- = o o % 9

'lla& @VHCONNEM k |

h‘-ﬂ

POTENCIAL TOXICO,}CITOTOXICO E GENOTOXICO DE INFUSOES DE
Eucalyptus citriodora EM CELULAS DA RAIZ MERISTEMATICA DE Allium cepa

Taina Azevedo Reis', Alisson Ferreira Dantas?, Thais Miranda Rocha®, Artur Silva Borges Fernandes®,
Michelle Mara de Oliveira Lima®, Aracelli de Sousa Leite®

Iniciacdo cientifica do curso de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas do Instituto Federal de Educacdo do Piaui-IFPI.
e-mail: taina.reis.2@hotmail.com;

z Mestre do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Piauf.

34 Aluno(a)s do curso de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas do Instituto Federal de Educagio do Piauf-IFPI.

®Professora Pesquisadora do IFPI Campus Floriano. Bolsistas do Programa de Apoio & Pesquisa Cientifica e Tecnolégica — ProAGRUPAR
do IFPI. e-mail: michellelima@floriano.ifpi.edu.br

®Doutoranda em  Biotecnologia (RENORBIO) e professora do Instituto  Federal de Educagio do  Piaui-IFPI.
email: aracellileite2003@yahoo.com.br

Resumo: Eucalipto citriodora pertencente a familia Myrtaceae é encontrado em quase todas as
regides do mundo. Essa espécie possui uma vasta utilizagdo como perfumaria, cosméticos e
purificadores de ar. Mas também tem sido relatada como uma importante espécie por suas atividades
biolégicas apresentadas. Possui atividade antimicrobiana, antifingica, antioxidante, pesticida,
antiinflamatéria dentre outras. O objetivo deste estudo foi verificar o potencial toxico, citotéxico e
genotodxico de infusBes de eucalipto através do teste A. cepa. Observou-se efeitos tdxicos e citotoxicos
estatisticamente significantes (P<0,0001 e P<0,001). Entretanto, ndo foi encontrado atividade
genotdxica pelo aumento de aberracBes cromossémicas quando comparado com o controle negativo
significante (P>0,05). O consumo de chas de plantas medicinais deve ser monitorado através de testes
gue comprovem se causam ou nao danos a saude humana, visto que 0s compostos quimicos presentes
podem induzir danos ao DNA.

Palavras—chave: Allium cepa, citotoxicos, E. citriodora, genotdxicos e toxicos.

1. INTRODUCAO

O eucalipto € um abrangente género da familia Myrtaceae, composta por cerca de 900
espécies e subespécies (BROOKER, KLEINIG, 2004). Embora seja nativo da Australia, é encontrado
em quase todas as partes do mundo, devido a introducdo humana. Atualmente sabe-se que sdo
cultivadas em muitos paises tropicais, subtropicais e até mesmo sub-temperadas (BATISH et al.,
2008). O eucalipto é geralmente cultivado para aquisicdo de sua madeira, que tem seu uso frequente na
fabricacdo de pasta de celulose e em segundo lugar para as placas e painéis (BROOKER, KLEINIG,
2004).

Eucalyptus citriodora é uma espécie de eucalipto que também possui vasta utilizacdo na
perfumaria, para a limpeza de ar, e como um ingrediente importante de cosméticos e purificadores de
ambiente (BATISH et al, 2008; HABILA et al, 2010; RAMEZANI, 2002; SINGH et al., 2005).
Espécies de eucalipto sdo bastante conhecidas por apresentar éleos essenciais, que sdo extraidos, por
meio de vapor ou hidrodestilagdo. Estes tém sido amplamente utilizados nas industrias de perfumaria e
fragrancia, e estdo entre os melhores 6leos comercializados no mundo (BATISH et al., 2008). Oleos
gue desde os tempos antigos, podem ser utilizados como um anti-séptico, antipirético e analgésico
(BROOKER, KLEINIG, 2004). Além disso, o 6leo tem sido relatado também com atividade
antiinflamatéria durante a gripe, resfriado e congestéo nasal (SILVA et al., 2003).

Tem sido observado por possuir uma elevada gama de outras atividades bioldgicas, incluindo
antimicrobiana, fungicida, repelente de insetos, pesticida fumegante e acaricida (BATISH et al., 2008).
Tradicionalmente, cascas e folhas da planta, foram amplamente utilizadas como medicamentos
populares em muitos paises para o tratamento de graves doencas e para melhorar a forga fisica
(TAKASAKI et al., 2000). E popularmente utilizado no tratamento de inflamag&o da bexiga, diarreia e
aplicado para cortes e abrasdes. No entanto, é relativamente pouco conhecido sobre as propriedades
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bioldgicas da resina E. citriodora, mais especificamente, seu principal composto bioativo (PIN-DER
etal., 2012).

A anélise de infus@es a partir do teste Allium cepa tem sido cada vez mais frequente por se
tratar de um teste rapido, simples e de baixo custo. Sua eficiéncia em estudos comparados a mamiferos
tem se mostrado cada vez maior (LEME; MARIN-MORALES, 2008). O objetivo deste trabalho foi de
avaliar o potencial tdxico, citotéxico e genotoxico da infusdo do eucalipto comercializado em
Floriano/PI através do biomarcador A. cepa.

2. MATERIAL E METODOS

O teste de A. cepa seguiu o protocolo segundo Carvalho et al. (2011) com modificaces. Cada
grupo experimental constou de 3 concentracfes da infusdo de eucalipto: 3,2; 1,6 e 0,8 g/L. Como
controle negativo (agua desclorificada) e controle positivo (sulfato de cobre 0,0012g/L). O eucalipto
foi mantido em infusdo por 10 minutos (NISHIYAMA et al., 2010). Os bulbos foram limpos e
colocados em &gua corrente por 15 minutos e colocados para germinar, com a parte inferior
mergulhada na solucdo. Foram preparadas trés concentracfes da infusdo de eucalipto. Para cada
tratamento foram utilizados 5 bulbos de cebola para cada controle. Ap6s 48h de exposi¢do em local
escuro as raizes foram medidas, com o auxilio de uma régua.

Em seguida, as raizes das cebolas de cada controle, foram cortadas e colocadas em Solucao
Carnoy e estocadas em solucdo etanol-agua (70-30). Diferenciado do protocolo de Carvalho et al.
(2011), as raizes foram lavadas 3 vezes com agua destilada por 5 minutos e posteriormente
colocadas em solugdo de HCI 1N por 11 minutos e lavadas com agua destilada. As raizes foram
transferidas para frascos escuros, contendo Reagente de Schiff e depois foram lavadas para a retirada
do excesso de corante. Para o preparo da lamina, uma ou duas raizes foram colocadas sobre a lamina e
com uma pinga e bisturi, a regido meristematica de aproximadamente 1 mm de comprimento foi
retirada, desprezando o restante da raiz. Uma gota carmim acético 2% foi adicionada na amostra e uma
laminula foi colocada sobre a mesma. Depois do “squash”, o material foi levado para o microscépio.

Foram feitas uma lamina para cada bulbo. Os pardmetros microscépicos utilizados foram o
indice mitdtico (namero de células em divisdo/1000 células observadas x 100); frequéncia de
aberracdes cromossémicas em 1000 células por lamina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para as analises tdxicas e citotdxicas da infusdo de eucalipto em meristemas de
raizes de A. cepa encontram-se expressos na Figura 1A e 1B, respectivamente. Todas as concentracdes
testadas apresentaram diminuicdo do crescimento das raizes significantes (P<0,0001 e P<0,001) e
inibicdo do indice mitdtico (P<0,0001) em relacdo ao controle negativo, sugerindo efeitos toxicos e
citotoxicos das infusbes de eucalipto nestas concentragbes. A resina de E. citriodora inibiu a
proliferacdo de células B16F10 in vitro por meio de apoptose e pode ser um potente agente
antimelanoma .Neste mesmo estudo, foi encontrado alta presenga de compostos fendlicos (PIN-DER
DUH et al., 2012). Estes podem induzir apoptose, consequentemente contribuindo para a prevencao do
cancer (Y1 et al., 2005). Outros estudos mostram que 6leo volatil de E. citriodora inibe fortemente o
crescimento radial de todos os fungos fitopatogénicos (RAMEZANI et al., 202).

O crescimento de raizes pode ser regulado pela combinacéo entre de atividades de divisdo
celular em meristemas mitoticamente ativos e com a elongacdo celular que acontece nas regifes
proximais dos &pices das raizes (SHISHKOVA et al., 2008). Assim todas as concentragdes causam
distarbios de proliferacdo em meristemas de A. cepa. Estes dados corroboram com os relatos sobre a
importancia do teste A. cepa, especialmente por permitir andlises macroscépicas e microscopicas, bem
como, pelas boas correlagdes com testes em mamiferos (TEIXEIRA et al., 2003).
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Estudos quimicos com E. citriodora revelam a presenca de monoterpendides como
citronelal (52,2%), citronelol (12,3%) e isoisopulegol (11,9%). Observou-se efeito fitotdxico do
citronelal e inibicdo da germinagdo, enquanto que o citronelol foi o inibidor mais potente de raizes
(BATISH et al., 2006). Assim os efeitos observados acima do eucalipto podem ser relacionados
provavelmente com essas substancias presentes na espécie.
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Figura 1. Efeitos toxicos (A) e citotoxicos (B) da infusdo de eucalipto através da inibicdo do crescimento e inibigéo do indice mitético das
raizes do A. cepa respectivamente. ***Diferenca significante P< 0,0001 em relacdo ao controle negativo. ANOVA. Teste de Tukey. Controle
negativo (CN); Controle positivo (CuSOy); infuséo de eucalipto (EUC).

Né&do foram encontrados efeitos genotdxicos pela frequéncia de aberragdes cromossémicas
em nenhuma das concentracOes testadas das infusdes de eucalipto estatisticamente significante
(P>0,05). Sugerindo efeitos ndo genotdxicos das infusdes de eucalipto. Alguns estudos relatam que a
presenca de monoterpendides no 6leo das folhas de E. citriodora esta relacionada com a atividade
antioxidante in vitro apresentado por esta espécie (SINGH et al., 2012). Compostos fendlicos
presentes em E. citriodorora (PIN-DER DUH et al., 2012), também encontrados em outras plantas
possuem atividade antioxidante e sequestradora de radicais e assim suprem a genotoxicidade de
agentes quimicos (HEO et al., 2001; ROMERO-JIMENEZ et al., 2005).
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Figura 2. Efeitos genotéxicos da infusado de eucalipto através da frequéncia de aberragdes cromossémicas (AC) nas raizes do A. cepa.
ANOVA. Teste de Tukey. Controle negaivo (CN); Controle positivo (CuSO,); infusdo de eucalipto (EUC).

6. CONCLUSOES

Os resultados indicam que em todas as concentracdes testadas da infusdo de eucalipto no
sistema A. cepa apresentaram efeitos toxicos e citotdxicos. Entretanto, ndo apresentaram efeitos
genotoxicos pela frequéncia de aberragfes cromossdmicas estatisticamente significante.
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