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AVALIACAO DA GENOTOXIDADE E MUTAGENICIDADE DA THITONIA
DIVERSIFOLIA EM ALLIUM CEPA'!

Débora José da Silva?
Fernando Nascimento de Souza®

RESUMO: A utilizacdo de plantas como intervencdo medicamentosa tem uma grande forca entre a
populagdo desde os primdrdios. Antes mesmo dos farmacos serem implantados, muitas dessas
plantas foram utilizadas por anos passando de gerac6es entre grupos familiares sem uma verificacéo
correta de sua genotoxicidade ou mutagenicidade. O objetivo do trabalho é avaliar o grau do potencial
mutagénico e genotdxico presentes no extrato aquoso e etandlico, preparados através da utilizacdo
da planta Tithonia diversifolia (popular margariddo ou girassol mexicano), planta de facil acesso na
Amazonia legal da familia Asteraceae, que apesar de ser aproveitada como enfeite pelo seu aspecto
robusto, seu extrato tem sido utilizado a fins medicinais para o tratamento em alguns paises. No
Brasil conforme DA SILVA et al, 2012 em ag¢fes anti-inflamatdrias, antimalaricas e diabetes. Por
método de Allium cepa, teste utilizado através de cebolas comuns, devido sua alta sensibilidade,
baixo custo, agilidade e de facil manipulagdo que segundo LEME e MARIN MORALES 2009,
demonstram a diminuicdo do indice mitético e formacgéo de aberra¢cdes cromossdmicas, comparando
0 crescimento das raizes nos extratos. Assim foi possivel obter um resultado apds as analises
realizadas com o material coletado, observando que no extrato aquoso somente a maior
concentracdo de 1000 pg/mL obteve significAncia com o controle negativo (CN), j& no crescimento
radicular do extrato etandlico o nivel de toxidade das concentragBes foram maiores, devido o extrato
etandlico em suas maiores concentragfes (1000, 500 e 250 pg/mL) quando comparadas ao controle
positivo (CP), e uma diferenca significativa comparada ao controle negativo (CN) demonstrando um
nivel de citotoxicidade alto, fazendo com que o crescimento radicular tivesse prejuizo.
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GENOTOXICITY AND MUTAGENICITY EVALUATION OF TITHONIA
DIVERSIFOLIA IN ALLIUM CEPA

ABSTRACT: The use of plants as a drug intervention has had a strong force among the population
since the beginning. Even before drugs were implanted, many of these plants have been used for
years going from generations between family groups without a correct verification of their genotoxicity
or mutagenicity. The objective of this work is to evaluate the degree of mutagenic and genotoxic
potential present in the aqueous and ethanolic extract, prepared through the use of the plant Tithonia
diversifolia (popular daisy or Mexican sunflower), a plant easily accessible in the legal Amazon of the
Asteraceae family. Although it is used as a decoration for its robust appearance, its extract has been
used for medicinal purposes for treatment in some countries and even in Brazil according to DA SILVA
et al, 2012 in anti-inflammatory, antimalarial and diabetes. By Allium cepa method, a test used through
common onions, due to its high sensitivity, low cost, agility and easy handling, which according to
LEME and MARIN MORALES 2009, demonstrate the reduction of the mitotic index and formation of
chromosomal aberrations, comparing the growth of roots in the extracts. Thus it was possible to obtain
a result after the analyzes performed with the collected material, observing that in the aqueous extract
only the highest concentration of 1000 pug / mL was significant with the negative control (CN), while in
the root growth of the ethanolic extract the level of toxicity. concentrations were higher due to the
ethanolic extract at its highest concentrations (1000, 500 and 250 pg / mL) when compared to the
positive control (PC), and a significant difference compared to the negative control (CN) showing a
high level of cytotoxicity, causing root growth to be impaired.

Keywords: Mutagenicity, Genotoxicity, Tithonia diversifolia, Allium cepa.



1. INTRODUCAO

O uso das plantas para fins medicinais vem de muitas geracdes e até hoje
esta abundantemente presente no cotidiano da populacdo. Conforme a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) tem como significado de planta medicinal o vegetal que
apresenta substancias com fins terapéuticos que se tornem antecessores de
medicacbes semissintéticas. A utilizacdo das plantas medicinais no Brasil é
consumida com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas, mas vem sendo ainda propagada por usuarios e comerciantes.
Apesar de comparados com medicacfes utilizadas em tratamentos convencionais,
seu efeito toxico ndo pode ser irrelevante, pois podem causar acfes sinérgicas, por
exemplo, fazendo com que esse fitomedicamento se torne um risco sério a saude

publica. [1]

Conforme estimativa levantada pela OMS, 80% da populagdo mundial
utilizam-se para suprir as necessidades terapéuticas, coincidindo com a realidade
também de paises desenvolvidos 0 uso de ervas para fim medicinal, haja vista que
foi observado que nos Estados Unidos, 25 % das indicag6es médicas receitadas no
periodo final da década de 50 a meados dos anos 80 continham principios ativos
obtidos ou fragmentos vegetais por plantas superiores. Mais tarde, no final da
década de 90 uma pesquisa realizada constatou que 43% da populacdo em
tratamentos médicos alternativos fizeram o uso de plantas medicinais, um
crescimento cerca de 30% do inicio de 1990 quando a mesma pesquisa foi
realizada. [1,2] Para obter um conhecimento necessario e ndo correr tal risco, o
crescimento de pesquisas e estudos a respeito do dano da toxidade e
mutagenicidade de plantas de uso popular tem se elevado a fim de uma melhor

disciplina no seu uso terapéutico.

A Thithonia diversifolia € uma planta muito conhecida e utilizada na medicina
popular, conhecida como margaridao ou girassol mexicano. Sua origem € nativa do
sudeste mexicano e pode ser localizada em diversas regides e ecossistemas pelo
mundo, com facil acesso na Amazonia legal, podendo ser encontrada ao longo de
rodovias e em terrenos baldios, pela sua caracteristica invasora de enraizamento em

diversificados solos, com um ciclo de vida perene. Seu florescimento depende muito



da época em que foi realizado o seu plantio, sendo capaz de florescer na primavera,

verao e outono. [3]

Suas folhas possuem recorte com coloragao em verde escuro, com presenca
de tricomas que podem em alguns casos apresentar um processo alérgico em quem
faz 0 manuseio da mesma, suas flores sdo de caracteristica similar a um girassol,
com sua coloragdo amarelada e suas pétalas de aspecto alongado. Sua proliferacao
ocorre pela dispersdo das sementes, devido ser uma planta com uma rusticidade,
ela consegue se reproduzir e multiplicar facilmente, se o solo estiver apropriado para

a sua germinacéo. [4]

Erva da familia Asteraceae, robusta e comumente aproveitada como enfeite
de jardim devido seu aspecto de ornamentacdo com flores formosas. Entretanto
seus extratos tém demonstrado eficacia no combate as inflamacg6es, malérias e no
tratamento de algumas diabetes tanto no Brasil, como também em outros paises que

testam em animais de laboratdrio em estudos in vitro ou in vivo. [5]

Em muitos casos as plantas medicinais ndo tem uma analise adequada para
o conhecimento do grau de toxidade e mutagenicidade, levando em consideracéo
gue o solo, ou mesmo a planta pode estar contaminada por outros agentes. A T.
diversifolia também tem sido recomendada na terapia contra o uso de drogas,
colocando uma pitada do extrato sobre a lingua nos momentos de maior vontade de
usar as drogas que estdo lutando contra, orientando a fazer este uso em ate seis

vezes ao dia. [6]

Uma vez que essa planta vem ganhando conhecimento populacional e
cientifico, consequentemente com isso novos estudos vém sendo realizados para
observar seus riscos e suas vantagens. Um dos estudos mais utilizados para
verificar o nivel de toxidade e mutagenicidade em plantas, € realizado através de
pesquisa com cebolas (Allium cepa), que é indicado para averiguar 0S compostos,
haja vista algumas consideracdes pertinentes para tal realizacdo além do cunho
financeiro, tais como: facil aproveitamento e manipulacdo das amostras sem um
tratamento especifico, agilidade e alta sensibilidade para demonstracédo de formacéao

de possiveis aberra¢cdes cromossémicas e diminui¢cdo do indice mitético. [7]



O teste utiliza concentracdes preparadas a partir dos extratos da planta que
serd analisada, através do crescimento das raizes das cebolas. Com a analise
microscopica dos meristemas, é possivel obter um resultado de grande relevancia
nas pesquisas, em virtude de sua capacidade em analisar o nivel de
mutagenicidade/genotoxidade dos extratos preparados para a analise. Com isso, 0
presente estudo tem como objetivo analisar o grau de citotoxicidade e
mutagenicidade/genotoxidade das folhas da Tithonia diversifolia.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA DA PLANTA E PREPARO DOS EXTRATOS

No municipio de Ji-Parana — Rondénia, Brasil, Latitude 10°51'52.1"S e
Longitude 61°56'40.8" no més de Junho, foram realizado identificacdo e catalogacéo
das folhas da planta e encaminhado ao herbario Sdo Lucas de Porto Velho — RO,
registrado como o exemplar n° 413. No més de setembro foi coletado o material,
lavado em agua corrente, e levada a estufa por 72 horas a 40°C.

Apds a secagem em estufa, as folhas foram trituradas com o auxilio de um
moinho de facas modelo Wiley, em seguida para a obtencdo dos extratos foram
pesadas, e utilizou a mistura de 500 ml de 4gua destilada e 125g da folha seca e
triturada, levado ao Banho-maria por 1 hora a 80°C, de acordo com adaptacdo
descrita por Di Giacomo et al, (2015). [8]

Para o preparo do extrato etandlico foi entdo adaptado e preparado de acordo
como descrito por Lima (2006), adicionado 880 ml de etanol PA 95 e 220g de folhas
secas trituradas, apds o preparo foi embalado e vedado o recipiente, e armazenado
por sete dias. [9] No preparo para obtencdo dos extratos brutos de aquoso e
etandlico, foram filtrados com papel filtro e distribuidos em placas de petri, e levados
a estufa a 45°C por 72 horas, e armazenado a 4°C na geladeira até o inicio dos

experimentos. [9]

Cada extrato foi pesado e realizado a diluicdo dos extratos brutos dissolvidos

em agua destilada, para o preparo das diluicbes seriadas.

No preparo da concentracdo dos controles, foi utilizado para o controle
positivo sulfato de cobre diluido em 1 ml de agua destilada, no controle negativo foi

utilizado agua destilada e distribuido em 7 potes coletores estéreis de 50 ml, e



10

adicionado as cebolas sobre eles, a qual foi 0 mesmo parametro para ambas
concentracfes (aquoso e etandlico). No extrato aquoso foram preparadas diluicdes
com concentracfes de 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5%, j4 no extrato etanodlico a
concentracéo inicial foi de 1000, 500, 250, 125 e 62,5%, apos foram distribuidos nos
7 potes coletores estéreis de cada concentragdo e adicionado as cebolas sobre eles
em contato com 0s extratos nas respectivas concentracdes, durante 72h em

temperatura constante de 25°C.

2.2 BIOENSAIO COM ALLIUM CEPA

As cebolas utilizadas foram compradas em uma feira municipal na cidade de
Ji-Parana, de acordo com os critérios de inclusdo, foram analisadas e selecionadas
aguelas que tinham seu tamanho uniforme, médio, ndo germinadas e saudaveis. Em
seguida foram descascadas, lavadas em &gua de torneira e colocadas em um
recipiente com agua durante um periodo de 3 horas, com objetivo de evitar o
surgimento de substancias que prejudicariam o desenvolvimento e crescimento dos

bulbos das cebolas. [10]

O bulbo das cebolas (raizes) foi colocado em contato com as diferentes
concentracbes dos extratos aquoso e etandlico e foram mantidas a 25°C com
luminosidade adequada durante 72 horas. Os meristemas foram cortados com um
bisturi e medidos com o auxilio de uma régua milimetrada. Os meristemas cortados
foram armazenados em eppendorfs contendo Solucdo de Carnoy. Posteriormente
foram lavados em agua destilada e hidrolisados em HCI 1N durante 10 minutos em
banho-maria a 60°C, sendo novamente lavados com agua destilada. [10] Em
seguida os meristemas foram cortados e corados com Pandtico Rapido LB
(Laborclin) e depois realizado a técnica de esmagamento, com auxilio da laminula,

as laminas foram feitas em duplicatas. [11]

A leitura microscépica foi realizada utilizando a objetiva de 100x, obtendo um
aumento de 1000x, desta forma assim podendo identificar a presenca de
micronucleos e as diferentes fases da divisado celular, analisando 1000 células por

lamina.

O indice mitético foi calculado segundo literatura, onde é dividido o numero de

células em mitose (préfase, metafase, anafase e teléfase) pelo numero total de
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células (intérfase e mitose) e multiplicado por 100, obtendo-se o resultado em

porcentagem. [12]

Para a construcéo dos graficos foi utilizado o software Graphpad Prism 5.01 e
a andlise estatistica foi realizada pelo método de Tukey, considerando os resultados

significativos para p<0,05 averiguando os resultados por meio de variancia ANOVA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta a média do crescimento radicular de Allium cepa,
posteriormente a exposicdo a extratos aquoso e etandlico (figura 1A e 1B,
respectivamente). Pode-se observar no extrato aquoso que somente a maior
concentracdo de 1000 pg/mL se mostrou diferente significativamente quando
comparado ao controle negativo (p<0,05) e as demais concentracbes nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle negativo. Na figura 1B
observou a média do crescimento radicular quando utilizado o extrato etandlico e
pode-se observar que as trés maiores concentracdes do extrato de 1000, 500 e 250
pg/mL obtiveram diferenca significativa quando comparadas ao controle negativo,
demonstrando um nivel de citotoxicidade alto, fazendo com que o crescimento
radicular tivesse prejuizo, variando entre 0,36 cm na concentracao de 1000 pug/mL e

0,92 cm na concentragao de 250 pg/mL.
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Figura 1. Média do crescimento radicular de Allium cepa em exposicéo a diferentes concentragfes de
extrato aquoso (A) e extrato etandlico (B) de folhas de Thitonia diversifolia. ***p<0,0001 pelo método
de Tukey (One Way ANOVA) Fonte: Arquivo pessoal.
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Frente aos resultados apresentados nas figuras anteriores, houve
consideravelmente uma diferenca entre os extratos aquoso e etandlico, podendo
observar que o fato do extrato etanolico haver sofrido um impacto ou uma diferenca
significativa maior no crescimento radicular com as trés maiores concentracdes
(1000, 500 e 250 pg/mL), torna-se consequentemente, seu nivel citotoxico maior
comparado ao extrato aquoso, ou seja, compostos etandlicos carregaram um teor de
polaridade elevado, demonstrando um ressalto na toxicidade do E.E. (extrato

etandlico) diante do crescimento radicular entre as raizes das cebolas.

Conforme estudos, as propriedades das plantas em seus extratos tem sim
utilidade terapéutica para o tratamento de doencas (Chagas-Paula et al. 2012) e a
familia da T. diversifolia € uma grande espécie vitima de varios estudos para revelar
seu potencial quimico e suas diversidades, revelando seus constituintes usados para
inflamacé&o, antidiabética, antimicrobiana, quimiopreventiva nos casos de cancer,
analgésica, antimalarica, antidiarreica, citotoxicas contra células tumorais, atuacao

repelentes, bioenseticida. [25]

Abe et al. 2015, investigaram que, pelo fato da planta apresentar notével
atividade inflamatéria e antitumoral, o potencial em neutréfilos sem decorréncia
significativa de apoptose, sucedendo em um excelente terapéutico anti-inflamatoério
devido investigacao das lactonas sesquiterpénicas (LSTs). [24] Ja Paula (2010), que
constatou cerca de 20 substancias da planta, entre elas as lactonas
sesquiterpénicas (LSTs) e as flavonas e acidos clorogénicos (ACGs), relata que a
planta ndo produzira os mesmos efeitos colaterais das AINES (Anti-inflamatérios ndo
esteroidais), uma vez que ndo sao 0s Unicos compostos que contribuem para
atividade anti-inflamatéria da planta pelo fato da inibicdo tanto da formacdo de
edema quanto no engajamento de células inflamatorias. Isto €, conforme Paula
(2010) os extratos de T. diversifolia apresentam compostos significativos
promissores para o desenvolvimento fitoterapico, e sendo fonte de complexos anti-
inflamatorios merecem mais recursos e estudos mais aprofundados para
consolidagédo dos achados. De comum modo, a T. diversifolia carrega em seus
extratos, compostos capazes de inibir o crescimento de bactérias Porphyromonas
gingivalis, como em forma de terpendides, saponinas, alcaloides, taninos e

flavonoides, porém ha um cuidado na necessidade de mais pesquisas sobre, para



13

averiguar o grau de toxicidade encontrados nos extratos de T. diversifolia (Koptaria
et al. 2015). [27, 28, 29]

O indice mitético foi calculado e pode ser observado na figura 2, quando os
bulbos foram submetidos as diferentes concentracdes de extrato aquoso (figura 2A),
€ possivel observar que nas duas concentragcdes maiores de 1000 e 500 pg/mL
houve diferenca significativa em relacdo ao controle negativo, possivelmente
indicando uma citotoxicidade corroborando com os resultados de tamanho das
raizes. A concentracdo de 125 pg/mL também se mostrou diferente
significativamente em relagcdo ao controle negativo, porém a mesma diferenca &
observada em relacdo ao controle positivo na mesma concentracdo e as demais
concentracdes de 250 e 62,5 pg/mL nao foi obtida diferenca significativa em relacéo
ao CN. No extrato etandlico, porém, as quatro maiores concentracfes 1000, 500,
250 e 125 pg/mL obtiveram diferenca significativa em relacdo ao CN e apenas a

menor concentracdo de 62,5 pg/mL nédo teve diferenca quando comparada ao CN.
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Figura 2. indice de divisdo mitdtica do extrato aquoso (A) e extrato etandlico (B) das folhas de
Thitonia diversifolia pelo método de Tukey (One Way ANOVA). Fonte: Arquivo pessoal.

O indice mitético verifica a medida da agilidade que crescem e se dividem as
células cancerigenas, no método de A. cepa, é analisado as aberracfes
cromossOmicas em meristemas da ponta da raiz. Através do indice mitético é
possivel detectar as possiveis alteragbes e prejuizos causados pelos agentes
mutagénicos, através da avaliacdo das etapas da divisdo celular durante o ciclo

celular. Com a diminuig&o do crescimento das raizes ou do indice mitotico é possivel
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analisar a agéo citotoxica, e avaliando a presenca de micronucleos ou anormalidade

das etapas anéafase e teléfase, € possivel analisar a acdo genotoxica.[13]

Os compostos alelopaticos séo inibidores na germinacdo e no crescimento
[23]. Através dos dados apresentados, pode-se observar que houve uma diferenca
de 10% entre a maior concentracdo € o CN no extrato aquoso e 15% no extrato
etandlico em sua maior concentragdo de 1000 pg/mL, 7% entre as concentraces de
500 pg/mL e torno de 7% também na concentragdo de 250 pg/mL, havendo
diferenca na germinagdo comparada com a amostra controle positivo (CP) com
menos de 5%, havendo interferentes na divisdo celular de ambas as concentracdes,
pois 0 aumento no indice de divisdo parece corroborar com os dados de germinacgao

no teste.

Assim foi possivel constatar que o extrato etandlico devido possivelmente
extrair mais substancias toxicas do que o extrato aquoso obteve diferenca
representativa nos resultados obtidos, devido os resultados das diferentes

concentracdes testadas, utilizando os diferentes extratos.

4. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o uso do extrato da planta Thitonia diversifolia para o
uso medicinal, quando preparado em extrato aquoso, seu nivel de toxidade e
mutagenicidade, sera significativamente menor que quando preparada a partir do
seu extrato  etandlico, devido seu efeito de  citotoxicidade e
mutagenicidade/genotoxidade ser consideravelmente maior quando utilizado com o
preparo do extrato etandlico, devido ao extrato etanodlico ativar o efeito toxico da
planta, concluindo assim que seu uso deve ser realizado somente a partir do preparo
por meio da utilizacdo do extrato aquoso, gerando assim um risco inferior, porém

nao nulo de toxidade.
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