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RESUMO

Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) € um arbusto leitoso conhecido por suas
propriedades medicinais. O presente estudo visou avaliar os efeitos toxico, citotoxico e
genotoxico do latex e dos extratos etanolico e aquoso foliares de J. gossypiifolia, utilizando
0 sistema-teste Allium cepa L. Sementes de A. cepa foram submetidas a diferentes
concentracdes do latex (1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mL/L) e dos extratos foliares (0,001; 0,01;
0,1; 1 e 10 mg/mL), utilizando como controle negativo agua destilada e como controles
positivos o Metilmetanosulfonato e a trifluralina, para avaliar os parametros de toxicidade
(crescimento radicular), citotoxicidade (indice mitético) e de genotoxicidade (alteracGes
cromossomicas). O latex e o0s extratos apresentaram reducdes significativas no
comprimento médio das raizes e no indice mitético na maioria das concentra¢fes quando
comparados ao controle negativo. Alteragdes cromossdmicas significativas, como
aderéncias cromossdmicas, C-metafases, pontes cromossdmicas foram observadas no latex
e nos dois extratos. A presenca de brotos nucleares e micronucleos foram encontrados
apenas nos dois extratos foliares, enquanto as perdas cromossémicas foram significativas
somente no extrato etandlico. Em geral, os testes realizados indicaram toxicidade,
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade do latex e dos extratos foliares de J.
gossypiifolia. Possivelmente, os danos provocados foram resultantes da presenca de
terpenos e/ ou flavonoides no extrato etandlico e de flavonoides e/ ou saponinas no extrato

aquoso. Dessa forma, sugere-se que o uso medicinal dessa espécie seja feito com cautela.

Palavras—chave: extrato etanolico ou aquoso; Jatropha gossypiifolia L.; latex; sistema-

teste Allium cepa.
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ABSTRACT

Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) is a milky shrub known for its medicinal
properties. The present study aimed to evaluate toxic, cytotoxic and genotoxic effects of
the latex and of ethanolic and aqueous leaf extracts of J. gossypiifolia using Allium cepa L.
as test system. Seeds of A. cepa were exposed to different concentrations of latex (1.25,
2.5, 5, 10 and 20 mL/L) and leaf extracts (0.001, 0.01, 0.1, 1 and 10 mg/mL), using
distilled water as negative control and as positive control the Metilmetanosulfonato and
trifluralin, to evaluate parameters of toxicity (root growth), cytotoxicity (mitotic index) and
genotoxicity (chromosome alterations). The latex and the extracts showed a significant
decrease in root mean growth values as well as mitotic index in most concentrations when
compared to the negative control. Significant chromosome alterations, such as
chromosome adherences, C-metaphases, chromosome bridges were observed in the latex
and in both extracts. The presence of nuclear buds and micronuclei were observed only in
the leaf extracts while chromosome losses were significant only in the ethanolic extract. In
general, the tests indicated toxicity, cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity in the latex
and in the leaf extracts of J. gossypiifolia. Possibly, the damages were the result of the
presence of terpenes and/or flavonoids in ethanolic extract and flavonoids and/or saponins
in the aqueous extract. Thus, it is suggested that the medicinal use of this species should be

done carefully.

Key words: Allium cepa test; ethanolic or aqueous extracts; latex; Jatropha gossypiifolia
L.
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1. INTRODUCAO

Jatropha gossypiifolia L., popularmente conhecida como pinhdo-roxo, é um arbusto
leitoso da familia Euphorbiaceae distribuida nas cinco regibes brasileiras. Jatropha
gossypiifolia € uma oleaginosa com potencial para producdo de biocombustivel e destaca-
se por suas propriedades medicinais, presentes em todas as partes da planta, sendo
utilizada, principalmente, na forma de chas, compressas ou in natura. No entanto, aléem das
reconhecidas propriedades terapéuticas, apresenta substancias quimicas que podem ser
prejudiciais a salde. Dessa forma, para a utilizacdo de J. gossypiifolia como planta
medicinal, muitos estudos ainda sdo necessarios, a comecar, pela avaliacdo do potencial
toxicoldgico do extrato foliar e do latex usados de forma empirica na medicina popular.

Testes de genotoxicidade sdo o0s primeiros ensaios para a avaliacdo da
potencialidade de aplicacdo clinica de um novo material para uso medicinal, tornando-se
necessaria a identificacdo de concentracfes e doses que possam, eventualmente, induzir
possiveis efeitos adversos. Considerando que testes de toxicidade em animais modelo
levam a morte dos mesmos, alternativas para analise deste potencial devem ser
consideradas. Nesse sentido, modelos vegetais tém sido utilizados, destacando-se a espécie
Allium cepa L. (cebola) que permite avaliar: (1) o potencial toxico da substancia testada,
mediante a avaliacdo do crescimento radicular; (2) o efeito citotoxico, mediante verificacdo
da frequéncia do indice mitético;, e (3) o indice de alteracbes cromossdmicas
(genotoxicidade). O ultimo inclui alteragdes resultantes de efeitos aneugénicos (C-
metafases, metafases com aderéncias cromossémicas, perdas cromossémicas, anafases
multipolares, células binucleadas, metafases poliploides, dentre outras) ou efeitos
clastogénicos (fragmentos cromossémicos, pontes cromossdmicas e outras alteragdes). Os

micronucleos podem ser resultantes tanto de efeitos aneugénicos quanto clastogénicos.
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Adicionalmente, a presenc¢a ou ndo de micronucleos também pode ser avaliada nas células
F1, que sdo derivadas da divisdo mitotica de células meristematicas, permitindo a avaliacao
do potencial mutagénico em nivel cromossdmico. Esses parametros sdo considerados como
importantes ferramentas para avaliagdo de substancias quimicas ou naturais para uso
medicinal.

Considerando que J. gossypiifolia tem um importante potencial para a geracdo de
produtos farmacoldgicos e/ou biotecnoldgicos e € amplamente utilizada na medicina
popular de forma empirica, estudos toxicoldgicos, citotoxicos e genotdxicos tornam-se
necessarios para avaliar a eficacia e os riscos de J. gossypiifolia na terapia medicinal.
Dessa forma, o presente trabalho teve como finalidade avaliar o potencial efeito tdxico,
citotoxico, genotoxico e mutagénico da folha e do latex, bem como analisar o perfil
fitogquimico das folhas de J. gossypiifolia. O uso dos referidos testes sera estratégico nao so
para orientar o uso ou nao desses subprodutos na medicina popular, como também para o
desenvolvimento futuro de drogas mais eficazes para a salde humana subsidiando a

geracdo de novos produtos para a indUstria farmacéutica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas para a manutencdo e recuperacdo da salde,
desde as formas mais simples de tratamento na medicina popular até a fabricacdo industrial
de medicamentos (LORENZI; MATOS, 2008). As plantas medicinais representam as
maiores fontes de substancias ativas na terapéutica, devido a grande diversidade estrutural
de metabolitos produzidos. Na busca de novos medicamentos de origem vegetal estdo
envolvidos conhecimentos agronémicos, botanicos, quimicos, farmacoldgicos e
toxicologicos (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), cerca de 80% da populagédo
mundial depende de plantas medicinais para os cuidados de atencdo basica a salde
(OUEDRAOGO et al., 2012). Os fitoterapicos sdo utilizados em todo o mundo e
encontram-se em ascensdo nas nacdes ocidentais (JORDAN et al., 2010). Nos Estados
Unidos, a comercializagdo de ervas medicinais aumentou cerca de 23% de 2000 a 2010 e
junto com paises europeus, especialmente a Alemanha, e Asiaticos, atende aos principais
mercados produtores e consumidores desses medicamentos (JORDAN et al., 2010).

Nos paises em desenvolvimento, a OMS incentiva o uso de medicamentos a base de
plantas (ATSAMO et al., 2011) e cerca de 65-80% da populacdo desses paises depende das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA-
JUNIOR, 2008). No Brasil, cerca de 82% da sua populacdo utiliza produtos a base de
plantas medicinais (RODRIGUES; SIMONI, 2010). Contudo, a caréncia de informacdes
adequadas sobre aspectos como eficacia e seguranca desses produtos tem dificultado o uso

de plantas medicinais pela populagdo em geral (OUEDRAOGO et al., 2012). Por outro
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lado, a instituicdo de Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, PNPMF
(Decreto n° 5.813, 22 de junho de 2006) tem como medida fortalecer o desenvolvimento
industrial e tecnoldgico nesta area e sobretudo garantir melhor acesso aos medicamentos
pelos usuérios do Sistema Unico de Satde (SUS), mediante programas basicos de satde de
forma a valorizar o conhecimento popular e incentivar a terapia fitoterapica (BRASIL,
2006).

Dentre as varias plantas medicinais conhecidas, as espécies de Jatropha (familia
Euphorbiaceae) sdo bastante utilizadas na Africa, Asia e América Latina para diarreias,
disenterias, vOmitos, nauseas, dores gastricas e no tratamento de feridas bucais
(SABANDAR et al., 2013). Embora sejam catalogadas como todxicas, existem muitos
relatos de seu uso na medicina popular ao longo dos anos, com propriedades quimicas e
farmacoldgicas comprovadas (DEVAPPA et al., 2010; MARIZ et al., 2010; SABANDAR

etal., 2013).

2.2 Euphorbiaceae

Euphorbiaceae é uma das maiores familias das Angiospermas, composta por mais
de 300 géneros e mais de 8.000 espécies, distribuidas principalmente nas regides tropical e
subtropical, especialmente nos continentes americano e africano (WEBSTER, 1994). No
Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies (SOUZA; LORENZI, 2006). Os
géneros mais expressivos da familia sdo Euphorbia, com 1500 espécies, Croton (700),
Phyllanthus (400), Acalypha (400), Macaranga (250), Antidesma (150), Drypetes (150),
Tragia (150), Jatropha (150) e Manihot (150) (Cronquist, 1981). Apresentam espécies de
grande importancia econdmica como a mamona [Ricinus communis L. (fonte de

biocombustivel)], a mandioca (Manihot esculenta Crantz), a seringueira (Hevea
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brasiliensis Willd), e varias espécies de Jatropha utilizadas em preparac6es medicinais
(AYYANAR; IGNACIMUTHU, 2010).

Euphorbiaceae possui espécies muito diversificadas, incluindo arvores, arbustos e
ervas monoicas ou dioicas (JOLY, 1985). Geralmente sdo latescentes com folhas alternas
ou opostas, estipulas livres, caducas ou persistentes. Possuem inflorescéncias terminais ou
axilares, com flores solitarias ou em glomerulos. As flores sdo unissexuais, actinomorfas;
com sepalas e pétalas de cores diferentes; gineceu sincarpico, ovario supero e geralmente
tricarpelar e placentacdo axial. O fruto é geralmente capsular com deiscéncia explosiva,
abrindo-se em trés mericarpos (WEBSTER, 1994). Os membros dessa familia mostram
uma grande diversidade em sua anatomia de no, peciolo, limbo foliar, venacéo, tipos de
estomatos, oOrgdos florais, frutos e sementes. Esta divergéncia provavelmente esta

associada a diversidade de habitats encontrados na familia (THAKUR; PATIL, 2012).

2.2.1 O género Jatropha

O género Jatropha possui de 165 a 175 espécies distribuidas por paises de clima
tropical, subtropical ou tropical seco, sendo representadas por arvores, arbustos e
subarbustos. Dois subgéneros sdo reconhecidos, o subgénero Jatropha, de distribuicédo
mais ampla, possuindo espécies na Africa, india, América do Sul, Antilhas, América
Central e Caribe, e 0 subgénero Curcas, com espécies predominantemente no México,
Texas e Arizona (DEHGAN, 1982). Jatropha curcas, por exemplo, é membro do
subgénero Curcas, enquanto J. gossypiifolia pertence ao subgénero Jatropha (DEHGAN,
1982).

Em geral, as espécies de Jatropha possuem folhas simples, estipulas geralmente

persistentes, com reprodu¢cdo monoica ou dioica, latex geralmente amarelado, estilete
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bifido, estames livres ou conectados e fruto capsular com sementes carunculadas
(WEBSTER, 1994). Além das semelhangas quanto a morfologia vegetal, as diferentes
espécies, como J. curcas, J. gossypiifolia, J. multifida, J. mollissima, J. elliptica, J.
gaumeri, J. grossidentata, J. integerrima, J. podagrica, J. weddelliana, dentre outras, séo
amplamente utilizadas na medicina popular. Entre elas J. gossypiifolia destaca-se por ser

uma das mais utilizadas na terapia popular (SABANDAR et al., 2013).

2.2.1.1 Jatropha gossypiifolia

Jatropha gossypiifolia, popularmente conhecida como pinhdo-roxo ocorre na
América Latina, Caribe, india, Africa Ocidental, Oceania e nas cinco regides brasileiras
(Figura 1) (KAWANGA, 2007; CORDEIRO; SECCO, 2014). E um arbusto leitoso e
perene (Figura 2A) que pode alcancar de 1,5 a 4,5 m de altura. As folhas (Figura 2B) séo
alternas, revestidas de pelos e possuem cera, em pelo menos uma das superficies (abaxial
ou adaxial). Os estbmatos possuem bordas cuticulares grossas. Ainda na epiderme,
percebe-se a presenca de pelos uniseriados e glandulas alongadas (OLOWOKUDEJO,
1993). As flores (Figura 2B) sdo roxas, incompletas, actinomorfas, unissexuais e
pentameras dispostas em cimeiras paniculadas. Os frutos (Figura 2B) sdo pequenos (cerca
de 1 cm de comprimento) e capsulares contendo de uma a trés sementes com cerca de 24%
de 6leo (SCHVARTSMAN, 1992; OLIVEIRA et al., 2009). O caule € lenhoso, ereto,
cilindrico, solido, ramificado e com raizes relativamente curtas e pouco profundas,
apresentando latex (Figura 2B) branco-amarelado quando os ramos sdo cortados

(KUMAR,; SINGH, 2012).
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Figura 1. Distribuicdo geografica de Jatropha gossypiifolia. Fonte:
http://www.discoverlife.org/mp/20g?search=Jatropha gossypiifolia em 14 de julho de 2013.

Figura 2. Plantas de Jatropha gossypiifolia, mostrando seu porte arbustivo (A) e folhas,
flores e frutos (B). Fotos do autor.
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2.2.1.1.1 Efeitos Bioldgicos de Jatropha gossypiifolia

Jatropha gossypiifolia tem sido utilizada na medicina popular com diferentes
finalidades terapéuticas (Tabela 2). As folhas sdo usadas in natura ou em compressa e tém
efeitos anticoagulante (ODUOLA et al., 2005), anti-inflamatério (OLIVEIRA et al., 2010),
antimalarico (JANSEN et al., 2010) e antimicrobiano (KUMAR et al., 2006; DHALE;
BIRARI, 2010; GAIKWAD et al., 2012). O cha das folhas é usado como antitérmico e o
extrato foliar pode ser usado em banhos na cicatrizacdo de feridas cutaneas (AMOROZO
et al., 1988). Esta ultima atividade foi comprovada cientificamente em ratos (SANTOS et
al., 2006). Além disso, em algumas regibes do Brasil as folhas sdo usadas de forma
ritualistica por ser considerada venenosa e pelas bezendeiras para tirar mal olhado
(MATOS, 2004).

As folhas também sdo usadas para vertigem, constipacdo, diarreia, purgante,
doencas de pele, cancer, dor de estdmago, coceira; edemas, doencas venéreas (MARIZ et
al., 2010; SABANDAR et al., 2013) e possuem acdo inseticida (VALENCIA et al., 2006).

A raiz e o caule possuem acdes anticancerigena, citotoxica (MATOS, 2004,
NAZEEMA; GIRIJA, 2013), antimalarica, leishmanicida, antimicrobiana, inseticida e
moluscicida (SABANDAR et al., 2013). Em camundongos, foi verificada acdo anti-
inflamatdria das raizes (BHAGAT et al., 2013). As sementes e os frutos sdo usados contra
gripe e como purgantes (SABANDAR et al., 2013). Adicionalmente, Apu et al. (2013b)
verificaram que o extrato metandlico dos frutos em camundongos resultaram em efeitos
sedativo, analgésico e antidiarreico.

O 6leo em especial pode ser utilizado no combate a Ulcera e micoses, além de ter

efeito purgativo e laxante (SABANDAR et al., 2013). Adicionalmente, ressalta-se o0 seu
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potencial para producdo de biocombustivel (OLIVEIRA et al., 2009) e para o fabrico de
sab0es, tintas, iluminacao e como lubrificante (MATQOS, 2004).

O latex é moluscicida (combate a vetores) (MATOS, 2004) e bactericida (ROCHA;
DANTAS, 2009), além de ser util contra feridas e mordidas de animais pegonhentos
(SANTOS et al., 2006). No sul da Nigéria, o latex é utilizado para reduzir o sangramento
nasal. Em estudos com ratos albinos, o latex ndo mostrou efeitos adversos sobre as funcdes
do figado, rim e medula 6ssea (ODUOLA et al., 2007). Além disso, o latex é aplicado

sobre as gengivas e dentes para curar gengivite e piorreia (PUNJAIJI, 2012).
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Tabela 1. Efeitos biolégicos dos extratos de raiz, caule, folhas, frutos, sementes, 6leo e

latex de Jatropha gossypiifolia.

Efeito bioldgico do

Parte vegetal

Referéncias

extrato
Anti-inflamatorio Folhas e Latex 12, 13, 14, 22
Antimalarico Raiz, Caule, Folhas e Latex 9,11, 12, 14, 22

Antimicrobiano
Antitérmico

Antioxidante

Raiz, Caule, Folhas e Latex
Folhas
Folhas

4,8,10, 12, 16, 18, 22
1
15, 20

Antitumoral Raiz, Caule e Folhas 3,9, 12,14, 20, 22
Antiviral Caule e Folhas 12
Cicatrizante Caule, Folha e Latex 5,12,13

Citotoxico Raiz, Caule, Folha e Latex 9,12, 14, 16, 17, 19, 22
Constirpacgédo Folha 22

Diarreia Raiz e Folha 22

Dor dente Toda planta 22

Gripe Frutos e Sementes 22

Gonorreia Raiz 14
Hipotensor Caule e Folha 6

Inseticida Raiz, Caule e Folha 7, 12,14, 22
Leishmanicida Raiz, Caule e Folha 2;12,14, 22
Lepra Raiz e Oleo 12,14, 22
Micoses Oleo 22
Moluscicida g:rirfériggflz(t)elz?(a, A, 3,9,12,14, 22
Piscicida Folha 21

Purgantes Folha, Fruto, Sementese Oleo 22

Sedativo Raiz e Folha 12
Toxicidade Egtueli, Folha, Fruto, Sementes e 12
Tripanomicida Raiz 2

Ulceras Oleo 22

1 Amorozo et al. (1988); 2 Schmeda-hirschmann; Razmilic (1996); 3 Matos (2004); 4 Kumar et al. (2006); 5 Santos et al. (2006); 6 Servin et al. (2006); 7 Valencia et al.
.8 . L 9* .10 . Rirari .11 . 12* : .13 Afivei . 14*

(2006); “ Rocha; Dantas (2009); ¥ Zhang et al. (2009); =~ Dhale; Birari (2010); == Jansen et al. (2010); Mariz et al. (2010); = Oliveira et al. (2010); Devappa

etal. (2011); 1° Narayanaswamy; Balakrishnan (2011); 16 Sanidin et al. (2011); 17 Falodun et al. (2012); 18 Gaikwad et al. (2012); 12 Apu et al. (2013a); 20 Nazeema;

Girija (2013); 2 Pratap; Singh (2013); 22" sabandar et al. (2013); (*) Artigos de Revisao.
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Apesar das diferentes propriedades medicinais, J. gossypiifolia possui também
varias desvantagens. O extrato foliar, por exemplo, provoca mobilizacdo do calcio
intracelular, promovendo efeito hipotensor (SERVIN et al., 2006). Em ratos tratados com o
extrato etandlico de partes aéreas (folhas e caules), foi demonstrada toxicidade aguda oral
relativamente baixa (MARIZ et al., 2006), entretanto, uma importante toxicidade cronica
foi observada por MARIZ et al. (2008).

Em ovinos, as folhas de J. gossypiifolia provocaram perturbaces digestivas,
pulmonares, cardiacas, hepaticas e renais (OLIVEIRA et al.,, 2008). O extrato foliar
também provocou toxicidade em Artemia salina (APU et al., 2013a). Adicionalmente,
flavonoides como apigenina (obtidos do extrato etandlico foliar) e o latex provocaram uma
reducdo significativa de acetilcolinesterase no tecido nervoso de peixes de agua doce,
como Channa marulius (SINGH; SINGH, 2005) e C. punctatus (PRATAP; SINGH, 2013).

De um modo geral, as diferentes partes de J. gossypiifolia que sdo utilizadas na
medicina popular podem ser tdxicas. Desta forma mais estudos toxicolégicos dessa planta

devem ser realizados para garantir maior eficacia e seguranca na sua utilizacdo terapéutica.
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2.3 Compostos Quimicos e Efeitos Biologicos

Diferentes fitoquimicos como peptideos ciclicos, terpenos, alcaloides, taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas, fenois entre outros foram obtidos a partir dos extratos
de folhas, caule, raiz, oleo e latex de espécies de Jatropha. Esses compostos apresentam
uma gama de atividades biologicas com propriedades toxicas, citotdxicas, antitumorais,
antioxidantes, anti-inflamatdrias, cicatrizantes, moluscicida, entre outras comprovadas

(DEVAPPA et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

2.3.1 Peptideos Ciclicos

Os peptideos ciclicos (PCi) sdo compostos formados principalmente por ligacdes
peptidicas de 2-37 amino&cidos e sdo bastante estaveis a degradacdo enzimatica devido a
ndo exposicdo dos grupos C, N-terminal a exopeptideos (WU et al., 2007).

A conformacdo ciclica dos PCi permite que os mesmos atravessem as membranas
biolégicas mais rapidamente do que os peptideos lineares (SAKAI et al., 1996).
Provavelmente, esse fato poderia explicar a atividade antibacteriana dos PCi, curcaciclinas
A e B, obtidos do latex de J. curcas L., embora também tenham apresentado atividade
toxica em Artemia salina Leache e citotoxica em cultura celular de cancer ovariano
humano (OVCAR 3) (INSANU et al., 2012). Outros PCi, como as integrinas A e B, do
latex de J. integerrima Jacq. também apresentaram atividade citotoxica em culturas
neuronais e nas células de melanoma humano (IPC-298) (MONGKOLVISUT et al., 2006).

Segundo Mongkolvisut et al. (2006), os PCi integrinas A e B poderiam interferir na
montagem dos microtubulos, consequentemente afetando a proliferacdo celular. Essa a¢ao
antimitotica foi previamente confirmada para trés PCi, celogentinas A, B e C, extraidos de

sementes de Celosia argentea L. (KOBAYASHI et al., 2001). Neste estudo, esses
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compostos inibiram a polimerizacéo de tubulinas como o antitumoral vinblastina. A sintese
do composto celogentina C reforcou a atividade citotoxica em cultura de células tumorais,
incluindo leucemia (SR), melanoma (MDA-MB-435) e mama (HS 578T e MDA-MB-468)
(MA et al., 2010).

Investigacdes do latex de J. chevalieri Beille, J. gossypiifolia L., J. macrorhiza
Benth., J. multifida L., J. podagrica Hook e J. mollissima (Pohl) Baill também resultaram
no isolamento de PCi com atividades citotdxica, antimalarica e antimicrobiana

reconhecidas (SABANDAR et al., 2013).

2.3.2 Diterpenos

Os terpenos (monoterpenos, diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos) sao
compostos formados por arranjos lineares de unidades de isopreno, seguida por ciclizagdo
e rearranjos do esqueleto de carbono. Entre os terpenos, os diterpenos obtidos a partir de
raizes, caules, folhas e Oéleo das espécies de Jatropha apresentam atividades
antimicrobiana, antitumoral, citotdxica, moluscicida e inseticida (SCHMEDA-
HIRSCHMANN; RAZMILIC, 1996; DAS et al.,, 2009; AIYELAAGBE et al., 2011;
KANTH et al., 2011; DEVAPPA et al., 2012; OSKOUEIAN et al., 2012a,b).

O diterpeno tigliane conhecido como éster de forbol, isolado de todas as partes de J.
curcas, exceto do latex, bem como do 6leo de J. gossypiifolia, € um analogo do
diacilglicerol, que ativa a proteina quinase C (PKC). Contudo, o éster de forbol promove
superexpressdo da PKC, aumentando o processo de proliferacdo celular e a eficicia de
carcindgenos (DEVAPPA et al., 2010). Em outros trabalhos, foi verificada a citotoxicidade
do éster de forbol de J. curcas que resultou na ativacdo de caspases e apoptose em

linhagens de hepatdcitos humanos (Chang), células de rim de macaco africano (Vero),
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cancer de mama humano (MCF-7) e céancer de colo uterino humano (HeLa)
(OSKOUEIAN et al., 2012a,b).

Diferente do éster de forbol, o diterpeno jatrofane atuou de maneira similar aos
inibidores de PKC, resultando no relaxamento da musculatura lisa da veia porta e uterina
em camundongos (SILVA et al., 1995). Essa atividade foi observada para extrato foliar de
J. gossypiifolia, que reduziu a concentragdo de calcio e provocou o relaxamento da
musculatura lisa em camundongos, justificando a sua utilizacdo para contracfes
espasmodicas e colicas uterinas na medicina popular (PAES et al., 2012). Além disso,
como a PKC é dependente de calcio para a sua ativacdo e proliferacao celular (ALBERTS
et al., 2010), a atuacdo de jatrofane ao diminuir a concentracdo de célcio e inibir a PKC,
provavelmente reduziu o indice mitdtico (SILVA et al., 1995). Adicionalmente, compostos
similares ao jatrofane obtidos de Euphorbia semiperfoliata Viv. e de E. dendroides L.
inibiram a reorganizacdo da rede de microtubulos essenciais as funcdes celulares

(MIGLIETTA et al., 2003; PESIC et al., 2011).

2.3.3 Metabdlitos Secundarios

Os compostos produzidos pelas plantas tém sido separados em metabolitos
priméarios (MP) e secundarios (MS). Os MP, por definicdo, sdo macromoléculas (agucares,
aminoéacidos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos) encontradas em todas as células
vegetais e sdo necessarias para as funcBes bésicas como a respiragdo, fotossintese e
biossintese de aminoacidos essenciais para a vida da célula (RAVEN et al., 2007; FILHO,
2010). Os MS, ao contrério, sdo moléculas restritas em sua distribuicdo, tanto dentro
quanto entre diferentes espécies de plantas e participam das interacdes intra e intercelular

do préprio organismo ou com células de outros organismos (FILHO, 2010).

29



Os MS apresentam diversas fungdes nas plantas como: (1) sinais quimicos, que
permitem a planta responder a estimulos do ambiente; (2) defesa contra herbivoros,
patdgenos ou competidores; e (3) protecdo contra a radiacdo solar. As trés principais
classes de MS sdo os alcaloides, terpenoides e compostos fendlicos (flavonoides, taninos e
ligninas), originados dos MP (RAVEN et al.,, 2007), principalmente, a partir do
metabolismo da glicose, que resulta em diferentes vias (OOTANI et al., 2013). Segundo
estes autores, a via do acido chiquimico formara os MS como os alcaloides, ligninas,
cumarinas e taninos e a via do mevalonato dard origem aos terpenoides e esteroides. A
combinacdo de uma unidade do &cido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato ou
derivados destes, podera resultar na producdo de antraquinonas, flavonoides e dos taninos
(OOTANI et al., 2013).

Em Jatropha, os MS resultaram em atividade antioxidante nos extratos de raizes,
caules, folhas e sementes de J. curcas, J. gossypiifolia, J. multifida e J. podagrica a partir
de diferentes solventes (aquoso, etandlico, metanodlico, éter de petroleo, cloroférmio,
acetato de etila e de metanol/n-butanol) (SHAHWAR et al., 2010; NARAYANASWAMY;
BALAKRISHNAN, 2011; NWOKOCHA et al., 2011; JAIN et al., 2013; NAZEEMA,
GIRIJA, 2013). Entre os antioxidantes, os taninos sao 0s mais abundantes nas raizes, caule,
folhas e sementes das espécies citadas de Jatropha, seguido pelas saponinas, alcaloides,
flavonoides e fendis (NWOKOCHA et al., 2011; JAIN et al., 2013).

Atividade bactericida também foi evidenciada a partir dos extratos foliares e caules
em diferentes solventes (aquoso, etanolico, metanolico, éter de petrdleo e cloroformio) de
J. gossypiifolia, J. curcas e J. variegata (DABUR et al., 2007; IGBINOSA et al., 2009;
DHALE; BIRARI, 2010; SETH; SARIN, 2010; PUROHIT; REENA, 2011). Essa

atividade foi analisada pela a¢do dos taninos, que precipitam proteinas da parede celular e
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impedem a sintese proteica, e das saponinas que alteram a permeabilidade da parede
celular, facilitando a entrada de substancias toxicas (IGBINOSA et al., 2009).

Outros MS, como alcaloides e cumarinas, podem danificar o DNA apresentando
propriedades citotoxicas e antiparasitarias. Esses compostos podem atuar de maneira
similar aos agentes alquilantes, que realizam ligacfes covalentes com 0 DNA e provocam
mutacdes. Alcaloides atuam também como agentes intercalantes do DNA, que estabilizam
a dupla hélice e prejudicam o processo de replicacdo, levando a morte celular. Esses
compostos podem inibir a Topoisomerase | ou Il essencial para o processo de replicagéo,
impedindo a divisdo celular (WINK, 2012).

Adicionalmente, alcaloides como a vincristina e vimblastina interferem com o
processo de polimerizacdo dos microtubulos (SILVESTRI, 2013). Em Jatropha, os
alcaloides apresentaram atividades antibroncoconstritora, antiarritmica; antitumoral
(ZHANG et al., 2009); antimalarica (INBANESON et al., 2012); antimicrobiana e
citotoxica (DEMISSIE; LELE, 2013). O efeito citotoxico também foi avaliado em células
tumorais pela atividade do flavonoide apigenina, que é encontrado nas folhas de J.
gossypiifolia. Apigenina promove quebras de fita dupla no DNA (DSB), que foram
confirmadas pela ativacdo de enzimas de reparo de DSB, como Ataxia Telangiectasia
Mutada (ATM) e Histona H2AX Fosforilada (yH2AX) dependentes da proteina quinase
delta (PKC3) (ARANGO et al., 2012).

Substancias de diversos grupos foram identificadas nas diferentes partes de J.
gossypiifolia com varios tipos de solventes, sendo o etanol o principal extrator (Tabela 1).
Nas sementes, foram encontrados acidos organicos, aminoacidos, agUcares, ésteres de
forbol, peptideos ciclicos, oleos, saponinas e diterpenos; no latex, alcaloides, fenois,

terpenos e peptideos ciclicos; nos caules, folhas e raizes foram evidenciados esteroides,
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fenais, taninos, 6leos, monoterpenos, diterpenos, triterpenos e sesquiterpenos (PERTINO
et al., 2007; DEVAPPA et al., 2010; MARIZ et al., 2010; SABANDAR et al., 2013).

Os principais constituintes ativos de J. gossypiifolia sdo os diferentes tipos de
diterpenos como tigliane (6leo das sementes), jatrofolona A e B (raiz e folhas), latriane

(raiz) e jatrofane (toda planta) (FALODUN et al., 2012; SABANDAR et al., 2013).
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia, com respectivos
solventes extratores e partes vegetais.

(“continua”)
Grupo Substancia Parte vegetal Solvente Extrator Referéncias
Acido araquidico - 6,15
Acido araquidénico Eter de petroleo 6
Acido beénico - 6
Acido caprilico Eter de petroleo 6
Acido estearico - 6
. Acido lignocérico - 6
Acidos Acido linoleico Sementes Eter de petréleo 6
Graxos o o
Acido miristico - 6
Acido oleico Eter de petréleo 6
Acido palmitico - 6
Acido palmitoleico - 6
Acido ricinoleico - 6
Acido verndlico Eter de petréleo 6
Arabinose - 6
Acucares Ramnose Sementes - 6
Xilose - 6
Alcaloides Jatrofina Folhas e Raizes  Agua 6
Etanol
- Folhas Metanol 12
Agua
i Folhas C}I%roférmio e metanol  ©
- Sementes Eter de petréleo 6
- Létex - 6
Etanol
- Caule Metanol 13
e _AlcaloidesA,BeC___ - _________ ' >
Acido aspartico
Acido glutamico
Alanita
Arginina
Cistina
Aminoacidos  Glicina Sementes - 6
Isoleucina
Leucina
Metionina
Prolina
Treonina
e Nalina
Cleomiscosina A Caule Hexano-Etanol 6
Cumarinas Cumarir]a - . :
(7,8-dihidroxi-6- Raiz Acetato de etila 6
metoxi-cumarina)
Fraxetina Raiz Acetato de etila 5,6

5% Zhang et al. (2009); * Mariz et al. (2010); 12 Nazeema; Girija (2012); 13 Nazeema; Girija (2013); 15™ Sabandar et al. (2013). (-) Nao-informado; (*) Artigos de

Reviséo.
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia, com respectivos
solventes extratores e partes vegetais.

(“Continuacédo”)

Grupo Substancia Parte vegetal Solvente Extrator Referéncias
' Toda a planta Cloroférmio e 6
. Propacina Metanol
Cumarinas } ) 5
Toda a planta - 15
SO Toda planta Cloroférmio e metanol 6
Toda planta - 5
; - Diclorometano:metanol 10
Toda planta - 15
Raiz e folhas Etanol 6
- 6
Jatrofolona A
Raiz _ 15
- 4
Raiz e Folhas B! 6
Acetato de etila 6
Jatrofolona B
Raiz ) 15
Diterpenos - 4
Raiz Etanol 6
Raiz - 15
Jatrofona - 5
Raiz - 10
- 2
Eter de petréleo 6
Cloroférmio
- 5
2 o, -OH-Jatrofona Raiz
- 10
- 15
- 5
: - 10
2B -OH- Jatrofona Raiz
- 15

2 schmeda-Hirschmann; Razmilic (1996); 4 Pertino et al. (2007); 5* Zhang et al. (2009); 6 Mariz et al. (2010); 10" Devappa et al. (2011); 15* Sabandar et al. (2013). (-)

Né&o-informado; (*) Artigos de Revisdo.
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia, com respectivos
solventes extratores e partes vegetais.

(“Continuagao”)
Grupo Substancia Parte vegetal Solvente Extrator Referéncias
Latriane Raiz - 511
Latriane Raiz - 10
Qurcusone Be Caule e folhas - 10
jatrofane
purcusone B Toda planta - 10
jatrofane
- Metanol 9
Diterpenos Jatrofane - - 10
Folha Etanol, Metanol e Agua 7
Raiz - 15
. Folha Etanol, Metanol e Agua 7
Caules
Folhas Etanol _6_ __________________
. Etanol
Triterpenos - Caules e Folhas Metanol 6, 12
Estigmasterol Caule Metanol g |
Caules e Folhas  Etanol 12
Terpenoides - Caules e Folhas  Metanol 12
Folha Agua 7
Caule Agua 13
Folha Etanol
Folha Metanol 7
Caules e Folhas  Etanol
Latex -
Caules e Folhas  Etanol e metanol 6
Esteroides - Folhas Etanol e aguoso
Folhas e Caule Hies), BRI 12
Metanol
Latex - 12
Caules e Folhas Mg, [Hnd @ 8
Metanol
Latex - 8
Aguoso, Etanol,
_ g:ﬁqlsrslieiomas Metanol, Eter de 6
Fendis - petréleo
Latex - 6

5* Zhang et al. (2009); 6 Mariz et al. (2010); 7 Seth; Sarin (2010); 8 Narayanaswamy; Balakrishnan (2011); 9 Sahidin et al. (2011); 10* Devappa et al. (2011); 1

Falodun et al. (2012); 12 Nazeema; Girija (2012); 13 Nazeema; Girija (2013); 15* Sabandar et al. (2013). (-) N&o-informado; (*) Artigos de Reviso.
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia, com respectivos
solventes extratores e partes vegetais.

(“Continuagdo™)
Grupo Substancia Parte vegetal Solvente extrator Referéncias
Fitotoxinas - Folhas Agua 6
Folhas Etanol 6
Folhas Etanol 14
Apigenina
Folhas - 5
Folhas - 15
- Folha Agua, Etanol e Metanol 7
Caules Etanol 6
Folhas Etanol 6
Acido ferdlico Raizes Acetato de Etila 6
Diidroprasantalina ~ Toda a planta - 6
Flavonoides ] Raizes, Caulese )
Gadaina Sementes Eter de petroleo 6
EEEs|I Caule Hexano 6
Gossipifana Partes aéreas Eter de petroleo 6
Isogadaina Caule Eter de petr6leo 6
Agua
- Caule Etanol 13
Metanol
Folhas Etanol 6
Isovitexina Folhas . 5
Vitexina
Folhas - 15
Glossipidieno Caule A 5
Jatrodieno
Jatrofana Caule - 5
Jatrodieno Caule, Raiz e Eter de petr6leo 6
Sementes ]
Jatrofana Caule, Raiz e Eter de petréleo
5
Sementes Etanol
Ligninas Jatrofana Caule, Raiz e Eter de petroleo 6
Sementes Etanol
2-Piperonilideno-
3-veritril-3R- Toda a planta - 6
ybutirolactona )
Prasantalina Partes aéreas Eter de petroleo 6
Tetradecil ferrulato  Raizes Etanol 6
Jatrorinas Ae B Toda planta - 5
) Raiz e folhas Agua e Etanol 6
Sementes Eter de petroleo

5% Zhang et al. (2009); 6™ Mariz et al. (2010); 7 Seth; Sarin (2010); 13 Nazeema; Girija (2013); 14 Pratap; Singh (2013); 15* Sabandar et al. (2013). (-) Nao-informado;

(*) Artigos de Reviséo.
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Tabela 2. Principais constituintes quimicos de Jatropha gossypiifolia, com respectivos

solventes extratores e partes vegetais.

(“Conclusao”)
Grupo Substancia Parte vegetal Solvente extrator Referéncia
Acido ascorbico  Latex - 6
il Sementes - 6
outros Forbol )
(12-dioxi, Sementes Agua 6
16hidrdxiforbol)
Sitosterol (j3- )
Sitoserol) _______Sememes °
. ) . Agua, Etanol e
Cicloglossina A Latex Acetato de Etila 6
1
Cicloglossina A Latex -
15
Peptideos Cicloglossina A Latex - 5
Ciclicos 6
Cicloglossina B Latex - 3
Cicloglossina B Latex - 15
Cicloglossina B Latex - 5
____________________________________ Eter de petréleo
Saponinas ) Sementes Etanol e Butanol- 6
- Fola Agua, Etanol e Metanol 7
Raiz e folhas Etanol
) Folhas Agua 6
Taninos Caules e Folhas Etanol
Caules Metanol )
- Folha Etanol, Metanol e Agua 7

1 Horsten et al. (1996); 3 Auvin-Guette et al. (1997); 5* Zhang et al. (2009); 6* Mariz et al. (2010); 7 Seth; Sarin (2010); 15* Sabandar et al. (2013). (-) N&o-informado;

(*) Artigos de Revisdo.
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2.4 Controle do Ciclo Celular

O ciclo celular é dividido em quatro fases: G1, S, G2 e M. G1 (do inglés, gap)
correspondendo ao intervalo na qual as células se preparam para o processo de replicacao
do DNA. A fase S (Sintese) é definida como aquela em que ocorre a sintese do DNA
enquanto G2 ¢ a fase durante a qual a celula se prepara para o processo de diviséo celular.
Por sua vez, a fase M compreende dois eventos principais: a divisdo nuclear, ou mitose,
durante a qual os microtdbulos ligam-se ao cinetécoro das cromatides-irmas, segregando-
as em dois ndcleos-filhos; enquanto a divisdo citoplasmatica, ou citocinese, quando a
prépria célula se divide em duas. Para que estes eventos ocorram de forma correta, o ciclo
celular é submetido ao sistema de controle que envolve, principalmente, a interacdo entre
ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKSs); proteinas inibidoras de CDKs (CKIl) e

a desfosforilacdo pelas fosfatases (ALBERTS et al., 2010; TANK; THAKER, 2011).

2.4.1 Ciclinas e CDKs

O ciclo celular é regulado por complexos proteicos compostos de duas
subunidades: uma ciclina e uma quinase dependente de ciclina (CDK). As ciclinas
correspondem a uma familia de proteinas que sdo sintetizadas e degradadas em pontos
especificos do ciclo celular e que regulam a progressdo do mesmo por suas interacbes com
CDKs especificas. As CDKs correspondem a uma familia de quinases proteicas que
quando ativadas por ciclinas, fosforilam fatores de transcri¢cdo cuja atividade é necessaria
para um estagio especifico do ciclo celular (TANK; THAKER, 2011).

Em plantas, existem trés principais classes de ciclinas envolvidas na regulacdo do
ciclo celular. Ciclina do tipo A (CYCA), tipo B (CYCB) e Tipo D (CYCD). O complexo

CYCDI/CDK controla a transicdo de G1/S, resultando na transcri¢cdo de genes envolvidos
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na replicacdo do DNA. CYCB/CDK controla a transicdo G2/M, enquanto CYCA/CDK
provavelmente auxilia também na manutencdo da fase S e na transicdo de G2/M. Além das
ciclinas, os principais tipos de CDKs nas células vegetais sdo: (1) CDKD promove a
transicdo de GO para G1; (2) CDKA promove a transicdo de G1/S e G2/M; e (3) CDKB,

transicdo de G2/M (VEYLDER et al., 2007; TANK; THAKER, 2011).

2.4.2 Inibidores de CDKs

Os complexos ciclina-CDK podem ser regulados pela ligacdo de proteinas
inibidoras de CDKs (CKIs) que provocam rearranjos na estrutura do sitio ativo da CDK,
tornando-o inativo. As células usam as CKls primordialmente para auxilia-las na regulacéo
das atividades entre as ciclinas de G1 e S com as CDKs no inicio do ciclo celular
(ALBERTS et al., 2010). Contudo, varios CKI foram descritos na literatura impedindo a
transicdo das fases G1/S e G2/M, como observado com a olomoucina em células animais
(VESELY et al., 1994) e vegetais (BINAROVA et al., 1998).

Resultados similares a olomoucina foram observados com o inibidor W7 de
proteina quinases dependente de calcio/calmodulina (CaM-quinases) em raizes de A.
thaliana (SHEREMET et al., 2010). Adicionalmente, distdrbios na progressao da mitose e
reducdo do indice mitotico foram observados com a ligacdo de W7 aos dominios da
calmodulina em Nicotiana tabacum (SHEREMET et al., 2012) e com a inibi¢do da PKC
com o inibidor estaurosporina em Arabidopsis thaliana (SHEREMET et al., 2010) e em N.

tabacum (SHEREMET et al., 2012).

2.4.3 Inibidores de Fosfatases

39



O processo de fosforilagéo realizado pelas CDKSs ocorre durante as fases G1, S, G2
até a metafase, enquanto a transicdo da metafase para anafase € realizada pelo complexo
promotor da anafase (APC), que promove a protedlise de ciclinas e inativam as CDKSs na
célula. O resultado € que muitas proteinas que foram fosforiladas serdo desfosforiladas por
varias fosfatases presentes na anafase, que sdo necessarias para a conclusdo da fase M e da
citocinese (ALBERTS et al., 2010). Inibidores de fosfatases, como a Microcistina-LR
(MCY-LR) de cianobactérias, por exemplo, provocaram hipercondensacdo dos
cromossomos mitdticos e alteracdes nas fibras do fuso mitético, gerando perdas
cromossémicas e micronucleos em células meristematicas de Vicia faba (BEYER et al.,
2012). Segundo estes autores, 0 mesmo inibidor de fosfatase (MCY-LR) alterou também a
formacdo dos microtubulos do fragmoplasto, retardando a divisdo celular de V. faba.

Em outro estudo, foi relatado que a formacdo de microtibulos do fragmoplasto e a
citocinese estdo associadas com a fosforilacdo (CDKSs) e a desfofosforilacdo (fosfatases) de
proteinas como observados na mitose de N. tabacum. Desta forma, falhas na fosforilacao
ou desfosforilacdo podem interferir com a citocinese causando mitoses incompletas

(SASABE et al., 2011).

2.4.4 Microtubulos

Os microttbulos (MTs) sdo formados a partir da polimerizacdo das subunidades
ap-tubulinas e entre outras fungbes desempenham um papel fundamental no ciclo mitético
durante a fase M, permitindo a correta separacdo das crométides-irmas e a formagéo de
duas células filhas idénticas (ALBERTS et al., 2010). No entanto, interferéncias no
equilibrio entre a polimerizacdo e despolimerizacdo das tubulinas impedem a funcéo

adequada dos MTs e podem conduzir a morte celular (SILVESTRI, 2013).
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Em plantas, além dos MTs mitoticos, existem os microtdbulos corticais (MC) que
sdo formados na intérfase e posicionados ao longo da superficie interna da membrana
plasmatica e controlam a morfologia celular. Apds a transicdo da intérfase para profase, 0s
MC e filamentos de actina séo remodelados para a banda pré-profasica (PPB), que define o
local onde a placa celular sera montada. A montagem da placa celular comeca no final da
anafase e é orientada por uma estrutura denominada fragmoplasto, que contém MTs
derivados do fuso mitético, formando os nucleos filhos (RAVEN et al., 2007).

Devido a sua importancia na mitose e divisdo celular, agentes antimitoticos que
interferem com a funcdo dos MTs continuam a ser um alvo para o desenvolvimento de
novas drogas anticancerigenas. Os antimitdticos podem ser classificados em dois principais
grupos: (1) desestabilizadores de MTs que se ligam as tubulinas, inibindo a sua
polimerizacdo, e (2) estabilizadores, que inibem a despolimerizacdo das tubulinas
(JORDAN; WILSON, 2004).

Entre os desestabilizadores, destacam-se os alcaloides da vinca, vincristina e
vimblastina (SILVESTRI, 2013), a colchicina (BRANDAO et al., 2010) e a 8-
hidroxiquinoleina (GUERRA; SOUZA, 2002). Na classe dos estabilizadores destacam-se
0s taxanos, paclitaxel e derivados, que se ligam com bastante afinidade as B-tubulinas que
fazem parte dos MTs (SILVESTRI, 2013).

Adicionalmente, outras substancias quimicas sintéticas ou naturais podem
apresentar funcGes similares aos antimit6ticos citados e alterar a montagem das fibras do
fuso, podendo ainda atuarcomo agentes genotoxicos. Estas interferéncias podem ser

avaliadas por diferentes ensaios, como o sistema-teste Allium cepa L. (PING et al., 2012).

2.5 Sistema-Teste Allium cepa
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Considerando que os testes de toxicidade em animais levam a morte dos mesmaos,
alternativas para andalise deste potencial devem ser consideradas. Neste sentido, testes de
genotoxicidade utilizando o sistema-teste A. cepa mostraram correlagdo com o sistema-
teste de mamiferos (RANK; NIELSEN, 1994), indicando o seu uso como uma alternativa
para 0 monitoramento do potencial genotdxico de compostos quimicos (FACHINETTO et
al., 2007).

Allium cepa destaca-se entre outras plantas por apresentar cromossomos maiores e
namero reduzido (2n = 16) (FISKESJO, 1985) e alta sensibilidade em detectar agentes
quimicos e ambientais (LEME; MARIM-MORALES, 2009). O sistema-teste A. cepa é de
facil manuseio e apresenta-se como um bioindicador para o primeiro screening da
genotoxicidade, devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros
testes de genotoxicidade, auxiliando em estudos de prevencdo de danos a salude humana
(BAGATINI et al., 2007).

Esse sistema-teste permite avaliar os potenciais toxico, citotoxico, genotoxico e
mutagénico da substancia testada (LEME; MARIM-MORALES, 2009). O potencial toxico
pode ser estimado mediante avaliagdo do crescimento radicular (PAWLOWSKI et al.,
2012), enquanto o efeito citotoxico mediante verificagdo do indice mitético. A
genotoxicidade, por sua vez, é avaliada mediante analise de células meristematicas com
alteracdes cromossomicas (AC). Estas alteracbes podem ser resultantes de efeitos
aneugénicos  (C-metafases, metafase com aderéncias cromossémicas, perdas
cromossémicas, anafases multipolares, células binucleadas, metafases poliploides, dentre
outras) ou de efeitos clastogénicos (fragmentos cromossdmicos e pontes cromossémicas).
A mutagenicidade é avaliada mediante analise de micronucleos (MN) que podem ser

resultantes de efeitos aneugénicos ou clastogénicos (MAZZEOQ et al., 2011).
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Alguns autores tém recentemente incluido outras alteracbes cromossdémicas em
células meristematicas de A. cepa. Tais alteracdes sdo referidas como anormalidades
nucleares (AN), que sdo caracterizadas por alteracdes morfoldgicas nos nucleos
interfasicos, como resultado da acdo dos agentes testados. Geralmente, estas alteracdes séo
observadas como nucleos lobulados, ameboides, células polinucleares, minicélulas, entre
outras (FERNANDES et al., 2007; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME;
MARIN-MORALES, 2008; 2009). Segundo Leme e Marin-Morales (2008), a presenca de
nucleos lobulados e células polimorfonucleares podem indicar um processo de morte
celular, pois essas anormalidades ndo sdo observadas nas células F; de A. cepa (células
derivadas da divisao mitotica de células meristematicas) (MA et al., 1995).

Alteracbes cromossdmicas e MN em células meristematicas e MN nas células F; de
A. cepa tém sido reportados na literatura como eficientes indicadores da acdo direta na
estrutura ou no nimero de cromossomos (LEME; MARIM-MORALES, 2009). Os MN séo
resultantes de quebras cromossémicas acéntricas ou de cromossomos inteiros que nao
foram incluidos no ndcleo principal. Assim, os MN representam perdas de cromatina em
consequéncia de dano cromossémico estrutural (acdo clastogénica) ou dano no aparelho
mitotico (acdo aneugénica) (FENECH et al., 2011).

Por outro lado, o tamanho do MN pode também ser utilizado para determinar se a
sua origem € clastogénica ou aneugénica. Esse método foi proposto por Yamamoto e
Kikuchi (1980), e mostrou-se eficaz para o sistema-teste A. cepa, por apresentar cariétipo
simétrico, que é homogéneo em relacdo ao tamanho cromossdmico. Esse metodo foi
aplicado com sucesso nos estudos de Leme e Marin-Morales (2008) e Fernandes et al.
(2007; 2009) quanto a origem dos MNs. No entanto, outras técnicas citogenéticas, tais
como bandeamentos cromossdmicos e hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), podem ser

aplicadas na caracterizacdo dos MNs (LEME; MARIM-MORALES, 2009; FENECH et al.,
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2011). Além disso, os MN podem ainda ser derivados da poliploidizacdo, situacdo na qual
eles originam-se a partir da eliminacdo do excesso DNA do ndcleo principal na tentativa de
restaurar as condi¢cdes normais de ploidia (FERNANDES et al., 2007; 2009) e a partir de
brotos nucleares (FENECH et al., 2011).

Além das células meristematicas, Ma et al. (1995) indicaram também uma alta
eficiéncia na utilizacdo de células F;, para contagem de MN, que quando comparadas as
células meristematicas, apresentam um alto grau de sincronia em intérfase. Apos o término
da divisdo mitotica das células meristematicas, os possiveis danos no DNA dessas células
seriam visualizados na forma de MN em suas células filhas, que nesse caso, correspondem
as células F1 (MA et al., 1995).

Ensaios com A. cepa tém sido utilizados no monitoramento de contaminantes de
agua e do solo, os quais representam riscos diretos ou indiretos para a populacdo humana
(MAZZEO et al., 2011), assim como nos estudos dos efeitos de extratos vegetais e
infusdes de plantas medicinais visando a deteccdo da citogenotoxicidade (AKINBORO et
al.,, 2011; PING et al.,, 2012). Contudo, trabalhos com esse modelo em Jatropha
(Euphorbiaceae) ainda sdo insipientes, restringindo-se principalmente ao 6leo de J. curcas

(BOTELHO et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos toxico, citotoxico, genotoxico e mutagénico do latex e dos

extratos foliares etandlico e aquoso com o sistema-teste Allium cepa e analisar o perfil

fitoquimico dos extratos foliares de J. gossypiifolia.

3.2 Especificos

1.

Investigar a potencialidade tdxica (tamanho médio de crescimento das raizes),
citotoxica (anadlise do indice mitético), genotdxica (analise de alteracbes
cromossémicas) e mutagénica de cinco diferentes concentracdes do latex e dos
extratos foliares, etandlico e aquoso, de J. gossypiifolia sobre células

meristematicas do sistema-teste de A. cepa.

Avaliar a mutagenicidade (presenca de micronucleos) nas diferentes concentracfes
do latex e dos extratos foliares de J. gossypiifolia sobre as células F; do sistema-

teste de A. cepa.

Avaliar o perfil fitoquimico dos extratos foliares de J. gossypiifolia e associa-los
com o0s possiveis efeitos toxicos, citotoxicos e genotdxicos sobre células

meristematicas do sistema-teste de A. cepa.
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4. CAPITULO I

Genotoxic Potential of the Latex From Cotton-Leaf Physicnut

(Jatropha gossypiifolia L.)

Artigo aceito pela revista Genetics and Molecular Biology.
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1. Introduction

For thousands of years, several plants have been used in popular medicine. Despite
being considered the main source of antimutagenics and antioxidants (Celik and Aslantirk,
2010) some of their phytochemicals may cause adverse reactions or have potential of
interacting with other medications, generating toxic, cytotoxic, mutagenic and genotoxic
effects (Pawlowski et al., 2012; Ping et al., 2012; Ray et al., 2013). However, for many of
them there is little information available regarding the potential health risks at short, mid-
or long term (Nunes et al., 2012).

Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae), commonly known as bellyache bush,
black physicnut or cotton-leaf physicnut, is a shrub that contains a characteristic latex
largely used for medicinal purposes, though in an empirical way (Cordeiro and Secco,
2014). The leaves are used in natura or in compresses, and are considered to have anti-
malarian (Jansen et al., 2010), insecticidal (Valencia et al., 2006), anti-inflammatory
(Oliveira et al., 2010) and antimicrobial (Dhale and Birari, 2010; Gaikwad et al., 2012)
properties. The root and stem have cytotoxic (Nazeema and Girija, 2013) anti-malarian,
leishmanicidal, antimicrobial, insecticidal, molluscicidal (Sabandar et al., 2013) and anti-
inflammatory (Bhagat et al., 2013) properties. The seeds and fruits are used against
influenza, and also as laxative (Sabandar et al., 2013), sedative, analgesic or anti-diarrheal
agents (Apu et al., 2013). The latex, in turn, is bactericidal (Gaikwad et al., 2012) and
molluscicidal (Matos, 2004). In Brazil, the topical application of latex in natura is
employed against wounds and bites of venomous animals (Stasi and Hiruma-Lima, 2002),
and its ingestion in diluted form is used for treatment of diarrhea by indigenous peoples
(Curto, 1993). In India, the solution of latex with mustard oil (Brassica campestris) and

clove oil (Syzygium aromaticum) is applied onto painful gum or teeth (Punjaji, 2012),
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whereas in the south of Nigeria it is used to reduce nosebleed and wounded skin (Oduola et
al., 2007).

Despite its medicinal properties, the latex of J. gossypiifolia in natura, in direct
contact with the skin, may produce caustic and irritating effects (Parente and Rosa, 2001).
Moreover, the aqueous extract of latex was shown to be toxic for fish as well as upon
intraperitoneal administration to house mice, presenting significant reduction of
acetylcholinesterase (AChE) inhibition in the first (Singh and Singh, 2012; Pratap and
Singh, 2013) and seizures in the latter (Singh and Singh, 2012). The inhibition of AChE
prevents the degradation of choline neurotransmitters, such as acetylcholine, and prolongs
the signal transmission through synapses. Consequently, it may lead to lethal paralysis by
hyperstimulation of the nervous system (Stansley, 1993). The toxic effect may be mainly
associated to cyclic peptides of the latex (Horsten et al., 1996; Auvin-Guette et al., 1997;
Pratap and Singh, 2013), which show cytotoxic activity, as related for other Jatropha
species (Sabandar et al., 2013). Therefore, complementary studies are still necessary for
the latex of J. gossypiifolia to be safely employed for medicinal purposes, starting with the
evaluation of its toxic potential.

Whereas the toxicity tests in animals lead to their death, alternative analysis should
be considered. In this sense, genotoxicity tests using the Allium cepa test system showed a
good correlation with the test system of mammals (Rank and Nielsen, 1994), indicating its
use as an alternative for monitoring the genotoxic potential of chemical compounds
(Fachinetto et al., 2007). Additionally, A. cepa stands out among other plants due to
presenting large chromosomes and in few number (2n = 16) in its cells (Fiskesjo, 1985).
Moreover, the A. cepa test system has high sensitivity in detecting chemical and
environmental agents (Leme and Marin-Morales, 2009). This system is easy to use and

presents itself as a suitable bioindicator for the first screening of genotoxicity, thanks to its
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low cost, reliability and concordance with other genotoxicity tests. This way it contributes
in the preliminary genotoxicity assessment of compounds for medicinal purposes (Bagatini
et al., 2007). Thus, the present work aimed at analyzing the toxic, cytotoxic and genotoxic

effects of the latex from J. gossypiifolia by means of the test system Allium cepa L.
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2. Material and Methods

2.1 Biological Material

Latex of J. gossypiifolia was collected from an adult plant in Recife (PE, Brazil) in
January 2013. Herbarium specimens containing leaves, flowers and fruits were stored in
the Afranio Fernandes at the State University of Piaui Herbarium (UESPI — Teresina,
Brazil); voucher specimen number: HAF 03111. The seeds of A. cepa (cv. Vale Ouro IPA
— 11) used in the bioassays were kindly provided by the Agronomic Institute of
Pernambuco (IPA, Recife, Brazil).

The latex of J. gossypiifolia was extracted following removal of the leaf petioles
using pruning shears, at 8 to 9 am. The latex was immediately stored in Falcon tubes
wrapped in aluminum foil in order to reduce the oxidation process. The latex was then
transported, in cooling box containing ice, to the Laboratory of Plant Genetics and
Biotechnology (Genetics Department, UFPE) where it was diluted in distilled water to
yield five different latex concentrations (1.25; 2.5; 5; 10 and 20 mL/L) to be used at A.

cepa assay.

2.2 Allium cepa Assay

One hundred seeds of A. cepa (cv. Vale Ouro IPA — 11) were germinated in Petri
dishes containing filter paper moistened with distilled water, at room temperature. When
the rootlets reached about 1 c¢cm in length, they were transferred to the five cited latex
concentrations (one dish for each concentration) for 24 h. Distilled water was used as

negative control (NC); MMS (methyl methanesulfonate 4 x 10* M), a drug with
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clastogenic activity, and the herbicide Trifluralin (0.84 ppm of the active agent), a
substance with aneugenic activity (Fernandes et al., 2007), were used as positive controls.
When rootlets reached about 1.5 cm length, the material was fixed in Carnoy
(ethanol:acetic acid 3:1, v/v) for 6-8 h, at room temperature, and stored at -20°C until slide
preparation.

For slide preparation, the root tips were washed three times in distilled water, for 5
min each time, and hydrolyzed at 60°C for 10 min in HCI 1N. After hydrolysis, the root
tips were again washed in distilled water and transferred to amber glass bottles containing
Schiff’s reagent, in which they remained for 2 h in the dark. After this time, the root tips
were washed until complete removal of the reagent, transferred onto slides, squashed with
one drop of 2% acetic carmine, and mounted with Entellan®.

Latex toxicity was evaluated according to the mean root length variation (in
centimeters) of 30 roots per treatment. The experimental unit consisted of one individual
root (one root per specimen). Cytotoxicity and genotoxicity were evaluated by scoring
5,000 meristematic cells (experimental unit: slide with 500 cells, with a total of 10
analyzed slides per treatment) under light microscope (400 x). The assessed aspects were:
(1) mitotic index (cytotoxicity) and (2) chromosome aberration index (genotoxicity). The
last one includes aberrations resulting from aneugenic effects (e.g. C-metaphases,
metaphase with chromosome adherences, loss chromosomes, multipolar anaphases,
binucleate cells, polyploid metaphases, and other aberrations) or clastogenic effects (e.g.
chromosome fragments in metaphase or anaphase, chromosome bridges and other
aberrations). Micronuclei can be result from either aneugenic or clastogenic effects.

Photographs of the best cells were taken in a Leica conventional microscope (DM
500) (1000 x), using a digital camera (Nikon 14.0 Megapixels). Images were adjusted for

brightness and contrast, in gray tones using Adobe Photoshop CS6.
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2.3 Statistical Analysis

The toxicity values were expressed as averages, whereas the values of cytotoxicity
and genotoxicity were expressed as frequencies. Statistical analysis to evaluate data
distribution with regard to normality was carried out by Lilliefors test (D) in the program
Assistat 7.7 (Silva and Azevedo, 2002), while homogeneity of variance was evaluated by
the Cochran test in the program BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007). Data which did neither
present normal distribution nor homogeneity were analyzed by the non-parametric test of
Kruskal-Wallis, followed by the a posteriori Student-Newman-Keuls test (p < 0.05) in the
program BioEstat 5.3 (Ayres et al., 2007). The data on cytotoxicity were the only
presenting normal distribution and homogeneity of variance, and were analyzed by the
parametric test of Scott-Knott (p< 0,05) in the program Assistat 7.7 (Silva and Azevedo,

2002).
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3. Results

The tests of toxicity and cytotoxicity carried out with seeds of A. cepa exposed to
the different concentrations of latex from J. gossypiifolia showed a significant reduction in
root mean growth and in mitotic index (MI) values of all tested latex concentrations, when
compared to NC, except for 1.25 mL/L. In these analyses, the reduction was partially or
entirely dose-dependent for root mean growth and in mitotic index, respectively (Table 1).

With regards to chromosome aberrations (CA), the increase in the total indexes
(Table 2; Figure 1) was highly significant when compared with NC results, except for the
10 and 20 mL/L concentrations. From these results, we may infer that J. gossypiifolia latex
has a genotoxic action. On the other hand, the non-significant CA frequencies found for the
higher latex concentrations (10 and 20 mL/L) may result from MI reduction with these
treatments.

When the chromosome aberrations were analyzed separately, metaphases with
chromosome adherences (Figure 1A) have been found in all the treatments carried out with
the latex; nevertheless significant NC related results were only recorded for the three lower
concentrations (1.25; 2.5 and 5 mL/L). The presence of C-metaphases (Figure 1B) was
significant only for 2.5 and 5 mL/L concentrations (Table 2). Both chromosome
adherences and C-metaphases are result from aneugenic mechanisms.

Other non-significant alterations in chromosome segregation during anaphase and
telophase were registered, such as chromosome losses (Figure 1C) and multipolarities
(Figure 1D-E; Table 2). Additionally, polyploid (Figure 1F) and binucleated cells (Figure
1G), nuclear buds (Figure 1H) and lobulated nuclei (Figure 11) have been found in all
analyzed treatments, although no significant alterations have been observed for any

concentration (Table 2).
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Chromosome fragments (Figure 1J) and chromosome bridges (Figure 1K; Table 2),
arising from clastogenic effects, were also registered, but only the presence of chromosome
bridges was significant for concentrations 1.25, 5 and 10 mL/L. Non-significant
micronucleus (Figure 1L) frequencies were also observed. This last type of aberration can

be due to either aneugenic or clastogenic effects.
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Table 3. Values of mean length for the root tips of Allium cepa and mitotic indexes in

meristematic cells, observed 24 h after Jatropha gossypiifolia latex treatment at different

concentrations.

Latex Treatment (mL/L)

Mean Root Length (cm)

Mitotic Index (%)

Distilled Water (NC)* 3.32+0.90 51.57 + 2.69a°
1.25 3.21+0.89 51.77 + 6.63a

2.43 + 0.64*** 44.33 £5.53h

2.11 £0.64** 36.70 + 5.27¢c

2.28 +0.85** 36.32 + 5.43c

1.87 £0.62** 22.02 +8.00d

MMS (4 x 10 M)? 2.78 £0.63 36.67 £ 7.11c
Trifluralin (0.84 ppm)? 2.38 £ 0.69** 23.00 + 2.76d

Inc: negative control. 2MMS (Methyl methanesulfonate): positive control. 3Trifluralin: positive control. 4Significant in the Kruskal-Wallis test with a

posteriori Student-Newman-Keuls test (* p < 0.05; ** p < 0.01). 5Scott-Knott test (p < 0,05; averages followed by the same lowercase letter are not

significantly different). The results refer to analysis of 5,000 cells per treatment.
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Table 4. Frequency of chromosome aberrations in meristematic cells of Allium cepa root tips, observed 24 h after Jatropha gossypiifolia latex

treatment at different concentrations.

Negative Control Latex Positive
Chromosome Treatment (mL/L) Control
Aberration . 1 i i
Distilled Water 1.25 25 5 10 20 ( 4';"1';"_?M) T(’(;fg[l“pgﬂ)'“
Chrc!\:lnecf?grgzszzmtrr;nces 0.66 +0.32 146 £0.47%2 129+0.68% 128+024** 086+035 0.76+0.34 0.11+0.18  3.25+ 186**
C-metaphases 0.02 +0.06 011+0.15 0.19+0.18* 0374025 011+015 0.09+0.16 007+0.10  0.39+0.55*
Chromosome losses 0.02 +0.06 015+017 015+019 006+012 014+011 0.13%0.17 0.00£0.00  0.08+0.10
Binucleated Cells 0.07 +0.10 004+012 000000 000+000 007+014  0.00%0.00 000£0.00 094129
Polyploid Cells 0.04+0.12 004+008 000£000 000+000 006+010 0.02+0.06 000£0.00  0.30+0.39
Multipolar Anaphases 0.00 +0.00 0.02£0.06  000£000 002+0.06  0.00+0.00  0.000.00 0.00£0.00  0.30+0.44
Lobulated Nucleus 0.00 + 0.00 000£0.00 006+0.18 002+0.06  002+006  0.000.00 0.02£0.06  5.28+3.85"
Nuclear Buds 0.07 +0.13 022+014 011024 031+027  014+019 017+0.24 013+0.15  1.24+0.64**
Micronucleus 0.35+0.31 0.66+053 077+056 093+093  057+032 046058 455255+ 218+ 127
Chromosome Fragments 0.02 +0.00 002£0.06  002+£006 007+017 002+006 002+0.06  0.17+0.06**  0.04%0,08
Chromosome Bridges 0.00 + 0.00 0.27£020% 0.09+013 022+0.24* 0.27+026% 0.04+0.08 0.00£0.00  0.19 +0.22%*
Total 1.25+0.62 209+103% 268+115% 328+135% 226+058 169+110 5054226 14.19+7.10%

IMms (Methyl methanesulfonate). 2*Significant in the Kruskal-Wallis test with a posteriori Student-Newman-Keuls test (* p < 0.05; ** p < 0.01). The results refer to analysis of 5,000 cells per treatment.
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Figure 3. Chromosome aberrations after Jatropha gossypiifolia latex treatment of Allium cepa
meristematic cells. (A) Chromosomal adherence (1.25 mL/L). (B) C-metaphase (5 mL/L). (C)
Metaphase with chromosome loss (2.5 mL/L). (D) Multipolar anaphase with chromosome bridges
(5 mL/L). (E) Multipolar telophase with chromosome bridges (5 mL/L). (F) Polyploid metaphase
(10 mL/L). (G) Binucleated cell (10 mL/L). (H) Nucleus with nuclear bud (5 mL/L). (I) Lobulated
nucleus (2.5 mL/L). (J) Metaphase with chromosome fragment (5 mL/L). (K) Anaphase with
chromosome bridge (10 mL/L). (L) Micronucleated cell (1.25 mL/L). Arrows in (C), (J) and (L)
indicate chromosome loss, chromosome fragment and micronucleus, respectively. Bar: 10 um (for
all pictures).
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4. Discussion

The latex of J. gossypiifolia is broadly used in popular medicine in many countries.
However, this plant has phytochemicals in its composition such as alkaloids and cyclic
peptides, which may be toxic to users (Singh and Singh, 2012; Pratap and Singh, 2013). In
the present study, the test system A. cepa was used to evaluate the toxic, cytotoxic and
genotoxic effects of different concentrations (1.25; 2.5; 5; 10 and 20 mL/L) of latex from J.
gossypiifolia. The concentrations tested were selected based on a usage concentration
recommended in popular medicine (approximately 10 mL/L, corresponding to one
tablespoon in one liter of water). Apart from the recommended concentration, others were
also tested based on results of latex toxicity in fish, which varied from 10 to 21.5 mL/L
(Singh and Singh, 2012; Pratap and Singh, 2013), but mainly on antimicrobial activity
data, which varied from 1.9 to 4.4 mL/L (Patil et al., 2012) for the latex of J. gossypiifolia
and from 0.5 to 10 mL/L for the latex of J. curcas (Arekemase et al., 2011).

The bioassays carried out here revealed dose-dependent toxicity (mean root growth)
and cytotoxicity (mitotic index) for all analyzed treatments except for the lowest
concentration (1.25 mL/L). These effects may be attributed to various chemical substances
present in the latex of J. gossypiifolia, mainly cyclic peptides (CPi), such as cyclogossines
A (Horsten et al., 1996) and B (Auvin-Guette et al., 1997), terpenes (Patil et al., 2012) and
alkaloids that have cytotoxic activity (Sabandar et al., 2013). Peptides present in other
species of the genus Jatropha have also been reported as cytotoxic, such as integerrimides
A and B of J. integerrima (Mongkolvisut et al., 2006) and the curcacyclins A and B of J.
curcas (Insanu et al., 2012).

Cyclic peptides have a cyclical conformation (Sakai et al., 1996), which facilitates

their passing through cell membranes, as well as absent exposure of the C- and N-terminal
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groups to exopeptidases (Wu et al., 2007). These characteristics may be related to the ease
with which these peptides enter and remain inside cells of A. cepa, causing toxic effects, as
observed here and in previous studies with latex of J. curcas in Artemia salina as well as in
cell culture of human ovarian cancer (Insanu et al., 2012). On the other hand, terpenes,
such as diterpenes, are some of the most toxic compounds in Jatropha (Devappa et al.,
2011), whereas lipophilic nature (Wink, 2012) facilitates their entry and remaining inside
cells of A. cepa, causing toxic effects. Additionally, terpenes in latex may be associated
with a reduction in calcium concentration, thus inhibiting protein kinase C (PKC), as
observed in leaf ethanol extract of J. gossypiifolia (Silva et al., 1995; Paes et al., 2012),
decreasing cell proliferation (Alberts et al., 2010). Similar results were observed with
inhibitors of PKC in A. cepa (Blume et al., 2008), Arabidopsis thaliana (Sheremet et al.,
2010) and Nicotiana tabacum (Sheremet et al., 2012).

In the current study, most chromosome aberrations (CA), such as chromosome
adherences and C-metaphases, were considered a result of genotoxic effects, since they
represent damage to the genetic material which is not necessarily fixed in the organism
(Leme and Marin-Morales, 2009; Mazzeo et al., 2011). When these alterations can be
repaired, they are not transmitted to descendant cells (Ventura-Camargo et al., 2011). The
presence of chromosome adherences and C-metaphases confirms the interference of
phytochemicals of J. gossypiifolia latex in the assembly, stabilization and/or inactivation of
spindle fibers, characterizing an aneugenic activity of the latex.

Aneugenic activities in metaphase may generate other types of cell abnormalities
such as multipolar anaphases, nuclear buds, lobulated nuclei, and polyploid cells
(Fernandes et al., 2009). However, these alterations were not significant in the present
study, what indicates that chromosome adherences and C-metaphases did not contribute to

further alterations, and suggests a reversible mechanism for them (Odeigah et al., 1997).
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Chromosome bridges, chromosome fragments and part of micronucleus formation
are related to clastogenic activity (Fenech et al., 2011). Chromosome bridges and
fragments, for instance, could be the result of chromosome breakage-fusion-bridge cycles,
elucidated for the first time by Barbara McClintock in the 1930s in maize chromosomes
(reviewed by Jones, 2005). However, chromosome fragments could also be induced by
several factors involved in DNA breaks (Fenech, 2000). On the other hand, micronuclei
formation could be induced by both aneugenic and clastogenic activities, related to entire
chromosomes or chromosome fragments (respectively) not incorporated into the main
nucleus during the cell cycle (Fenech et al., 2011). In the present results, from these three
clastogenic alterations, only chromosome bridges had a significant increase.

The clastogenic alterations triggered by its latex indicate a chromosome mutagenic
potential. This type of alteration represents damage to the genetic material at chromosome
level that could not be repaired by the cell, being possibly transmitted to descendant cells
(Grant, 1978). Furthermore, J. gossypiifolia latex caused toxicity and cytotoxicity at the
tested concentrations, except for 1.25 mL/L. It also generated significant alterations in the
assembly and stabilization of the mitotic spindle fibers, resulting in disturbance of the cell
cycle and chromosome aberrations for all concentrations. Based on these last results, it can
be inferred that the mechanism of action of the latex also has aneugenic nature.

Although J. gossypiifolia is considered an important potential plant for the
generation of pharmacological and/or biotechnological products (Félix-Silva et al., 2014),
overall, the tests performed indicated toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of J.
gossypiifolia latex, including the concentrations acknowledged as antimicrobial (1.9 and
4.4 mL/L) (Patil et al., 2012). Considering that the latex of J. gossypiifolia is employed
empirically in the popular medicine of many countries, and that the test system A. cepa

presents good correlation with the tests carried out in mammals (Rank and Nielsen, 1994),
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it should be pointed out that it may potentially harm the human health especially if
ingested. In addition, other studies with this plant material are necessary in order to
elucidate the mechanisms of action of its bioactive compounds, and to reduce its toxicity

while keeping its therapeutic action, for further use of isolated latex compounds in the

pharmaceutical industry.
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5. CAPITULO I

Potencial Genotoxico e Perfil Fitoquimico do Extrato Foliar de Pinh&o-

Roxo (Jatropha gossypiifolia L.)

Artigo a ser submetido a revista Genetics and Molecular Biology.
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1. Introducéo

As plantas medicinais sdo utilizadas para a manutencao e recuperacdo da salde,
desde as formas mais simples de tratamento local até a fabricacdo industrial de
medicamentos (Lorenzi e Matos, 2008). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
cerca de 80% da populacdo mundial ainda depende de plantas medicinais para os cuidados
de atencdo bésica a saude (Ouedraogo et al., 2012), sendo utilizadas em todo o mundo, e
cada vez mais em nacdes ocidentais (Jordan et al., 2010). Além disso, nos paises em
desenvolvimento, a OMS incentiva o uso de medicamentos a base de plantas (Atsamo et
al., 2011). Entretanto, a falta de informacGes sobre a eficacia e utilizacdo das plantas
medicinais e seus efeitos adversos a saude dificultam o uso das mesmas pela populacdo em
geral (Brandao et al., 2010; Nunes et al., 2012).

Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como pinhéo-
roxo, € um arbusto leitoso distribuido na América Latina, Caribe, india, Africa Ocidental,
Oceania, sendo amplamente utilizada para fins medicinais (Kawanga, 2007; Cordeiro e
Secco, 2014). A raiz e o caule possuem atividade citotoxica (Nazeema e Girija, 2013),
antimalarica, leishmanicida, antimicrobiana, inseticida, moluscicida (Sabandar et al., 2013)
e anti-inflamatéria (Bhagat et al., 2013). As sementes e os frutos sdo usados contra gripe,
como purgante (Sabandar et al., 2013), sedativo, analgésico e antidiarreico (Apu et al.,
2013a). Por sua vez, o latex é bactericida (Gaikwad et al., 2012), moluscicida (Matos,
2004), cicatrizante (Oliveira et al., 2010), além de ser Gtil no tratamento de gengivite e
piorreia (Punjaji, 2012), bem como na reduc¢éo de sangramento nasal (Oduola et al., 2007).

As folhas tém efeito inseticida (Valencia et al., 2006), cicatrizante (Santos et al.,
2006), antimalarico (Jansen et al., 2010), antimicrobiano (Dhale e Birari, 2010; Gaikwad et

al., 2012), citotoxico e antitumoral (Devappa et al., 2011; Sabandar et al., 2013). A
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populacéo utiliza as folhas na forma de chas (decoccdo ou infusdo) para inflamacgdes em
geral e dor nos olhos (Oliveira et al., 2010), enquanto as folhas in natura ou em compressa
sdo usadas na cicatrizacdo de feridas cutdneas, dores de cabeca (Amorozo et al., 1988;
Oliveira et al., 2010) e tém efeito anticoagulante (Oduola et al., 2005). Também sao
utilizadas para contragdes espasmaodicas e colicas uterinas (Paes et al., 2012).

Em relacdo ao perfil fitoquimico das diferentes partes de J. gossypiifolia, o
principal extrator utilizado € o etanol (Mariz et al., 2010). Nos caules, folhas e raizes foram
evidenciados esteroides, fenodis, taninos, saponinas, Oleos, monoterpenos, diterpenos,
triterpenos e sesquiterpenos (Pertino et al., 2007; Devappa et al., 2010; Mariz et al., 2010;
Seth e Sarin, 2010; Nwokocha et al. 2011; Jain et al., 2013; Sabandar et al., 2013). No
entanto, estudos fitoquimicos utilizando a agua como solvente ainda sao insipientes na
literatura, embora o seu uso popular ocorra com mais frequéncia com a infusdo ou
decoccdo (Félix-Silva et al., 2014).

Apesar das vantagens terapéuticas, as substancias quimicas presentes nas folhas de
J. gossypiifolia podem gerar toxicidade, como foi visto em camundongos (Mariz et al.,
2008; Singh e Singh, 2012), ovinos (Oliveira et al., 2008), crustaceos (Apu et al., 2013a) e
peixes (Singh e Singh, 2005; Pratap e Singh, 2013), principalmente devido a presenca de
diterpenos. Pelo fato das folhas de J. gossypiifolia serem utilizadas pela populacdo de
forma empirica e por apresentar substancias quimicas que podem ser prejudiciais a salde,
tornam-se necessarios mais estudos sobre o seu potencial toxicoldgico, assim como analise
do perfil fitoquimico tanto do extrato etandlico quanto do extrato aquoso.

Os testes de toxicidade e genotoxicidade, utilizando o bioensaio Allium cepa L.,
mostram uma boa correlagdo com o sistema teste de mamiferos (Rank e Nielsen, 1994),
indicando a sua utiliza¢do na avaliacdo do potencial genotdxico de compostos fitoquimicos

(Fachinetto et al., 2007). A espécie A. cepa destaca-se entre outras plantas, devido a
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apresentacdo de cromossomos grandes e em namero reduzido (2n = 16) em suas células
(Fiskesjo, 1985). Este sistema é de facil utilizacdo e apresenta baixo custo, confiabilidade e
concordancia com outros testes de genotoxicidade, contribuindo assim na avaliacdo de
genotoxicidade preliminar de compostos para fins medicinais (Bagatini et al., 2007). Em
vista do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos,
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, utilizando o sistema-teste A. cepa, e analisar 0

perfil fitoquimico dos extratos etandlico e aquoso foliares de J. gossypiifolia.
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2. Material e Métodos

2.1 Material Biologico

Folhas de J. gossypiifolia foram coletadas em populagcdes subespontaneas
ocorrentes em Teresina (Brasil) em julho de 2012 e em junho de 2013 a partir de vérias
plantas adultas. Os exemplares foram identificados e depositados testemunhas no Herbério
Afranio Fernandes da Universidade Estadual do Piaui (UESPI, Teresina, Brasil), sob o
namero de voucher HAF 03111. As sementes de cebola cv. Vale Ouro IPA — 11, por sua

vez, foram cedidas pelo Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA, Recife, Brasil).

2.2 Preparo dos Extratos Etandélico e Aquoso Foliares de J. gossypiifolia

As folhas coletadas em julho de 2012 e em junho de 2013 foram colocadas em
estufa para secagem na temperatura de 45-50 °C por cinco dias no Laboratério de Genética
e Biotecnologia Vegetal (Departamento de Genética, UFPE). O material seco foi macerado
em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pd fino para o preparo dos extratos.

O extrato etanolico (EE) foi preparado com as folhas coletadas em 2012. Cem
gramas do p6 foram adicionadas em 1 L de alcool etilico absoluto, permanecendo sob
agitacdo por 24 h a 300 rpm. Em seguida, o extrato foi filtrado em papel filtro e
armazenado a 4 °C. O extrato foi evaporado utilizando um evaporador rotativo, e
posteriormente, foi seco com o auxilio de Speed Vacuum a 45 °C. O extrato seco foi
diluido em agua destilada em cinco concentragdes (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 mg/mL).

Devido a utilizacdo das folhas principalmente na forma de decoccdo e infusdo, foi

realizado posteriormente o preparo do extrato aquoso (EA). O EA foi obtido com a infusdo
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de 100 g do po das folhas coletadas em 2013 adicionados em 1 L de agua destilada,
durante 10 min, e em seguida foi filtrado em papel filtro e diluido em &gua destilada nas
mesmas concentracGes do EE. Ambos os extratos foram utilizados no ensaio com A. cepa.
As concentracfes (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 mg/mL) utilizadas foram selecionadas a
partir de atividades antimicrobianas nas concentracfes de 0,1 e 1 mg/mL (Kumar et al.,
2006; Gaikwad et al., 2012) e tdxicas em Artemia salina em 0,01 e 0,1 mg/mL (Apu et al.,

2013a) para ambos 0s extratos.

2.3 Ensaio Allium cepa

Cem sementes de A. cepa foram germinadas em placas de Petri contendo papel de
filtro umedecido com agua destilada. Apos germinacdo, foram transferidas para as cinco
concentracgdes citadas dos extratos foliares (EE e EA), uma placa por concentracdo, por um
periodo de exposicdo de 24 h. Como controle negativo (CN) foi utilizada agua destilada, e
como controles positivos (CP) 0 MMS (Metilmetanosulfonato, 4x10™ M), uma droga de
acao clastogénica, e o herbicida trifluralina (0,84 ppm), uma substancia de acdo aneugénica
(Fernandes et al., 2007). As pontas de raizes (uma raiz por espécime) foram fixadas em
Carnoy (3 etanol: 1 &cido acético; v:v) por 6-8 h, a temperatura ambiente, e estocadas a -
20° C, até 0 momento de confec¢do das laminas.

Para a confeccgdo das laminas, as raizes foram lavadas trés vezes em agua destilada
de 5 min cada e hidrolisadas a 60 °C por 10 min em HCI 1N. Apds a hidrolise, as raizes
foram novamente lavadas em &gua destilada e transferidas para frascos de vidro ambar,
contendo o Reativo de Schiff, onde permaneceram em local escuro, por 2 h. Apos esse
periodo, as raizes foram lavadas, até a total retirada do reativo, transferidas para laminas,

onde foram esmagadas em uma gota de carmim acético 2% e montadas com Entellan®.
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A toxicidade dos extratos foliares (EE e EA) foi avaliada a partir da variagdo do
comprimento médio (em centimetros) de raizes (unidade experimental: uma raiz
individual; total de 30 raizes por tratamento). A citotoxicidade e genotoxicidade foram
avaliadas pela contagem de 5.000 células meristematicas (unidade experimental: 500
células/ lamina; total de 10 ldminas por tratamento) em microscépio de luz. Os parametros
avaliados foram: (1) indice mitdtico (citotoxicidade) e (2) indice de alteracGes
cromossémicas (genotoxicidade). O ultimo inclui alteracBes resultantes de efeitos
aneugénicos (C-metafases, metadfase com aderéncias cromossémicas, perdas
cromossémicas, anafases multipolares, células binucleadas, metafases poliploides, e outras
alteracdes) ou efeitos clastogénicos (fragmentos cromossémicos, pontes cromossémicas e
outras alteracGes).

Adicionalmente, a presenca ou ndo de micronucleos, 0s quais podem ser resultantes
de efeitos aneugénicas ou clastogénicos, também foi avaliada nas células F; (derivadas da
divisdo mitdtica de células meristematicas) (MA et al., 1995), dos extratos foliares. Cinco
mil células da geracdo F; (unidade experimental: 500 células/ lamina; total de 10 ldminas
por tratamento) foram avaliadas. Para a confeccdo das laminas de células Fi, foram
cortadas as regides das raizes correspondentes a 1 mm acima da regido meristematica. A
analise de células micronucleadas seguiu 0 mesmo procedimento da analise da regido
meristematica.

Imagens das melhores células meristematicas foram analisadas em microscopio
convencional (DM 500) (aumento de 1000 x) e fotografadas com uma maquina digital
(Nikon 14.0 Megapixels). As imagens foram otimizadas para melhor brilho e contraste

com o Adobe Photoshop CS6.

2.4 Analise Fitoquimica dos Extratos Etanolico e Aquoso Foliares de J. gossypiifolia
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A prospeccdo fitoquimica foi realizada a partir do EE e EA foliares de J.
gossypiifolia. Para a realizagdo da CCD (Cromatografia em Camada Delgada), aliquotas
dos extratos foram aplicadas com capilar de vidro em placas cromatograficas de gel de
silica. Posteriormente, foram inseridas em cubas cromatograficas e submetidas a eluicdo
por sistemas de solventes adequados para cada tipo de metabdlito testado empregando-se
diversas fases moveis e reveladores adequados, de acordo com a metodologia descrita na
Tabela 1.

Para saponinas, também foi realizado o teste de afrogenicidade onde o extrato
aquoso foi colocado em tubo de ensaio, submetido a agitagio manual por 30 s, e

posteriormente mantido em repouso por um periodo de 15 min (Costa, 2001).

2.5 Analise Estatistica

Os valores da toxicidade foram expressos em média, enquanto os valores da
citotoxicidade e genotoxicidade foram expressos em frequéncia, os quais foram analisados
em um delineamento experimental inteiramente casualizado. A andlise estatistica para
avaliar a distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi realizada pelo teste de Lilliefors
(D), no programa Assistat 7.7 (Silva e Azevedo, 2002), enquanto a homogeneidade de
variancias foi realizada pelo teste de Cochran, no programa BioEstat 5.3 (Ayres et al.,
2007). Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal e ndo homogéneos foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste a posteriori de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05), no programa BioEstat 5.3. Os dados de citotoxicidade
de ambos os extratos foram o0s Unicos que apresentaram distribuicdo normal e
homogeneidade de variancias e foram analisados mediante o teste paramétrico de Scott-

Knott (p< 0,05), no programa Assistat 7.7 (Silva e Azevedo, 2002).
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Tabela 5. Sistemas cromatogréaficos e reveladores utilizados para o perfil fitoquimico dos extratos foliares de Jatropha gossypiifolia.

Metaboélito Testado Fase Movel Padréo Revelador Referéncias
. . Tolueno:AcOEt B-sitosterol, Acido ursélico Liebermann/Burchard + A
Triterpenos e Esteroides . g - 5
90:10 e B-amirina (visivel)
Monoterpenos, Diterpenos e Sesquiterpenos Toluegs:sAcOEt Timol Vanilinasulfarica + A (visivel) 4
AcOEt:AcidoAcético:Acido Dragendorff
Alcaloides Férmico:H,0O Pilocarpina (visivel) 4
100:11:11:27
Cumarinas Et?O'T(g'O“:‘;g?é'&%%;' 10% Umbeliferona KOH 5% EtOH + UV 4
AcOEt:AcidoAcético:Acido
Fenilpropanoglicosideos Férmico:H,0O Verbacosideo NEU + UV 2,4
100:3:3:3
AcOEt:AcidoAcético:Acido
Flavonoides Férmico:H,0O Quercetina e Rutina NEU + UV 2
100:3:3:3
AcOEt:AcidoAcético:Acido
Derivados cinamicos Foérmico:H,0O Acido clorogénico NEU + UV 2,4
100:3:3:3
AcOEt:AcidoAcético:Acido Acido galico e Acido
Taninos hidrolisaveis Férmico:H,0O elgico NEU + UV 1
) 100:3:3:3 )
Taninos condensados (Proantocianidinas e ACOEt:AﬁC'dQAcet'CO:AC'dO . - . ..
N Férmico:H,O Catequina Vanilinacloridrica (visivel) 3
Leucoantocianidinas) 100:3:3:3

Antraquinonas

Saponinas

AcOEt:Alcool n propilico:H,0:

Acido Acético
40:40:30:1
AcOEt:AcidoAcético:Acido
Férmico:H,0
100:11:11:27

Acido Nitrico 25% (aquoso) + A
(Se surgirem bandas escuras add 6
KOH 10% EtOH)

Senosideo Ae B

Saponina Vanilinasulftrica + A (visivel) 4

1 stiasny; 1912; 2 Neu, 1956; 3 Roberts et al, 1957; 4 Wagner e Bladt, 1996; 5 Harbone, 1998; © FBRAS V, 2010. + at¢é 2 bandas; ++ 3 a 5 bandas; +++ mais de 5 bandas; -:

auséncia de bandas.
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3. Resultados

3.1. Avaliagdo da Toxicidade e da Citotoxicidade

Nos testes de toxicidade, houve uma diminuicdo dose-dependente significativa na
média de crescimento das raizes tanto para o extrato etanolico (EE), nas concentracdes de
0,01; 0,1; 1 e 10 mg/mL, quanto para o extrato aquoso (EA), nas concentracdes de 0,1; 1 e
10 mg/mL, quando comparadas ao controle negativo (CN) (Tabela 2). Nos ensaios de
citotoxicidade, os valores de indice mitético (IM) em células meristematicas de radiculas
tratadas em todas as concentracOes testadas do EE e nas concentracfes de 0,1; 1 e 10
mg/mL do EA também apresentaram reducbes dose-dependente estatisticamente

significativas (Tabela 2).
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Tabela 6. Valores do comprimento médio das radiculas e dos indices mitéticos em células
meristematicas de Allium cepa, observados apos exposicdo de 24 h aos extratos etandlico e

aquoso de Jatropha gossypiifolia em diferentes concentracdes.

Concentracdes Comprimento Médio indice Mitético
Extrato )
(mg/mL) da Raiz (cm) (%)
Agua Destilada (CN)* 1,32 0,29 57,69 + 13,69a°
0,001 1,26 + 0,30 46,00 £ 2,90b
0,01 1,19 + 0,73**" 42,27 +7,91b
- 0,1 1,18 + 0,24* 35,49 + 6,40c
Etandlico
1 1,16 £ 0,34* 34,94 + 4,84c
10 0,61 + 0,10** 17,79 + 8,03d
MMS (4 x 10" M)? 1,16 +0,23* 36,88 + 7,17¢
Trifluralina (0,84 ppm)3 1,06 + 0,21** 42 47 +5,49b
Agua Destilada (CN)* 422 41,29 43,44 + 10,122
0,001 3,89+1,28 39,91 +5,92a
0,01 3,47 +1,02 36,33 +5,39a
0,1 2,92 +0,91** 34,96 + 8,16b
Aquoso
1 2,61 +1,00** 32,57 +£7,22b
10 2,03 +0,93** 29,97 + 10,24b
MMS (4 x 10* M)’ 207 +0,53** 32,80 + 3,89b
Trifluralina (0,84 ppm)® 1,73 4 0,43%* 26,63+ 4,13b

1cN: controle negativo. 2MMs (Metilmetanosulfonato): controle positivo. 3Trifluralina: controle positivo. 4Significativo no teste de Kruskal-Wallis com teste de

Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; ** p < 0,01). S5Teste de Scott-Knott (p < 0,05; médias seguidas pela mesma letra minGscula ndo séo significativamente

diferentes). Os resultados referem-se a anélise de 5.000 células por tratamento.
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3.2. Avaliacdo da Genotoxicidade e da Mutagenicidade

Em relacdo as alteracdes cromossémicas (AC), o aumento nos indices totais
(Tabelas 3 e 4; Figura 1) foi dose-dependente e significativo tanto para EE quanto para EA,
quando comparados com os resultados do CN, exceto para as concentracfes de 0,001 e
0,01 mg/mL do EE e 0,001 mg/mL do EA, indicando uma acéo genotoxica para ambos 0s
extratos de J. gossypiifolia.

Quando as alteracbes cromossdmicas foram analisadas separadamente, metéafases
com aderéncias cromossdmicas (Figura 1A) significativas encontradas nas concentracdes
de 0,001; 0,1 e 1 mg/mL do EE e em 0,001; 0,01; 0,1 e 10 mg/mL do EA. A presenca de
C-metéafases (Figura 1B) foi significativa apenas nas concentracdes de 1 e 10 mg/mL do
EE e do EA, respectivamente (Tabelas 3 e 4). Ambas as aderéncias cromossémicas e C-
metafases sdo resultados de mecanismos aneugénicos.

Outras alteracdes na segregacdo cromossdémica durante a anafase e tel6fase foram
registradas, tais como perdas cromossdmicas (Figura 1C-D) e multipolaridades (Figura 1E;
Tabelas 3 e 4). Dentre as alteracGes observadas, foi significativa a presenca de perdas
cromossémicas apenas no EE nas concentracfes de 1 e 10 mg/mL. Além disso, metafases
poliploides (Figura 1F), células binucleadas (Figura 1G), nacleos lobulados (Figura 1H) e
brotos nucleares (Figura 11) foram encontrados na maioria das concentracfes analisadas
para 0s dois extratos. Contudo, apenas brotos nucleares foram significativos nas
concentragOes de 1 e 10 mg/mL de ambos os extratos (Tabelas 3 e 4).

Fragmentos cromossomicos (Figura 1J) e pontes cromossdmicas (Figura 1K;
Tabelas 3 e 4), decorrentes de efeitos clastogénicos, também foram registrados, mas apenas
a presenca de pontes cromossémicas foi significativa nas concentragdes de 10 mg/mL do

EE e em 0,001; 0,01; 0,1 e 10 mg/mL do EA. Frequéncias de micronucleos significativas
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(Figura 1L) foram observadas em células meristematicas nas concentracdes de 0,001; 0,1;
1 e 10 mg/mL do EE e na concentracdo de 10 mg/mL do EA. Resultados similares foram
observados nas células F; nas concentracdes de 0,01; 0,1; 1 e 10 mg/mL com relagéo a
frequéncia de MN nos dois extratos (Tabelas 3 e 4). Este Gltimo tipo de aberracéo pode ser
devido tanto a efeitos aneugénicos ou clastogénicos, indicando um potencial mutagénico
em nivel cromossémico.

Com relacdo ao efeito comparativo da genotoxicidade e da mutagenicidade em
relacdo ao controle negativo, os resultados da frequéncia do total de alteracbes
cromossémicas nas células meristematicas (Tabelas 3 e 4, Figura 2A) e dos micronucleos
nas células F; (Tabelas 3 e 4, Figura 2B) evidenciaram maior frequéncia dessas alteracfes

no EE do que no EA quando comparados aos seus respectivos CN.

3.3. Analise do Perfil Fitoquimico dos Extratos Foliares de J. gossypifolia

O perfil fitoquimico do EE evidenciou a presenca de monoterpenos, diterpenos,

triterpenos, sesquiterpenos, esteroides e flavonoides; enquanto no perfil do EA, foi

observada a presenca de flavonoides e saponinas.
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Tabela 7. Frequéncia das alteragcBes cromossdmicas em células meristeméticas e indices de MN em células F; de radiculas de Allium cepa,

observadas ap0s a exposicao por 24 h ao extrato etandlico de Jatropha gossypiifolia em diferentes concentracgdes.

Controle Tratamentos do Extrato Etanélico (mg/mL) Controles Positivos
Alteragéo Negativo (%6) (%)
Cromossdmica . . MMS?2 Trifluralina
Agua Destilada 0,001 0,01 0,1 1 10 (4% 10 * M) (0,84 ppm)
_Metafases com 0,04 +0,08 036+033*  007+0,16 0,57 +0,26** 0,36 +0,44* 0,24 £0,32 0,20+ 0,14 0,59 + 0,12*%*
Aderéncias Cromossdmicas
C-metafases 0,04 +0,08 0,19+0,17 0,05 + 0,09 0,35 + 0,45 1,24 +0,90** 0.07 £0,12 0,19 +0,28 0,38 + 0,12**
Perdas Cromossémicas 0,02 + 0,05 0,19 +0,24 0,10+0,14 0,03 +0,07 0,22 +0,22** 0,20 + 0,22* 0,19 +0,16** 0,21 +0,07**
Células Binucleadas 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,18 + 0,44 0,04 +0,13 0,39 + 0,58 0,00 + 0,00 0,11 + 0,09
Células Poliploides 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,02 + 0,06 0,06 +0,13 0,02 +0,06 0,02 + 0,06 0,00 + 0,00 0,21 + 0,09**
Anéfases Multipolares 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,04 + 0,07 0,02 +0,06 0,00 + 0,00 0,20 + 0,11**
Nucleos Lobulados 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,30 +0,53 0,00 + 0,00 0,28 +0,10**
Brotos Nucleares 0,05 + 0,09 0,10 +0,19 0,39 + 0,49 0,24 +0,24 0,55 + 0,55* 1,28 +0,68** 0,26 + 0,35 0,31+0,28
Microntcleos 0,04 + 0,08 0,45 + 0,35* 0,40 + 0,40 0,51 +0,31* 0,80 £0,77** 4,11 + 3,69** 1,69 + 0,85** 0,52 +0,36*
Fragmentos 0,11 +0,15 0,02 +0,06 0,11 +0,15 0,06 + 0,09 0,15 +0,30 0,37 £ 0,52 0,40 + 0,31* 0,28 + 0,20
Cromossémicos
Pontes Cromossdmicas 0,02 + 0,05 0,04 +0,08 0,02 + 0,06 0,04 +0,08 0,09 +0,24 0,38 + 0,22** 0,02 + 0,06 0,19 +0,11**
Total 0,32 +0,16 1,35 +0,98 1,16 £ 0,55 2,04+0,95**  351+163*  7,31+0,91** 2,95+1,02%*  3,28+0,71**
Células F, 0,13 + 0,09 0,50 + 0,40 0,75+ 0,41**  1,01+0,32** 1,37 +0,34** 271 +0,73** 0,96 + 0,31** 0,52 + 0,28

1Significa’rivo no teste de Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; ** p <0,01). 2MMs (Metilmetanosulfonato): controle positivo. Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento.
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Tabela 8. Frequéncia das alteracbes cromossdmicas em células meristematicas e indices de MN em células F; de

observadas ap0s exposi¢do por 24 h ao extrato aquoso de Jatropha gossypiifolia em diferentes concentragdes.

radiculas de Allium cepa,

Coqtrole Tratamentos do Extrato Aquoso (mg/mL) Controle Positivo
Alteracdo Negativo (%) (%)
Cromossdmica . . MMS? Trifluralina
Agua Destilada 0,001 0,01 0,1 1 10 (4x10* M) (0,84 ppm)
 Metafases com 0,44 +0,53 1,20£056*  1,08+051*  117#054% 1124051  1,60+097** 0,29 +0,22 2,35 + 1,62%*
Aderéncias Cromossémicas
C-metéfases 0,04 £0,12 0,11 £0,15 0,22 £0,30 0,27 £0,38 0,28 £0,34 0,35 +0,38* 0,18 £0,17 0,79 £ 0,58**
Perdas Cromossémicas 0,10 £0,10 0,15+0,17 0,18 £0,12 0,22 £0,22 0,14 £0,21 0,20 £ 0,16 0,04 £0,08 0,49 £0,58
Células Binucleadas 0,00 = 0,00 0,04+ 0,12 0,04 £0,12 0,16 £ 0,40 0,07 £0,15 0,09 £ 0,16 0,00 £ 0,00 092+1,25
Células Poliploides 0,00 + 0,00 0,04 0,08 0,00 + 0,00 0,04 0,08 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,47 £0,48
Anafases Multipolares 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,02 £ 0,06 0,00 £ 0,00 0,30 £0,45
Ncleos Lobulados 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00 0,04 +0,08 0,00 + 0,00 3,74 £ 3,19**
Brotos Nucleares 0,08 +0,10 0,22 +0,14 0,24 +0,31 0,16 £ 0,22 0,58 +0,47*  0,33+0,31* 0,24 +0,23 1,32 £0,52**
Micronucleos 0,20 +0,19 0,32 + 0,60 0,66 + 0,51 0,72 +0,29 0,81 +0,57 0,94 +0,70* 3,54 + 2,30** 1,71 £ 1,00%*
Fragmentos 0,02 0,06 006+017 007013  007+0,09  010£015  0,07%0,16 0,44 £0,38 0,11 £0,24
Cromossdmicos
Pontes Cromossdmicas 0,00 + 0,00 0,27 £0,20** 0,26 £0,25**  0,24+0,23**  0,24+0,34 0,24 +0,23** 0,22 +0,19** 0,47 £ 0,58**
Total 0,88 £ 0,79 243+115  275+0,82* 3,06+0,95** 334+1,69* 3,86+151** 4,95+220*% 12,67 +6,32**
Células F, 0,62 + 0,46 0,96 + 0,82 1,32+0,74*  1,38+0,44*  1,47+0,48** 154 +0,83** 3,16 + 1,59** 1,57 £0,73**

1 Significativo no teste de Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (* p < 0,05; ** p < 0,01). 2 MMS (Metilmetanosulfonato): controle positivo. Os resultados referem-se & analise de 5.000 células por tratamento.
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Figura 4. Alteragbes cromossdmicas apds o tratamento com os extratos foliares (EE e EA) de Jatropha
gossypiifolia nas células meristematicas de A. cepa visualizado com microscopia de luz. (A) Aderéncia
cromossomica (0,1 mg/mL). (B) C-metéafase (1 mg/mL). (C) Metéfase com perda cromossomica (1 mg/mL).
(D) Anéfase com perda cromossdomica (1 mg/mL). (E) Anéafase multipolar com pontes cromossdmicas (10
mg/mL). (F) Metafase poliploide (0,1 mg/mL). (G) Célula binucleada (0,1 mg/mL). (H) Nucleos lobulados
(10 mg/mL). (1) Broto nuclear (10 mg/mL). (J) Fragmentos cromossémicos (1 mg/mL). (K) Anéfase com
ponte cromossdmica (10 mg/mL). (L) Micronudcleo (10 mg/mL). Setas em (CD), (1) e (J) e (L) indicam
perdas cromossdmicas, broto nuclear, fragmento cromossémico e microndcleo, respectivamente. Bar: 10 um
(para todas as imagens).
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4. Discussao

As folhas de J. gossypiifolia apresentam varias finalidades medicinais, entretanto a
presenca de diferentes fitoquimicos, podem estar associados com as redugdes do
crescimento médio da raiz e do indice mitético do EE em A. cepa, indicativos de
toxicidade e citotoxicidade, respectivamente. Estes efeitos podem ser atribuidos aos
diferentes terpenos observados no presente estudo, principalmente aos diterpenos, por
serem um dos compostos mais toxicos e citotdxicos em Jatropha (Devappa et al., 2011;
Sahidin et al., 2011). O caréter lipofilico dos diterpenos (Wink, 2012) facilita a sua
passagem para 0 meio intracelular e permanéncia nas células de A. cepa, auxiliando na
geracdo do efeito toxico. Resultados similares quanto a toxicidade dos diterpenos e demais
terpenos foram observados em estudos antiparasitarios (Wink, 2012).

A reducdo do indice mitético (IM) pode estar relacionada a acdo dos diterpenos na
reducdo na concentracdo de célcio, inibindo a proteina quinase C (PKC) (Silva et al., 1995;
Paes et al., 2012) e diminuindo a proliferacdo celular (Alberts et al., 2010). Resultados
similares foram observados com os inibidores da PKC em A. cepa (Blume et al., 2008),
Arabidopsis thaliana (Sheremet et al., 2010) e Nicotiana tabacum (Sheremet et al., 2012).
Tal reducdo do indice mitético (IM) no EE também pode estar associada a atuacdo dos
diterpenos na diminui¢do dos niveis de ciclina B (CYC B), que controlam a transi¢cdo
G2/M (Lin et al., 2003). Os flavonoides observados no EE também podem estar associados
a esses efeitos adversos. No EA, as reducdes do crescimento médio da raiz e do indice
mitotico também foram dose-dependentes e parecem ter sido resultantes do sinergismo de
flavonoides e/ou saponinas, como observado em Myristica fragrans (Akinboro et al.,

2011) e em Loranthus micranthus (Iwalokun et al., 2011).
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Além disso, os diferentes fitoquimicos identificados também podem ter reduzido o
IM por atuarem, possivelmente, como inibidores da Topoisomerase 11 (Topo I1), alterando
processos de replicacdo, condensacdo e segregacao dos cromossomos (Cortés et al., 2003;
previamente relatados para diterpenos de Euphorbia kansui (Miyata et al., 2006),
triterpenos, flavonoides e ligninas de Ulmus davidiana var. japonica (Zheng et al., 2010), e
saponinas de Quercus resinosa (Sanchez-Burgos et al., 2013) e para outros reconhecidos
inibidores da Topo Il, como a doxorrubicina, o bisdioxopiperazine-ICF193) (Zabka et al.,
2013) e o resveratrol (Basso et al., 2013). Diterpenos, triterpenos, flavonoides e saponinas
também foram encontrados nos extratos do presente estudo, sendo os dois primeiros
apenas no extrato etanolico. A provavel atuacdo inibitoria da Topo Il pelos diferentes
fitoquimicos dos extratos pode ter induzido alteraces na condensacdo (aderéncias
cromossémicas) e, consequentemente, na segregacdo mitdtica (perdas cromossdmicas).

A maioria das alteracdes cromossdmicas, como aderéncias cromossdémicas e C-
metafases observadas nos dois extratos foi considerada como resultante de efeitos
genotoxicos, pois representam dano ao material genético que ndo é necessariamente fixado
no organismo (Leme e Marin-Morales; 2009; Mazzeo et al., 2011). A presenca de
aderéncias cromossémicas e C-metafases confirma a interferéncia de fitoquimicos dos
extratos (EE e EA) foliares de J. gossypiifolia na montagem, estabilizacdo e ou inativacéo
das fibras do fuso, caracterizando uma agéo aneugénica. Essa interferéncia, provavelmente,
estd associada aos diterpenos presentes no EE, como evidenciados para diterpenos de
Euphorbia semiperfoliata (Miglietta et al., 2003) e E. dendroides (Pesi¢ et al., 2011).

Atividades aneugénicas em metafases podem gerar outros tipos de alteracGes
celulares como anafases multipolares, nacleos lobulados e células poliploides (Fernandes

et al., 2009). No entanto, estas altera¢cbes ndo foram significativas no presente estudo para
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nenhum dos extratos avaliados, o que indica que as C-metafases nao contribuiram para
alteracdes posteriores, sugerindo um mecanismo reversivel das mesmas (Odeigah et al.,
1997).

Pontes cromossomicas, fragmentos cromossémicos e parte da formacdo de
micronucleos (MN) estdo relacionados com a atividade clastogénica (Fenech et al., 2011).
No entanto, nos resultados apresentados, os fragmentos cromossémicos ndo foram
significativos em nenhuma das concentracdes testadas do EE e do EA. A formacédo de
pontes, por sua vez, foi significativa para a maioria das concentracdes de EA e ndo
significativa para todas as concentracdes de EE, com excecao de 10 mg/mL. Desta forma,
a acdo clastogénica encontrada para EA parece ter sido resultante da acdo sinérgica de
flavonoides e/ou saponinas. Por outro lado, os terpenos ndo parecem ter esse tipo de acao.
Apenas a concentracdo de 10 mg/mL do EE mostrou numero significativo de pontes
cromossémicas, possivelmente resultates da acdo de flavonoides (na auséncia de
saponinas) ou de terpenos, apenas em altas concentracdes em qualquer dos casos.

A formacdo ndo significativa de fragmentos cromossémicos (para todas as
concentracdes) e de pontes cromossémicas (para as quatro concentragdes mais baixas) no
EE indica que possivelmente os MN formados em duas concentracdes de EE (1 e 10
mg/mL) ndo foram originados a partir de fragmentos cromossdmicos, mas de uma acao
aneugénica envolvendo um ou mais cromossomos inteiros ndo incorporados no ndcleo
principal durante o ciclo celular (Fenech et al., 2011) ou ainda a partir de brotos nucleares
(Fernandes et al., 2007). Tal proposicdo reforca a associagdo dos terpenos e/ ou
flavonoides (na auséncia de saponinas) ao potencial aneugénico.

Os resultados apresentados também mostraram frequéncias significativas de MN
nas células F;, que séo derivadas da divisdo mitotica de células meristematicas (Ma et al.,

1995), em ambos 0s extratos para as concentracBes de 0,01 mg/mL ou acima (Leme e
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Marin-Morales, 2008). Os MN observados nas células F; podem ter sido originados a
partir de danos ndo reparados ou incompletamente reparados em células parentais (Ribeiro,
2003), indicando uma atividade mutagénica em nivel cromossémico (estrutural ou
numérico).

Adicionalmente, deve-se ressaltar que o resultado negativo do presente estudo para
outros compostos como alcaloides, cumarinas, taninos e saponinas no EE (Seth e Sarin,
2010; Nwokocha et al., 2011; Jain et al., 2013), assim como esteroides, alcaloides e
taninos no EA (Jain et al., 2013), podem estar associados com a metodologia de extracao.
Deve-se levar em consideracdo que esses compostos poderiam também ter contribuido
para as alteracdes genotoxicas do presente estudo.

Embora J. gossypiifolia seja considerada uma importante planta com potencial para
a geracdo de produtos farmacologicos e/ou biotecnologicos (Félix-Silva et al., 2014), de
modo geral, os testes realizados indicaram toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade em nivel cromossémico para os extratos foliares (EE e EA) de J.
gossypiifolia. Desta forma, como A. cepa apresenta boa correlacdo com testes realizados
em mamiferos, alertamos para a eventual possibilidade dos extratos foliares apresentarem
potencialidade para causar problemas a saude humana, mesmo apresentando varias
finalidades medicinais.

No EA, a acdo clastogénica parece ser o principal agente causador dos efeitos
negativos as células de A. cepa, como consequéncia provavelmente de uma acgao sinérgica
de flavonoides e/ou saponinas. Por outro lado, no EE a aneugenicidade parece ser a
principal atividade, decorrente provavelmente da acdo de terpenos e/ ou flavonoides (na
auséncia de saponinas). Dessa forma, estudos complementares sd8o necessarios para a

determinacéo, isolamento e analise de seus compostos bioativos, a fim de reduzir sua
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toxicidade, mantendo sua acdo terapéutica, para sua posterior utilizacdo na industria

farmacéutica.
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6. DISCUSSAO GERAL

O latex e as folhas de J. gossypiifolia apresentam varias finalidades medicinais,
entretanto diferentes fitoquimicos, principalmente os peptideos ciclicos no latex e os
terpenos nas folhas podem estar associados com o potencial toxicoldgico em animais
(MARIZ et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008; SINGH; SINGH, 2012; APU et al., 2013a;
PRATAP; SINGH, 2013). No presente estudo foi utilizado o sistema-teste A. cepa para
avaliar os efeitos toxico, citotdxico e genotoxico do latex e dos extratos (EE e EA) foliares
de J. gossypiifolia. As concentracGes utilizadas para o latex e para os extratos foliares
foram selecionadas a partir de atividades antimicrobianas (KUMAR et al., 2006;
GAIKWAD et al., 2012; PATIL et al., 2012) e toxicas em Artemia salina e em peixes
(SINGH; SINGH, 2012; APU et al., 2013a; PRATAP; SINGH, 2013).

A reducdo significativa do crescimento médio da raiz (toxicidade) e do indice
mitotico (citotoxicidade) foi evidenciada em células de A. cepa com o latex e com 0s
extratos (EE e EA) foliares de J. gossypiifolia. Estes efeitos provocados pelo latex podem
ser resultantes da atuacdo dos peptideos ciclicos (PCi), como ciclogossines A (HORSTEN
et al., 1996) e B (AUVIN-GUETTE et al.,, 1997), terpenos (PATIL et al., 2012) e
alcaloides que tém atividades citotoxicas (SABANDAR et al., 2013).

Em relacdo aos extratos foliares, os efeitos citados podem ser atribuidos aos
diferentes terpenos, principalmente, aos diterpenos no EE, que possuem atividade
citotoxica (SAHIDIN et al., 2011), séo lipofilicos (WINK, 2012) e podem estar associados
com a reducgdo na concentragdo de célcio, inibindo a proteina quinase C (PKC) (SILVA et
al., 1995; PAES et al., 2012) e diminuindo a proliferagédo celular (ALBERTS et al., 2010).

Os flavonoides observados no EE também podem estar associados a esses efeitos adversos.
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No EA, esses parametros avaliados em A. cepa podem ser resultantes do sinergismo de
flavonoides e/ou saponinas,

Além disso, os diferentes fitoquimicos (diterpenos, triterpenos, flavonoides e
saponinas) identificados nos extratos foliares também podem ter reduzido o IM por
atuarem, possivelmente, como inibidores da Topoisomerase Il (Topo 1) (CORTES et al.,
2003; ZABKA et al.,, 2013) como os diterpenos (MIYATA et al., 2006), triterpenos,
flavonoides, ligninas (ZHENG et al., 2010) e saponinas (SANCHEZ-BURGOS et al.,
2013). A provavel atuacdo inibitoria da Topo Il pelos diferentes fitoquimicos dos extratos
pode ter induzido alteracbes na condensacdo (aderéncias cromossémicas) e,
consequentemente, na segregacdo mitdtica (perdas cromossdmicas).

A maioria das alteracdes cromossdmicas, como aderéncias cromossémicas e C-
metafases confirma a interferéncia de fitoquimicos do latex e dos extratos (EE e EA)
foliares e de J. gossypiifolia na montagem, estabilizacdo e ou inativacdo das fibras do fuso,
caracterizando uma agdo aneugénica. Atividades aneugénicas em metafases podem gerar
outros tipos de alteracGes celulares como anafases multipolares, nucleos lobulados e
células poliploides (FERNANDES et al., 2009). No entanto, estas alteracfes nao foram
significativas para o latex e para os extratos foliares, o que indicam que as C-metafases ndo
contribuiram para alteracGes posteriores, e sugerem um mecanismo reversivel das mesmas
(ODEIGAH et al., 1997).

Nos resultados apresentados, os fragmentos cromossdmicos ndo foram
significativos em nenhuma das concentragdes testadas do latex, EE e do EA. A formacéo
de pontes, por sua vez, foi significativa para a maioria das concentragdes do latex e do EA
e ndo significativa para todas as concentragdes do EE, com excecdo de 10 mg/mL. Desta
forma, a agdo clastogénica encontrada no latex, provavelmente, pode estar associada

principalmente com os peptideos ciclicos. Enquanto, no EA esta a¢do parece ter sido
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resultante da acdo sinérgica de flavonoides e/ou saponinas. Por outro lado, os terpenos nao
parecem ter esse tipo de acdo. Apenas a concentracdo de 10 mg/mL do EE mostrou pontes
cromossomicas significativas, que podem ser resultado da acéo de flavonoides (ha auséncia
de saponinas) ou de terpenos, apenas em altas concentracdes em qualquer dos casos.

Os MN ndo foram significativos no latex, enquanto no EE (1 e 10 mg/mL), os MN,
possivelmente, foram originados de uma acdo aneugénica envolvendo um ou mais
cromossomos inteiros ndo incorporados no ndcleo principal durante o ciclo celular
(FENECH et al., 2011) ou a partir de brotos nucleares (FERNANDES et al., 2007). Isto
reforca a associacdo dos terpenos e/ ou flavonoides ao potencial aneugénico. Os resultados
apresentados também mostraram frequéncias significativas de MN nas células F1, somente
nos extratos foliares, indicando uma atividade mutagénica em nivel cromossémico
(estrutural ou numérico).

Embora J. gossypiifolia seja considerada uma importante planta com potencial para
a geracdo de produtos farmacoldgicos e/ou biotecnoldgicos (FELIX-SILVA et al., 2014),
em geral, os testes realizados indicaram toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade em nivel cromossémico do latex e dos extratos foliares (EE e EA) de J.
gossypiifolia. Desta forma, como A. cepa apresenta boa correlacdo com testes realizados
em mamiferos alertamos para a eventual possibilidade do latex e dos extratos foliares
apresentarem potencialidade para causar problemas a saide humana, mesmo apresentando

vérias finalidades medicinais.
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. CONCLUSOES

O latex e os extratos foliares (EE e EA) de J. gossypiifolia possuem potencial toxico,
citotoxico e genotoxico, indicando principalmente uma acdo aneugénica observada
mediante diferentes tipos de alteragdes cromossémicas (AC), como C-metafases e
aderéncias cromossémicas.

O latex e os extratos foliares apresentam potencial mutagénico em nivel cromossémico,
indicado pela frequéncia significativa de alteracbes clastogénicas, como pontes
cromossémicas (nos extratos foliares e no latex) e MN nas células meristematicas e nas
células F; (apenas nos extratos foliares).

No EE, a aneugenicidade parece ser a principal atividade decorrente provavelmente da
acao de terpenos e/ou flavonoides. Por outro lado, no EA, a acdo clastogénica parece
ser o principal agente causador dos efeitos negativos as células de A. cepa, como
consequéncia provavelmente de uma acéo sinérgica de flavonoides e/ou saponinas.

De forma geral, os testes realizados indicaram toxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e potencial mutagénico em nivel cromossémico do latex e dos extratos
foliares de J. gossypiifolia. Considerando que os mesmos sdo utilizados de forma
empirica na medicina popular de varios paises e que o sistema-teste A. cepa apresenta
uma boa correlacdo com testes realizados em mamiferos, alerta-se para a eventual
possibilidade do latex e dos extratos foliares terem potencialidade para causar

problemas a satde humana.
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