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Resumo: A Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis (Fabaceae), conhecida popularmente
como catingueira, é uma planta medicinal que possui um grande valor econémico e cultural, usada
principalmente para tratar de infecgdes gastrointestinais e respiratérias. O objetivo deste trabalho foi analisar
o efeito toxico, citotdxico e genotdxico do extrato aquoso da casca do caule de C. pyramidale sobre a
germinagdo de sementes de Allium cepa (Amaryllidaceae). As concentragOes-teste utilizadas foram 0,6%
(69g/1000 ml), 0,12% (129/500 ml), 6% (69/100ml), &gua destilada para o controle negativo, e paracetamol
0,5% como controle positivo. Além de uma solucéo de paracetamol 0,5% mais extrato aquoso 6%, em iguais
proporcdes, para o teste de antimutagenicidade. A genotoxicidade foi possivel de ser verificada através da
presenca de anomalias radiculares, a citotoxicidade foi estimada através do indice mit6tico, havendo uma
diminuicdo do indice na concentracdo de 0,6% e um aumento nas de 0,12% e 6%, todas apresentando
diferencas estatisticas significativas em comparagdo ao controle negativo. No controle positivo ndo houve
germinacdo das sementes testadas, provavelmente, o uso paracetamol pode ter causado efeito mutagénico
letal sobre as células vegetais. Conclui-se que o extrato aquoso de C. pyramidale em todas as concentra¢des
testadas, foi citotdxico, afetando o indice mitdtico, e genotdxico devido a morfologia das radiculas de A.
cepa , mas ndo apresentando efeito alelopatico sobre a germinacao das sementes, exceto nos tratamentos do
controle positivo e do antimutagénico. Com isso, ndo se recomenda a ingestao de infusGes com o caule desta
planta.

Palavras-chave: Planta medicinal, Germinacgdo, Genotoxicidade.

INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo aquelas que possuem capacidade de curar doencas ou aliviar
sintomas, e sdo utilizadas desde os primérdios da humanidade (LORENZI, 2009). Tais plantas sdo
usadas para o tratamento de diversas enfermidades, pois muitas vezes sdo de facil acesso, e seu uso
é regulamentado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (FRANCA et al., 2007).

A caatinga é o bioma predominante do Nordeste do Brasileiro e possui uma ampla
biodiversidade vegetal, com 127 familias de plantas angiospermas, distribuidas pelos seus dominios
(FLORA DO BRASIL, 2018). Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis (Fabaceae), é
uma arvore endémica do semiérido brasileiro com grande valor econémico e cultural. E uma planta

que além de possuir propriedades medicinais é utilizada, sobretudo, nos tratamentos de infeccGes

(83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br

www.conapesc.com.br



mailto:annclaraqueiroz@gmail.com

>
(} CONAPESC

respiratdrias e gastrointestinais, geralmente consumidas pela populacéo na forma de chas e também

infusdes de suas folhas, cascas e entrecasca (AGRA et al., 2008). Além disso, possui comprovada
atividade bioldgica antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria (SANTOS 2010; SANTANA et
al., 2012; SARAIVA et al., 2012; SILVA et al., 2012).

O estudo da toxicidade estd relacionado com a deteccdo, composi¢do quimica e acdo
bioldgica de substancias toxicas, portanto h& possibilidade de causar danos prejudiciais a saude
humana (MENEGUET], 2012). Esses danos muitas vezes interferem no material genético da célula,
causando toxicidade e mutacGes (ANCIA, 2016).

A mutagenicidade causa danos celulares que também podem ser induzidos por agentes
quimicos, fisicos ou bioldgicos, afetando processos celulares vitais como duplicagdo, transcricdo
génica e alteracdes cromossdmicas levando a consequéncias, como o desenvolvimento de processos
cancerosos, até mesmo morte celular (COSTA; MANK, 2000).

A citotoxicidade ocorre basicamente pela medida da taxa de crescimento celular, podendo
ser observada macroscopicamente dependendo da forma de estudo (FIGUEREDO, 2014). Enquanto
que a genotoxicidade e seu potencial sdo determinados pela presenca de anomalias cromossémicas,
estruturais ou mesmo numéricas (LEME; MARIN - MORALES, 2009).

Para ensaios citogenéticos o teste em Allium cepa (Amaryllidaceae) é um dos mais
utilizados para verificar toxicidade seja a nivel morfoldgico, ou citogenético. Além disso, o uso de
A. cepa também é eficiente na determinacdo dos efeitos de extratos e infusdes de plantas medicinais
(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

METODOLOGIA

Coleta do material biologico

Foram utilizadas amostras de cascas do caule de C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis
coletadas no Sitio Exu, localizado nos dominios da cidade de S&0 Mamede (6°55'37.0"S
37°05'45.0"W), Paraiba, Brasil. A coleta aconteceu em abril de 2017 e a identificacdo da espécie foi
realizada inicialmente através de guias de campo e posteriormente, por especialistas do Herbéario
UFCG-CSTR. Sendo depositada exsicata, tombada sob nimero 6757 CSTR

As cascas foram colocadas para secar em temperatura ambiente por uma semana e apés a
secagem foram trituradas em moedor elétrico (Thomas Wiley Laboratoty Mill Model 4), e depois

peneiradas até a obtencdo de um po6 mais fino e uniforme, armazenado até 0 momento de uso.
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Preparacao das substéancias testes

De acordo com a utilizagdo pelas comunidades para uso medicinal € recomendado usar a
proporcao de 300g da entrecasca seca de C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis para 500 mL
de agua (SILVA et al., 2015).

Com isso, essa concentracdo utilizada na medicina popular (300g/500mL=60%) foi tomada
como ponto de referéncia para preparar as fragdes dos extratos aquosos (EA), utilizados no
experimento realizado com: 6g/1000 mL (0,6%), 6g/500 mL (0,12%) e 6g/100 mL (6%). A nossa
maior concentracdo foi 10 vezes menor que a concentracdo utilizada popularmente. Estas
concentracdes foram utilizadas para os experimentos com sementes de Allium cepa . Como controle
negativo (CN) foi utilizado agua destilada; tendo como referéncia (Rego et al. 2015) e como
controle positivo (CP) foi utilizado uma solugéo de paracetamol com (500 pL/mL). Para o controle
antimutagénico (AM) foi utilizado uma mistura da concentracdo de paracetamol do controle
positivo mais o extrato aquoso de C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis na concentracao de

69/100 mL (6%) em iguais proporgdes.

Processo de Germinacgao

A germinacdo de sementes é regida pelas condi¢cdes ambientais, da quais dependem de
fatores para o crescimento vegetativo das plantas: disponibilidade de dgua e oxigénio, condic¢Ges de
temperatura adequadas e a auséncia de substancias inibidoras (TAIZ; ZEIGUER, 2013).

As sementes de A. cepa foram adquiridas em um centro comercial especializado em
produtos agricolas, na cidade de Campina Grande, Paraiba. Para este estudo, foram utilizadas
sementes de A. cepa da variedade Vale Ouro IPA-11. Para higienizacdo das sementes foi utilizada
uma solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1%. As sementes foram imersas nessa solucéo e
agitadas cuidadosamente durante 5 minutos. Logo apds foram enxaguadas 3 vezes com agua
destilada, e secas com papel de filtro esterilizado (BRASIL, 2009).

O teste de germinacdo foi realizado segundo Sax e Sax (1968). A semeadura foi realizada
em placas de Petri estéreis, sobre papel filtro umedecido com os controles negativo, positivo e as
referidas concentragdes do extrato aquoso de C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis. Em cada
placa foram colocados 5ml de cada solucdo e em seguida elas foram tampadas e lacradas com papel
filme.

As placas permaneceram sob condi¢Oes controladas de temperatura e luminosidade. A

temperatura foi ajustada para 25°C + 2, considerada uma das temperaturas Otimas para 0
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crescimento de sementes de cebola da variedade IPA-11 (PINHEIRO et al., 2014), e o foto periodo

de 12 horas com luz artificial, em camara de germinagéo.

O teste de germinacéo foi realizado com trés placas de petri para cada tratamento, com 25
sementes de A. cepa em cada placa, sendo assim foram utilizadas 9 placas para os trés referidos
tratamentos, durante 6 dias (144 horas), no Laboratério de Germinacdo de Sementes da UFCG-
CSTR.

Anomalias Radiculares

Os aspectos morfoldgicos foram registrados através do uso de uma camera com 12
megapixels. Através da observagdo dos registros fotograficos das radiculas foi realizada a avaliacéo
da morfologia do crescimento das raizes através da contagem das sementes germinadas, sendo estas
classificadas em 4 tipos de anomalias: raizes retorcidas, protuberancias, bifurcacdo, ondulacdo e
radicula curta (SILVA, 2017).

Observacéo do indice mitotico

Para andlise do indice mitotico (IM) foi utilizada a técnica de esmagamento para observacédo
das células em processo de divisdo (GUERRA; SOUZA, 2002). Onde foram coletadas de (duas a
trés raizes por réplica) e colocadas em solucéo fixadora de Carnoy (etanol: acido acético3: 1) até o
momento da preparagéo.

Preparacdo das Laminas para andlise do indice mitotico

Durante o processo de preparacdo de laminas, as raizes foram retiradas do fixador e passadas
por duas lavagens de cinco minutos cada (10 min total) na agua destilada e logo depois ficaram
mergulhadas durante mais 10 minutos no acido cloridrico (HCI). Apds passar por uma nova
lavagem em agua destilada por mais 5 minutos, ficavam submersas em acido acético 45% durante
mais 10 minutos. Obtendo assim um total de 35 minutos de preparacéo, para melhor observacéo
celular.

Em seguida, foi realizada a troca do &cido acético. Depois com o auxilio de pinca e também
agulha de seringa foi retirada a coifa (zona apical da raiz) e a zona de crescimento foi colocada sob
uma lamina de microscopia. Em cada lamina foram colocadas de duas a trés raizes adicionadas a

uma gota de HCI mais uma de corante (orceina acética a 2%).
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Com o uso de uma lupa e de seringas, foram feitos inicialmente um corte transversal nas

raizes e depois cortes aleatorios. A laminula foi entdo colocada sobre a ldmina e realizada o squash
(esmagamento) com o dedo polegar e suave pressdo (GUERRA; SOUZA, 2002).
Foram avaliadas 1.000 células por réplica, totalizando 3.000 células por tratamento.

Contabilizadas com o auxilio de um microscépio 6ptico com aumento de 400x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao de sementes

Os testes realizados para o controle positivo e o antimutagénico na presenca de paracetamol
(500 pL/mL), mostraram auséncia de germinagdo das sementes em todas as réplicas (Figura 1).

Figura 1- Representacéo das placas de Petri com Controle Antimutagénico (a), Controle Positivo (b), sem
indicios de germinacéo.

Fonte: Os autores

Enquanto que, o extrato de Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis nas
concentragdes de 6g/1000 mL (0,6%), 6g/500 mL (0,12%) e 6g/100 mL (6%) n&o apresentou efeito
alelopéatico sobre a germinagdo das sementes de Allium cepa, ndo havendo diferenca estatistica

significativa entre elas, em nenhuma das trés concentragdes em comparagdo com o controle

negativo (Figura 2).
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Figura 2 - Gréfico da média de sementes germinadas de Allium cepa em fungdo da exposi¢ao aos extratos de

C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis; Controle Negativo (CN); (Média por concentracéo +/- Desvio
padrdo).- Teste de Tukey.

Fonte: Os autores

Anomalias Radiculares
Em referéncia as analises das anomalias ap0s classificacdo morfoldgica feita nas raizes, ndo
foi encontrada a anomalia do tipo bifurcacdo nas amostras estudadas e sim apenas o0s tipos de

anomalias presentes na (Figura 4)

Figura 4- Tipos de anomalias observadas nas radiculas de Allium cepa . retorcidas (a), ondulagdes (b) curtas

(c) e protuberancia (d).
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Através da média e desvio padréo foi possivel determinar diferenca estatistica significava

Fonte: Os autores

nas raizes com protuberancia nas concentragcdes de (CP 0,6%), (CP 6%), com uma diferenca
estatistica significativa maior para C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis (6%), em relacdo ao
controle negativo (Tabela 1).

No entanto, quando analisado o efeito total de todas as anomalias, foi observada diferenca

estatistica significativa em todas as concentragdes testadas.

Tabela 1. Anéalise das anomalias radiculares de Allium cepa expostas aos extratos aquosos de C. pyramidale
(Tul.) Gagnon & G.P. Lewis. Controle negativo (CN), Concentragdes de C.pyramidale (Tul.) Gagnon &
G.P. Lewis (CP 0,6%, 0,12% e 6%). MédiatDesvio-padrdo (MédiatDP).

* Diferenga estatistica significativa.

CN CP (0,6%) CP (0,12%) CP (6%)

Média=DP Média=DP Média£DP Média=DP

Curtas 3,00£1,78 3,67+0,58 2,00+1,00 2,00+1,73
Protuberancia 0,33+0,58 *42,00 3,67+1,15 ***6 33+0,58

Ondulagio 0,33+0,58 0,33+0,58 1,67+1,50 2,00+1,73

Bifurcacao 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00

E importante ressaltar que as alteracBes no crescimento vistas macroscopicamente apenas

refletem problemas nos processos de diviséo celular (IGANCI et al., 2006). Assim, as anomalias

encontradas no crescimento germinativo das sementes de Allium cepa, sob efeito do estrato aquoso

de C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis sugere um indicativo de processos genotoxicos.

Andlise do indice mit6tico

Foram identificadas todas as fases do ciclo celular nas amostras estudadas (Figura 6).
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Figura 6 - Estagio de mitose em células meristematicas de Allium cepa : Profase (a) Pro-metafase (b)

Metéafase (c) Anafase (d) Telofase (e).
Fonte: Os autores

Relacionando o controle negativo (CN) com as diferentes concentracfes testes foram
observadas diferencas importantes. Quando foram analisadas todas as fases em conjunto, todas as
concentracdes apresentaram diferencas estatisticas significativas em relacdo ao controle negativo
(CN).

Observamos que o numero de células em divisdo aumentou de acordo com o aumento da
concentracdo para C. pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis, tendo a concentracdo de (6%) o
maior nimero de divisdo celular para esta planta, mostrando diferenca estatistica significativa entre
todas as diferentes concentragdes, em comparagdo com o controle negativo (Figura7).

Também foi observado através de uma anova duas vias que as fases do ciclo celular tiveram

um efeito extremamente significativo em comparagdo com as concentracfes-teste analisadas.

*kkk

20. 17,50+1,47 W CP0,6%
5. Bl CP0,12%

10,47+0,32 CP 6%
10+ —

6,78+0,20

NS S
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Figura 7- Gréfico referente ao indice mitético. Controle Negativo (CN); Cenostigma pyramidale (Tul.)
Gagnon & G.P. Lewis (CP); Teste de Dunn;
Fonte: Os autores
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indices mitGticos maiores que o controle negativo ocorre devido ao aumento na divisdo

celular, podendo ser danoso para as células, acarretando uma proliferacdo de células, um
crescimento desordenado e até a formacao de tecidos tumorais (HOSHINA, 2002).

A diminuicéo do IM pode ser um indicativo de citotoxicidade (REGO et al., 2015). Logo,
quando ocorre a reducdo do IM em relagdo ao controle negativo pode ser um indicativo de
alteracdes, derivadas da acdo toxica de compostos. Estdo a exemplo, compostos alopaticos em
plantas toxicas, sobre o crescimento e desenvolvimento do organismo exposto. (LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Ndo foi possivel realizar a analise do indice mitdtico do controle positivo e dos tratamentos
teste para antimutagénico, pois ndo ocorreu germinacdo das sementes. Sendo observado que o
paracetamol possui efeito mutagénico, causando anomalia e diminuindo o ndmero de células em
divisdo (STURBELLE et al., 2010).

CONCLUSAO

O efeito do extrato da casca de Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis sobre
as sementes vegetais ndo influenciou na germinagdo das sementes, mas resultou na presenca de
anomalias radiculares, que sugere genotoxicidade. Além de efeitos alelopaticos no controle positivo
e no teste antimutagénico, provavelmente pelo uso do paracetamol ter efeito letal nas células das
sementes de Allium cepa . Apresentou diferencas significativas no indice mitético, o que sugere um
indicativo de citoxicidade. Portanto, o consumo para uso medicinal da casca dessa planta, deve ser
evitado nas concentracdes apresentadas nesse trabalho, devido ao seu efeito citotoxico e genotoxico,

principalmente porque foi testada uma concentragdo 100x menor do que a utilizada na medicina

popular.
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