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RESUMO

Os o6leos essenciais, produtos do metabolismo secundario de plantas, sao
amplamente requisitadas pela sociedade devido a sua aromaticidade e propriedades
medicinais. Para produtos tdo difundidos culturalmente s&o necessarios estudos que
reforcem sua seguranca para o uso da populagdo. O presente trabalho objetivou
avaliar os potenciais antiproliferativo e genotoxico do oleo essencial de Thymus
vulgaris (tomilho) nas concentragcbes de 0,2% e 0,4% pelo teste de Allium cepa.
ApOs os dados serem analisados estatisticamente, pelo teste Skott-Knott, foi
constatado que a concentracéo de 0,2% do 6leo essencial de T. vulgaris apresentou
efeito antiproliferativo, a concentracédo de 0,4% apresentou efeito estimulante da
divisdo celular e nenhuma das duas concentracbes testadas apresentou efeito
genotoéxico.

PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa; potencial antiproliferativo; tomilho.

IN VIVO ANALYSIS OF CYTOGENOTOXICITY OF THYMUS VULGARIS L.
ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

Essential oils, secondary metabolism products of plants, are widely required in the
society due it aromaticity and medicinal properties. To so widespread, culturally
products are needed studies that reforce their security to the populations” use. The
present work aimed to assess the antiproliferative and genotoxic potentials of
essential oil of Thymus vulgaris in the concentrations 0,2% and 0,4% for the Allium
cepa test. After data is analyzed statistically it was verified that the 0,2%
concentration of the essential oil of Thymus vulgaris showed antiproliferative effect,
the 0,4% concentration showed stimulant properties of the celular’s proliferation and
neither of the two concentrations exhibited a genotoxic effect.
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INTRODUCAO

As plantas sao "parceiras" dos seres humanos ha milénios, sendo que sua
utilizacdo pelas populagdes em tempos remotos tinha varias finalidades, entre elas
pode-se destacar a alimentacéo e o tratamento de enfermidades (GALOVICOVA et
al., 2021). Dados da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) revelam que
aproximadamente 80% da populagdo consome produtos obtidos de plantas
medicinais ou de seus derivados, basicamente devido a dificuldade de acesso a
medicina moderna e falta de recursos financeiros (MELRO et al., 2020; CARMO et
al., 2020).

As plantas ditas aromaticas s&o ricas em Oleos essenciais, 0s quais sao
misturas complexas de diversos compostos quimicos volateis bastante odorificos
(WINSKA et al., 2019; SHARMA et al., 2021). Os 6leos essenciais sdo bastante
notados devido a sua aromaticidade, caracteristica que desperta o interesse do
mercado na extracdo desses compostos para o emprego em medicamentos,
fragrancias, cosmeéticos ou alimentos (BIZZO et al., 2009). Os 6leos essenciais sao
oriundos do metabolismo secundarios de plantas, constituidos em sua grande
maioria por compostos fenilpropanoides e terpenoides (HEINZMANN et al., 2017).

Os odleos essenciais de diferentes 6rgaos podem apresentar peculiaridades
em sua composicao dentro de uma mesma planta e podem ser considerados
substancias sinalizadoras entre diferentes 6rgaos (HEINZMANN et al., 2017). Os
mesmos autores destacam que entre as fungdes dos Oleos essenciais esta a defesa
do vegetal, seja contra possiveis herbivoros ou patégenos, mas também a atragéo
de polinizadores, prevengéo contra a perda de agua, estresse oxidativo e frente ao
aumento de temperatura.

Thymus vulgaris L., uma planta aromatica, condimentar e medicinal,
popularmente conhecido como tomilho, € uma erva da familia Lamiaceae, familia
esta que tem destaque na produgdo de O6leos essenciais, nativa da regido do
Mediterraneo, norte da Africa e parte da Asia (ESCOBAR et al., 2020; CORREIA et
al., 2022). Ja era utilizado na antiguidade pelos egipcios, gregos e romanos para o
embalsamento de cadaveres, banhos e como purificador (atribuiam-lhe propriedades
misticas), respectivamente (AKBAR, 2019). Atualmente é amplamente empregado
na culinaria, bem como na medicina tradicional devido as suas propriedades
medicinais (LI et al, 2019). Suas propriedades curativas provém de compostos
presentes no vegetal, que sdo encontrados em abundéncia em infusdes e também
no 6leo essencial. Dentre as substancias bioativas presentes no 6leo essencial de
tomilho, se destacam os compostos fendlicos timol e o isémero carvacrol. A
concentracdo de cada composto presente na erva dependera da variabilidade
genética e também de diversos fatores externos que determinardo o quimiotipo (ZU
et al., 2010; KUBATKA et al., 2019; ESCOBAR et al., 2020;). Faz-se presente
também um potencial anticancerigeno de produtos a base de T. vulgaris que inibem
a proliferacao de diversas linhagens de células cancerigenas (KUBATKA et al., 2019;
NIKSIC et al., 2021).

Apesar da ampla gama de usos das plantas, os estudos sobre potenciais
efeitos toxicos ainda sao limitados. A utilizacdo de testes preliminares in vivo como
bioindicadores sao efetivos para uma avaliagao inicial de efeitos citogenotoxicos,
através da analise da proliferacdo celular e alteracbes cromossémicas em
organismos-alvo. O teste utilizando Allium cepa L. (cebola) € grandemente
empregado para a analise preliminar sobre possiveis efeitos danosos de substancias
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sobre células meristematicas de pontas de raizes de cebola. Além disso, a facil
visualizagdo de cromossomos das células de cebola no microscoépio otico (VIEIRA;
SILVEIRA, 2018), bem como a grande sensibilidade que as mesmas tem as toxinas
(EREN; OZATA, 2014), e a notavel correlagdo com as células humanas (BAGATINI
et al., 2007) tornam o teste de A. cepa rapido e eficaz para a avaliagao preliminar da
citogenotoxicidade.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial genotdoxico e
antiproliferativo do 6leo essencial extraido de plantas secas de tomilho, utilizando o
sistema-teste de Allium cepa.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares da planta de tomilho utilizados no experimento foram
adquiridos da floricultura do Colégio Politécnico pertencente a Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) e cultivados em vasos dentro de estufa com irrigagdo, no
periodo de verao. As ervas foram colhidas em fevereiro de 2020 e as plantas foram
secas em temperatura ambiente.

O dleo essencial foi extraido por hidrodestilagédo, em aparelho Clevenger, por
duas horas, de plantas secas de tomilho, e armazenados em frascos ambar em
temperatura de 4°C. Para o teste de A. cepa o 6leo essencial de tomilho foi diluido
em etanol absoluto em duas concentragdes: 0,2% e 0,4%.

O experimento foi realizado com 16 bulbos de cebolas, postos para enraizar
em agua destilada. Para paradmetros de comparagédo foram usados agua destilada
como controle negativo e glifosato, substéncia sabidamente causadora de mutac¢des
cromossOmicas (SILVA et al., 2023; ALVES et al., 2024), como controle positivo.
Quando as raizes de cebola se encontravam com tamanho apropriado
(aproximadamente 1 centimetro) os bulbos foram transferidos para os tratamentos,
com quatro repeticbes cada: agua destilada (T1); glifosato na concentragcdo de
0,75% (T2), diluido em agua destilada; 6leo essencial de tomilho, concentragcao
0,2% (T3); e 6leo essencial de tomilho, concentracéo 0,4% (T4). Apos 24 horas sob
os tratamentos, em temperatura ambiente, as raizes foram coletadas e
acondicionadas em fixador (etanol:acido acético, numa proporgéo de 3:1) por 72
horas. Em seguida, foram postas no etanol 70% sob refrigeragéo, para conservagao
até a andlise.

Para a observacao de células ao microscopio 6tico, as raizes de cebola foram
lavadas com agua destilada e hidrolisadas em acido cloridrico 1N por cinco minutos,
posteriormente foram isoladas as regides meristematicas das raizes de cebola e
removidas as coifas dos meristemas. Ja sem a coifa, as regides meristematicas das
raizes de cebola foram transferidas para as laminas, a cada uma das regides
meristematicas foi adicionada uma gota de orceina acética 2%, a seguir foi realizado
0 esmagamento dos meristemas com bastées de vidro e adicionada uma laminula
sobre o conteudo esmagado, deixando assim as laminas prontas para serem
analisadas ao microscopio.

Foram examinadas 1000 células por bulbo de cebola, totalizando 4000 células
analisadas por tratamento. Os indices mitético (IM) e genotdxico (IG) foram
calculados pela razdo do numero de células em divisao e pela razdo do numero de
células com alteragdes, respectivamente, pelo numero total de células analisadas e
multiplicado por 100. Os IM e |G foram comparados através do teste estatistico
Skott-Knott (p < 0,05), utilizando o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).
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RESULTADOS OBTIDOS
Na tabela 1 observam-se os resultados obtidos nos diferentes tratamentos
através da analise das células de pontas de raizes de cebola.

TABELA 1 - Numeros de células meristematicas de raizes de Allium cepa (cebola)
analisadas durante o ciclo celular sob diferentes tratamentos com éleo essencial de
Thymus vulgaris.

Tratamentos Interfases | Divisdes Alteragoes IM (%) 1G (%)
cromossoOmicas
T1 3790 210 2 5,25° 0,05°
T2 3958 42 12 1,05 0,3°
T3 3867 133 0 3,32 0°
T4 3702 298 0 7,45° 0®

T1 = controle negativo (agua destilada); T2 = controle positivo (glifosato 0,75%); T3 = 6leo essencial
de tomilho (0,2%); T4 = éleo essencial de tomilho (0,4%); IM = indice mitdtico; |G = indice genotdxico.
*Valores seguidos por letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott (p <
0,05).

DISCUSSAO

Em relacdo a divisdo celular todos os tratamentos foram diferentes
estatisticamente, sendo o tratamento com o glifosato que apresentou o menor indice
mitotico (IM). Os valores dos IM variaram de 1,05% (T2 = glifosato) até 7,45% (T4 =
oleo essencial de tomilho 0,4%). Comparando-se o valor do IM de 5,25% na agua
destilada (T1) observou-se que houve decréscimo desse valor em T2 e T3 e
acréscimo com a concentragdo mais elevada do oleo essencial (T4).

E fato que no teste de A. cepa, quando empregadas as substancias com
potencial antiproliferativo, o decréscimo do indice mitético ndo acompanha com
precisao o aumento da concentragado da substancia. Trapp et al. (2015) encontraram
essa divergéncia em um experimento que avaliou o potencial antiproliferativo de
extratos aquosos de folhas secas de Prunus myrtifolia. Na menor concentragao (2,5
g.L"" o IM foi de 1,6%, em uma concentragdo maior (5 g.L™") o indice decresceu um
pouco apresentando o valor de 1,18%. Todavia na concentracéo de 7,5 g.L" o IM
deu um salto para 3,28%, decrescendo um pouco na concentracéo de 10 g.L™" (IM =
2,95%), outra descontinuidade foi observada na concentragéo de 12,5 g.L ™" na qual o
IM foi de 0,6% (TRAPP et al., 2015).

Em outra ocasido quando avaliado o potencial antiproliferativo de extratos
aquosos de folhas secas de Mentha pulegium, Tedesco et al. (2012) encontraram
sob a menor concentragdo (5 g.L™") um IM igual a 0,25%, seguido de um indice de
1,8% para a concentracdo de 10 g.L™", e por fim na concentracdo de 30 g.L™! que
levou o IM a 0%. Porém em ambos os casos quando todos os indices mitéticos
foram comparados ao do controle negativo de seus respectivos experimentos (agua
destilada), onde todos apresentaram um valor do IM inferior a este ultimo, de 6,6%
para o experimento com M. pulegium e 4,83% para o teste com P. myrtifolia, ou seja,
todos os tratamentos testados mostraram propriedade antiproliferativa.
Diferenciando-se do presente trabalho o qual mostrou uma mudanca de efeito de
acordo com a concentragdo. Na concentragdo mais baixa do 6leo essencial (0,2%)
inibiu a proliferac&o celular e a mais alta (0,4%) a estimulou.
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Pode-se pensar que o esperado para uma mistura ou substancia com acao
citotéxica de inibicdo da divisdo celular € que a medida que a concentragao
aumenta, a inibicao da divisdo celular também aumentaria, reduzindo o IM, mas nao
foi o observado neste experimento. A¢des sinérgicas entre componentes do dleo
essencial por exemplo, podem se modificar de acordo com a concentragao,
ocasionando em uma baixa reducao da divisdo celular e opostamente, em uma
concentracao mais alta, a multiplicacao celular.

As acbes sinérgicas tem grande influéncia no efeito dos dleos essenciais
sobre os organismos vivos. Gavaric et al. (2015), por exemplo, avaliaram o potencial
antibacteriano dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris e Origanum vulgaris L., e de
seus componentes de destaque isolados: timol e carvacrol, bem como os potenciais
antibacterianos das associacdes entre esses dois Oleos essenciais e entre os dois
monoterpenos, utilizando-se do teste de microdiluicdo em caldo sob quatro tipos
diferentes de bactérias. Estes autores constataram que os valores da minima
concentracgao inibitéria (MIC) para o timol e o carvacrol isolados eram todos maiores
do que aqueles encontrados para a associagao entre essas duas substancias, que
por sua vez ainda eram muitas vezes maiores do que os valores encontrados para
os Oleos essenciais de T. vulgaris e O. vulgaris em sua integridade. Vale mencionar
que os valores do MIC para as misturas do 6leo essencial de T. vulgaris e O. vulgaris
ainda foram menores do que para os 6leos essenciais isolados (GAVARIC et al.,
2015).

Acdes sinérgicas também podem ser antagonistas, ou seja, a presenga de
uma substéncia inibe a toxicidade de outra. Ao avaliarem interagdes sinérgicas entre
componentes de Oleos essenciais da familia Lauraceae, bem como seu potencial
antiproliferativo contra células MCF-07, Wright et al. (2007) constataram que a
citotoxicidade de a-humuleno diminuia em misturas com hidrocarbonetos
monoterpenoides como pineno, tujeno e canfeno, assim como a citotoxicidade de [3-
cariofileno caia na presenca de canfeno e terpinen-4-ol. Os autores ainda afirmam
que pineno e B-cariofileno ndo poderiam ser responsaveis pela citotoxicidade de
Beilschmieda por serem substancias "antagonistas" (WRIGHT et al., 2007).

Em relacdo a genotoxicidade do 6leo essencial de tomilho, em nenhuma das duas
concentragdes testadas (0,2 e 0,4%) foram encontrados valores significantes de
irregularidades cromossOmicas.

Outros membros da familia Lamiaceae também ja tiveram suas
genotoxicidades avaliadas. Por exemplo, Cosme et al. (2022) avaliaram o potencial
citotoxico e mutagénico do oOleo essencial de Rosmarinus officinalis (conhecido
popularmente como alecrim), também pelo teste de Allium cepa nas concentragdes
de 750 pg.mL", 243 ygmL™", 81 pg.mL™" e 27 ug.mL™". A nivel de comparacéo, o IM
mais alto de todas as concentragdes testadas (27 pg.mL™") correspondeu apenas
quase 15% do IM do grupo controle, grupo esse que apresentou apenas uma
aberragao cromossémica, enquanto para os tratamentos com dleo essencial de R.
officinalis os nimeros de irregularidades cromossémicas foram de 136 (750 pg.mL™)
a 233 (243 pg.mL™"). Essas comparacdes permitem observar o forte potencial
citogenotéxico que o 6leo essencial de R. officinalis apresentou, diferenciando-se
bastante dos resultados apresentado no presente trabalho.

Um efeito diferente foi observado por Kelidari et al. (2021), ao avaliarem a
citotoxicidade do 6leo essencial de Zataria multiflora em concentragcdo de 1%, tanto
em diluicdes padrdo quanto dentro de nanoemulsdes, o estudo foi conduzido sobre
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uma linhagem de células normais de pele humana chamadas de HFFF2 sob o teste-
modelo de Klun Debboun. Em nenhuma ocasido foi observado qualquer valor
significante de citotoxicidade para o éleo de Z. multiflora. Vale mencionar que neste
mesmo estudo foram identificados os compostos presentes no 6leo essencial de Z.
multiflora através de GC-MS, os dois compostos mais abundantes no 6leo sdo o
timol e o carvacrol que, como ja mencionado, estdo entre os principais componentes
do dleo essencial de Thymus vulgaris, além do a-pineno, outro composto muito
abundante nos 6leos essenciais de ambas as plantas (KUBATKA et al., 2019).

CONCLUSAO
O dleo essencial de Thymus vulgaris apresentou efeito antiproliferativo para a
concentracdo de 0,2% e efeito proliferativo para a concentracdo 0,4%. Nao foram
encontrados valores genotodxicos significantes para nenhuma dessas concentragdes.
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