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Resumo: A Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore pertence a familia Bignoniaceae,
conhecida como Craibeira, Craiba, Ipé do cerrado. Sua entrecasca é Gtil para o tratamento de gripes e
resfriados e pode ser utilizada na forma de xaropes ou infusfes. O objetivo desse estudo foi testar 0s
possiveis efeitos tOXico, citotdxico e genotdxico de T. aurea, em células de Allium cepa. Foram utilizados
extratos aquosos de cascas do caule de T. aurea, nas concentragdes 4 g/1000 mL (0,4%), 4 g/500 mL (0,8%)
e 4 g/100 mL (4%) para as concentracOes de tratamentos teste, agua destilada para o controle negativo,
paracetamol a (500 pL/mL) para o controle positivo, e para o controle antigenotéxico foi utilizado uma
mistura em partes iguais da concentragdo de paracetamol do controle positivo mais o extrato aquoso de T.
aurea na maior concentracdo (4%). Foi observado auséncia de germinagdo das sementes em todas as réplicas
nos testes realizados para o controle positivo e 0 antigenotoxico. A analise de germinacdo de sementes
mostrou indicativo de toxicidade nas concentragdes testadas, mas apenas a concentragdo de 4% apresentou-
se com uma diferencga estatistica significativa. As anomalias observadas nas radiculas da T. aurea sugere um
indicativo de processos genotoxicos. A andlise das fases do indice mit6tico para cada concentragdo-teste,
apresentou diferenca significativa quanto ao ndmero de profases em relacdo ao controle negativo, nas
concentracdes de 0,8% e 4%. Conclui-se que o extrato aquoso de Tabebuia aurea apresentou indicios de
toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade.

Palavras-chave: Bignoniaceae, planta medicinal, toxicologia, fitoterapia, mutagenicidade.

Introducao

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore é uma espécie de planta
pertencente a familia Bignoniaceae, sendo uma arvore de 5-10 metros, decidua durante o inverno,
nativa do Cerrado, Caatinga e do Pantanal Mato-Grossense, é florifera e ornamental, suas flores sdo
andréginas e grandes, é ocasionalmente cultivada na arborizacdo urbana e no paisagismo
(LORENZI, 2008). E conhecida popularmente como Craibeira, Craiba, Ipé-do-cerrado. Tém como
distribuicdo de dominio fitogeografico a Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal
(FLORA DO BRASIL, 2020).

Determinadas plantas produzem compostos do metabolismo secundario que agem inibindo
ou favorecendo o processo germinativo bem como o processo de divisdo celular (IGANCI et al,
2006). Os estudos sobre as atividades medicinais de Tabebuia aurea sdo escassos, sendo encontrado
apenas um sobre atividade antifungica, anti-inflamatoria, anti-mitoxicas e anti-hemorragicas
(SILVA; PAULA; ESPINDOLA, 2009). Entretanto, sua casca e folhas s&o muito utilizadas na
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medicina, sua entrecasca € Util para o tratamento de gripes e resfriados e pode ser utilizada na forma

de xaropes ou infusGes. Na Argentina, essa espécie é utilizada como abortiva e suas folhas sdo
consideradas purgativas (LORENZI, 2008). O género Tabebuia tem demonstrado o seu emprego no
tratamento de diversas afeccbes como, cancer, malaria, tuberculose, congestdo nasal,
antimicrobiano e no tratamento de feridas e picadas de cobras.

A utilizacdo de produtos naturais para tratamentos de doencas € uma pratica bastante antiga,
mais utilizada até os dias atuais. Segundo Bagatini, Silva, Tedesco (2007) as plantas medicinais séo
utilizadas mundialmente para tratar de doencas, e a maioria delas ndo foram estudadas
suficientemente no que se refere ao seu potencial citotdxico e mutagénico, onde 0s mesmos podem
ser simplesmente monitorados pelo uso do sistema de Allium cepa. O sistema de Allium cepa é bem
aceito para o estudo de efeitos de citotoxicidade de plantas medicinais, pois suas raizes ficam em
contato direto com as substancias testadas, possibilitando a avaliacdo de diferentes concentragdes.

Além de sua utilizacdo nos testes de mutagenicidade e citotoxicidade em plantas medicinais,
0 sistema de Allium cepa, € também utilizado para monitoramento de qualidade ambiental e
avaliacdo do potencial mutagénico de varios compostos quimicos. O mesmo apresenta-se Como um
bioindicador ideal para o primeiro screening da genotoxicidade de infusdes de plantas medicinais,
devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade,
ajudando nos estudos de prevencao de danos a satde humana.

Com esse trabalho objetivou-se avaliar os possiveis efeitos tdxico, citotoxico e genotdxico
do extrato da casca da planta Tabebuia aurea, em células de Allium cepa e in vitro, através do teste

germinacao e de alteracdes celulares e nucleares.

Metodologia
Coleta do material bioldgico e identificacao

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de cascas do caule de T. aurea coletadas no
Sitio Exu, localizado nos dominios da cidade de Sdo Mamede (6°55'37.0"S 37°05'45.0"W), inserido
na mesorregido do Serid6 ocidental do estado da Paraiba, Brasil.

A coleta aconteceu em abril de 2017 e a identificacdo da espécie foi realizada através de
guias de campo e posteriormente, por especialistas do Herbario CSTR, sendo depositada exsicata,
tombada sob nimero 6758 CSTR.

As cascas frescas foram secas a temperatura ambiente por uma semana e em seguida foram

trituradas em moedor elétrico (Thomas Wiley Laboratoty Mill Model 4) do laboratério de zootecnia
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da UFCG, para a obtencdo de um p0, necessario para a preparagdo do extrato aquoso. O mesmo foi

peneirado em uma peneira artesanal com tecido de organza, até obter-se um pé fino e uniforme.

Preparacéo da substancia teste
Foram preparadas trés solugdes em diferentes concentragdes de Tabebuia aurea diluidas em
agua destilada. As solugdes foram preparadas de acordo com Colacite (2015), 4 g/1000 mL (0,4%);
4 g/500 mL (0,8%); e 4 g/100 mL (4%) utilizadas nos experimentos com sementes de Allium cepa.
Para o controle negativo (CN) foi utilizado agua destilada; A substancia utilizada para o
controle positivo (paracetamol a 500 pL/mL) seguiu as recomendacgdes de Rego (2015) e para o
teste antigenotdxico foi utilizado uma mistura da concentracdo de paracetamol do controle positivo

mais o extrato aquoso na concentracdo de (4%) de T. aurea em iguais proporcoes.

Processo de Germinacao

As sementes de A. cepa foram adquiridas em 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, lote com germinabilidade de 92% e pureza de 99%.

Para higienizagdo e quebra de dorméncia das sementes foi utilizada uma solugdo de
hipoclorito de sddio (NaClO) a 1%. As sementes foram imersas nessa solugdo e agitadas
cuidadosamente durante 5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas 3 vezes com agua destilada, e
secas com papel 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,
antigenotdxico e o extrato aquoso de T. aurea, nas trés concentracdes (0,4; 0,8 e 4%). Em cada
placa foram colocados 5 mL de cada tratamento e em seguida elas foram tampadas e lacradas com
papel filme.

As placas permaneceram sob condi¢des controladas de temperatura e luminosidade. A
temperatura foi ajustada para 25°C + 2, considerada uma das temperaturas Otimas para 0
crescimento de sementes de cebola da variedade IPA-11 (PINHEIRO et al., 2014), e fotoperiodo de
12 horas com luz artificial, em cAmara de germinagéo. O teste de germinac&o foi realizado com trés
placas de petri para cada tratamento, com 25 sementes de A. cepa em cada placa, sendo assim,
foram utilizadas 18 placas para os seis referidos tratamentos, durante seis dias (144 horas), no
Laboratdrio de Germinacao de Sementes da UFCG-CSTR.
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Porcentagem de germinacéo

Para avaliacao de toxicidade das espécies de plantas estudadas foi levado em consideracdo a
quantidade de sementes germinadas. Sendo consideradas germinadas apenas as sementes em que a
radicula foi visivel. E depois foi calculada a porcentagem de germinacéo, dividindo o nimero de
sementes germinadas pelo total de sementes colocadas para germinar e multiplicando o resultado
por 100.

Anomalias Radiculares

Os aspectos morfolégicos foram registrados através do uso de uma camera com 12
megapixels. Através da observacao dos registros fotograficos das radiculas foi realizada a avaliagédo
da morfologia do crescimento das raizes através da contagem das sementes germinadas, sendo estas
classificadas em 4 tipos de anomalias: raizes retorcidas, protuberancias, bifurcacdo, ondulacéo e

radicula curta.

Observacéo do indice mitotico

Para analise do indice mitético (IM) foi utilizada a técnica de esmagamento para observacao
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 e analise das Laminas

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

Em seguida, foi realizada a troca do &cido acético e com o auxilio de pinga e também agulha
de seringa foi retirada a coifa (porcédo apical da raiz) e a zona de crescimento foi colocada sob uma

lamina. 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, eram feitos inicialmente um corte transversal nas

raizes além de cortes aleatorios. A laminula foi entdo colocada sobre a 1dmina 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. As

mesmas foram contabilizadas através do uso de um microscopio dptico com aumento de 400x.

Resultados e Discussao
A andlise de germinacdo demonstrou que os testes realizados para o controle positivo e o
antigenotdxico na presenca de paracetamol (500 pL/mL), mostraram auséncia de germinacao das

sementes em todas as réplicas (Figura 1).

Figura 1- Representacéo das placas de Petri com controle antigenotéxico para T. aurea (a), e Controle
Positivo (b), com auséncia total de germinacéo.

Fonte: Os autores

De acordo com AGARWAL et al. (2011) o paracetamol é um analgésico antitérmico
comumente utilizado, sendo a causa mais comum de insuficiéncia hepatica aguda induzida por
drogas nos Estados Unidos. Segundo estudo realizado por Rego (2015) com testes em Allium cepa,
Artemia salina e teste de bioensaio o paracetamol e a dipirona apresentam indicios de toxicidade,
citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade.

Entretanto, os extratos de T. aurea nas concentracdes de 4 g/1000 mL (0,4%); 4 g/500 mL
(0,8%); e 4 g/100 mL (4%), mostraram alteracbes na germinacdo das sementes, um efeito
alelopético, visto que, com o aumento da concentracdo a média de germinacdo decresceu, mas

apesar disso, apenas a concentracdo de 4% apresentou diferenca estatistica significativa em relacao

ao controle negativo. Portanto, o extrato mostrou indicativo de toxicidade apenas na concentracao
de 4% (Figura 2).
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Figura 2- Gréfico da média de sementes germinadas de Allium cepa em funcéo da
exposicao ao Controle Negativo (CN) e aos extratos de T. aurea; (Média por
concentracdo +/- Desvio padrdo); Teste de Tukey.

*Diferenca estatistica significativa
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Tratamentaos

Fonte: Os autores

O teste de germinacdo com vegetais € um modelo vastamente utilizado para avaliar o
potencial aleloquimico de extratos de plantas ou de algumas substancias isoladas, um dos efeitos
previstos quando o composto interfere no funcionamento celular é a alteracdo no indice de
germinacdo das sementes, revelando agdo tdxica ou citotdxica (LUZ et al., 2012). De acordo com
Fiskesjo (1985) um agente pode ser considerado toéxico quando causa reducdo superior a 50% no
indice de germinacg&o de sementes de Allium cepa, em relagdo ao controle negativo.

Em referéncia as analises das anomalias radiculares, foram observados os tipos de anomalias

presentes na Figura 3.

Figura 3- Tipos de anomalias observadas nas radiculas de A. cepa. Retorcidas (a),
ondulagdes (b), curtas (c) e protuberancia (d).

Fonte: Os autores
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Através da andlise da média e desvio padrdo foi possivel observar diferenca estatistica

significativa apenas nas raizes com protuberancia na concentragdo de 0,4% de Tabebuia aurea em
relacdo controle negativo (Tabela 1). No entanto, quando analisado o efeito total de todas as

anomalias, foi observado diferenca estatistica significativa em todas as concentracfes testadas.

Tabela 1- Média e desvio padrdo das anomalias radiculares (curtas, protuberancia, ondulacéo, bifurcacdo) para o
Controle Negativo (CN) e as diferentes concentracGes Tabebuia aurea (TA)
*Diferenca estatistica significativa

CN TA (0,4%) TA (0,8%) TA (4%)

Tipos de anomalias Média £ DP Média + DP Média £ DP Meédia £ DP
Curtas 3,00+1,78 1,66+1,52 4,66+5,68 3,66+3,05
Protuberancia 0,33+0,58 *4+1,73 2,33+£2,08 2,00£1,73
Ondulagéo 0,33+0,58 2,66+1,15 1,33+0,58 2,33£1,15
Bifurcacdo 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

Fonte: Os autores

As substancias sao citotdxicas quando sdo capazes de causar danos nas células como um
todo, ou reduzir sua taxa de crescimento. Deste modo, redu¢fes no crescimento de raizes sdo
indicativo de citotoxicidade e as anomalias macroscopicas sdo de genotoxicidade (MOREIRA et al.,
2014). Desse modo, as anomalias observadas nas radiculas da Tabebuia aurea sugere um indicativo
de processos genotoxicos.

Na anélise do indice mit6tico foram identificadas todas as fases do ciclo celular nos extratos
estudados (FIGURA 4).

Figura 4 -Estagio de mitose em células meristeméticas de Allium cepa: Profase (a) Pro-metéfase (b) Metafase (c)
Anéfase (d) Tel6fase (e).

f

Fonte: Os autores

A analise das fases do indice mitdtico para cada concentracdo-teste, apresentou diferenca
significativa quanto ao numero de préfases em relacdo ao controle negativo, nas concentragdes de
0,8% e 4% (TABELA 2).
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo das fases mitéticas: profase (P), pr6-metafase (PM), metafase (M), anafase (A),
tel6fase (T) para o Controle Negativo (CN) e as concentragdes de Tabebuia aurea (TA). *Diferenca estatistica

significativa
CN TA0,4% TA 0,8% TA 4%

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

P 577144 6,77 £ 2,02 ****13,87 £ 1,64 FHRXX]1,77 20,21
PM 0,37 £0,15 0,30 £ 0,44 0,10+0,10 0,10+ 0,17
M 2,10+ 0,46 0,47 0,72 0,20 0,10 0,20+0,10
A 1,17+£0,21 0,57 +£0,90 0,10+0,10 0,20+0,34
T 1,07 £0,40 0,37 £ 0,23 0,10+0,10 0,30+ 0,20

Fonte: Os autores

Entretanto, quando foram analisadas todas as fases em conjunto, foram observadas
diferencas importantes. Todas as concentracfes apresentaram diferencas estatisticas significativas
em relacdo ao controle negativo (CN). Na concentracdo de 0,4% houve uma diminui¢do no indice
mitético em relacdo ao controle negativo, enquanto que para a concentracdo 0,8% apresentou um
maior numero de células em divisdo (FIGURA 5).

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.

Figura 5 -Grafico referente ao indice mitético. Controle Negativo (CN); Tabebuia aurea (TA); Controle Negativo CN;
Teste de Dunn;
*Nivel de Significancia
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Fonte: Os autores
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Néo foi possivel realizar a analise do indice mitdtico do controle positivo e dos tratamentos

teste para antigenotdxico, pois ndo ocorreu germinacdo das sementes nestes testes. Provavelmente o
uso do paracetamol teve efeito mutagénico letal nas células das sementes de Allium cepa. Pois foi
observado que o paracetamol possui efeito mutagénico, causando anomalia e diminuindo 0 nimero
de células em divisdo (STURBELLE et al., 2010).

CONCLUSAO

Pode-se concluir que as concentracfes do extrato da casca de Tabebuia aurea, quando
analisadas, influenciaram na germinacdo e causaram variagdo considerdvel no crescimento de
radicula e no indice mitdtico de Allium cepa, apresentando assim efeito toxico e citotoxico. Na
analise do indice mitdtico foi constatado que o extrato nas trés concentracGes houve indicios
genotoxicos. Ndo foi possivel realizar a analise dos tratamentos do controle positivo e do teste
antigenotdxico, pois ndo ocorreu germinacdo das sementes, ocorrendo um efeito alelopatico. O
consumo para uso medicinal da casca dessa planta, deve ser evitado nas concentracGes apresentadas

nesse trabalho, devido ao seu efeito toxico, citotdxico e genotoxico.
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