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RESUMO 

 

Diante de um cenário marcado pela ampla utilização e aplicação de compostos 
biológicos como fármaco, em cosméticos, no campo como herbicida, inseticida 
e no controle de zoonose, a abordagem sobre o potencial nocivo destes 
compostos se faz crucial para determinar uma forma mais segura de utilizá-los. 
O Nim (Azadirachta indica) tem se destacado em estudos voltados para essas 
aplicações e o óleo da semente recebe um maior enfoque nesse sentido. O 
presente trabalho objetivou analisar o potencial citotóxico do óleo da semente 
do nim mediante teste Allium cepa e avaliar o comportamento mitótico após 
exposição ao óleo por diferentes períodos. Os tratamentos se deram em 4 
períodos diferentes, submetidos a óleo puro, e para cada tratamento um 
controle negativo (somente com água). Analisou-se 2500 células por bulbo, 
onde 3 bulbos determinavam um bloco, havendo 3 repetições por tratamento, e 
os tratamentos consistiram em 12, 24, 36 e48 horas de exposição ao óleo puro 
da semente e 4 controles de mesmos períodos. Como resultado, obteve-se 
redução do índice mitótico para o tratamento 1 e aumento para os 
demais.Houve ainda a ocorrência de anomalias cromossômicas como 
formação de micronúcleos, anomalias no fuso e pontes cromossômicas,  sendo 
que para as duas primeiras o tratamento 4 apresentou maior frequência, e a 
incidência de ponte cromossômica mostrou-se mais frequente para o 
tratamento 1. A partir desses dados, é possível aferir citotoxicidade ao óleo, por 
este interferir, comprometendo a divisão celular, ou seja, dificultando o 
crescimento ou desenvolvimento do A. cepa. 
 
 
Palavras-chave: óleo de nim; anomalias genéticas; índice mitótico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

In view of a scenario marked by the wide use and application of biological 
compounds as a drug, in cosmetics, in the field as herbicide, insecticide and 
zoonosis control, the approach on the harmful potential of these compounds 
becomes crucial to determine a safer way to use them. Nim (Azadirachta indica) 
has excelled in studies aimed at these applications, and seed oil receives a 
greater focus in this regard. The present work aimed to analyze the potential 
cytotoxicity of the oil of the neem seed by means of Allium cepa test and to 
evaluate the mitotic behavior after exposure to the oil for different periods. The 
treatments took place in 4 different periods, being pure oil, and for each 
treatment a negative control (only with water). 2500 cells were analyzed per 
bulb, where 3 bulbs determined one block, with 3 replicates per treatment, and 
treatments consisted of 12, 24, 36 and 48 hours exposure to pure seed oil and 
4 controls of the same periods. As a result , a reduction in the mitotic index for 
treatment 1 was obtained, and an increase for the others, there were still the 
occurrence of chromosomal abnormalities such as micronucleus, spindle 
anomalies and chromosomal bridges. the incidence of chromosome bridge was 
more frequent for treatment 1. From these data, it is possible to measure 
cytotoxicity to the oil, because this interferes, compromising the cell division, 
that is, making the growth or development of A. cepa difficult. 
 
 
Keywords: Nim oil; genetic anomalies; mitotic rate. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 A família Meliaceae tem sido considerada, dentre as diversas 

espécies utilizadas na agricultura orgânica, um dos grupos mais promissores 

por apresentarem uma variedade significativa de moléculas biologicamente 

ativas capazes de influenciarem no desenvolvimento de outros organismos 

(RICKLI et al., 2011). 

 Segundo Gonçalves-Gervásio (2003) e Moreira (2017), Cinamomo 

ou Santa-bárbara (Melia azedarach L.), Trichilia pallida e Azadirachta indica, 

conhecida como Nim, são as espécies mais estudadas desta família, na 

qualhá550 espécies distribuídas em 51 gêneros e tal interesse se deve às 

atividades químicas de seus compostos.  

 Planta tropical, o nim (A. indica) há séculos tem sido utilizado no 

Oriente como planta medicinal, atuando em diversos tratamentos como 

inflamações, infecções virais, hipertensão e febre, além de ser uma planta que 

oferece sombra, têm aplicação na formulação de repelentes, material para 

construção, combustível, lubrificantes, adubos e, nas últimas décadas, na 

agricultura como praguicidas (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005). 

 Acarretado pela preocupação com o meio ambiente, recursos 

naturais, saúde humana e animal, e pelas barreiras fitossanitárias impostas 

pelo mercado, segundo Medice, Bettiol e Altéa (2013), estudos vêm sendo 

realizados, em busca de descobrir e desenvolver alternativas de controle e 

manejo de doenças e fitopatologias, assim como biofungicidas, biobactericidas 

e bioinseticidas a partir de extratos, decóctos vegetais e óleos essenciais. 

Estudos acerca da aplicação do extrato das folhas de Piper hispidum 

(Piperaceae) como inseticida no controle da broca-do-café (Hypothenemus 

hampei) (SANTOS et al., 2010), extrato de Jacaranda decurrens subsp 

Symnetrifoliolata (Bignoniaceae) sobre a Traça-das-crucíferas (Plutella 

xylostella) (SANTOS et al., 2016), óleo essencial de tomilho branco em 

bactérias que acometem a produção aquícola (KOTZENT et al., 2016) entre 

outras tem sido realizadas por instituições de ensino e pesquisa. 

 Nesta nova categoria de produtos ecologicamente corretos com 

potencial de aplicação na agricultura, o óleo de nim tem se destacado, 

demonstrando ser isento de propriedades nocivas aos animais de sangue 
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quente, peixes e a diferentes espécies de minhocas e demais organismos do 

solo (GARCIA, 2000). 

 Ainda segundo Garcia (2000), este bioproduto apresenta em insetos 

ação dermal (penetra através da cutícula, dificulta síntese de quitina e 

manutenção da hidratação corpórea), efeito repelente, dificilmente estes 

organismos desenvolverão resistência as suas propriedades e tais 

características são acentuadamente relacionadas à azadiractina, seu 

constituinte predominante.  

 Além das propriedades acima citadas, tem-se comprovado que 

extratos de suas diversas estruturas apresentam propriedades carrapaticidas 

em testes para Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SRIVASTAVA et al., 

2008; SANTOS, OLIVEIRA,ALBUQUERQUE, 2012), controla Otodectes 

cynotis em cães (FERNANDES et al., 2010). Já o óleo comercial atua no 

controle de verminoses gastrintestinais de caprinos, diminuiu a contagem de 

OPG (ovos por grama de fezes) (NOGUEIRA et al., 2005), apresentou 

eficiência no controle de Brevicoryne brassicae e Myzus persicae (CARVALHO 

et al., 2008) além de inibir o crescimento de Colletotrichum acutatum (DIAS-

ARIEIRA et al., 2010) entre outros. 

 Tais propriedades resultam da toxicidade de compostos presentes 

na planta do nim e são atribuídas principalmente à azadiractina, um composto 

biodegradável sensível à umidade, exposição solar e alterações de pH, e por 

isso de rápida degradação (GUERRINI; KRITICOS, 1998; DIAS-ARIEIRA et al., 

2010). 

 Sabe-se que os extratos foliares e do fruto do nim apresentam 

citotoxicidade elevada, como afirma Awasthy, Chaurasia e Sinha (1999). Este 

ainda propõe que tal citotoxidade deve-se a um ou vários dos constituintes dos 

extratos. Em ensaios em ratos, comprovaram influência nas atividades do DNA, 

desencadeando ruptura da cadeia dos cromossomos ou ainda perturbações do 

fuso, acarretando efeitos genotóxicos tardios. 

 Porém, quando se trata da citotoxicidade do óleo da semente não há 

relatos de testes realizados, havendo assim uma escassez de material 

bibliográfico quanto as suas propriedades. Contudo, é imprescindível avaliar 

seu potencial citotóxico, a fim de mensurar as possibilidades deste metabólito 

oferecer algum risco à saúde do usuário, dos animais ou até a própria cultura 
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na qual se deseja aplicar, permitindo ao produtor ou a pessoa a qual for 

manipular ou ingerir este óleo optar por uma forma segura e racional, a fim de 

minimizar os efeitos nocivos 

 Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho está calcado em 

avaliar o potencial citotóxico do óleo natural da semente da A. indica mediante 

sistema teste Allium cepa por meio da análise do desenvolvimento do ciclo de 

divisão mitótica das células das raízes de A. cepa após tratamento com este 

óleo e comparar o comportamento dos cromossomos em resposta aos 

diferentes períodos de exposição ao óleo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Aspectos botânico do Azadirachta indica 
 

 A A. indica denominada popularmente como nim, de origem indiana, 

consiste em uma árvore milenar, a qual tem tido diversas aplicações há séculos 

em inúmeros fins. Pertence a ordem Rutales, subordem Rutinea, família 

Meliaceae, subfamília Melioideae e tribo: Melieae segundo a classificação de 

Pio-Corrêa (1984). 

 Embora seja uma planta de clima tropical, também adapta-se bem a 

regiões subtropicais, sendo encontrada comumente em áreas tropicais e 

subtropicais da África, Austrália e Américas, inclusive no Brasil (AZEVEDO et 

al., 2010) 

 Segundo Schumutterer (1990), é uma planta perene ou decídua, 

resistente e de rápido crescimento, podendo atingir até 25 metros de altura 

mediante fatores como clima, umidade e nutrição favoráveis. Apresenta frutos 

oviformes com 1,5 a 2,0cm de comprimento. Após a maturação a polpa 

manifesta sabor adocicado e cor amarelada e a semente presente em uma 

única unidade por fruto, possui um tegumento branco o qual contém um óleo 

verde amarelado.  

 Quanto às folhas, Neves (2004), afirma que são compostas 

imparipenadas, não apresentam estípulas e são de cor verde-escuras. As 

flores configuram-se hermafroditas, apresenta característica aromática, cor 

branca, inflorescência densa, seus estames formam um tubo e referente à 

frutificação, a depender das condições ambientais, estas árvores produzem 

frutos até duas vezes por ano, de 30 a 50 kg por espécime. 

 Seu Tronco é semirreto, curto e duro, de diâmetro entre 30e 80 cm e 

apresenta coloração marrom avermelhada. A copa varia em diâmetro, podendo 

ter de 8 a 12m em média, atingindo até 15m em espécimes isoladas. São 

atrativas devido ao grande número de folhas constantemente verdes. Sua 

sustentação se dá devido às raízes penetrarem no solo a profundidades 

consideráveis (BRASIL, 2013). 
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2.2 Aspectos econômicos e aplicação do nim 

 

 O nim apresenta ampla aplicação, justificando o grande número de 

pesquisas que tem sido realizada a cerca desta árvore. Neves, Oliveira e 

Nogueira (2003) mencionam que na Índia ela é utilizada há mais de dois 

milênios, nos mais diversos fins, os quais vão desde a fabricação de 

cosméticos, reflorestamento, como madeira de lei, adubo, paisagismo, controle 

de nematóides, bactérias, vírus, insetos pragas (minadora, mosca-branca, 

carrapato, brasileirinho, lagartas e pragas de grãos armazenados) e alguns 

fungos, assim como na medicina humana e animal.  

 No Brasil, assim como em vários outros países, subprodutos dessa 

árvore têm sido utilizados em diversos estudos, a fim de desenvolver produtos 

alternativos aos agroquímicos (NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). 

Segundo Roel (2001), a ação resultante da associação de vários princípios 

ativos dificulta o desenvolvimento de resistência pelas pragas a serem 

controladas, tornando-a eficiente por um maior período de tempo. A 

inexistência de resíduos deixados nos alimentos por estas substâncias, além 

de serem oriundos de fontes renováveis e de fácil degradação no meio 

ambiente, torna a utilização de subprodutos de plantas com atividades 

praguicidas bem mais vantajosa comparada ao uso dos sintéticos. 

 Na medicina, Martinez (2002) e Paiva e Neves (2009) argumentam 

que esta pode ser utilizado tanto como vermífugo, tônico, anti-séptico, no 

tratamento de problemas dermatológicos, diabetes, malária, além de combater 

a sarna, pulga, diarreias, distúrbios urinários e outras doenças. 

  Estudos ainda comprovam a presença de potencial para aplicação 

desta planta na saúde animal (pecuária), ensaios em caprinos apontam efeito 

positivo do extrato aquoso de folhas secas no controle da eclosão das larvas 

de nematódeos gastrintestinais (CHAGAS; VIEIRA, 2007), no controle de 

emergência das moscas das pupas de moscas Lucilia cuprina, Chrysomya 

megacephala, Cochliomyia hominivorax e Musca domestica reduzindo 

significativamente (DELEITO; BORJA, 2008), propriedade acaricida sobre 

teleóginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (BUZATTI et al., 2013), 

eficiência relativa de 40% na eliminação de Boophilus microplus (XAVIER et al., 
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2010), reduz significativamente o número de ovos nematóides em cabras 

(ACOSTA, 2012), entre outros.  

  A aplicação desta planta e seus subprodutos no Brasil e no mundo é 

promissor. Com isso a sua importância econômica apresenta-se elevado e em 

ascensão, e estudar a atuação de seus princípios ativos sobre outros 

organismos pode contribuir com a possibilidade de se determinar outras formas 

de aplicação, assim como forma de extração mais racional e segura. 

 

2.3 Óleo natural do fruto do nim 

 

 Devido suas propriedades medicinais e praguicidas vem sendo fonte 

de intensos estudos. Tais propriedades advêm do grande número de 

metabólitos secundários que apresentam atividades biológicas importantes, 

onde a Azadiractina se destaca quanto a sua importância ecológica (FORIM, 

2006).De acordo com Schumutterer (1990), ação detergente, reguladora de 

crescimento, da alimentação, atividade ovopositora,da fecundidade e redução 

da aptidão física do inseto desencadeada pelo nim são atribuídas a 

Azadiractina. 

 O óleo natural da semente do nim, tanto quanto o extrato foliar tem 

tido diversas aplicações principalmente em meio de produção, seja animal ou 

vegetal. Bioensaios mostraram que em determinadas concentrações o óleo 

apresentou eficácia no controle da mancha angular do feijoeiro Phaeoisariopsis 

griseola (CARNEIRO; PIGNONI; GOMES, 2008), repelência de até 89,4% 

sobre de Zabrotes subfasciatus adultos em sementes de feijoeiro (OLIVEIRA; 

VENDRAMIM, 1999), significância no controle da mosca minadora em meloeiro 

promovendo da mortalidade larval e pupal (SILVA et al., 2015), e efetivo na 

redução do crescimento, esporulação e viabilidade de Metarhizium anisopliae, 

Beauveria bassiana e Paecilomyces farinosus (MARQUES; MONTEIRO; 

PEREIRA, 2004) entre outros. 

 Na pecuária, testes investigativos inferem ao óleo do nim também 

uma grande importância devido à atuação no controle de endo e ectoparasitos, 

pois aplicação oral em caprinos pode reduzir o número de ovos por grama de 

fezes (OPG) de nematódeos (PAIVA; NEVES, 2009), do carrapato bovino - 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ocasionando a mortalidade dos mesmos, 
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dias após o tratamento além de interferir na reprodução (BROGLIO-

MICHELETTI et al., 2010), do Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera, 

Tenebrionidae) popularmente conhecido como cascudinho do aviário, o qual 

acomete aves comprometendo a conversão alimentar e o ganho de peso das 

mesmas (MARCOMINI et al., 2009) além de outros diversos potenciais 

descritos na literatura.  

 Na medicina, há centenas de anos o nim tem tido aplicação na 

etnomedicina indiana no tratamento de problemas intestinais, sífilis crônica, 

hanseníase, reumatismo, úlceras, desordens respiratórias, constipação, 

infecções de pele e escabiose. Para tais tratamentos utilizam-se desde as 

folhas, frutos, sementes até as casca da árvore, sendo a hanseníase e vermes 

intestinais tratados especificamente com o óleo da semente (BISWAS et al., 

2002). 

 O óleo e seus constituintes inibem o desenvolvimento de fungos em 

homens e animais, por exemplo, o gedunine apresenta ação antimalárica 

(NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). Há ainda a utilização empírica desta 

planta na medicina popular no tratamento de outros diversos problemas.  

 Os ésteres presentes na oleaginosa também são utilizados na 

fabricação de cosméticos, tônicos capilares, sabonetes, óleos para cabelos, 

pasta dental, filtro solar (NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). 

 Contudo, semelhante ao extrato foliar, o óleo da semente também 

apresenta toxicidade, a qual pode ocasionar problemas se utilizado de forma 

indiscriminada. Paiva e Neves (2009), em testes em caprinos obtiveram dados 

que aferem que dosagens superiores a 1.500 mg/mL por peso vivo ocasionam 

intoxicações no animal. Brito (2013) observou alteração no quadro de saúde e 

ocorrência de óbito resultante da administração do óleo de nim por via oral em 

concentrações elevadas em ovinos. Outros eventos ocasionados pela 

toxicidade deste composto são descritas na literatura, o que ressalta a 

necessidade de maiores restrições e cuidados acerca de seu uso.   

 

2.3.1 Composição do óleo natural do fruto do nim 

 Em média se obtêm 467 mg de óleo por semente e, por grama de 

semente, 3,6 mg de azadiractina. Seis substâncias já foram isoladas, dentre 
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elas a neemola (C15H3003S); margosina (C28H48O10), um glicosídeo; ácido 

palmítico; ácido oléico, ácido tetradecenóico; e um ácido denominado D. Dentre 

os princípios ativos, três já foram também isolados: nimbim (0,1%), nimbinim 

(0,01%) e nimbidim (1,1%) (NEVES, OLIVEIRA E NOGUEIRA, 2003). 

 Brito (2013) descreve o óleo como amarelo acastanhado e sabor 

amargo, além de apresentar natureza hidrofóbica, cita Kumar et al. (2010), o 

qual atribui à miliacina os princípios amargos, e ao ácido tignico (5-metil-2-

ácido butânico) o odor característico do mesmo. 

 Suryawanshi (2011) coloca que ácidos graxos, aminoácidos 

essenciais, vitamina E, triglicerídios e compostos triterpenóides constituem o 

óleo de nim e que, além da azadiractina, estão presentes azadiradiona, salanol 

nimbinene, nimbin, vilasinin, salanin, vepinin, nimbidin e princípios amargos, 

taninos, flavonoides e derivados sesquiterpênicos. E dentre os ácidos graxos, o 

ácido oleico (50-60%), palmítico (13-15%), esteárico (14-19%), linoleico (8-

16%) e araquidônico (1-3%) são os principais e que os Ácidos graxos 

insaturados constituem-se mais abundantes do que saturados.  

 

2.4  A divisão celular e a citotoxicidade 

  

  O processo de divisão celular está diretamente envolvido no 

desenvolvimento dos organismos vivos, contudo, anormalidades nesse 

processo acarretam o surgimento de várias doenças, principalmente no 

desenvolvimento de tumores. O ciclo celular inicia-se com o aumento do 

tamanho da célula, para que haja espaço para a duplicação do material 

genético (intérfase). Após duplicado, os cromossomos começam a separar-se 

para os pólos da célula (prófase). A presença de algumas moléculas pode fazer 

com que os cromossomos duplicados não consigam separar-se corretamente 

durante a prófase, gerando anomalias denominadas pontes cromossômicas. 

Em outros casos, a reorganização dos cromossomos nos núcleos pode ser 

comprometida, gerando anomalias de fuso (quando os cromossomos não 

conseguem anovelar-se de maneira correta) ou micronúcleos (quando os 

cromossomos organizam-se em mais de um aglomerado). Estas anomalias 

podem desencadear a apoptose das células, formando tumores e outros 
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problemas de formação para a célula. Nestes casos, onde o desenvolvimento 

normal da célula é comprometido, podemos considerar a substância á qual a 

célula foi submetida como citotóxica (GRIPPA et al., 2010). 

 

2.5 Citotoxidade e o teste Allium cepa 

 

 Os seres vivos apresentam um material genético definido por uma 

ordem específica de nucleotídeos constituindo a molécula de DNA. No entanto, 

normalmente esta sequência se encontra exposta à agentes variados, capazes 

de promover alterações na sua estrutura ou composição química, originando 

mutação ou induzindo a morte celular (ZAHA, FERREIRA, PASSAGLLA 2003). 

Diante do exposto, diversos testes foram desenvolvidos para avaliar 

capacidade citotóxica e mutagênica de diversas substâncias. 

 No que se refere à toxicidade desses compostos, Araújo et al. (2008) 

propõe que configura-se citotóxico um composto capaz de afetar suas funções 

celulares, ocasionando a morte da mesma, e genotóxicas as que apresentam 

potencial de alterações cromossômicas e genéticas da célula (KASPER et al., 

2015). 

 Bezerra, Dinelly, Oliveira (2016) ressaltam a importância na 

realização de pesquisas que objetivem avaliar ou descobrir as possíveis 

ameaças atreladas ao uso de plantas medicinais em seres humanos e animais.  

 Com o bioensaio usando Allium cepa pode ser analisados o 

potencial tóxico e citotóxico de substâncias ou compostos oriundos de plantas 

como extratos, óleos, decóctos e essências vegetais. Quando são observadas 

alterações, o composto testado é considerado alopático ou fitotóxico (MELO 

2015). É comum que espécies vegetais alelopáticas tenham potencial 

citotóxico, alterando, por exemplo, o índice mitótico das plantas susceptíveis 

(FERREIRA, 2014). 

 Conforme Souza et al. (2005), avalia-se a citotoxicidade de 

substâncias sobre outros organismos mediante ocorrência de alterações no 

processo de divisão celular, redução do índice mitótico e proliferação, perda de 

cromossomos inteiros, quebras cromatídicas, incidência de mutações 

cromossômicas ou a formação de micronúcleos. 
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2.6  Aspectos gerais do sistema teste Allium cepa 

 

 Diversos compostos químicos produzidos em algumas plantas 

apresentam potencial para promover alterações no desenvolvimento de outros 

seres vivos, sendo estes outras plantas ou até mesmo outros organismos 

(IGANCI et al., 2006). Diversos ensaios e bioensaios laboratoriais foram 

desenvolvidos a fim de analisar essas interações e seus resultados. 

 A manipulação de plantas e a utilização destes organismos em 

bioensaios é consideravelmente menos complexo quando comparado à 

utilização de animais para tais fins. Além do mais, as plantas apresentam uma 

sensibilidade mais elevada à interação com fatores químicos e físicos do meio 

externo, o que justifica a sua frequente utilização para monitoramento de 

poluentes ambientais (PEDRO, 2008). Assim, testes com plantas tem tido cada 

vez mais espaço nas análises laboratoriais. 

 Levan (1938) foi o primeiro a introduzir o teste com Allium cepa, e 

considerou esta planta adequada por apresentar número diplóide de 

cromossomos, ou número total de cromossomos das células somáticas 

normais reduzido (2n=16) e de fácil análise da morfologia cromossômica e do 

comportamento mitótico. Segundo Melo (2015) e diversos outros autores este 

bioensaio é considerado efetivo devido a sua alta simplicidade, sensibilidade e 

rapidez, além de ser um teste barato e por isso viável. Esta espécie apresenta 

ainda um número considerável de células em divisão, raiz com rápido 

crescimento e disponibilidade para obtenção durante todo o ano. 

 O sistema teste A. cepa obteve aceitação e passou então a ser um 

teste padrão para análises toxicológicas de ampla aplicação. O método 

baseado em parâmetros como aberrações cromossômicas assim como 

comportamento deste durante o ciclo de divisão celular mitótico é validado 

segundo Cabrera e Rodriguez (1999) como eficiente para análise e 

monitoramento in situ da genotoxicidade de diversas substâncias pelo 

Programa Internacional de Segurança Química (IPCS, WHO) e o Programa 

Ambiental das Nações Unidas (UNEP). 

 A validade deste teste justifica suas inúmeras utilizações, sendo este 

usado como bioensaio para testar diversas substâncias tais como: chás, sucos, 
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medicamentos, aditivos alimentares, agrotóxicos, águas de inúmeras fontes, 

esgotos e dejetos domésticos e industriais (COSTA et al., 2015). 

 Teixeira et al.(2003) obtiveram resultados semelhantes após 

realizaram testes de citotoxicidade em fibroblastos de mamíferos e em células 

meristemáticas de A. cepa. Estes achados corroboram a eficiência do 

bioensaio com A. cepa quando comparado com aqueles realizados com células 

animais e a correspondência entre os mecanismos de ação tóxica atuantes em 

células animais e vegetais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local do experimento 
 

 A extração do óleo foi realizada no Laboratório de Química e 

Bioquímica e os testes de citotoxidade no laboratório de Citogenética, ambos 

do Instituto Federal de Educação, Ciências e Tecnologia do Tocantins – 

campus Araguatins. 

3.2 Obtenção dos materiais dos experimentos 

  

 Os frutos de nim foram coletados na cidade de Araguatins – TO, 

durante o mês de março do presente ano, sendo colhidos somente os recém 

caídos com características indicativas da maturação, pois, estudos apontam 

que é neste estágio que o fruto apresenta maior teor de óleo em suas 

amêndoas, afirma Cremonez et al, 2017 a partir de estudos com pinhão manso 

(Jatropha curcas L.).  

 Foram descartados os frutos que apresentaram coloração verde 

consistente e poupa rígida, pois tas características aferem estágio verde ao 

fruto. Frutos com aspectos envelhecidos ou com fungos eram refugados na 

coleta. 

 As cebolas foram adquiridas em pontos comerciais do município, 

sendo escolhidas pela semelhança de tamanho e forma entre si, assim com 

aspectos visuais de sanidade, como consistência dos catafilos, folhas ou 

escama, integridade do prato, local de onde emergem as raízes, assim como 

ausência de hifas (fungos). 

 

3.3 Extração do óleo natural da semente do nim 

 

 A extração do óleo se deu de acordo com o método proposto por 

Paes et al. (2015) com modificações, em que, após a colheita, as sementes 

foram submetidas a um processo de despolpamento mediante água 

corrente e escarificação manual com peneira de malha 2x3 mm, e então pré-

secas em temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida foram armazenadas 

em geladeira em recipiente âmbar até alcançar quantidades suficientes para 
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extração do óleo. Alcançando tal quantidade, foram devidamente secas em 

estufa com circulação e renovação de ar a 65 °C, durante 72 horas. 

Posteriormente, em um liquidificador tradicional, as sementes secas foram 

trituradas até a obtenção de uma farinha. 

Baseado na proposta de Benício, Neto, Sousa (2010) com 

modificações, o óleo foi extraído a partir da farinha por meio de extrator 

Soxhlet apresentado na Figura 1, utilizando como solvente o n-hexano, onde 

em um balão volumétrico com capacidade de 1000 mL adicionadou-se 80 g 

da farinha e 250 mL do solvente extrator n-hexano, aquecido com o auxílio da 

manta aquecedora a uma faixa de temperatura entre 160 e 164°C por um 

período médio de 1 hora e 40 minutos até a obtenção do extrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Melo, 2017. 

 A extração se deu por um sistema de arraste, em que o solvente era 

aquecido e ao alcançar 68 °C este passava do estado líquido para gasoso e 

evaporava, passando por um canal (indicado por setas verdes) até alcançar o 

 

 

 

1:Saída de vapor 

2: Condensador; 

3:Cartucho de papel filtro contendo a farinha 

da semente; 

4:Balão volumétrico de 1000 mL; 

5:Manta aquecedora; 

→Entrada de água; 

→Saída de água; 

→Passagem do solvente em estado gasoso 

do balão volumétrico em direção ao cartucho 

e saída; 

→Retorno da mistura (óleo e solvente) em 

estado líquido para o balão volumétrico; 

 
 

→ 1 

2 

3 

4 

5 

Figura 1 - Complexo: Extrator Soxhlet e manta aquecedora 
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condensador, onde era resfriado, retornando ao estado líquido e lavando o 

material sólido (farinha) contido no cartucho de papel filtro e acumulando dentro 

do soxhlet.  

 Ao atingir o meio do soxhlet ou acima da curvatura superior do canal 

que dar acesso ao balão volumétrico (indicado por setas roxas), por gravidade, 

a mistura retornava ao balão completando o ciclo, que se repetia diversas 

vezes no intervalo de tempo proposto.  

 O rotaevaporador (Figura 2) foi utilizado para separar o óleo do n- 

hexano, em rotação de 80 rpm da amostra em um banho termostatizado na 

temperatura entre 75 e 80 C°, sob pressão de 300 mmHg, a qual controlou-se 

mediante associação de uma bomba de vácuo ao equipamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Melo, 2017. 

 Ao final, o óleo foi retirado com o auxilio de uma pipeta de 20ml, 

transferido para um recipiente de vidro âmbar e armazenado sob temperatura 

controlada (27°C em média) até a montagem dos ensaios.  

 

3.4 Ensaio biológico 

 

 A metodologia para o ensaio biológico foi proposta originalmente por 

Levan em 1938 e foi reproduzida neste trabalho com modificações. Foram 

Figura 2 - Rotaevaporador 

Bomba de vácuo 

 

Banho termostático 

Extrato da amostra 

Sistema de rotação 

Condensador 

Solvente 

1:Entrada da água 
2: Saída da água 
3: Canal da pressão negativa 

1 

2 

3 
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feitos um total de 4 tratamentos com o óleo que diferenciavam-se pelo período 

de exposição a ele puro e seus 4 tratamentos controle, sendo um pra cada 

período, da forma apresentada abaixo e foram mantidos em temperatura 

ambiente e luminosidade controlada:  

T1: Exposição em óleo puro por 12 horas; 

T2: Exposição em água mineral por 12 horas (controle negativo);  

T3: Exposição em óleo puro por 24 horas; 

T4: Exposição em água mineral por 24 horas (controle negativo); 

T5: Exposição em óleo puro por 36 horas; 

T6: Exposição em água mineral por 36 horas (controle negativo); 

T7: Exposição em óleo puro por 48 horas; 

T8: Exposição em água mineral por 48 horas (controle negativo); 

 Considerando que algumas cebolas poderiam não germinar ou 

germinarem de maneira desuniforme, 250 unidades foram montadas em água, 

onde cada uma foi colocada em um recipiente (pote coletor) com capacidade 

para 50ml onde colocou-se água em quantidade suficiente para submergir a 

base do bulbo (prato) estando suspensos pela borda do recipiente e para o 

crescimento das raízes, como evidencia a figura 3. Os bulbos das cebolas 

foram mantidos em água até que a quantidade mínima de raízes necessária 

para a montagem de um tratamento (18 raízes) alcançassem 10 a 15 mm de 

comprimento.  

Figura 3 - Cebolas expostas em água para emissão das raízes 

 

 

 

Fonte: Melo, 2017. 

Para evitar lesões ás cebolas e consequentemente o desenvolvimento 

de compostos que pudessem interferir na leitura dos resultados dos testes, na 

borda dos coletores foi colocado cola quente, a qual após esfriar e secar 

promovia base de contato menos abrasiva (figura 4).  
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Fonte: Melo, 2017. 

 Posteriormente foram transferidas para seus respectivos 

tratamentos, em frascos cristal J10 fixados no interior dos coletores utilizados 

para germinação, com a finalidade de estabilizar os bulbos. Desta forma 

permaneceram por períodos pré-definidos (12, 24, 36 e 48 horas), um 

tratamento por vez, como ilustrado na Figura 5. 

Figura 5 - Montagem do tratamento 1 e controle 1 

 

Fonte: Melo, 2017. 

 Nos tratamentos de controle negativo utilizou-se somente água 

destilada, sendo um tratamento controle para cada período, ou seja, um 

controle no qual as raízes foram submersas em água por 12 horas, outro por 

24, 36 e 48 horas consecutivamente. Todos os tratamentos, inclusive os 

controles foram aplicados em 18 bulbos, sendo todos utilizados para análise, 

considerando cada 3 unidades uma repetição  

 O arranjo fatorial utilizado foi o 2x4, sendo óleo puro e água 

destilada (controle negativo) e quatro diferentes períodos de exposição. No que 

se refere ao delineamento experimental, o experimento foi conduzido um 

tratamento por vez em paralelo ao seu respectivo controle, onde cada período 

Figura 4 - Recipiente com cola nas bordas (A), como cola e pote J10 no interior (B) e  como 
cola e pote J10 no interior com bulbo 

A B 
B 

C 
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teve 3 blocos com 3 bulbos cada, totalizando 9 bulbos cada período. Ao final, 

todo o experimento foi aplicado a 72 cebolas. 

 Após os tratamentos, extraíram-s os ápices radiculares de todas as 

raízes de comprimento ≥15 mm e ≤20 mm de cada bulbo, e então fixados em 

solução etanol absoluto: ácido acético (3:1) por 24 horas em eppendorfs 

previamente identificados. No término deste período foram transportadas para 

eppendorfs com álcool etílico a 70% também identificados e então 

acondicionados em refrigerador até o dia das análises citogenéticas 

(BARBERIO, 2009). 

 

3.5 Análise das células mitóticas de Allium cepa 

 

 A análise das células mitóticas foi feita de acordo com a metodologia 

proposta por Guerra e Souza (2002). As raízes que estavam acondicionadas 

em álcool 70% foram lavadas, sendo imersas duas vezes em água destilada 

com duração de 5 minutos cada imersão. Posteriormente as raízes foram 

enxugadas rapidamente em papel de filtro e mergulhadas em HCl 1N à 

temperatura ambiente e mantidas nesta solução por 11 minutos, para promover 

a hidrolise do material e possibilitar a visualização do material genético. Ao final 

as raízes foram imersas em ácido acético 45% por no mínimo 1 minuto.  

 Para a montagem das laminas, transferiu-se uma ponta de raiz para 

cada lâmina, onde uma gota de ácido acético a 45% havia sido previamente 

adicionada. Foi retirado somente o meristema radicular com agulha histológica 

e auxílio de um estereomicroscópio, descartando o restante do material. Com 2 

agulhas rombudas, ainda com auxilio do estereomicroscópio, fragmentou-se o 

meristema até o material formasse uma pequena mancha de tecido espalhado.  

 Em seguida foi adicionada uma gota de corante Violeta Genciana a 

0,20% e 4 minutos após, depositado uma lamínula sobre o material e envolto 

em papel filtro, seguida de esmagamento mediante pressão sobre o conjunto 

lâmina/lamínula de modo a não movimentar a lamínula sobre o material da 

lâmina (esqueche). 
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3.6 Avaliação citotóxica do óleo natural da semente do nim no 

meristema radicular da Allium cepa 

 

 Foram analisadas células de 3 raízes de cada bulbo. Nas lâminas 

observou e considerou-se as células em interfase e divisão celular mitótica 

para calcular o Índice Mitótico (IM), assim como a presença de anomalias como 

pontes cromossômicas, cromossomos metafásicos desorganizados e 

micronúcleos (TEDESCO et al., 2012). Para análise utilizou-se microscópio 

óptica com lente objetiva de 40x, para observação e avaliação. 

 

3.7 Análise estatística 

 

 Para obter o IM (índice mitótico) foi utilizada o a equação IM=(m/T)x 

100, onde m consiste no número de células em mitose e T é o número total de 

células analisadas (IGANCI et al., 2006), assim como média de ocorrência de 

anomalias.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Comparado ao controle negativo, o tratamento 1 (12 horas) 

apresentou interferência significativa no IM das raízes analisadas, reduzindo de 

10,3% (controle 1 - 12 horas) para 5,2% sob tratamento com o óleo. Já nos 

demais tratamentos houve um aumento relevante se comparado aos seus 

respectivos controles. 

 Leme e Marin-Morales (2009) propõem que algumas substâncias 

podem interferir no índice mitótico celular, podendo reduzi-lo ou elevá-lo, o que 

pode afetar negativamente o crescimento e desenvolvimento do organismo. O 

aumento do índice mitótico resulta na intensificação da divisão celular, a qual 

tende a ser prejudicial às células, por propiciar a proliferação destas de forma 

desordenada e, consequentemente, a formação de tumores. 

 O Gráfico 1 evidencia que os tratamentos 2 (24 horas), 3(36 horas) e 

4(48 horas) comparado aos controles de mesmo período, apresentaram um 

aumento no IM de 5,2, 4,9 e 11,9% para 8,5, 8,7 e 26,4 respectivamente. 

Gráfico 1-  Índice mitótico (IM) 

 

 Diante disso e dos dados obtidos, é possível aferir que o óleo da 

semente do nim no ciclo celular das raízes de A. cepa, apresenta 

citotoxicidade, por comprometer o desenvolvimento do organismo de acordo 

com Pereira (2015).  
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Fonte: Melo, 2017. 

 O gráfico 2 evidencia a quantidade de anomalias do fuso presentes 

nas células do tratamento com óleo de nim e no controle, o qual foi 

determinado pela desorganização dos cromossomos dentro da célula. 

Anormalidades no fuso semelhantes também foram obtidas por Almeida (2014) 

para o látex de Hancornia speciosa, e denominado com atraso. Machado 

(2013) também obteve esta mesma anormalidade em testes para efluente do 

terminal Petroquímicos Almirante Soares Dutra Osório – RS. 

Gráfico 2- Células com anomalias no fuso evidenciado pela desorganização dos cromossomos

 

O fuso consiste no local de fixação dos cromossomos e atua na 

organização, orientação e distribuição dos cromossomos para pólos opostos da 

célula durante o ciclo de divisão celular (Andrade, 2012). Diante desta 
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prerrogativa, é sabido que diante do não funcionamento normal do fuso, 

metáfase, anáfase e telófase não acontecem de forma correta, podendo ser 

letal para a célula.  

 Brito e Luz (2015) afirmam que, além de interferir no IM, algumas 

substâncias, denominadas agentes genotóxicos (que podem ser físicos, 

químicos ou biológicos) desestabilizam a organização do DNA dos organismos 

vivos, provocando alterações cromossômicas clastogênicos, aneugênicos e 

mutagênicos, que são quebras na estrutura do material genético, alterações no 

número de cromossomos e mutações no DNA a nível de genes 

respectivamente, causando morte celular. 

 Outra anomalia resultante da interferência do óleo foi a formação de 

micronúcleos. Contudo, somente nos tratamentos 2 e 4 notou-se esta 

ocorrência, demonstrado na Gráfico 3. Considerando que nos tratamentos 

controle não tenha ocorrido nenhum micronúcleo entre as células analisadas, 

atribui-se então estas anomalias á influencia citotóxica do óleo. 

 

Gráfico 3- Formação de micronúcleos 

 

 

 Pohren et al. (2013), Siddiqui et al. (2011) e Moura (2011) obtiveram 

formação de micronúcleos para teste com solo contaminado com metais 

pesados, águas residuais industriais e extrato pirolenhoso de Tectona grandis 

respectivamente em decorrência de mutações cromossômicas induzidas por 
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utilizada em epidemiologia molecular como um biomarcador para determinar a 

ocorrência de danos cromossômicos e instabilidade genômica, ou seja, 

intimamente ligado a cancinogênese. 

 A incidência de pontes cromossômicas (Gráfico 4) foi de 0,22 por 

repetição de tratamento no tratamento 1 e 0,14 no tratamento 3, sendo estas 

as maiores freqüências obtidas, no entanto, nos tratamentos controles não 

ocorreu nenhuma formação desta anomalia.   

 Embora tenha ocorrido em baixa freqüência, a presença de ponte 

cromossômica é importante. Leme e Marin-Morales (2009) apontam que 

ruptura ou perda cromossômica, que induzem a aneuploidia e poliploidia, estão 

relacionadas às pontes cromossômicas. 

 

Gráfico 4 – Quantitativo de pontes cromossômicas 
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pra cálculo de índice de crescimento, que este inibiu o crescimento das raízes, 

ou seja, apresenta-se tóxico.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O óleo da semente do nim nas condições testadas mostrou-se 

tóxico, citotóxico e genotóxico, chamando uma maior atenção quanto a seu uso 

e aplicação, assim como, a utilização de EPI para manuseá-lo, inclusive em 

aplicações no campo pois, com base nos resultados obtidos por Teixeira et al. 

(2003) em testes paralelos com células animal e vegetal, os dados aqui 

apresentados podem ser considerados, em grau menor, para aferir tal 

citotoxicidade ás células animais. 

 Contudo, é importante repetir este estudo, para avaliar a 

citotoxicidade em função das concentrações e também utilizar células animais 

como sistema teste.  
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