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Resumo:

As plantas medicinais sio amplamente utilizadas no Brasil, entre elas destaca-se Sedum praealtum A. DC.
(bdlsamo), Crassulaceae, empregada para problemas inflamatorios e gastrointestinais. Porém, para a maioria
destas plantas ndo existem informagdes cientificas, especialmente quanto ao potencial toxicolégico. Assim, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito citotoxico e genotdxico da referida espécie, utilizando como organismo-
teste a Lactuca sativa L. (alface), Asteraceae. Foram confeccionados extratos aquosos das folhas e do caule do
balsamo nas concentragdes de 5%, 10%, 20% e 40% p v-! e o controle apenas com dgua destilada. Foi realizado o
teste de germinagdo com as sementes de alface em caixa Gerbox® com substrato de papel Germitest® umedecidas
com cada tratamento, acondicionadas em cadmara BOD a temperatura de 25°C com regime de luz de 12 horas. A
avaliagdo da germinag¢do ocorreu no quarto e no sétimo dia apds a semeadura. A coleta das radiculas foi realizada
diariamente, até o sétimo dia, paraa determina¢do do indice mitotico e a observagio de aberragdes cromossémicas.
Para a confec¢do das laminas foi empregada a técnica de esmagamento, com coloracdo de Giemsa a 2%. As células
foram observadas em microscdpio 6ptico, no qual analisou-se 5.000 células para cada tratamento. Através do
teste de germinacdo verificou-se que os extratos aquosos das folhas e do caule de balsamo ndo interferem no
indice de germina¢do nem no IVG, demonstrando a auséncia de efeito alelopético. Quanto ao indice mitético ndo
ocorreram altera¢des com os extratos provenientes das folhas, enquanto que com o extrato proveniente do caule
na concentragdo de 10% ocorreu redu¢do do indice mitotico, diferindo-o também entre os blocos, caule e folhas.
Ocorreram pontes anafdsicas no extrato proveniente do caule na concentragdo 20% e perda de cromossomos
inteiros no extrato de caule na concentragdo de 40%. Os extratos das folhas e caules de Sedum praealtum nao
apresentam efeito alelopatico, mas apresentam efeitos antiproliferativos e genotoxico.
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Abstract: Medicinal plants are extensively used in Brazil; among them stands out the Sedum praealtum A. DC. (balsam),
Crassulaceae, used for inflammatory and gastrointestinal problems. However, most medicinal plants have not
been studied enough, especially regarding their toxicological potential. Thus, this study is aimed at evaluating the
cytotoxic and genotoxic of said species, using Lactuca sativa L. (lacttuce), Asteraceaeas, a test organism. Aqueous
extracts of the leaves and stem of the balsam were prepared at concentrations of 5%, 10%, 20%, and 40% p v-1,
and the control was carried out with distilled water only. The germination test was performed with lettuce seeds
in a Gerbox® box with Germitest® paper substrate moistened with each treatment, placed in a BOD chamber at a
temperature of 25°C with a 12-hour light regime. Germination evaluation occurred on the fourth and seventh day
after sowing. The collection of the rootlets was performed daily up to the seventh day to determine the mitotic
index and to observe chromosomal aberrations. The crushing technique was used for making the slides, with
Giemsa staining at 2%. The cells were observed under an optical microscope, in which 5,000 cells were analyzed
for each treatment. The germination test verified that the aqueous extracts of the leaves and stem of the balm
do not interfere with the germinative index or in the germination velocity rate, demonstrating the absence of an
allelopathic effect. As for the mitotic index, there are no changes with the extracts from the leaves, while with the
extract from the stem at a concentration of 10%, the reduction occurred in the mitotic index, also differing between
the blocks, stem, and leaves. Anaphasic bridges appeared in the extract from the stem at 20% concentration and
loss of whole chromosomes in the stem extract at 40% concentration. The extracts of the leaves and stem of Sedum
praealtum do not have an allelopathic effect, but it does show an antiproliferative and genotoxic effect.
Keywords: Medicinal plants. Allelopathic effect. Chromosomal aberrations.

Os membros da familia Crassulaceae

1 INTRODUCAO

estdo relacionados com a presenga de muitos

Entre as plantas mais utilizadas como
medicinal destaca-se a espécie Sedum praealtum
A. DC. (Crassulaceae), conhecida popularmente
como bdlsamo. Esta apresenta a¢do cicatrizante,
auxilia no alivio da dor, no tratamento de gastrite
e problemas inflamatdrios gerais, além de ser

utilizada como ornamental.!

O género Sedum compreende
mundialmente cerca de 350-500 espécies.> A
espécie S. praealtum A. DC. é origindria de regides
de clima quente da América Central, apresenta
folhas

carnosas, planas, lisas, espatuladas, recurvadas

aproximadamente 60 cm de altura,

e reunidas em verticilos. As inflorescéncias sdo
terminais, ramificadas, com numerosas flores
amarelas, formadas no outono e no inverno.
Pode ser observada como planta isolada ou em
agrupamentos, tem preferéncia pela condi¢do de
sol pleno, ocorrendo em terra fértil e permeavel,

bem como solos pedregosos.>

compostos secunddrios, tais como flavonoides,
esteroides, alcaloides, glicosideos cianogénicos,
triterpenoides, cumarinas e taninos.> Analises
fitoquimicas de extratos hidroalcodlicos das
folhas, raizes e caule de S. praealtum A. DC. ndo
identificaram flavonoidestotais, masapresentaram
compostos fendlicos equivalentes ao 4cido galico.*
A quantidade destes compostos pode ser alterada
devida a a¢do da sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta,
nutrientes do solo, polui¢do atmosférica ou o

ataque de patogenos.>

Numerosos produtos oriundos dos
metabolitos vegetais sdo ingeridos ou absorvidos
através de chas, comprimidos, lo¢des e pomadas.®
Todavia, podem serresponsaveis porcausaralergias
no epitélio, disturbios no sistema circulatdrio,
neuroldgico,

respiratdrio e gastrointestinal,

favorecendo o aparecimento de neoplasias.”
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Assim, a avaliagio da toxicidade ¢é
fundamental, podendo ser realizada através de
diferentes organismos-teste, entre eles estdo as
sementes de alface, Lactuca sativa L. (Asteraceae),
que fornecem diversas vantagens, principalmente
devido ao baixo custo, facil cultivo e sensibilidade
as alteragbes no ambiente.® Apresentando
sensibilidade principalmente na detec¢do de
clastogenenicidade (quebra de cromossomos)
e aneugenicidade, disturbio na divisdo celular

devido a uma disfung¢do no aparato mitdtico.>

Assim, com este estudo o objetivo foi avaliar
o efeito citotdxico e genotdxico de S. praealtum,

utilizando como organismo-teste a L. sativa.

2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi

Universidade do Oeste de Santa Catarina -

desenvolvido na

Unoesc, Campus de Joagaba, SC, Brasil. A espécie
S. praealtum foi reproduzida na casa de vegetacdo,
através de estacas da planta matriz obtidas do
Horto de Plantas Medicinais do Municipio de
Luzerna, SC, Brasil. O clima da area classifica-se
como mesotérmico umido (Cf), subtipo subtopical

(Cfa), segundo classificagdo de Képpen-Geiger.s

Os experimentos foram realizados em
esquema fatorial 2 x 4 + 1, sendo dois tipos
de materiais vegetais (folhas e caules) e cinco
concentragdes de extratos aquosos (o, 5, 10, 20 e
40% p v-1). Para o preparo dos extratos, as folhas
e caules frescos foram triturados com o uso de
liquidificador comercial em sua maxima rotagdo
por 5 minutos. A maceragdo foi realizada em
temperatura ambiente de 25 °C, utilizando 8o g do
material vegetal e 200 mL de dgua destilada para

a concentra¢do de 40% e, assim, sucessivamente
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para as menores concentragdes. O macerado
foi, entdo, filtrado com papel filtro qualitativo,

obtendo-se assim uma rela¢do de peso porvolume.

O organismo-teste utilizado no ensaio de
germinacdo foi a Lactuca sativa L. (alface) cultivar
mimosa, cujas sementes foram adquiridas no
comércio local, em pacotes e sem apresentarem
tratamentos com defensivos agricolas. O
experimento contou com quatro repeticdes de
25 sementes cada, no qual utilizaram-se caixas
acrilicas do tipo Gerbox® (11,0 x 11,0 x 3,5 cm),
com substrato de papel Germitest® umedecido
com cada concentra¢do de extrato, na propor¢ao
de 2,5 vezes a massa do substrato seco, conforme
as Regras para Andlises de Sementes (RAS).“ As
caixas Gerbox® foram submetidas a tratamento
asséptico prévio com etanol 70%, assim como
as sementes, que permaneceram embebidas em
hipoclorito de sodio (2%) durante 5 minutos e
etanol 70% durante 1 minuto. O papel Germitest®
teve tratamento precedente de 2 horas em luz
ultravioleta. As caixas Gerbox® com as sementes
foram acondicionadas em cdmara de germinag¢do
tipo BOD sob temperatura constante de 25
°C, com regime de luz de 12 horas. A primeira
contagem de germinagdo levou em consideragao
o nimero de sementes com protrusdo da radicula
aos quatro dias e a porcentagem de germinagdo
total foi o numero de sementes geminadas ao final
de sete dias. Além disso, foi calculado o Indice
de Velocidade de Germinag¢do (IVG), segundo as

Regras para Andlise de Sementes.*

A coleta dasradiculas ocorreu diariamente,
sempre no mesmo hordrio, até totalizar sete dias
apos a semeadura. Posteriormente as radiculas
foram utilizadas na determinagdo do indice

mitdtico, para o qual foi empregada a técnica de
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esmagamento.> As radiculas foram fixadas em
Carnoy (3:1, etanol:acido acético) por um periodo

Y

de 24 horas a temperatura ambiente e, apds,

acondicionadas em freezer.

A preparagdo do material, para posterior
andlise do indice mitotico, seguiu a ordem: agua
destilada por 5 minutos; HCl 5N por 10 minutos,
agua destilada por 5 minutos e CH3COOH, por
5 minutos, a temperatura ambiente. Apds esse
procedimento, as radiculas foram transferidas para
lamina, quando a coifa foi extraida com auxilio de
bisturi para a obten¢do do meristema apical. Em
seguida, adicionada uma gota de Giemsa a 2% por

10 minutos.

As laminas das células do 4pice radicial de
alface foram observadas em microscépio optico
a uma magnitude de 4oox. Analisou-se 5.000
células para cada um dos tratamentos, observando
o numero de células em cada fase da mitose e as
possiveis alteracdes cromossdmicas, tais como:
quebras cromossémicas, pontes anafasicas,
perda de cromossomos inteiros ou formagdo de
microntcleos. Estas andlises foram realizadas

somente a nivel qualitativo.

O indice mitotico foi calculado para cada
tratamento, dividindo-se o numero de células
em mitose (profase, metafase, anafase e telofase)
pelo ndmero total de células (interfase e mitose),

multiplicando-se o resultado por 100.

A andlise estatistica foi realizada pelo
software BioEstat 5.0 utilizando o teste ANOVA
fatorial (a x b) para verificacdo da interagdo, sendo
os blocos a origem do material (folha ou caule)
e os tratamentos o controle e as concentragdes
(0, 5, 10, 20 e 40%). Como ocorreram diferencas
significativas (0,05) foram aplicados os testes de

Lilliefors para analisar a normalidade da amostra,

ANOVA um critério para a andlise de varidncia
e teste de Tukey para a comparagdo entre os
tratamentos. No teste ANOVA um critério foram
comparadas as concentragdes da mesma origem e

as mesmas concentragdes de origens diferentes.

3 RESULTADO
3.1 GERMINACAO DE ALFACE

Os resultados dos extratos aquosos de
folhas e caule sobre a germinac¢do das sementes de
alface ndo apresentaram diferencas significativas
entre o controle e os demais tratamentos
(F(tratamentos) = 1,8641; p(tratamentos) = 0,1420;
F(blocos) = 0,2621; p(blocos) = 0,6182; F(interagao)
= 0,1165; p(interagdo) = 0,9728) (Figura 1). O IVG
ndo apresentou diferengas com relag¢do ao extrato
feito de folhas ou caule e entre as concentragées
(F(tratamentos) = 2,3985; p(tratamentos)=0,0715;
F(blocos) = 0,1608; p(blocos)=0,6935; F(interag¢ao)
= 0,1996; p(intera¢do)= 0,9348) (Figura 2).
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Figura1 - Percentual de germinagdo de sementes de Lactuva sativa L. (Asteraceae) submetidas aos extratos aquosos dos caules
e folhas de Sedum praealtum A. DC. (Crassulaceae) com desvio padrdo - unidade de medida sementes por dia. Letras
iguais indicam inexisténcia de diferencas estatisticas a nivel de significancia de 5%, letras minusculas indicam o
comportamento dos tratamentos e as maiusculas dos blocos.
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Figura 2 - Indice de Velocidade de Germinagio de sementes de Lactuva sativa L. (Asteraceae) submetidas aos extratos
aquosos dos caules e folhas de Sedum praealtum A. DC. (Crassulaceae), unidade de medida sementes por dia. Letras
iguais indicam inexisténcia de diferencas estatisticas a nivel de significincia de 5%, letras minusculas indicam o
comportamento dos tratamentos e as maiusculas dos blocos.
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3.2 INDICE MITOTICO E ABERRACOES
CROMOSSOMICAS

Quanto ao indice mitdtico ocorreram

diferencas entre os tratamentos, blocos e

na interacdo entre os diferentes extratos

(F(tratamentos) = 4,2284; p(tratamentos) =
0,0080; F(blocos) = 9,7530; p(blocos) = 0,0042;
F(interagdo) = 7,4627; p(interacdo) = 0,0004).
Com relagdo as raizes expostas ao extrato aquoso
do caule, a concentragdo de 10% reduziu o indice
mitético quando comparado com os demais
tratamentos. Entre os demais tratamentos ndo

ocorreu diferenca entre os indices. O indice

mitético na concentracdo de 10% foi diferente,

também, entre os blocos, folha e caule (Figura 3).

de

cromossOmicas, pode-se verificar o aparecimento

Quanto a presenga aberra¢oes
de pontes anafdsicas no extrato proveniente do
caule na concentragdo 20%. Assim como, a perda
de cromossomos inteiros no extrato de caule na

concentra¢do de 40%.
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Figura 3 - Indice mitdtico (IM) das células das raizes de Lactuva sativa L. (Asteraceae) submetidas aos extratos aquosos
das folhas e do caule de Sedum praealtum A. DC. (Crassulaceae): Média e Desvio Padrdo. Letras iguais indicam
inexisténcia de diferencas estatisticas a nivel de significancia de 5%, letras mintsculas indicam o comportamento

dos tratamentos e as maitisculas dos blocos.
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4 DISCUSSAO
4.1 GERMINACAO DE ALFACE

Osresultados obtidos no presente trabalho
sdo similares aos estudos realizados com babosa
(Aloe arborescens Mill.), guajuvira (Patagonula
americana L.) e falso-boldo (Plecthranthus
barbatus Andr.), na concentra¢io de 1/3 (p/v),
nos quais os extratos aquosos ndo afetaram a
germinacdo de sementes de alface.”® O extrato do
tipo aquoso pode limitar os efeitos alelopaticos,
substancias

pois as apresentam diferentes

polaridades,” como foi demonstrado nas
andlises fitoquimicas dos extratos de Gochnatia
polymorpha (Less) Cabr., conhecida popularmente
como Cambard, que apresentou terpenoides nos
extratos de éter de petroleo e diclorometano,
que sdo menos polares, e fenois, terpenoides e

saponinas nos extratos etanolicos.”

O mecanismo de agdo ndo ocorre somente
sobre a quantidade de sementes germinadas ou
sobre a velocidade da germina¢do, mas podem
alterar também o crescimento das plantulas.”
Pesquisadores avaliaram os efeitos alelopaticos dos
extratos aquosos do caule e das folhas de Andira
humilis Mart. ex Benth, conhecidas como angelim-
rasteiro ou angelim-do-campo, e verificaram a
alteragdo no percentual de germinagdo, no IVG e,
principalmente, no crescimento das plantulas de
Lactuca sativa L. e Raphanus sativus L.(rabanete),

utilizadas como bioindicadores.*

Efeitos alelopaticos prejudiciais somente
ocorrem em algumas variedades de plantas,
enquanto outras podem apresentar efeito
positivos ou neutros.” Experimentos realizados
com o extrato volatil de dleo essencial de jaborandi
(Pilocarpus microphyllus Stapf. ex. Wardleworth)

demonstraram que este ndo provoca inibi¢do da
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germinacdo de sementes de alface e, inclusive,
estimulou o crescimento das radiculas, quando
comparado com os extratos de Cinnamomum
zeylanicum Breyn. (canela), Lippia sidoides Cham.
(alecrim-pimenta), Cymbopogum citratus (DC)
Stapf. (capim-citronela) e Ocimum gratissimum

L. (alfavaca-cravo).>

4.2 INDICE MITOTICO E ABERRACOES
CROMOSSOMICAS

Resultados semelhantes foram observados
por pesquisadores, que identificaram aneugénese
ao avaliarem os efeitos do extrato aquoso
de Plectrantus barbatus (Andr.),
boldo-da-terra,

conhecido

popularmente  como sobre
indice mitdtico das células meristemadticas de
Allium cepa L. (cebola).? Além disso, cientistas
analisaram o extrato aquoso das sementes de
mamona (Ricinus communis L.) e do latex de
coroa-de-cristo (Euphorbia milii Des Moul.) em
diferentes concentra¢des sobre o sistema A. cepa
e apesar de ndo ter sido verificada a altera¢do no
indice mitdtico, os autores, também observaram a
presenca de anomalias no ciclo mitético na menor

concentracao.*

Pesquisadores avaliaram a atividade
genotoxica dos extratos hidroalcodlicos das folhas
de S. plaealtum (DC.) sob a medula éssea de
camundongos. Os resultados ndo identificaram
diferencgas (p > 0,05) nas trés concentra¢des (500,
1000 e 2000 mg/ Kg) das amostras em relac¢do ao
controle negativo (NaCl), independente o tempo
de exposigdo. Todavia, o extrato apresentou efeitos

na divisdo e morte celular.

A presenca ou auséncia de efeitos
dos

pelas diferentes concentragdes de compostos

toxicologicos extratos podem ocorrer

secundarios nos érgdos vegetais. Essas diferengas
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foram observadas por outros pesquisadores, que
analisaram a concentragdo de compostos fenolicos
totais em diferentes orgdos da espécie medicinal
Schinus terebenthifolius (RADDI), popularmente
conhecida como aroeira-vermelha.>

Entre os compostos vegetais citoprotetores
presentes na espécie S. plaealtum destacam-
se os compostos fenolicos. Esses componentes
sdo soluveis em dagua e possuem atividades
antioxidantes.?® Os radicais livres estdo envolvidos
em processos fisioldgicos, todavia, o actimulo
de radicais superperoxidos, radicais hidroxila
ou peroxidos de hidrogénios, podem ocasionar
danos ao RNA e ao DNA, tais como quebras

cromossoOmicas.?’

A atividade citotdxica e genotdxica de
espécieS. plaealtumpodeseratribuidaapresengade
cumarinas, triterpenos, esteroides e alcaloides.>®*
Apesardealgumasdessas substancias funcionarem
como antioxidantes, estudos ja demonstraram seus

efeitos clastogénicos. Os alcaloides, por exemplo,

sdo utilizados em tratamentos oncologicos por
impedirem a polimerizacdo ou despolimerizacao
das proteinas dos microtuibulos e interferirem na

replicagdo do material genético.?o3°
5 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho
demonstram que os extratos aquosos de espécie S.
praealtum, tanto das folhas quanto do caule, ndo
apresentam efeitosalelopaticossobreagerminagao
de sementes de alface. Porém, nas avaliagcoes
citotoxicas o extrato do caule na concentragdo de
10% apresentou atividades antiproliferativas e as
acoes genotdxicas foram identificadas nos extratos
do caule nas concentragoes de 20% e 40%. Desta
forma, sugere-se cautela na utilizacdo via oral
do balsamo, fazendo-se uso apenas das folhas e
pequenas concentragoes do caule, necessitando-
se de mais estudos para quantificar a concentragdo

da planta que ndo cause danos moleculares.
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