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RESUMO

A espécie Cinchona officinalis L. pertence a ordem Rubiales e a familia Rubiaceae é
popularmente conhecida como China, Quina ou Quininha, possui alto valor econémico e
medicinal, sendo muito utilizada para tratar doencas como a malaria, cdibras musculares,
inflamacd@es entre outras. O objetivo deste trabalho foi avaliar a padronizacdo correta das
diferentes concentracdes de C. officinalis utilizando dois bioindicadores como teste in
vivo Allium cepa e Pisum sativum. Os meristemas radiculares de Allium cepa e Pisum
sativum ap0Os obterem desenvolvimento de 2 mm das radiculas em placa de petri com
papel germitest e agua destilada e, no caso de A. cepa com raizes de 2 cm em copos
descartaveis obtidas sob agua destilada, foram expostos aos diferentes tratamentos das
infusbes. Foram utilizadas 3 concentracdes (19, 29 e 3g) da casca de C. officinalis para a
preparacdo da infusdo, e os controles negativo (agua destilada) e positivo (paracetamol
20%). Os meristemas foram coletados ap6s 24, 48, 72 e 96 horas. ApoOs coleta, 0s
meristemas foram lavados em agua destilada com 3 trocas consecutivas e fixados em
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solucdo de metanol : &cido acético (3:1) por pelo menos 24 horas sob refrigeracdo. Para
andlise do material, os meristemas foram submetidos a técnica de esmagamento com uma
gota de Orceina acética 2%. Foram realizadas 15 laminas de cada tratamento e
contabilizadas 300 células por ldmina. A observacdo das laminas foi realizada em
microscopio Optico sob magnitude de 400x, sob a técnica de varredura. Os biotestes A.
cepa e P. sativum foram sensiveis e eficientes para analisar a toxidez de C. officinalis, foi
verificado efeito antiprofilerativo nos dois bioindicadores, indicando assim a
citogenotoxicidade da planta.

Palavras-chave: Citogenotoxicidade, Efeito antiprofilerativo, Quina.

ABSTRACT

The species Cinchona officinalis L. belongs to the order Rubiales and the family
Rubiaceae is popularly known as China, Quina or Quininha, has high economic and
medicinal value, being widely used to treat diseases such as malaria, muscle cramps,
inflammations, among others. The objective of this work was to evaluate the correct
standardization of the different concentrations of C. officinalis using two bioindicators as
an in vivo test Allium cepa and Pisum sativum. The root meristems of Allium cepa and
Pisum sativum after obtaining the development of 2 mm of the roots in a petri dish with
germitest paper and distilled water and, in the case of A. cepa with 2 cm roots in
disposable cups obtained under distilled water, were exposed to the different treatments
of infusions. Three concentrations (1g, 2g and 3g) of the C. officinalis peel were used for
the preparation of the infusion, and the negative (distilled water) and positive
(paracetamol 20%) controls. Meristems were collected after 24, 48, 72 and 96 hours. After
collection, the meristems were washed in distilled water with 3 consecutive changes and
fixed in a solution of methanol: acetic acid (3: 1) for at least 24 hours under refrigeration.
For analysis of the material, the meristems were submitted to the crushing technique with
a drop of 2% Orceina acética. 15 slides of each treatment were performed and 300 cells
per slide were counted. The observation of the slides was performed under an optical
microscope under 400x magnitude, using the scanning technique. The biotests A. cepa
and P. sativum were sensitive and efficient to analyze the toxicity of C. officinalis, an
antiprofilerative effect was verified in the two bioindicators, thus indicating the
cytogenotoxicity of the plant.

Keywords: Cytogenotoxicity, Anti-prophylactic effect, Quina.

1 INTRODUCAO

Cinchona officinalis pertence a ordem Rubiales e familia Rubiaceae, 0 género
Cinchona foi descrito por Lineu, onde este a denominou de Cinchona officinalis, sendo
esta considerada a Unica existente por alguns anos. (Santos e Pinto, 2012). C. officinalis
L., conhecida popularmente como quina, € uma arvore/arbusto que pode atingir 16

metros, nativa das florestas Umidas de montanha da Coldmbia, Equador, Peru e Bolivia.

O cértex da planta é amplamente utilizado na medicina popular, cuja as propriedades

medicinais tem acdo no tratamento da malaria, indigestdo, perda de cabelo e cancer
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(Santos e Pinto, 2012; Gurung e De, 2017). Alguns estudos conduzidos indicam a
presenca de compostos secundario nesta espécie, dentre eles destaca-se o grupo dos
compostos alcaloides quinolinicos, principalmente quinina, quinidina, cinchonina e
cinchonidina (Fabiano-Tixier et al., 2011; Pradeepa, 2018).

As plantas medicinais séo utilizadas em todo o mundo para o tratamento e cura de
doencas, no qual a maioria delas ndo foi suficientemente estudadas, em relagéo ao seu
potencial citotoxico e genotdxico, o qual pode ser monitorado pelo uso do sistema teste
de Allium cepa (BAGATINI et al., 2007) e Pisum sativum (MELLO et al., 2015).

Tanto o teste de Allium cepa quanto o de Pisum sativum mostram-se eficientes
para analisar efeitos de toxidez seja de metais pesados, plantas medicinais, fatores
ambientais, entre outros. E é avaliado através do indice mitotico de células normais e
anormais. O Indice Mitdtico (IM) é um dado que é expresso em percentagem, o qual é
utilizado para avaliar a taxa de divisdo celular. Este tem se mostrado um importante
parametro para investigar os efeitos que agentes quimicos causam no ciclo celular
(SOBRAL et al., 2013).

E para avaliar este indice € utilizado o teste de Allium cepa e Pisum sativum, pois
0 nimero cromossdmico do bioteste esta altamente relacionado na obtencdo de uma boa
analise das células, sendo que o cariotipo de Allium cepa consiste em 8 pares de
cromossomos (SILVA et al., 2015), e o da ervilha sdo de 7 pares de cromossomos
(CONICELLA & ERRICO, 1990).

Embora as plantas medicinais apresentem varios beneficios a satde, podem surgir
alguns efeitos colaterais decorrentes da toxidade dos extratos, altas dosagens ou interacao
com outros medicamentos, sendo necessario obter informacdes fitoquimicas da planta e
métodos que padronizem um sistema de cultivo adequado e em larga escala. Sendo assim
estudos que visem a propagacdo destas espécies e a investigacdo de seus efeitos
genotoxicos, anti-proliferativos e anti-mutagénicos sobre as células sdo fundamentais
(ROCHA, 2013).

O obejtivo deste estudo foi avaliar os niveis de citogenotoxicidade de diferentes
concentracdes de Cinchona officinalis por meio de bioindicadores (Allium cepa e Pisum
sativum). Visando fornecer informac6es para a populacdo e laboratérios fitofarmacos

guanto ao uso dessa planta medicinal.
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2 MATERIAL E METODOS
PREPARAC}AO DOS EXTRATOS E CONDUC}AO DO EXPERIMENTO

As partes do cortex de C. officinalis foram obtidas em comércio local de produtos
naturais. Para a preparacdo do extrato vegetal por infusdo (cha), foram estabelecidas trés
concentracdes de C. officinalis diluidas em agua destilada (dH20), 1g L%, 2gL'e3¢g
L%, no qual o material permaneceu durante 10 minutos em &gua fervente, e
posteriormente resfriado em temperatura ambiente. Como organismo-teste fez-se 0 uso
de bulbos de cebola (Allium cepa) e ervilhas (Pisum sativum).

O ché apos resfriado, foi alocado em copos descartaveis com bulbos de cebolas
(Allium cepa), apresentando raizes de 1cm para o teste de citogenotoxicidade. Cada
concentracdo (1 g L™, 2gL"e3gL?) obteve quatro bulbos de cebolas, permanecendo
em contato com a solucdo durante 24h, 48h, 72h e 96h, considerada usual, sendo
comumente utilizada pela populacdo. Como controle positivo fez-se 0 uso de bulbos que
foram submetidos a uma solucéo de paracetamol 20% e para o controle negativo em agua
destilada (dH20), totalizando 12 tratamentos. Durante todo o experimento realizou-se
trocas diarias dos extratos, no qual foram preparados diariamente e coletado 0s
meristemas radiculares de cada concentracdo e tempo de exposicéo.

Para o0 organismo-teste ervilha (Pisum sativum), estas foram mantidas em placas
de Petri, forradas com papel filtro e umedecidas com 10 ml de dH20O até sua germinacao.
Utilizou-se 60 sementes, que permaneceram acondicionadas em camara de germinacao
do tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 20°C e fotoperiodo de 12 horas. Apos
0 desenvolvimento de sistema radicular as ervilhas foram submetidas ao extrato em
infusdo sobe as concentracBes e tempo de exposicdo utilizadas anteriormente de C.
officinalis. Como tratamento controle positivo fez-se o uso das ervilhas em solugédo de
paracetamol 20% e controle negativo em dH20.Trocas diarias dos extratos realizadas e
coleta das raizes foram realizadas como citado anteriormente.

Em ambos os organismos-testes os meristemas coletados foram fixados em
solucdo de metanol:acido (3:1) com trés trocas consecutivas e acondicionadas em

refrigeracdo para posterior analise.

PREPARACAO DAS LAMINAS
Ap0s o pré-tratamento, as raizes foram submetidas a um processo de lavagem de

10 minutos, hidrolisadas em solu¢do de HCI 1N a temperatura ambiente durante 15
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minutos, e submetidas a processo de lavagem novamente. Em seguida, as laminas foram
realizadas com a técnica de esmagamento, por meio da retirada do meristema apical com
0 auxilio de um bisturi dissociada, corada com orceina acética 2%, macerado com bastao
de vidro, e coberto por uma laminula, sendo o excesso de corante foi retirado com papel
filtro (Guerra e Souza., 2002).

ANALISE DAS LAMINAS

As laminas foram avaliadas utilizando microscépio éptico LEICA sob magnitude
de 400x vezes de aumento, pela técnica de varredura. Foram analisadas 300 células por
lamina e confeccionadas 15 laminas de cada concentracdo/tempo de exposicgéo,
perfazendo 4500 células por tratamento. O potencial citotdxico foi calculado por meio da
observacdo do indice mitotico (IM). O IM foi calculado para cada tratamento utilizando
0 numero de células em divisdo / numero total de células*100 (Seth et al. 2008). O
potencial genotdxico foi estimado pela frequéncia de anomalias do ciclo mitotico. Para a
analise de variancia, realizou-se teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizado pelo
Programa Estatistico R (Ferreira et al., 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demostram que o extrato C. officinalis apresentou efeito citotoxico,
havendo uma reducdo dos valores medios do indice mitotico em todas as concentragdes
analisadas. Nota-se que ndo houve diferencas estatisticas significativas entre 0s
tratamentos de tempo de exposicdo das raizes de cebola em contato com o extrato de C.
officinalis. Porém nota-se que dentro dos tratamentos houve os que se destacaram dos
demais, como no de 24 horas, a concentracdo de 2 gramas apresentou maior resultado
quando comparado com os de 1 e 3 gramas dentro deste tempo. O mesmo ocorreu para o
tempo de 48 horas. Ja nos tempos de 72 e 96 horas, 0s resultados que mais se destacaram
foi a concentracdo de 3 gramas. No entanto ambas as concentracdes utilizadas
apresentaram baixo indice mitético, o que indica a presenca de efeito antiproliferativo
nestes tratamentos (Tabela 1).

Os compostos secundarios identificados nas cascas de C. officinalis no qual, os
compostos fendlicos, acidos organicos e saponosideos sao mais estudados. Destacando o
grupo dos compostos alcaldides quinolinicos, sendo a principal a quinina, quinidina,

cinchonina e cinchonidina (Fabiano-Tixier et al., 2011). Tais compostos podem ter
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ocasionado a inibigdo da divisdo celular do meristema apical de A. cepa.

TABELA 1. Analise de células meristematicas de Allium cepa tratadas com diferentes concentragdes de
Cinchona officinalis L.

Tempos Total de

Tratamentos (Horas) células NCI NCDN NCDA IM (%)
CN 4500 1240 3260 0 72,44a
CP 4500 2000 860 1640 19,11b
1g 4500 4301 142 57 3,15¢
29 24 4500 4273 161 66 3,57c
3g 4500 4344 114 42 2,53¢c
1g 4500 4354 88 58 1,95¢c
29 48 4500 4343 119 38 2,64c
3g 4500 4384 67 49 1,48¢c
1g 4500 4330 106 64 2,35¢C
29 72 4500 4336 116 48 2,57c
3g 4500 4070 211 219 4,68c
1g 4500 4268 158 74 3,51c
29 96 4500 4331 95 74 2,11c
3g 4500 4248 163 89 3,62¢c
CV (%) 57,97

*(NCI) Numeros de células em interfase; (NCDN) Numero de células em divisdo normal e (NCDA)
Namero de células em divisdo anormal. Médias seguidas pela mesma letra minudsculas nas colunas ndo
diferem pelo teste de scott-knott a nivel de 5% de significancia.

Neste estudo foram encontradas algumas anormalidades cromossémicas nos chas
sob infusdo de C. officinalis com a utilizacdo de A. cepa, tais como: células bi e tri
nucleadas (Fig. 1 A), presenca de micronlcleo em interfase (Fig. 1 B), anafase com

cromatide isolada (Fig. 1 C), cromossomo retardatario (Fig. 1 D) Fig. 1E e Fig 1F.

FIGURA 1. Células do ciclo celular de Allium cepa expostas a solucdo de Cinchona officinalis
apresentaram alterages em decorréncia da toxidez. A) Células em intérfase bi e trinucleadas. B) intérfase
com presencga de micronicleo. C) Anafase com cromatide isolada. D) Teldfase inicial com cromatides
atrasadas. E) Tel6fase com atraso de fragmento de cromatide. F) Teldfase final em estagios de condensacéo
das cromatides desiguais com presenca fragmento isolado. Barra = 10 um.
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De acordo com a tabela 2, nos meristemas apicais de ervilhas, o tratamento que
obteve maior indice mitético foi o controle negativo, isso ocorreu devido no controle ndo
haver nenhuma substéncia toxica para inibir a divisdo das células, pois neste controle foi
utilizado apenas a &gua destilada. J& os tratamentos com as diferentes concentracfes de
chés de C. officinalis obteve baixo indice mitético, tendo grande quantidade de células
em intérfase, apresentando assim efeito antiprofilerativo.

O numero de células em divisdo anormal foi visto nas concentragdes de 3 gramas,
indicando que quanto maior a concentracdo utilizada, maior é o efeito do cha, podendo
inibir a divisdo celular (efeito antiprofilerativo) ou divisdo celular anormais, apresentando

anormalidades cromossdmicas.

TABELA 2. Nimero de células em intérfase e mitose nas raizes emitidas a partir de sementes de ervilha
tratadas com diferentes concentracfes de Cinchona officinalis, mantidos em trés diferentes tempos.

Tratamentos Tempos Total de NCI NCDN NCDA IM (%)
(Horas) células

CN 4500 904 3506 0 79,90a
CcP 4500 1040 2007 967 44,59b
1g 24 4500 4335 63 102 1,39
29 4500 4225 160 115 3,56¢
3g 4500 4127 103 270 2,28¢
1g 4500 4179 206 115 4,57¢
29 48 4500 4168 288 44 6,39c
3g 4500 4228 132 140 2,93¢
1g 4500 4395 35 70 0,78¢
29 72 4500 4223 178 99 3,95¢
3g 4500 4110 164 226 3,64c
1g 96 4500 4409 15 76 0,33¢
29 4500 4374 62 64 1,38¢
3g 4500 4160 217 123 4,82¢
CV (%) 87,71

(NCI) Numeros de células em intérfase; (NCDN) Numero de células em divisdo normal e (NCDA) NUmero
de células em divisdo anormal. Médias seguidas pela mesma letra mindsculas nas colunas ndo diferem pelo
teste de scott-knott a nivel de 5% de significancia.

A quinina é o composto que equivale cerca de 80% do total de alcaldides presentes
nas cascas de C. officinalis. E um potente veneno protoplasmatico que atua praticamente
em toda célula. Entretanto, é utilizada na medicina como antimalérico e também para o
alivio de caimbras musculares noturnas. Este composto quando consumido de maneira
inadequada prejudica principalmente as mulheres gravidas, podendo ocasionar o aborto
do feto. E as células meristematicas da raiz da cebola sdo capazes de trazer resultados se
a solucdo e concentracdo testada é tdxica ou ndo para o organismo humano (Marriott,
2012).

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 40814-40824 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

40821

Barabanov et al. (2018), mostram em seu estudo a avaliagdo em percentagem da
germinagdo de semestes de Pisum sativum exposta a AgNO3, nesta analise ndo houve
diferenca significativa deste tratamento com o controle. Porém os tratamentos de Ag-
PVP, Ag-DDAB, DDAB a uma concentracdo de 0,05%, ocorreu uma diminuicao dréstica
na percentagem, ocorrendo apenas 30-40% de sementes germinadas observadas.
Indicando assim um efeito toxico dos referidos agentes. Assim nota-se que o estudo de
Barabanov et al. (2018), corrobora com o trabalho aqui estudado, pois mostra a eficiéncia
da ervilha sendo importante para estudos sobre toxicidade.

Foram observadas anomalias cromossomicas nos tratamentos estudados exceto no
controle positivo, onde a concentracdo de paracetamol pode ter sido alta e inibido a
divisdo celular. Encontrou-se anomalias como: Intérfase com micronuicleo (Fig. 2 A),
anafase final com polos diferentes em relacdo a quantidade de cromatides (Fig. 2 B),
teléfase final com fragmentos de cromatina isolados (Fig. 2 C) e teléfase com ponte (Fig.
2D).

Segundo Soodan et al. (2017), as aberragdes cromossdmicas sdo causadas devido
ao efeito sobre o DNA (sintese ou replicacdo) ou nucleoproteinas, o que pode levar a
qualquer efeito de quebra direta nos cromossomos ou segregacdo anormal de

Ccromossomaos.

FIGURA 2. Células meristematicas de Pisum sativum obtidas da exposicdo de infusdo de quina. A)
Intérfase com microndcleo. B) Anéafase final com polos diferentes em relagéo a quantidade de cromatides.
C) Telofase final com fragmentos de cromatina isolados. D) Tel6fase com presenca de ponte de cromatina.
Barra =10 um.
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Os microndcleos sdo consequéncias da quebra cromossémica e também da
disfuncédo do aparato mit6tico, podendo ser formados a partir dos cromossomos acéntricos
ou fragmentos cromatidicos e cromossomos inteiros ou cromatides que se atrasam na
anafase e que acabam expulsos do nucleo-filho na tel6fase (Terrazas, 2013). As
extremidades dos cromossomos que sdo quebradas de cromossomas, quando se juntam
podem ocasionar a formagédo de cromossomos em anel, este tipo de anomalias néo foi
encontrada no presente estudo, no entanto foram analisados diversas células com
cromossomos quebrados, formando micronicleos ou mesmo cromossomos isolados,
podendo posteriormente com maior tempo de exposicao no cha de C. officinalis, poderia
ocasionar tal anomalia. (Raghuvanshi e Singh 1976 ). A formagéo da ponte, foi uma
anomalia encontrada no presente estudo, esta é atribuida quando cromossomos se ligam
formando uma ponte ficando de “ponta a ponta” de uma extremidade a outra, sendo a
fusdo de cromossomos ndo niveladas, resultando na formagdo de cromossomas
dicéntricos (Tusell et al., 2010).

4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o cha sob infusdo de Cinchona officinallis L.
apresentou efeito antiprofilerativo nos tratamentos estudados, sob os biotestes utilizados.
Tanto o teste de Allium cepa quanto o de Pisum sativum demonstraram eficiéncia na
avaliacdo da citogenotoxicidade do cha de C. officinallis, mostrando que este quando

utilizado de maneira inadequada pode trazer efeitos indesejaveis ao organismo.
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