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Resumo. Produtos naturais tém sido muitos utilizados pela populacdo em todo o mundo. O objetivo dessa pesquisa foi
avaliar o efeito genotdxico de lllicium verum sobre o ciclo celular de Pisum sativum L. e Allium sativum. Para o preparo
das infus@es, os frutos secos foram adquiridos no comércio local no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, foram
preparados quatro tratamentos em quatro concentragdes para 200mL de agua destilada: 1,5g, 3,09, 4,59, 6,0g, além de
um controle positivo composto por 40 gotas de paracetamol, e de um controle negativo composto por dgua destilada.
ApOs periodo de 24, 48 e 72 horas, as radiculas foram coletadas das infusdes, fixadas em metanol-acido acético (3:1)
por 24 horas. Foram analisadas células em todas as fases do ciclo celular, totalizando 3000 células, para cada grupo de
tratamentos. Os indices mitéticos (IM) foram calculados e submetidos a analise de variancia e ao teste Scott Knott a 5%.
Os resultados mostraram que, nas amostras P. sativum e Allium sativum com controle negativo ndo houve anomalia.
Obteve-se aumento dos indices mitdticos em fun¢éo do aumento da concentracdo das infus6es. Ocorrendo anomalias
cromossdmicas nas raizes de P. sativum, porém o A. sativum foi menos sensivel na detec¢cdo de anomalias. Concluiu-
se que as infusbes de |. verum, nas concentra¢des estudadas, possuem efeito antiproliferativo e mutagénico sobre o
ciclo celular de P. sativum.

Palavras-chaves: Anis estrelado; Genotoxidade; indice mitético.

Abstract. Natural products have been widely used by the population around the world. The objective of this research
was to evaluate the genotoxic effect of Illicium verum on the cell cycle of Pisum sativum L. and Allium sativum. In order
to preparate the infusions, the dried fruits were purchased in the local commerce in the municipality of Alta Floresta,
Mato Grosso, four treatments were prepared in four concentrations for 200mL of distilled water: 1,5¢g, 3,09, 4,59, 6,09,
plus a positive control composed of 40 drops of paracetamol, and a negative control composed of distilled water. After
24, 48 and 72 hours, the radicles were collected from the infusions, fixed in methanol-acetic acid (3:1) for 24 hours. Cells
were analyzed at all stages of the cell cycle, totalizing 3000 cells, for each treatment group. Mitotic indexes (MI) were
calculated and submitted to analysis of variance and the Scott Knott 5% test. The results showed that in the samples P.
sativum and Allium sativum with negative control there was no anomaly. Mitotic indices increased as a result of the
increased concentration of infusions. Chromosomes anomalies occurring in the roots of P. sativum, but A. sativum was
less sensitive in the detection of anomalies. It was concluded that the infusions of I. verum, in the concentrations studied,
have an antiproliferative and mutagenic effect on the cell cycle of P. sativum.

Keywords: Star anise; Genotoxicity; Mitotic index.

Introducgéo drogas modernas disponiveis em uso clinico de hoje

Os produtos naturais desempenharam um s&o de origem natural. Apesar das profundas
papel promissor no tratamento e prevencdo de vantagens terapéuticas que algumas plantas
varias doencas em todo o mundo. Muitas das medicinais possuem, alguns constituintes de plantas
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medicinais séo potencialmente toéxicos,
mutagénicos, cancerigenos e teratogénicos. Isso
gera preocupagdo com 0s potenciais efeitos toxico
resultantes do uso a curto e em longo prazo de tais
plantas. Portanto, a avaliagdo dos efeitos
toxicolégicos de qualquer extrato herbaceo
destinado a ser utilizado em seres humanos € de
extrema importancia (Ping et al., 2012).

Substancias aromatizantes sdo compostos
aromaticos volateis de alimentos e especiarias que
emitem um aroma durante o cozimento e o
processamento. O anis estrelado é uma dessas
especiarias, possui origem chinesa, um fruto da
planta Illicium verum possui de 5 a 8% de dleo
essencial volatili e é amplamente utilizado como
condimento e perfumaria, 0 mesmo possui forma de
estrela de cor castanho avermelhado, consistindo
de seis a oito foliculos dispostos em espirais (Wang
etal., 2011).

A genotoxicidade esta interligada com a
genética e a toxicologia, os seus indicadores
concede a realizacdo da avaliagdo dos efeitos de
exposi¢cdo ao material genético através da avaliagao
de alteracdo génica, ocorréncia de dano no
cromossomo ou ao DNA. Desse modo, 0 estudo
desses indicadores possui grande importancia na
avaliacdo do potencial de danificacdo, provocado
pela exposicdo do material (Valente, 2017).

A utilizag&o de bioindicadores possui diversas
vantagens por serem organismos eucariotos,
(organizagdo cromossdmica similar de humanos) é
possivel estabelecer comparagdes; avaliagdo de
substancias isoladas ou em mistura; componentes
esséncias de um ecossistema, entre outros (Souza,
2015). O uso de tecidos vegetais (pontas de raizes)
para estudo de distirbios genéticos sdo métodos de
avaliagdo simples, confidveis e com menor preco.
Através dessa analise pode-se reconhecer e
caracterizar aberracées cromossdmicas e mutacdes
(Geras’kin et al., 2011)

Devido a utilizagdo de plantas como
especiarias, € pertinente a realizacdo de maiores
estudos para identificar as possiveis consequéncias
do uso desenfreado de algumas plantas, utilizadas
na realizacdo de chas. Em consequéncia disso, 0
objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito
genotdxicos do extrato aquoso de lllicium verum
sobre o ciclo celular de Pisum sativum L e Allium
sativum submetidos a seis diferentes
concentragdes, verificando o0 comportamento
mit6tico em diferentes tempos de exposicéo.

Métodos

O experimento foi desenvolvido no
Laboratorio de Citogenética e Cultura de tecidos
vegetais e Laboratério Didatico | da Universidade
Estadual de Mato Grosso (UNEMAT), localizado no
municipio de Alta Floresta/MT (09° 52’ 32" latitude
Sul e 56° 05’ 10” longitude Oeste).

Os organismos testes utilizados foram
sementes de ervilha e alho, as P. sativum foram
semeadas em placas de petri, forrados com papel
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filtro e umedecidas com &agua destilada. As placas
de petri foram acondicionadas em cémara de
germinacdo e para cada tratamento utilizou-se dez
sementes de ervilha. O alho foi colocado para
enraizar em &gua destlada em cémara de
germinacao, utilizando 4 bulbos de Allium sativum
para cada tratamento.

No preparo da infusdo foi feito uso de frutos
secos adquiridos no comércio local da cidade de
Alta Floresta (MT) no periodo de setembro de 2017.
Os frutos secos foram imersos em agua fervente,
permanecendo em infusdo por 10 minutos, o qual
foram deixados em temperatura ambiente para
esfriar em descanso. As infusfes foram preparadas
em quatro diferentes concentra¢gfes para 200 mL de
agua destilada em cada concentragéo.

Ap6s o enraizamento das ervilhas e dos alhos
foram submetidos aos tratamentos, com seguintes
pesos aproximados de anis estrelado, T1: 1,59, T2:
3,0g, T3: 4,5q, T4: 6,0g e T5: controle negativo com
agua destilada e T6: controle positivo com 40 gotas
de paracetamol para 200mL de agua destilada.
Expostos a um periodo de 24hs, 48hs e 72hs,
sempre realizando a troca das infusGes diariamente.

Apbés a realizacdo dos tratamentos, 10
meristemas radiculares foram coletados de cada
organismo teste, em seguida 0os meristemas foram
lavados em &gua destilada, fixados em metanol:
acido acético (3:1) por 24 horas e armazenados no
refrigerador para posterior confec¢do das laminas.

Para o preparo das laminas, os meristemas
foram retirados da solucdo fixadora, lavados em
agua destilada sendo realizadas trocas a cada 10
minutos, em seguida o material foi hidrolizado em
HCI 1 N durante 10 minutos. Apés isso, as laminas
foram confeccionadas pela técnica de
esmagamento de acordo com Guerra e Souza
(2002), utilizando-se corante orceina acética 2%.
Para cada tratamento avaliou-se 10 laminas e em
cada Ilamina, foram analisadas 300 células
aleatoriamente.

No microscépio com aumento de 40x foram
analisadas as diferentes fases da divisdo celular,
observando as células com comportamento normal
e as com irregularidades utilizando um microscopio
Optico modelo Primo Star Carl Zeiss. As imagens
(anomalias) de interesse foram fotografadas com o
uso de objetiva de 100X de um microscopio
fotbmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um
computador e no software LAZ EZ V1. 7.0.

O delineamento experimental foi totalmente
ao acaso, e os dados encontrados para o indice
mitotico e para as anomalias foram transformados
em arcsen YV x/100 e submetidos & andlise de
varidncia e, para as causas de variagcdo
significativas, utilizou-se o teste Scott Knott a 5% de
probabilidade pelo programa computacional Genes
(Cruz, 2016).

Resultados e discussao
Os resultados expressos da analise de
variancia das trés caracteristicas analisadas pode-
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se observar que houve diferencas significativas para
todas as caracteristicas (Tabela 1).

Todas as fases mit6ticas foram inibidas pela
infusdo de anis estrelado (lllicium verum), ocorrendo
aumento no decorrer do tempo em que as raizes
ficaram expostas, diferindo estatisticamente dos
controles negativo e positivo, tendo assim o
indicativo de ocorréncia de atividade antiproliferativa
das infusGes (Tabela 2). Conforme Silva et al.
(2009) os compostos alelopaticos possui diversas
funcBes como inibir o crescimento, interferir na
divisdo celular e ainda alterar a permeabilidade de
membranas e na atividade enzimatica.

No tratamento de 1,5g o ndmero de células
em interfase aumentou, chegando a 285 células, o
que indica que o0s numeros de células se

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para a interfase, o indice mitético e as anomalias de raizes de

sativum L. expostos aos extratos aquosos de anis estrelado.

sativum

reproduzindo diminuiram, abaixando a média do
indice mitético de 9.2% a 4.4%. A ocorréncia maior
de anomalias para essa concentragdo ocorreu no
periodo de 48 horas com um total de 28 células
(Tabela 2).

A média do indice mitético para 48hs na
concentracdo de 3,0g foi o maior com 12% com
niamero de anomalias de 37 células, porém
diminuindo o indice para 3.7% em 72hs, havendo
ocorréncia de baixa multiplicacdo da célula, o
namero de anomalias aumentou para 81 células,
sendo a concentragdo com maior numero de
anomalias. No tratamento de 6,0g o indice mitético
aumentou com o decorrer do tempo, com isso
também houve acréscimo no nimero de anomalias
encontradas, subindo de 13 para 71 células.

Pisum

QM Interfase

QM indice mitético QM anomalias

FV GL
Tratamentos 13 1953.13 ** 0.063319 ** 0.054431 **
Média 272.64 0.25 0.13
CV (%) 8.88 51.99 79.10

**Significativo a 1% de probabilidade; ns, ndo significativo pelo teste F.

Tabela 2. indice mitético, anomalias, e a fase de interfase de células de Pisum sativum expostas a quatro diferentes

tratamentos com anis estrelado durante 24, 48 e 72 horas.

Tratamentos Interfase Média (%) Anomalias

Controle - 2714 a 9.20b 0.00c
24hs 2699 a 9.20 a 150c

1,59 48hs 269.0a 9.40 a 28.0b
72hs 285.6a 440b 140c

24hs 2713 a 9.30 a 50 c

3,09 48hs 260.2 b 120a 37.0b
72hs 280.8 a 3.70b 81.0a

24hs 287.1a 3.10b 56.0 b

4,59 48hs 2716a 7.70 a 450b
72hs 2745a 7.50b 29.0c

24hs 290.2a 290b 13.0c

6,09 48hs 253.1b 154 a 12.0¢c
72hs 242.3b 16.5a 71.0a

Controle + 290.0 a 2.60b 22.0b

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Normalmente o uso para chas de anis
estrelado é utilizado de 1,5 e 3,0g. Na concentragcéo
de 4,59 para o periodo de 24hs o indice mitético era
mais baixos que o0s demais horarios, porém com
maior nimero de anomalias, obtendo anomalias em
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todas as fases mitéticas, ja para os demais
periodos, conforme o indice meiético aumentavam
as anomalias diminuiram.

A citotoxicidade causada pela infuséo do anis
estrelado ficou demonstrada nas diferentes
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anomalias cromossdmicas causadas as células
meristeméticas do P. sativum. Entre essa anomalias
estdo: telé6fase com cromossomo isolado, interfase
com microndcleo, tel6fase com ponte, anafase com
cromossomo isolado, anafase com formagdo de
ponte anafasica entre outras (Figura 1).

Em relacdo ao bioindicador A. sativum, os
resultados expressos da analise de variancia das
duas caracteristicas analisadas, pode-se observar
qgue houve diferencas significativas para todas as
caracteristicas (Tabela 3).

Pode-se observar que os nimeros de indice
mitético na fase de interfase ndo variaram muito em
relacdo ao tempo de exposicdo e aos tratamentos.
Apresentando uma maior diferenga no tratamento
3,0g as 24 horas com 9,8% e no controle negativo
com 9,2% percebendo-se um aumento da
proliferacéo celular de A. sativum L. (Tabela 4). Foi
possivel verificar e comprovar a atividade citotoxica
pela significativa inibi¢cdo do ciclo celular das raizes,
caracterizando a atividade antiproliferativa.

Iganci et al. (2006) afirmaram que as
diferencas nos indices mitdticos podem ser indicios
de diferentes acdes fisioldgicas, isso devido a
aplicacdo do infusos de plantas. Importante relatar
gue com o uso cada vez mais frequente de plantas
medicinais, h& necessidade dos estudos de
toxicidade, e o teste A. sativum € uma das analises
para uso de monitoramento da genotoxicidade.

Com relacédo as aberragcdes cromossOmicas,
foram encontradas baixa taxa de anomalias, sendo
mais encontrada no controle, ndo ocorrendo
diferengas em comparagdo aos tratamentos
estudados. Segundo Natarajan, (2002) as
aberrag6es cromossémicas sdo decorrentes de
acOes genotdxicas de agentes quimicos. No entanto
o alho se mostrou um bioindicador menos sensivel a
este extrato quando se trata da presenca de
anomalias durante a divisdo mitGtica, diferente do
encontrado na ervilha para os mesmos tratamentos.

sativum

:

.

)

Figura 1 — Células mitéticas de Pisum sativum obtidas da
exposi¢do de infusdo de anis estrelado. A) interfase com
micronucleo. B) interfase binucleada com microntcleo. C)
préfase com cromossomo isolado. D) metafase com
cromossomos isolado. E) Metafase em C com
cromossomo e fragmento de satélite isolado. F) telofase
com cromossomo isolado. G) teléfase com formagdo de
dois blocos de cromossomos em um dos polos. H)
telofase com polos de cromatides desiguais com
cromossomo isolado. Barra = 10pM.

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para a interfase e o indice mitético de raizes de Allium sativum L. expostos

aos extratos aquosos de anis estrelado.

FV GL QM Interfase QM indice mitético
Tratamentos 13 9033,69** 0.087 **
Média 290,02 0.12
CV (%) 4,67 86

**Significativo a 1% de probabilidade; ns, ndo significativo pelo teste F.
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Tabela 4: indice mitético (média) e a fase de interfase de células de Allium sativum L. expostas a quatro diferentes

tratamentos com anis estrelado durante 24, 48 e 72 horas.

Tratamentos Interfase Média (%)

Controle - 275,3 ¢ 9,2a
24hs 281,7b 6,1c

1,59 48hs 288,5a 27c
72hs 298,4 a 0,5¢c

24hs 270,5¢ 9,8a

3,09 48hs 300,0 a 0,0c
72hs 294,0 a l4c

24hs 290,7 a 3,1b

4,59 48hs 298,1 a 0,6 ¢
72hs 299,0 a 0,3¢c

24hs 2899 a 3,1b

6,09 48hs 292,5a 22c
72hs 299,0 a 0,3¢c

Controle + 2845b 45b

Médias seguidas das mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Conclusdes

Para todas as fases mitéticas analisadas,
através dos resultados obtidos é possivel verificar a
atividade antiproliferativa e mutagénica da espécie
lllicium verum, sobre as raizes de P. sativum,
indicando seu potencial terapéutico para inibigdo do
ciclo celular. J& o Allium sativum, foi menos sensivel
em detectar atividades mutagénicas, tendo apenas
atividade antiproliferativa.
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