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O a-terpineol é uma molécula utilizada na industria alimenticia como aromatizante e apresenta atividade
antioxidante, antitumoral e antiulcerativa. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
citogenotdxico do a-terpineol em células meristematicas de Allium cepa. Raizes de A. cepa foram expostas
ao controle negativo (Tween 80 a 1%), solvente (agua destilada) e positivo (metilmetanosulfonato,
10 pg/mL) e nas concentragdes nominais do a-terpineol (4,25; 8,5; 17; 34 ¢ 68 ug/mL) por 48 ¢ 72h. O
efeito tdxico foi avaliado pelo tamanho médio de 30 raizes e a citogenotoxicidade pela quantificacdo do
indice mitético e alteracBes cromossdmicas em 5.000 células de A. cepa em microscépio Optico (400x). A
Andlise estatistica foi realizada pelo teste Tukey (p < 0,05) para avaliar a toxidade e pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) na citogenotoxicidade. O a-terpineol ndo apresentou efeito toxico
em A. cepa por 48 e 72h, mas foi citotéxico nas concentragdes de 34 ¢ 68 pg/mL por 48h e genotoxico nas
maiores concentragdes de 34 (72h) e 68 pg/mL (48h). A andlise individual das alteragdes cromossdmicas
mostrou aumento significativo apenas de microntcleos em 34 pug/mL por 72h de exposic¢do. O a-terpineol
ndo foi toxico, mas teve acdo citogenotoxica nas maiores concentragdes, com possibilidade de
contaminagdo ambiental e riscos para a salide humana e animal, uma vez que o composto é muito utilizado
na industria.

Palavras-chave: alteragdes cromossdmicas, indice mitético, terpenos.

Alpha-terpineol is a molecule used in the food industry as a flavor enhancer that has antioxidant, anticancer
and antiulcer activities. The aim of the current study was to evaluate the cytogenotoxic effect of a-terpineol
in meristem cells of the Allium cepa. A. cepa roots were exposed to a negative control (1% of Tween 80),
solvent (distilled water) and a positive control (methyl methanesulfonate, 10 pg/mL) and nominal
concentrations of a-terpineol (4.25; 8.5; 17; 34 and 68 pug/mL) for 48 and 72h. Toxic effects were evaluated
by the average length of 30 roots. Cytogenotoxicity was assessed quantifying the mitotic index and
chromosomal alterations in 5,000 A. cepa cells under optic microscopy (400x). The statistical analysis was
conducted by the Tukey test (p < 0.05) to evaluate toxicity and the Kruskal-Wallis nonparametric test (p <
0.05) to assess cytogenotoxicity. Alpha-terpineol did not have toxic effects on the A. cepa for 48 and 72h,
although it had cytotoxic effects at concentrations of 34 and 68 ug/mL for 48h and genotoxic effects at
higher concentrations of 34 (72h) and 68 ug/mL (48h). Individual analysis of chromosomal alterations only
showed a significant increase in micronuclei at 34 ug/mL over a 72h-exposure. Alpha-terpineol was not
toxic. However, it had cytogenotoxic activity at higher concentrations, with potential environmental
contamination and risks to human and animal health, since the compound is widely used in the industry.
Keywords: chromosomal alterations, mitotic index, terpenes.

1. INTRODUCAO

Os terpinedis (C1oH150) séo alcoois monoterpenos monociclicos que se apresentam em quatro
isomeros: o-, B-, y-, e d-terpineol, sendo o a- 0 mais abundante na natureza e muito utilizado na
industria como aromatizante. O a-terpineol é formado por dois enantidmeros: S-(—)-a-terpineol e
R-(+)-a-terpineol, com baixo ponto de ebulicdo (entre 35 e 41 °C), sendo responsavel por sua
propriedade aromatizante [1-4], com odor floral ou de coniferas [2].

045201 -1


http://www.scientiaplena.org.br/

R.E.A.R. da Costa et al., Scientia Plena 18, 045201 (2022) 2

O a-terpineol pode ser encontrado em folhas, flores, frutos e 6leos essenciais e pode ser obtido
a partir da biotransformagdo de outros monoterpenos, como o limoneno, a- e B-pinenos [2, 3, 5].
Estudos na literatura tem associado o a-terpineol a diversos efeitos biolégicos, como acdo
antioxidante [6, 7], anti-inflamatoria [8-10], anticonvulsivante e antimicrobiana [11-16],
anticarcinogénica [17-21] e antimutagénica [7] que estdo associados a estrutura guimica da
molécula, que possui grande potencial de ligacdo tanto as espécies reativas de oxigénio (ERO),
como a alvos terapéuticos (receptores e/ou enzimas) [2, 22, 23].

Embora ja tenham demonstrado que o a-terpineol ndo foi toxico para animais, a partir da sua
ingestdo em uma margem de seguranca entre 1,2 e 12 mg/Kg, outros estudos relataram
citotoxicidade do a-terpineol in vitro, sendo um indicio de possiveis efeitos toxicologicos [2, 18,
24-26]. Além disso, compostos isolados, como o a-terpineol, podem gerar instabilidade genética,
por meio de danos genotoxicos e/ou mutagénicos, que podem promover quebras cromossémicas
e/ou alteragdes no fuso mitdtico, representando 0s eventos clastogénicos e aneugénicos,
respectivamente [27, 28]. Nesse sentido, avaliar o perfil citogenotdxico de moléculas com as quais
a populacao possa ter contanto é importante para prevenir doencas que possam estar associadas a
instabilidade genética, como o cancer [29].

O sistema teste de alteragfes cromossdmicas em Allium cepa (cebola) é amplamente citado na
literatura como bioindicador para avaliacdo da citogenotoxicidade de compostos quimicos e
isolados, pois possui rapida multiplicagdo celular e apresenta ainda cromossomos relativamente
grandes e em ndmero reduzido, o que permite uma melhor analise de alteragdes estruturais e
numeéricas [1, 30-32]. O teste é reconhecido pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
(IPCS, OMS) e Programa das Nagdes Unidas para 0 Meio Ambiente (PNUMA) como um
bioensaio confiavel para essa finalidade [33, 34]. Além disso, apresenta boa correlagdo com
ensaios de citogenotoxicidade in vitro ou in vivo [33-35].

Considerando a presenga do a-terpineol na natureza, seu potencial terapéutico e sua ampla
aplicagdo na inddstria, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citogenotéxico do
a-terpineol em células meristematicas de A. cepa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Compostos testados

O a-terpineol (CAS: 98-55-5) e o metilmetanosulfonato (MMS, CAS: 66-27-3) foram obtidos
da Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA).

2.2 Bioensaio Allium cepa

Cem sementes de A. cepa por placa de Petri (15x15x1,5 cm) com agua destilada foram
germinadas em incubadora (BOD SL-224®), com fotoperiodo de 12h e temperatura de 24 °C, por
quatro dias no Laboratdrio de Genética do Centro de Ciéncias da Natureza da Universidade
Estadual do Piaui (LABGEN-CCN/UESPI), Teresina-Piaui, Brasil.

Apos a germinacdo, 30 sementes com raizes entre 1-2 cm por placa de Petri foram transferidas
para o controle negativo (CN) (solucdo de agua destilada com o surfactante Tween 80 a 1%),
solvente (CS) (agua destilada) e positivo MMS (metilmetanosulfonato, 10 pg/mL) e para o a-
terpineol nas concentragdes nominais de 4,25; 8,5; 17; 34 e 68 pg/mL dissolvidos em solucédo de
agua destilada com o Tween 80 a 1% por 48 e 72h. A concentragdo do a-terpineol de 68 pg/mL
foi pré-estabelecida por ser o valor limite para exposi¢do a curto-prazo (exposi¢do Unica) em agua
doce sem efeitos toxicoldgicos [36]. As demais concentragBes nominais utilizadas foram obtidas
por diluicdo seriada.

Apbs 48 e 72h, o comprimento médio das raizes foi medido em régua milimétrica e registrado
para avaliar o efeito toxico. Em seguida, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 etanol: 1 acido
acético) por 6-8h e estocadas a -20 °C. Para a confec¢do das laminas, as raizes foram lavadas trés
vezes em agua destilada por 5 minutos cada e hidrolisadas a 60 °C por 10 minutos em HCI 1N.
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Depois da hidrolise, foram novamente lavadas em agua destilada e transferidas para frascos de
vidro &mbar, contendo o reativo de Schiff, nos quais permaneceram em local escuro por 2h. As
raizes foram entdo lavadas, até a total retirada do reativo, e transferidas para laminas, nas quais
foram esmagadas em uma gota de carmim acético a 2% e montadas com Entellan® (107960;
Merck Millipore) [37].

A citogenotoxicidade foi avaliada pela contagem de 5.000 células meristematicas por
tratamento (500 células/lamina, com um total de 10 |&minas analisadas por tratamento) em
microscépio de luz (Zeiss Primo Star com camera Axiocam 105 color), com aumento de 400x.
Para cada tratamento, foram avaliados o indice mitdtico (IM, citotoxicidade) e a média de
alteracBes cromossdmicas (genotoxicidade). As alteracdes cromossdmicas podem ser resultantes
de agdo aneugénica (metafase com aderéncia cromossémica, c-metafase, perda cromossémica,
anafase multipolar, células binucleadas e metafases poliploides, dentre outras) e/ou clastogénica
(fragmentos cromossémicos em metafase ou anafase, pontes cromossdmicas e outras alteracdes)
[38]. Os micronicleos também foram avaliados e podem ter origem aneugénica e/ou clastogénica
[30, 39]. Para determinar o IM, o nimero de células em diferentes fases da mitose (préfase,
metéafase, anafase e teléfase) foi dividido pelo numero total de células e multiplicado por 100.
Para alteragdes cromossdmicas, o nimero de alteracdes foi dividido pelo nimero total de células.

2.3 Analise estatistica

Os dados de toxidade foram analisados pelo teste de Tukey (p < 0,05), pois apresentaram
distribuigdo normal e homogeneidade de variancias. Enquanto a citogenotoxicidade foi analisada
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste a posteriori de Student-Newman-
Keuls (p < 0,05). Os testes citados foram analisados no programa BioEstat 5.3 para realizar a
comparagdo entre as médias dos controles e das concentragdes utilizadas [40].

3. RESULTADOS

O a-terpineol ndo foi téxico, pois ndo houve reducdo significativa do comprimento médio das
raizes de A. cepa em relagdo ao controle negativo ap6s 48 e 72h (Tabela 1), mas foi citotoxico
nas concentragdes de 34 e 68 pg/mL apds 48h de exposigdo, uma vez que houve reducdo
significativa do IM nas células meristematicas de A. cepa em relacdo ao controle negativo, o que
ndo ocorreu nas menores concentracdes. Apos 72h, nenhuma das concentragdes utilizadas (4,25-
68 pg/mL) foram citotoxicas (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito toxico e citotoxico do a-terpineol em Allium cepa, ap6s exposic¢ao por 48 e 72h.

Tratamento Comprimento médio da raiz (cm) indice mitético (%)
(ng/mL) 48h 72h 48h 72h
CN 1,82 +£0,82 2,27 + 0,65 26,21 + 8,43 17,83+ 8,14
CS 2,12+ 0,76 2,69+1,01 23,57 +7,38 18,28 + 6,78
CP 1,19 £0,71** 1,44 +£0,83** 12,78 + 4,84* 13,81 + 8,47+
4,25 1,75+£0,61 2,51+0,82 17,16 + 9,58 17,32 + 6,03
8,5 1,51 + 0,65 2,62 +£0,90 20,55 + 6,05 16,62 + 5,84
17 1,75+£0,61 2,50+1,04 16,12 + 5,97 18,92 + 7,84
34 1,22 £0,54 2,76 £ 0,37 15,08 + 6,94* 17,60 + 6,08
68 1,60+ 0,58 2,73+0,61 14,27 + 6,05* 14,44 + 7,12

Dados: Média + desvio-padrdo. CN: Controle negativo (Tween 80 a 1%). CS: Controle do solvente (agua destilada).
CP: Controle positivo (MMS: Metilmetanossulfonato, 10 pg/mL). *Significativo no teste de Tukey (*p < 0,05;
**p < 0,01). *Significativo no teste de Kruskal-Wallis e teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (p < 0,05) quando
comparado ao controle negativo. Os resultados referem-se a analise de 30 raizes (toxico) e 5.000 células meristematicas
(citotdxico) por tratamento.
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O a-terpineol ndo apresentou efeito genotdxico nas concentragoes entre 4,25 e 34 ug/mL nas
células de A. cepa por 48h de exposicdo, pois a média total das alteracBes cromossémicas nao
foram significativas quando comparadas com o CN. Ja na maior concentracao (68 pg/mL), houve
um aumento significativo, sendo genotoxica (Tabela 2). Os resultados referentes & 72h mostram
genotoxicidade do isolado apenas em 34 pg/mL. Quando as alteracdes cromossomicas foram
analisadas individualmente, o a-terpineol resultou apenas no aumento significativo da média de
microndcleos (MN) em células de A. cepa ap6s 72h (Tabela 2), o que evidenciou também a sua
acdo mutagénica em 34 pg/mL.

A Figura 1 ilustra todas as alteracdes cromossémicas identificadas individualmente nas células
de A. cepa, apos a exposicdo do a-terpineol por 48 e/ou 72h. Figura 1LA: Micronucleo. Figura 1B:
Broto nuclear. Figura 1C: Quebra cromossdmica. Figura 1D: C-metafase. Figura 1E: Ponte
cromossdmica. Figura 1F: Célula binucleada. Figura 1G: Metafase poliploide. Figura 1H:
Aderéncia cromossémica.
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Figura 1: Alteracdes cromossdmicas em Allium cepa, ap6s exposi¢ao por 48 e/ou 72h ao a-terpineol.
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Tabela 2: Efeito genotéxico do a-terpineol em Allium cepa, apds exposicao por 48 e 72h.
Tratamento Alteracdes cromossdmicas (48h) Média total
(ng/mL) MN BN QC C-MET PT CB CP AC
CN 0,69 £ 0,84 0,72+1,13 0,0+£0,0 0,74+1,72 00+£00 294+431 028+045 0,090,227 5,39 + 5,65
CS 0,48 + 0,88 1,07+£1,83 0,0£0,0 1,86 £2,91 00+£00 070%+140 0000 0,69+1,44 5,04 £ 3,47
CP 24,73 £ 14,91*** 12,46 £ 13,94*** 00+00 286+353* 00+00 085+097 019+061 1,11+183* 4233+17,71**
4,25 0,20 £ 0,42 0,09 £ 0,28 0,0£0,0 0,19+041 0,08+026 144+231 0,0%0,0 0,62 +£1,30 2,62 £ 3,75
8,5 0,17 £ 0,54 0,25+ 0,57 0,0£0,0 0,34+058 0,17+035 024+0,39 016+050 0,33+£0,78 1,66 +£2,01
17 0,74+1,11 1,47 +1,62 0,08+0,25 0,08+0,24 00+00 130+258 053+094 0,67+1,00 4,87 +5,30
34 2,14+£251 1,89+2,34 0,0£0,0 0,20 £ 0,41 00+£00 120+166 0,0+0,0 0,16 + 0,34 5,59 + 3,33
68 2,93 +2,69 7,55+8,19 0,0£0,0 125+149 0,09+£029 1,02+162 028+064 081+1,20 13,94 + 9,24*
Tratamento Alteracdes cromossdémicas (72h) Média total
(ng/mL) MN BN C-MET PT CB CP AC
CN 3,00+2,51 3,22 +3,48 0,29 + 0,65 0,00 £ 0,00 0,42 £ 0,80 0,16 £ 0,52 0,78 £1,22 7,87 £ 4,56
CS 4,13+3,81 4,83 +5,67 0,42 +0,58 0,09 + 0,27 0,16 + 0,52 0,08 + 0,25 0,51+0,89 10,21 + 5,08
CP 30,96 + 19,24*** 13,86 +£ 15,41* 0,33+0,69 0,27 + 0,43 0,09 +0,28 0,40+ 1,26 0,83+1,25 46,73 £ 10,47**
4,25 6,84 + 5,13 4,52 + 5,87 0,71+ 1,33 0,08 + 0,27 0,07+0,24 0,07 £ 0,24 0,17 £ 0,53 12,47 + 4,34
8,5 6,37 £ 5,41 5,46 + 7,56 0,18 + 0,39 0,00+ 0,00 0,19 +0,39 0,00+ 0,00 0,27 £ 0,60 12,47 + 6,72
17 10,75 + 9,56 5,07 + 5,58 0,09 + 0,27 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,07 £ 0,22 15,98 + 6,75
34 11,48 + 9,04** 5,80 + 6,67 0,09 + 0,29 0,00+ 0,00 0,19+ 0,59 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 17,57 + 5,95*
68 10,50 + 10,69 3,71+4,79 0,09 + 0,29 0,00+ 0,00 0,52+0,74 0,08 + 0,24 0,10+0,31 14,99 + 7,09

Dados: Média + desvio-padrdo. CN: Controle negativo (Tween 80 a 1%). CS: Controle do solvente (4gua destilada). CP: Controle positivo (MMS: Metilmetanossulfonato, 10 pg/mL). MN:
Micronucleo. BN: Broto nuclear. QC: Quebra cromossdmica. C-MET: C-metafase. PT: Ponte cromossdmica. CB: Célula binucleada. CP: Célula poliploide. AC: Aderéncia cromossomica.
*Comparado estatisticamente ao controle negativo para avaliar a genotoxicidade. "Significativo no teste de Kruskal-Wallis e teste de Student-Newman-Keuls a posteriori (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001). Os resultados referem-se a analise de 5.000 células por tratamento.
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4. DISCUSSAO

A alta sensibilidade da analise toxica, citotoxica e genotdxica em A. cepa e sua
correspondéncia com outros modelos de anélise in vitro e in vivo torna esse sistema teste ideal
para avaliar possiveis danos citogenotoxicos [35, 41-43]. Levando em consideracdo a aplicacao
do a-terpineol na industria, 0 que também torna possivel a ocorréncia de danos ao meio ambiente,
como contaminacao de fontes naturais de &gua, o conhecimento deste perfil em doses menores se
torna uma importante ferramenta de protecdo ambiental [44].

Segundo dados da European Chemicals Agency — ECHA, o a-terpineol ndo apresenta efeitos
toxicol6gicos graves em animais, ndo sendo classificado como mutagénico para as células
germinativas, cancerigeno ou mesmo toxico reprodutivo [36] e ndo esta relacionado a riscos
significativos para a sade humana [45]. Além disso, 0 a-terpineol também ndo se mostra toxico
para 6rgdos-alvo especificos, apds exposicao Unica ou repetida, e pode provocar irritacdo cutanea
e ocular. Em ratos, a dose letal média (DLso) foi de 4.300 mg/kg para exposicao por via oral e de
2.000 mg/kg para exposigdo por via cutanea [36]. A ECHA também indica que o a-terpineol ndo
é perigoso para 0 ambiente aquatico e ndo se acumula significantemente nos organismos
aquaticos, alem de ser facilmente biodegradavel. Em peixes, a concentracdo letal média (CLso)
foi de 70 mg/l apds exposicdo por 96h. J& em invertebrados aquaticos, a concentracao efetiva
média (CEso) foi de 73 mg/l ap6s exposicédo por 48h. Em algas, por sua vez, a concentragdo capaz
de inibir 50% do crescimento (ECso) apés 72h de exposicdo foi de 68 mg/l. Enquanto a
concentragdo de 68 ug/mL no presente estudo foi pré-estabelecida por ser o valor limite para
exposicao a curto-prazo (exposicao unica) em agua doce sem efeitos toxicologicos [36].

No presente estudo, ndo foram evidenciados efeitos toxicos em relagdo ao crescimento das
raizes nas concentracOes testadas do a-terpineol. O a-terpineol foi citotoxico nas maiores
concentragdes (34 e 68 ug/mL em 48h) em A. cepa, 0 que mostra que provavelmente 0 mesmo
interferiu no processo de sintese do DNA e/ou no bloqueio do ciclo celular na fase G2, diminuindo
a quantidade de células em divisdo celular [46, 47]. Outros estudos também ja mostraram a
citotoxicidade do a-terpineol em Geotrichum citri-aurantii [2], em linhagens celulares de
melanoma de camundongos (B16-F10) e seres humanos (SK-MEL-28) [18], HeLa [24], B16-F10
e de sarcoma 180 [48]. Além disso, Sobral et al. (2014) demonstraram que a associacao de acetato
de linalila, a-terpineol e canfora apresentaram atividade citotoxica contra linhagens celulares de
HCT-116 (p53+/+ e p53—/—), Hep G2, HeLa, MOLT-4, K-562 e CTVR-1 [26]. Enquanto nas
menores concentragdes (4,25 a 17 pg/mL) em 48h e em todas ap6s 72h de exposicao, ndo houve
efeito significativo da redug¢do do IM pelo a-terpineol, ou seja, o isolado provavelmente néo
interferiu com a fase S do DNA e/ou no blogueio de G2, permitindo as células entrarem em
divisdo [46, 47].

O a-terpineol foi genotdxico neste estudo, pois resultou no aumento significativo na média
total de alteragBes cromossdmicas em A. cepa em 68 pug/mL (48h) e 34 ug/mL (72h). Na maioria
das concentragdes apds 48 e 72h, o a-terpineol ndo interferiu com as fibras do fuso, o padréo de
condensacdo cromossdmica, citocinese das células de A. cepa, 0 que resultou em alteracdes
cromossémicas ndo significativas, como C-metafase, aderéncia cromossdmica, célula poliploide,
célula binucleada [46, 49]. Além disso, o isolado também n&o provocou efeitos clastogénicos
significativos, como as quebras cromossdmicas e pontes cromossémicas [49, 50].

O efeito genotdxico observado pode estar relacionado, principalmente, com a presenca de MN
e BN, que foram as alteragdes cromossdmicas evidenciadas em maior quantidade. Os MN s&o
originados a partir de danos clastogénicos e/ou aneugénicos ndo reparados ou erroneamente
reparados nas células parentais, sendo facilmente observados nas células filhas como uma
estrutura semelhante ao ndcleo principal, mas em tamanho reduzido [49, 50]. O BN pode estar
relacionado a formagdo de MN, por meio da eliminacdo de material genético extra no nucleo
principal da célula, ou pode ser devido & agregacao de um cromossomo retardado pelo envelope
nuclear, antes de ser totalmente reincorporado ao nucleo principal [51]. O aumento significativo
de MN em 34 pg/mL por 72h de exposi¢ao indica também o efeito mutagénico [52].



R.E.A.R. da Costa et al., Scientia Plena 18, 045201 (2022) 7

De acordo com a European Food Safety Authority (EFSA), o a-terpineol é seguro para o meio
ambiente, uma vez que € frequente em componentes vegetais. Apesar disso, o a-terpineol
apresenta um risco potencial para o compartimento aquatico, sendo necessarios ainda mais
estudos, como este, que ajudem a estabelecer os seus valores de seguranca [53]. O presente estudo
estima uma janela de genotoxicidade do a-terpineol no intervalo entre 34 e 68 ug/mL, 0 que
mostra um risco potencial do uso do a-terpineol para o meio ambiente, pois ha possibilidade de
acidentes e descarte inadequado, comprometendo a salide ambiental, humana e animal [44].

5. CONCLUSAO

O a-terpineol ndo mostrou toxidade em relagcdo ao crescimento das raizes de A. cepa, foi
citotoxico em 34 e 68 ug/mL por 48h e genotoxico em 68 ¢ 34 pug/mL em 48 ¢ 72h,
respectivamente, destacando-se a presenca de MN e BN, que foram as alteracfes cromossdmicas
evidenciadas em maior quantidade. A genotoxicidade apresentada pelo a-terpineol em 34 e
68 ng/mL mostra a necessidade de mais estudos toxicoldgicos para estimar os impactos do seu
uso na salide ambiental, humana e animal.
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