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RESUMO

O uso de plantas medicinais remonta a milhbes de anos e continua sendo uma
pratica difundida em diversas comunidades, porém, a maioria dessas plantas carece
de evidéncias cientificas que comprovem sua eficacia e segurangca. A Syzygium
cumini (L.) Skeels, planta conhecida popularmente como jamelao, € usada na cultura
popular para o tratamento de diabetes e colesterol e € conhecida por sua atividade
antioxidante e anti-inflamatdria. Visando contribuir para o aumento do conhecimento
sobre a seguranga do uso de extratos dessa espécie, o extrato etandlico de folhas
de jamelao foi aplicado ao teste Allium cepa para a investigacado da citotoxicidade e
genotoxicidade desta planta. Com esse fim, foram coletadas as folhas de quatro
espécimes de Syzygium cumini, do campus Recife da Universidade Federal de
Pernambuco, assim como amostras de solo dos locais onde elas estdo plantadas.
As folhas foram secadas e trituradas, posteriormente sendo submetidas a extragao
etandlica. O extrato etandlico teve seu perfil fitoquimico determinado e foi diluido em
agua mineral nas concentracbdes de 70 e 140 ug/mL e foi aplicado ao teste Allium
cepa, para avaliagao de citotoxicidade e genotoxicidade. O solo se mostrou propicio
para o desenvolvimento da espécie e foram detectados flavonoides, saponinas e
terpenos no extrato. O teste Allium cepa revelou a auséncia de citotoxicidade, uma
vez que as raizes tratadas com o extrato ndo apresentaram diminuicao significativa
de tamanho e as células analisadas nao apresentaram alteragdes no ciclo celular; e
de genotoxicidade, uma vez que o padrdo das figuras mitdticas foi encontrado
normal.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Ciclo Celular. Genotoxicidade. Extrato de
Planta. Jamelao.



LIMA, José Pedro Faustino de. Cytotoxicity Assessment of Syzygium cumini (L.)
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ABSTRACT

The use of medicinal plants dates back millions of years and continues to be a
widespread practice in several communities, however, most of these plants lack
scientific evidence to prove their effectiveness and safety. Syzygium cumini (L.)
Skeels, a plant popularly known as jameldo, is used in popular culture to treat
diabetes and cholesterol and is known for its antioxidant and anti-inflammatory
activity. Aiming to contribute to increasing knowledge about the safety of using
extracts from this species, the ethanolic extract of jamelédo leaves was applied to the
Allium cepa test to investigate the cytotoxicity and genotoxicity of this plant. For this
purpose, leaves were collected from four specimens of Syzygium cumini, from the
Recife campus of Federal University of Pernambuco, as well as soil samples from the
places where they are planted. The leaves were dried and crushed, later being
subjected to ethanolic extraction. The ethanolic extract had its phytochemical profile
determined and was diluted in mineral water at concentrations of 70 and 140 pg/mL
and applied to the Allium cepa test, to evaluate cytotoxicity and genotoxicity. The soil
proved to be suitable for the development of the species and flavonoids, saponins
and terpenes were detected in the extract. The Allium cepa test revealed the
absence of cytotoxicity, since the roots treated with the extract did not show a
significant decrease in size and the cells analyzed did not show changes in the cell
cycle; and absence of genotoxicity, since the pattern of mitotic figures was found to
be normal.

Keywords: Medicinal Plants. Cell Cycle. Genotoxicity. Plant Extract. Jamun.
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1. INTRODUGAO

As plantas sédo usadas para fins medicinais ha milhdes de anos, desde o
periodo pré-historico. A partir do século XX até a década de 70, a Botanica deu
suporte a inumeras pesquisas que ajudaram a moldar a medicina moderna (SILVA,
2002). Atualmente, o uso de plantas medicinais € feito por diversas comunidades,
em todo o pais, do interior a grandes centros urbanos.

Um exemplo de planta medicinal é a Syzygium cumini (L.) Skeels, uma planta
da familia Myrtaceae popularmente conhecida como jameldo, jamboldo, guapé,
azeitona-roxa, dentre outros (Silva; Lima, 2023). Seus frutos, casca, sementes e
folhas sdo usados na cultura popular como plantas medicinais para tratar diarreia,
inflamacédo, infeccdo microbiana, hemorragia, disenteria, infecgbes respiratorias,
alergias, além de ter efeito antioxidante, diurético, hipolipidémico e hipoglicemiante
(Vicentini et al., 2001; Schoenfelder et al., 2010; Ramya; Neethirajan; Jayakumararaj,
2013). As atividades biolégicas dessa planta poderiam ser atribuidas a seus
metabdlitos, onde Silva e Lima (2023) constataram a presenga de alcaloides,
antraquinonas, flavonoides, saponinas e taninos em amostras de folhas e flores de
S. cumini.

A grande maioria das plantas conhecidas e usadas, na cultura popular, para
fins medicinais ndo possui comprovagao de sua eficacia, seguranga ou qualidade,
ainda que esses sejam atributos recomendados para a aprovagdo do uso de um
farmaco sintético (Verri; Moura; Moura, 2017). Teixeira e colaboradores (2003)
reforcam a importancia da pesquisa de citotoxicidade e genotoxicidade de plantas
medicinais, com o proposito de garantir o seu uso seguro; e Tedesco e
Laughinghouse IV (2012) consideram que o estudo de extratos vegetais deveria ser
prioridade e que essas pesquisas sao um investimento na saude publica.

Uma das opgdes para o estudo das plantas medicinais e seus potenciais
citotoxico e genotoxico é o teste Allium cepa, o qual utiliza as raizes da cebola como
bioindicador. As raizes crescem em contato direto com a substancia pesquisada e,
em seguida, é realizada uma anadlise dos cromossomos do meristema da raiz
buscando alteragbes estruturais ou numéricas (Tedesco; Laughinhouse |V, 2012).

Ele € um sistema de baixo custo, confiavel e cujos resultados s&o equivalentes aos
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de outros testes de citotoxicidade (Tedesco; Laughinghouse 1V, 2012; Verri; Moura;
Moura, 2017; Lessa; Silva; Cariello, 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho visou investigar o extrato etandlico de
folhas de S. cumini ocorrentes no municipio de Recife-PE quanto a sua
citotoxicidade utilizando o sistema Allium cepa, aspirando auxiliar na construcdo de

conhecimento acerca dessa espécie e de seu uso seguro.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ETNOFARMACOLOGIA

Plantas sdo fontes de alimento e fornecem, além de tudo, vitaminas e sais
minerais (Firmo et al, 2012). Desde a pré-histdria, o ser humano tem explorado os
principios ativos de plantas téxicas e medicinais. Essa pratica € uma das formas
mais antigas de prevencgao, tratamento e cura e demonstra a relagdo entre a
natureza e a saude (Silva, 2002; Firmo et al., 2012). A origem da medicina popular &,
supostamente, a observacdo do comportamento animal; mas diferente dos outros
animais, os humanos conseguem manipular o vegetal a fim de extrair os seus
compostos secundarios por meio de fervura, secagem, demolho, cozimento, etc. Ao
longo do tempo, essa pratica evoluiu e, hoje, da suporte para pesquisa de novos
farmacos (Costa-Neto, 2012; Abbott, 2014).

O desenvolvimento da habilidade de reconhecer e utilizar plantas medicinais
ocorreu por meio de uma série de tentativas e erros ao longo da histéria. Os povos
antigos ndo apenas identificavam diferentes géneros e espécies vegetais, mas
também compartiihavam esse conhecimento de geragdo a geracgao, inicialmente de
forma oral e, posteriormente, por meio da escrita (Silva, 2002).

As primeiras anotagcbes sobre emprego de plantas medicinais comegcam a
surgir por volta do ano 4000 a.C. De modo geral, esses textos estavam intimamente
ligados a religido. Sdo encontrados registros fundamentados em rituais religiosos no
Egito e na Mesopotamia. Na China, a partir do ano 2838 a.C., surgiram textos
inspirados no taoismo. Na India, por volta de 1500 a.C., ha textos sagrados hindus
que definiram a base da medicina hindu. Além disso, tanto o Antigo quanto o Novo
Testamento da Biblia fazem o registro de usos de plantas medicinais. Grécia antiga

e Roma também sdo exemplos de sociedades que catalogaram o uso de
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fitoterapicos (Silva, 2002; Firmo et al., 2012). Porém, durante a ldade Média, na
Europa, o uso de plantas medicinais diminuiu consideravelmente, uma vez que a
cultura da época nao via a medicina popular com bons olhos (Silva, 2002).

Até o século XIX, plantas e extratos vegetais constituiam a maioria dos
medicamentos, superando o uso de produtos animais, minerais ou de outra origem.
Na primeira metade do século XX, o Brasil era predominantemente rural, com povos
tradicionais usando extensivamente plantas medicinais, inclusive destinando papéis
sociais para a coleta e uso delas. No entanto, isso comegou a mudar quando o
éxodo rural, a urbanizacdo e o exterminio de povos nativos levaram ao declinio
desse conhecimento, até entdo preservado pela tradicdo oral. Porém, na segunda
metade do século XX, o destaque dado as questdes ambientais acabou valorizando
e resgatando esse conhecimento, revertendo a tendéncia anterior (Silva, 2002;
Firmo et al., 2012; Sales, Sartor, Gentilli, 2015). Outros fatores de valorizagdo do uso
de plantas medicinais, nesta mesma época, foram: o aumento do preco de farmacos
sintéticos, seus efeitos colaterais e o facil acesso as plantas medicinais (Silva, 2002;
Firmo et al, 2012).

Existe uma ideia precipitada de que plantas medicinais, por virem diretamente
da natureza, ndo apresentam efeitos colaterais e sdo atoxicas, quando comparadas
com farmacos sintéticos. Plantas medicinais sdo complexas, uma vez que possuem
substancias de defesa e bioativos (Santos; Volejo, 2021). Sua bioatividade pode se
dar pela presenga de um so ativo ou pelo sinergismo das substéncias que compdem
a planta (Souza-Moreira; Salgado; Pietro, 2010). Por conta dessa complexidade, a
automedicagao e seu uso indiscriminado podem causar interagdes farmacolégicas
em associagao a outras drogas, e efeitos colaterais e téxicos, principalmente pelo
seu uso continuado (Veiga Jr.; Pinto; Maciel, 2005; Santos; Volejo, 2021).

E importante lembrar que a propriedade medicinal das plantas se da pela
presenga de metabdlitos secundarios em seus tecidos. Esses metabdlitos nao
participam da obtengdo de energia, pela planta, como os metabdlitos primarios
(carboidratos, lipideos e proteinas). Os metabdlitos secundarios estao presentes em
menor quantidade na planta e desempenham diversas fungdes. Os taninos e os
alcaloides, por exemplo, ttm um gosto amargo que afasta quem tenta se alimentar
dos frutos verdes, com a semente imatura, e das folhas, servindo como mecanismo
de defesa para a planta. Em contraste com essas moléculas, alguns metabdlitos sao

produzidos a fim de atrair outros seres vivos, como os polinizadores; esses
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metabdlitos incluem pigmentos, como os flavonoides, e 6Oleos volateis, como os

terpenos (Simbes et al., 2017).

2.2. Syzvcium cumini (L.) SKEELS

A Syzygium cumini (L.) Skeels é uma mirtacea (pertencente a familia
Myrtaceae) que se originou no sul da Asia, no subcontinente indiano e regides
adjacentes, distribuindo-se pelos tropicos (Ayyanar; Subash-Babu, 2012). Seus
frutos, quando maduros, tém cor violeta escuro e se assemelham ao fruto da oliveira
tanto em forma quanto em peso (Costa et al., 2018). Por causa dessa caracteristica,
a S. cumini é conhecida como azeitona-roxa; outros nomes populares desta planta
incluem jamelao, jambolao e guapé (Silva; Lima, 2023).

Trazida para o Ocidente por volta do século XIX, a S. cumini se adaptou bem
as condigdes edafoclimaticas brasileiras e é encontrada em areas antrépicas, uma
vez que nao € nativa do pais, de quatro dominios fitogeograficos: Amazénia,
Cerrado, Mata-Atlantica e Pantanal. Distribui-se no Norte (Amazonas e Roraima), no
Nordeste (Bahia, Pernambuco e Sergipe), no Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sado Paulo) e no Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina)
(Figura 1) (Costa et al., 2018; Pizzardo; Antonicelli, 2014).
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Figura 1 — Distribuicdo da Syzygium cumini (L.) Skeels no Brasil

Fonte: Adaptado de Pizzardo e Antonicelli, 2014.

O jamelao (Figura 2-A) é uma arvore perene que tem entre 14m e 30m de
altura e 8m e 11m de largura, podendo viver até 60 anos. Seu tronco é
marrom-esverdeado e ele pode ser usado pela sua madeira dura e duravel. As
folhas do jamelao séo verdes, ovais e coriaceas e sua copa € densa (Figura 2-B).
Suas flores crescem agrupadas, sao brancas e perfumadas e suas pétalas caem
rapidamente (Figura 2-C). Os frutos de S. cumini sdo ovais e pequenos, parecidos
com azeitonas, e variam de verde, quando ainda sdo muito jovens e variam de
branco a um roxo escuro, quase preto, quando estdo maduras (Ayyanar;
Subash-Babu, 2012; Vidal et al., 2023).
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Figura 2 — Arvore, Folhas e Flores de Syzygium cumini (L.) Skeels
e EH 3 r - r ,_‘

: - S, e ' -y
A) Arvore de S. cumini; B) Folhas da S. cumini em diferentes fases do desenvolvimento; e C) flores
de S. cumini.
Fonte: Imagem do autor, 2024.

Por mais que todos os tecidos vegetais da S. cumini tenham uso na medicina
popular, a folha e a casca sado as partes mais importantes (Ramya; Neethirajan;
Jayakumararaj, 2013). As folhas de jameldo tém multiplos usos medicinais, sendo
utilizadas para retrair o canal vaginal pds-parto, diminuir a produgdo de muco e
controlar o odor. Sdo eficazes no tratamento de indigestdo, problemas renais,
intoxicagao por opio e picadas de centopeia. Um suco composto por essas folhas,
folhas de manga, myrobalan, leite de cabra e mel é utilizado para tratar disenteria.
Além disso, os tecidos vegetais da S. cumini sdo usados para tratar a diabetes antes
mesmo da descoberta da insulina. Para obter seu efeito hipoglicemiante, as folhas
dessa arvore podem ser consumidas in natura, como cha, feito por infusdo ou
decoccdo, ou ainda como suco misturado com leite de vaca. As cinzas das suas
folhas, ainda, sdo empregadas para fortalecer a gengiva e os dentes (Ramya;

Neethirajan; Jayakumararaj, 2013; Ayyanar; Subash-Babu, 2012).
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2.3 TesTE ALLIUM CEPA

A utilizagdo de organismos como bioindicadores do estado de saude de um
ecossistema se baseia na sensibilidade dos seres vivos as mudancgas fisicas,
quimicas e ecologicas do ambiente. Esses organismos sao capazes de refletir as
alteragbes no ecossistema, servindo como indicadores ambientais, de poluigdo e de
biodiversidade. A coleta e analise de dados sobre essas mudangas podem ser
utilizadas para avaliar ndo apenas a saude do ecossistema, mas também os
possiveis impactos sobre a saude humana. (Parmar; Rawtani; Agrawal, 2016; Asif;
Malik; Chaudhry, 2018).

Estudos utilizam a cebola (Allium cepa) como um bioindicador de polui¢ao,
testando diretamente a citogenotoxicidade de uma amostra ambiental, extrato ou
substancia, ja que as radiculas crescem em contato direto com o objeto do estudo.
Esse teste se destaca pela facilidade da sua aplicagado, uma vez que ele nao exige o
uso de materiais sofisticados ou metodologia complexa. Outras vantagens incluem o
fato do teste Allium cepa ser um teste sensivel, de baixo custo e execugao rapida
(Tedesco; Laughinghouse IV, 2012; Verri; Moura; Moura, 2017; Lessa; Silva; Cariello,
2017).

A analise citotdxica é realizada pela medigdo do comprimento radicular ao fim
de cada ensaio (controle e tratamento) e pela determinagcdo do indice mitético. Se
houver uma diferenca significativa no crescimento das raizes e nos indices mitoticos,
a substancia pode ser considerada citotdxica, pois ela diminui a proliferagcao celular.
No entanto, o contrario também pode ser verdadeiro caso haja estimulacdo da
proliferagédo celular. Por outro lado, a analise genotdxica se da pela observagao das
células meristematicas da cebola sob microscopio 6ptico. A analise da morfologia do
ciclo celular busca identificar a presenca ou auséncia de alteragdes cromossémicas.
O resultado da observagao, se significativo, pode indicar tanto um efeito genotoéxico
quanto genoprotetor (Bagatini; Silva; Tedesco, 2007; Tedesco; Laughinghouse 1V,
2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a citotoxicidade do extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini

(L.) Skeels através do teste Allium cepa.

3.2. OBJETIVOS EsPECiFicos

e Coletar folhas de S. cumini no campus Recife da Universidade Federal de
Pernambuco;

e Colher amostras de solo no qual os espécimes do estudo estao plantados;

e Obter o extrato etandlico de folhas de S. cumini;

e Determinar o perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de S. cumini,

e Avaliar a citotoxicidade do extrato etandlico de folhas de S. cumini através

do teste Allium cepa.
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4. METODOLOGIA

4.1 CoLETA DE FoLHAS E SoLo

4.1.1. Determinagao dos Espécimes e Coleta de Folhas
O presente estudo foi realizado com folhas coletadas de arvores de S. cumini

do campus Recife da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A partir de um
levantamento feito pela Superintendéncia de Infraestrutura (SINFRA) da UFPE para
mapear a localizagdo dos exemplares de jameldo no campus, quatro espécimes

foram escolhidos para fazer parte do pool de folhas para obtencdo do extrato
etandlico. A maioria dos espécimes esta concentrada na parte sul do campus e os

espécimes do estudo foram selecionados por serem os mais distantes entre si, com

o objetivo de garantir uma amostra representativa da populagao.
As arvores foram identificadas tanto por numero, quanto pelo local onde se

encontram, sendo: espécime n° 1 — Departamento de Energia Nuclear (DEN);
espécime n° 2 — Area Il, espécime n° 3 — Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza

(CCEN); e espécime n° 4 — Departamento de Terapia Ocupacional (DTO). A

localizag&do dos espécimes esta descrita na Figura 3.

Figura 3 — Mapa das Arvores Usadas Para o Estudo
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Depois da escolha dos espécimes para o pool de folhas, realizou-se uma
coleta no dia 10 de agosto de 2023. A coleta foi feita quando as arvores ainda
estavam em estado vegetativo. As folhas foram retiradas de dois niveis diferentes de
cada arvore, copa inferior e média, e em dois pontos opostos (Figura 4), a fim de se
obter uma amostra homogénea de folhas de cada arvore que compés o pool. Com
excecao apenas do espécime n° 3 (CCEN) que por causa de sua altura s6 permitiu a
coleta em dois pontos opostos, na sua copa inferior. A média de temperatura e
precipitacdo acumulada, no Recife-PE, nas duas semanas que antecederam a
coleta foi de 25,7 °C, segundo dados da Weather Underground (2024), e 35,4 mm,
segundo dados da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC) (Alves, 2024).

Figura 4 — Metodologia da Coleta de Folhas

<

Imagem do espécime n° 4 destacando os pontos de coleta. Em vermelho, pontos opostos da copa
inferior da arvore; e em amarelo, da copa média.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

A confirmacgao da espécie aconteceu por meio da confecgdo de uma exsicata

com galhos, folhas e flores, posteriormente coletadas. A amostra botanica se



23

encontra depositada no Herbario UFP - Geraldo Mariz sob numero de tombamento
90.546. O Herbario é cadastrado como fiel depositario do patrimdnio genético pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA).

4 .1.2. Coleta de Solo

A coleta para analise de fertilidade do solo foi feita no dia 15 de setembro de
2023, seguindo o estabelecido pelo Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA,
2024). A coleta aconteceu nas areas sob a projecdo de copa em dois pontos
opostos. Inicialmente, toda cobertura vegetal dos pontos de coleta foi retirada. Por
fim, o solo numa profundidade de 20 cm foi coletado, com o auxilio de uma enxada,
e armazenado em recipientes limpos e secos (Figura 5). A média de temperatura e
precipitacdo acumulada, no Recife-PE, nas duas semanas que antecederam a
coleta foi de 26,1 °C, segundo dados da Weather Underground (2024), e 19,9 mm,
segundo dados da APAC (Alves, 2024).

Figura 5 — Metodologia de Coleta de Solo

.

Fonte: IPA, 2024.

As amostras foram coletadas durante o periodo chuvoso e secaram
naturalmente, durante duas semanas, sendo posteriormente levadas ao IPA para

analise.
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4.2. EXTRAGAO ETANOLICA

Para a obtencao do extrato etandlico, seguindo a metodologia modificada et
al. 2014 de Bona, 1,632 kg de folhas foram postas na estufa para secar a 50 °C
durante 48 horas. Apés a secagem, as folhas foram trituradas, aumentando a
superficie de contato do material com o extrator. No fim, foram obtidos 0,570 kg de
folhas secas e trituradas.

Duzentos gramas (200 g) do produto da secagem e trituragcdo foram
submetidos a uma extragao alcodlica por esgotamento. Inicialmente, as folhas foram
submersas em 1 L de alcool absoluto por 24 horas fora do alcance da luz. Em
seguida, o produto foi filtrado por gotejamento e reservado em uma garrafa de vidro,
também fora do alcance da luz; e as folhas foram novamente submersas em 600 mL
de alcool absoluto por mais 24 horas. Por fim, o extrato passou por rota-evaporacao
durante 7 horas e posterior banho maria, durante 3 dias, para a retirada da sua
fracdo alcodlica. Todo o processo de extracao foi feito no Laboratério de Ecologia
Aplicada e Fitoquimica (LEAF) do Departamento de Boténica da UFPE.

4 .3. ScreeninG FitoquiMico bo ExTrRATO

O extrato etandlico de folhas (EEF) de S. cumini (L.) Skeels foi testado para a

identificacao de alcaloides, saponinas, flavonoides e terpenos.
4.3.1. |dentificacdo de Alcaloides

A identificacdo de alcaloides seguiu a metodologia descrita por Simdes e
colaboradores (2017). O extrato foi ressolubilizado em etanol e trés gotas do
reagente de Dragendorff foram pingadas na solugdo. Se houvesse a formagéo de
um sal laranja e a precipitacao dele, o teste seria positivo. O padrao usado foi

Buscopan®, por conter escopolamina, um alcaloide (Dias, 2021).
4.3.2. |dentificagéo de Saponinas

A determinacdo da presenga de saponinas no extrato seguiu a metodologia
de agitagdo descrita por Simbdes e colaboradores (2017). O extrato foi
ressolubilizado em agua, aquecido a 100 °C em banho-maria e agitado

vigorosamente até a formacao de espuma. Por fim, o tubo ficou em repouso durante
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15 minutos e a presenga da espuma foi checada. As saponinas diminuem a tenséo
superficial e sua presenga é constatada pela persisténcia da espuma, apds o tempo
de espera. O extrato aquoso de jua (Ziziphus joazeiro) foi usado como padrao desse
experimento, uma vez que a presenga de saponinas nesta planta ja é conhecida
(Nascimento et al., 2020).

4.3.3. Identificacdo de Flavonoides

A identificacdo de flavonoides foi realizada através de cromatografia em
camada delgada (CCD). O extrato ressolubilizado em etanol serviu como fase
estacionaria e a fase mével usada foi uma solucdo de tolueno:éter:acido acético
(1:1:0,5). Ao fim da corrida, NP-PEG foi borrifado na placa cromatografica, agindo
como revelador e a leitura da placa foi realizada sob luz UV 366 nm (Wagner; Bladt,

1996). O padrao usado foi a quercetina (Lakhanpan; Rai, 2007).
4.3.4. |dentificacdo de Terpenos

A identificacdo de terpenos seguiu a metodologia de Wagner e Bladt (1996)
modificada. Realizou-se uma CCD, na qual uma solugao de tolueno:acetato de etila
(73:27) foi usada como fase movel e também foi usada para ressolubilizagdo do
extrato e para diluigdo do padrdo. Ao fim da corrida cromatografica, a placa foi
revelada com vanilina sulfurica e ficou na estufa a 110 °C, até que o padrao de
terpenos fosse visivel. O padrao usado foi um extrato de Cyperus brevifolius

anteriormente descrito na literatura (Komai; Tang, 1989).

4.4. TESTE ALLIUM CEPA

O teste foi realizado por meio da metodologia de Vicentini e colaboradores
(2001) modificada. Os bulbos de Allium cepa foram adquiridos comercialmente de
supermercado, sendo organicos, de mesma origem, saudaveis e ndo germinados, e
mantidos em local livre de umidade e ao abrigo da luz. As concentragdes utilizadas
do extrato etandlico de folhas de S. cumini foram 70 pg/mL e 140 ug/mL, diluidos em
agua. Foram estabelecidos 3 grupos: Controle negativo (G0), Extrato Etandlico a 70
pMg/mL (G1) e Extrato Etandlico a 140 pg/mL (G2), cada grupo sendo composto por 6

bulbos, somando ao todo 18 bulbos pesquisados (Figura 6).
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Figura 6 — Grupos GO, G1 e G2
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Fonte: Imagem do autor, 2024.

A preparagao dos bulbos para o experimento consistiu em dois passos. O
primeiro foi a retirada do catafilo externo dos bulbos a fim de prevenir o
apodrecimento do bulbo por agdo de possiveis microrganismos contaminantes. O
segundo passo foi a retirada das raizes antigas, expondo o prato (caule) do bulbo,
com o intuito de possibilitar e estimular o crescimento de novas raizes.

Todos os grupos foram submetidos a dois ensaios: um ensaio controle (Co),
com imersao do bulbo em agua mineral durante 96h, visando o crescimento inicial
de raizes; seguido por um ensaio tratamento (Tr), com imersao do vegetal durante
24 horas em agua mineral, extrato etandlico a 70 uyg/mL e extrato etandlico a 140

pg/ml, para os grupos GO, G1 e G2, respectivamente, como mostra a Figura 7.
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Figura 7 — Metodologia Allium cepa
Go G1 G2

96 horas

24 horas

.
BE

Esquema do teste Allium cepa. Os grupos G0, G1 e G2 estao representados nas colunas,
enqguanto que os ensaios Co e Tr estdo representados nas linhas superior e inferior, respectivamente.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Ao fim de cada ensaio, as radiculas foram medidas, para obtengdo da média
de crescimento radicular, a fim de se testar a citotoxicidade do extrato. Logo apds, a
maior radicula de cada bulbo foi coletada e fixada numa solugdo de etanol:acido
aceético (3:1) durante 24 horas, como descrito por Tedesco; Laughinghouse IV
(2012). Antes da analise, as radiculas passaram por duas lavagens em placa de
Petri com agua destilada, foram hidrolisadas com HCI durante 9 minutos, lavadas
duas vezes, novamente, e coradas com hematoxilina, durante 8 minutos. Depois
disso, os meristemas, objetos da analise, foram cortados e postos nas laminas com
uma gota de acido acético a 2%.

A contagem foi feita por extrapolagdo, se baseando no método de Fénio
(Avila; Sokolnik, 2016) modificado. As células em mitose, de cada lamina, foram
contadas em 5 campos com 200 células cada, totalizando 1000 células por lamina.
Foram contadas 36000 células ao fim, 6000 de cada ensaio (Co e Tr) de cada grupo
(GO, G1 e G2), as quais foram classificadas de acordo com a fase mitoética em que

se encontravam.
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A partir da contagem, o indice mitético (IM) de cada ensaio para todos os
grupos foi determinado. Esse indice é estabelecido pela relagdo entre o numero de
células em profase, metafase, anafase e teléfase (P+M+A+T) e o numero total de

células contadas (NTC) multiplicado por 100; expresso pela equacgéo:

(P+M+A+T)x100
NTC

IM = . A partir dos valores obtidos na equacido acima, foi possivel

avaliar o potencial citotoxico das amostras em inibir ou aumentar a proliferacao
celular. Além disso, a analise microscopica permitiu a busca por mitoses irregulares,
micronucleos e células binucleadas, fenbmenos que, se presentes, poderiam indicar

a genotoxicidade do extrato.

4.5. TRATAMENTO ESTATISTICO

As analises dos dados obtidos foram feitas através do software GraphPad
Prism versdo 10.2.1. As médias de crescimento radicular foram tratadas pelo teste
ANOVA e teste de Tukey, com a=0,05.

A andlise do indice Mitético foi realizada através do teste estatistico
qui-quadrado, com a=0,05, e usou a média dos indices mitéticos dos ensaios
controle e tratamento do grupo GO como os resultados esperados do teste. Depois,
os ensaios dos grupos G1 e G2 foram individualmente comparados a média do

grupo GO.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SoLo

Macroscopicamente, os solos do CCEN e da Area Il apresentavam
caracteristicas pedregosas e arenosas, respectivamente. Em contraste, os solos do
DEN e do DTO eram predominantemente humosos, com cobertura vegetal e
presencga significativa de matéria organica (Figura 8). Com base na analise realizada
pelo IPA (conforme detalhado no Anexo A), verificou-se que todos os solos sao
adequados para o crescimento da S. cumini e que nenhum deles esta contaminado
por aluminio, um elemento que acidifica o solo e afeta a absor¢do de agua e

nutrientes, reduzindo o desenvolvimento da planta (Hartwig et al. 2007).

Figura 8 — Coleta de Solo

A) Ponto de coleta de solo no qual o espécime n° 1 esta plantado; B) Ponto de coleta de solo no qual
0 espécime n° 2 esta plantado C) Ponto de coleta de solo no qual o espécime n° 3 esta plantado; e D)
Ponto de coleta de solo no qual o espécime n° 4 esta plantado.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

5.2. PerFIL FiToquimico

Ao fim do screening fitoquimico do extrato etandlico de folhas de Syzygium

cumini (L.) Skeels foram contatadas a presenca de saponinas, flavonoides e
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terpenos, e a auséncia de alcaloides; esses resultados estdo expressos na Tabela 1
e na Figura 9.

Tabela 1 — Screening Fitoquimico do Extrato Etandlico de Folhas de Syzygium cumini

Classes Extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini
Alcaloides -
Saponinas +
Flavonoides +
Terpenos +

Fonte: Tabela do autor, 2024.

Figura 9 — Identificacdo de Compostos Organicos no Extrato Etandlico de Folhas de S. cumini (L.)
Skeels

A1) Teste de Dragendorff do extrato etandlico de folhas de S. cumini (EEFSc); A2) Teste de
Dragendorff do padréo de alcaloides; B1) Teste de Saponinas do EEFSc; B2) Teste de Saponinas do
padrdo; C1) Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para identificagdo de flavonoides sob luz UV
do EEFSc; C2) CCD para identificagcdo de flavonoides sob luz UV do padrdo; D1) CCD para
identificacdo de terpenos do EEFSc; e D2) CCD para identificagdo de terpenos do padrao.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Esses dados concordam em sua maioria com outros screenings das folhas de
jameldo (Ramya; Neethirajan; Jayakumararaj, 2013; Ayyanar; Subash-Babu 2012;
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Ramos; Bandiola, 2017; Silva; Lima, 2023), porém a auséncia de alcaloides diverge
dos achados de Ramos e Bandiola (2017) e Silva e Lima (2023), que performaram
quatro testes para deteccdo de alcaloides em extrato etandlico de folhas de S.
cumini, incluindo o de Dragendorff, e tiveram resultados positivos em todos. Uma
possivel explicacdo para essa diferenca seria uma presumivel diminuicdo dos niveis
de alcaloides pelos individuos do estudo, abaixo do nivel de deteccédo, uma vez que
a disponibilidade de metabdlitos secundarios depende de uma gama de fatores
como: sazonalidade, pluviosidade, temperatura, exposicdo a radiacdo solar,
disponibilidade de agua e nutrientes, altitude, composicdo atmosférica, ataque de
patdgenos ou predadores (herbivoros), além da idade e ciclo circadiano da proépria
planta (Globbo-Neto; Lopes, 2007).

5.3. TeSTE ALLIUM CEPA

As medigdes radiculares revelaram que o extrato etandlico das folhas de S.
cumini, nas concentragdes de 70 ug/ml e 140 pg/ml, ndo apresentou citotoxicidade.
As medi¢cdes foram analisadas tanto intragrupo, comparando os ensaios dentro de
cada grupo (Figura 10), quanto intergrupo, comparando, primeiro, 0 ensaio controle
de todos os grupos entre si (Figura 11-A) e, depois, 0 ensaio tratamento de todos os
grupos entre si (Figura 11-B). Nenhuma comparagdo divergiu de forma

estatisticamente significativa (p>0,05).

Figura 10 — Analise Intragrupo do Tamanho Radicular de Cebolas Tratadas com Agua ou com
Extrato Etandlico de Folhas de Syzygium cumini

Controle Negativo (G0) E Extrato Etandlico 70 pg/mL (G1) Extrato Etanélico 140 pg/mL (G2)
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NS=Na&o possui significancia estatistica, p>0,05.

Fonte: Imagem do autor, 2024.
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Figura 11 — Analise Intergrupo do Tamanho Radicular de Cebolas Tratadas com Agua ou com Extrato
Etandlico de Folhas de Syzygium cumini
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NS=Nao possui significancia estatistica, p>0,05.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Em relagédo aos indices mitéticos, nenhum tratamento, tanto na concentragao
de 70 pg/mL quanto na concentracdo de 140 ug/mL, apresentou diferencga
estatisticamente significativa em relacdo a média dos ensaios do GO, sendo
descartada a hipétese de que o extrato apresenta citotoxicidade. O controle do G2,
porém, apresentou uma diferenca significativa, com um indice mitético maior do que
o da média do GO, porém, dado que todas as cebolas, tanto do GO quanto dos
ensaios controle do G1 e G2 comegaram o experimento nas mesmas condi¢des e
no mesmo dia e elas foram tratadas com agua mineral, a explicagdo para essa
diferenca é de que as cebolas do ensaio controle do grupo G2, apresentaram essa
tendéncia naturalmente, por fatores que estavam fora do controle do estudo, como
exemplo idade e reserva energética (Tabela 2). A diferenga na taxa de crescimento

radicular justifica o grande desvio padrao apresentado nas figuras 10 e 11.
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Tabela 2 - indices Mitéticos e Contagem de Células de raiz de Allium cepa Tratadas com Extrato

Etandlico de Folhas de Syzygium cumini

(continua)
indice Células Contadas
. Total de s
Grupo Ensaio i Mitético
Células I P M A T
(%)
Co 6000 3 5818 69 57 32 24
GO
Tr 6000 4,9 5706 134 66 45 49
Co 6000 3,7 5776 104 53 44 23
G1
Tr 6000 3,9 5762 115 58 43 22
Co 6000 51* 5692 134 80 42 52
G2
Tr 6000 3,1 5814 100 43 21 22

I=interfase, P=préfase, M=metafase, A=anafase e T=tel6fase. * apresenta diferenca estatisticamente

significativa quando comparado a média dos ensaios do GO (p<0,05).

Fonte: Tabela do autor, 2024.

Nas concentragdes estudadas, o extrato etandlico de folhas de S. cumini (L.)

Skeels nao alterou o ciclo celular, quando comparados ao controle. Esses resultados

concordam com o estudo de Vicentini e colaboradores (2001), que testaram duas

concentragbes de extrato aquoso de folhas de S. cumini (70 e 700 pg/mL) e

nenhuma delas apresentou citotoxicidade.

Durante a analise microscopica, nao foram verificadas alteragées nas figuras

de mitose das células meristematicas de Allium cepa em nenhum ensaio de nenhum

grupo (Figuras 12, 13, 14).



A, B, C, D e E) Ensaio controle; e F, G, H, | e J) Ensaio tratamento com agua. A e F) Interfase -
nucléolos aparentes; B e G) Profase - cromossomos iniciando a condensacéo; C e H) Metafase -
cromossomos condensados no plano equatorial da célula; D e 1) Anafase - cromossomos sendo
puxados pelas fibras do fuso; e E e J) Telofase - cromossomos nos poélos da célula. Fotos tiradas na
objetiva de 20x.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Figura 13 — Células Meristematicas Tratadas com Extrato Etandlico a 70 ug/mL (G1)
.
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A, B, C, D e E) Ensaio controle; e F, G, H, | e J) Ensaio tratamento com extrato etandlico de S. cumini
a 70 pg/mL. A e F) Interfase - nucléolos aparentes; B e G) Profase - cromossomos iniciando a
condensagéo; C e H) Metafase - cromossomos condensados no plano equatorial da célula; D e )
Anafase - cromossomos sendo puxados pelas fibras do fuso; e E e J) Tel6fase - cromossomos nos
polos da célula. Fotos tiradas na objetiva de 20x.

Fonte: Imagem do autor, 2024.



Figura 14 — Células Meristematicas Tratadas com Extrato Etandlico a 140 pg/mL (G2)
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A, B, C, D e E) Ensaio controle; e F, G, H, | e J) Ensaio tratamento com extrato etandlico de S. cumini
a 140 pg/mL. A e F) Interfase - nucléolos aparentes; B e G) Préfase - cromossomos iniciando a
condensacgao; C e H) Metafase - cromossomos condensados no plano equatorial da célula; D e 1)
Anafase - cromossomos sendo puxados pelas fibras do fuso; e E e J) Tel6fase - cromossomos nos
polos da célula. Fotos tiradas na objetiva de 20x.

Fonte: Imagem do autor, 2024.

Costa (2011) testou a genotoxicidade de extratos metandlicos de casca e
folhas de S. cumini aplicados ao teste de micronucleo em raiz de cebola. Ele usou
os extratos de folha diluidos nas concentragdes de 0,2%, 1% e 2% e comparou a
média de micronucleos de cada grupo com o controle com agua, descrevendo
atividade antimutagénica para o extrato de folhas. A presenga de polifenois, em
concentragbes baixas, tem potencial antimutagénico, gracas a sua atividade
antioxidante (Vicentini et al. 2001). Tal achado poderia explicar a auséncia de
aberragdes cromossémicas nos grupos tratados com o extrato etandlico de folhas de

S. cumini do presente estudo.
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6. CONCLUSAO

A analise dos solos, nos quais os espécimes do estudo estavam plantados,
sugere que eles sdo adequados para o desenvolvimento da Syzygium cumini. Além
disso, as arvores nao estavam sob estresse causado pela presenca de aluminio no
solo, uma vez que foi atestada a sua auséncia.

O perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de Syzygium cumini (L.)
Skeels demonstrou a presenca de flavonoides, saponinas e terpenos.

Através do teste Allium cepa, verificou-se que o extrato etandlico de folhas de
S. cumini, nas concentragdes testadas, ndo apresentou citotoxicidade, uma vez que
nao houve alteracdo no crescimento radicular ou no indice mitoético. Também nao

apresentou genotoxicidade, ja que ndo houve alteragdo das figuras de mitose.
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