
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da 
mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral HepG2  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Rita de Cássia Silva de Oliveira 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 

Ribeirão Preto 

2012 



UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 
 
 
 

 
 
 

Avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade da 
mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral HepG2  

 

 

 

 

Rita de Cássia Silva de Oliveira 
 
 

 

Tese de Doutorado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Toxicologia para obtenção do Título de 

Doutor em Ciências 

 

Área de Concentração: Toxicologia. 

 

 
Orientadora: Profa. Dra. Lusânia Maria Greggi Antunes 

 

                         
 

 

Ribeirão Preto 

2012 



 

AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE 
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, PARA 
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FICHA CATALOGRÁFICA 
 
 
 
 

 
Silva Oliveira, Rita de Cássia 
 
Avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade 

da mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral HepG2. 
 
100 p.: Il.; 30 cm. 
 
Tese de Doutorado, apresentada à Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP – Área de concentração:      
Toxicologia. 

 
Orientador: Antunes, Lusânia Maria Greggi. 
 
1. Mandioca. 2. Cianeto. 3. Cozimento 4. Citotoxicidade.  
5. Genotoxicidade. 6. Mutagenicidade. 7. Células HepG2 
 

 



FOLHA DE APROVAÇÃO 
 
 
Rita de Cássia silva de Oliveira 
 
 
Avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicicidade da  
mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral HepG2 

 
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Toxicologia para obtenção do Título de 
Doutor em Ciências 
 
Área de Concentração: Toxicologia. 
 
 
Orientadora: Profa. Dra. Lusânia Maria Greggi Antunes 

 

 

Aprovado em: 
 
 

Banca Examinadora 
 
 
 

Prof. Dr.  ____________________________________________________________  

Instituição: _____________________________ Assinatura: ____________________  

 

Prof. Dr.  ____________________________________________________________  

Instituição: _____________________________ Assinatura: ____________________  

 

Prof. Dr.  ____________________________________________________________  

Instituição: _____________________________ Assinatura: ____________________  

 

Prof. Dr.  ____________________________________________________________  

Instituição: _____________________________ Assinatura: ____________________  

 

Prof. Dr.  ____________________________________________________________  

Instituição: _____________________________ Assinatura: ____________________  



DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Dedico esse trabalho a Deus, meu Senhor, digno 

de toda honra e toda glória, ao meu esposo e 

filhos, fiéis companheiros, minha mãe e irmãos, 

pela dedicação. 



AGRADECIMENTOS 
 
 

A Deus, pois tudo que tenho, tudo que sou e o que vier a ser pertence a Ele. 
Eu te adoro! Eu te amo! Eu te louvo! Eu te agradeço! 

Ao meu querido e amado esposo Carlos Marcondes que não mediu esforços 
para estar comigo nessa jornada até o fim. Eu te amo muito, muito, muito! 

Aos meus filhos, Pedro Vitor e Ana Sofia, que mesmo sendo tão pequenos 
me deram toda força que precisava. Eu amo vocês muito, muito, muito! 

A minha mãe Rutilam e minha irmã Fernanda que me apoiaram sem limites. 
Eu amo muito vocês! 

Ao meu irmão Sued que me ajudou no que precisava. Eu te amo! 

Aos Professores Dr. Adolfo Muller e Dr. João Paulo Mendes Filho por 
contribuírem com minha formação profissional, me apoiando sempre e me dando a 
oportunidade de participar de um projeto de pesquisa. Obrigada! 

À Professora Dra. Lusânia Maria Greggi Antunes, que não levou em conta 
minhas limitações e me ajudou muito com sua amizade, dedicação, conhecimento, 
apoio, instrução e, principalmente, tolerância, contribuindo para concretização desse 
trabalho. Muito, muito obrigada! 

Aos meus Coordenadores Professores Jefferson Ferraz, Helena Santos, 
Sinaida Castro, Silene Castro que apoiaram minha ida a São Paulo e conselhos 
sempre que precisei. Obrigada! 

À minha amiga Patrícia Furlan, uma irmã, pela amizade, ajuda, incentivo, 
conhecimento, contribuindo significativamente, até mesmo de longe, para o 
fechamento desse trabalho. Muito obrigada amiga! 

À minha amiga Mileide Brito que viveu momentos semelhantes aos meus em 
Ribeirão Preto e me aconselhou no que precisava. Obrigada amiga!  

Aos amigos Leonardo Mendonça, Carla Machado e Tarsila Gomes, que 
mais de perto acompanharam meu trabalho e me ajudaram sempre que necessário. 
Obrigada! 

Aos amigos do Laboratório de Nutrigenômica, Bromatologia e Nutrição pela 
ajuda, apoio, paciência, instruções. Vocês são alunos nota 10,0. Obrigada! 

Aos funcionários do Laboratório de Nutrigenômica, Bromatologia e Nutrição 
por toda ajuda prestada. Obrigada! 



À Professora Dra. Danielle palma de Oliveira, sempre ajudando no que 
fosse preciso. Obrigada! 

As amigas Farah, Elisa, Thalita, Gisele pela ajuda sempre que necessário. 
Obrigada! 

Aos colegas Kássio, Gilmara, Tássia e Raquel por partilharem o laboratório 
de cultura celular comigo. Obrigada! 

Aos funcionários do Laboratório de Bioquímica da FCFRP/USP, em 
especial à Ana Cristina, pela ajuda, tolerância e atenção. Obrigada! 

Às amigas da Secretaria de Pós-graduação Rosemary Gerolineto e Ana 
Lúcia, pela ajuda e atenção. Obrigada! 

A todos da USP de Ribeirão Preto que me receberam com carinho. Obrigada! 

Aos amigos de Ribeirão Preto que receberam e ajudaram a mim e minha 
família.  Essa cidade ficará marcada em minha memória. Obrigada! 

A você que se dispõe a ler essa obra. Obrigada pela atenção! 

 

 

 

MUITO OBRIGADA! 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E apliquei o meu coração a 

esquadrinhar, e a informar-me com 

sabedoria de tudo quanto sucede 

debaixo do céu; esta enfadonha 

ocupação deu Deus aos filhos dos 

homens, para nela os exercitar. 

Eclesiastes 1:13 

 



i 

RESUMO 
 

OLIVEIRA, R. C. S. Avaliação da citotoxicidade, genotoxicidade e 
mutagenicidade da mandioca (Manihot esculenta Crantz) em célula tumoral 
HepG2. 2012. 100f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012.  
 
O fator alimentar pode ser considerado um promotor tumorigênico responsável pela 
etiologia do câncer gástrico no estado do Pará. A mandioca (Manihot esculenta 
Crantz) é uma das muitas espécies da Amazônia consumida de modo indiscriminado 
pelos habitantes da região norte. O cianeto, seu principal componente tóxico, pode 
ser liberado durante o processamento da mandioca por meio da hidrólise do 
glicosídeo cianogênico linamarina. No organismo, o cianeto bloqueia a cadeia de 
transporte de elétrons inibindo a respiração celular e, provocando, entre outras 
coisas, a produção de radicais livres que podem agir no DNA, através da formação 
de adutos exocíclicos. O objetivo deste trabalho foi a avaliação da atividade 
citotóxica, genotóxica e mutagênica de folhas e tucupi, crus e cozidos, de mandioca 
mansa e brava, usando os ensaios do MTT, cometa e citoma em células HepG2. Os 
resultados obtidos demonstraram que a viabilidade celular decai à medida que a 
concentração aumenta na maioria dos grupos de tratamento. No ensaio do cometa, 
a análise visual demonstrou que o cianeto de potássio, usado como padrão, foi 
genotóxico em todas as concentrações testadas (5,0; 15,0 e 25,0 µg/mL). As 
amostras de folhas de mandioca brava foram genotóxicas somente nas 
concentrações 15,0 e 25,0 µg/mL (cruas) e 5,0; 15,0 e 25,0 µg/mL (cozidas). As 
amostras de mandioca mansa foram genotóxicas apenas quando cozidas (5,0 e 25,0 
µg/mL). Já as amostras de tucupi, tanto cruas quanto cozidas, demonstraram dano 
ao DNA de células HepG2 em todas as concentrações testadas (20,0; 40,0 e 60.0 
µg/mL). Utilizando análise de fragmentação de DNA observamos que o cianeto de 
potássio foi genotóxico apenas na avaliação da porcentagem de DNA na cauda. Já 
amostras de mandioca brava e mansa, de maneira geral, demonstraram valores de 
porcentagem de DNA na cauda, tail moment e olive moment maiores em relação ao 
grupo controle negativo, mas, somente as folhas de mandioca, em algumas 
concentrações, demonstraram valores estatisticamente significativos. Observando o 
ensaio do citoma, as concentrações de folhas e tucupi, crus e cozidos, tanto de 
mandioca brava quanto de mandioca mansa mostraram um discreto aumento no 
número de micronúcleos em células HepG2 binucleadas, estatisticamente não 
significativo, em relação ao grupo controle negativo. Já o número de pontes 
nucleoplasmáticas e brotos nucleares foi menor que no grupo controle. Os danos 
aqui observados pelo ensaio do cometa podem estar transitoriamente presentes 
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como intermediários formados durante o reparo de lesões no DNA. A ausência de 
brotos nucleares, pontes nucleoplasmáticas e resultados estatísticos significativos 
em relação ao grupo controle negativo, não nos permitem afirmar presença de 
mutagenicidade em células HepG2 tratadas com mandioca tanto brava quanto 
mansa. De maneira geral, o cozimento das amostras não foi um fator determinante 
na diminuição do dano observado em células HepG2. Nossos resultados confirmam 
apenas citotoxicidade e genotoxicidade das variedades da mandioca nas 
concentrações e sistema celular utilizados. Os mecanismos moleculares que 
envolvem a genotoxicidade da mandioca requerem estudos futuros. Para o consumo 
da mandioca devem ser levados em consideração tipo de processamento realizado 
para extração de compostos cianogênicos, níveis de glicosídeos cianogênicos nos 
produtos consumidos, quantidade de mandioca consumida e estado nutricional do 
consumidor. 
 
Palavras-chave: Mandioca, Cianeto, Cozimento, Citotoxicidade, Genotoxicidade, 
Mutagenicidade, Celulas HepG2. 
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ABSTRACT 
 

OLIVEIRA, R. C. S. Assessment of Cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity 
of cassava (Manihot esculenta Crantz) in HepG2 cells. 2012. 100f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 
de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 
 
The food factor can be considered a tumor causing agent responsible for the etiology 
of gastric cancer in the state of Pará. Cassava (Manihot esculenta Crants) is one of 
the many food species of the Amazon indiscriminately consumed by the inhabitants 
of the northern region. Cyanide, its main toxic component, can be released during 
cassava processing through the hydrolysis of the cyanogenic glycoside linamarin. In 
the body, cyanide blocks the electron transport chain by inhibiting cell respiration 
which brings about, among other things, the production of free radicals which can act 
upon DNA through the formation of exocyclical adducts. The main goal of this study 
was the assessment of the citotoxic, genotoxic and mutagenic role of the leaves and 
tucupi juice of wild and sweet cassava, both raw and cooked, using the MTT, comet 
and cytome assays in HepG2 cells. The results gathered have shown that cell 
viability decreases as the concentration increases in most treatment groups. In the 
comet assay, a visual analysis has shown that potassium cyanide, used as a 
standard, was genotoxic in all concentrations tested (5.0, 15.0 and 25.0 µg/mL). 
Samples of wild cassava leaves were genotoxic only in concentrations of 15.0 and 
25.0 µg/mL for raw leaves, and 5.0, 15.0 and 25.0 µg/mL for cooked leaves. Samples 
of sweet cassava leaves were genotoxic only when cooked (5.0 and 25.0 µg/mL). 
Yet, samples of tucupi juice, both raw and cooked, have shown damage to DNA in 
HepG2 cells at all concentrations tested (20.0, 40.0 and 60.0 µg/mL). In performing 
DNA fragmentation analysis, it was observed that potassium cyanide was genotoxic 
only in the assessment of percentage DNA in tail. Whereas the wild and sweet 
cassava samples, in a general fashion, have shown greater values of percentage 
DNA in tail, tail moment and olive moment than the negative control group, but only 
the cassava leaves revealed statistically significant values, in some concentrations. 
For the cytome assay, concentrations of leaves and of tucupi juice, raw and cooked, 
of both wild and sweet cassava, have shown a slight increase in the number of 
micronuclei in binucleated HepG2 cells, not statistically significant as compared to 
the negative control group. On the other hand, the number of nucleoplasmic bridges 
and nuclear buds in binucleated cells was lower than the value found in the negative 
control group. The damages verified herein by the comet assay may be transiently 
present as intermediates formed during repair of DNA lesions. The absence of 
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nucleoplasmic bridges, nuclear buds and of statistically significant results vis-à-vis 
the negative control group do not warrant the assertion for the presence of 
mutagenicity in HepG2 cells treated with either wild or sweet cassava. In general, the 
cooking of the samples was not determining factor of the decrease in damage 
observed in HepG2 cells. Our results only confirm cytotoxicity and genotoxicity of wild 
and sweet cassava species in the concentrations and cell system used. The 
molecular mechanisms involving genotoxicity of cassava require further studies. For 
the consumption of cassava, the way of processing performed for extracting 
cyanogen contents, the levels of cyanogenic glycosides in the products consumed, 
amount of cassava consumed as well as the nutritional condition of the consumer 
must be taken into account. 
 
Keywords: Cassava, Cyanide, Cooking, Citotoxicity, Genotoxicity, Mutagenicity, 
HepG2 cells. 
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Introdução  2 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O Câncer no Mundo, no Brasil e no Estado do Pará 

O câncer é diagnosticado em aproximadamente 11 milhões de pessoas no 

mundo, sendo responsável por quase 8 milhões de mortes todo ano (FRESCO et al., 

2006; GONZALEZ; RIBOLI, 2010). O câncer gástrico é o quarto tipo de câncer mais 

comum no mundo e a segunda causa de óbito por câncer (LADEIRA et al., 2005; 

TEPES, 2009). A incidência é alta na América do Sul (BRENNER; 

ROTHENBACHER; ARNDT, 2009).  No Brasil, as estimativas, para o ano de 2011 

apontam para a ocorrência de 489.270 novos casos de câncer e em particular, o 

câncer gástrico já é a quarta maior causa de morte por doença (CASARETTO; 

SOUSA; MARI, 2006; IARC, 2010; INCA, 2010) e está relacionado principalmente 

com a infecção por Heliobacter pylori (COMPARE; ROCCO; NARDONE, 2010; 

GUERRA et al., 2005). Hábitos alimentares como o consumo de aditivos 

alimentares, nitratos/nitritos, elevado teor de sal e baixa ingestão de frutas e vegetais 

estão associados com o aumento do risco a esse tipo de câncer (COMPARE; 

ROCCO; NARDONE, 2010; EICHHOLZER, 2000; GAROFOLO et al., 2004; 

SCHATZKIN et al., 2009).  

No Pará, o câncer gástrico ainda constitui importante problema de saúde 

pública, onde as taxas de mortalidade apresentam valores acentuados (MOUTINHO, 

1986). O carcinoma gástrico nessa região do País possui sua gênese, 

principalmente, em carcinógenos genotóxicos provenientes da dieta regional 

(RESENDE; MATTOS; KOIFMAN, 2006). A maioria dos carcinógenos genotóxicos 

se comporta como um composto estável que, por ação de enzimas, são 

biotransformados em produtos eletrofílicos que poderão reagir com a molécula do 

DNA, formando adutos. Esses últimos tendem a ser reparados por enzimas de 

reparo, mas caso isso não ocorra, podem surgir alterações permanentes no DNA. 

Para o surgimento do tumor, estas alterações podem envolver genes que 

normalmente atuam no controle do ciclo celular (SUTANDYO, 2010). 

 

http://iarc/
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1.2 Vegetais da Amazônia: A Mandioca (Manihot esculenta Crantz) 

O Brasil é rico em vegetais que são utilizados como alimentos, pois emanam 

fragrâncias das suas folhas, caules, sementes, raízes ou flores, que podem ser mais 

ou menos intensas, sendo utilizados para compor pratos tradicionais de uma 

determinada região. Essas plantas também possuem grande importância nutricional, 

sendo fonte de inúmeras vitaminas e aminoácidos essenciais, indispensáveis às 

funções vitais do organismo, possuindo em sua composição compostos ou 

moléculas que podem servir como fatores de proteção para o organismo (CEMELI; 

BAUMGARTNER; ANDERSON, 2009; FERGUSON; PHILPOTT; KARUNASINGHE, 

2004; HOELZL et al., 2009; UTTARA et al., 2009). Por outro lado, alimentos de 

origem vegetal podem conter quantidades significativas de compostos químicos 

capazes de provocar mutações e câncer (COLLINS, 1998; GAROFOLO  et al., 

2004). 

A mandioca é uma planta dicotiledônea da família Euphorbiaceae e gênero 

Manihot. Este gênero apresenta pelo menos 5000 variedades de cassava 

principalmente na América do Sul, África, Asia e México (BAYOUMI et al., 2010; EL-

SHARKAWY, 2004; NASSAR; HASHIMOTO; FERNANDES, 2008; NASSAR; ORTIZ, 

2010), sendo que a única cultivada para fins alimentícios é a Manihot esculenta 

Crantz, podendo ser de variedade (cultivar) amarga (também chamada de brava) ou 

doce (também chamada de mansa), dependendo da quantidade do componente 

tóxico cianeto presente na planta (LI et al., 2010; MANZANO; SOUZA; GÓRNIAK, 

2006; SORNYOTHA; KYU; RATANAKHANOKCHAI, 2010). A variedade brava de 

mandioca possui altas concentrações de glicosídeos cianogênicos (320-1120 µg 

CN/g) em relação à variedade mansa (27-77 µg CN/g) (LOPES, 2001), o que faz a 

variedade brava ser bem mais processada por cozimento antes de ser consumida 

(ARIAS  et al., 2001; DORÉA, 2004; SOLER-MARTÍN et al., 2010).  

O conteúdo cianogênico também está relacionado à idade do vegetal, folhas 

jovens contêm altos níveis de glicosídeos cianogênicos, já folhas maduras e velhas, 

50% e 70% menos, respectivamente, enquanto que folhas senescentes contêm 

quantidades quase que negligenciáveis desses cianocompostos. Por outro lado, 

partes do vegetal como folhas, caule e córtex (casca) das raízes contêm maior 
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concentração do glicosídeo cianogênico linamarina ( > 400mg/kg HCN eq.) em 

relação ao parênquima das raízes ( < 100 mg/kg) (NAMBISAN, 2011). 

Como alimento, a mandioca é considerada a 3ª fonte mais eficiente de 

calorias na dieta humana em regiões tropicais, depois do arroz e milho, tendo alta 

digestibilidade (SORNYOTHA; KYU; RATANAKHANOKCHAI, 2010), elevada 

quantidade de amido, e pequenas quantidades de aminoácidos essenciais, 

vitaminas e ferro (DORÉA, 2004; NASSAR; ORTIZ, 2010), sendo usada no combate 

a fome em muitos países (IDIBIE; DAVIDS; IYUKE, 2007; DAVIDS; IYUKE, 2007; 

WOBETO et al., 2007) e consumida em uma grande variedade de formas. Em todo o 

Brasil, a raiz é transformada em farinha (mandioca brava) ou pedaços cozidos e 

fritos (mandioca mansa) (CHISTÉ; COHEN, 2008; CHISTÉ; COHEN; OLIVEIRA, 

2010). Há também o preparo da goma e de tucupi, definido como molho 

parcialmente fermentado, obtido de água prensada (manipueira) da massa triturada 

ou ralada de mandiocas de polpa amarela, reconhecidamente brava (dosagem 

acima de 100 mg de HCN/kg de raiz fresca sem casca), apresentando alto teor de 

linamarina (CHISTÉ; COHEN, 2006; CHISTÉ; COHEN; OLIVEIRA, 2007). As folhas 

são moídas e cozidas com água acrescida de vários condimentos por alguns dias 

para preparação de um prato, de influência africana e indígena, típico da região 

Norte, a maniçoba.  

O consumo de cassava constitui 80% da dieta dos amazônidas e a farinha 

representa um dos principais componentes da dieta alimentar da população nortista, 

cuja média de consumo pode ser de 34 kg por ano (IBGE, 2010). Com o cozimento 

há perda de nutrientes, como vitaminas antioxidantes A e C, porém é essencial para 

redução da toxicidade (ARIAS  et al., 2001; DORÉA, 2004; RESENDE; MATTOS; 

KOIFMAN, 2006). Se considerarmos o molho de tucupi como uma bebida não 

alcoólica, na preparação tacacá, por exemplo, seu consumo anual per capita em 

Belém, capital do Pará é de 33,222 kg (IBGE, 2010). Já como condimento, na 

preparação pato no tucupi, por exemplo, seu consumo anual per capita em Belém é 

de 0, 523 kg (IBGE, 2010). A ingestão, tanto das folhas cozidas quanto do tucupi 

tem sido restrito pela presença de substâncias antinutricionais (PADMAJA, 1995; 

WOBETO et al., 2007). 
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O potencial tóxico da mandioca deve-se a presença de glicosídeos 

cianogênicos, como a lotaustralina (menos de 10%) e linamarina (mais de 90%) 

(FORSLUND et al., 2004; IDIBIE; DAVIDS; IYUKE, 2007; DAVIDS; IYUKE, 2007). 

Os precursores para a biosíntese de linamarina e lotaustralina são os aminoácidos 

valina e isoleucina (NAMBISAN, 2011). A linamarina (2-hidroxi isobutironitrila-β-D-

glicopiranosil) está presente em vacúolos por toda a planta, principalmente na casca 

da raiz e nas folhas, não sendo, por si só, tóxico até sofrer hidrólise por ação da 

enzima linamarase, uma β-glicosidase, encontrada em apoplastos da parede celular 

vegetal, resultando na produção de glicose e acetocianidrina, que posteriormente é 

decomposta, por ação de outra enzima, uma α-hidroxinitriloliase, em acetona e um 

componente altamente tóxico, o íon cianeto (Figura 1) (IDIBIE; DAVIDS; IYUKE, 

2007; DAVIDS; IYUKE, 2007; KOLIND-HANSEN; BRIMER, 2010; VETTER, 2000). 

Esta reação pode ocorrer espontaneamente em pH > 6,0 ou quando o tecido vegetal 

é triturado, como no processamento ou na ingestão, permitindo o contato do 

substrato com a enzima mediadora de sua hidrólise (SOUZA; MENEZES, 2004; 

NAMBISAN, 2011).  

A cianogênese é, primariamente, um mecanismo de proteção para a planta 

contra agentes herbívoros (LI et al., 2010; SIRITUNGA; SAYRE, 2004). Porém, a 

exposição humana prolongada ao cianeto, em baixas concentrações, provoca 

toxicidade crônica, como redução de peso, hipotireoidismo e distúrbios neurológicos 

(CAROD-ARTAL; VARGAS; DEL NEGRO, 1999; SOTO-BLANCO; GÓRNIAK, 

2010). O limite de 50 mg a 100 mg/kg do ácido cianídrico (HCN) quando consumido 

produz alta toxicidade (HELBIG et al., 2008; KOLIND-HANSEN; BRIMER, 2010; 

LOPES, 2001). Segundo o Codex Alimentarius Commission da FAO/WHO (1988), a 

margem de segurança estabelecida para o HCN em produtos de mandioca é abaixo 

de 10 mg HCN/kg de matéria fresca ou 300 mg/kg matéria seca, o que equivaleria a 

uma ingestão de 5 mg por 24 horas. Esses dados se referem a uma dieta básica de 

1500 Kcal (HELBIG, 2008; LOPES, 2001). 
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FIGURA 1: Formação do íon cianeto e ácido cianídrico a partir da degradação do 
glicosídeo cianogênico linamarina por ação enzimática. Adaptado de Vetter, 2000. 

 

Vários tipos de doenças como ataxia polineuropática em populações do 

sudeste da Nigéria (KAMALO, 1995; OLUWOLE et al., 2002, 2003),  hemorragias 

(KAMALO, 1993; VETTER, 2000), retardo no crescimento de crianças da República 

Democrática do Congo (BAENA-MATAMBY et al., 2000), hipotireoidismo, neuropatia 

óptica de Leber (MANZANO; SOUZA; GÓRNIAK, 2006), dores no estômago, 

diarréia, dor de cabeça, vômito, mal-estar geral (SORNYOTHA; KYU; 

RATANAKHANOKCHAI, 2010) convulsões e konzo, uma doença neurotóxica que 

causa paralisia permanente dos membros inferiores, principalmente em mulheres e 

crianças de áreas rurais da África, são provocadas pelo mau processamento 

principalmente da variedade amarga de mandioca (SOLER-MARTÍN et al., 2010). 

O cianeto, quando absorvido, se difunde livremente através das membranas 

celulares. Sua ação bioquímica primária consiste na interferência na cadeia de 

transporte de elétrons na mitocôndria eucariótica, por possuir alta afinidade pela 

forma heme-férrica da enzima citocromo oxidase, participante do complexo IV da 

cadeia, inibindo a etapa citocromo-a-citocromo-a3, desfavorecendo a fosforilação 

oxidativa e, conseqüentemente a formação de adenosina trifosfato (ATP) 

(HARIHARAKRISHNAN et al., 2009; MILLS et al, 1996; SHANG et al., 2008; ZHU et 

al., 2007).  
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A mudança no complexo IV da cadeia de transporte de elétrons pelo cianeto 

induz escape de elétrons, principalmente pelos complexos I e III, os quais reagem 

com moléculas de oxigênio produzindo espécies reativas de oxigênio, principalmente 

radicais superóxidos e peróxido de hidrogênio. Esses radicais livres podem oxidar 

diretamente as bases do DNA, ou provocar peroxidação de lipídios e formação de 

hidroperóxidos como produtos primários, podendo levar a célula a um estresse 

oxidativo (GARCÍA-ESCUDERO; GARDINI; IZQUIERDO, 2008; HARANGI et al., 

2002, 2004; HARIHARAKRISHNAN et al., 2009; ZHU et al., 2007). A subseqüente 

decomposição de produtos primários resulta na formação de aldeídos reativos, os 

quais modificam covalentemente as bases do DNA (BOBY; INDIRA, 2003; SHANG 

et al., 2008; SPITELLER et al., 2001; TUDEK et al., 2010), produzindo adutos 

exocíclicos (SUTANDYO, 2010; WINTER; SEGALL; HADDON, 1986), podendo 

alterar a capacidade de reparo do DNA, levando à mutações nos proto-oncogenes e 

genes supressores tumorais e, consequentemente, à transformação neoplásica e 

carcinogênese (COLLINS, 1998; KUMARAGURUPARAN et al., 2002). 

O organismo consegue detoxificar o cianeto através da ligação deste com a 

enzima, acetilsulfotransferase ou rodanase, catalisando a transferência de um átomo 

de enxofre de um doador, como tiossulfato ou aminoácidos sulfurados da dieta, para 

o cianeto, formando o tiocianato, irreversivelmente (BHATTACHARYA; RAO; 

VIJAYARAGHAVAN, 2002; MANZANO; SOUZA; GÓRNIAK, 2006). Este último 

composto produzido não consegue ligar-se a citocromo c oxidase, porém é 

bociogênico, competindo com o iodo em sua captação pela glândula tireóide. Doutra 

forma, o tiocianato é excretado, principalmente pela urina. A intoxicação aguda só 

ocorrerá se a capacidade de detoxificação pelo organismo for excedida (GARCÍA-

ESCUDERO; GARDINI; IZQUIERDO, 2008; LI et al., 2010).  

 

1.3 Avaliação da Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade em Cultura 
Celular 

Ensaios in vitro podem ser realizados com diversas linhagens celulares, como 

por exemplo, a linhagem obtida de hepatoblastoma humano de um menino argentino 

de 11 anos, conhecida como linhagem celular HepG2 (MOORE; YEDJOU; 
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TCHOUNWOU, 2010; TSUBOY, 2007; UHL; HELMA; KNASMULLER,1999, 2000; 

VALENTIN-SEVERIN et al., 2003). Essas células possuem a capacidade de 

metabolismo pelas enzimas de Fases I e II igualmente aos hepatócitos de células 

normais funcionais e desempenham papel chave na ativação e detoxificação de 

carcinógenos reativos (CHEQUER et al., 2009; HRELJAC et al., 2008; JIN et al., 

2009; KNASMÜLLE et al., 2004; UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000; RAO et al., 

2009), sendo ideais para estudos de mutagenicidade (JIANG et al., 2007; MAJER et 

al., 2004; MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Células HepG2 possuem a 

capacidade de reter muitas funções especializadas, as quais normalmente são 

perdidas em cultura primária de hepatócitos, pois conservam proteínas essenciais 

para o metabolismo hepático, enzimas e componentes de fase I, como citocromo 

P450 (CYP) 1A1, 1A2, 2B, 2C, 3A e 2E1, hidroxilases, citocromo c, redutase, N-

demetilase, catalases, peroxidades, NADPH e enzimas de fase II como, epóxido 

hidrolase, sulfotransferase, glutationa S-transferase, uridina glucoronosil transferase 

e N-acetil transferase (MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). 

Toxicidade celular, em geral, significa prejuízo celular induzido por algum 

agente citotóxico. O parâmetro mais utilizado para avaliar a toxicidade celular é 

viabilidade celular, que pode ser evidenciada com auxílio de corantes vitais, desta 

forma, o uso de ensaios que determinem a viabilidade celular é crucial em estudos 

toxicológicos (ROGERO et al., 2003). Estes ensaios podem ser realizados em 

sistema celulares in vitro, sendo relativamente fáceis de execução (DONATO et al., 

2008).  

A citotoxicidade em cultura de células pode ser avaliada utilizando ensaios 

colorimétricos, como aquele que utiliza um sal tetrazolina amarelo 3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil brometo tetrazolina, conhecido como ensaio MTT. É um 

ensaio colorimétrico quantitativo avaliando a viabilidade de células expostas a 

determinadas concentrações de compostos citotóxicos (BOPP; LETTIERI, 2008; 

MOORE; YEDJOU; TCHOUNWOU, 2010; PERES et al., 2008), como a mandioca, 

por exemplo. O MTT quando encubado com células vivas, tem seu substrato 

quebrado por enzimas mitocondriais funcionais. O composto amarelo do sal de MTT 

transforma-se em um composto azul escuro, denominado formazan. A produção de 

formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratória (PERES et al., 2008). A 

medida por colorimetria de formazan reflete diretamente o número de células viáveis. 
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Genotoxicidade é a capacidade que algumas substâncias têm de induzir 

alterações no material genético de organismos a elas exposto. Já mutagenicidade, 

diz respeito à indução de alterações transmissíveis permanentes da quantidade ou 

da estrutura do material genético. Os testes de genotoxicidade visam detectar 

mutágenos e carcinógenos, estudar os mecanismos de mutagênese e 

carcinogênese química, e avaliar os perigos de compostos químicos mutagênicos e 

carcinogênicos para os seres humanos (SASAKI et al., 2000; WASSON; 

MCKELVEY-MARTIN; DOWNES, 2008). Desta forma, o potencial genotóxico de um 

composto pode ser avaliado por meio de ensaios que investiguem o dano genômico 

como o ensaio de eletroforese em gel de célula única, conhecido como ensaio do 

cometa, por exemplo. É um ensaio simples, rápido, sensível e eficiente, usado para 

quantificar as lesões e detectar os efeitos do reparo no DNA em células 

individualizadas de mamíferos. Este ensaio é baseado na medida de fragmentos de 

DNA que migram em um campo elétrico (CASTANEDA et al., 2005; JIANG et al., 

MUGHAL et al., 2010; PITOZZI et al., 2006; 2007).  

De maneira geral, células englobadas em gel e espalhadas sobre uma lâmina, 

são submetidas a uma corrente elétrica que age como uma força proporcionando a 

migração dos segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. 

Essas quebras nas moléculas de DNA podem ser de fita simples, duplas fitas, 

crosslinks, sítios de reparo por excisão e/ou lesões álcali-lábeis, induzidas por 

agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (CEMELI; BAUMGARTNER; 

ANDERSON, 2009; FORCHHAMMER et al., 2010; TSUBOY et al. 2007; 

VALVERDE; ROJAS, 2009). Após a eletroforese, as células que apresentam um 

núcleo íntegro são identificadas como normais, sem dano detectável no DNA. Por 

outro lado, as células lesadas são identificadas visualmente por uma espécie de 

cauda, similar a um cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes fragmentos 

podem se apresentar em diferentes tamanhos, sendo a extensão da migração 

proporcional ao número de quebras sofridas pelo DNA. Desta forma, a aparência do 

DNA danificado se torna similar a de um cometa (AZQUETA; LORENZO; COLLINS, 

2009; JIANG et al., 2007). Utilizando microscopia, descrições quantitativas do dano 

provocado pelo agente agressor podem ser determinadas. Existe uma escala visual 

de dano de acordo com a intensidade ou tamanho da cauda que vai de 0 (nenhum 

dano) até 4 (máximo de dano) (COLLINS, 2004). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Valverde%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rojas%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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A potencialidade mutagênica, por sua vez, pode ser avaliada utilizando um 

ensaio in vitro, essencial no estudo da mutagênese, denominado ensaio do 

micronúcleo (MN), um bioindicador de efeito clastogênico ou aneugênico, revelando 

a instabilidade genômica (IARMARCOVAI et al., 2009; LINDBERG et al., 2007; 2009; 

MUGHAL et al., 2010; TERRADAS, et al., 2010; THIERENS; VRAL, 2009). O ensaio 

do MN é utilizado em cultura de células de forma bem simples, onde, após a 

exposição celular a agentes mutagênicos, micronúcleos são formados a partir de 

pequenos fragmentos de cromossomos acêntricos que não foram incorporados no 

núcleo ou por cromossomos inteiros que atrasaram na anáfase durante a divisão 

celular. Esses fragmentos, ou cromossomos atrasados, são envolvidos por 

membrana nuclear, durante a telófase, e aparecem como pequenos núcleos no 

citoplasma, além do núcleo principal (CEPPI et al., 2010; IARMARCOVAI et al., 

2008; THIERENS; VRAL, 2009), apresentando perda de cromatina em consequência 

de dano cromossômico estrutural ou dano no aparelho mitótico não reparado 

previamente. Os danos causados no DNA são expressos em micronúcleos após um 

ciclo de divisão celular (BONASSI et al., 2007; FENECH, 2000; VALENTIN-

SEVERIN et al. 2003).  

Um adjuvante no ensaio do MN, a fim de tornar os resultados deste último 

fidedignos, é o ensaio do citoma. A partir da adição de citocalasina B (citB), um 

inibidor da polimerização da actina e esta última, indispensável para a formação do 

anel de microfilamentos que levam a contração do citoplasma e clivagem da célula 

em duas células filhas, ocorre o bloqueio da citocinese, mas não da divisão nuclear, 

em consequência disso, um acúmulo de células binucleadas a partir de células que 

passaram por apenas um ciclo de divisão é observado (THIERENS; VRAL, 2009). 

Ocasionalmente, pontes nucleoplasmáticas (NPBs - “Nucleoplasmic Bridges”) entre 

núcleos de células binucleadas podem ser visualizadas em microscopia. Isto é 

devido aos cromossomos dicêntricos, nos quais os dois centrômeros são puxados 

para lados opostos da célula na anáfase, resultando em uma ponte 

nucleoplasmática. Desta forma, a formação de pontes nucleoplasmáticas fornece um 

parâmetro de análise de dano cromossômico adicional (DUAN et al., 2009; 

FENECH, 2000; 2006). Micronúcleos também podem ser formados através de 

brotamento nuclear na interfase, quando este processo é incompleto dará origem a 

brotos nucleares (NBUDs - “Nuclear Buds”), os quais permanecem presos ao núcleo 
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por uma fina ponte nucleoplasmática (FENECH, 2006; LINDBERG et al., 2007). Por 

outro lado, brotos nucleares podem ser formados durante a fase S da mitose por 

DNA amplificado localizado em sítios específicos na periferia do núcleo em células 

tumorais humanas (EL-ZEIN et al., 2008; FENECH, 2006). Pontes 

nucleoplasmáticas e brotos nucleares são indicadores promissores no 

monitoramento de dano genético (DUAN et al., 2009). 

Dentro deste contexto, é clara a importância do estudo do potencial 

cianotóxico da mandioca proveniente da dieta paraense, em sistema in vitro, 

utilizando linhagens celulares com boa capacidade de metabolismo de carcinógenos 

reativos (KNASMÜLLER et al., 2004; UHL; HELMA; KNASMULLER, 2000), bem 

como, ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade que elucidem a 

influência da mandioca como um dos fatores ambientais contribuintes para a elevada 

frequência de câncer gástrico no Estado do Pará. 
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6. CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho, foi investigado o potencial citotóxico, genotóxico e 

mutagênico de diferentes concentrações de folhas e tucupi extraídos de duas 

variedades de mandioca, cruas e cozidas, em cultura de células HepG2. 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 - As folhas das variedades de mandioca continham após o cozimento 

quantidades maiores de cianeto total; 

- As folhas de ambas as variedades de mandioca continham após o 

cozimento quantidades menores de cianeto livre; 

- O tucupi de ambas as variedades de mandioca continha após o cozimento 

quantidades menores de cianeto total e livre; 

- A quantidade de cianeto total presente nas amostras de tucupi cruas da 

variedade brava foi superior a quantidade encontrada nas folhas da mesma 

variedade; 

- O cozimento não foi suficiente para extrair todo o conteúdo cianogênico das 

amostras de mandioca; 

- Os resultados de viabilidade celular mostraram que, de maneira geral, a 

viabilidade de células HepG2 é inversamente proporcional a concentração utilizada; 

- O cozimento das amostras de mandioca, de maneira geral, aumentou a 

viabilidade de células HepG2;  

- O KCN nas concentrações utilizadas foi genotóxico em células HepG2; 

- As amostras de mandioca brava nas concentrações utilizadas foram 

genotóxicas em células HepG2; 

- As amostras de mandioca mansa cozidas em duas concentrações utilizadas 

foram genotóxicas em células HepG2; 
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- As amostras de mandioca nas concentrações utilizadas foram menos 

genotóxicas do que KCN, nas mesmas concentrações, em células HepG2; 

- As amostras de mandioca nas concentrações utilizadas não foram 

mutagênicas em células HepG2;  

- O cozimento das amostras de mandioca não diminuiu os danos observados 

nos ensaios do cometa em células HepG2; 

- As amostras de mandioca, independente do cozimento, não induziram 

mutagenicidade em células HepG2; 

- Há necessidade de mais estudos genotóxicos e mutagênicos que possam 

avaliar amplamente o potencial tóxico da mandioca. 
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