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1 INTRODUCAO GERAL

Hé4 muito tempo, as plantas tém sido utilizadas como agentes medicinais, no qual
diversos estudos vém sendo realizados ao longo dos anos, com o proposito de obter mais
informacdes sobre as plantas e a descoberta de novas drogas, através da extragdo dos seus
componentes quimicos (BALUNAS; KINGHORN, 2005). As plantas medicinais sdo de
grande importancia mundialmente, delas sdo retirados compostos quimicos bioativos, a fim de
serem utilizados como recursos terap€uticos em seres humanos e animais para tratamento,
prevencao e cura de doengas. Contudo, muitas plantas sdo utilizadas empiricamente, sem
muita abrangéncia cientifica quanto a eficacia e a seguranca, pois existe uma enorme lacuna
entre a oferta de plantas e as poucas pesquisas. Desta forma, considera-se este um fator de
grande incentivo ao estudo com plantas, visando sua utilizagdo como recursos terapéuticos,
pois o reino vegetal representa um vasto celeiro de compostos farmacoldgicos a serem
descobertos (FOGLIO et al.,20006).

No Brasil, encontra-se a maior diversidade de vegetais do mundo, onde analises
etnobotanicas, etnofarmacologicas, farmacognosticas e fitoquimicas podem revelar a presenga
de constituintes do metabolismo secundario das plantas que podem contribuir para a
identificacdo de marcadores quimicos, permitindo que pesquisadores possam isolar
compostos biologicamente ativos a partir de diferentes espécies de vegetais (BESSA et al.,
2013).

O bioma Cerrado ¢ exclusivamente do Brasil, com clima predominante de dominio
sazonal, inverno seco, ocupando uma porg¢ao central do territdrio brasileiro, estendendo-se até
o litoral nordeste do Maranhdao e Norte do estado do Parand (SERVICO FLORESTAL
BRASILEIRO, 2010). O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, possuindo uma das
maiores biodiversidades do mundo (KLINK; MACHADO, 2005). O Eucalytus grandis ¢ uma
planta nativa da Australia conhecida popularmente como eucalipto. E encontrado em grande
abundancia nesse bioma, ocorrendo nos estados do Amap4, Bahia, Espirito Santo, Maranhao,
Mato Grosso do Sul, Para, Minas Gerais, Rio Grande de Sul, Santa Catarina ¢ Sdo Paulo
(VITAL, 2007).

O eucalipto ¢ a nomenclatura vulgar de varias espécies do género Eucalyptus,
pertencentes a familia Mirtaceas, que compreende outros 130 géneros, mais de 700 espécies

catalogadas, sendo o Eucalyptus grandis uma das espécies mais cultivadas e com grande
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potencial econdmico, ecologico, medicinal e farmacologico (SANTOS et al., 2013). De
acordo com Estanislau et al., (2001) o eucalipto ja vem sendo explorada ha muitos anos, no
qual o caule ¢ utilizado para a extragdo de celulose, e das folhas sdo retirados 6leos essenciais
de diferentes composi¢des quimicas.

Segundo Meneguetti et al., (2014) existe uma imensa utilizagdo das plantas medicinais e
estudos que comprovam a atividade terapéutica e farmacologica, porém hé a necessidade de
mais estudos, pois as partes botanicas citadas acima possui pouca informa¢ao em relacao aos
seus efeitos citotoxicos e mutagénicos a nivel celular. E de grande importancia ter o
conhecimento dos extratos etandlicos das plantas medicinais, proporcionando estudos mais
detalhados sob a agdo dos compostos quimicos presentes, visando o uso mais seguro pela
populagdao (BAGATINI et al., 2007; POLLETO et al., 2012).

Diante do conhecimento sobre a importancia das plantas medicinais para o uso populacional e
pela auséncia de trabalhos relacionados, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial tdxico, citotoxico, mutagénico e oxidante do extrato etanodlico da folha do

Eucalyptus grandis, em diferentes tipos de células eucarioticas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e a importancia dos produtos naturais

As plantas medicinais vém desempenhando um papel importante e significativo dentro
da histéria do sistema de saude em todo mundo. E ao longo de todos esses anos, estudos
mostram que as espécies vegetais ditas como medicinais sdo utilizadas para tratamento e cura
de doencas. No entanto, os cientistas passaram a observar que havia a necessidade de saber
qual constituinte presente naquela erva medicinal que promovia aquela reagdo benéfica em
nosso organismo como fonte terapéutica, e assim o foco nas pesquisas referentes as plantas
medicinais tomaram um importante rumo em todo o mundo, pois esse estudo foi recolhido
para demonstrar o imenso potencial de plantas utilizadas em vérios sistemas tradicionais
(SILVA, 2013).

Existe, atualmente, um grande interesse da medicina em relacdo aos medicamentos de
origem vegetal, muitos acreditam que as drogas derivadas de plantas se devem principalmente
a crenca de que a “Medicina verde”, além de serem mais acessiveis para a populacdo em
paises em desenvolvimento, os medicamentos de origem vegetal podem ser menos agressivos
do que as drogas sintéticas caras, em que muitas das quais causam efeitos negativos (SINGH
e RAGHAYV, 2012). Com o avango dos estudos, pode-se evidenciar que a etnofarmacologia
tem contribuido crescentemente para a satde humana, evidenciando ser uma ferramenta
importante da descoberta de produtos naturais em agao terapéutica (FERRAZ, 2006).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas,
dentre outros, tem sido objeto de estudos, onde ja foram comprovadas as acdes
farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais e muitas destas substincias tem
grandes possibilidades de futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais
(CECHINEL FILHO E YUNES, 1998). Fatores como a facil obtencdo e a grande tradicdo do
uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilizacao pelas populagdes carentes, que vao
desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares e obtencao de exames e medicamentos
que favorecem o uso de plantas medicinais por essa populacdo (MOREIRA, 2009).

Entretanto, € notavel o consumo de plantas medicinais, também, nos paises mais ricos.

Na Alemanha, onde se consome metade dos extratos vegetais comercializados em toda a



12

Europa (cerca de US$ 3,5 bilhdes do total de US$ 7 bilhdes, ou US$ 42,90 per capita, em
valores de 2010), plantas medicinais s3o utilizadas pela populacdo para tratar resfriados
(66%), gripe (38%), doencas do trato digestivo ou intestinal (25%), dores de cabega (25%),
insonia (25%), ulcera estomacal (36%), nercosismo (21%), bronquite (15%), doengas de pele
(15%), fadiga e exaustdo (12%) (VEIGA JUNIOR et al., 2011). Neste contexto, as plantas sdo
valiosas fontes de novos compostos ativos e com baixa toxicidade (NEWMAN et al., 2003).
Por fim, o mercado farmacéutico mundial foi estimado em 505 bilhdes de dodlares, em
2004. Este valor exemplifica a importancia economica do setor industrial farmacéutico e,
portanto, a dos produtos naturais, uma vez que segundo Newman et al., (2000) nao ha davidas
da influéncia destes no processo de descobrimento de novas drogas. Desta forma o Brasil nao
deve abdicar de sua vocacdo para os produtos naturais, visto que possui a maior floresta
equatorial e tropical imida do planeta e ¢ detentor da maior biodiversidade do mundo,
estimada em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Segundo Calixto (2003)
”esse imenso patrimonio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade
valor econOmico-estratégico inestimdvel em varias atividades, mas ¢ no campo do

desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade”.

2.2 Espécie Eucalyptus grandis

O eucalipto ¢ a nomenclatura vulgar de varias espécies do gé€nero FEucalyptus,
pertencentes a familia Mirtacea, que compreende outros 130 géneros, com mais de 700
espécies catalogadas, tendo o Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna e Eucalyptus urophila
as espécies mais cultivadas do Brasil. O Eucalytus grandis ¢ uma planta nativa da costa leste
da Australia com distribuicdo em paises tropicais e subtropicais medindo aproximadamente de

44 aa 55 metros de altura (SILVA, 2014). (Figura 1.0).

Figura 1: Plantagao de Eucalyptus grandis.

Fonte: http://www.sudamericaforestal.com/productosdemadera eucalipto.html. 2017


http://www.sudamericaforestal.com/productosdemadera_eucalipto.html
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Possui uma ampla distribui¢do em todo o Brasil e ¢ encontrado em grande abundancia
principalmente no Cerrado, ocorrendo nos estados do Amapa, Bahia, Espirito Santo,
Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Para, Minas Gerais, Rio Grande de Sul, Santa Catarina e Sdo

Paulo (VITAL, 2007).

O eucalipto tem tido um papel importante em varias areas tais como ambiental,
econdmica, medicinal e farmacologica (VITAL, 2007). De seus oOleos essenciais sao
identificados alguns constituintes quimicos, como por exemplo, a presenca de
hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, Oxidos, peroxidos,
furanos, 4cidos organicos, lactonas e etc. Sdo considerados oOleos essenciais para uso
medicinal aqueles que apresentam teores de 1,8-cineol acima de 70% e baixos teores de
felandreno (BRUM, 2010). O 6leo essencial extraido das folhas de E.grandis serve como anti-
séptico e antioxidante e a deccotagdo das suas folhas ¢ utilizada popularmente no tratamento

de gripe, constipacdes, dores de garganta e tuberculose (SILVA, 2014). (Figura 2).

Figura 2: Folha do E.grandis

Fonte: http://www.projetotume.com/grandis

Algumas espécies de plantas possuem em sua composicdo substidncias que podem
causar efeitos alelopaticos em alguns organismos. Na literatura estudos sobre o Eucalyptus
grandis foram realizados em relacdo a efeitos alelopaticos que a planta tem sobre alguns
organismos. Segundo Silva et al., (2015) o extrato aquoso obtido do E. grandis causou

inibi¢do na germina¢do da sementes de I[pomoea purpurea L. Souza e Cardoso (2013) em seus


http://www.projetotume.com/grandis
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estudos também chegaram a conclusdo de que o E.grandis também causa efeito inibitorio no

crescimento em alface (Lactuca sativa L.).

No entanto ainda existe uma auséncia muita grande de trabalhos relacionados ao que
se refere o E. grandis. Entretanto, o género Eucalyptus abrange uma grande quantidade de
diferentes espécies com varios estudos publicados. O E. citriodora por exemplo, tem sido
bastante observada por possuir uma elevada gama de atividades biologicas, incluido
antimicrobiana, repelente de insetos, fungicidas e pesticida fumegante (BATISH et al., 2008).
Segundo Silva (2003) o o6leo extraido do eucalipto possui atividade anti-inflamatéria e
tratamento para gripe, resfriado e congestio nasal. A casca e a folha sdo utilizadas
popularmente para melhorar a resisténcia fisica, tratamento de inflamacao da bexiga, diarréia

e alguns ferimentos (TAKASAKI et al., 2000).

2.3 A IMPORTANCIA DOS TESTES TOXICOGENETICOS

A fim de descobrir os efeitos adversos de infusdes medicinais, ¢ importante a
realizacdo de testes que assegurem que as plantas medicinais tenham fins terapéuticos, e
assim se possa chegar a substincia para novos medicamentos vegetais. Os testes
toxicogenéticos possuem papeis importantes e fundamentais nas fases precoces do
desenvolvimento de novos farmacos, sendo que adianta os riscos e, portanto, reduzem as
possibilidades de que um novo farmaco promissor falhe em etapas mais avangadas. Assim
proporciona a seguranca de que a satde do ser humano ndo seja colocada em risco
(CUNNIHGAM, 2000; DORATO E BUCKLEY, 2006).

No decorrer dos anos € notorio o crescimento de ensaios toxicologicos, tornando
menos dispendiosos € mais eficazes na previsdo dos efeitos adversos a saude humana. De
fato, ha cada vez mais o crescimento na arca de interesses em estudar ¢ evidenciar a
importancia dos ensaios toxicologicos durante as pesquisas e desenvolvimento de novos

farmacos. (DORATO E BUCKLEY, 2006).

2.3.1 Utilizacao do teste de letalidade de Artemia salina

O uso de extratos de plantas medicinais para alivio de dores e cura de algumas
doengas, cresce mundialmente. Esses estudos estdo sendo feitos para assegurar a populacdo de

que o consumo ndo seja prejudicial aos 6rgdos do individuo por consumo em dosagens
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erradas e, assim, para estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, diversos ensaios

estdo sendo utilizados na procura dessa estabilidade (FERRAO, 2017).

A avaliagdo de citotoxicidade ¢ indispensavel para considerar uma substincia ou
tratamento seguro. Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Portanto, a
avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para um
monitoramento simples e rdpido durante o fracionamento de extratos. O ensaio de letalidade
para larvas de Artemia salina tem sido introduzido na rotina de muitos grupos de pesquisa
envolvidos com isolamento, purificagdo e elucidacdo estrutural (RUIZ et al., 2005), se
popularizando como bioensaio principalmente a partir da década de 90 (LHLLIER et al.,

2006).

O teste de citotoxicidade com Artemia salina ¢ um método simples na pesquisa
toxicologica (MEYER et al., 1982) onde os cistos dos microcrustaceos (Figura 3) sdo de
baixo custo e facilmente encontradas no comércio, além de permanecerem viaveis por anos no
estado seco, possuindo uma boa correlagdo com testes de toxicidade aguda oral in vivo
(PARRA et al., 2001), quanto em linhagem de células humanas (CARBALHO et al., 2002). O
ensaio determina valores de concentragcdo letal média (CLso), em pg/mL, de compostos e
extratos, sendo que inimeras substancias ativas conhecidas apresentam citotoxicidade por este

teste (MEYER et al., 1982)..

Figura 3: Cistos (A) e o processo de crescimento e diferenciacio (B) do microcrustaceo A.
salina

Fonte: <https://br.pinterest.com/pin/551479916862349905>.

2.3.2 Bioensaio Allium cepa


https://br.pinterest.com/pin/551479916862349905
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Sistemas testes vegetais sdo de grande importancia na avaliagdo de riscos de
genotoxicidade sendo enfatizado que apesar das diferencas entre os metabolismos de plantas e
animais, ha também similaridades, e que a ativagdo de pr6-mutagénicos em plantas possui alta
relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas com agentes quimicos (FISKEJO,
1994). Os estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de possiveis

\

alteracdes cromossOmicas nas plantas devido a presenca de agentes mutagénicos na sua
composicdo ou decorrentes do seu metabolismo. O estudo dos mutagénicos em nucleos
eucaridticos vem sendo observado através de métodos citoldgicos. A mutagdo pode resultar da
acdo de compostos quimicos, ambientais e radioativos e da estabilidade intrinseca dos acidos

nucleicos (BAGATINI et al., 2007).

Existe uma variedade de plantas que sdo utilizadas para ensaios de toxicidade, no
entanto, uma das mais conhecidas e bem estabelecidas plantas utilizadas em bioensaios
citogenéticos ¢ o Allium cepa. A cebola pode germinar facilmente e as raizes coletadas sdo
simples de armazenar. Os fatores macroscopicos € microscopicos podem ser avaliados nessa
espécie sem muito esfor¢o (LIMAN, 2013). Finalmente, ¢ importante observar que existe uma
relagdo entre os resultados obtidos a partir de bioensaios de plantas e outros sistemas de
ensaio (FIRBAS; AMON, 2013; MAITI et al., 2013), o que aumenta a sua utilidade (Figura
4).

Figura 4: Método esquematico utilizado para analise das células meristematicas do Allium cepa.

FIXAR EM SOLUCAO
— CARNOY
(3 etanol : 1 4cido
acético) por 24 HS
Exposi¢io das -
Allium cepa Crescimento das raizes raizes as CONSERVAR EM SOLUCAO
substincias DE ETANOL 70%
testadas (24,48 ¢
72 horas)
_ REATIVO DE SCHIFF HIDROLISE ACIDA COM —':/'7
POR 2H (Frascos ambar) INHCL PORTIMIN +1 ==
Lavagem
Lavagem das raizes com
agua corrente até retirada do Lavagem das raizes com
reativo agua destilada (3 banhos
‘ de 5 min e\da)
’ &n
= L = - — = g:@ . "o
Corte da 2 gotas de carmim Cobrir com laminula e Anilise de 5000 ‘. .’ .
regiio acético 2% técnica de esmagamento células - 1000X '" : :"_‘ -
meristematica Fiskesjo (1985)

Fonte: Arquivo pessoal
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Plantas superiores, como Allium cepa, t€ém sido amplamente utilizadas em testes de
genotoxicidade para detectar e avaliar a influéncia de substancias em um organismo (ARYA;
MUKHERIJEE, 2014). O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS -
International Programme on Chemical Safety) e o Programa Ambiental das Nac¢des Unidas
(UNEP — United Nations Environment Promgramme) certificaram o bioensaio de Allium cepa
como um método padrio para o monitoramento genotoxico de poluentes ambientais

(RAJESHWARI et al., 2016).

Bioensaios com A. cepa se mostram bastante econdmicos, além de bem sensiveis, € os
resultados apresentam uma boa correlagdio com sistemas de testes de mamiferos
(HEMACHANDRA; PATHIRATNE, 2016). As razdes para escolher A. cepa como um
modelo in vivo para avaliar os efeitos toxicos ¢ devido suas raizes poderem crescer em contato
direto com qualquer substancia de interesse, possuir um nimero estavel de cromossomos e
cariotipos, mostrar uma fase mitotica clara, a ocorréncia de danos cromossomicos
espontaneos ser rara, mostrar uma resposta rapida aos materiais genotoxicos, apresentar
diversidade de morfologia cromossdémica e ser considerado como um teste de baixo custo

(RAJESHWARI et al., 2016; TEDESCO E LAUGHINGHOUSE iv, 2012).

Na investiga¢do de aberracdes cromossdmicas, cebolas comuns da espécie 4. cepa
constituem sistemas testes bastante adequados para estimar os efeitos nocivos de quimicos,
em fungdo de suas excelentes condigdes cromossomicas (ABU; EZEUGWU, 2012). A
influéncia de substancias genotdxicas pode ser determinada pela andlise do tipo e frequéncias
de células com metafase, anafase e teléfase aberrantes, e também pela determinacdo de

microndcleos nas células em interfase (EL-SHAHABY et al., 2003).

2.3.3 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Por serem organismos eucariontes unicelulares simples, de facil manuseio, facil
cultivo e rapida multiplicacdo celular, as leveduras de Saccharomyces cerevisiae sao
padronizadas como modelos de pesquisa para analise de propriedades toxicas e/ou oxidantes
em vdrias substancias como medicamentos, extratos e compostos quimicos diversos (Figura

5) (HOSTETTER et al., 2012).
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Figura 5: leveduras de Saccharomyces cerevisiae em cultura bem como sua visualizacdo em microscopio

de varredura.

Fonte: ZIRPEL et al., 2015.

A Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente utilizada como modelo eucaridtico
no estudo da elucidagdo de mecanismos metabdlicos, por conta da semelhanca da sua
maquinaria celular e dos processos metabolicos desempenhados pela levedura, e da facil
manipulacdo genética (KARATHIA et al., 2011; GONZALEZ-PEREZ et al., 2005;
TONGUL; TARHAN, 2016). Além disso, existe uma grande semelhanca entre o sistema de
defesas antioxidantes da levedura e o sistema de eucariotos superiores (GIANNATTASIO et
al.,, 2013). Por este motivo, o modelo bioldgico de S. cerevisiae tem sido amplamente
utilizado em estudos do mecanismo de resposta celular a condi¢des de estresse, como também

do perfil oxidante/oxidativo de diversos compostos naturais e sintéticos (AZAD et al., 2013;

HOFERL et al., 2014; ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2016).

No teste de S. cerevisiae sdo utilizadas linhagens proficientes ou mutadas em suas
defesas antioxidantes, comumente utilizadas na avaliagdo da atividade de compostos, naturais
ou sintéticos, frente aos mecanismos de defesa antioxidante destes organismos. Tendo em
vista que a existéncia de enzimas antioxidantes sdo funcionalmente semelhantes a de
humanos, a extrapolagdo de resultados comparativos quanto a seguranca na liberagao do uso
de farmacos ou alimentos e a consolidacdo de protocolos terapéuticos torna-se mais eficaz

(OLIVEIRA et al., 2014).
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RESUMO

O Eucalyptus grandis ¢ uma planta nativa do norte da Australia, porém com grande
distribuicdo no Brasil, principalmente no bioma Cerrado. Encontrada em paises tropicais e
subtropicais, o E.grandis ¢ conhecido pelo seu grande valor econdmico na produgdo de papel
e carvao, além de ser bastante utilizada na medicina tradicional no tratamento de gripe,
constipagdes, dores de garganta e tuberculose. Com isso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos toxico, citotdoxico, mutagénico e oxidante do extrato etandlico da
folha do E.grandis em ensaio in vitro utilizando Allium cepa, Artemia salina e
Saccharomyces cerevisiae. Os mesmo foram avaliados em concentragdes e tempos de
exposicao diferentes para cada teste. Os resultados mostraram que o extrato etanolico extraido
da folha do Eucalyptus grandis mostrou-se toxico e citotoxico em cé€lulas de Allium cepa e
toxico em Artemia salina. Ja no ensaio realizado com levedura (Saccharomyces cerevisiae)
teve-se como resultado obtido efeito nao oxidante quando exposto em concentragdes
diferentes do extrato. Conclui-se, portanto, que as concentragdes utilizadas do extrato
apresentaram efeitos toxicogenéticos importantes na maioria dos testes, € com isso, podendo
ser estudado para uma possivel atividade antitumoral.

Palavras chaves: Plantas medicinais; Eucalyptus grandis; Genotoxicidade; Allium Cepa;
Artemia salina; Saccharomyces cerevisiae

1.1 Introducao

No tratamento de varias enfermidades uma serie de espécies de plantas sdo conhecidas
e utilizadas mundialmente pela populacdo. Essas ervas medicinais produzem uma gama de
substancias quimicas durante o seu processo metabdlico. Algumas destas substancias sdo
conhecidas como principios ativos e sdo capazes de provocar algum tipo de resposta biologica
quando introduzidos, por qualquer via, no organismo animal, inclusive no homem (Bolosco,

2008). No entanto, a maioria desses compostos quimicos ndo foram suficientemente
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estudadas, no que se refere ao seu potencial toxico, citotoxico e mutagénico e também quanto
a sua seguranga, qualidade e eficacia (Calixto, 2005; Soares et Al., 2006; Bagatini, et al.,

2007).

O processo de levantamento e identificacdo de espécies medicinais nativas do cerrado
brasileiro ¢ importante mediante o potencial econdmico e medicinal dessas plantas
provenientes deste bioma (Silva et al., 2010; Bessa et al., 2013). Dentre as espécies mais
conhecidas e utilizadas na medicina popular, encontra-se o Eucalyptus grandis que ¢ uma
planta nativa da Australia conhecida popularmente como Eucalipto. O E. grandis, de acordo
com Vital (2007) possui um grande potencial econdmico, ecologico, medicinal e
farmacoldgico. Possui atividade biologica como anti-séptico e antioxidante utilizada
popularmente no tratamento de gripe, constipagdes, dores de garganta e tuberculose (Silva,
2014). E a composi¢do quimica de suas folhas ¢ formada por triterpenos pentaciclicos, acido
oleandlico, acido ursolico, acido betulinico e acido maslinico (Babalola et al., 2013; Silva,

2014).

Apesar da ampla utilizagdo na medicina popular e de ja existirem estudos cientificos
comprovando atividade terapéutica, as partes botanicas utilizadas desta dessa planta possuem
pouca informagao sobre sua toxicidade em nivel celular. De acordo com Polleto et al. (2012)
e Bagatini et al. (2007), conhecimentos sobre a acdo em nivel celular de extratos de plantas
medicinais possui grande importincia para aumentar a seguran¢a do uso pela populagdo e
estimular estudos, mais detalhados, sobre a acdo dos compostos quimicos presentes nestes
organismos. Portanto, os extratos provenientes de plantas devem ser estudados em diversos
sistemas-testes, em diferentes concentragdes e tempos de exposicao, para a obtencao de uma
completa avaliagdo da toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e testes oxidantes

(Przedpelska-Wasowicz; Wierzbika, 2010).

As plantas medicinais por possuirem uma série de compostos bioativos, necessitam de
mais estudos, e segundo as metodologias ja existentes na literatura ¢ possivel medir os efeitos
toxicos, mutagénicos e oxidantes em varios tipos de organismos (Speit; Rothfuff, 2012;
Hussain et al., 2014). Dentres os bioensaios utilizados para avaliagdo toxicogenética estdo o
teste de Allium cepa, Bioensaio de letalidade de Artemia salina e teste oxidante/antioxidante

de Saccharomyces cerevisiae.

O bioensaio realizado com Allium cepa, além de ser um teste rapido, de baixo custo e

de facil manuseio, ¢ utilizado realizado para avaliar danos celulares, como por exemplo,
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alteragdes cromossOmicas e inibicdo do crescimento de células no ciclo mitotico (Leme;
Marin-Morales, 2008; El-Shahaby et al., 2003). J4 o ensaio utilizando o microcustaceo A.
salina ¢ um método simples na pesquisa toxicoldgica (Meyer Et al., 1982), tendo como
proposito encontrar a concentragao letal (CL50) de extratos e compostos quimicos bem como
a avaliacdo da toxicidade dos mesmos.. Por fim, ensaio in vitro em Saccharomyces cerevisiae
tem como intuito avaliar o mecanismo de resposta celular a condigdes de estresse, e também
do perfil oxidativo através da analise do alo de inibicdo em diferentes linhagens de S.
cerevisiae (Azad Et Al., 2013; Hoferl Et Al., 2014; Odriozola-Serrano et al., 2016).

Diante disso, visto que se trata de uma planta com bastante potencial terapéutico e da
necessidade de mais estudos sobre os efeitos adversos do extrato etanodlico dessa planta, o
estudo visou avaliar o potencial toéxico, citotoxico, mutagénico e oxidativo do extrato
etandlico das folhas de FEucalytus grandis, utilizando os seguintes sistemas testes

toxicogenéticos Allium cepa, Artemia salina e Saccharomyces cerevisiae.

1.2. Metodologia

1.2.1 Obtengao do extrato etanolico de Eucalyptus grandis

O material vegetal foi limpo e submetido a secagem em estufa de circulagdo de ar a
40°C até a manutencdo do peso constante. Posteriormente, foi triturado em moinho de facas
com tamanho de particula de 10 mesh. O p6 resultante foi mantido a temperatura ambiente em
recipiente de plastico hermeticamente fechado e protegido da luz. O extrato etanolico da folha
foi obtido por extracdo assistida por ultrassom a 40 °C durante 60 min, utilizando como
solvente etanol:dgua 50% (v/v). Em seguida foi submetido a secagem por aspersdo em um
Mini Spray Dryer Labmaq PS-1 (Labmaq do Brasil Ltda), com temperatura de entrada foi de
120°C, fluxo de ar 40 L.min"!, vazio de ar de secagem 3 mL.min'. O extrato nebulizado
(ENPp) foi seco com o adjuvante dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) em 20%, em

relacdo ao residuo seco.1.2.2 Ensaio toxicogenético utilizando sistema teste vegetal
1.2.2 Obtengao de células meristematicas de 4.cepa.

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e sauddveis. Os bulbos de cebola
foram colocados em frascos com dgua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as

9 b

raizes atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solu¢des de tratamento. Para verificar a atividade
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citotoxica e mutagénica dos compostos estudados, foram realizados cinco tratamentos com
cinco repeti¢des cada: T1 — controle negativo-CN, onde as raizes dos bulbos foram tratadas
com agua destilada; T2 — 1 mg/ml do extrato etanolico de Eucalyptus grandis; T3 - 0,5 mg/ml
do extrato etanolico de; T4 - 0,1 mg/ml do extrato etandlico de Eucalyptus grandis e TS —
Controle positivo (CP) tratados com sulfato de cobre (0,0006 mg/ml). Os bulbos ficaram
submersos nos tratamentos durante os tempos de exposicdo de 24, 48 e 72 horas. Foram
observados em cada um desses tempos de exposicdo (TE) o crescimento de duas raizes
selecionadas em cada um dos bulbos, através da medi¢ao com o auxilio de uma régua como

medida de toxicidade.

1.2.2.1 Preparo leitura das laminas e analise citogenética para o teste 4. cepa

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para cada
bulbo, analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada tratamento. Foram
observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e telofase. Calculou-se o nimero
de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de exposi¢do, e em seguida foi
determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético (IM) para avaliagdo do efeito
citotoxico. Avaliou-se também a a¢do mutagénica dos extratos por meio do nimero de células
com alteragdes cromossomicas (AC): micronucleos, metafases colchicinicas, pontes

nucleoplasmaticas, quebras, perdas e atrasos cromossomicos.

1.2.3 Bioensaio de letalidade em Artemia salina (BSLB)

Para a preparagdo da A. salina, os cistos do microcrusticeo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-PI, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método descrito
por Meyer et. al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustidceo (Artemia salina) em
becker contendo uma mistura 50:50 de solucdo salina (agua do mar artificial: 23,0 g de
NaCl, 11,0 g de MgCl>.6H>0, 4 g de NaxSOas, 1,3 g de CaCl».2H>0, 0,7 gde KClem 1 L de
agua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando NaxCOsz, 1N) e agua mineral sob
arejamento constante durante 48 h a 27 + 3° C. Apds incubagdo, os nauplios ativos livres de
conchas do microcrustaceo foram recolhidos a partir da por¢ao mais iluminada da camara
de incubagdo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio de uma
pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solucao salina. O

experimento foi realizado por dilui¢des seriadas, onde a concentracdo inicial do extrato
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etanolico de Eucalyptus grandis foi de 1000 pg/ml. Em cada experimento, adicionou-se 0,5
mL da amostra teste a 4,5 mL de solugdo de salina, mantendo a mesma temperatura de
eclosdo, sob a luz, os nduplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés tubos
para cada tratamento. A mortalidade de A. salina foi contada apos 48 horas de exposicao a

substancia testada

A definicdo da toxicidade do extrato foi baseado nas escalas de toxicidade de
McLaughlin et al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentragdo letal (CL)so>
1000 pg/ml considerou-se nao todxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se baixa
toxicidade; moderada toxicidade para CLso entre 100 a 500 pg/ml e, finalmente, muito

toxico quando a CLso foi inferior 100 pg/ml.
1.2.4 Linhagens de leveduras utilizadas

Seis linhagens de leveduras foram utilizadas para avaliar a atividade
oxidante/antioxidante do E.grandis. A linhagem selvagem utilizada ndo apresentava nenhuma
muta¢do nas enzimas de defesa contra substancias oxidativas, enquanto que as outras cinco
linhagens selecionadas apresentavam defeitos em pelo menos uma enzima antioxidativa. A
linhagem EGI118 ¢ mutada na enzima superoxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD —
produto do gene SOD1), a EG110 ¢ mutada na SOD mitocondrial (MnSOD — produto do gene
SOD2); a EG133 possui uma mutacdo em duas enzimas a SOD1 e SOD2; a EG223 mutada
em CATI1 e EG mutada em SODI1 e CAT1 (Tabela 1)

(Tabela 1). As linhagens de levedura S. cerevisiae que foram utilizadas no estudo.

DESCRICAO GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles

EG118 (Sod1A) sod1:URA3 todos OES: él;tg;)s marcadores como Edith Gralla, L Angeles

EG110 (Sod2A) sod2:TRP1 todos Elétl;c()g marcadores como Edith Gralla, L Angeles

sod1:URA3 sod2:TRP1 duplo mutante/todos

EG133 (Sod1ASod2A) Edith Gralla, L Angeles
outros marcadores como EG103

EG223 (CatlA) EG103, exceto catl: TRP1 Edith Gralla, L Angeles

EG (SodlACat1A) EG103, exceto sod:URA3 e catl:TRP1 Edith Gralla, L Angeles

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2014.

1.2.4.1 Testes oxidantes/antioxidantes com Saccharomyces cerevisiae

Todos os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.
cerevisiae, onde as culturas de leveduras foram distribuidas sobre a técnica de tratamento com
a adi¢do do extrato etandlico de E. grandis em diferentes concentragdes. As linhagens foram

cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-peptona, 2% de glucose) a
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28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento estacionaria, de acordo com
Oliveira e colaboradores (2014). Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro
para a margem das placas de Petri em um movimento continuo, para ambos os lados da placa,
contendo em seu centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas
distintas placas, 10 puL das diferentes concentragdes do extrato etandlico de E. grandis foram
utilizadas (Figura 02). Para correlacdo estatistica com os resultados dos grupos testes, dois
grupos controle foram utilizados sendo 10 pL de uma solugdo contendo H>O> (10 mMol)
utilizado como controle positivo e 10 uL de solucdo salina (0,9%), como controle negativo.
Ap6s 48 h de incubagdo em estufa a 34 °C, os halos de inibicdo de crescimento das linhagens,
em milimetros, foram mensurados desde a margem do disco de papel-filtro até o inicio do
crescimento celular. Os valores tabelados e submetidos a analise estatistica variaram de 0 mm
(crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), que corresponde a medida do

raio da placa de Petri. Todos os testes foram realizados em duplicata.

1.3 Resultados

1.3.1. Bioensaio de letalidade em Artemia salina (BSLB)

O extrato etandlico de E. grandis nas concentracdes de 250 a 1000 pg/ml apresentou
as maiores letalidades, tendo valores estatisticamente significantes em relacdo ao CN e o
veiculo (p < 0,01 e p < 0,001) para o tempo de exposicdo analisado (24h). Com as
concentragdes utilizadas na diluicao seriada, o valor de CLso foi determinado: 249,7 pg/ml.

Utilizando a classificacdo de toxicidade de McLaughlin et al. (1993), o extrato
apresentou moderada toxicidade (100 a 500 pg/ml). Este resultado demonstra que
concentragdes a partir de 249,7 ug/ml do extrato podem impactar negativamente o
metabolismo de 4. salina. Nao foi observada mortalidade significante para o veiculo utilizado

quando comparado ao CN (Figura 01).
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Figural: Atividade toxica do Eucalyptus grandis em diferentes concentragdes por meio do Bioensaio de
Letalidade em Artemia salina (BSLB) utilizando o tempo de exposigdo de 48hs.
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foi executada com trés tubos (10 nauplios vivos / tubo); CLso: Concentra¢do letal 50% em pg/ml. IC:
Intervalo de confianca; r2: Determinacdo de coeficiente.

1.3.2 Teste de Allium cepa

Os efeitos toxicos e citotoxicos do extrato etandlico da espécie Eucalyptus grandis em
um organismo, foram avaliados através da analise dos tamanhos de raizes (TR) e indice
mitotico (IM), respectivamente. A avaliacdo do efeito toxico representado pela variavel do
tamanho das raizes nas trés concentragcdes, durante os trés tempos de exposicdo apresentou
significante (p < 0,001) efeito téxico em comparacdo ao controle negativo. Quanto ao
controle positivo, as concentragdes testadas foram estatisticamente igual, o que confirma o
efeito toxico das concentragdes (Figura 2A). Semelhantemente, a nivel celular, as trés
concentragdes apresentaram efeitos citotoxicos, ou seja, antiproliferativo, significantes para os
trés tempos de exposicdo em comparagdo ao CN, porém, obtendo valores estatisticamente
diferentes em comparagao ao controle positivo (Figura 2B).

No teste de 4. cepa, resultados de estudos macroscopicos (TR) e microscopicos (IM)

sdo relacionados entre si e geralmente um da suporte. Portanto, a inibicdo de crescimento da
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raiz pelo extrato etanolico pode ser explicada devido os inferiores IM estatisticamente
observados (p < 0.001) em comparagdo ao CN. Em contrapartida, valores baixos de IM,
podem dificultar a anélise de AC (Figura 03), tendo em vista que a observagdo de mutacdes
nesse tipo de bioensaio ¢ feito em células em divisdao celular. Para o bioensaio com Allium
cepa nao foram observados valores significantes de alteragdes cromossomicas (Figura 2C).
Figura 2: Avaliagdo do efeito toxico (A), citotoxico (B) e mutagénico (C) do extrato etandlico de Eucalyptus
grandis em células meristematicas de Allium cepa. One-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Valores de

significancia, % comparado ao controle negativo (CN); ®: comparado ao Controle positivo (CP). p < 0,05. T1: 1,0
mg/ml; T2: 0,5 mg/ml; T3: 0,1 mg/ml
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Figura 3: Perfil fotomicrografico mostrando a diminuicéo de células vegetais em divisao celular quando tratadas
com o extrato etanodlico de Eucalyptus grandes em diferentes concentragdes. Coloragdo com orceina acética e
aumento de 400X ao microscopio optico. A: Controle negativo; B: 1,0 mg/ml; C: 0,5 mg/ml; D: 0,1 mg/ml. a:
células em intérfase; B: células em profase.
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1.3.3. Teste oxidante/antioxidante com Saccharomyces cerevisiae

O extrato etanolico de Eucalyptus grandis nas concentra¢des analisadas (0,1; 0,5 ¢ 1,0
mg/ml) ndo apresentou nenhum efeito oxidante nas linhagens de leveduras deficientes em
enzimas antioxidantes. Mostrando, assim, que nessas concentragdes seu efeito citotoxico
observado no presente estudo ndo ¢ devido ao estresse oxidante pelo aumento de radicais

livres (Tabela 2).
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Tabela 2: Avaliagdo oxidante do etandlico de E.grandis em diferentes concentragdes utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae mutadas em enzimas antioxidantes. Dados obtidos pela inibi¢do de crescimento em placas
(0-40 mm).

Linhagens Tratamentos

Salina H20: 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,1 mg/ml
SODWT 0,75+0,50 14,35+0,25* 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00=+0,00
Sod1A 1,50+0,57 14,73 +2,28 0,00£0,00 0,10+1,10 0,00+ 0,00
Sod2A 1,25+0,50 13,82+0,45* 0,50+0,57 0,00+0,00 0,75+0,89
SodlSod2A 2,00+0,81 11,35+1,01* 0,00+0,00 0,75+0,50 1,00+ 0,80
CatA 1,25+0,50 15,10+0,70*  0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
SodlCat 1,50+0,57 12,37+0,22* 0,00 £0,00 0,00+ 0,00 0,75+ 0,90

Os valores correspondem a Média = Desvio padrdo das medidas dos halos de inibigdo de crescimento das
linhagens. ANOVA-one-way e pos-teste de Tukey. Valores de significincia para * p<0.001 comparado 4 salina, °
p<0.001 comparado a H,O,.

1.4 Discussao

Nas tultimas décadas, o consumo de produtos naturais tem crescido constantemente,
incluindo o consumo de extratos de plantas medicinais. Porém, apesar do grande uso desses
medicamentos naturais, ainda tem-se pouca informagdo quanto aos riscos que podem vir a
oferecer a satide humana. Portanto, ¢ essencial a avaliagdo dos efeitos toxicos dessas espécies
vegetais para que seja alcancado o processo de producdo de um fitoterdpico, de maneira
segura e com seus efeitos farmacoldgicos bem definidos (Hussin et al., 2014; Tuttolomondo
etal., 2014).

Nesse sentido, a utilizacdo de bioensaios tais como o de letalidade de Artemia salina
proporciona a avaliacdo do possivel efeito toxico de diferentes extratos vegetais. A utilizagdo
da A. Salina em estudos toxicologicos deve-se a simplicidade com que pode ser manuseado.
A rapidez e o baixo custo favorecem a utilizagdo em diversos estudos (Luna, et al., 2005;
Bednarczuk, 2010). No presente estudo, o extrato etandlico de E. grandis apresentou valor de
CL50 de 249,7 pg/ml caracterizando-o como moderadamente toxico. Bussmann et al. (2012)
realizou um estudo da toxicidade de 341 espécies de plantas de uso popular no norte do Peru
utilizando-se o mesmo bioindicador. Os resultados mostraram que 24% das espécies em
extrato de agua e 76% das espécies em extrato alcoodlico apresentaram niveis elevados de

toxicidade para A.salina. Embora, na maioria dos casos, extratos multiplos da mesma espécie
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apresentassem valores de toxicidade muito similares, em alguns casos a toxicidade de
diferentes extratos da mesma espécie variou de nao téxico a altamente toxico. O presente
estudo bem como o trabalho de Bussmann et al. (2012), demostra como o teste de 4. salina é
extremamente util na determinagdo do potencial téxico de plantas utilizadas na medicina
tradicional.

A toxicidade encontrada para o extrato de E. grandis esta possivelmente relacionada
com a presenca de compostos bioativos nas folhas da planta em questdo. Estudos quimicos de
Babalola et al. (2013) e Silva (2014) com E. grandis constataram que nas suas folhas sdo
encontrados triterpenos pentaciclicos, acido oleandlico, acido ursolico, acido betulinico e
acido maslinico. Melo et al (2013) constatou que extrato aquoso do E.grandis apresentou
toxicidade para sementes de Ipomoea purpurea L e também em Lactuca sativa L (Silva et al.,
2015; SOUZA E CARDOSO, 2013). Outras espécies de eucalipto ja foram avaliadas quanto
ao potencial toxico e citotéxico em concentragdes e organismos diferentes.

Testes com Allium cepa é muito utilizado para avaliagdo do potencial genotdxico,
toxico e citotoxico de extratos de plantas medicinais. Este ensaio demonstrou-se
extremamente eficaz na determinagdo dos efeitos toxico e citotoxico significantes do extrato
do Eucalyptus grandis. Além de estudos sobre a toxicidade das espécies do género
Eucaliptus, tem-se a necessidade da realizacdo de estudos mais aprofundados sobre as
atividades farmacologicas e sobre sua composicdo quimica, por ser um género que contém
muitas espécies com fins medicinais.

Um estudo quimico e de avaliacdo bioldgica do extrato da folha do E. grandis,
Oliveira (2010) demonstrou que diferentes compostos quimicos existentes na composi¢ao da
planta quando testados isoladamente possuem agdes, sejam elas terapéuticas ou nao. Na
literatura, por exemplo, ja existem estudos do 4cido oleandlico, no qual o mesmo exerce efeito
inibitorio sob as lipases, glicerol fosfato-desidrogenases, DNA-ligases e kinases AMP-c
dependentes; tem  atividade anticolesterolémica, anti-hepatotoxica, antioxidante,
antiinflamatoéria, antifungica, antibidtica e, finalmente, apresentam a capacidade de inibir o
crescimento de tumores e de patdgenos orais (Kelecom et al., 2002).

Outro composto majoritario presente nas folhas de E. grandis é o Acido malisnico.
Esse composto ¢ um triterpeno pentaciclico que foi sistematicamente relatado para exercer
varios efeitos terap€uticos, como propriedades antitumorais, antidiabéticas, antioxidantes,
antiinflamatorias, antiparasitarias e antivirais (Jager et al., 2009; Lozano-Mena et al., 2014).
Pavel et al (2016) observou efeitos citotoxicos do composto benzilamida, derivado do é4cido

maslinico em linhagens de melanomas de camundongos (B164A5) e humanos (A375). O
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extrato de E. grandis apresentou toxicidade e citotoxicidade em todas as concentracdes
analisadas, muito provavelmente devido a presente de compostos biativos como o acido
maslinico.

A citotoxicidade apresentada pelo extrato reflete também na sua capacidade de parada
do ciclo celular (figura 03) e morte celular. Isto pode ser explicado pela capacidade que os
compostos acido maslinico, acido oleandlico e o 4cido ursolico tem de ocasionar esse atraso
no ciclo celular bem como da capacidade de encaminhar as células para apoptose (Lozano-
Mena et al. 2014; Juan et al. 2005).

A utilizagdo de leveduras de Saccharomyces cerevisiae como modelos de pesquisa para
analises de propriedades toxicas e/ou oxidantes em substincias como medicamentos,
compostos quimicos, dentre outros, mostra-se eficiente, visto que o desempenho dos
processos metabolicos ¢ de facil compreensdo genética, além de apresentar um sistema de
defesas antioxidantes semelhante ao sistema de eucariotos superiores (Azad et al., 2013;
Hoferl et al., 2014; Odriozola-Serrano et al., 2016).

A partir da andlise dos resultados obtidos na utilizagdo do extrato do E. grandis em
bioensaios com a S. cerevisiae pode-se observar que o extrato ndo apresentou propriedades
oxidantes. Contudo, estudos de Vechia et al (2009) e Nunes (2013), demostram que os acidos
oleandlicos e ursolicos encontrados nessa planta apresentam efeito antioxidante, o que
possivelmente explicaria o efeito ndo oxidante do extrato etanolico neste bioensaio. Porém ha
a necessidade de mais estudos que possam comprovar realmente essa possivel agdo
antioxidante dessas substancias como também outros mecanismos que levam esse extrato ter
efeito citotoxico e provavelmente genotoxico, apesar dos resultados ndo significantes
encontrados no presente trabalho.

Os resultados obtidos com os testes realizados servem como banco de dados para a
espécie em questdo em relagdo ao seu efeito toxicogenético a nivel celular. Além disso, faz-se
necessarios mais estudos relacionados a espécie em questdo, a fim de promover novas

descobertas quimicas e farmacologicas.

1.5 Conclusao

O extrato etandlico de E.grandis apresentou efeito toxico e citotdxico o que sugere
estudos toxicologicos adicionais em humanos ja que a mesma ¢ utilizada como planta
medicinal. Ademais, estudos sobre a investigagdo do seu possivel potencial

antiproliferativo/antitumoral devem ser encorajados e realizados.
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