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APRESENTACAO

A promocao da saude ¢ um pilar essencial para a construgdo de sociedades mais saudaveis e
resilientes. Com o avango das pesquisas e a necessidade de abordagens cada vez mais integradas
e interdisciplinares, "Atualizacées em Promocao da Saude 2" surge como uma obra
fundamental para profissionais, pesquisadores e estudantes que desejam aprofundar seus
conhecimentos sobre o tema.

Este livro retine uma série de a estudos atualizados, abordando estratégias inovadoras, politicas
publicas, desafios contemporaneos e praticas bem-sucedidas na promocdo da satde. A
diversidade dos temas tratados reflete a amplitude desse campo, explorando desde a atengao
primaria até a implementagdo de tecnologias na saude, passando por programas de prevengao,
educagdo em saude e analise epidemiolégica.

Com uma linguagem clara e fundamentagdo cientifica rigorosa, "Atualizacdes em Promocao
da Saude 2" ¢ uma leitura indispensavel para aqueles que buscam compreender as novas

tendéncias e contribuir para a efetivagdo de acdes voltadas ao bem-estar da populacao.

Este livro ndo apenas compartilha conhecimento, mas também incentiva a reflexao critica e a
aplicagdo de estratégias baseadas em evidéncias para um futuro mais saudével e sustentavel.

Boa Leitura!!!
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RESUMO

O Eucalyptus grandis é uma planta nativa do norte da Australia, porém com grande distribuicéo
no Brasil, principalmente no bioma Cerrado. Encontrada em paises tropicais e subtropicais, 0
E.grandis é conhecido pelo seu grande valor econdmico na producédo de papel e carvao, além
de ser bastante utilizada na medicina tradicional no tratamento de gripe, constipacgdes, dores de
garganta e tuberculose. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
toxico, citotoxico, mutagénico e oxidante do extrato etandlico da folha do E.grandis em ensaio
in vitro utilizando Allium cepa, Artemia salina e Saccharomyces cerevisiae. Os mesmos foram
avaliados em concentracdes e tempos de exposicao diferentes para cada teste. Os resultados
mostraram que o extrato etandlico extraido da folha do Eucalyptus grandis mostrou-se toxico
e citotoxico em células de Allium cepa e tdxico em Artemia salina. J& no ensaio realizado com
levedura (Saccharomyces cerevisiae) teve-se como resultado obtido efeito ndo oxidante quando
exposto em concentracBes diferentes do extrato. Conclui-se, portanto, que as concentracfes
utilizadas do extrato apresentaram efeitos toxicogenéticos importantes na maioria dos testes, e
com isso, podendo ser estudado para uma possivel atividade antitumoral.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais; Eucalyptus grandis; Allium Cepa; Artemia salina;
Saccharomyces cerevisiae.

ABSTRACT

Eucalyptus grandis is a plant native to northern Australia, but with a wide distribution in Brazil,
mainly in the Cerrado biome. Found in tropical and subtropical countries, E. grandis is known
for its great economic value in paper and charcoal production, and is also widely used in
traditional medicine for the treatment of flu, colds, sore throats, and tuberculosis. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the toxic, cytotoxic, mutagenic, and oxidative effects of
the ethanolic extract of E. grandis leaves in an in vitro assay using Allium cepa, Artemia salina,
and Saccharomyces cerevisiae. These were evaluated at different concentrations and exposure
times for each test. The results showed that the ethanolic extract from Eucalyptus grandis leaves
was toxic and cytotoxic to Allium cepa cells and toxic to Artemia salina. In the yeast
(Saccharomyces cerevisiae) assay, the result showed no oxidative effect when exposed to
different concentrations of the extract. It is concluded that the concentrations used in the extract
presented significant toxicogenetic effects in most of the tests, and thus, could be studied for
possible antitumor activity.

KEYWORDS: Medicinal plants; Eucalyptus grandis; Allium cepa; Artemia salina;
Saccharomyces cerevisiae.
1. INTRODUCAO

No tratamento de varias enfermidades uma série de espécies de plantas séo conhecidas
e utilizadas mundialmente pela populacdo. Essas ervas medicinais produzem uma gama de
substancias quimicas durante o seu processo metabolico. Algumas destas substancias sdo
conhecidas como principios ativos e sdo capazes de provocar algum tipo de resposta biol6gica

quando introduzidos, por qualquer via, no organismo animal, inclusive no homem (Bolosco,
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2008). No entanto, a maioria desses compostos quimicos ndo foram suficientemente estudados,
no que se refere ao seu potencial toxico, citotoxico e mutagénico e quanto a sua seguranca,
qualidade e eficacia (Bagatini, et al., 2007).

O processo de levantamento e identificacdo de espécies medicinais nativas do cerrado
brasileiro sdo fundamentais devido ao potencial econdmico e medicinal dessas plantas
provenientes deste bioma (Silva et al., 2010). Dentre as espécies mais conhecidas e utilizadas
na medicina popular, encontra-se Eucalyptus grandis, uma planta nativa da Australia conhecida
popularmente como Eucalipto. O E. grandis, de acordo com Vital (2007) possui um grande
potencial econdmico, ecoldgico, medicinal e farmacoldgico. Possui atividade biolégica como
anti-séptico e antioxidante utilizada popularmente no tratamento de gripe, constipacdes, dores
de garganta e tuberculose (Silva, 2014). E a composicao quimica de suas folhas é formada por
triterpenos pentaciclicos, acido oleandlico, &cido ursdlico, acido betulinico e acido maslinico
(Babalola et al., 2013; Silva, 2014).

Apesar da ampla utilizacdo na medicina popular e de ja existirem estudos cientificos
comprovando atividade terapéutica, as partes botanicas utilizadas desta planta possuem pouca
informacdo sobre sua toxicidade em nivel celular. De acordo com Polleto et al. (2012) e
Bagatini et al. (2007), conhecimentos sobre a acdo em nivel celular de extratos de plantas
medicinais possui grande importancia para aumentar a seguranca do uso pela populagdo e
estimular estudos, mais detalhados, sobre a acdo dos compostos quimicos presentes nestes
organismos. Portanto, os extratos provenientes de plantas devem ser estudados em diversos
sistemas-testes, em diferentes concentracfes e tempos de exposicao, para a obtencdo de uma
completa avaliagdo da toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e testes oxidantes
(Przedpelska-Wasowicz; Wierzbika, 2010).

As plantas medicinais por possuirem uma série de compostos bioativos, necessitam de
mais estudos, e segundo as metodologias ja existentes na literatura é possivel medir os efeitos
toxicos, mutagénicos e oxidantes em varios tipos de organismos (Hussain et al., 2014). Dentre
0s bioensaios utilizados para avaliacdo toxicogenética estdo o teste de Allium cepa, Bioensaio
de letalidade de Artemia salina e teste oxidante/antioxidante de Saccharomyces cerevisiae.

O bioensaio realizado com Allium cepa, além de ser um teste rapido, de baixo custo e
de facil manuseio, é utilizado para avaliar danos celulares, como por exemplo, alteracfes
cromossoémicas e inibicdo do crescimento de células no ciclo mitotico (Leme; Marin-Morales,
2008). Ja o ensaio utilizando o microcustaceo A. salina é um método simples na pesquisa
toxicologica (Meyer et al., 1982), tendo como propdsito encontrar a concentracao letal (CL50)

de extratos e compostos quimicos bem como a avaliacdo da toxicidade dos mesmos. Por fim,




ensaio in vitro em Saccharomyces cerevisiae tem como intuito avaliar o mecanismo de resposta
celular a condicBes de estresse, e também do perfil oxidativo através da analise do alo de
inibicdo em diferentes linhagens de S. cerevisiae (Hoferl et al., 2014; Odriozola-Serrano et al.,
2016).

Diante disso, visto que se trata de uma planta com bastante potencial terapéutico, e da
necessidade de mais estudos sobre os efeitos adversos do extrato etandlico dessa planta, o
estudo visou avaliar o potencial toxico, citotdxico, mutagénico e oxidativo do extrato etandlico
das folhas de Eucalytus grandis, utilizando os seguintes sistemas testes toxicogenéticos: Allium

cepa, Artemia salina e Saccharomyces cerevisiae.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao do extrato etandlico de Eucalyptus grandis

O material vegetal foi limpo e submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar a
40°C até a manutencdo do peso constante. Posteriormente, foi triturado em moinho de facas
com tamanho de particula de 10 mesh. O po resultante foi mantido a temperatura ambiente em
recipiente de plastico hermeticamente fechado e protegido da luz. O extrato etandlico da folha
foi obtido por extracéo assistida por ultrassom a 40 °C durante 60 min, utilizando como solvente
etanol: agua 50% (v/v). Em seguida foi submetido a secagem por aspersdo em um Mini Spray
Dryer Labmaq PS-1 (Labmag do Brasil Ltda), com temperatura de entrada foi de 120° C, fluxo
de ar 40 L. min-1, vazdo de ar de secagem 3 mL.min-1. O extrato nebulizado (ENPp) foi seco
com o adjuvante dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) em 20%, em relacdo ao residuo

Seco.

2.2 Obtencdo das células meristematicas de raizes de A. cepa.

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os bulbos de cebola foram
colocados em frascos com agua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as raizes
atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solugdes de tratamento. Para verificar a atividade
citotoxica e mutagénica dos compostos estudados, foram realizados cinco tratamentos com
cinco repetigdes cada: T1 — controle negativo-CN, onde as raizes dos bulbos foram tratadas
com agua destilada; T2 — 1 mg/ml do extrato etandlico de Eucalyptus grandis; T3 - 0,5 mg/ml
do extrato etandlico de; T4 - 0,1 mg/ml do extrato etandlico de Eucalyptus grandis e T5 —

Controle positivo (CP) tratados com sulfato de cobre (0,0006 mg/ml). Os bulbos ficaram




submersos nos tratamentos durante os tempos de exposi¢cdo de 24, 48 e 72 horas. Foram
observados em cada um desses tempos de exposicdo (TE) o crescimento de duas raizes
selecionadas em cada um dos bulbos, através da medi¢do com o auxilio de uma régua como
medida de toxicidade.
2.3 Preparo leitura das laminas e analise citogenética para o teste A. cepa

As laminas, em média trés por bulbo, foram preparadas conforme o protocolo descrito
por Guerra e Souza (2002) e analisadas em microscéopio dptico com objetiva de 40x. Para cada
bulbo, analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada tratamento. Foram
observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. Calculou-se 0 nimero
de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de exposicao, e em seguida foi
determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético (IM) para avaliacdo do efeito
citotoxico. Avaliou-se também a acdo mutagénica dos extratos por meio do nimero de células
com alteragbes cromossdmicas (AC): microndcleos, metafases colchicinicas, pontes

nucleoplasmaticas, quebras, perdas e atrasos cromossémicos.

2.4 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

O procedimento para a preparagdo e o ensaio de toxicidade em Artemia salina foi
adaptado do método descrito por Meyer et al. (1982). Os cistos do microcrustaceo foram
adquiridos no mercado central de Teresina-Pl, Brasil, e incubados em béqueres contendo uma
mistura 50:50 de solucdo salina (agua do mar artificial: 23,0 g de NaCl, 11,0 g de MgClI2.6H20,
4 g de Na2S04, 1,3 g de CaCI2.2H20, 0,7 g de KCl em 1 L de &gua destilada e ajustado para
pH 8,5 utilizando Na2CO3, 1N) e 4gua mineral sob arejamento constante durante 48 h a 27 +
3° C. Apos incubacdo, os nduplios ativos livres de conchas do microcrustaceo foram recolhidos
a partir da porcdo mais iluminada da camara de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez
nauplios foram retirados por meio de uma pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio
contendo 4,5 mL da solucéo salina. O experimento foi realizado por diluigdes seriadas, onde a
concentracdo inicial do extrato etanolico de Eucalyptus grandis foi de 1000 pg/mL. Em cada
experimento, adicionou-se 0,5 mL da amostra teste a 4,5 mL de solucdo de salina, mantendo a
temperatura de ecloséo, sob a luz, os nauplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados
trés tubos para cada tratamento. A mortalidade de A. salina foi contada apos 48 horas de
exposicdo a substancia testada.

A definicdo da toxicidade do extrato foi baseada nas escalas de toxicidade de
McLaughlin et al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentracéo letal (CL)50 >

1000 pg/ml considerou-se ndo toxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se baixa toxicidade;




moderada toxicidade para CL50 entre 100 a 500 pug/mL e, finalmente, muito toxico quando a
CL50 foi inferior 100 pg/ml.

2.5 Linhagens de leveduras utilizadas

Seis linhagens de leveduras foram utilizadas para avaliar a atividade
oxidante/antioxidante do E.grandis. A linhagem selvagem utilizada ndo apresentava nenhuma
mutacdo nas enzimas de defesa contra substancias oxidativas, engquanto as outras cinco
linhagens selecionadas apresentavam defeitos em pelo menos uma enzima antioxidativa. A
linhagem EG118 € mutada na enzima superoxido dismutase citoplasméatica (CuZnSOD —
produto do gene SOD1), a EG110 € mutada na SOD mitocondrial (MnSOD — produto do gene
SOD2); a EG133 possui uma mutacdo em duas enzimas a SOD1 e SOD2; a EG223 mutada em
CAT1 e EG mutada em SOD1 e CAT1 (Tabela 1).

Tabela 1. As linhagens de levedura S. cerevisiae que foram utilizadas no estudo.

DESCRICAO GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles

EG118 (SodlA) sod1:URAS todos o;gtiggs marcadores como Edith Gralla, L Angeles

EG110 (Sod2A) s0d2:TRP1 todos g“é;%%mamadores como Edith Gralla, L Angeles

EG133 (Sod1ASod2A) S°d1:L(’)F:ﬁgssr%‘ﬁ;?oﬁiSdgg’rfo”é‘g‘igtgl todos Edith Gralla, L Angeles

EG223 (CatlA) EG103, exceto catl:TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG (Sod1ACatlA) EG103, exceto sod:URA3 e catl:TRP1 Edith Gralla, L Angeles
Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2014.

2.6 Testes oxidantes/antioxidantes com Saccharomyces cerevisiae

Todos os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.
cerevisiae, onde as culturas de leveduras foram distribuidas sobre a técnica de tratamento com
a adicdo do extrato etandlico de E. grandis em diferentes concentragdes. As linhagens foram
cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-peptona, 2% de glucose) a
28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento estacionaria, de acordo com
Oliveira e colaboradores (2014). Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro para
a margem das placas de Petri em um movimento continuo, para ambos os lados da placa,
contendo em seu centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas distintas
placas, 10 uL das diferentes concentragdes do extrato etanolico de E. grandis foram utilizadas
. Para correlacdo estatistica com os resultados dos grupos testes, dois grupos controle foram

utilizados sendo 10 uL de uma solugéo contendo H>O> (10 mMol) utilizado como controle




positivo e 10 uL de solugdo salina (0,9%), como controle negativo. Apos 48 h de incubacgdo em
estufa a 34 °C, os halos de inibicdo de crescimento das linhagens, em milimetros, foram
mensurados desde a margem do disco de papel-filtro até o inicio do crescimento celular. Os
valores tabelados e submetidos a andlise estatistica variaram de 0 mm (crescimento completo)
a 40 mm (auséncia de crescimento), que corresponde a medida do raio da placa de Petri. Todos

os testes foram realizados em duplicata.

3. RESULTADOS

3.1 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

O extrato etanolico de E. grandis nas concentracdes de 250 a 1000 pg/ml apresentou
as maiores letalidades, tendo valores estatisticamente significantes em relacdo ao CN e o
veiculo (p<0,01 e p<0,001) para o tempo de exposicao analisado (24h). Com as concentracfes
utilizadas na diluicéo seriada, o valor de CLsg foi determinado: 249,7 pg/ml.

Utilizando a classificacdo de toxicidade de McLaughlin et al. (1993), o extrato
apresentou moderada toxicidade (100 a 500 pg/ml). Este resultado demonstra que
concentracgdes a partir de 249,7 ug/ml do extrato podem impactar negativamente o metabolismo
de A. salina. Nao foi observada mortalidade significante para o veiculo utilizado quando

comparado ao CN (Figura 01).
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Figural. Atividade tdxica do Eucalyptus grandis em diferentes concentragdes por meio do Bioensaio de
Letalidade em Artemia salina utilizando o tempo de exposicédo de 48hs.Valores sdo as médias e desvio padrao,
acomparado com o CN, °comparado com o CP (KDCr, 16 uM); ** p<0,01; *** p<0,001 Anova oneway, com
pos teste de Tukey. ‘comparado com o veiculo Cada concentragdo foi executada com trés tubos (10 nauplios
vivos / tubo); CLso: Concentragdo letal 50% em pg/ml. IC: Intervalo de confianga; r% Determinagdo de
coeficiente. Fonte: elaborado pelos autores.

3.2 Teste de Allium cepa

Os efeitos toxicos e citotdxicos do extrato etandlico da espécie Eucalyptus grandis em
um organismo, foram avaliados através da analise dos tamanhos de raizes (TR) e indice mitotico
(IM), respectivamente. A avalia¢do do efeito toxico representado pela variavel do tamanho das
raizes nas trés concentrac@es, durante os trés tempos de exposic¢éo apresentou significante (p <
0,001) efeito toxico em comparacdo ao controle negativo. Quanto ao controle positivo, as
concentracdes testadas foram estatisticamente iguais, o que confirma o efeito toxico das
concentrages (Figura 2A). Semelhantemente, a nivel celular, as trés concentracGes
apresentaram efeitos citotdxicos, ou seja, antiproliferativo, significantes para os trés tempos de
exposicdo em comparacdo ao CN, porém, obtendo valores estatisticamente diferentes em
comparacéo ao controle positivo (Figura 2B).

No teste de A. cepa, resultados de estudos macroscopicos (TR) e microscopicos (IM)
sdo relacionados entre si e geralmente um da suporte. Portanto, a inibi¢cdo de crescimento da
raiz pelo extrato etandlico pode ser explicada devido os inferiores IM estatisticamente
observados (p < 0.001) em comparagdo ao CN. Em contrapartida, valores baixos de IM, podem
dificultar a analise de AC (Figura 03), tendo em vista que a observacao de mutacdes nesse tipo
de bioensaio é feito em células em diviséo celular. Para o bioensaio com Allium cepa néo foram

observados valores significantes de alteracdes cromossémicas (Figura 2C).
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Figura 2. Avaliacdo do efeito toxico (A), citotoxico (B) e mutagénico (C) do extrato etandlico de Eucalyptus
grandis em células meristematicas de Allium cepa. One-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Valores de

significancia, % comparado ao controle negativo (CN); ®: comparado ao Controle positivo (CP). p < 0,05. T1: 1,0

mg/ml; T2: 0,5 mg/ml; T3: 0,1 mg/ml. Fonte: elaborado pelos autores.




Figura 3. Perfil fotomicrografico mostrando a diminuicéo de células vegetais em divisdo celular quando tratadas
com o extrato etandlico de Eucalyptus grandes em diferentes concentragdes. Coloragdo com orceina acética e
aumento de 400X ao microscopio optico. A: Controle negativo; B: 1,0 mg/ml; C: 0,5 mg/ml; D: 0,1 mg/ml. a:

células em intérfase; B: células em profase. Fonte: elaborado pelos autores.

3.3 Teste oxidante/antioxidante com Saccharomyces cerevisiae

O extrato etandlico de Eucalyptus grandis nas concentragdes analisadas (0,1;0,5e 1,0
mg/mL) ndo apresentou nenhum efeito oxidante nas linhagens de leveduras deficientes em
enzimas antioxidantes. Mostrando, assim, que nessas concentracfes seu efeito citotdxico
observado no presente estudo ndo é devido ao estresse oxidante pelo aumento de radicais livres
(Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo oxidante do etandlico de E.grandis em diferentes concentragdes utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae mutadas em enzimas antioxidantes. Dados obtidos pela inibicdo de crescimento em

placas (0-40 mm).

Linhagens Tratamentos

Salina H202 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,1 mg/ml
SODWT 0,75+ 0,50 14,35 £ 0,252 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Sod1A 1,50+ 0,57 14,73 £ 2,282 0,00 £ 0,00 0,10+1,10 0,00 £ 0,00
Sod2A 1,25+ 0,50 13,82 £ 0,452 0,50 £ 0,57 0,00 £ 0,00 0,75+ 0,89
Sod1Sod2A 2,00+0,81 11,35+ 1,012 0,00 £ 0,00 0,75+ 0,50 1,00+ 0,80
CatA 1,25+ 0,50 15,10 £ 0,702 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Sod1Cat 1,50 + 0,57 12,37+ 0,222 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,75+ 0,90

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das
linhagens. ANOVA-one-way e pos-teste de Tukey. Valores de significincia para 2 p<0.001 comparado a salina, ®
p<0.001 comparado a H.O,. Fonte: elaborado pelos autores.

4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, o consumo de produtos naturais, incluindo extratos de plantas
medicinais, tem aumentado constantemente. No entanto, apesar do amplo uso desses
medicamentos naturais, ainda ha pouca informacao sobre os possiveis riscos a satude humana.
Portanto, é essencial a avaliacdo dos efeitos toxicos dessas espécies vegetais para que seja
alcancado o processo de producdo de um fitoterapico, de maneira segura e com seus efeitos
farmacolégicos bem definidos (Hussin et al., 2014; Tuttolomondo et al., 2014).

Nesse sentido, a utilizacdo de bioensaios tais como o de letalidade de Artemia salina
proporciona a avaliacdo do possivel efeito toxico de diferentes extratos vegetais. A utilizagéo
da A. Salina em estudos toxicoldgicos deve-se a simplicidade com que pode ser manuseado. A

rapidez e o baixo custo favorecem a utilizagcdo em diversos estudos ( Bednarczuk, 2010). No




presente estudo, o extrato etandlico de E. grandis apresentou valor de CL50 de 249,7 pg/ml
caracterizando-o como moderadamente toxico. Bussmann et al. (2012) realizou um estudo da
toxicidade de 341 espécies de plantas de uso popular no norte do Peru utilizando-se 0 mesmo
bioindicador. Os resultados mostraram que 24% das especies em extrato de agua e 76% das
espécies em extrato alcoolico apresentaram niveis elevados de toxicidade para A.salina.
Embora, na maioria dos casos, extratos multiplos da mesma espécie apresentassem valores de
toxicidade muito similares, em alguns casos a toxicidade de diferentes extratos da mesma
espécie variou de ndo téxico a altamente toxico. O presente estudo bem como o trabalho de
Bussmann et al. (2012), demostra como o teste de A. salina é extremamente Util na
determinacdo do potencial toxico de plantas utilizadas na medicina tradicional.

A toxicidade encontrada para o extrato de E. grandis estd possivelmente relacionada
com a presenca de compostos bioativos nas folhas da planta em questdo. Estudos quimicos de
Babalola et al. (2013) e Silva (2014) com E. grandis constataram que nas suas folhas sao
encontrados triterpenos pentaciclicos, &cido oleandlico, &cido ursolico, &cido betulinico e acido
maslinico. Melo et al (2013) constatou que extrato aquoso do E.grandis apresentou toxicidade
para sementes de Ipomoea purpurea L e também em Lactuca sativa L (Souza e Cardoso 2013).
Outras espécies de eucalipto ja foram avaliadas quanto ao potencial toxico e citotoxico em
concentragdes e organismos diferentes.

Testes com Allium cepa é muito utilizado para avaliacdo do potencial genotdxico,
toxico e citotdxico de extratos de plantas medicinais. Este ensaio demonstrou-se extremamente
eficaz na determinacdo dos efeitos tdxico e citotoxico significantes do extrato do Eucalyptus
grandis. Além de estudos sobre a toxicidade das espécies do género Eucaliptus, tem-se a
necessidade da realizacdo de estudos mais aprofundados sobre as atividades farmacolégicas e
sobre sua composicdo quimica, por ser um género que contém muitas espécies com fins
medicinais.

Um estudo quimico e de avaliacdo bioldgica do extrato da folha do E. grandis, Aradjo
(2010) demonstrou que diferentes compostos quimicos existentes na composicdo da planta
quando testados isoladamente possuem agdes, sejam elas terapéuticas ou ndo. Na literatura, por
exemplo, ja existem estudos do acido oleandlico, no qual o0 mesmo exerce efeito inibitério sob
as lipases, glicerol fosfato-desidrogenases, DNA-ligases e kinases AMP-c dependentes; tem
atividade anticolesterolémica, anti-hepatotdxica, antioxidante, antiinflamatdria, antifungica,
antibidtica e, finalmente, apresentam a capacidade de inibir o crescimento de tumores e de

patdgenos orais (Kelecom et al., 2002).




Outro composto majoritario presente nas folhas de E. grandis é o Acido malisnico.
Esse composto é um triterpeno pentaciclico que foi sistematicamente relatado para exercer
varios efeitos terapéuticos, como propriedades antitumorais, antidiabéticas, antioxidantes,
antiinflamatdrias, antiparasitarias e antivirais (Lozano-Mena et al., 2014). Pavel et al (2016)
observou efeitos citotoxicos do composto benzilamida, derivado do acido maslinico em
linhagens de melanomas de camundongos (B164A5) e humanos (A375). O extrato de E.
grandis apresentou toxicidade e citotoxicidade em todas as concentra¢es analisadas, muito
provavelmente devido a presente de compostos bioativos como o &cido maslinico.

A citotoxicidade apresentada pelo extrato reflete também na sua capacidade de parada
do ciclo celular (figura 03) e morte celular. Isto pode ser explicado pela capacidade que 0s
compostos acidos maslinico, acido oleandlico e o acido ursélico tem de ocasionar esse atraso
no ciclo celular bem como da capacidade de encaminhar as células para apoptose (Lozano-
Mena et al. 2014).

A utilizacdo de leveduras de Saccharomyces cerevisiae como modelos de pesquisa
para analises de propriedades toxicas e/ou oxidantes em substancias como medicamentos,
compostos quimicos, dentre outros, mostra-se eficiente, visto que o desempenho dos processos
metabdlicos é de facil compreensdo genética, além de apresentar um sistema de defesas
antioxidantes semelhante ao sistema de eucariotos superiores (Hoferl et al., 2014; Odriozola-
Serrano et al., 2016).

A partir da analise dos resultados obtidos na utilizacdo do extrato do E. grandis em
bioensaios com a S. cerevisiae pode-se observar que o extrato ndo apresentou propriedades
oxidantes. Contudo, estudos de Vechia et al (2009) e Nunes (2013), demostram que 0s acidos
oleandlicos e ursodlicos encontrados nessa planta apresentam efeito antioxidante, o que
possivelmente explicaria o efeito ndo oxidante do extrato etanolico neste bioensaio. Porém héa
a necessidade de mais estudos que possam comprovar realmente essa possivel acdo antioxidante
dessas substancias como também outros mecanismos que levam esse extrato ter efeito
citotoxico e provavelmente genotoxico, apesar dos resultados ndo significantes encontrados no
presente trabalho.

Os resultados obtidos com os testes realizados servem como banco de dados para a
espécie em questdo em relacdo ao seu efeito toxicogenético a nivel celular. Além disso, faz-se
necessarios mais estudos relacionados a espécie em questdo, a fim de promover novas

descobertas quimicas e farmacoldgicas.

5. CONCLUSAO




O extrato etanolico de E.grandis apresentou efeito toxico e citotoxico o que sugere
estudos toxicologicos adicionais em humanos ja que a mesma € utilizada como planta
medicinal. Ademais, estudos sobre a investigagdo do seu possivel potencial

antiproliferativo/antitumoral devem ser encorajados e realizados.
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