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RESUMO

DAMASIO, Jenifer Fernanda, Msc., Universidade do Estado de Mato Grosso,
Dezembro de 2016, Analise citogenética, genotoxica e citotoxica de Psychotria
ipecacuanha em populacdes do estado do Mato Grosso, Brasil.Orientadora: Isane
Vera Karsburg.

Psychotria ipecacuanha é uma planta herbacea, perene, conhecida popularmente
por ipeca ou poaia. Dados citogenéticos fornecem informacbes sobre a
caracterizacdo genética das espécies, tornando-se um importante instrumento para
a compreensao das relacdes de parentesco e dos mecanismos de evolugdo. Deste
modo, o presente estudo teve por objetivo estimar a viabilidade polinica de
Psychotria ipecacuanha, por meio de distintos métodos colorimetros, bem como
avaliar os efeitos antiproliferativos e genotdxicos das decocgdes de raizes e folhas
por meio do teste de Allium cepa e Pisum sativum e realizar uma caracterizacao
citogénetica. Para analise citogenética foram retiradas radiculas que foram
submetidas a bloqueio com APM, na concentracdo de 3uM, em um periodo de 18
horas a 4°C e fixadas e estocadas a -5°C. A digestéo foi realizada com 200uL de
enzima pectinase, levadas em banho-maria por 2 horas em 35°C, posteriormente
fixadas e refrigeradas por 24 horas. As laminas foram preparadas pela técnica de
dissociacdo celular do meristema radicular e secadas ao ar em movimentos rapidos,
coradas com Giemsa 5% por 3 minutos. Algumas laminas de citogenética foram
submetidas ao bandeamento Ag-NOR e C. Na estimativa da viabilidade polinica
foram testados os corantes: lugol 2%, Azul de Astra 0,5%, Reativo de Alexander e
TTC 0,30%. As laminas foram preparadas pelo método de esmagamento.
Analisaram-se 300 graos de pélen por lamina. Na analise da genotoxicidade e efeito
antiproliferativo das decocgdes das folhas e raizes, foram testados nas
concentragdes de 2g/L, 5g/L, 8g/L, nos tempos de exposicdo de 24, 48, 72, 96,
120h, sendo as laminas preparadas pelo método de esmagamento. A partir das
analises citogenéticas concluiu se que P. ipecacuanha, possui um complemento
diploide de 22 cromossomos, com uma férmula cariotipica de 7M+4SM, possui um
par de RONs ativas localizadas na porcao telomérica do par de cromossomos 4, e
dois pares de cromossomos com blocos heterocomaticos. A populagdo de P.
ipecacuanha apresentou um alto indice meiético, com valores acima de 85%, o que
indica a ocorréncia de uma meiose regular, e independente do corante utilizado, a

taxa média percentual de viabilidade polinica foi alta, mesmo havendo diferenca
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significativa entre os corantes utilizados, e por corar apenas polens com atividade
respiratéria indica-se o TTC 0,30%. Anadlise da genotoxicidade e efeito
antiproliferarivo, feita por meio do teste de Allium cepa e Pisum sativum, revelou que
tanto as decocgdes das raizes quanto a das folhas possuem efeito genotdxico, uma
vez que todas as concentragcdes causaram alteragbes cromossdmicas, e um alto
poder antiproliferativo e citotéxico, produzindo um efeito inibitério no ciclo celular dos

dois bioindicadores testados.

Palavras-chave: poaia, citogenética, genotoxicidade, efeito antiproliferativo.
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ABSTRACT

DAMASIO, Jenifer Fernanda, MSc., State University Mato Grosso, December 2016,
Cytogenetic, genotoxic and cytotoxic analysis of Psychotria ipecacuanha in
populations of the State of Mato Grosso, Brazil. Advisor: Isane Vera Karsburg.

Psychotria ipecacuanha is a herbaceous, perennial plant, popularly known as ipeca
or poaia. Cytogenetic data provide information on the genetic characterization of the
species, becoming an important instrument for understanding kinship relations and
evolution mechanisms. The objective of this study was to estimate the pollen viability
of Psychotria ipecacuanha by means of different colorimetric methods, as well as to
evaluate the antiproliferative and genotoxic effects of roots and leaves decoctions by
means of the Allium cepa and Pisum sativum test and to perform a cytogenetic
characterization. For cytogenetic analysis, radicles were removed and subjected to
blocking with APM at a concentration of 3uM in a period of 18 hours at 4°C and fixed
and stored at -5 ° C. The digestion was carried out with 200 pL of pectinase enzyme,
washed in a water bath for 2 hours at 35 ° C, then fixed and refrigerated for 24 hours.
The blades were prepared by the cellular dissociation technique of the root meristem
and air dried in rapid movements, stained with Giemsa 5% for 3 minutes. A few
cytogenetic blade were submitted to the Ag-NOR and C banding. In the estimation of
pollen viability, the dyes were tested: Lugol 2%, Astra Blue 0,5%, Reactive of
Alexander and TTC 0,3%. The blades were prepared by the crushing method. 300
grains of pollen per leaf were analyzed. In the analysis of the genotoxicity and
antiproliferative effect of leaf and root decoctions, they were tested at concentrations
of 2g/L, 5g/L, 8g/L, at exposure times of 24, 48, 72, 96, 120h, and the blades were
prepared by the crushing method. From the cytogenetic analysis it was concluded
that P. ipecacuanha has a diploid complement of 22 chromosomes, with a karyotype
formula of 7M + 4SM, has a pair of active RONs located in the telomeric portion of
the pair of chromosomes 4, and two pairs of chromosomes with heterochromic
blocks. The population of P. ipecacuanha presented a high meiotic index, with values
above 85%, which indicates the occurrence of a regular meiosis, and independent of
the dye used, the average percentage rate of pollen viability was high, even though
there was a significant difference between the dyes used, and for blushing only
pollens with respiratory activity indicates the TTC 0.30%. Analysis of the genotoxicity
and antiproliferative effect, analyzed by the test of Allium cepa and Pisum sativum,

showed that both root and leaf decoctions have a genotoxic effect, since all

X



concentrations caused chromosomal alterations, and a high antiproliferative and
cytotoxic, producing an inhibitory effect on the cell cycle of the two bioindicators
tested.

Key words: poaia, cytogenetics, genotoxicity, antiproliferative effect.
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1.INTRODUGAO GERAL

Rubiaceae Juss é uma das maiores familias de angiospermas, com
aproximadamente 637 géneros e 10.700 espécies, apresenta distribuicao
cosmopolita, com maior diversidade nos trépicos e subtrépicos (Heywood et al.,
2007; Paiva et al., 2009). Possui espécies com importancia ornamental (Mussaenda
spp., Ixora spp., Gardenia spp., dentre outras), alimenticia (Genipa americana L e
Coffea arabica L) e medicinal, como é o caso de Psychotria ipecacuanha, produtora
de emetina e cefalina que conferem a planta um poder emético e amebicida (Gomes
et al., 2009; Martins et al., 2009).

Do ponto de vista citogenético, sdo poucas as informacdes sobre as
espécies medicinais, em especial as neotropicais (Silva et al., 2004). Avaliagbes
citologicas podem trazer contribuicdes no sentido de aumentar a eficiéncia das
estratégias de conservacdo e mesmo de trabalhos de melhoramento, visto que
muitas das espécies que resultam em medicamentos modernos e tradicionais estdo
ameacadas de extingdo (Mello, 2004; Auler et al., 2002).

Dados citogenéticos fornecem informagdes sobre a caracterizagado genética
das espécies, 0 que torna um importante instrumento para a compreensao das
relagdes de parentesco e dos mecanismos de evolucao, tanto dentro de pequenos
taxons quanto em niveis superiores (Vieira, 2013).

A analise cariotipica, envolvendo dados como numero, tamanho e morfologia
dos cromossomos, presenga de constricdo secundaria ou satélites, relacdo entre
bracos, podem fornecer informacgbes valiosas na comparagao entre taxons ou até
mesmo dentro de um mesmo taxon, sendo estes dados utilizados muitas vezes
taxonomicamente para diferenciar espécies com caracteristicas morfolégicas
préximas ou iguais (Stebbins, 1971; Guerra, 1988).

A estimativa da viabilidade polinica fornece dados importantes sobre o fluxo
génico em plantas, uma vez que evidencia o potencial de reprodu¢do masculina da
espécie, podendo ser utii em estudos taxondmicos, ecoldgicos, genéticos e
palinolégicos (Frescura et al., 2012). Uma das técnicas que permite conhecer a taxa
de viabilidade do pdlen sdo os métodos colorimétricos, que distinguem os pdlens

férteis (viaveis) dos estéreis (inviaveis) (Martins et al., 2012, Dafni, 1992).



Estudos de toxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade sdo necessarios por
contribuirem para a utilizagdo segura e eficaz das plantas medicinais. O uso de
bioindicadores € uma alternativa rapida e segura para obtengdo de dados sobre a
citotoxicidade e genotoxicidade de extratos vegetais, um exemplo é o teste com
Allium cepa, o qual fornece dados sobre toxicidade, a partir de parametros
macroscopicos que se baseiam em formagao de tumores, raizes torcidas e avaliagao
de crescimento de raizes, e de parametros microscépicos, como os indices
mitéticos, taxa de divisdes celulares e aparecimento de aberragoes cromossdmicas
(Cuchiara et al., 2012).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo estimar a viabilidade
polinica da espécie medicinal, Psychotria ipecacuanha, por meio de distintos
métodos colorimétricos, bem como avaliar os efeitos genotdxicos e antiproliferativos
das decoccoes de raizes e folhas por meio do teste de Allium cepa e Pisum sativum
e realizar uma caracterizagdo citoldgica, a partir da analise da morfometria

cromossOmica, bandeamento Ag-NOR e C.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Psychotria L.

Psychotria L. € o maior género da tribo Psychotrieae e da familia Rubiaceae,
compreendendo aproximadamente 2.000 espécies de distribuicdo pantropical e
subtropical, representado por arbustos, pequenas arvores, ervas e raramente por
epifitas, comum no sub-bosque de matas tropicais (Taylor 1996; Hamilton 1989;
Davis et al., 2001).

O género é amplamente reconhecido por ter alta complexidade taxonémica
podendo ser atribuido ao grande numero de espécies presentes no género, e pela
falta de caracteristicas morfolégicas disponiveis para delimitar os grupos, sendo que
muitas caracteristicas encontradas em Psychotria sao compartilhadas com espécies
de outros géneros, como Palicourea e Cephaelis (Delprete, 2012).

As espécies de Psychotria sao ricas em metabdlitos secundarios, dos quais
ja foram isolados e identificados: alcaloides (60%), seguido por triterpenos (9%),
ciclotideos (5%), flavonoides (4%), cumarinas (3%), norisoprenoides (3%), quinonas

(3%), esteroides (3%) e outras classes (10%) (Klein-dunior et al., 2014; Teixeira et
2



al., 2012). Tais compostos conferem as espécies, um poder medicinal que é
explorado pela populacdo como fonte de medicamentos.

Vérias espécies do género sdo utilizadas na medicina popular, como
exemplo de Psychotria carthaginensis (Jacq.) e Psychotria viridis (Ruiz & Pavon),
que sdo usadas como emético, antiparasitaria, e alucindégeno; Psychotria
ipecacuanha, auxilia no tratamento de bronquite, irritagdes da pele e disturbios
gastrointestinais; Psychotria insularum (Mull.  Arg) no tratamento de desordem
abdominal, cataratas e infecgdes; Psychotria colorata (Willd. ex Roem. Schult.) suas
flores sao utilizadas pela populacdo amazonense, para dores e infecgbes de ouvido
e as raizes para o tratamento de dores abdominais (Gerlach et al., 2010; Verotta et
al., 1998; Oliveira et al., 2013).

Na literatura, sdo descritas varias atividades para extratos e alcaloides
isolados das espécies de Psychotria, entre as quais estdo: antimicrobiana e
analgésica, e ainda revelam que algumas espécies do género apresentam alta
atividade citotdxica, inibicdo da agregacao plaquetaria, efeitos antidepressivos,
ansioliticos e antipsicéticos, e atividade antioxidante e antimutagénica (Benevides et
al., 2004; Both et al., 2005; Fragoso et al., 2008).

Estudos realizados por Adjibadé et al. (1990) em Psychotria forsteriana
demonstraram uma atividade citotéxica em linhagens de células de hepatoma de
ratos e células leucémicas humanas. Ja Frescura et al. (2012) ao estudar os extratos
de Psychotria brachypoda e Psychotria birotula constataram uma inibicdo no
crescimento radicular, do indice de velocidade de germinacdo, além de detectar
efeito antiproliferativo e induzir alteragbes cromossdmicas em Eruca sativa,
concluindo que as espécies estudadas apresentaram efeitos alelopaticos,
genotoxicos e antiproliferativos sobre Eruca sativa em ambas as concentragdes
estudadas. Lubini et al. (2008), ao avaliarem os efeitos dos extratos de Psychotria
myriantha e Psychotria leiocarpa, sobre o ciclo celular de A. cepa, concluiram que

tais espécies apresentaram potencial antiproliferativo.

2.2Psychotria ipecacuanha

Psychotria ipecacuanha é conhecida popularmente por poaia-verdadeira,

poaia-legitima, ipeca, ipeca-do-mato-grosso, ipeca-do-rio, cipo-emético e raiz-preta.
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E utilizada como planta medicinal, cujo uso farmacolégico estéa ligado a producéo de
dois alcaloides em suas raizes: a emetina utilizada no combate a disenteria
amebiana, além de possuir propriedades, expectorante, adstringente e anti-
inflamatdria, e a cefalina que possui atividade emética, resultante da excitacao
provocada no es6fago e estbmago e, transmitida ao bulbo, provocando o vomito. Em
concentracao reduzida, aplica-se como expectorante nas bronquites e asmas, para
facilitar a eliminagao das mucosidades dos brénquios, purgativo e ténico (Silva et al.,
2015).

P. ipecacuanha é uma planta herbacea, perene, que pode variar de 20 cm a
60 cm. Suas folhas sao lisas e persistentes na parte superior dos ramos, variando
desde elipticas até ovais, oblongo-lanceoladas. As flores sao hermafroditas, sésseis,
pequenas e brancas, aglomeradas em uma inflorescéncia que depois de fecundadas
dao origem a um cacho de frutos vermelhos. A raiz apresenta anéis salientes que a
diferencia de outras plantas (Silva et al., 2015; Assis e Giulietti, 1999).

A poaia ocorre em sub-bosques de florestas com precipitacdo anual em
torno de 2000 mm, temperatura média em torno de 25°C e umidade relativa do ar
média de 80%, se restringindo a trés regides distintas: nos paises da América
Central, Norte da América do Sul (Coldmbia), no sul da Amazénia brasileira (estados
de Mato Grosso e Rondénia) e na Mata Atlantica (principalmente nos estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Bahia) (Teixeira et al., 2012).

Segundo Lameira (2002), P. ipecacuanha é uma espécie ameacada de
erosao genética ou em vias de extingado por ter sofrido intenso processo extrativo
nos dois séculos passados, abertura de novas fronteiras agricolas e, também, por
ter as areas de ocorréncia natural reduzidas. Oliveira e Martins (1998) também
constataram que as populagbes naturais de P. jpecacuanha vém reduzindo
drasticamente em consequéncia do intenso extrativismo, do elevado valor medicinal

e comercial das raizes e do desmatamento.

2.3 Citogenética no género Psychotria e em P. ipecacuanha

O género Psychotria € um dos maiores dentro da subfamilia Rubioideae,

apresentando grande diversidade morfolégica de seus caracteres, com pouca



disponibilidade de relatos de dados cromossOmicos para suas espécies,
especialmente para as espécies tropicais e subtropicais (Kiehn, 1986).

Kiehn (1986), Assis e Giulietti, 1999, Rossi et al. (2008) relatam que o
numero basico do género € x = 11. Dados da literatura relatam numeros
cromossOmico variando desde 2n = 22 (n = 11) em inUmeras espécies, como em
Psychotria bisulcata, Psychotria ipecacuanha e Psychotria hoffmannseggiana até
numeros relativamente altos, como 2n = 132 em Psychotria mahonii C.H. Wright
(Kiehn, 1986). Além das diferengas nos numeros cromossOmicos, observa-se
grande variagdo em relagdo ao tamanho dos cromossomos e também na féormula
cariotipica de suas espécies.

Corréa (2010) em estudos com 11 espécies do género, observou que os
numeros cromossdmicos variaram de 2n = 22, em cinco espécies (P. lupulina
Benth., P. hoffmannseggiana Mull. Arg., P. marginata Sw., P. tenerior (Cham.) M.
Arg. e P. trichophora Mull. Arg.), 2n =40 em P. mapourioides DC., a 2n = 44 em
outras cinco espécies (P. gracilenta M. Arg., P. carthagenensis Jacq., P. sessilis
(Vell.) M. Arg., P. vellosiana Benth e P. suterella M. Arg.). Constatou também uma
grande variagdo no tamanho dos cromossomos (5,59 a 0,90 mm) e na formula
cariotipica, a analise dos -caridtipos demonstraram uma predominancia de
cromossomos metacéntricos e uma taxa de simetria que variou de (TF% = 38,83) a
altamente simétrica (TF% = 50,00).

Dentro do género ocorre a prevaléncia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. Correa e Forni-Martins (2004) apresentaram o ideograma de P.
deflexa DC. (2n = 32), encontrando cromossomos muito grandes (7,33-2,77 mm),
sendo na maioria submetacéntricos levando um ideograma com taxa de simetria de
TF%=40,06.

Dados encontrados na literatura relatam um numero cromossdmico para
Psychotria ipecacuanha de 2n=22 cromossomos, tal resultado foi constatado por
Assis e Giulietti (1999) e Souza et al. (2006) em estudos com células meidticas. Rout
et al. (2000) também descreveram 0 mesmo numero cromossOmico a partir de
células do meristema apical de raiz de embrides somaticos. Posteriormente Rossi et
al. (2008), utilizando a técnica de dissociagao celular confirmou o numero
cromossdmico da espécie, obtendo cromossomos com comprimentos variando de

3,97 a 2,53 mm e com quatro cromossomos metacéntricos (4, 5, 8 e 9) e sete
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submetacéntricos (1, 2, 3, 6, 7, 10 e 11). No entanto ndo foram encontrados estudos
de bandeamentos cromossOmicos, com a impregnacao por nitrato de prata (Ag-
NOR) e bandeamento C.

2.4 Viabilidade polinica

Estudos sobre o pdlen e sua viabilidade servem de base para conhecer a
biologia reprodutiva, além de ser um fator importante para o melhoramento, cultivo e
conservacao de plantas, ja que em muitas espécies, como as alégamas, o fluxo
génico por meio do polen aumenta a possibilidade de formacédo de diferentes
combinacgdes entre alelos, e consequentemente da variabilidade genética (Serejo et
al., 2012; Auler et al., 2002). Alta viabilidade polinica € um fator primario para que o
polen venha a ter oportunidade de germinar no estigma da flor, sendo um estagio
decisivo a fertilizagao.

Considerando-se que a manifestacdo do gendtipo de um individuo é o
resultado da contribuicdo trazida pelos gametas na formagédo do zigoto, quanto
maior a taxa de viabilidade e germinabilidade polinica, maior a possibilidade da
producdao de combinagdes distintas entre alelos e, em dultima analise, de
variabilidade genética (Akoroda,1983).

A viabilidade polinica pode ser testada por meio de varios métodos, os quais
podem ser agrupados em métodos diretos: germinagao in vitro, germinagéao in vivo,
porcentagem de frutificagdo efetiva, obtida com a utilizacdo do pélen em teste e por
métodos indiretos: baseados em parametros citolégicos como a coloragéo (Pio et al.,
2007; Ferreira et al., 2007; Kearns e Inouye, 1993).

Na tentativa de se obter dados mais confiaveis na determinagcdo da
viabilidade polinica, utiliza-se a avaliacdo comparativa entre corantes. Dentre os
corantes mais utilizados destacam-se o lugol, sudan IV, carmim acético, Reativo de
Alexander, azul de anilina, iodeto de potassio, azul de algodao, e 2,3,5 cloreto de
trifeniltetrazdlio, os quais promovem diferengas na coloragdo dos graos de podlen
fornecendo resultados com baixo custo e de forma rapida (Sharma e Sharma, 1994;
Shivanna e Rangaswamy, 1992).

Dados na literatura demonstram que espécies do género Psychotria L.

possuem uma alta viabilidade polinica. Teixeira e Machado (2004), em estudos com
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Psychotria barbiflora DC, observaram que a viabilidade polinica das flores brevistilas
e longistilas foi alta, em torno de 97 e 98%. Resultados semelhantes foram
encontrados por Koch et al. (2010), na avaliagdo de dois tipos de morfos de
Psychotria carthagenensis. A alta viabilidade encontrada em espécies de Psychotria
L é uma caracteristica comum em espécies heterostilicas, como os resultados
encontrados em: P. sessilis, P.conjugens e P. hastisepla (Silva 2007), P.

poeppigiana (Coelho e Barbosa, 2004), P. barbiflora (Teixeira e Machado 2004).

2.5 Consideragoes sobre Citotoxicidade

Algumas plantas produzem compostos do metabolismo secundario que
atuam inibindo ou favorecendo a divisdo celular. Estes metabolitos muitas vezes
apresentam efeito genotoxicos e mutagénicos que sdo também utilizados na
medicina popular na cura de doencas, onde a preparacdo e uso adequado trazem
beneficios, porém seus efeitos necessitam de melhores investigacbes (Nunes e
Araujo, 2003; Iganci et al., 2006).

O nivel de citotoxicidade de extratos vegetais pode ser aferido pela
avaliagdo de possiveis alteragbes no indice mitdtico ou irregularidades durante o
ciclo celular. Este parametro consiste em avaliar a presenga e a frequéncia da
divisdo celular, o que pode ser correlacionado com o padrao de desenvolvimento da
raiz, ja que a redugao da taxa de crescimento da raiz pode ser resultado da inibigao
da divisdo celular, o que também acarreta em um decréscimo no indice mitético
(Marcano et al., 2004; Liu e Jiang, 1992). O aumento ou a redugdo do grau de
indices mitéticos € um importante indicador para monitorar os efeitos de extratos
vegetais, especialmente aqueles com potencial citotéxico (Carita et al., 2010).

O método de avaliar alteracbes cromossémicas em raizes de Allium cepa é
reconhecido e registrado pelo Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) e
pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) como sendo um
teste muito eficiente para fazer monitoramentos e analise in situ da citotoxicidade de
extratos vegetais. Isso se deve as caracteristicas cromossdmicas que s&o
favoraveis, além de fatores como germinacgéao, por ser um método rapido, simples e
barato (Rank e Nielsen, 1994; Leme e Marin-Morales, 2008). Tal teste ja foi validado

por varios pesquisadores que realizam de forma conjunta o teste Allium cepae o
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teste animal in vitro, obtendo resultados similares (Teixeira et al., 2003; Vicentini,
2001).

2.6 Consideragoes sobre Genotoxicidade

A genotoxicidade € a capacidade que algumas substancias possuem de
induzir alteragdes no material genético de organismos a elas expostos, desta forma,
as medidas de genotoxicidade incluem, principalmente, danos no DNA, mutagdes e
aberragdes cromossdmicas (Combes, 1992).

InUmeras técnicas que detectam danos no DNA tém sido utilizadas para
identificar substancias com atividade genotéxica (Tice et al. 2000), alguns ensaios
sao: teste de micronucleos (Silva et al., 2003), o ensaio do Cometa (Snyder e Green,
2001) e pelo uso de bioindicadores como Allium cepa e Pisum sativum (Mello et al.,
2014).

A espécie Allium cepa contém células meristematicas homogéneas com
poucos e grandes cromossomos (2n = 16), facilmente corados e bem visiveis, o que
permite uma melhor avaliacdo dos danos cromossémicos e/ou disturbios na divisdo
celular, sendo frequentemente utilizada na avaliagdo de genotoxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade de varias substancias, obtendo altas correlagbes
com outros testes biolégicos, como por exemplo, os testes com mamiferos (Kuras et
al., 2006; Fernandes et al., 2009)

Resultados dos testes com bioindicadores como Allium cepa ePisum sativum
podem indicar a presenga de substancias téxicas, citotoxicas e até mutagénicas em
extratos vegetais, e que pode colocar em risco a sobrevivéncia dos organismos. O
Allium cepa (cebola comum) é considerado um dos vegetais mais usados nos
biotestes para analises de genotoxicidade (Fiskejo, 1993). Além de ser um ensaio de
curto prazo com muitos beneficios e com baixo custo, facil manipulagédo, apresenta
cromossomos com boas condi¢gdes para estudo de danos ou disturbios na divisdo

celular (Belcavello et al., 2012; Braga et al., 2015).

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADJIBADE, Y.; SAAD, H.; KUBALLA, B.; BECK, J. P.; SEVENET, T.; CABALION, P.;
ANTON, R. In vitro Cytotoxicity of Polyindolenine Alkaloids on Rat Hepatoma Cell

8



Lines. Structure Activity Relation ships. Journal of Ethnopharmacology, 29:127-
136, 1990.

AKORODA, M. D. Floral biology in relation to hand pollination of white yam.
Euphytica, 32(3):831- 838, 1983.

ASSIS, M. C; GIULIETTI, A. M. Diferenciagao morfolégica e anatdmica em
populagdes de “ipecacuanha” -Psychotria ipecacuanha(Brot.) Stokes (Rubiaceae).
Revista Brasileira de Botanica, 22: 205-216, 1999.

AULER, N. M. F; REIS, M. S.; GUERRA, M. P.; NODARI, R. O. The genetic and
conservation of Araucaria angustifoliai. Genetic structure and diversity of natural
populations by means of non-adaptative variation in the state of Santa Catarina,
Brazil. Genetics and Molecular Biology, 25:323-327, 2002.

BELCAVELLO, L.; CUNHA, M. R. H.; ANDRADE, M. A.; BATITUCCI, M. D. C. P.
Citotoxicidade e danos ao DNA induzidos pelo extrato de Zornia diphylla, uma planta
medicinal. Natureza on line, 10:140-145, 2012.

BENEVIDES, P. J. C.; YOUNG, M. C. M.; BOLZANI, V. S. Biological activities of
constituents from Psychotria spectabilis. Pharmaceutical Biology, 42: 565-569,
2004.

BOTH, F. L.; MENEGHINI, L.; KERBER, V. A.; HENRIQUES, A. T.; ELISABETSKY,
E. Psychopharmacological profile of the alkaloid psychollatine as a SHT2A/C
serotonin modulator. Journal of Natural Products, v:374-380, 2005.

BRAGA, J. R. M.; LOPES, D. M. Citotoxicidade e genotoxicidade da agua do rio
Subaé (Humildes, Bahia, Brasil) usando Allium cepa L. como bioindicador. Ambiente
e Agua-An Interdisciplinary Journal of Applied Science, 10:130-140, 2015.
CARITA, R.; MARIN-MORALES, M.A. Induction of chromosome aberrations in the
Allium cepa test system caused by the exposure of seeds to industrial effluents
contaminated with azo dyes. Chemosphere, 72:722-725, 2010.

COELHO, C.P.; BARBOSA, A.G. Biologia reprodutiva de Palicourea macrobotys
Ruiz e Pavon (Rubiaceae): um possivel caso de homostilia no género Palicourea
Aubl. Revista Brasileira de Botanica, 26:403-413, 2003.

COMBES, R.D. Genotoxicity testing: recent advances and future trends. Chemistry
e Industry, 24: 950-954, 1992.



CORREA, A. M.; JUNG-MENDACOLLI, S. L.; FORNI-MARTINS, E. R. Karyotype
characterisation of Brazilian species of the genus Psychotria L. — subfamily
Rubioideae (Rubiaceae). Journal EnvironmentalKew Bull,65: 45- 52, 2010.
CORREA; A.M. E FORNI-MARTINS; E.R. Chromosomal studies of species of
Rubiaceae (A. L. de Ussieu) from the Brazilian cerrado. Caryologia, v:250-258,
2004.

KIEHN, M. Kariosystematic studies on Rubiaceae: chromosome counts from Sri
Lanka. Plant Systematics and Evolution, 154:213-223, 1986.

CUCHIARA, C. C.; BORGES, C, de S.; BOBROWSKI, V. L. Sistema teste de Allium
cepa como bioindicador da citogenotoxicidade de cursos d’agua. Tecnologia,
Ciéncia e Agropecuaria, 6:33-38, 2012.

DAFNI, A. Pollination ecology: a practical approach (the practical approach series).
New York, Oxford: University press, 1992, p. 250.

DAVIS, A. P.; BRIDSON, D.; JARVIS, C. e GOVAERTS, R.The typification and
characterizations of the genus Psychotria L. (Rubiaceae). Botanical Journal
Linnean Society 135: 35 —42, 2001.

DELPRETE, P. G.; JARDIM, J. G. Systematics, taxonomy and floristics of Brazilian
Rubiaceae: an overview about the current status and future challenges.
Rodriguésia, 63: 101-128, 2012.

FERNANDES, T. C. C.; MAZZEO, D. E. C.; MARIN-MORALES, M. A. Origin of
nuclear and chromosomal alterations derived from the action of an aneugenic agent
Trifluralin herbicide. Ecotoxicology and Environmental Safety, 72: 1680-1686,
2009.

FERREIRA, C. A,; PINHO, E. V. R. V,; ALVIM, P. O.; ANDRADE, V.; SILVA, T. T. A;;
CARDOSO, D. L. Conservagao e determinacao da viabilidade de grdo de podlen de
milho. Revista Brasileira de Milho e Sorgo, 6:159-173,2007.

FISKESJO, G. Allium test: In vitro toxicity testing protocols, Meth. Molecular
Biology, 43:119-127, 1995.

FRAGOSO, V.; NASCIMENTO, N.C.; MOURA, D.; SILVA, A.C.R.; RICHTER, M.F;
SAFFI, J.; FETT-NETO, A.G. Antioxidant and antimutagenic properties of the
monoterpene indole alkaloid psychollatine and the crude foliar extract of Psychotria
umbellata Vell. Toxicology in vitro, v:559-566, 2008.

10



FRESCURA, V. D. S.; KUHN, A. W.; LAUGHINGHOUSE 1V, H. D.; NICOLOSO, F.
T.; LOPES, S. J.; TEDESCO, S. B. Evaluation of the allelopathic, genotoxic, and
antiproliferative effect of the medicinal species Psychotria brachypoda and
Psychotria birotula (Rubiaceae) on the germination and cell division of Eruca sativa
(Brassicaceae). Caryologia: International Journal of Cytology, Cytosystematics
and Cytogenetics, 66:138-144, 2012.

GERLACH, S. L.; BURMAN, R.; BOHLIN, L.; MONDAL, D.; RANSSON, U. G.
Isolation, Characterization, and Bioactivity of Cyclotides from the Micronesian Plant
Psychotria leptothyrsa. Journal of Natural Produts, v: 1207— 1213, 2010.
GOMES, R. S. D. L.; OLIVEIRA, V. D. C.; RIBEIRO, R. L.; JACOME, P.; PINTO, J.E.
B. P.; LAMEIRA, O. L. Estudo morfoanatdmico comparativo entre a poaia (Psychotria
ipecacuanha (Brot.) Stokes- Rubiaceae) obtida da regiao Amazénica (habitat
original) e proveniente de processo biotecnoldgico submetida a diferentes
tratamentos de interceptacéo da radiacéo solar. Revista Brasileira de
Farmacognosia, 19(1B): 276-283, 2009.

GUERRA, M. Introducao a citogenética geral. Rio de Janeiro: Guanabara, 1988.
142 p.

HAMILTON, C. W. A revision of Mesoamerican Psychotria subgenus Psychotria
(Rubiaceae). Introductions and species. Annals of the Missouri Botanical Garden
76: 67, 1989.

HEYWOOD, V. H; BRUMMITT, R. K; CULHAM, A.; SEBERG, O. Flowering Plant
Families of the World. Ontario, Canada: A Firefly Book, 2007. v. 6, 424p.

IGANCI, J. R. V.; BOBROWSKI, V.L; HEIDEN, G.; STEIN, V.C; ROCHA, B.H.G.
Efeito do extrato aquoso de diferentes espécies de boldo sobre a germinacao e
indice mitético de Allium cepa L. Arquives Inst. Biology, 73:79-82, 2006.
KEARNS, C. A.; INOUYE, D. W. 1993 Techiniques for pollination biologists.
University Press of Colorado. IN: LOVE, R.M. 1949 La citologia como ayuda
practica al mejoramiento de los cereales. Revista Argentina Agronémica 1:1-13.
KIEHN, M. Kariosystematic studies on Rubiaceae: chromosome counts from Sri
Lanka. Plant Systematics Evolutuion 154:213-223, 1986.

KLEIN-JUNIOR, L. C.; PASSOS, C. S.; MORAES, A. P.; WAKUI, V. G.; KONRATH,
E. L.; NURISSO, A.; CARRUPT, P. A,; OLIVEIRA, C. M. A.; KATO, L.; HENRIQUES,

A. T. Indole Alkaloids and Semisynthetic Indole Derivatives as Multifunctional

11



Scaffolds Aiming the Inhibition of Enzymes Related to Neurodegenerative Diseases —
A Focus on Psychotria L. Genus. Current Topics in Medicinal Chemistry, v:1056-
1075, 2014.

KOCH, A. K.; SILVA, P. C.; SILVA, C. A. Biologia reprodutiva de Psychotria
carthagenensis (Rubiaceae), espécie distilica de fragmento florestal de mata ciliar,
centro-oeste do Brasil. Rodriguésia,61(3):551-558, 2010.

KURAS, M.; NOWAKOWSKA, J.; SLIWINSKA, E.; PILARSKI, R.; ILASZ, R;;
TYKARSKA, T.; ZOBEL, A.; GULEWICZ, K. Changes in chromosome structure,
mitotic activity and nuclear DNA content from cells of Allium Test induced by bark
water extract of Uncaria tomentosa (Willd.)DC. Journal of Enthonopharmacology,
107: 211 - 221, 2006.

LAMEIRA, O.A. Cultivo da ipecacuanha [Psychotria ipecacuanha (Brot.)
Stokes]. Belém: Embrapa Amazdnia Oriental. 2002. p.1-4. (Circular Técnica n.28).
LEME, D. M.; MARIN-MORALES, M. A. Chromosome aberration and micronucleus
frequencies in Allium cepa cells exposed to petroleum polluted water — A case study.
Mutation Research, 650: 80-86, 2008.

LIU, D.; JIANG, W. L. M. Effects of trivalente and hexavalent chromium on root
growth and cell division of Allium cepa. Hereditas, 117: 23-29, 1992.

LUBINI, G.; FACHINETTO, J. M.; LAUGHINGHOUSE 1V, H. D.; PARANHOS, J. T ;
SILVA, A. C. F.; TEDESCO, S. B. Extracts affecting mitotic division in root-tip
meristematic cells. Biologia, 63:647-651, 2008.

MARCANO, L.; CARRUYO, I.; CAMPO, A. D. Montiel, X. Cytotoxicity and mode of
action of maleic hydrazide in root tips of Allium cepa L. Environmental Research,
94: 221-226, 2004.

MARTINS, L. A. R; LAVIOLA, B. G.; PRACA-FONTES, M. M. Viabilidade polinica de
Jatropha curcas L.: uma comparagao metodoldgica. Ciéncia e Tecnologia: Fatec-
JB, 8: 7-14, 2012.

MARTINS, E. R.; OLIVEIRA, L. O.; MAIA, J. T. L. S.; VIEIRA, I. J. C.Estudo
ecogeografico da poaia [Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes].Revista
brasileirade plantas medicinais, 11:24 — 32, 2009.

MELLO, V. S.; MIRANDA, D. P.; SILVA, D. D.; MACHADO, D.; SILVA, A. B.;
DAHMER, N.; KARSBURG, I. V. Efeito genotdxico de licor pirolenhoso de teca pelo
bioindicador ervilha. Estudos, 41: 141-146, 2014.

12



MELO, N. F. Citogenética vegetal aplicada a taxonomia e ao melhoramento. In:
XXVII Reunido Nordestina de Botéanica, Petrolina, 2004. Anais... Petrolina, 2004,
p.1-4.

NUNES, A. P. M.; ARAUJO, A. C. Auséncia de genotoxicidade e esteviosideo em E.
coli. In: Semana de iniciagao cientifica da universidade do estado do rio de janeiro,
10, 2003, Rio de Janeiro. Anais...Rio de Janeiro, 2003. p.15.

OLIVEIRA, A. M., LEMOS, R. P. L., CONSERVA, L. M. B-Carboline alkaloids from
Psychotria barbiflora DC. (Rubiaceae). Biochemical Systematics and Ecology, 50:
339-341, 2013.

OLIVEIRA, L.O.; MARTINS, E.R. O desafio das plantas medicinais brasileiras: O
caso da poaia. Campos dos Goytacazes: UENF, 1998. 73p.

PAIVA, R.J.; FILHO, A. M.; PEREIRA-MOURA, P. G; Rubiaceae ornamentais do
Campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica. Floresta e
Ambiente, 16:39 - 46, 2009.

PIO, L. A.;; RAMOS, D. J.; PASCAL, M.; JUNQUEIRA, K. P.; SANTOS, F. C;;
RUFINI, J. C. M. Viabilidade do pdlen de laranjas doces em diferentes condi¢des de
armazenamento. Ciéncia e Agrotecnologia, 31: 147- 153, 2007.

RANK, J.; NIELSEN, M. H. Evaluation of the Allium anaphase -telophase test in
relation to genotoxicity screening of industrial wastewater. Mutation Research, 312:
17-24, 1994.

ROSSI, A. A. B.; CLARINDO, W. R.; CARVALHO, C. R.; OLIVEIRA, L. O. Karyotype
and nuclear DNA content of Psychotria ipecacuanha: a medicinal species.
Cytologia, 73(1): 53—-60, 2008.

ROUT, G. R., SAMAMTARAY, S. In vitrosomatic embryogenesis from callus cultures
of Cephaelis ipecacuanha A. Richard. Scientia Horticulturae, 86: 71-79, 2000.
SEREJO, J.N. Comportamento germinativo e viabilidade polinica de Passifloras
oriundos de flores coletadas em diferentes estadios e horarios. IN: VI Congresso
Brasileiro de Melhoramento de Plantas, v.6, 2011, Buzios-RJ. Anais...Campos dos
Goytacazes-RJ: SBMP, 2011, p.1-4.

SHARMA, A.K; SHARMA, A. Chromosome techniques. Switzerland: Harwood
Academic Publishers, 1994, p.367.

SHIVANA, K.R.; RANGASWAMY, N.S. Pollen biology. A laboratory manual. 1.ed.
BerlIn:Sprnger-erlag, 1992,119p.

13



SILVA, P. C.; NASCIMENTO, T. O.; SILVA, C. G.; DALBOSCO, E.Z.; HIEGA, K.M.R;
SILVA, C.A. Poaia: o “ouro preto” do Mato Grosso. Revista MT Horticultura,
Tangara da Serra, 1:31-34, 2015.

SILVA, C.A. Biologia reprodutiva de trés espécies distilicas de PsychotriaL. e
efeitos da fragmentacao florestal no sucesso reprodutivo e na diversidade
genética de P.hastisepalaMiill. Arg. (Rubiaceae). Vigosa: Universidade Federal de
Vigosa, 2007. 63p. (Tese — Doutorado em Genética e Melhoramento).

SILVA, C. R.; MONTEIRO, M. R.; CALDEIRA-DE-ARAUJO, A.; BEZERRA, R. J. A.
C. Absence of mutagenic and citotoxic potentiality of senna (Cassia angustifolia
Vahl.) evaluated by microbiological tests. Revista BrasileiraFarmacognosia,14: 1-
3, 2004.

SILVA, J., ERDTMANN, B. e HENRIQUES, J.A.P. Genética Toxicologica. Porto
Alegre: Alcance.2003, 344 p.

SNYDER, R.D.; GREEN, J.W. A review of the genotoxicity of marketed
pharmaceuticals. Mutation Research, 488:151-169, 2001.

SOUZA, M. M., MARTINS, E. R., PEREIRA, T. N. S. and OLIVEIRA, L. O.
Reproductive studies on ipecac (Cephaelis ipecacuanha(Brot.) A. Rich; Rubiaceae):
meiotic behavior and pollen viability. Brazilian Journal Biology, 66: 151-159, 2006.
STEBBINS, G. L. Chromosomal evolution in higher plants. London: E. Arnoldo,
1971, 216 p.

TAYLOR, C. M. Overview of the Psychotrieae (Rubiaceae) in the Netropics. Opera
Botanica Belgica,7: 261 — 270, 1996.

TEIXEIRA, V. A., COELHO, M.F.B., MING, L. C. Poaia [Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stoves]: aspectos da memoria cultural dos poaieiros de Caceres - Mato
Grosso, Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v: 335- 343, 2012.
TEIXEIRA, L.A.G.; MACHADO, I.C. Biologia da polinizagao e sistema reprodutivo de
Psychotria barbiflora DC. (Rubiaceae). Acta Botanica Brasilica, 18:853-862, 2004.
TEIXEIRA, R. O.; CAMPAROTO, M. L.; MANTOVANI, M. S.; VICENTINI, V. E. P.
2001. Averrhoa carambola L., Syzygium cumin (L.) Skeels and Cissus sicyoides.: L
medicinal herbal tea effects on vegetal and test systems. Genetic Molecular
Biology, 26:551- 555, 2003.

TICE, R. R.; AGUREL, E.; ANDERSON, D.; BRULINSON, B.; HARTMANN, A;
KABAYASHI, H.; MIYAMAE, Y.; ROJAS, E.; RYU, J.C.; SASAKI, Y.F. The single cell

14



gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vivo genetic toxicology testing.
Environmental and Molecular Mutagenesis, 35: 206-221, 2000.

VEROTTA, L., PILATI, T., TATO, M., ELISABETSKY, E., AMADOR, T. A., NUNES,
D. S. Pyrrolidinoindoline Alkaloids from Psychotria colorata. Journal of natural
products, 12:392-396, 1998.

VIEIRA, A. Citogenética e quantificacao de DNA de cinco espécies e um hibrido
do género Catasetum (Orchidaceae). Alta Floresta: Universidade do Estado de
Mato Grosso, 2013. 67p. (Dissertagdo — Mestrado em Genética e melhoramento de
Plantas).

VICENTINI, V.E.P. Averrhoa carambola L., Syzygium cumini (L.) Skeels and Cissus
sicyoides L.: medicinal herbal tea effects on vegetal and test systems. Acta
Scientiarum, 23:593-598, 2001.

15



4.1 MORFOMETRIA CROMOSSOMICA, DETECGAO DAS REGIOES
ORGANIZADORAS DE NUCLEOLO E BANDEAMENTO C EM Psychotria
ipecacuanha, MATO GROSSO, BRASIL.

RESUMO

O género Psychotria é o maior da familia Rubiaceae, com cerca de 1.600 espécies
de distribuicdo tropical, e se destaca pela producdo de alcaldides bioativos
amplamente utilizados na pesquisa de novos farmacos, no entanto possui complexa
taxonomia, o que dificulta a identificacdo taxondmica correta de suas espécies.
Técnicas de citogenética fornecem informagdes que podem ser utilizadas na
diferenciacao inter- e intraespecifica, auxiliando no posicionamento taxonémico de
espécies em termos evolutivos do cariétipo.Deste modo o presente estudo teve
como objetivo analisar citogeneticamente uma populagéo de Psychotria ipecacuanha
do estado de Mato Grosso, por meio de técnicas convencionais, morfometria
cromossOmica e bandeamento cromossémico, com a finalidade de detectar
possiveis polimorfismos cromossdmicos entre as mesmas, além de estabelecer
técnicas de Ag NOR e verificar o padrdo de bandas obtidos com bandeamento C.Os
meristemas radiculares da espécie, foram submetidos ao tratamento de bloqueio em
solugédo de 3uM de APM durante 18 horas a 4°C, em seguida, as raizes foram
lavadas em trés trocas em agua destilada e fixadas em metanol: acido acético na
proporcado 3:1, transferidas para tubos Eppendorf® contendo enzima Pectinase na
concentracao de 3uM, permanecendo a 35 °C em banho-maria por 2 horas. As
laminas foram preparadas pela técnica de dissociacao celular.A partir das analises
citognéticas conclui-se que P. ipecacuanha, possui um complemento diploide de 22
cromossomos, com um cariotipo composto de 7 pares de cromossomos
metacéntricos e 4 pares de cromossomos submetacéntricos permitindo descrever
sua formula cariotipica de 7M + 4SM, a impregnacgéao por nitrato de prata demostrou
haver um par de regides organizadoras nucleolares ativas (RON ativa), na porgao
telomerica do par de cromossomos “4’e o bandeamento C, revelou quatro blocos
heterocrométicos de tamanhos desiguais, o que pode ter sido causado por

translocagcdes Robertsonianas.

Palavras-chave:Dissociacao celular, RON ativa, bandeamento.

16



CHROMOSOMAL MORPHOMETRY, DETECTION OF THE NUCLEOL
ORGANIZER REGIONS AND BANDING C IN Psychotria ipecacuanha, MATO
GROSSO, BRAZIL.

ABSTRACT

The genus Psychotria is the largest of the Rubiaceae family, with around 1600
species of tropical distribution, and is notable for the production of bioactive alkaloids
widely used in the research of new drugs, however it has complex taxonomy, which
makes difficult the correct taxonomic identification of its species. Cytogenetic
techniques provide information that can be used in inter- and intraspecific
differentiation, aiding in the taxonomic positioning of species in evolutionary terms of
the karyotype. In this way the present study aimed to analyze a population of
Psychotria ipecacuanha from the state of Mato Grosso using conventional
techniques, chromosomal morphometry and chromosomal banding, with the purpose
of detecting possible chromosomal polymorphisms between them, besides
establishing techniques of Ag NOR and to verify the pattern of bands obtained with
C-banding. The root meristems of the species were subjected to blocking treatment
in 3uM solution of APM for 18 hours at 4°C, then the roots were washed in three
exchanges in distilled water and fixed in 3: 1 methanol: acetic acid, transferred to
Eppendorf® tubes containing 3 uM Pectinase enzyme, remaining at 35 ° C in a water
bath for 2 hours. The blades were prepared by the cell dissociation technique. From
the cytogenetic analyzes it is concluded that P. ipecacuanha has a diploid
complement of 22 chromosomes, with a karyotype composed of 7 pairs of
metacentric chromosomes and 4 pairs of submutacent chromosomes, allowing to
describe its 7M + 4SM karyotype formula, impregnation by silver nitrate showed a
pair of active nucleolar organizing regions (RON active) in the telomere portion of the
pair of chromosomes "4" and the C-banding revealed four heterochromatic blocks of

unequal sizes, which may have been caused by Robertsonian translocations.

Key words: Cellular dissociation, active RON, banding.
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INTRODUGAO

Psychotria € o maior género da familia Rubiaceae, com cerca de 1.600
espécies de distribuicao tropical, e se destaca pela producao de alcaloides bioativos
amplamente utilizados na pesquisa de novos farmacos, no entanto possui complexa
taxonomia, o que dificulta a identificagdo taxonémica correta de suas espécies
(Morellato, 1992).

No Brasil, os estudos cromossémicos na familia Rubiaceae estao
concentrados no género exotico Coffea L., com muitos resultados de caracterizagao
cariotipica mediante a analise de cromossomos mitoticos (Krug, 1934) e meidticos
em paquiteno, com coloragdo convencional. Dentro do género Psychotria poucas
espéciessdo estudadas citogeneticamente, dados ja descritos relatam numeros
cromossOmico variando desde 2n = 22 (n = 11) em inumeras espécies, até numeros
relativamente altos, como 2n = 132 em Psychotria mahonii C.H. Wright (Kiehn, 1986;
Pinto-Maglio e Cruz, 1988; Morellato, 1992). Além das diferencas nos numeros
cromossOmicos, observa-se grande variagdo em relagcdo ao tamanho dos
cromossomos e também na féormula cariotipica de suas espécies, o que dificulta a
taxonomia dentro do género.

Do ponto de vista citogenético sdo poucas as espécies neotropicais que
possuem dados citogenéticos, e a maioria dos registros que constam na literatura
sdo apenas de contagem do numero cromossémico o que deixa lacunas quanto a
padrdes evolutivos de bandas heterocromaticas e regides organizadoras do nucléolo
(Griffith et al., 2003).

Analises citogenéticas representam uma fonte de informacbes que podem
ser utilizadas em estudos citotaxonémicos, ja que 0 numero cromossdmico, padrbes
de heterocromatina constitutiva e regides organizadoras de nucléolo podem variar
dentro de um mesmo taxon ou entre taxons, desta forma tais analises possibilitam a
compreensao das relagdes de parentesco entre as espécies. Além de determinar a
variabilidade genética disponivel em espécies com potencial medicinal, para
caracterizagdo do germoplasma e para o estudo da biodiversidade (Boff e Schifino-
Wittmann, 2002).

Os padrdoes cromossémicos obtidos de forma convencional muitas vezes

nao sao suficientes para uma andlise mais detalhada do cariétipo. Técnicas de
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coloracédo cromossémica diferencial como a coloragdo por nitrato de prata (Ag-NOR)
e bandeamento C, demostram ser ferramentas de grande auxilio no estudo refinado
do cariétipo.

A heterocromatina constitutiva se caracteriza por ter excessiva quantidade
de DNA repetitivo (AT, GC) com replicacao tardia, estando possivelmente ligada a
processos de silenciamento génico e ser pobre em genes. O bandeamento C
consiste na identificacdo de regides ricas em heterocromatina, atuando de forma
corrosiva sobre os cromossomos promovendo remocao parcial de DNA e proteinas
cromossomais, principalmente em regides eucromaticas, mas como a
heterocromatina € mais resistente, gera um padrdo de blocos heterocromaticos
(Summer, 2003; Besendorfer et al., 2002). Dentro de uma unica espécie,
polimorfismo no numero e comprimento de bandas pode ocorrer com frequéncia e a
quantidade de heterocromatina varia de qualquer maneira.

Ja a técnica por coloracao por nitrato de prata identifica as regides ativas de
regides organizadoras de nucléolos, marcando as formas ativas da regido do DNAr
45S e evidenciando a posicao e numeros de DNAs ribossomais, as RONs ativas sao
aquelas em que o rDNAs estdo associados com proteinas que se reagem com a
prata (Neves et al., 2005; Clarindo e Carvalho 2009; Margonar et al., 2012). Tais
técnicas fornecem informacdes que podem ser utilizadas na diferenciacao inter- e
intraespecifica, auxiliando no posicionamento taxondmico de espécies em termos
evolutivos do cariétipo.

Diante do exposto o presente estudo teve como objetivo analisar
citogeneticamente uma populagdo de Psychotria ipecacuanha do estado de Mato
Grosso, por meio de técnicas convencionais, morfometria cromossémica e
bandeamento cromossémico, tendo como finalidade detectar possiveis
polimorfismos cromossOmicos entre as mesmas, estabelecer técnicas de Ag NOR e

verificar o padrao de bandas obtidas com bandeamento C.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos

Vegetais, localizado na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus
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Alta Floresta — MT, utilizando exemplares de Psychotria ipecacuanha, de uma
populagao de Tangara da Serra (S 14°38' e W 57°20').

Para a obtencdo de cromossomos metafasicos e nucleos interfasicos, foram
coletadas radiculas de estacas da populacdo. A fim de obter um maior nimero de
metafases, as raizes foram submetidas ao pré-tratamento com bloqueador APM na
concentracdo de 3uM, as quais ficaram em contato com o anti-tubilinico por um
periodo de 18 horas a uma temperatura de 4°C. Apds o tratamento, as raizes foram
secas em papel absorvente e fixadas em metanol: acido acético na propor¢cao de
3:1. O fixador foi trocado trés vezes, e as amostras permaneceram por 24 horas na
solugao fixadora, sendo posteriormente estocadas a -5°C até o momento de uso
(Carvalho et al., 2005).

Para a realizacdo da digestao celular, os meristemas radiculares foram
lavados, digeridos com enzima Pectinase Sigma® durante 2 horas a 34°C.
Posteriormente as raizes foram lavadas com agua destilada com trés trocas
consecutivas, e fixadas em metanol:acido acético. O material fixado foi armazenado
sob refrigeragéo (4°C) por no minimo 24 horas antes do preparo das laminas.

As laminas foram confeccionadas por dissociacdo do meristema radicular,
secadas ao ar em movimentos rapidos e em placa aquecedora a 50°C, seguindo a
metodologia descrita por Carvalho e Saraiva (1993). As laminas foram coradas com
solugéo de Giemsa a 5% (Merck KGaA) em um tampao de fosfato (pH 6,8) durante 5
minutos, posteriormente lavadas duas vezes em agua destilada e secas ao ar.
Foram analisadas trinta metafases, sendo as melhores imagens fotografadas com o
uso de objetiva de 100X de um microscépio fotdbmico binocular (Leica ICC 50)

acoplado a um computador e no software LAZ EZ V1. 7.0.

Bandeamento com nitrato de prata- Ag-NOR

Para o tratamento com nitrato de prata, seguiu-se a metodologia descrita por
Funaki et al. (1975), realizando os seguintes passos:

1° As ladminas foram preparadas de acordo com o item anterior e
envelhecidas por 20 dias;

2° Foi preparado solucao de 50% de nitrato de prata;
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3° Sobre cada lamina contendo o material pra andlise foi gotejada de 3 a 4
gotas da solugéao de nitrato de prata;

4° As laminas foram cobertas com laminulas;

5° As laminas foram incubadas em camara umidas e mantidas por 19 horas
em temperatura controlada de 34° C em estufa.

6°. Finalizado o periodo de incubagao, as laminulas foram retiradas com jato

de agua e as laminas lavadas com agua destilada por cerca de 2 minutos.

Bandeamento C

Para o estudo da heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica descrita
por Summer (1972) por meio do bandeamento C, seguindo os procedimentos
abaixo:

1°- As laminas preparadas foram envelhecidas por 20 dias;

2° As laminas ja contendo o material para analise, foram tratadas com HCI
1N em temperatura ambiente (25° C), em estufa, por 15 minutos.

3° As laminas foram lavadas em agua corrente e secas ao ar.

4° Incubou-se as ldminas em solucdo salina de 2xSSC, a 60°C em banho-
maria por 15 minutos.

5° Lavou-se em agua corrente e deixou-se secar ao ar.

6° Incubou-se as Iaminas por 30 segundos em solug¢ao de hidréxido de bario
(BaOH), em banho-maria a 42°C, sendo o BaOH recém preparado e filtrado.

7° Lavou- se a lamina rapidamente em solucdo de HCI 1N, e depois em
agua deionizavel, e deixou- se secar ao ar.

8° Incubou-se a lamina em solugao salina de 2xSSC a 60°C, por 1 hora.

9° Lavou-se as laminas em agua corrente e deixou secar ao ar.

10° Corou as laminas com Giemsa 5% durante 4 minutos.

11° A lamina foi lava em agua corrente, seca ao ar, e analisada em

microscopio optico na ocular de 100x.
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Analises dos dados cromossomicos

Para a obtengdo das medidas dos cromossomos foiusado o programa
MicroMeasure versdo3.3 (MM), proprio para analises das medidas cromossdmicas e
disponibilizado no site http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure, pelo
departamento de Biologia daUniversidade do Estado do Colorado —EUA (Colorado
StateUniversity) (Reeves, 2015; Reeves, 2003).

A nomenclatura para a morfologia cromossOmica adotada foi a de Levan et
al.(1964), os pares cromossdmicos foram alinhados pelos centrdbmeros e numerados
em ordem decrescente de tamanho. Para a caracterizagdo do cariotipo foram
utilizadas medidas dos CTC (comprimento total de cromatina), calculado médiante
somatéria do tamanho individual de todos os cromossomos, IC (indice centromérico)
de cada par cromossémico calculado de acordo com Levan (1964). Os cariétipos
foram montados a partir das imagens capturadas em contraste de fase as quais

foram editadas com o programa Corel Draw.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As anadlises das metafases evidenciaram que Psychotria ipecacuanha possui
complemento dipldide de 2n=22 cromossomos (Figura 1), corroborando com o
numero basico descrito para o género de n= 11 cromossomos, e com dados descrito
para a espécie por Rossi et al., (2008).

A analise da morfometria cromossémica revelou um cariétipo composto de 7
pares de cromossomos metacéntricos e 4 pares de cromossomos submetacéntricos
permitindo descrever sua formula cariotipica de 7M + 4SM (Tabela 1). O género
Psychotria é caracterizado por apresentar uma simetria no cariétipo, com
prevaléncia de cromossomos metacéntricos (Corréa e Forni-Martins, 2004). Os
resultados encontrados no presente estudo corroboram com dados ja descritos na

literatura.
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Figura 1. Metafase mitética de Psychotria ipecacuanha, pré-tratados com 3uM de
APM por 18 horas a 4°C e corados com Giemsa 5% por 3 minutos. Barra= 10 um.

Tabela 1. Apresentacdo da morfologia dos cromossomos metafasicos de P.
ipecacuanha 2n=22 cromossomos. IC= Indice centromérico, R= razdo entre

bragos, M= metacéntrico, SM= submetacéntrico

Comprimento Braco (um) Morfologia
Cromossomo IC
total (um) Longo  Curto cromossdmica
1 5,67 3,42 225 1,59 39,18 SM
2 4,91 3,12 1,79 1,86 36,65 SM
3 4,53 2,65 1,88 1,41 41,58 M
4 4,48 2,68 1,80 1,53 40,11 SM
5 4,43 2,48 1,96 1,27 44,16 M
6 4,06 2,12 1,94 1,09 47,84 M
7 4,00 2,1 1,89 1,12 47,24 M
8 3,92 2,32 1,60 1,46 40,70 M
9 3,81 2,13 1,68 1,27 44,10 M
10 3,49 2,10 1,39 1,52 39,74 SM
11 3,10 1,82 1,28 1,44 41,24 M

O comprimento total dos cromossomos variou de 5,67 um a 3,10 ym. John

(1980) relata que o comprimento de um cromossomo € considerado uma constante

e, portanto € uma de suas propriedades caracteristicas. Podendo ser classificados

como longos (>10 pm), médios (4-8 um) ou curtos (<4 um). Dessa forma, P.

ipecacuanhaapresentou cromossomos considerados curtos e médios, o que difere

dos resultados encontrados por Rossi et al., (2008), onde os cromossomos tiveram

seus tamanhos variando de 3,97 a 2,53, sendo classificados como cromossomos

curtos, sem a presenca de cromossomos medios como 0s encontrados no presente
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estudo.Tais variagdes morfolégicas muitas vezes estdo associadas a variagdes
dentro da propria espécie, ou ao grau de compactagcao da cromatina, dependendo
da substancia quimica utilizada e do tempo de acdo dos agentes bloqueadores
(Margonar et al., 2012).

O valor médio da razao entre os bragos longos e curtos (R) foi de 1,86 um a
1,09um e o indice centromerico variou de 47,84um a 36,65 ym. Corréa e Forni-
Martins (2004) apresentaram o ideograma de P. deflexa DC. (2n = 32), descrevendo
um cariétipo composto de cromossomos médios e curtos, sendo a maioria
submetacéntricos, levando a um ideograma com taxa de simetria de TF%=40,06.
Deste modo os resultados encontrados no presente estudo corroboram com os

descritos para o género Psychotria.
Bandeamento NOR

A impregnacao por nitrato de prata (Ag-NR), revelou um par de regides
organizadoras nucleolares ativas (RON ativa), na porgdo telomericado par de
cromossomos “4” (Figura 2). Regides marcadas positivamente com AgNOR,
correspondem aos locais que estavam ativos, precedendo a intérfase, onde ocorrem
processos de sintese dos RNAs ribossomais, que participam da formacado das
proteinas (Roussel et al., 1996; Sumner 2003).
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Figura 2. Metafase mitotica de P. ipecacuanha, pré-tratados com 3uM de APM por
18 horas a 4°C e submetidos ao bandeamento AgNO3 por 18 horas a 34°C.
Cromossémos com banda NOR positiva na porgéo telomérica do brago longo, nos
grupos cromossomicos (4). Barra= 10 ym.

Em estudo com Genipa americana, espécie da familia Rubiaceae, Pierozzi e

Mendacolli (1997) identificaram por meio da analise citolégica, que somente o
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cromossomo 4 € associado com a regido organizadora de nucléolo. Ja Guerra
(1993), concluiu que o cromossomo 11 esta associado com a NOR, baseado nos
sinaisde cromomicina positivo no segmento terminal. No presente estudo também
foram encontrados apenas um par de RONs ativas, corroborando com dados
existentes para a familia.

Técnicas como o bandeamento Ag-NOR, tem se mostrado um importante
instrumento na compreensao da evolucao das espécies, pois possibilitam avaliagdes
detalhadas da presenca e posicdo das bandas cromossdOmicas, o que facilita a
identificacdo e caracterizagdo de cromossomos praticamente idénticos, rearranjos
cromossOmicos, comparacao entre espécies e as transformagdes que ocorreram em
grupos de espécies proximas e com cariotipos parecidos (Guerra, 1988; Almeida,
2008). Toledo et al. (2014) relatam que dados sobre as regides organizadoras de
nucléolo, contribuiem no aumento da eficiéncia de estratégias de conservagao, no
estudo da evolugao e também nos trabalhos de melhoramento genético. Deste modo
os dados encontrados no presente estudos serdo Uteis em pesquisas taxondmicas,

evolutivas, genéticas, contribuindo em programas de melhoramentodo género.

Bandeamento C

O bandeamento C diferencia regides de heterocromatina constitutiva que
sao sequéncias de DNA altamente repetitivas as quais nao codificam proteinas, ou
seja, nao possuem atividade génica, esse procedimento pode ser empregado na
caracterizacdo de diferentes acessos de uma mesma espécie, na deteccdo de
alteragdes estruturais, como delegdes, inversdes e translocagdes (Gill et al., 1991) e
na identificagdo de linhas de adicdo e de substituicdo (Friebe et al., 1993). Neste
estudo, o bandeamento C revelou que os pares 4 e 5, possuem dois blocos

heterocromaticos de tamanhos desiguais (Figura 3).
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Figura 2. Metafase mitética de P. ipecacuanha, pré-tratados com 3uM de APM por
18 horas a 4°C e submetidos ao bandeamento C. Barra= 10 pm.

O aparecimento de blocos heterocromaticos desiguais como os observados
no presente estudo, pode ser devido a translocagdes Robertsonianas (forma comum
de rearranjo cromossémico), inversdes e translocag¢des desiguais (Romero, 1986).
Técnicas de bandeamento cromossdémico, como o bandemaneto C, ampliam os
horizontes da citogenética, pois facilitam o pareamento cromossémico e montagem
de caribtipos, além de auxiliar no entendimento das realagdes evolutivas das

espécies ou grupos taxondmicos.

CONCLUSAO

Psychotria ipecacuanha possui um complemento diploide de 22
cromossomos, com um cariotipo composto de 7 pares de cromossomos
metacéntricos e 4 pares de cromossomos submetacéntricos permitindo descrever
sua férmula cariotipica de 7M + 4SM, a coloracdo com nitrato de prata revelou um
par de regides organizadoras nucleolares ativas (RON ativa), na porg¢ao telomérica
do par de cromossomos “4” e o bandeamento C corou de forma diferencial quatro
blocos heterocromaticos de tamanhos desiguais, 0 que pode ter sido causado por

translocagdes Robertsonianas.
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4.2 INDICE MEIOTICO E VIABILIDADE POLINICA DE UMA POPULAGAO DE
Psychotria ipecacuanha LOCALIZADA EM TANGARA DA SERRA, MATO
GROSSO, BRASIL.

RESUMO

Psychotria ipecacuanha é uma planta herbacea, perene, conhecida popularmente
por poaia, planta medicinal, cujo uso esta ligado a presenga de emetina e a cefalina
em suas raizes, que conferem a planta um poder emético e amebicida. O estudo da
viabilidade polinica se constitui em um dos fatores de suma importancia no
melhoramento de plantas, pois reflete a potencialidade do gameta masculino na
eficiéncia da fecundagao. Este trabalho teve como objetivo analisar o indice meidtico
(IM) e a viabilidade polinica de uma populagéo de Psychotria ipecacuanha. Para as
analises do indice meidtico, foram utilizadas anteras em estagio de pré antese sendo
estas maceradas com uma gota de corante Orceina Acética 2%. Foram analisadas
40 laminas, sendo contabilizadas 100 células mae do grdo de pdélen (CMGP) por
ldmina. Na viabilidade polinica as laminas foram preparadas pelo método de
esmagamento sendo comparada a eficiéncia de quatro corantes: lugol 2%, Reativo
de Alexander, Azul de Astra e 2,3,3 Cloreto de Trifenil Tetrazélio 0,30% (TTC).
Utilizou-se cinco anteras/botao/lamina, sendo contabilizadas 10 laminas, e 300 graos
de pdlen por lamina, totalizando 3000 gréos de polen por corante. A populagao de P.
ipecacuanha apresentou um alto indice meidtico, com valores acima de 86,2%,
indicando a ocorréncia de uma meiose regular, independente do corante utilizado, a
taxa média percentual de viabilidade foi acima de 72%, mesmo havendo diferenga
significativa entre os corantes utilizados. Os resultados do presente estudo
evidenciam a possibilidade de superestimacédo da viabilidade polinica pelo método
com Lugol e Azul de Astra. Recomenda-se, pela distingdo entre grdos de podlen
viaveis e inviaveis o uso do Reativo de Alexander. E por corar apenas polens com
atividade respiratoria indica-se o TTC 0,30%, o qual se mostrou eficiente na

estimativa da viabilidade polinica da poaia.

Palavras-chave:poaia, melhoramento de plantas e indice meidtico.
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MEYOTIC INDEX AND POLYNICAL VIABILITY OF A POPULATION OF Psychotria
ipecacuanha LOCATED IN TANGARA DA SERRA, MATO GROSSO, BRAZIL.

ABSTRACT

Psychotria ipecacuanha is a perennial herbaceous plant, popularly known as poaia, a
medicinal plant whose use is linked to the presence of emetin and cephalin in its
roots, which give the plant an emetic and amebicidal power. The study of pollen
viability is one of the most important factors in plant breeding, since it reflects the
potential of the male gamete in fertilization efficiency. This work aimed to analyze the
meiotic index (IM) and pollen viability of a population of Psychotria ipecacuanha. For
the analyzes of the meiotic index, anthers were used in pre-premature stage and
these were macerated with a drop of Orceina Acética 2% dye. A total of 40 blades
were analyzed, counting 100 pollen grain (CMGP) stem cells per slide. In the pollen
viability the slides were prepared by the crushing method and the efficiency of four
dyes was compared: Lugol 2%, Alexander Reactive, Astra Blue and 2,3,3 Triphenyl
Tetrazole Chloride 0.30% (TTC). It was used five anthers / bud / blade, counting 10
blades, and 300 pollen grains per blade, totaling 3000 grains of pollen per dye. The
population of P. ipecacuanha presented a high meiotic index, with values above
86.2%, indicating the occurrence of a regular meiosis, independent of the dye used,
the average percentage of viability was above 72%, even though there was a
significant difference among the dyes used. The results of the present study show
the possibility of overestimation of pollen viability by the Lugol and Astra Blue
method. It is recommended, by distinguishing between viable and non-viable pollen
grains, the use of the Alexander Reactive and because only the pollens with
respiratory activity were stained, the TTC was 0,30%, which was efficient in

estimating the pollen viability of the poaia.

Key words: poaia, plant breeding and meiotic index.
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INTRODUGAO

Psychotria ipecacuanha € uma planta herbacea, perene, com 50 cm de
altura, conhecida popularmente por ipeca ou poaia, € uma espécie medicinal, cujo
uso farmacoldgico esta ligado a presenca de dois alcaldides em suas raizes: a
emetina e a cefalina que conferem a planta um poder emético e amebicida (Costa,
1978; Sousa, 1991). A maioria dos trabalhos sobre a poaia esta relacionado aos
estudos farmacoldgicos, o que deixa lacunas, principalmente no que se refere a
taxonomia, morfologia, conservacgéao e citogenetica (Teixeira et al., 2012).

A caracterizagao citogenética envolve, entre outros aspectos, a contagem do
numero cromossémico, determinacdo do nivel de ploidia, avaliacdo do
comportamento meiético e da fertilidade de podlen, além de esclarecer possiveis
erros ocorridos durante a divisao celular. O surgimento de graos de pdlen anormais,
ou inviaveis, pode ser resultado de irregularidades cromossdémicas como:
aberracdes estruturais e numéricas, que por sua vez, decorrem de anormalidades
que podem ocorrer durante a pré-meiose, meiose e pos-meiose (Corréa et al., 2005;
Pagliarini e Pozzobon, 2005; Pozzobon et al, 2015).

O estudo da viabilidade polinica se constitui em um dos fatores de suma
importancia no melhoramento de plantas, pois reflete a potencialidade do gameta
masculino na eficiéncia da fecundacéo e posterior fertilizagdo (Biondo e Battistin,
2001). Além de ser um fator importante na distingdo das espécies pela morfologia e
viabilidade (Karsburg e Battistin, 2005). Por meio dos dados de viabilidade polinica,
€ possivel obter correlagcdes com anormalidades meidticas, auxiliar na selecao de
materiais genéticos e fazer inferéncias sobre a eficiéncia de cruzamentos (Horner e
Palmer 1995; Love, 1951; Corréa et al., 2005;).

Dentre os corantes mais utilizados para avaliar a viabilidade polinica,
destacam-se: carmim acético, azul de anilina, azul de algodéo, iodeto de potassio
(Stanley e Linskens, 1974; Sharma e Sharma, 1994), os quais promovem diferencas
na coloracdo dos graos de podlen, fornecendo resultados de forma rapida e com
baixo custo. Esses corantes tém uma aplicagao limitada, pois coram somente pdlens
funcionais, enquanto que os inviaveis sédo identificados por ndo corarem. Desse
modo ndo sao adequados para espécies cujos graos de polen apresentam paredes

espessas e mucilaginosas, pois dificultam a sua penetragédo, impedindo a coloragao.
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Nessa condicdo, podlens viaveis podem nao apresentar coloracdo e serem
equivocadamente classificados como abortados (Alexander, 1980).

A literatura mostra que os sais de tetrazdlio, advindos do corante 2,3,5 trifenil
tetrazolio, se reduzem nos tecidos vivos, resultando em um composto de cor
vermelha (formazan), tal composto é formado pela catalise das reagdes respiratérias
nas mitocéndrias pelas enzimas desidrogenases durante a glicélise e o ciclo de
Krebs. Quando o tetrazdlio é reduzido, formando trifenilformazan, indica que ha
atividade respiratéria nas mitocéndrias, o que significa que ha viabilidade das células
e, portanto, dos tecidos. Assim, a coloragdo resultante da reacdo é indicacédo da
viabilidade pela deteccdo da respiracdo celular. Tecidos ndo viaveis ndo reagem e,
consequentemente, nao se colorem (Costa et al. 2007, Lauton et al., 2016; Macedo
et al., 2016). De acordo com o exposto este trabalho teve como objetivo analisar o
indice meidtico (IM) e a viabilidade polinica de uma populacdo de Psychotria

ipecacuanha.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais, localizado na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),
campus Alta Floresta — MT.

Material vegetal e local de coleta

Na época de floragdo foram coletados botdes florais em pré- antese de
diferentes tamanhos e em diferentes estagios de desenvolvimento, de Psychotria
ipecacuanha, provenientes de uma populacdo do municipio de Tangara da Serra (S
14°38' e W 57°20').

Analise dos produtos meiéticos: estimacgao do indice meiético

Durante o periodo de floragéo, botdes florais de diferentes tamanhos e em
diferentes estagios de desenvolvimento foram coletados e fixados em solucdo de

etanol: acido acético, na propor¢cao de 3:1.
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Para o preparo das laminas os botdes florais foram lavados em agua
destilada por 15 minutos, realizando-se 3 trocas. As laminas foram preparadas com
o procedimento padréo da técnica de esmagamento usando-se coloragdo com o
corante orceina acética 2%. Para isso os botdes florais foram dissecados em
microscopio estereoscopio, tendo as 5 anteras retiradas e maceradas sobre uma
ldamina contendo uma gota do corante. Essa operacao foi executada com o auxilio
de um bastdo de vidro para evitar a oxidacdo do material. Em seguida as laminas
foram confeccionadas e levadas para analise em campo claro em microscopio
optico.

Foram analisadas 40 Iaminas, sendo contabilizadas 100 células mée do gréao
de polen (CMGP) por lamina, perfazendo um total de 4000 CMGP. Para tanto foi
utilizado o método de varredura.

Para a estimagdo do indice meidtico (IM), quantificou-se o numero de
produtos pés-meidticos, denominados: diades, triades e tétrades. O IM foi calculado
de acordo com Love (1949): IM = numero de tétrades normais / numero total de
tétrades x 100. As células maes de pélen com quatro microsporos foram
consideradas tétrades normais e como anormais aquelas com numeros de
micrésporos diferentes de quatro: diades (dois micrésporos) e triades (trés

micrésporos) (Corréa et al., 2005).

Analise da viabilidade dos graos de pélen

Foi comparada a eficiéncia de quatro corantes: lugol 2%, Reativo de
Alexander, Azul de Astra e 2,3,3 Cloreto de Trifenil Tetrazolio 0,30% (TTC) a fim de
investigar qual era o mais eficiente na estimativa da viabilidade polinica da espécie.
Utilizou-se cinco anteras/botao/lamina, sendo contabilizadas 10 I[aminas, e 300 graos
de pdlen por lamina, totalizando 3000 grdos de pdlen por corante. Para esses
corantes, a viabilidade foi determinada pela capacidade de coloragao dos graos de
polen, onde foram considerados viaveis os pdélens que apresentaram coloragédo da
exina e da intine ou protoplasma bem definido e inviaveis aqueles que apresentaram
exina corada e auséncia de protoplasma. Sendo considerado como viavel os graos

de podlen que adquiriram coloragdo marrom escuro/ preto quando corado com lugol,
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azul escuro para o azul de astra, rosa/pink na reagdo com TTC 0,30% e para o
Reativo Alexnder quando a intine adquiriu cor rosa e exine verde.

Para o corante TTC foi realizado uma estimativa de tempo de coloracao,
para tanto as Iaminas foram confeccionadas e observadas a cada 15 minutos, para
determinar o tempo necessario para a ocorréncia de reagdo de formagcdo do
formazan e consequente coloragao do grao de pdlen.

Para o preparo das laminas foi utlizado o método de esmagamento, as
anteras foram cortadas transversalmente com o auxilio de um bisturi, para a
liberacdo dos graos de pdlen, sendo posteriormente maceradas levemente com um
bastdo de vidro, sobre uma gota do corante testado. Apds esse procedimento o
material foi coberto com uma laminula e observado ao microscépio. A fim de se
obter uma amostragem ao acaso dos graos de pdlen corados, foi utilizado o método
de varredura, sendo contabilizados 300 grdos de pdlen/lamina (viaveis + inviaveis),
com 10 repeticdes cada, perfazendo um total de 3000 graos de pdlen para cada
corante investigado. Todas as laminas foram observadas sob microscopio éptico na
objetiva de 40x e as imagens foram digitalizadas utilizando o fotomicroscopio Leica,
acoplado a camera digital. Com a contagem obtida em cada corante, calculou-se a

percentagem de pdlens viaveis.
Obtencgao das imagens

As imagens foram obtidas com o uso de objetiva de 100X, em um
microscopio fotdbmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador e no
software LAZ EZ V1. 7.0.
Analise estatistica

Foram utilizadas dez repeticdes, em delineamento inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e comparados pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do Programa Estatistico Sisvar ® (Ferreira, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

indice meiético

A taxa de tétrades normais apontadas por meio dos valores do indice
meiotico (IM) foi considerada normal, com valores médios de 86,22% (Tabela 1).
Uma planta para ser considerada com processo meiotico normal deve ter o IM acima
de 85%, gendtipos que apresentam indice meidtico abaixo deste valor podem
resultar em problemas reprodutivos quando envolvidos em cruzamentos, pois séo

considerados instaveis citologicamente (Love 1949; Yoshitome, 2008).

Tabela 1. Numero células analisadas (TC), numero de celulas mée do grao de pdlen
normais (Tétrade), e anormais ( Triade e Diade), e indice meidtico (TBF), de uma
populagao de P. Ipecacuanha de Tangara da Serra, MT
TC Tétrade Triade Diade indice meidtico (%)
4000 3449 486 65 86,22

No estagio de tétrades normais foram consideradas aquelas que possuiam
quatro micrésporos (Figura 1B). As anormalidades encontradas foram triades e
diades. As triades foram formadas por um micrésporo maior e dois menores, ou
iguais entre si (Figura 1A), enquanto as diades foram formadas por dois microsporos
de tamanhos iguais.A populagdo de P. Ipecacuanha analisada apresentou um |IM

alto.

Figura 1. Células mae do grao
microsporo e em (B) uma tetrade contendo quatro micréscoporos.
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Analisando o comportamento meiotico de Lagerstroemia indica L. Mello et
al. (2016), observaram a formagéo de tétrades normais e de triades, sendo o valor
de IM de 93,40%, considerado alto para a espécie. O estudo meidtico € altamente
importante, pois em espécies ndao melhoradas geneticamente, é esperado um
comportamento meidtico oscilante entre os gendtipos, o que podera resultar em uma
fertilidade limitada quando se considera gametas masculinos. Além disso o
comportamento meiodtico de uma planta esta diretamente relacionado ao seu grau de
fertilidade, as alteragcdes observadas durante a divisdo celular poderao refletir na
viabilidade dos graos de pdlen. Deste modo, a avaliagéo do indice meidtico permite
o estabelecimento dos perfis das plantas quanto a sua estabilidade genética e

fertilidade (Defani-Scoarizes et al., 1995; Damasceno Junior et al., 2010).

Viabilidade polinica

A determinagéo da viabilidade do pélen é fundamental na investigagéo das
causas de infertilidade das plantas e dos problemas de fertilidade que possam
ocorrer (Penaloza, 1995). Observa-se que independente do corante utilizado, P.
Ipecacuanha apresentou alta taxa de viabilidade polinica, sendo a média geral para
cada corante superior a 72% (Tabela 2). Valores de viabilidade acima de 70% nao
causa danos em trabalhos de melhoramentos de espécies, sendo que quanto mais
alta for a viabilidade polinica maior sera o indice de fertilizagdo, sendo considerados
como alta taxa de viabilidade do pdlen valores acima de 70%; como média
valores de 31 a 69% e valores até 30% como baixa viabilidade (Souza et al., 2002;
Mello et al., 2016).

Tabela 2. Valores médios percentuais de viabilidade polinica de P. ipecacuanha,
com os corantes: Azul de Astra, Lugol 2%, Reativo de Alexander e TTC 0,30%

Teste Colorimétrico Viabilidade (%)
Azul de Astra 97,48 a
Lugol 2% 94,13 b
Reativo de Alexander 89,73 ¢
TTC 0,30% 72,00d
CV (%) 2,45

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.
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A viabilidade polinica é considerada uma medida de fertilidade masculina,
determinada pela utilizagdo de varias técnicas, na citogenética, é bastante
empregada no monitoramento de pdélen em armazenamento, de maneira a garantir a
fertilidade e com isso, tornar possivel o cruzamento entre gendtipos de importancia
econémica (Souza el al., 2002).

A maior taxa de viabilidade foi encontrada para o corante azul de astra com
valor de 97,48%. Este corante reage com a celulose fornecendo uma coloragao azul
escura para os graos de pdlen viaveis (Figura 2G e 2H), enquanto os inviaveis
adquirem coloram azul clara. Para Mello et al., (2013) o corante Azul de Astra é

bastante indicado para avaliar a viabilidade do grdo de pdlen, corando-o de uma

maneira diferencial os viaveis dos inviaveis.

Figura 2. Grados de pdlen de P. ipecacuanha obtidos por diferentes metodos
colorimétricos. TTC 030% A) viavel B) inviavel. Lugol 1% C) viavel D) inviavel.
Reativo de Alexander E) viavel F) inviavel. Azul de astra 0,5% G) viavel H) inviavel.
Barra =10 ym

O lugol apresentou taxa de viabilidade de 94,13% (Figura 2E e 2F). Este
teste colorimétrico € muito utilizado para estimar a viabilidade polinica de varias
espécies, sendo mais indicado para as que possuem polens amilaceos, pois este
método se baseia na reagao quimica entre o iodo e a molécula de amido. A reacao
positiva ao lugol demonstra a afinidade pelo amido, fornecendo ao pélen viavel uma

coloragao preta azulada (Tiago et al., 2014). Macedo et al. (2016), utilizando o teste
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com lugol na determinagdo da viabilidade polinica de Alpinia zerumbet, também
encontraram valores alta de viabilidade.

Para o corante reativo de Alexander (verde malaquita + fucsina acida), a
taxa de viabilidade polinica foi de 89,73%. Neste teste o pdlen viavel adquire
coloracao diferencial entre exina e protoplasma. A fucsina reage com o protoplasma,
o qual adquire coloragao rosa, ja o verde malaquita possui afinidade com a celulose
presente na parede celular corando-a de verde, deste modo pélens viaveis coram a
exine de verde e protoplasma de rosa , enquanto que pdlens inviaveis por nao
possuirem protoplasma adquirem um tom esverdeado (Alexander, 1980).

A coloragdo de pédlens inviaveis é de grande valia, ja que a utilizacdo de
corantes incapazes de corar grdos de polen inviaveis pode levar a uma
superestimacdo da viabilidade, haja vista que pdlens com paredes celulares
mucilaginosa, espessas e com espiculas dificultam a penetracdo e reagao do
corante, o que pode levar a uma classificacdo equivocada dos grdos de podlens
(Alexander, 1969).

Na analise de botbes florais coletados em turnos diferentes observou-se que
as anteras coletadas no turno matutino tiveram uma reacao rapida com o tetrazdlio,
obtendo uma coloracao rosa/pink instantaneamente apés o contato, sendo que o
melhor horario para a coleta foi as 08:00 horas. Ja os botdes coletados no periodo
vespertino demoraram em torno de 2 horas e 30 minutos para obter coloragao, tal
situacéo deve estar ligado com o fator climatico e maior indice de respiragéo celular
dos gréaos de polens no periodo matutino, ja que o corante, reage com o hidrogénio
produzido na respiragao celular do pdlen, fazendo o grdo de pdlen adquirir uma
coloracao diferenciada (Huang et al.,, 2004). Desta forma quanto maior a taxa de
respiracdo celular, maior €& a atividade enzimatica da desidrogenase, e
disponibilidade de ions hidrogénio livres para reagir com o tetrazolio e formar o
formazan que fornece a coloragao rosa aos graos de podlen.

Fatores ambientais também podem interferir na viabilidade polinica quando a
abertura da antera coincide com elevada umidade do ar, a alta pressdo osmotica do
conteudo celular do grao de pélen, aliada a baixa resisténcia de sua parede, pode
diminuir a taxa de respiracao celular e viabilidade (Sousa, 2002).

Ge et al. (2011) evidenciaram em Panicum virgatum L., que o aumento da

temperatura e a irradiagdo ultravioleta-B mostraram interferir negativamente na
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viabilidade e longevidade do pédlen. Segundo Soares (2010), que analisou a
viabilidade de pdlen de bananeira em temperatura mais elevada, os valores mais
altos de VP foram obtidos as 8h, tal resultado é explicado pelo fato de que nesse
horario de coleta o pdlen encontra-se em adequado estadio de desenvolvimento
fisioldgico (imediatamente apds a antese), observando-se, portanto, uma redugao
nos valores dessas variaveis ao longo do dia.

Trabalhos conduzidos por Nunes (2004), com graos de podlen de flores de
atemoeira coletados em diferentes horarios, entre 7 horas e 10 horas, e inoculados
em meio de cultura com diferentes concentragcées de sacarose, indicaram que os
graos de polen coletados as 7h e inoculados em meio de cultura com concentragao
de sacarose de 10%, apresentaram maior porcentagem de viabilidade. Resultados
semelhantes foram obtidos em Solanum sessiliflorum Dunal (Luz et al. 2008) e
Passiflora suberosa (Cruz et al. 2008). Anormalidades, tais como pélen contraido ou
vazio sdo relatados para plantas de pimenta expostas a alta temperatura e seriam
responsaveis pelo decréscimo na viabilidade do pdlen e, consequentemente, pela
baixa produgédo de sementes (Raja Reddy e Kakani, 2007).

Na avaliagdo da viabilidade do pdolen com uso de tetrazolio a 0,30% foi
constatado um valor médio 72,7%. O teste de TTC é um teste rapido e simples, por
isso tem sido muito utilizado, além de varios autores relatarem que o teste de TTC é
uma estimativa confiavel da viabilidade polinica, sendo proxima aquela fornecida
pelos testes de germinagdo in vitro (Mulugeta et al.1994, Bolat e Pirlak 1999,Huang
et al., 2004).

Em trabalho de viabilidade polinica com Carica papaya com o uso de TTC,
carmim acético, lugol, sudan e Alexander,Munhoz et al (2008), demonstraram que
teste com TTC foi o unico método colorimétrico que forneceu resultados
semelhantes a estimativa de viabilidade polinica dada pelos testes de germinacéo in
vitro (67,5%) e, portanto, confiavel na avaliagdo de viabilidade polinica, e ainda
supde que os demais corantes testados superestimaram a viabilidade polinica.
Resultados semelhantes foram obtidos em bananeira tetraploides por Soares et al
(2010), onde os autores demostraram que o teste com TTC foi o método
colorimétrico que forneceu resultados mais proximos a estimativa de viabilidade

polinica dada pelos testes de germinagao in vitro.
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A viabilidade polinica associada ao comportamento meibtico, pode ser
considerado um método rapido e um resultado de partida na avaliacdo da
viabilidade. Uma alta percentagem de graos de pdlen viaveis normalmente é
esperada como resultado de um alto porcentual de tétrades normais, esse
comportamento reflete a ocorréncia de uma meiose regular e indica potencial uso

desses acessos em cruzamentos (Corréa et al. 2005; Pozzobon et al 2015).

CONCLUSAO

A populacéo de P. ipecacuanha apresenta alto indice meidtico, com valores
superiores a 85%, o que indica a ocorréncia de uma meiose regular. A taxa média
percentual de viabilidade polinica foi alta para a espécie, quando esta é avaliada por
diferentes métodos, portanto os individuos da populacdo analisada poderdo ser
utilizados futuramente em programas de melhoramento sem que haja prejuizos.

A utilizagdo do método com lugol 2% e Azul de Astra superestima a
viabilidade, recomendando a utilizacido do Reativo de Alexander, por apresentar facil
distingdo entre gréos de pdlens viaveis e inviaveis. E devido a coloragao apenas de

poléns com atividade respiratéria indica-se o TTC 0,30%.
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4.3 GENOTOXICIDADE, CITOTOXICIDADE E EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DE
EXTRATOS DAS RAIZES DE Psychotria ipecacuanha

RESUMO

As plantas com potencial medicinal possuem propriedades terapéuticas e tém sido
amplamente utilizadas na medicina popular de forma empirica contra varias
patologias, porém a maioria destas plantas nao foi suficientemente estudada no que
se refere ao seu potencial citotoxico/mutagénico. O presente estudo avaliou o efeito
citotéxico e genotdxico de decocgdes das raizes de Psychotria ipecacuanha, sobre o
ciclo celular de Allium cepa e Pisum sativum. Foram testadas cinco concentracdes
de decoccgao das raizes de poaia: 2g/L, 5g/L e 8g/L e cinco tempos de exposi¢cao
das raizes as decocgdes: 24, 48, 72, 96 e 120h. Para cada tratamento e para os
controles negativo e positivo foram utilizados cinco bulbos de Allium cepa e 10
sementes de Pisum sativum. Os bulbos foram inicialmente colocados em agua
destilada e as sementes foram colocadas em placas de Petri forradas com papel
germitest e umedecido com agua destilada, a fim de estimular o desenvolvimento do
meristema radicular. Apés os bulbos e sementes enraizarem, os mesmo foram
colocados nas solucdes teste pelo tempo determinado para cada tratamento. As
ldaminas foram preparadas pela técnica de esmagamento com o uso do corante
orceina acética 2%. O indice mitético foi obtido por meio da divisdo do numero de
células em mitose pelo numero total de células e multiplicando-se por 100. Para o
calculo o Valor Limite de Citotoxicidade foi realizado a divisao do indice mitético da
amostra pelo indice mitético do controle negativo e multiplicado por 100. O valor
limite de citotoxidade demostrou que os extratos aquosos de P. ipecacuanha,
qguando usados em altas concentragdes ou por longo periodo, possuem efeitos letais
ou subletais. As principais alteragcbes cromossOmicas encontradas foram:
cromossomos perdidos e micronucleo. As decocgdes das raizes de P. ipecacuanha
possuem efeito genotdéxico, uma vez que todas as concentragdes causaram
alteracdes cromossdmicas no ciclo celular de Allium cepa e Pisum sativum, e causou
um efeito inibitério no ciclo celular dos dois bioindicadores testados, o que

demonstra possuir um efeito citotoxico e antiproliferativo.

Palavras-chave: efeito citotoxico, antiproliferativo e Allium cepa.
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GENOTYPICITY, CYTOTOXICITY AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF
EXTRACTS OF THE ROOTS OF Psychotria ipecacuanha

ABSTRACT

Plants with medicinal potential have therapeutic properties and have been widely
used in folk medicine empirically against various pathologies, but most of these
plants have not been sufficiently studied for their cytotoxic/mutagenic potential. The
present study evaluated the cytotoxic and genotoxic effect of decoctions of the roots
of Psychotria ipecacuanha on the cell cycle of Allium cepa and Pisum sativum. Five
decoction concentrations of roots were tested: 2g /L, 5g/ L and 8g / L and five roots
exposition times for the decoctions: 24, 48, 72, 96 and 120h. For each treatment and
for the negative and positive controls, five bulbs of Allium cepa and 10 seeds of
Pisum sativum were used. The bulbs were initially placed in distilled water and the
seeds were placed in Petri dishes lined with germitest paper and moistened with
distilled water in order to stimulate the development of the meristem root. After the
bulbs and seeds were rooted, they were placed in the test solutions by the time
determined for each treatment. The slides were prepared by the crushing technique
using the acetic orcein 2% dye. The mitotic index was obtained by dividing the
number of cells in mitosis by the total number of cells and multiplying by 100. To
calculate the Citotoxicity Limit Value, the mitotic index of the sample was divided by
the mitotic index of the negative control and multiplied by 100. The limit value of
cytotoxicity has shown that aqueous extracts of P. ijpecacuanha, when used in high
concentrations or for long period, have lethal or sublethal effects. The main
chromosomal alterations were: lost chromosomes and micronucleus. The decoctions
of P. ipecacuanha roots have a genotoxic effect, since all concentrations caused
chromosomal alterations in the cell cycle of Allium cepa and Pisum sativum, and
cause an inhibitory effect on the cell cycle of the two bioindicators tested, which

demonstrates an effect cytotoxic and antiproliferative.

Key words: cytotoxic, antiproliferative and Allium cepa.
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INTRODUGAO

As plantas com potencial medicinal possuem propriedades terapéuticas e
tém sido amplamente utilizadas na medicina popular de forma empirica contra varias
patologias, sendo, algumas vezes, o unico medicamento disponivel a populagéo. O
uso de plantas medicinais vem crescendo gradativamente, devido a varios fatores,
como o baixo poder aquisitivo da populagao e seu custo reduzido. Cerca de 60-80%
da populagcdo mundial nos paises em desenvolvimento, devido a pobreza e falta de
acesso a medicina tradicional dependem essencialmente de plantas para cuidar de
sua saude (Fachinettoe Tedesco, 2009; Dias et al., 2014; Silva et al., 2015).

A maioria das plantas usadas como fonte de chas e infusdes para
tratamentos de enfermidades nao foram suficientemente estudadas, no que se
refere ao seu potencial citotéxico/mutagénico, podendo estes chas e infusdes conter
substancias téxicas com efeitos mutagénicos, o que acarreta em danos a saude.
Tais efeitos podem ser monitorados pelo uso de testes com bioindicadores, como o
sistema teste de Allium cepa e Pisum sativum. Os bioindicadores sao uteis e podem
ser definidos como sistemas indicadores que geralmente incluem subsistemas de
um organismo completo, usados para identificagdo de um alvo especifico (Silva et
al., 2003; Vicentini et al., 2001; Bagatini, 2007).

O sistema teste de Allium cepa destaca-se entre os testes citogenéticos
aplicados para o estudo dos efeitos de extratos vegetais por ser uma alternativa
barata e eficiente. O teste consiste em avaliar alteracées na divisdo celular por meio
da avaliacdo de danos cromossdmicos, disturbios no ciclo celular e indice mitético
de células meristematicas de cebola (Sampaio et al., 2012; Silva et al., 2015).

Mello et al. (2014) relatam o uso do bioindicador Pisum sativum, o qual
possui germinacdo rapida e mostra ser sensivel a alteragdes no meio, podendo
desta forma ser utilizado para os estudos dos efeitos de extratos vegetais, visando a
deteccdo de genotoxidade, porém, ainda sdo poucos os relatos sobre tal
bioindicador.

Psychotria ipecacuanha é uma planta medicinal pertencente a familia
Rubiaceae, em suas raizes s&do produzidos dois alcaldides de grande valor
farmacoldgico: a emetina e a cefalina, que apresentam efeito emético consideravel e

expectorante em doses atenuadas. E amplamente utilizada na medicina popular,
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para o tratamento de malaria, doengas respiratorias, gastrite, disenteria, verme,
cancer, denticdo e vomitivo (Souza et al., 2013; Reis et al., 2004).

Estudos com géneros da familia Rubiaceae apontam que espécies dos
géneros Palicourea e Psychotria apresentam extratos e fragdes com potencial
citotoxico (Pessoa, 2009). A maioria dos trabalhos sobre a ipecacuanha é
relacionada aos estudos farmacoldgicos, ndo havendo relatos de estudos citotoxicos
e mutagénicos, deixando desta forma lacunas sobre dados que assegurem o seu
uso como forma de tratamento para enfermidades, sem que haja prejuizo para a
saude.

Devido ao uso medicinal e importancia, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito citotdxico e genotdoxico de decocgbes das raizes de
Psychotria ipecacuanha, em trés concentrac¢des e cinco tempos de exposicao, sobre

o ciclo celular de Allium cepae Pisum sativum.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais, localizado na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),

campus Alta Floresta — MT,

Area de estudo e material de coleta

Para os testes de genotoxicidade e citotoxicidade utilizou- se raizes secas
de Psychotria ipecacuanha, provenientes de uma populacdo natural situada no
municipio de Denise (S 14°39' e W 57°05'), Mato Grosso.

Montagem do experimento

Foram utilizados bulbos de Allium cepa e sementes de Pisum sativum
adquiridos no comércio local, e raizes secas de Psychotria ipecacuanha para
obtencdo de decoccdo que formaram os tratamentos. Os tratamentos foram
constituidos de trés concentragdes: 2g/L, 5g/L e 8g/L, e cinco horarios de exposi¢cao
das raizes a decoccao: 24h, 48h, 72h, 96h e 120h.
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Para obtencao das decoccgbes as raizes foram trituras e pesadas de acordo
com a concentragado de cada tratamento, posteriormente foram levadas ao fogo em
1 litro de agua da torneira, deixando ferver por 10 minutos. Apds procedeu-se a
coagem da decocgao e deixou-se em repouso até esfriar, como recomendado por
populares que fazem o uso da planta medicinal.

Para os testes, foram utilizados cinco bulbos cebola e 10 sementes de
ervilha para cada tratamento e para os controles negativos e positivos. O controle
negativo constituiu de bulbos e sementes germinados e tratados em agua destilada,
enquanto que o controle positivo constitui de bulbos e sementes germinados em
agua e tratados em solugéo de paracetamol a 0,2%.

Os bulbos foram colocados em copos plasticos descartaveis (10 mL) para o
enraizamento das cebolas. A agua foi trocada a cada 24 horas. Para a germinacgao,
as ervilhas foram colocadas em placa de petri forrada com papel Germitest e
acondicionadas em camara de germinagao (BOD) com ambiente controlado a uma
temperatura de 25° C.

Apds a germinagdo e as raizes atingirem 1cm de comprimento, os
bioindicadores receberam as decoccdes e as coletas foram realizadas de acordo
com os tempos determinados para cada tratamento. As raizes coletadas foram
lavadas em agua destilada e posteriormente fixadas em solugdo de metanol: acido
acético na proporgao de 3:1 e acondicionados em refrigerador até o momento de

preparo das laminas.

Preparo das laminas

No momento do preparo as raizes foram lavadas em agua destilada por 15
minutos, realizando-se 3 lavagens, tais lavagens tem por finalidade realizar a
retirada do fixador do citoplasma da célula, a fim de que o corante consiga reagir
perfeitamente com as células.

Para a hidrolise das células foi utilizado HCI 5N, as raizes da cebolas
ficaram expostas ao acido por 11 minutos, enquanto que as da ervilha necessitaram
de 15 minutos. Ao término desse processo, foram lavadas novamente conforme o

procedimento anterior.
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Para os preparo das laminas procedeu-se o método de esmagamento com o
uso do corante orceina acética 2%, para tanto utilizou se uma radicula por lamina,
sendo analisadas duas radiculas por bulbo. As radiculas foram dispostas sobre a
ldamina de microscopia, sendo a regidao meristematica (identificada pela coloragao
esbranquicada) seccionada com o auxilio de um bisturi. Ao material em plena
atividade celular foi acrescentado uma gota do corante, sendo realizada
esmagamento do material com o bastao de vidro. Apds o material foi coberto com a
laminula e o excesso do corante foi retirado com papel filtro (Guerra et al., 2003;
Galvao, 2008).

As laminas foram avaliadas com auxilio de microscoépio 6ptico (LEICA) com
a objetiva de 40X, na qual se observou células em intérfase, profase, metafase,
anafase, telofase e a possivel ocorréncia de alteragbes cromossémicas durante o
ciclo celular. Foram analisadas 10 laminas por tratamento, 500 células por Iamina,
perfazendo um total de 5000 células por tratamento.

O indice mitético foi obtido dividindo-se o numero de células em mitose
(profase + metafase + anafase + tel6fase) pelo numero total de células (interfase +
mitose) multiplicando-se por 100 (Oliveira et al., 1996; Pires et al., 2001). As
imagens de interesse (anomalias) foram fotografadas com o uso de objetiva de 100X
em um microscopio fotébmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador e
software LAZ EZ V1. 7.0.

Para o calculo do Valor Limite de Citotoxicidade foi realizado a divisdo do
indice mitético do tratamento pelo indice mitético do controle negativo e
multiplicando-se por 100 (Migid et al., 2007).

Os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade de variancia, sendo realizada transformacdo dos dados quando
necessario. Uma vez que foram atendidas as pressuposi¢cdes estatisticas, foi
realizada a analise de variancia e, para as causas de variagdes significativas, foi
utilizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa
Estatistico Sisvar ® (Ferreira, 2011). Para a comparacgao entre as concentragdes foi
realizada pelo teste de regressao a 5% de probabilidade com o auxilio do software
Sigmaplot® 11.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teste Allium cepa

Na analise das células normais a fase de interfase é a que obteve a maior
quantidade de células, tendo valores variando de 27,80 no tratamento 8 g.L-'/ 120h a
481 células para o tratamento de 5 gL-'/120h. Obseva-se que os menores tempos de
exposig¢ao e concentragédo foram os que obtiveram as maiores quantidade de células
normais em interfase (Figura 1A). A ocorréncia de um numero alto de células em
interfase como observados nos varios tratamentos analisados, podem indicar um

efeito antiproliferativo dos extratos sobre a divisao celular (Faschineto et al., 2007).

o

I =32550 + 88,560 'd + 1,717 - 11,06 a2 - 0,02 P =590-3,03""d+0,00 "t + 0,23 gz - 0,0005 ¢
R2=0,80 R® = 0,64

Interfase
Profase

i
arnmm

[ 500
I 550 (A)

(B)

M =073 - 0,40 d + 0,02t + 0.03"e - 0.00007"¢2 T =280-1,19"d +0,02"t + 0,00""a* - 0.00007"p
R2=0,48 R?*=0,54

[0]
! g
= ©
= 2
& &
— 5 Qc?}\ ; QQ?
Py em 9 s e £
I 00 PO (horas, @ I 00 i (horas) <
5 o = 05
§ 1.0
oe C 115
: 20
© [[|[E2 ()

Figura 1. Divisdes normais do Ciclo celular de Allium cepa tratada com decocgao de

raizes de Psychotria ipecacuanha. Em (A) células em interfase, (B) em proéfase, (C)
em metafase e (D) em teléfase.
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Quanto a mitose normal, na profase, metafase e teléfase, a maior
quantidade de células nestas fases foi encontrada para os tratamentos com menor
concentragcao e maiores tempos de exposigao (Figura 1). Para a anafase os maiores
valores foram encontrados para o controle negativo, ndo diferindo do tratamento
2gL-1/96h (Tabela1). As concentragbes de 5g/L e 8g/Lforam iguais ao controle
positivo, deste modo é possivel que a alta concentragcao de alcaloides encontradas
nas raizes da poaia, acentuou o efeito antiproliferativo nos tratamentos com doses
maiores. Tal resultado também foi observado em outras plantas usadas como fontes
medicinais, como em: Phyllanthus niruri L., Punica granatum e Achyrocline
satureioides, onde quanto maior a dose dos extratos maior foi o efeito
antiproliferativo observado (Neves et al., 2014; Kuhn et al., 2015; Fachinetto et al.,
2007).

Tabela 1.Anafases normais obtidas do tratamento em diferentes doses e horarios de
exposicao a decoccgao de raizes de Psychotria ipecacuanha (Dados transformados
para (x+1) * 0,5)

Divisdo Normal

Concentragao Tempo

Anafase

C. Negativo 24h 1,60 a
C. Positivo 24h 0,00b
24h 0,00 b

48h 0,10b

2g/L 72h 0,30 b
96h 0,60 ab

120h 0,40 b

24h 0,00 b

48h 0,00 b

5g/L 72h 0,00 b
96h 0,20 b

120h 0,00 b

24h 0,00 b

48h 0,00 b

8g/L 72h 0,00 b
96h 0,00 b

120h 0,00 b

CV (%) 19,57

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de probabilidade.
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Nos dados das divisdes anormais os maiores valores foram encontrados
para a interfase, tendo valores variando de 0,0 para o controle negativo a 464,10
para a concentragao de 8g/L no tempo de 120h. O tratamento com 120 horas de
exposi¢ao, na concentracao de 8g/L apresentou um maior numero de interfases
anormais, demostrando que tal tratamento nesta concentragdo possui alto efeito

antiproliferativo e mutagénico (Figura 2).
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IA=13,98-71,06" d-227"t + 10,64 a2 + 0,02 g2
Rz=082

(A)

PA =8,90-4,09"d + 0,00t + 0,314 - 0,0003"™
R2= 0,65

profase Anormal

(8)

R?=10,65

AA=415-242"d + 010" + 0,182 - 0,0006 "t
R2=0,59

©
€ 4 |
= SO S e
SRR S
< N
0] 2
7]
8
e 8 O
< 9@
=1 2{}9
120 (&)
. &
— 80 4 Y2 F
B empo &
—F (horas) ©
o s
o «
s
) (D)

R?*=0,57

Telofase Anormal

TA=247-1,49"7d +0,07 )t +0,11d= - 0,0004

(E)

Figura 2. Divisbes anormais do Ciclo celular de Allium cepa tratada com decocgao

de raizes de Psychotria ipecacuanha. Em (A) células em interfase, (B) em préfase,
(C) em metafase, (D) em anafase e (E) em teléfase.
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Quanto a mitose anormal, observa-se que para todas as fases da divisdo
celular, os tratamentos com menor concentragdo (2g.L"') e maiores tempos de
exposicao (96h e 120h) obtiveram os maiores valores, superando os valores do
controle positivo. Tal comportamento deve estar ligado a inibigdo do ciclo celular nas
concentragdes maiores o que leva a um menor numero de células em divisédo celular
e uma diminuigdo nas alteragdes na fase da mitose, no entato ocasiona um aumento
no numero de células em interfase e no efeito antiproliferarivo.
Na anadlise da porcentagem de células anormais, os tratamentos
demonstraram possuir um efeito de dose dependéncia, ocasionando um aumento de
células com irregularidades, conforme a elevagao na concentracdo e tempo de
exposicdo (Figura 3), sendo queapenas os tratamentos 5g.L-1/72h, 5g.L-1/120h nao
diferiram do controle negativo, os demais obtiveram valores estatisticamente iguais
ou superiores ao controle positivo (Tabela 2). Estes valores altos de alteragbes
encontrados no ciclo celular de Allium cepa no presente estudo podem indicar a
genotoxidade dos extratos das raizes de poaia. Os tratamentos com extratos de
raizes de poaia apresentaram aumento significativo da porcentagem de alteragdes
cromossOmicas quando comparados ao controle em agua destilada, demonstrando

potencial genotéxico, e aqueles que nao possuem tal efeito, apresentaram efeito
antiproliferativo.

CN=67,04+ 16,76 'd + 0,37}t - 23242 - 0,0041 ¢

CA=32,95-16,76" 'd- 0,37} + 2,320 )2 + 0,0041 2
Rz = 0,81 R2= 0,81
2 2
©
g E
o o
£ g
8 o
= S
) =]
© 3
&'
&
40 2 @
I 20 Tempo o&’
—p (hory m
20
CJeo 40
1 100 ) [ e0

(B)
Figura 3. Porcentagem de células normais (A) e anormais (B), no ciclo celular A.
cepa, tratadas com decoccbOes de raiz de P.

concentragoes e tempos de exposigao.

ipecacuanha, em diferentes
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Tabela 2. Porcentagem de células normais e anormais, indice mitético (IM) e Valor
Limite de Citotoxidade (VLC), do ciclo celular de Allium cepa exposta a diferentes
doses e horarios de exposicdo de decoccdo de raizes de Psychotria ipecacuanha
(dados transformados para (x+1) * 0,5)

C. C.
Dose Tempo Total de Normais Anormais .M. vie
Células (%)
(%) (%)

C. Negativo  24h 5000 100,00 a 0,00 g 4,02 a 100
C. Positivo  24h 5000 93,92 a 6,08 ef 0,64 cd 15,92
24h 5000 95,18 a 4,82 ef 0,24 d 5,97
48h 5000 94,28 a 5,72 ef 0,78 bcd 19,40
2g/L 72h 5000 91,80 a 8,20 ef 1,78 b 44,27
96h 5000 87,44 ab 12,56 de 3,00 a 74,62
120h 5000 91,18 ab 8,82 ef 1,58 bc 39,30

24h 5000 91,90 a 8,10 ef 0,00d 0,0

48h 5000 92,58 a 7,42 ef 0,08 d 1,99

5g/L 72h 5000 95,28 a 4,72 efg 0,12d 2,98
96h 5000 91,60 a 8,40 ef 0,30d 7,46

120h 5000 96,38 a 3,62 fg 0,18 d 4,47

24h 5000 68,58 c 3142c 0,00d 0,0

48h 5000 76,58 bc 23,42 cd 0,00d 0,0

8g/L 72h 5000 65,16 c 34,84 bc 0,00d 0,0
96h 5000 50,54 d 49,46 b 0,04 d 0,99
120h 5000 6,04 e 93,96 a 0,48d 11,94

CV (%) 6.22 23.51 17.83

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de probabilidade.

Dados como indice mitdtico e indice de replicacdo sao usados como
indicadores de proliferagdo adequada das células (Gadano et al., 2002; Tedesco,
2012). No presente estudo os valores do indice mitdtico (Tabela 2, Figura 4),
variaram de 0,0 para os tratamentos: 5g.L-1/24h, 8g.L-1/24h, 8g.L-1/48h, 8g.L-1/72h
a 4,02 para o controle negativo. Todos os tratamentos com a decocgdo de poaia
diferiram do controle negativo. Os tratamentos da concentragdo de 5g/L e 8g/L em

todos os horarios de exposicao e os de 2g/L nos tempo de 48h,72h e 120h néao
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diferiram do controle positivo, confirmando que em altas concentracbes ou maiores
tempos de exposicdo, os extratos analisados causam uma inibicao do ciclo celular,
demostrando possuir efeito antiproliferativo. Os agentes antiproliferativos podem ser
detectados, citologicamente pela inibi¢do do ciclo celular e interrupgdes do ciclo em

metafases (Vieira, 1997).

IM=194-096""d+0,03 "t +0,07" a2 - 00001
R?=0,68

(A)

Figura 4. indice mitético do ciclo celular de A. cepa, exposto a diferentes
concentracao e tempo de exposicido a decoccao de raizes de P. ipecacuanha.

O uso de ensaios bioldgicos para avaliagdo da bioatividade de extratos,
fracdes e compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporado a
identificacdo e ao monitoramento de substancias potencialmente toxicas (Noldin et
al., 2003). Segundo Fiskesjo (1995), mesmo que o0 metabolismo vegetal seja
diferente do metabolismo animal, o sistema teste de Allium cepaé um excelente
parametro de analise citotdxica, e de observacbes da ocorréncia de alteragdes
cromossOmicas no ciclo celular.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com dados da
literatura descritos para o género Psychotria, como os descritos por Lubini et al.,
(2008), que em estudos com P. myriantha e P. leiocarpa, demostraram que tais

espécies apresentam potencial antiproliferativo, sendo este dependente da

58



concentragcbes, sendo 0s maiores potenciais encontrados para concentragcdes
maiores.

Ensaios com bioindicador Pisum sativum. L

Para o bioindicador Pisum sativum. L observa-se que a maior parte das
células encontrava-se em interfase, sendo os menores valores encontrado para o
tratamento 2g.L-1/24h com 404,80 células e os maiores para o 8g.L-'/96h e 8g.L
1/120h (Figura 5). O aumento da concentragdo e tempo de exposi¢cdo ocasionou um
maior aparecimento de células em interfase, o que pode ser efeito do aumento da

quantidade de compostos como os alcaloides existentes nas raizes da poaia.
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Figura 5. Numero de células em interfase dociclo celular de Pisum sativum, exposto
a diferentes concentragcdo e tempo de exposicdo a decocgédo de raizes de P.
ipecacuanha.

A analise da mitose revelou que a menor concentragao (2g/L) teve maiores
quantidades de célula em divisdo mitética enquanto a concentragdo de 8g/L obteve
os menores valores (Figura 6 A e 6B, Tabela 3). Esta inibicdo do ciclo celular pode
ser efeito da acdo enzimatica presente em substancias existentes nos extratos
vegetais, no caso de Psychotria ipecacuanha pode estar ligado a grande quantidade
de alcaloides existentes em suas raizes, sendo que tais substancias tém variacoes
sazonais em suas quantidades (Teixeira et al., 2003).
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Tabela 3. Ciclo celular de Pisum sativum. L. com divisdes normais e anormais
obtidas do tratamento em diferentes doses e horarios de exposicdo a decocgao de

raiz de Psychotria ipecacuanha (Dados transformados para (x+1) * 0,5)

Dose

Tempo

Divisbes Normais

Divisbes Anormais

Anéafase Teléfase | Metafase ~ Anéafase Teléfase

C.Negativo 24h 0,50 ab 0,00 c 0,00d 0,00d 0.00c
C.Positivo 24h 0,00 a 0,90 abc 5,30 abcd 3,20 abcd 1.00 bc
24h 0,60 ab 1,80 ab 8,10 a 4,00 ab 0.20 abc

48h 0,20 a 0,60 abc | 3,10 abcd 2,80 abcd 0.70c

2g/L 72h 1,50 a 1,90 a 6,10 ab 6,30 a 3.30 ab

96h 0,00 a 0,00 c 0,20d 0,00d 1.70c

120h 0,00 a 0,20 bc 1,60 cd 0,50d 040c

24h 0,10 a 0,20 bc 0,20d 0,80d 0.20
48h 0,20 a 0,20 bc 2,20 bed 2,40 bcd 2.10 abc

5g/L 72h 0,00 a 0,20 bc 1,40 cd 1,00 cd 0.70 c
96h 0,10 a 0,00 c 1,10 cd 1,10 cd 1.00 bc

120h 0,60 ab 0,40 abc 4,40 abc 4,30 abc 3.40 a

24h 0,00 a 0,00 ¢ 0.20 d 0,60 d 0.20 ¢

48h 0,00 a 0,00 c 0,90 cd 1,00 cd 0.20c

8g/L 72h 0,00 a 0,00 c 1,20 cd 0,50d 0.30c

96h 0,00 a 0,00 c 0,20d 0,50d 0.10c

120h 0,00 a 0,00 c 0,80 cd 0,60d 0.70 c

CV (%) 22,93 27,35 45,02 35,91 31,60

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 6. Células em profase (A) e metafase (B), do ciclo celular de Pisum sativum, exposto
a diferentes concentragao e tempo de exposicao a decocgao de raizes de P. ipecacuanha.
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Quanto as células anormais, a maioria dos tratamentos analisados foram
iguais ou superiores estatisticamente ao controle positivo, evidenciando que as
decoccgoes de poaia, causaram alteragdes no ciclo celular, demonstrando possuir um
efeito mutagénico (Tabela 4). A porcentagem das células anormais variou de 0,00
para o controle negativo a 16,96 para o tratamento de 2g.L-'/24h (Tabela 4). O
potencial citotoxico e mutagénico de muitos compostos quimicos pode ser
monitorado pelo sistema teste com vegetais, que sdo métodos simples, rapidos e

menos onerosos (Bagatinil et al., 2007; Ma et al., 1995).

Tabela 4. Porcentagem de células normais e anormais, indice mitético (IM) e Valor
Limite de Citotoxidade (VLC), do ciclo celular de Pisum sativum. L. exposta a
diferentes doses e horarios de exposicdo de decocgdo de folhas de Psychotria
ipecacuanha (dados transformados para (x+1) * 0,5)

Dose Tempo Totalde  C.Normais C. Anormais M. VLC (%)
Células (%) (%)
C. Negativo 24h 5000 100,00 a 0,00 i 6.84 a 100
C. Positivo 24h 5000 93.92 bcde 6.08 defg 0.64 cde 9,35

24h 5000 83.04 g 16.96 a 2.08 bcd 30,40
48h 5000 89.54 ef 10.46 bc 3.06 bc 44,73

2g/L 72h 5000 90.48 def 9.52 bcd 4.26 ab 62,28
96h 5000 90.68 def 9.32 bed 0.26 de 3,80
120h 5000 89.48 ef 10.52 bc 1.00 cde 14,61
24h 5000 87.88 f 12.12 ab 0.14 de 2,04
48h 5000 92.58 cde 7.42 cdef 0.62 cde 9,06

5g/L 72h 5000 92.90 cde 7.10 cdefg 0.48 de 7,01
96h 5000 91.98 cdef 8.02 bcde 0.32de 4,67
120h 5000 93.04 cde 6.96 cdefg 0.88 cde 12,86
24h 5000 95.02 bcd 4.98 efg 0.08 de 1,16
48h 5000 95.50 abc 4.50 efgh 0.06 de 0,87

8g/L 72h 5000 96.20 abc 3.80 gh 0.10 de 1,46
96h 5000 98.06 ab 1.94 hi 0.00 e 0
120h 5000 96.16 abc 3.84 fgh 0.00 e 0

CV (%) 1.61 16.48 30.23

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de TuKey a 5%
de probabilidade.
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Para a interfase anormal observa-se que os tratamentos nas menores
concentragdes e tempos de exposigdo apresentaram um maior efeito genotdxico,
ocasionando um aumento dos numeros de interfases anormais. Ja para a profase
anormal os valores intermediarios de concentragdo e tempo se mostraram menos
prejudiciais ao ciclo celular quando comparado aos demais tratamentos (Figura 7).
Agentes mutagénicos sado substancias que induzem alteragées na molécula de DNA,
tais alteragcbes podem ser corrigidas pelo proprio mecanismo de reparo das células,
mas, quando ndo reparadas ou reparadas erroneamente, originam mutagdes
génicas e cromossémicas (Umbuzeiro e Roubicek, 2003; Siddiqui et al., 2011). Na
literatura encontram-se varios trabalhos sobre a mutagenecidade de extratos
vegetais, como os realizados com: Croton lechleri (MUll. Arg), M. recutita, Maytenus

ilicifolia, Bauhinia candicans Benth. (Camparato et al., 2002; Vieira et al., 2009).
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Figura 7. Numero de células em interfase (A) e préfase (B) anormais,do ciclo celular

de Pisum sativum, exposto a diferentes concentracao e tempo de exposicdo a
decoccao de raizes de P. ipecacuanha.

O indice mitdtico variou entre 0,00% a 4,26% nos tratamentos com
decocgdes, sendo que o tratamento negativo apresentou um indice de 6,84%,
indicando desta forma uma inibicdo do ciclo celular nas concentragdes analisadas
(Tabela 5, Figura 8). O indice de divisdo mitética apresentou diferenga entre os
tratamentos, o que pode indicar uma distinta acao fisiolégica de cada um dos
extratos aplicados a ervilha. Em estudos com P. birotula e P. brachypoda, Frescura
(2012) observou que os extratos destas espécies possuem um potencial inibitério da
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divisdo celular, fazendo com o indice mitético tivesse um decréscimo em

concentragcdes maiores.
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Figura 8. indice mitdtico do ciclo celular de Pisum sativum, exposto a diferentes
concentracao e tempo de exposicao a decoccao de raizes de P. ipecacuanha.

O valor limite de citotoxidade demostrou que os extratos aquosos de P.
ipecacuanha, quando usados em altas concentragdes ou por longo periodo,
possuem efeitos letais ou subletais. Os valores variaram de 0,0% para os
tratamentos 5g.L-1/24h, 8g.L-1/24, 8g.L-1/48, 8g.L-'/72h a 100% no controle negativo,
para o bioindicador Allium cepa. Ja paraPisum sativumas variacdes foram de 0,00%
para 8g L1/96 e 8g L-1/120 a 100% no controle negativo (Figura 9). Um extrato pode
ser considerado letal para valores de limite de citotoxidade abaixo de 22% em

relagdo ao controle negativo, e subletal para valores com redugédo abaixo de 50%
(Migid et al. 2007).
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Figura 9. Valor limite de citotoxicidade (%) em
cepa(A) e Pisum sativum(B).

células meristematicas de Allium
Na analise das alteracbes celulares a maior quantidade de anormalidades
encontradas para ambos os bioindicadores foi do tipo cromossomo isolado, seguido

pela formagao de micronucleos. Micronucleos sao semelhantes ao nucleo em forma,

estrutura e propriedades de coloracdo, e podem variar grandemente em tamanho,

sdo resultado da perda de cromossomos inteiros ou de fragmentos de

cromossomos, resultantes da agao de agentes toxicos ou genotdéxicos que danificam
diretamente o cromossomo, ou afetam o fuso. Quando tais fragmentos néo se
orientam para o nucleo da nova célula ficam isolados no citoplasma, formando a
prépria membrana nuclear, originando os micronucleos mitéticos (EI-Shahaby, 2003;
Andrade et al., 2005). Deste modo, o alto numero de células com cromossomos
isolados pode ter ocasionado a formagdo da grande quantidade de micronucleos
observados no presente trabalho.

Também foram observadas células em apoptose, tanto para o bioindicador
Allium cepa (Figura 10) quanto para Pisum sativum (Figura 11). Agentes indutores
de estresse, tais como: radiacdo, drogas, choques térmicos, metais pesados,
extratos vegetais, podem causar uma perturbacdo e levar a uma sequéncia

complexa de evento, que podem induzir a morte celular, tanto por apoptose como
por necrose (Kwankua et al., 2010; Mello et al., 2001).
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Figura 10. Células em divisao mitética de Allium cepa expostas a diferentes tempos
e concentracdes de decocgdes de raizes de P. ipecacuanha. A) Interfase com
micronucleo. B) profase normal. C) metafase com formacdo de dois blocos de
cromatides. D) metafase com cromossomos isolado. E) anafase normal. F) anafase
com retardo de cromatides em ambos blocos formados. G) teléfase normal. H)
teléfase com cromatide fora do polo. I) telofase com atraso de cromatide. J) tel6fase
com ponte cromossomica e atraso de cromatides na separacdo dos blocos
cromossomicos. Barra = 10 um.

Figura 11. Células em divisdo mitética de Pisum sativum expostas a diferentes
tempos e de decocgdes de raizes de P. ipecacuanha. A) interfase com micronucleo.
B) interfase binucleada. C) préfase com formagéao de dois blocos de cromossomos.
D) metafasenormal. E) metadfase com cromossomos isolado. F) anafase com
separacgao desigual das cromatides homologas. G) teléfase com ponte de cromatina.
H) teléfasecom formagao de ponte de cromatina e cromossomos isolados no plano
equatorial. Barra = 10 ym.
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No presente estudo notou-se que as decocgdes da poaia possuem efeito
genotoxico e efeito antiproliferitavo. Tal resultado pode ser observado fazendo a
comparacao entre os tratamentos e o controle positivo, nos quais os tratamentos
tiveram indices mitéticos e quantidade de células anormais parecidos com os
mesmos. O potencial genotéxico de um extrato pode ser observado pela presencga
de aberracdes cromossémicas durante o ciclo celular, sendo as mais comuns as
células com cromossomos isolados, micronucleos, pontes cromossémicas, celulas
binucleadas, ja o efeito antiproliferativo pode ser observado pela inibicado da mitose,
ou um elevado numero de células em interfase (Souza et al., 2013; Barros et al.,
2008).

CONCLUSAO

As decoccgbes das raizes de P. ipecacuanha possuem efeito genotdxico,
uma vez que todas as concentracbes causaram alteragdes cromossémicas no ciclo
celular de Allium cepa e P. sativum. Os extratos da poaia causam um efeito inibitério
no ciclo celular dos dois bioindicadores testados, o que demonstra possuir efeito
citotoxico e antiproliferativo.Sugere-se um maior cuidado na sua utilizagdo pela

populacao, deste modo indica-se o0 uso de decocgdes em concentracdes pequenas.
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4.4 EFEITO GENOTOXICO E ANTIPROLIFERATIVO DE INFUSOES DE FOLHAS
DE Psychotria ipecacuanha (RUBIAEAE) SOBRE O CICLO CELULAR DE Allium

cepa L E Pisum sativum

RESUMO

No Brasil ha uma grande diversidade de espécies medicinais nativas que demostram
um enorme potencial econdmico, as quais s&o utilizadas para tratar, curar e prevenir
doengas. Porém, apesar das vantagens terapéuticas, alguns dos constituintes
dessas plantas podem ser potencialmente toxicos, e/ou genotdxicos. Diante disto, o
objetivo do presente estudo foi analisar os possiveis efeitos citotoxicos e
genotoxicos do extrato aquoso de folhas de Psychotria ipecacuanha em células
meristematicas de Allium cepa e Pisum Sativum. Foram testadas cinco
concentragdes de decocgdo das folhas de poaia: 2g/L, 5g/L e 8g/L e cinco tempos
de exposicao das raizes as decocgoes: 24, 48, 72, 96 e 120h. Os bulbos de Allium
cepa foram inicialmente colocados em agua destilada e as sementes de Pisum
Sativum foram colocadas em placas de Petri forradas com papel germitest e
umedecido com agua destilada, a fim de estimular o desenvolvimento do meristema
radicular. Ap6s os bulbos e sementes enraizarem, os mesmo foram colocados nas
solucdes teste pelo tempo determinado para cada tratamento. As raizes foram
coletadas e lavadas em agua destilada e posteriormente fixadas. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento com o uso do corante orceina acética 2%.
O indice mitético foi obtido dividindo-se o numero de células em mitose pelo numero
total de células e multiplicando-se por 100. A partir da analise do ciclo celular de
Allium cepa e Pisum sativum, observou-se que as decocgdes das folhas de P.
ipecacuanhaocasionou um decréscimo do IM abaixo de 50%, o que demonstra que
os extratos da poaia possuem um efeito letal ou subletal. As decocgdes
apresentaram alto poder antiproliferativo, citotéxico e genotoxico, produzindo um
efeito inibitério no ciclo celular e causando alteragcbes cromossdémicas nos dois
bioindicadores testados, sendo as mais encontradas: cromossomos perdidos,

micronucleos e apoptose.

Palavras-chave: Poaia, indice mitético, valor limite de citotoxicidade.
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GENOTOXICO AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF LEAF INFUSIONS OF
Psychotria ipecacuanha (RUBIAEAE) ON THE CELL CYCLE OF Allium cepa L E

Pisum sativum

ABSTRACT

In Brazil, there is a great diversity of native medicinal species, which demonstrate an
enormous economic potential, which are used to treat, cure and prevent diseases.
However, despite the therapeutic advantages, some of the constituents of these
plants may be potentially toxic, and / or genotoxic. In view of this, the objective of the
present study was to analyze the possible cytotoxic and genotoxic effects of the
aqueous extract of Psychotria ipecacuanha leaves in meristematic cells of Allium
cepa and Pisum Sativum. Five decoction concentrations of leaves were evaluated:
2g /L, 5g/L and 8g/L and five roots exposition times the decoctions: 24, 48, 72, 96
and 120h. Allium cepa bulbs were initially placed in distilled water and the Pisum
Sativum seeds were placed in Petri dishes lined with germitest paper and moistened
with distilled water in order to stimulate the development of the meristem root. After
the bulbs and seeds were rooted, they were placed in the test solutions by the time
determined for each treatment. The roots were collected and washed in distilled
water, then fixed. The blades were prepared by the crushing technique using the
acetic orcein 2% dye. The mitotic index was obtained by dividing the number of cells
in mitosis by the total number of cells and multiplying by 100. From the cell cycle
analysis of Allium cepa and Pisum sativum, it was observed that the decoctions of
the leaves of P. Ipecacuanha caused a decrease of the IM below 50%, which shows
that the extracts of the poaia have a lethal or sublethal effect. The decoctions
presented high antiproliferative, cytotoxic and genotoxic power, producing an
inhibitory effect on the cell cycle and causing chromosomal alterations in the two
bioindicators tested, being the most found: lost chromosomes, micronuclei and

apoptosis.

Key words: Poaia, mitotic index, limit value of cytotoxicity.
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INTRODUGAO

No Brasil ha uma grande diversidade de espécies medicinais nativas que
demostram um enorme potencial econdmico, as quais sao utilizadas para tratar,
curar e prevenir doencas, sendo uma das praticas medicinais mais antigas da
humanidade. A utilizagdo destas espécies teve origem na pratica indigena, que em
conjunto a outras praticas trazidas por escravos africanos e colonizadores
portugueses resultaram em uma rica cultura popular (Ping et al., 2012; Pinho et al.,
2010). Porém, apesar das vantagens terapéuticas, alguns dos constituintes dessas
plantas podem ser potencialmente téxicos, genotoxicos e citotoxicos.

O conhecimento dos componentes fisicos, quimicos e biolégicos que
causam alteragcbes génicas e genbmicas é necessario para melhor preservar a
saude humana ao longo do tempo. Além disso, o0 modo de preparo das infusbes e
chas (com material seco ou verde) e a dose utilizada podem influenciar nos efeitos
destes materiais, podendo aumentar a toxidade e consequentemente acarretar em
mutacdes e alteragbes celulares (Poletto et al., 2011; Duarte et al, 2015). Devido a
grande utilizagdo das plantas medicinais, o conhecimento das mesmas, desde os
niveis celulares, bem como a agdo sobre os organismos vivos, torna-se
imprescindivel (Frescura, 2012).

Substancias genotdxicas séo todas aquelas que tém afinidade para interagir
com o DNA, sdo conhecidas por causar lesbes nos materiais genéticos, ou danos a
organismos vivos que estdo frequentemente expostos a ela. Tais danos acabam
afetando processos como a transcricdo, duplicagdo génica e levam a alteragbes
cromossdmicas, ocasionando processos cancerosos € morte celular, podem ser
induzidos por agentes quimicos, biologicos e fisicos (Costa e Menk, 2000; Dias et
al., 2014).

Os efeitos da genotoxicidade e/ou mutagenicidade podem ser constatados
pelo fenbmeno da inibicao e/ou por alteragdes na divisdo celular, os quais podem
ser causados pela acdo dos componentes existentes nas plantas medicinais
(Frescura, 2012). Para uma completa avaliagao da citotoxicidade e mutagenicidade,
os extratos provenientes de plantas devem ser estudados em diversos sistemas-
testes, e em diferentes concentracbes e tempos de exposicdo (Przedpelska--
Wasowicz e Wierzbika 2010; Silva et al., 2015).
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O uso do bioteste Allium cepa é validado pelo Programa Internacional de
Seguranga Quimica e pelo Programa Ambiental das Nagdes Unidas, como eficiente
teste para andlise e monitoramento in situ da genotoxidade de substancias
ambientais (Cabrera e Rodriguez 1999; Silva et al. 2004). Os dados obtidos por meio
deste sistema teste sdo excelentes parametros de analise citotdxica, mutagéncia e
antimutagénica sendo indicado para prevernir a populagdo sobre o consumo de
medicamentos sintéticos e naturais (Fachinetto et al.2007).

O teste de Allium cepaé amplamente utilizado como bioindicador, devido a
determinadas caracteristicas, como: crescimento rapido de suas raizes, sua alta
tolerancia a diferentes condi¢cdes de cultivo, grande numero de células em divisao,
facil manuseio, baixo custo, além de possuir cromossomos em numero reduzido e
de grande tamanho (Silva et al.,, 2015). Deste modo, o objetivo deste estudo foi
analisar os possiveis efeitos citotéxicos e genotoxicos do extrato aquoso de folhas
de Psychotria ipecacuanha (poaia) em células meristematicas por meio do teste

Allium cepa e Pisum Sativum.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Citogenética e Cultura de
Tecidos Vegetais, localizado na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),

campus Alta Floresta — MT.

Area de estudo e material de coleta

Para os testes de genotoxicidade e citotoxicidade utilizou- se folhas secas de
Psychotria ipecacuanha, provenientes de uma populacdo natural situada no
municipio de Denise (S 14°39' e W 57°05'), Mato Grosso.

Montagem do experimento

Foram utilizados bulbos de Allium cepa e sementes Pisum sativum
adquiridos no comércio local, e folhas secas de Psychotria ipecacuanha para

obtencdo de decoccado que formaram os tratamentos. Os tratamentos foram
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constituidos de 3 concentragdes: 2g/L, 5g/L e 8g/L, e cinco horarios de exposigao
das raizes a decoccao: 24h, 48h, 72h, 96h e 120h.

Para obtencao das decoccbes as folhas foram ftrituradas, e pesadas de
acordo com a concentracdo de cada tratamento, posteriormente foram levadas ao
fogo em 1 litro de agua da torneira, deixando ferver por 10 minutos, apés procedeu-
se a coagem da decocgéao e deixou-se em repouso até esfriar, como recomendado
por populares que fazem o uso da planta medicinal.

Para os testes foram utilizados cinco bulbos cebola e 10 sementes de ervilha
para cada tratamento e para os controles. O controle negativo constituiu de bulbos e
sementes germinados e tratados em agua destilada, enquanto que o controle
positivo constitui de bulbos e sementes germinados em agua e tratados em solucéo
de paracetamol a 0,2%.

Os bulbos foram colocados em copos plasticos descartaveis (10 mL) para o
enraizamento das cebolas. A agua foi trocada a cada 24 horas. Para a germinacgao,
as ervilhas foram colocadas em placa de petri forrada com papel Germitest e
acondicionadas em camara de germinagao (BOD) com ambiente controlado a uma
temperatura de 25° C.

Apdés a germinagdo e as raizes atingirem 1cm de comprimento, os
bioindicadores receberam as decoccdes e as coletas foram realizadas de acordo
com os tempos determinados para cada tratamento. As raizes coletadas foram
lavadas em agua destilada e posteriormente fixadas em solugdo de metanol: acido
acético na proporgcao de 3:1 e acondicionados em refrigerador até o momento de

preparo das laminas.

Preparo das laminas

No momento do preparo das laminas, as raizes foram lavadas em agua
destilada por 15 minutos, realizando-se 3 lavagens, tais lavagens tem por finalidade
realizar a retirada do fixador do citoplasma da célula, a fim de que o corante consiga
reagir perfeitamente com as células.

Para a hidrolise das células foi utilizado HCI 5N, as raizes das cebolas
ficaram expostas ao acido por 11 minutos, enquanto que as da ervilha necessitaram

de 15 minutos. Ao término desse processo, foram lavadas novamente conforme o
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procedimento anterior. O procedimento teve o objetivo de dissolver as organelas das
células meristematicas, deixando somente a parede celular e o material genético.

Para os preparo das laminas procedeu-se o método de esmagamento com o
uso do corante orceina acética 2%, utilizou se uma radicula por lamina, ou seja,
foram analisadas duas radiculas por bulbo. As radiculas foram dispostas sobre a
ldamina de microscopia, sendo a regidao meristematica (identificada pela coloragao
esbranquicada) seccionada com o auxilio de um bisturi. Ao material, em plena
atividade celular, foi acrescentada uma gota do corante, sendo realizado
esmagamento do material com o bastao de vidro. Apds o material foi coberto com a
laminula e o excesso do corante foi retirado com papel filtro (Guerra et al., 2003;
Galvéo, 2008).

As laminas foram avaliadas com auxilio de microscoépio 6ptico (LEICA) com
a objetiva de 40X observando-se células em intérfase, profase, metafase, anafase,
telofase e a possivel ocorréncia de alteragdes cromossOmicas durante o ciclo
celular. Foram analisadas 10 laminas por tratamento, 500 células por lamina,
perfazendo um total de 5000 células por tratamento.

O indice mitético foi obtido dividindo-se o numero de células em mitose
(profase + metafase + anafase + tel6fase) pelo numero total de células (interfase +
mitose) multiplicando-se por 100 (Oliveira et al., 1996; Pires et al., 2001). As
imagens de interesse (anomalias) foram fotografadas com o uso de objetiva de 100X
em um microscopio fotébmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador e
software LAZ EZ V1. 7.0.

Para o calculo o Valor Limite de Citotoxicidade foi realizado a divisdo do
indice mitético da amostra pelo indice mitético do controle negativo e multiplicando-
se por 100 (Migid et al., 2007).

Os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade de variancia, sendo realizada transformacdo dos dados quando
necessario. Uma vez que foram atendidas as pressuposi¢cdes estatisticas, foi
realizada a analise de varidncia e para as causas de variagdes significativas, foi
utilizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa
Estatistico Sisvar ® (Ferreira, 2011). Para a comparacgao entre as concentragdes foi
realizado o teste de regressao a 5% de probabilidade com o auxilio do software
Sigmaplot® 11.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Bioteste com Allium cepa

De acordo com os resultados obtidos no experimento de analise da
genotoxicidade e citotoxicidade, a maior parte das células se encontrava em
interfase (Figura 1), e todos os tratamentos com extratos de poaia nao diferiram do
controle negativo, sendo a maior quantidade encontrada para o tratamento com
menor concentragdo e tempo de exposicdo (2g/ 24h). A grande quantidade de
células em interfase encontrada indica a ocorréncia de inibicado do ciclo celular, o
que leva a uma diminuicdo do indice mitético, o que demonstra que os extratos
analisados ocasionam um efeito antiproliferativo sobre o ciclo celular de Allium cepa.
Em estudos com Pterocaulon polystachyum, Knoll et al. (2006), também observaram
um grande numero de células em interfase e uma inibicdo da divisao celular, tendo
este efeito acentuado conforme o aumento da concentracao dos extratos aquosos

(chas).
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Figura 2. Divisdes normais do Ciclo celular de Allium cepa tratada com decocgao de
folhas de Psychotria ipecacuanha. Em (A) células em interfase, (B) em profase, (C)
em metafase, (D) em anafase e (E) em telofase.
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Na avaliagdo da mitose normal (Figura 1, Tabela 1), foi encontrado um
numero reduzido de células em plena divisdo celular. Nas fases de profase e
teléfase os tratamentos tiveram efeitos semelhantes, sendo que os tempos e
concentracdes intermediarios foram os que apresentaram maior quantidade de
células. Na metafase a concentracdao de 5g/L nos tempos de 24 e 48 horas de
exposi¢cao apresentou a maior quantidade de células. J&4 na anafase os maiores
valores foram encontrados para a concentragdo de 5g/L, nos tempos de 96 e 120

horas.

Tabela 1. Ciclo celular de Allium cepa com divisbes anormais obtidas do tratamento
em diferentes doses e horarios de exposigao a decocgédo de folhas de Psychotria
ipecacuanha. (Dados transformados para (x+1) * 0,5).

Divisoes Anormais

Dose Tempo
Profase Metafase Anafase Telofase
C. Negativo 24h 0.00b 0.00d 0.00 b 0.00d
C. Positivo 24h 17,70a 2,60abcd 1,60ab  0.80 bcd
24h 1,50b  2,30abcd 2,60ab  0.90 abcd
48h 1,90b 2,40abc 2,20 ab 1.00 abcd
2g/L 72h 1,60 b 1,30 abcd 1,50ab  0.30cd
96h 0,80b  0,60cd 0,90ab  0.00d
120h 0,60 b 1,10 bcd 0,60 ab  0.50 bcd
24h 0,30 b 1,40 abcd 1,30ab  0.00d
48h 0,70 b 1,00bcd 1,50ab  0.30cd
5g/L 72h 210b 1,60 abcd 1,80 ab 1.30 abcd
96h 3,30ab 2,70abc 2,70 a 210 ab
120h 3,80ab 2,80abc 2,60 ab 1.50 abcd
24h 1,40 b 3,60 ab 1,60ab  0.30 cd
48h 290ab 3,60 ab 2,30 ab 1.30 abcd
8g/L 72h 3,00ab 3,90 ab 240a 2.00 abc
96h 410ab 2,40abc 1,50ab  0.90 abcd
120h 460ab 4,10a 1,40ab 270a
CV (%) 51.54 29.41 32.89 26.72

Medias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de
probabilidade
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Na analise das fases da divisdo celular a concentracao intermediaria (5g/L)
foi a que apresentou menor efeito inibitério do ciclo celular (Figura 1). Varios autores
relatam os efeitos das infusbes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium

cepa, demostrando que os principais efeitos que podem ocorrer sdo: o0 aumento ou

reducdo da mitose, bem como a mutagenicidade e anti-mutagenicidade (Vicentini

et al., 2001; Teixeira et al., 2003; Knoll et al., 2006).

Os maiores valores de células em interfase anormal foram encontradas no
tratamento de 8 g/L nos tempos de72 e 96 h de exposicédo (Figura 2). Nos
tratamentos com decocgdes de poaia observou- se que além de apresentarem um
alto numero de células em interfase, também ocosionou o aparecimento de grande
quantidade de interfases anormais, demonstrando que mesmo em concentragées

menores tais extratos causam dano ao DNA levando ao surgimento de células com
alteracoes celulares.

IA=-178+081"d-008 "t-0,07"q2 - 0,0005 ¢
R? = 0,30

Interfase Anormal

(A)

Figura 2. Células em interfases anormaisdo Ciclo celular de Allium cepa tratada com
decocgéo de folhas de Psychotria ipecacuanha.

Nas divisdes celulares anormais (Tabela 2) os maiores valores foram
encontrados para o controle positivo, sendo os tratamentos decocgdes das folhas de
poaia estatisticamente diferente do controle positivo na interfase, e iguais nas

demais fases da divisao celular. Apesar das fases de profase, metafase, anafase e
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teléfase serem iguais ao controle positivo, a maior parte dos tratamentos também
nao diferiram do controle negativo. Observa-se que os tratamentos diferiram do
controle positivo, tendo valores intermediarios entre os dois controles. Os
tratamentos: 5g-1/96h, 5g-11/120h, 8g-'-/48h, 8g-1L/72h, 8g-1L/96h, 5g-1t/120h apesar
de diferirem do controle positivo, e apresentarem valores intermediarios aos dois
controles, apresentaram maior quantidade de células com irregularidades quando
comparado ao controle negativo, indicando haver um potencial genotéxico nestes

tratamentos.

Tabela 2. Porcentagem de células normais e anormais, indice mitético (IM) e Valor
Limite de Citotoxidade (VLC), do ciclo celular de Allium cepa exposta a diferentes
doses e horarios de exposigdo de decocgado de folhas de Psychotria ipecacuanha
(Dados transformados para (x+1) * 0,5).

Totalde C. Normais C. Anormais

Dose Tempo ] [.M. VLC (%)
Células (%) (%)
C. Negativo  24h 5000 100.00 a 0.00d 6,24 a 100,00
C. Positivo 24h 5000 40,86 b 59,14 a 0,66 bcd 10,57

24h 5000 98,24 a 1,760 bcd 1,08 bcd 17,30
48h 5000 88,14 a 2,02 bcd 0,64 bcd 10,25
2g/L 72h 5000 98,42 a 1,58 bcd 0,52 bcd 8,33
96h 5000 98,90 a 1,10 bed 0,40 bcd 6,41
120h 5000 99,08 a 0,92 bcd 0,60 bcd 9,61

24h 5000 99,30 a 0,70 cd 0,64 bcd 10,25
48h 5000 98,76 a 1,24 bcd 1,06 bcd 16,98
5g/L 72h 5000 98,06 a 1,94 bcd 1,44 bc 23,07
96h 5000 96,60 a 3,40 b 1,50 b 24,03
120h 5000 96,94 a 3,06 bc 1,00 becd 16,02

24h 5000 97,98 a 2,02 bcd 0,24d 3,84
48h 5000 97,20 a 2,80 bc 0,32 cd 5,12

8g/L 72h 5000 97,04 a 2,96 bc 0,50bcd 8,01
96h 5000 97,82 a 2,18 bc 0,80 bcd 12,82
120h 5000 96,96 a 3,04 be 0,72bcd 11,21
CV (%) 8.33 23.75 18.67

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de
probabilidade.
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Dados sobre o potencial genotoxico de extratos vegetais, podem ser obtidos
a partir de estudos das alteragdes cromossOmicas no ciclo de celular, tal potencial é
caracterizado pela capacidade de um agente promover alteragées no DNA de uma
célula, sendo que estas alteragcbes sao ou nao passiveis de corregcao pelo sistema
de reparo celular, um dos sinais de aberragdes cromossdmicas é o aparecimento de
micronucleos. Fusconi et al. (2007) e Marcano et al. (2004) afirmam, ainda, que a
interferéncia na normalidade dos fusos mitéticos pode levar a formagédo de MN e a
inibicdo do ciclo celular, o que indicam uma evidéncia da genotoxicidade de extratos
vegetais.

No presente estudo o indice mitdtico variou de 0,24 para o tratamento 8g-
1/24h a 6,24 para o controle negativo (Tabela 2, Figura 3), todos os tratamentos nao
diferiram do controle negativo, indicando que os extratos causaram uma inibicao no
ciclo celular de A. cepa. O indice mitético permite avaliar a citotoxicidade de agentes
mutagénicos, e € amplamente utilizado no estudo de toxidade de extratos de plantas
medicinais, sendo que o declinio do IM indica uma agéo citotdxica do extrato sobre o
sistema teste (Silva et al., 2015; Fiskejo e Levan, 1994).

IM = - 0,50 + 0,540 )d + 0,01t - 0,06 et - 0,00005")¢2
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Figura 3. indice mitético do Ciclo celular de Allium cepa tratada com decocgéo de
folhas de Psychotria ipecacuanha.
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Louvatel et al. (2014) em estudos com Stachys byzantina C. Koch e
Tropaeolum majus L., constataram que os extratos destas espécies possuem
atividade antiproliferativa e citotdxica, indicando seu potencial terapéutico para a
inibicdo do ciclo celular. Outros trabalhos com plantas medicinais também indicam o
efeito antiproliferativo de plantas medicinais, como os realizados em: Caesalpinia
pyramidalis, Caesalpinia férrea, Mikania cordifolia, Daturnera ulmifolia e Pluchea
sagittalis (Rossato et al., 2010; Silva et al., 2015; Dias et al., 2014).

Bioteste Pisum sativum

Os resultados de células normais e anormais em interfase e nas quatro
fases da divisao celular obtida a partir da exposi¢cao das raizes de Pisum sativumem
decocgéao de folhas de poaia estdo demonstrados na Tabela 3 e Figura 4. Observa-
se que na interfase normal os maiores valores foram encontrados para o tempo de
72h e na concentragdo de 2g/L (Figura 4A). Em estudos com Pterocaulon
polystachyum DC Knoll et al. (2006) também observaram aumento no numero de
interfase de células meristematicas de A. cepa, ocorrendo inibicdo da divisao celular,
evidenciando o efeito antiproliferativo do extrato da espécie. Tal efeito também foi
observado por Fachinetto e Tedesco (2009) em estudos com extratos aquosos de
Baccharis trimera e B. articulata que também apresentaram inibicdo da divisao
celular e causaram alteracdes celulares, indicando a ocorréncia de atividade
antiproliferativa e mutagénica dos extratos, resultados semelhantes foram

observados no presente estudo.
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Figura 4. Numero de células do ciclo celular em interfase (A) e anafase (B), de
Pisum sativumtratada com decoccao de folhas de Psychotria ipecacuanha.

O numero de células que se encontravam nas quatro fases da mitose, foram
relativamente baixo, sendo o maior valor encontrado de 2,50 células no tratamento
59.L-1/96h, ndo diferindo do controle negativo, demostrando haver uma inibicdo do
ciclo celular (Tabela 3). Os efeitos da genotoxicidade e/ou citotoxidade podem ser
constatados pelo fenbmeno da inibicdo da divisao celular, o qual pode ser causado

pela agdo dos componentes existentes nas plantas medicinais (Frescura, 2012).
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Tabela 3. Ciclo celular de P. sativum. L. com divisbes normais e anormais obtidas do
tratamento em diferentes doses e horarios de exposi¢gdo a decoccao de folhas de
Psychotria ipecacuanha (Dados transformados para (x+1) * 0,5).

Divisbes Normais Divisbes Anormais
Dose Tempo

Profase Metafase Telofase | Profase Anafase Teldfase

C. Negativo 24h 23,10 a 3,90 a 290 a 0.00c 0.00 b 0,00 b
C. Positivo 24h 290D 0,00 b 0,00 b 17,70 a 1,60ab 0,80 ab

24h 1,60 b 0,30 b 0,30 b 7,70ab  0,80ab 2,90a
48h 1,40 b 0,20 b 0,10 b 3,80 a 2,50 a 0,90 ab
2g/L 72h 0,90b 0,00 b 0,00 b 0,30 ¢ 0,00b 0,00 b
96h 0,50 b 0,10 b 0,00 b 0,40 c 0,10b 0,10 b
120h 2,30 b 0,30 b 0,10 b 2,10abc 0,60ab 0,70 ab

24h 2,00b 0,50 b 0,10 b 3,10abc 1,20ab 1,50 ab
48h 230b 0,30 b 0,20 b 3,0abc 090ab 1,60ab
5g/L 72h 1,80 b 0,60 b 0,30 b 490abc 1,60ab 2,80a
96h 250D 0,50 b 0,30 b 3,0abc 2,10ab 1,70 ab
120h 0,70 b 0,00 b 0,00 b 1,40bc  0,80ab 0,90 ab

24h 1,40 b 0,40 b 0,30 b 2,00abc 0,70ab 1,70 ab
48h 2,40 b 0,80 b 0,80 b 230abc 1,50ab 1,40 ab
8g/L 72h 1,70 b 0,10b 0,30 b 2,10abc 1,50ab 0,70 ab
96h 0,40 b 0,20 b 0,10 b 0,80bc  0,50ab 1,30 ab
120h 0,80b 0,60 b 0,20 b 1,80abc 1,00ab 0,80 ab

CV (%) 32.85 23.95 19.56 56.25 34.45 34.35

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de
probabilidade.

Na observagao do ciclo com células anormais, quanto ao numero de células
em interfase, apenas o tratamento 8g.L-'/120h diferiu do controle negativo, obtendo
o maior numero de células (Tabela 3, Figura 5 A). Em metafase anormal o
tratamento com tempo de exposicdo de 24 horas e na concentracao de 5g/L e 8g/L
(Figura 5B), apresentaram um maior indice de células com irregularidades,
demonstrando que o aumento da concentragdo ocasionou um aumento no numero
de células com irregularidades. Ja para as demais fases a maior parte dos
tratamentos nao diferiu entre si e dos dois controles. A acgéo fisioldgica dos extratos
de poaia ocasionou uma diminuicdo na quantidade de células em plena divisdo

celular, e das que se encontrava em uma das fases da mitose, a maioria possuia
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alteracbes cromossOmicas, deste modo quando os extratos nao possuiram alto
poder antiproliferativo, demonstraram uma alta genotoxicidade.
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Figura 5. Numero de células do ciclo celular em interfase anormal (A) e metafase
anormal (B), de Pisum sativumtratada com decocgdo de folhas de Psychotria

ipecacuanha.

A porcentagem de células anormais variou nos tratamentos com decocgéo,
de 0,26 em 2g.L-/96h a 7,02 para 8g.L"'/120h (Tabela 4), sendo este o Unico que
diferiu do controle negativo. A maior concentragao e tempo de exposigdo a decocgao
de folhas da poaia se mostrou genotodxica, causando alteragées no ciclo celular e

ocasionando o aparecimento de anomalias, como micronicleo e cromossomos
isolados.
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Tabela 4. Porcentagem de células normais e anormais, indice mitético (IM) e Valor
Limite de Citotoxidade (VLC), do ciclo celular de Pisum sativum. L. exposta a
diferentes doses e horarios de exposicdo de decocgdo de folhas de Psychotria
ipecacuanha (Dados transformados para (x+1) * 0,5).

Dose Tempo Total de Nor(r:r.iais C. Anormais ™ VLC
Células (%) (%)
(%)
C. Negativo  24h 5000 100,00 a 0,00d 6.46a 100,00
C. Positivo 24h 5000 68,74 b 31,26 a 0.66 b 10,21
24h 5000 96,00 a 4,00 bc 0.44 b 6,81
48h 5000 97,66 a 2,34 bcd 0.34b 5,26
2g/L 72h 5000 98,74 a 1,26 cd 0.18 b 2,78
96h 5000 99,74 a 0,26d 0.12b 1,85
120h 5000 98,76 a 1,24 cd 0.54 b 8,35
24h 5000 97,44 a 2,56 bcd 0.52b 8,04
48h 5000 97,94 a 2,06 bcd 0.56 b 8,66
5g/L 72h 5000 97,34 a 2,66 bcd 0.60 b 9,28
96h 5000 97,96 a 2,04 bcd 0.76 b 11,76
120h 5000 98,88 a 1,12 cd 0.14 b 2,16
24h 5000 98,48 a 1,52 cd 0.44 b 6,81
48h 5000 98,24 a 1,76 cd 0.82b 12,38
8g/L 72h 5000 98,30 a 1,70 cd 0.42b 6,50
96h 5000 98,74 a 1,26 cd 0.16 b 2,47
120h 5000 92,98 a 7,02b 0.34b 5,26
CV (%) 3.57 31.40 17.80

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de TuKey a 5% de
probabilidade.

Mello et al., (2014) em estudos sobre a acdo do extrato de teca (Tectona
grandis) sobre o ciclo celular de Pisum sativum, observaram um potencial genotoxico
ao decorrer do tempo de exposi¢ao, o extrato causou maior inibicdo do ciclo celular.
Além de demonstrar que Pisum sativum é uma boa alternativa para monitorar a acao
de substancias téxicas, devido sua sensibilidade aos efeitos alelopaticos do extrato

analisado. Tal bioindicador ja havia sido usado por Ivanova et al. (2002), na analise
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de aguas contaminadas por metais pesados, sendo encontrando um efeito citotéxico
sobre as células meristematicas de Pisum sativum.

A acao das decocgdes sobre o ciclo celular de Pisum sativum ocasionaram
uma diminui¢ado do IM, o qual variou de 0,12 para 2g.L-/96h a 6,46 para o controle
negativo (Tabela 4, Figura 6). Em trabalho com espinheira santa (Maytenus ilicifolia),

Camparato et al. (2002) também observaram que concentragdes mais elevadas
promoveram uma reducéo no indice mitético.

indice mitotico
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Figura 6. indice mitético do Ciclo celular de Pisum sativum tratada com decoccdo de
folhas de Psychotria ipecacuanha.

Dornelles (2015) observouuma capacidade antiproliferativa acentuada nos
extratos e fragbes de Richardia brasiliensis, tal resultado também foi observado por

Frescura, 2012 em Psychotria brachypoda, sendo verificado que em ambos os

estudos ocorreu a dose dependéncia, onde quanto maior a dose ou tempo de
exposicao, mais acentuada foram as inibicdes do ciclo celular, o que acarretou em
decréscimo do indice mitotico.Este efeito também foi descrito por Ping et al. (2012)
em estudos de diferentes concentragdes de extrato metandlico de Euphorbia hirta.
Segundo Rodrigues et al. (1992), os compostos alelopaticos séo inibidores

de germinagédo e crescimento, pois interferem na divisdo celular, permeabilidade de
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membranas e na ativacdo de enzimas, esta ag¢ao antiproliferativa e consequentes
alteragbes cromossémicas podem ser visualizadas durante o ciclo celular de
bioindicadores, evidenciando a mutagenicidade e/ou citotoxicidade de determinada
substancia.

O nivel de citotoxicidade de um extrato vegetal pode ser determinado pela
diminui¢gdo do indice mitético e valor limite de citoxicidade. Para Pisum sativumem
todas as concentracdes e tempos de exposi¢do as decocgdes apresentaram valores
abaixo de 22%, demostrando possuir efeito letal. Para Allium cepatodos tratamentos
59.L-1/72h e 5g.L-'/96h apresentaram efeitos subletais, enquanto os demais
tratamentos apresentaram efeito letal (Tabela 4, Figura 7). Uma redugao do VLC
inferior a 22% do valor do controle negativo causa efeitos letais, enquanto redugdes
abaixo de 50% usualmente tem efeitos sub-letais (Migid et al., 2007;Oliveira
2013).Conceicao (2010) em estudos sobre efeito antiproliferativo do chimarréo e do
tereré (llex paraguariensis) sobre o ciclo celular de A. cepa, observaram que os
tratamentos com infusdes (chimarrao) tiveram VLC menores que 50%, apresentando

efeitos sub-letais, enquanto que nos tratamentos com agua fria (tereré) ndo houve
diminuigao do indice mitético.
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Figura 7. Valor limite de citotoxicidade (%) em células meristematicas de Allium
cepa(A) e Pisum sativum(B).
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A analise de alteragbes cromossémicas serve como teste de genotoxidade e
€ um dos poucos métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a
agentes mutagénicos ou carcinogénicos potenciais, os quais podem ser detectados,
citologicamente pela interrupgdo em metafases, trocas entre cromatides irmas,
inducdo de alteracbes cromossémicas numéricas e estruturais e de inibicdo do ciclo
celular (Bagatini et al., 2007; Teixeira et al., 2003).A partir das células observadas,
foram encontrados para ambos os bioindicadores diferentes tipos de alteragdes
cromossdmicas e as mais comuns analisadas foram: de cromossomos perdidos,
micronucleo, apoptose, cromossomos retardatarios, pontes cromossémicas, etc.

Os micronucleos sao originados de fragmentos cromossdémicos acéntricos,
resultantes de quebras isocromatidicas, cromatidicas, ou de disfungdes do fuso
mitético, podendo, em cada célula, aparecer mais de uma vez (Balieiro et al., 2010).
Deste modo observa-se que a grande quantidade de cromossomos perdidos
encontrados no presente estudo pode estar originando uma grande quantidade de
micronucleos observados.

Em estudos com extrato pirolenhoso de Tectona grandis, Moura et al (2011)
também observaram células com cromossomos isolados e células com
micronucleos, decorrente de alteracdo estrutural nas células somaticas de Allium
cepa, demonstrando que as substancias induziram as mutacées cromossdmicas.

Para a concentragdo de 8g/L no bioindicador Pisum sativum observou-se
296 células em apoptose, apontando que os extratos de P. ipecacuanha possuem
um alto efeito antiproliferativo em concentracées maiores, para as outras doses e
bioindicador foram observados células em apoptose porem em quantidade menor.
Alguns compostos tém atividade alelopatica inibitéria em altas concentragdes, no
entanto em baixas concentragées podem nao estimular o mesmo processo (Rice,
1984). Vieira et al. (2009) em estudos com capitulos florais de camomila (M. recutita)
verificou um aumento significativo no numero de células em morte celular,

concomitante ao aumento das doses.

CONCLUSAO

As decocgdes das folhas de P. ipecacuanha possuem efeito genotdxico,

uma vez que todas as concentracdes causaram alteragcdes cromossémicas no ciclo
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celular de Allium cepa e P. sativum. Além de apresentar alto poder antiproliferativo e
citotoxico, o que afeta o desenvolvimento normal do ciclo celular dos dois
bioindicadores testados.

Sugere-se um maior cuidado na sua utilizagdo pela populagéo,
principalmente pelo fato de ocorrer um aumento no numero de aberracoes celulares
conforme o0 aumento na concentracio, deste modo indica-se o uso de decocgdes em

concentragées menores.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Psychotria ipecacuanha, possui um complemento diploide de 22
cromossomos, com um cariotipo composto de 7 pares de cromossomos
metacéntricos e 4 pares de cromossomos submetacéntricos com formula cariotipica
de 7M + 4SM. Além disso, apresenta um par de regides organizadoras nucleolares
ativas (RON ativa), na porgao telomerica do par de cromossomos “4” e a banda C
revelou quatro blocos heterocromaticos.

A populacéo de P. ipecacuanha apresenta alto indice meidtico, com valores
superiores a 85%, indicando a ocorréncia de meiose regular, e independente do
corante utilizado, a taxa média percentual de viabilidade polinica é alta, mesmo com
diferenca significativa entre os corantes utilizados. Evidenciou-se a possibilidade de
superestimacdo da viabilidade polinica pelo método com Lugol e Azul de Astra,
recomendando a utilizacdo do Reativo de Alexander, por apresentar facil distincao
entre graos de pdlens viaveis e inviaveis. E devido a coloragado apenas de poléns
com atividade respiratéria indica-se o TTC 0,30%.

Andlise da genotoxicidade e efeito antiproliferarivo de P. ipecacuanha,
analisada por meio do teste de Allium cepa e Pisum sativum, revelaram que tanto as
decocgbes das raizes quanto a das folhas possuem efeito genotdxico, uma vez que
todas as concentragcbes causaram alteragdes cromossdmicas no ciclo celular de
Allium cepae Pisum sativume alto poder antiproliferativo e citotéxico, o que produz
um efeito inibitério no ciclo celular dos dois bioindicadores testados.Desta forma,
estudos de genotoxicidade, em especial o teste de Allium cepae Pisum sativum, sdo
uma forma de caracterizar espécies vegetais medicinais ainda pouco conhecidas em
relacdoa seus componentes e atividadesde seus extratos,servindo de alerta
paraapopulacao que se utiliza da medicina popular para o tratamento de doencas.E
por possuir alto efeito antiproliferativo e genotoxicico, sugere-se um maior cuidado
na sua utilizacdo pela populagao, deste modo indica-se o0 uso de decocgcbes em

concentragdes pequenas.
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