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RESUMO 
 

A leishmaniose é considerada um problema de saúde pública, principalmente devido à 

presença de diferentes espécies enzoóticas de Leishmania, envolvendo muitos hospedeiros e 

diferentes insetos vetores. Os antimoniais pentavalentes permanecem como as drogas de primeira 

escolha para o tratamento das leishmanioses há mais de 50 anos, no entanto, sua utilização vem 

sendo comprometida devido, principalmente, a resistência desenvolvida pelo parasita ao 

medicamento. Assim, a escolha de drogas derivadas de plantas baseada no estudo e utilização de 

práticas da medicina tradicional devem aparecer como nova estratégia para o controle da 

leishmaniose. No entanto, é importante verificar que algumas destas drogas podem ser tóxicas ao 

organismo, podendo inclusive apresentar propriedades genotóxicas, causando alterações no DNA 

com conseqüente aumento no risco de carcinogênese. A Julocrotina (2-[N-(2-methylbutanolyl)]-

N-phenylethylglutarimide) é um alcalóide glutarimida isolado da espécie Croton pullei var. 

glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), encontrada amplamente na Floresta Amazônica e conhecido por 

possuir potente efeito leishmanicida. Desta forma, no presente estudo avaliamos o efeito 

citotóxico e genotóxico da Julocrotinaa partir do Ensaio do MTT e Ensaio do Cometa (versão 

alcalina) em cultura de linfócitos humanos. Como resultado, o alcalóide não demonstrou 

citotoxicidade em linfócitos humanos nas concentrações testadas. No entanto, a julocrotina 

mostrou-se genotóxica para linfócitos humanos tratados com a maior concentração (632µM) da 

substância. Apesar dos resultados de citotoxicidade parecem promissores no que diz respeito ao 

uso da julocrotina no tratamento da leishmaniose, o efeito genotóxico observado reforça a 

necessidade de se obter as devidas precauções quanto ao seu uso como fitoterápico 

leishmanicida.   

 

Palavras - chave: Croton pullei, julocrotina, genotoxicidade, ensaio do cometa, teste do MTT. 
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ABSTRACT  

 

Leishmaniasis is considered a public health problem, mainly due to the presence of 

different species of enzootic Leishmania, involving many different hosts and insect vectors. The 

pentavalent antimony remain the first choice drugs for the treatment of leishmaniasis for more 

than 50 years, however, its use has been compromised due mainly to the parasite developed 

resistance to the drug. Thus, the choice of drugs derived from plants based on the study and use 

of traditional medicine practices should appear as a new strategy for the control of leishmaniasis. 

However, it is important to note that some of these drugs can be toxic to the body and may even 

have genotoxic properties, causing changes in DNA with consequent increased risk of 

carcinogenesis. Julocrotine (2 -[N-(2-methylbutanolyl)]-N-phenylethylglutarimide) is an alkaloid 

isolated from the species Croton pullei var. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), widely found in the 

Amazon jungle and known to possess potent leishmanicidal effect. Thus, the present study 

evaluated the cytotoxic and genotoxic effects of julocrotina using the MTT and the Comet Assays 

in cultured human lymphocytes. Our results showed that the alkaloid did not show cytotoxicity in 

human lymphocytes at the concentrations tested. However, julocrotine showed to be genotoxic to 

human lymphocytes treated with the highest concentration (632µM) of the substance. Although 

the cytotoxicity results seem promising with respect to the use of julocrotina in the treatment of 

leishmaniasis, the genotoxic effect observed reinforces the need to obtain the necessary cautions 

for its use as an herbal leishmanicidal. 

 

Keywords: Croton pullei, julocrotine, genotoxicity, comet assay, MTT assay.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. LEISHMANIOSE 

 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania, 

transmitidas por meio de vetores flebotomíneos infectados. Essas doenças possuem um 

espectro grande de manifestações clínicas, sendo estas diferenças relacionadas à espécie de 

Leishmania envolvida (WHO, 2011). As leishmanioses são zoonoses consideradas, 

inicialmente, de transmissão essencialmente silvestre, estando limitadas a áreas rurais e a 

pequenas localidades urbanas. No entanto, tal padrão de transmissão vem apresentando 

mudanças em decorrência das modificações socioambientais, como o desmatamento e o 

processo migratório caracterizado pelo êxodo rural, levando o homem para as periferias das 

grandes cidades (Ministério da Saúde, 2011). 

As leishmanioses são consideradas pela Organização Mundial de Saúde como uma das 

seis mais importantes doenças parasitárias, afetando as populações de 88 países (66 do Velho 

Mundo e 22 do Novo Mundo) de quatro continentes (Ásia, África, Europa e América). 

Estima-se uma prevalência global de 12 milhões de pessoas infectadas e de aproximadamente 

350 milhões de pessoas vivendo em áreas de risco (WHO, 2011). Na Região Amazônica, a 

leishmaniose é um problema de saúde pública, principalmente devido à presença de diferentes 

espécies enzoóticas de Leishmania, envolvendo muitos hospedeiros e diferentes insetos 

vetores (Lainson; Shaw, 2005). 

Mais de 15 espécies de Leishmania são conhecidas por causar duas manifestações 

clínicas da leishmaniose, que são a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral (Croft 

et al., 2006). No Brasil, a média de casos de Leishmaniose Visceral (LV) no período de 2005 

a 2009, foi de 3.679 casos/ano, com uma taxa de letalidade de 5,8% em 2009. A LV é uma 

doença crônica e sistêmica e que quando não tratada, pode evoluir para o óbito em mais de 

90% dos casos. Quanto a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), no período de 2000 a 

2009, foi registrada no Brasil uma média de 24.684 casos confirmados de LTA no Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação (SINAN) (Pelissari et al., 2011). 

O tratamento é feito com o objetivo de obter a cura clínica dos doentes, no entanto, 

devido ao parasito ser intracelular este objetivo é difícil de ser alcançado. Diante disso, se 

busca uma “cura” parasitológica e clínica inicial e manutenção do tratamento por tempo 

suficiente para prevenir recidiva (FUNASA, 2000). 
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1.2. UTILIZAÇÃO DE PRODUTOS NATURAIS PARA FINS TERAPÊUTI COS 

 

Há muitos anos o homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento de 

diversas patologias. Foi através da observação e da experimentação pelos povos primitivos 

que as propriedades terapêuticas de determinadas plantas foram sendo descobertas e 

propagadas de geração em geração, fazendo parte da cultura popular (Turolla; Nascimento, 

2006). De acordo com Balunas e Kinghorn (2005) 25% das drogas prescritas no mundo são 

de origem vegetal. Entre 2001 e 2002 quase um quarto dos fármacos mais vendidos no mundo 

eram obtidos diretamente ou derivados de fontes naturais. 

Os produtos naturais se constituem na principal fonte de produtos bioativos exercendo 

importante papel na medicina popular e também na medicina moderna. A falta de acesso à 

medicina tradicional e aos medicamentos industrializados leva grande parte da população 

mundial a utilizar compostos de origem natural, seja para prevenção ou para o tratamento de 

enfermidades (Akerele, 1993). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS, 

2000), 80% da população dos países em desenvolvimento utiliza-se de práticas tradicionais na 

atenção primária, e desse total, 85% usa plantas medicinais ou preparações destas. Ainda 

segundo a OMS as práticas da medicina tradicional expandiram globalmente na ultima década 

e ganharam popularidade.    

Sabe-se que 61% das 877 moléculas introduzidas na terapêutica entre os anos de 1981 

a 2002 foram inspiradas em produtos naturais, sendo que 6% delas são empregadas 

diretamente como a substância original, 27% foram derivados de produtos naturais, 5% são 

compostos sintéticos com farmacóforos derivados de produtos naturais e 23% são sintéticos 

obtidos do desenho estrutural originado de um produto natural. Esses dados mostram que os 

produtos naturais têm grande valor intrínseco decorrente da sua atividade biológica, o que 

vem estimulando as companhias farmacêuticas (Cragg; Newman, 2003; Oliveira; Braga, 

2003). 

Exemplos claros da importância dos produtos naturais na terapêutica médica podem 

ser encontrados nos Estados Unidos da América, onde está localizada a grande maioria das 

indústrias químico-farmacêuticas do mundo, detendo, com isso uma grande parcela do 

mercado mundial farmacêutico. Essas indústrias, além da síntese, vêm também trabalhando 

no isolamento de produtos naturais que possam servir como futuros agentes terapêuticos 

(Borris, 1996; Patwardhan, 2005). 

O Brasil é detentor de uma abundante flora e fauna com sua peculiar diversidade para 

o fornecimento de produtos naturais que são utilizados como remédios na profilaxia, 
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tratamento e cura de diferentes tipos de patologias. Dentre tais patologias podemos citar: as 

micoses, a malária, o diabetes, os altos níveis de colesterol e determinados tipos de cânceres 

(Matos; Matos, 1989; Van Den Berg, 1993; Farias et al., 1997; Pinto et al, 2002; Moraes et 

al., 2003). O uso de tais produtos no tratamento de variadas patologias baseia-se em estudos 

etnobotânicos, a partir do uso repetitivo e tradicional. Através destes estudos foi possível 

reconhecer que os vegetais possuem classes de agentes fitoquímicos com diversas ações 

terapêuticas, como efeitos antioxidantes, antimutagênicos e até anticarcinogênicos (Kusamran 

et al., 1998; Nakamura et al., 1998). 

No entanto, Vicentini et al. (2001) relataram que os chás e infusões de plantas 

medicinais também podem conter substâncias tóxicas com efeitos mutagênicos. Por esta 

razão, não é correto afirmar que as plantas são benéficas ao organismo humano somente por 

serem plantas, pois elas podem apresentar substâncias farmacologicamente ativas que podem 

afetar o organismo dos que fazem uso delas. Assim, substâncias que em princípio podem ser 

consideradas como terapêuticas também podem causar efeitos indesejados ou tóxicos 

(Teixeira et al., 2003; Pinho et al., 2010). 

Apesar do exposto, muitos produtos naturais ainda não foram cientificamente 

estudados para avaliar suas qualidades, segurança e eficácia (Simões et al., 2001; Teixeira et 

al., 2003; Calixto, 2005; Soares et al., 2006). Exemplo disto ocorre no Brasil, onde a 

população habitualmente utiliza chás e infusões para o tratamento de doenças, sem que haja 

evidências científicas que comprovem a eficácia desses tratamentos. Portanto, o consumo 

destes produtos deve ser monitorado (Holetz et al., 2002; Funari; Ferro, 2005).  

 

 

1.3. JULOCROTINA 

 

Como já descrito anteriormente, nos países em desenvolvimento, a medicina 

tradicional é usada para tratar a maioria das doenças, incluindo a leishmaniose. Neste 

contexto, o enorme potencial farmacêutico da Região Amazônica tem atraído atenção 

internacional tanto da comunidade em geral quanto da científica (Guimarães et al., 2010). 

Dentre as inúmeras substâncias naturais com potencial terapêutico encontradas na 

Amazônia temos a julocrotina. A Julocrotina (2-[N-(2-methylbutanolyl)]-N-

phenylethylglutarimide) (Figura 1), é um alcalóide glutarimida isolado da espécie Croton 

pullei var. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae) (Figura 2), encontrada amplamente na Floresta 

Amazônica (Secco, 1992; Gallenmüller et al., 2001; Barbosa et al., 2007). Diversas plantas 
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do gênero Croton têm demonstrado possuir efeitos antiinflamatórios, propriedades 

antitumorais e efeito leishmanicida. Rocha et al. (2008) ao tratarem camundongos com 

extrato metanólico das folhas de C. pullei, verificaram que tal extrato reduzia de forma dose-

dependente, o número de contorções abdominais em camundongos, sugerindo uma atividade 

antinociceptiva da planta, além disto, o extrato inibiu o edema de orelha induzido pelo óleo de 

croton e reduziu a migração leucocitária no teste da peritonite induzida por carragenina, 

indicando uma atividade antiinflamatória. De acordo com estes resultados, pode-se justificar o 

bom uso medicinal de Croton pullei var. glabrior Lanj. (Euphorbiaceae), contra patógenos 

que causam dor e inflamação. Propriedades antitumorais do extrato da raiz de Croton 

membranaceus Mull. Arg. (Euphorbiaceae) também já foram relatadas em neoplasias de 

próstata (Mshana et al., 2000). 

O efeito principal da julocrotina parece ser o leishmanicida. Guimarães et al. (2010) 

em testes in vitro com macrófagos de camundongo infectados com amastigotas tratados com a 

julocrotina, observaram que a substância reduziu em 80% estes parasitas. Os autores também 

observaram alterações nas membranas dos promastigotas de L.(L.) amazomensis tratados com 

a julocrotina, incluindo a membrana plasmática, complexo de Golgi, membrana flagelar e 

alterações na organização da cromatina nuclear. Estes resultados sugerem que a julocrotina é 

citotóxica para os parasitas intracelulares, aumentando a efetividade da resposta microbicida 

dos macrófagos produzindo óxido nítrico (NO) e metabólitos reativos de oxigênio. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1- Estrutura química da julocrotina (Guimarães et al., 2010). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outros alcalóides são citados por possuírem potente atividade 

Delorenzi et al. (2001) demonstrou que o 

promastigotas em apenas 6 dias e diminuiu a sobrevivência dos amastigotas de 

amazonensis. Em outro estudo, Rocha 

alcalóides totais da Crotalaria

células de Leishmania chagasi.

Apesar de existirem vários produtos naturais usados para conter a ação das 

leishmanioses, é válido ressaltar que 

erradicar nenhuma forma da doença. Os antimoniais pentavalentes são as drogas de primeira 

escolha entre as usadas para o tratamento das leishmanioses, interferindo na bioenergética das 

formas amastigotas de Leishmania

renal (Ministério da Saúde, 2003). Assim, a intensificação de estudos e utilização de drogas 

derivadas de plantas na medicina tradicional tem sido uma estratégia importante para o 

controle da leishmaniose (Mendonça

 

 

 

 

 

Figura 2: Croton pullei

Outros alcalóides são citados por possuírem potente atividade 
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1.4. GENOTOXICIDADE DE ALCALÓIDES 

 

Populações humanas podem apresentar danos genéticos por exposição acidental, 

ocupacional ou ambiental a agentes genotóxicos químicos, físicos ou mesmo biológicos. Estes 

agentes podem interferir no adequado desenvolvimento da célula causando danos em seu 

material genético, conferindo grande risco para o desenvolvimento de doenças como 

neoplasias (Natarajan, 1993).  

Os danos no DNA induzidos por diversos agentes mutagênicos químicos, físicos ou 

biológicos, podem ser reparados ou processados, mas muitos deles podem levar à formação de 

aberrações cromossômicas (AC). As AC induzidas podem ser estáveis ou não, onde as 

primeiras referem-se a pequenos danos, translocações recíprocas e algumas aneuploidias, que 

não impedem a divisão e proliferação celular, enquanto que as não-estáveis, como os 

cromossomos dicêntricos e em anel, grandes deleções e fragmentos, normalmente são letais à 

célula. Diferentes alterações podem se acumular nas sucessivas divisões celulares e produzir 

mutações em genes, os quais teriam um papel fundamental no processo de carcinogênese 

(Little, 2000).  

Os agentes químicos e físicos capazes de induzir a formação de AC são chamados de 

agentes clastogênicos, podendo ter seu potencial detectado por vários testes de 

mutagenicidade tais como a análise de aberrações cromossômicas em células metafásicas, o 

teste do micronúcleo, o teste do cometa, entre outros (Al- Sabati et al., 1992; Guimarães et 

al., 2003; Movajagh et al., 2005). 

Neste contexto, faz-se necessário o estudo genotóxico de substâncias com potencial 

uso terapêutico e que não apresentam relatos a respeito de sua ação no DNA, como a 

julocrotina, sobretudo pelo fato de já existirem evidências da atividade genotóxica dos 

alcalóides. Por exemplo, um estudo realizado por Cong et al. (2007) mostrou que alcalóides 

isolados da raiz e do rizoma de Veratrum japonicum (Baker) apresentaram um claro efeito 

genotóxico em células cerebrais de camundongos através do ensaio cometa. 

Em outro estudo, Boeira et al. (2001) avaliaram in vitro os efeitos genotóxicos dos 

alcalóides harman e harmina (presentes em plantas amplamente usadas em práticas médicas) 

utilizando células V79 (fibroblastos de pulmão de hamster). Tais autores verificaram que os 

alcalóides aumentaram a frequência de células com aberrações cromossômicas e induziram 

dano no DNA avaliado pelo ensaio Cometa, provavelmente como consequência de sua 

habilidade de induzir quebras na fita do DNA.  
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Finalmente, Santos-Mello et al. (2002) mostraram que alcalóides extraídos de Senecio 

brasiliensis (Sprengel) ainda apresentavam a capacidade de induzir micronúcleos em 

eritrócitos policromáticos de medula óssea de ratos, mesmo depois de serem estocados por 

mais de 23 anos sob diferentes condições ambientais. 

 

 

1.5. CULTURA DE LINFÓCITOS HUMANOS COMO MODELO DE ESTUDO  

 

Os linfócitos são células responsáveis pela extraordinária especificidade das respostas 

imune adaptativas de nosso organismo. Como pode ser visto na figura 3, eles são produzidos 

na medula óssea e estão presentes em grande quantidade na corrente sanguínea, na linfa 

(fluido incolor presente nos vasos linfáticos, que conectam os linfonodos do organismo uns 

com os outros e com a corrente sanguínea) e nos órgãos linfóides (Albert et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Os tipos celulares que a medula óssea é capaz de formar (http://images.google.com.br). 
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Devido a sua grande abundância na corrente sanguínea, os linfócitos em cultura 

tornaram-se um modelo in vitro bastante vantajoso para diversos estudos, como por exemplo, 

os de genotoxicidade, citotoxicidade, entre outros; além de oferecerem inúmeras facilidades 

metodológicas, uma vez que são células de fácil obtenção (punção venosa) e podem ser 

obtidos praticamente livres de contaminação. Outra grande vantagem dos linfócitos é a sua 

facilidade de desenvolvimento em cultura por longos períodos (Wnuk et al, 2009). 

Todas as vantagens citadas acima justificam a ampla utilização das culturas celulares 

de linfócitos em estudos citogenéticos, tanto os clássicos (teste do micronúcleo, ensaio do 

cometa e aberrações cromossômicas), quanto os moleculares (FISH), o que ressalta a utilidade 

destes modelos em estudos de genotoxicidade, como o aqui proposto. 

Portanto, o presente estudo objetiva gerar informações a respeito do efeito da 

julocrotina no DNA de linfócitos humanos, uma vez que esta substância já demonstra um 

claro efeito antileishmanicida, podendo no futuro ser utilizada efetivamente no tratamento da 

leishmaniose. A importância desta análise reside no fato de que danos genotóxicos gerados 

por medicamentos podem aumentar o risco de carcinogênese em pacientes submetidos ao 

tratamento com os mesmos. A expectativa é de que os resultados produzidos nesta dissertação 

colaborem no sentido de auxiliar na implementação de estratégias de tratamento que sejam 

seguras e eficazes no controle da leishmaniose, mas que levem em consideração os efeitos 

adversos que tais tratamentos possam exercer no DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Este trabalho objetivou avaliar in vitro os possíveis efeitos citotóxicos e genotóxicos 

de diferentes concentrações do alcalóide glutarimida julocrotina isolado da espécie C. pullei 

em cultura de células linfocitárias humanas procedentes de sangue periférico humano. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrações de julocrotina em cultura de linfócitos 

humanos através do ensaio do MTT;  

b) Avaliar o índice de dano ao DNA demonstrado pelas células após o tratamento com 

diferentes concentrações da julocrotina utilizando o ensaio do cometa. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Extração e Isolamento da Julocrotina 

 

A julocrotina foi gentilmente cedida pela Profa. Giselle Guilhon do Departamento de 

Química da Universidade Federal do Pará. A extração e o isolamento da substância foram 

realizados de acordo com Barbosa et al. (2007). 

 

 

3.2. Coleta do sangue               

 

Sangue periférico foi coletado de 3 (três) indivíduos hígidos, sendo duas mulheres e 

um homem com idade entre 28 e 30 anos, os quais obedeciam aos padrões exigidos para a 

realização de testes genotóxicos. Os voluntários foram entrevistados e forneceram 

consentimento escrito de participação no estudo. O sangue foi coletado com o auxílio de 

seringa descartável de 20 mL, devidamente heparinizada (Liquemine – Laboratório Roche, 

5000 U/mL) para evitar a coagulação.  

 

 

3.3. Isolamento de linfócitos com Ficoll Paque® 

 

Após a coleta, o sangue periférico foi diluído na proporção de 1:1 (6 mL de sangue: 6 

mL de solução salina) em solução salina estéril 0,85%. A amostra foi homogeneizada por 

inversão e submetida a uma nova diluição em Ficoll Paque® (específico para o isolamento de 

linfócitos T) na proporção de 3:1 (3,5 mL de Ficoll Paque®: 10,5 mL de sangue diluído), 

sendo primeiramente acrescentado o Ficoll e então cuidadosamente o sangue diluído para 

evitar a mistura. Após este processo, os tubos com a amostra foram centrifugados a 1500 rpm 

por 30 minutos para separar os linfócitos de outros elementos sanguíneos. O aspecto obtido 

após a centrifugação é a formação de quatro camadas, com o plasma na porção superior 

seguido de uma fina camada mais esbranquiçada de linfócitos, outra um pouco mais clara 

contendo Ficoll e por último, na porção inferior, uma camada de glóbulos vermelhos. O 

conteúdo (plasma + linfócitos) foi coletado e transferido cuidadosamente para outro tubo, 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur estéril, homogeneizado por inversão e em seguida 
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diluído em solução de Hanks estéril na proporção de 3:1 (9 mL da solução de Hanks: 3 mL da 

mistura de plasma + linfócitos). Posteriormente, o material foi centrifugado a 1100 rpm por 

10 minutos. O sobrenadante foi descartado deixando 1 mL de conteúdo, o qual foi 

ressuspendido em 4 mL de solução de Hanks e levado novamente para centrifugação a 1200 

rpm por 5 minutos. Após esta etapa, o sobrenadante foi descartado por inversão e as células 

foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura RPMI 1640 estéril suplementado com 20% 

de SBF completo e 4% fito-hemaglutinina A. A concentração celular foi determinada pelo 

método de exclusão utilizando azul de tripan (10 µL da suspensão de células + 10 µL de azul 

de tripan4%) e a contagem das células foi realizada com o auxílio de uma câmara de 

Neubauer. 

 

 

3.4. Separação de Linfócitos por Decantação 

 

O sangue da seringa foi transferido lentamente para dois tubos de ensaio esterilizados 

(10 mL em cada tubo). Após a transferência do sangue, os tubos foram fechados e cobertos 

com papel alumínio para evitar a exposição à luz. Desta forma, os tubos foram deixados em 

repouso por cerca de 2 horas à temperatura ambiente, a fim de se obter o plasma separado das 

hemácias. Após este tempo foram obtidas duas fases: as hemácias (cor vermelha) na fase 

inferior e o plasma (cor amarela) na superior. Com auxílio de uma pipeta Pasteur, o plasma 

foi cuidadosamente retirado dos dois tubos de ensaio e transferidos para um terceiro tubo de 

ensaio estéril, havendo o cuidado de se coletar a película de células sobre as hemácias.   

 

 

3.5. Teste de Viabilidade Celular 

 

Para a avaliação deste parâmetro foi utilizado o teste do MTT {brometo de [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]} (Amresco). O princípio do método é a redução de 

um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT, por enzimas mitocondriais resultando em 

um produto azul/roxo chamado formazana que pode ser quantificado por espectrofotometria. 

Desta forma esta reação ocorre somente em células vivas e que estejam com suas 

mitocôndrias ativas, configurando-se assim um ensaio versátil e quantitativo para avaliação da 

viabilidade celular (Mosmann, 1983). 
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Os linfócitos isolados com Ficoll Paque® foram cultivados em placas de cultura de 96 

poços (Corning) a uma concentração de 0,5 x106 células/poço e incubados durante 24 horas 

em meio completo (RPMI 1640 + 20% soro bovino fetal + 4% fito-hemaglutinina A) em 

estufa de CO2 5% a 37°C. Após o período inicial de incubação, as células foram tratadas com 

diferentes concentrações de julocrotina durante 24 horas. Após o tratamento, 100 µL de MTT 

(5000 µg/mL) foram acrescentados às células por 3 horas. Em seguida, o MTT foi retirado e 

foram acrescentados 100 µL de dimetilsufóxido (DMSO, Sigma®) por uma hora, com o 

objetivo de dissolver a formazana obtida durante o processo. O DMSO foi então lido em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 562 nm (Valadares et al., 2007). A 

sobrevida celular foi calculada como a porcentagem de absorbância em relação à absorbância 

do controle. As concentrações de julocrotina utilizadas foram: 19,75; 39,5; 79; 158; 316; 632 

e 1.264 µM. Tais concentrações foram definidas a partir do trabalho previamente publicado 

por Guimarães et al. (2010). Como controle positivo foi utilizado a nitrosometilurea (NMU), 

um composto alquilante carcinogênico. 

 

3.6. Ensaio do Cometa (versão alcalina) 

 

3.6.1. Princípio da Técnica 

 

Esta técnica foi desenvolvida por Singh et al. (1988) e, posteriormente, modificada por 

Anderson et al. (1994). A técnica corresponde a um ensaio de grande sensibilidade para a 

detecção de vários tipos de danos no DNA (quebra de fitas duplas ou simples, danos 

oxidativos e ligações cruzadas) induzidos por compostos genotóxicos e mutagênicos. 

Partindo-se do pressuposto de que o DNA encontra-se fortemente compactado dentro do 

núcleo, formando alças de 5-200 Kpb, as quais se encontram aderidas a uma rede protéica ou 

matriz nuclear (Cook; Brazell, 1976; Cook et al., 1978; Razin et al., 1995; Eriksson et al., 

2002); se células embebidas em agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e 

suas proteínas nucleares (incluindo as histonas) extraídas com altas concentrações de sais, o 

DNA, sendo maior e mais pesado que o restante dos componentes ocupará um espaço no gel, 

o qual era anteriormente preenchido pela célula e será retido em uma estrutura residual 

semelhante a um núcleo denominada nucleóide (Cook; Brazell, 1976). Desta forma, o 

nucleóide é por definição, uma série de alças superenoveladas de DNA desprovido de 

histonas, aderidas à matriz nuclear residual do tamanho do núcleo da célula. Portanto, caso 

existam quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucleóide sofrerá mudanças, uma vez 
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que as alças de DNA se desenovelam, tornando-se mais frouxas e formando um halo (Cook; 

Brazell, 1976; Cook et al., 1978; Vogelstein et al., 1980). 

3.6.2. Preparação das Lâminas 

 

As lâminas foram previamente cobertas em solução de agarose (ponto de fusão normal 

- 1,5%). Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até a solidificação da 

agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesão na segunda camada de agarose 

(baixo ponto de fusão - 0,8%), na qual a amostra será diluída. Os linfócitos obtidos por 

decantação foram cultivados em meio RPMI completo por 20 horas. Após 20 horas, diferentes 

concentrações de julocrotina (79, 158, 316 e 632 µM) foram adicionadas as culturas por 3 

horas. Após este período foram coletados 450 µL de amostra de cada grupo e em seguida feito 

uma centrifugação a 1000 rpm por 5 min. Como controle positivo foi utilizado o 

quimioterápico doxorrubicina a 3 µg/mL. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado 

deixando 30 µL para a ressuspensão. Deste conteúdo, 15 µL foram acrescentados em 300 µL 

de agarose de baixo ponto de fusão (0,8%), sendo em seguida homogeneizado. 

Subseqüentemente, 100 µL deste conteúdo foram aplicados rapidamente sobre cada lâmina 

contendo agarose e em seguida, cada lâmina foi coberta com uma lamínula (24 x 60 mm). As 

lâminas foram mantidas a 4 ºC por 5 min até a solidificação da agarose. Após este período, as 

lamínulas foram removidas cuidadosamente, e as lâminas mergulhadas em solução de lise 

(2,5 MNaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1 % Triton X-100 e 10 % DMSO; pH: 10) e 

mantidas a 4 ºC e protegida da luz. 

 

 

3.6.3. Eletroforese 

 

Após a remoção das lâminas da solução de lise, as mesmas foram dispostas em 

posição horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba foi preenchida com a solução 

de eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH ≥13) a 4 ºC recém-preparada, a um nível 

superior (0,25 cm, em média) às lâminas. As lâminas foram mantidas em repouso por 20 min 

antes da eletroforese a fim de permitir o desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas 

ligações e a exposição dos sítios álcali-lábeis. Após este processo, a eletroforese foi realizada 

a uma tensão (d.d.p: diferença de potencial) de 34 V em corrente de 300 mA por um período 

de 25 min. Vale ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa luminosidade. 

Após a eletroforese, as lâminas foram retiradas da cuba e mergulhadas rapidamente em H2O 
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destilada gelada (4 ºC) para a remoção dos resquícios da solução de eletroforese e em seguida 

transferidas para um novo mergulho em H2O destilada gelada por 5 min para a neutralização. 

3.6.4. Coloração 

 

As lâminas foram fixadas com etanol a 100% por 3 min e posteriormente coradas com 

50 µL de solução de Brometo de Etídio (20 µg/mL). Em seguida, foram cobertas com 

lamínula (24 X 60 mm) para a realização das análises. 

 

 

3.6.6. Análise das Lâminas 

 

As lâminas foram visualizadas em microscópio de fluorescência, analisando-se um 

total de 100 células. A análise foi feita pelo padrão de escores (que vai de 0-4) (Figura 4) de 

acordo com o tamanho e intensidade da cauda do cometa, que representa o nível de 

fragmentação de DNA, indicando o grau de lesão sofrido pela célula:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Padrão de escores utilizados para determinação do índice de dano no teste do cometa (Mota et al., 2011). 
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0 = sem danos (<5%) 

1 = baixo nível de danos (5-20%) 

2 = médio nível de danos (20-40%) 

3 = alto nível de danos (40-95%) 

4 = dano total (95%) 

 

 

3.7. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Para os dados que se enquadraram nas premissas de normalidade, foi utilizado o teste 

de análise de variância (ANOVA) com pós-teste de Tukey. Porém, para os dados que não se 

enquadraram na premissa de normalidade foi utilizado um teste não-paramétrico, denominado 

Kruskal-Wallis. O nível de significância considerado foi de 5%. O programa utilizado para 

realizar as análises foi o BioEstat versão 5.0 (Ayres et al., 2007). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR  

 

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular, avaliados 24 horas após o tratamento 

com a julocrotina, demonstraram que não houve diminuição significativa nas porcentagens de 

sobrevivência (Figura 5). No entanto, uma diminuição estatisticamente significativa nas 

porcentagens de sobrevivência foi observada nos linfócitos após tratamento de 24 horas com o 

controle positivo NMU a partir da concentração de 316 µM. Os valores de viabilidade celular 

foram de 69,7; 78,4; 70,6; 64,2; 51,9; 45,7 e 11,7 % para o NMU e 121,3; 109,2; 115,4; 

105,4; 115,2; 107,2 e 108,2 % para a julocrotina nas concentrações de 19,75; 39,5; 79; 158; 

316; 632 e 1.264 µM, respectivamente. 

 

 

 

 

Figura 5: Valores de viabilidade celular observados em culturas de linfócitos humanos após 24 h de tratamento 

com diferentes concentrações de julocrotina e NMU. Média de três experimentos. *p<0,05 (ANOVA/pós-teste 

Tukey) em relação ao controle negativo. 
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4.2. ENSAIO DO COMETA (VERSÃO ALCALINA) 

 

Os resultados do teste do cometa, avaliados após o tratamento com a julocrotina, 

demonstraram que à medida que aumentaram as concentrações da julocrotina na cultura de 

linfócitos, houve também um aumento nos índices de danos no DNA destas células (Figura 

6). Os valores dos índices de danos para cada indivíduo e para cada concentração de 

julocrotina estão descritos na Tabela 1. A única concentração que apresentou um aumento 

estatisticamente significativo (p<0,05) no índice de dano em relação ao controle nega

(ID=0,78) foi a de 632 µM (ID=1,76). O tratamento com doxorrubicina induziu um índice de 

dano de 1,80, sendo este valor também estatisticamente significativo em relação ao controle 

negativo (ID=0,78) (p<0,05). 
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Figura 6: Efeito da julocrotina em cultura de linfócitos huma
do cometa. Média de três experimentos. *p<0,05 (ANOVA/
relação ao controle negativo.

ENSAIO DO COMETA (VERSÃO ALCALINA)  

Os resultados do teste do cometa, avaliados após o tratamento com a julocrotina, 

demonstraram que à medida que aumentaram as concentrações da julocrotina na cultura de 

linfócitos, houve também um aumento nos índices de danos no DNA destas células (Figura 

). Os valores dos índices de danos para cada indivíduo e para cada concentração de 

julocrotina estão descritos na Tabela 1. A única concentração que apresentou um aumento 

estatisticamente significativo (p<0,05) no índice de dano em relação ao controle nega

(ID=0,78) foi a de 632 µM (ID=1,76). O tratamento com doxorrubicina induziu um índice de 

dano de 1,80, sendo este valor também estatisticamente significativo em relação ao controle 

negativo (ID=0,78) (p<0,05).  

 

Efeito da julocrotina em cultura de linfócitos humanos analisado pelo ensaio 
eta. Média de três experimentos. *p<0,05 (ANOVA/pós-teste Tukey) em 

relação ao controle negativo. 
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Os resultados do teste do cometa, avaliados após o tratamento com a julocrotina, 

demonstraram que à medida que aumentaram as concentrações da julocrotina na cultura de 

linfócitos, houve também um aumento nos índices de danos no DNA destas células (Figura 

). Os valores dos índices de danos para cada indivíduo e para cada concentração de 

julocrotina estão descritos na Tabela 1. A única concentração que apresentou um aumento 

estatisticamente significativo (p<0,05) no índice de dano em relação ao controle negativo 

(ID=0,78) foi a de 632 µM (ID=1,76). O tratamento com doxorrubicina induziu um índice de 

dano de 1,80, sendo este valor também estatisticamente significativo em relação ao controle 

*  

nos analisado pelo ensaio 
teste Tukey) em 
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Tabela 1: Índice de dano ao DNA (ID) observado em linfócitos humanos após tratamento com 

julocrotina analisado pelo teste do cometa.  

  

Índice de Dano (ID) 

     Julocrotina (µM) 

 Doxorrubicina

(3µg/ml) 

 Controle  79 158 316 632 

Indivíduo 1 1,71  0,62  0,92 1,05 1,22 1,30 

Indivíduo 2 2,09  1,04  1,12 1,51 1,33 1,91 

Indivíduo 3 1,59  0,67  1,13 1,59 1,73 2,06 

Média 1,80*  0,78  1,06 1,38 1,43 1,76* 

Desv. Pad. +/- 0,26  +/- 0,23  +/- 0,12 +/- 0,29 +/- 0,27 +/- 0,40 

*p <0,05 (ANOVA/pós-teste Tukey) em relação ao controle. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A leishmaniose é considerada uma doença negligenciada e a segunda maior doença 

parasitária no mundo, cuja subnotificação ainda é alarmante com apenas 32 países 

apresentando notificação obrigatória, entre eles o Brasil (Holzmuller et al., 2006; Clem, 

2010). Os antimoniais pentavalentes permanecem como as drogas de primeira escolha para o 

tratamento das leishmanioses há mais de 50 anos (Lima et al., 2007). Embora a administração 

parenteral destes compostos continue a ser a terapia de primeira escolha para todas as 

leishmanioses, sua utilização vem sendo comprometida devido, principalmente, a resistência 

desenvolvida pelo parasita ao medicamento (Croft et al., 2006, Mishra et al., 2007).  

Não havendo resposta satisfatória, com o tratamento pelo antimonial pentavalente, as 

drogas de segunda escolha são a Anfotericina B e o Isotionato de Pentamidina (FUNASA, 

2002).  Em geral estes compostos são tóxicos, de custo elevado, de difícil administração e 

podem também causar resistência ao parasito (Croft; Coombs 2003; Rath et al., 2003). A 

internação prolongada e os efeitos adversos como alterações cardíacas, renais, pancreáticas e 

hepáticas dificultam a adesão ao tratamento das leishmanioses. Considerando as dificuldades 

de tratamento e a ausência de vacinas, há urgência na busca de novas drogas para o tratamento 

desta enfermidade (Carvalho; Ferreira, 2001; Paula et al., 2003; Nakamura et al., 2006). 

Assim, o estudo e utilização de práticas da medicina tradicional e a escolha de drogas 

derivadas de plantas devem aparecer como nova estratégia para o controle da leishmaniose 

(Mendonça-Filho et al., 2004). 

É sabido que os extratos de muitas plantas podem ser usados no tratamento de muitas 

doenças (Junqueira et al., 2007), devido suas ações benéficas. No entanto, é importante 

verificar que alguns de seus constituintes podem ser tóxicos ao organismo. Além do mais, as 

plantas utilizadas para fins terapêuticos podem conter propriedades genotóxicas, causando 

alterações no DNA (Marques et al., 2003). Assim, o presente trabalho teve como objetivo 

avaliar o efeito citotóxico e genotóxico induzido pela julocrotina – um alcalóide glutarimida 

encontrada na espécie C. Pullei com potente efeito leishmanicida – em linfócitos humanos 

utilizando os testes MTT e Cometa. 

A Figura 5 apresenta o resultado do teste de viabilidade celular, avaliado pelo método 

MTT, em linfócitos humanos após 24 horas de tratamento com a julocrotina. Os dados 

demonstraram que a droga não foi citotóxica nas concentrações testadas. Guimarães et al. 

(2010), também usando o teste MTT, demonstraram que a julocrotina não foi citotóxica para  

macrófagos peritoneais de camundongo. Os autores utilizaram 79 µM de julocrotina por 
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períodos de 24, 48 e 72hr de tratamento. Porém, quando a julocrotina foi testada in vitro em 

promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis, o alcalóide demonstrou ter atividade 

leishmanicida em concentrações que variavam de 79 a 316 µM. Os achados de Guimarães et 

al. (2010) indicam que a julocrotina tem a capacidade de se difundir através das membranas 

da célula e ser citotóxica para os parasitas intracelulares, mas não para a célula hospedeira. 

Segundo Croft e Coombs (2003), a nova quimioterapia antileshmania deve ter como alvo as 

formas amastigostas intracelulares que sobrevivem e se dividem nos macrófagos dos tecidos. 

A julocrotina parece preencher este requisito.  

Efeitos moderados de citotoxicidade e até ausência de citotoxicidade de alcalóides, 

como a observada em nossos resultados, também foram verificados em outros estudos. 

Barreto et al. (2006) trataram astrócitos corticais de ratos por 24 e 72hr com o alcalóide 

pirrolizidínico monocrotalina e observaram que o mesmo não foi citotóxico mesmo na mais 

alta concentração (0,1 - 500µM) no teste do MTT. Cavalcanti et al. (2008)  em  estudo 

recente, demonstraram que o alcalóide ingenamina G isolado da espécie P. alcaloidefera 

induziu um moderado efeito citotóxico em linfócitos humanos após 24h de tratamento, 

também utilizando o teste do MTT. Pitanga et al. (2011) após tratarem astrócitos de ratos com 

o alcalóide monocrotaline, demonstraram que após 24 hr de tratamento as células não foram 

afetadas. No entanto, após 72 hr de tratamento, houve uma redução considerável na 

viabilidade destas células na concentração de 100 µM.  

A literatura tem mostrado que, no que tange a citoxicidade, os resultados com 

alcalóides são bastante variáveis. No entanto, observa-se de maneira geral uma ação 

citotóxica especifica destes compostos em células neoplásicas. Por exemplo, o estudo recente 

de Songsiang et al. (2011) demonstrou que os alcalóides carbazólicos claurailas A, B e C, 

isolados das raízes de  C. harmandiana (planta medicinal usada na Tailândia) não 

apresentaram citotoxicidade para células KB (carcinoma epidermóide humano) e células Vero 

(rim de macaco verde africano). No entanto, a clauraila A mostrou-se citotóxica para células 

NCI-H187 (câncer de pulmão). Em estudo semelhante, Chakraborty et al. (2004) mostraram 

que o extrato de alcalóides totais isolados da raiz de T. racemosa (planta medicinal utilizada 

na Índia) não se mostrou citotóxico para linfócitos humanos. Todavia, tal extrato mostrou-se 

citotóxico para um painel de quatro células neoplásicas, a saber: HL-60 (leucemia aguda), K-

562 (leucemia crônica), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HeLa (carcinoma cervical).  

O ensaio do cometa é um método bem reconhecido em estudos de toxicogenética 

devido as suas peculiaridades e vantagens, pois combina a simplicidade da técnica bioquímica 

de detecção de quebras de DNA com a utilização de poucas células (Burlinson et al., 2007). 
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No presente estudo verificamos, através deste ensaio, que a julocrotina induziu dano 

significativo no DNA de linfócitos humanos apenas na maior concentração testada (632 µM).  

Em estudos recentes, diversos autores usando o mesmo teste demonstraram resultados 

semelhantes aos nossos. Como exemplo podemos citar os resultado de Cavalcanti et al. 

(2008) que observaram que o alcalóide ingenamine G extraído da espécie Pachychalina 

alcaloidifera aumentou significativamente o índice de dano ao DNA em linfócitos humanos 

nas concentrações de 15 e 20 µg/mL. Igualmente, o alcalóide vincristina, uma droga 

antineoplásica com efeitos genotóxicos, induziu dano significativo ao DNA também de 

linfócitos humanos (Wei et al., 2008). Kleinsasser et al. (2005) ao avaliar células da tonsila e 

linfócitos humanos, após tratamento com o alcalóide nicotina, verificaram que o mesmo induz 

dano significativo no DNA destas células na concentração de 0,5 mM. 

Além dos resultados acima mencionados, existem estudos que demonstram que os 

alcalóides, além de induzirem danos imediatos ao DNA, também são capazes de originar 

alterações mais complexas nos cromossomos de células eucarióticas. Por exemplo, a nicotina 

induz em células de ovário de hamster chinês (CHO), altas frequências de aberrações 

cromossômicas e trocas de cromátides irmãs (Trivedi et al.,1990). Por outro lado, o alcalóide 

sulfato de vincristina induz altas frequências de linfócitos micronucleados. Utilizando sondas 

centroméricas, González-Cid et al. (1999), demonstraram que a maior parte destes 

micronúcleos era centrômero-positivo, o que evidencia o efeito aneugênico desta substância 

que interage com as proteínas microtubulares levando a uma distribuição anormal dos 

cromossomos e consequente aneuploidia.  

Alcalóides são também conhecidos indutores de estresse oxidativo. Uma indução de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) foi verificada em células de glioblastoma humano 

(T98G) após tratamento das mesmas com a berberina, um alcalóide com propriedades 

antitumorais (Eom et al., 2010). O alcalóide nicotina também é capaz de induzir estresse 

oxidativo em células do sistema nervoso central (Newman et al., 2002), em células de cérebro 

de ratos (Bhagwat et al.,1998) e em espermatozóides humanos (Arabi, 2004). 

As ROS, ainda que produzidas durante o metabolismo aeróbico normal de células de 

mamíferos, estão implicadas em dano celular e tecidual. Os radicais livres produzidos por 

processos oxidativos podem atacar as bases ou açúcares do DNA, causando quebras de fitas 

simples que podem evoluir para quebras de fita dupla bem como sítios abásicos (Marshall et 

al., 2009). Assim, sugerimos que os efeitos genotóxicos induzidos pela julocrotina, no 

presente estudo, podem ser devido à capacidade dos alcalóides de induzir ROS que podem 

danificar o DNA. A deoxiamfimedina, um alcalóide piridoacridina, demonstrou a capacidade 
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de induzir danos ao DNA após um significativo aumento na indução de ROS (Marshall et al., 

2009). Além disto, um dos prováveis mecanismos pelo qual a julocrotina induz seus efeitos 

leishmanicidas seria pela indução de ROS (Guimarães et al., 2010) 

Apesar da indução de ROS ser o mecanismo mais provável pelo qual a julocrotina 

induz seus efeitos genotóxicos, outros mecanismos também devem ser considerados. Já 

mencionamos previamente a capacidade dos alcalóides de induzir efeitos aneugênicos através 

de sua interação com as proteínas microtubulares (González-Cid et al., 1999). Além disso, 

alcalóides piridoacridinas, além de induzir ROS, possuem a habilidade de se intercalar com o 

DNA e 1) alterar a topologia desta molécula; 2) modificar a maneira como as enzimas de 

metabolização do DNA interagem com o seu substrato, o que pode inibir muitos dos 

processos de metabolização desta molécula, incluindo síntese e topoisomerização (Marshall; 

Barrows, 2004). 

Finalmente, os resultados do presente estudo parecem promissores no que diz respeito 

ao uso da julocrotina no tratamento da leishmaniose, pelo menos em relação aos seus efeitos 

citotóxicos, uma vez que não observamos tais efeitos em linfócitos periféricos, mesmo em 

concentrações bastante elevadas (i.e. 1264 µM). Como já citado anteriormente, Guimarães et 

al. (2010) demonstraram que a julocrotina na concentração de 79 µM também não foi 

citotóxica para macrófagos peritoneais de camundongos. No entanto, este alcalóide 

demonstrou um claro efeito genotóxico em células linfocitárias, ainda que em uma 

concentração muito elevada (632 µM), o que reforça a necessidade de se obter as devidas 

precauções quanto ao seu uso como fitoterápico leishmanicida.     
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6. CONCLUSÃO 

 

A julocrotina demonstrou não ser citotóxica para os linfócitos humanos nas 

concentrações utilizadas neste estudo. 

A julocrotina mostrou-se genotóxica para linfócitos humanos tratados com a 

concentração de 632µM da substância. 
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