da
concentragdo 2% mg/L ao nivel de P<0,05 (ANOVA).

Os resultados para o0s parametros mutagénicos -uéfteiq de aberracdes
cromossOmicas, binucleadas e de micronicleos -amé@gses microscopicas observadas as
seguintes aberragbes cromossOmicas: cromossomos eatm atrasos, pontes e fragmentos
cromossOomicos em anafases (Figura 05). Nao sewalssignificante (P<0,05) aumento da
frequéncia global de aberragbes nas concentrag@ss5d 1,0, 1,5 e 2,0 mg/mL. De forma

similar ao exposto, ndo houve aumento significaii®e0,05) na frequéncia global de
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microndcleos. Isso sugere a auséncia de efeitcsg@wnicos nos extratos etandlicos do quiabo

nessas concentracdes em meristemas depa.

Figura 06 — Raizes dallium cepa crescidas em extratos do quiabo nas conentra¢hes,0, 1,5 2,0 mg/L.

Legendz (A) célula em interfase com MN; (B) célula com
atraso em anafase; (C) C-metéafase; (D) células eifasm
com ponte; (E) célula binucleada; (F) células coagrhento,
atraso e ponte em anéafase.

4. DISCUSSAO

Os estudos toxigenéticos ocupam um lugar impres@hda analise de fitofarmacos
com atividade terapéutica, tendo em vista que sareegam de investigar a provavel inducdo
de danos genéticos, como consequéncia dos quasnpodasionar enfermidades, tais como,
desenvolvimento de processos tumorais e malfornsagdiegénitas (AMES 1983).

O presente estudo foi realizado o teste de gerd#degi do extrato de quiabo através do
testeAllium cepa. Uma série de estudos corrobora a utilizacdo de tis Allium cepa como
um ensaio importante na avaliacdo de genotoxicidieleextratos e infusdes de plantas
medicinais (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007; FACHINE O et al. 2007). O ensaio de
Allium cepa é um teste de curto prazo com muitagagens: baixo custo, facil manipulacgéo,
cromossomos em boas condicBes para estudo de dandssturbios na divisdo celular,
incluindo a avaliagdo de riscos de aneuploidiamatie ser sensivel e de apresentar boa
correlagcdo com outros sistemas de teste. Consemuente, resultados positivos no teste de
Allium cepa devem ser considerados como um alerta e tambéindioativo de que o fator
quimico testado pode ser um risco para a satderderh (FISKESJO, 1985).

O teste dAllium cepa do extrato do quiabo foi realizado em diferentascentracdes.
Os efeitos toxicos, s6 se manifestam em organisseo® agente toxico alcancar locais
especificos do organismo, em concentra¢cfes e tenfmente para produzir algum tipo de
efeito (BARROS, 2008).
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O indice mitético foi calculado por meio da pro@wgntre o numero de células em
divisdo e o numero total de células analisadasirskyvcomo parametro para analise de
citotoxicidade. Indices mitoticos significativamemhenores que aqueles do controle negativo
podem indicar alteracbes provenientes da acao b&&sicias quimicas no crescimento e
desenvolvimento dos organismos expostos e IM maique o controle negativo resulta do
aumento na divisao celular, podendo ser prejudasatélulas, levando a proliferacdo celular
desordenada e eventualmente, a formacao de turfidi®E; MARIN-MORALES, 2009).

De acordo com o teste realizado do extrato do quiabservou-se que os resultados de cada
concentracdo nao foram estatisticamente diferelte®ntrole negativo (CN), mostrando que
0 extrato do quiabo n&o afetou a divisédo celular.

Aberracdes cromossomicas (AC) sdo reconhecidas copartantes consequéncias de
acOes genotoxicas de agentes quimicos (NATARAJAN2Y, aos quais muitos organismos,
inclusive o homem, estdo expostos. Estudos epidégiios tém mostrado pessoas com
elevadas frequencias de AC apresentando riscofisggiio de desenvolvimento de cancer
(OBE, et al.,2002). Analisando esse aspecto ndo foram enclmstnama quantidade elevada
de AC nas concentracdes do extrato de quiabo sobrescimento dos meristemas de raizes
deA. cepa.

Umas das alteracdes mutagénicas visiveis em mapi@soptica sdo pequenos corpos
contendo DNA e localizados no citoplasma, sdo akfgncomo micronucleos. Os mesmos
sdo originados de fragmentos cromossémicos acéstriaesultantes de quebras
isocromatidicas, cromatidicas, ou de disfuncdefudo mitético, podendo, em cada célula,
aparecer mais de uma vez (RIBEIR®Dal., 2003).

O teste micronucleo, portanto, detecta mutagémeseossdmica em eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitB#gresentando uma maneira simples e
precisa, de estimar danos genéticos induzidos (MREGOR, et al., 1987; HAYASHI, et
al., 1994). No teste realizado com extrato do quinBo houve aumento significante na
frequéncia global de micronucleos. Isso sugereséraiia de efeitos mutagénicos nos extratos
etanoicos do quiabo nessas concentracfes em nmresstiA. cepa.

A toxicidade foi avaliada pelo controle de crescitnedas raizes e de sua morfologia,
obtendo-se comprimento médio préximo ao nivel abairndo indicando efeito téxico. A
toxicidade é indicada pela diminuicdo do crescimedas raizes. Nao se encontrou na

literatura estudos similares e isto € compreensigrtio em vista que a preocupag¢ao com o
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possivel efeito danoso das plantas medicinais aivaente novo. Ainda existem varias
plantas medicinais em estudo.

Muitos compostos antimutagénicos encontrados nasneafos sao agentes
antioxidantes e atuam sequestrando os radicaisslide oxigénio, quando administrados
como pré-tratamento ou nos tratamentos simultdo@mso agente que induz as mutacfes no
DNA. Dietas ricas em frutas e hortalicas parecetar déigadas a baixas taxas de incidéncia de
cancer, pois 0s vegetais contém componentes fesglitavondides, isoflavonas, terpenos,
glicosinolatos, minerais e outros compostos queiarter funcdo antioxidante e
anticarcinogénica (BERRINGst al., 2003).

Segundo Shui e Peng (2004) o extrato aquoso etanddi quiabo apresenta atividade
antioxidante e os constituintes identificados pata acdo foram 3-O-xilosil-quercetina, 3-O-

glicosil-quercetina e epigalocatequina.

5. CONCLUSAO

O extrato do quiabo analisado em diferentes coregids,ndo apresentou significancia
nos resultados de indice mitotico, aberracées cssomicas, microndcleos e no crescimento
de suas raizes, ou seja ndo apresenta efeitos thgenicidade nem em baixas ou altas
concentracdes. Auséncia de indicios de toxicidameguiabo nos quatros concentracdes

testados sugere que essa planta pode ser utijpedalpopulacao.
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