DIAS, N. S.; SILVA, T. C.; FILHO, G. P. B.; BADREDDINE, J. F.; MATOZINHO, H.
H. S.; RESENDE, M. R.; GOMES F. O. Revista Eletronica de Farmacia Vol. X (3), 20 -
29, 2013.

g@) Revists Ele‘rr,ﬁnica
\a e de Farmacia

REF - ISSN 1808-0804 Vol. X (3), 20 - 29, 2013.

ESTUDO DOS EFEITOS MUTAGENICOS E
CITOTOXICOS DO CONFREI (SYMPHYTUM
OFFICINALE) NO CICLO CELULAR DE ALLIUM
CEPA

STUDY OF THE MUTAGENIC AND CYTOTOXIC EFFECTS OF THE COMFREY
(SYMPHYTUM OFFICINALE) IN THE CELL CYCLE OF ALLIUM CEPA

ESTUDIO DE LOS EFECTOS MUTAGENICOS Y CITOTOXICOS DEL COMFREY
(SYMPHYTUM OFFICINALE) EN EL CICLO CELULAR DE ALLIUM CEPA

1Natalia Souza Dias, 1Thaysa Cardoso Silva, *Geraldo dos Passos Barcelos
Filho, tJuliany Ferreira Badreddine, tHemilianna Hadassa Silva Matozinho,

1Meyrelles Rodrigues Resende, tFernando Oliveira Gomes
1Graduacdo em Medicina pela Universidade Federal de Goias. Goiania, Goids
Enviado em 30/08/2012, Aceito em 19/07/2013

RESUMO

A planta denominada Confrei (Symphytumofficinale)tem sido usada na medicina popular
para tratar principalmente doengas musculo-esqueléticas, devido as suas propriedades
anti-inflamatérias, analgésica, antiexsudativa. Entretanto, estudostém associado varios

efeitos adversos aos chamados alcaldidespirrolizidinicos, presentes na planta, os quais
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sdo mutagénicos. Sendo assim, este estudo analisou e confirmou os efeitos citotdxicos e
mutagénicos do Confrei no ciclo celular da cebola (Allium cepa). Conclui-se, com o
experimento, que o uso oral do Confrei pode trazer efeitos maléficos para o organismo.

Palavras-chave: Confrei, Fitoterapia, Allium cepa.

ABSTRACT

The plant called comfrey (Symphytumofficinale) has been used in folk medicine to treat
mainly musculo-skeletal diseases due to its anti-inflammatory, analgesic, antiexsudativa.
However, studies have various adverse effects associated with so-called pyrrolizidine
alkaloids present in plants, which are mutagenic. Therefore, this study analyzed and
confirmed the cytotoxic and mutagenic effects of comfrey in the cell cycle of onion
(Allium cepa). We conclude with the experiment, the oral use of comfrey can bring
harmful effects to the body.

Keywords: Comfrey, Phytotherapy, Allium cepa.

RESUMEN

La planta llamadaconsuelda (Symphytumofficinale) se ha utilizado enla medicina popular
para eltratamiento de lasenfermedadesmusculo-esqueléticas, principalmente debido a
suanti-inflamatorio, analgésico antiexsudativa,. Sin embargo, losestudiostienen diversos
efectos adversos asociadoscon alcaloides de pirrolizidinallamados presentes enlas
plantas, que sonmutagénicos. Por lo tanto, este estudioanalizd y confirmoélosefectos
citotoxicos y mutagénicos de consueldaenel ciclo celular de cebolla (Allium cepa).
Concluimosconel experimento, el uso oral de consueldapuedetraerefectos nocivos para el
organismao.

Palabras clave: Consuelda, Fitoterapia, Allium cepa.

INTRODUCAO

Na década de 1990 a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) confirmou que
65-80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento faziam uso de plantas
com fins medicinais, que, na maioria das
vezes, era a Unica forma de acesso aos

cuidados da saude®.

Mesmo com 0 avan¢o da medicina
alopatica, a maioria das plantas
medicinais ainda ndo possui validade
cientifica, ou seja, nao foram
pesquisadas e ndao  tém acoes
farmacoldgicas comprovadas em testes
cientificos pré-clinicos e clinicos. Além de
serem usadas como medicamentos em

paises nos quais ndo existem outras
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opcoes de terapéutica, as plantas
medicinais também tém se difundido em
lojas de produtos naturais e farmacias
com rotulagdo industrializada em todo o
mundo(®). Muitas vezes essas plantas sdo
vendidas baseadas em promessas de
beneficios seguros, pelo fato de serem
remédios naturais, usados ha milénios.
Com auxilio de propagandas que
asseguram saude e vida longa, o
consumo desses produtos tem
aumentado rapidamente em todo o
mundo®®.

Nos Estados Unidos e Europa o uso
de plantas medicinais é comum, mas
existem normaspara certificacdo e
controle de qualidade das preparacdes
vegetais que sdo extremamente rigidas.
No entanto, o Brasil ndo tem essa
mesma preocupagao, apesar dessa
forma de tratamento ser muito
difundida. Na verdade, sdo poucas as
ervas da flora nativa que possuem
alguma comprovacao de suas
propriedades farmacoldgicas e, mesmo
assim, existe um forte estimulo a esse
consumo por comerciantes e pelos
proprios usuarios, existindo pouco
controle da comercializacdo em feiras
livres, mercados publicos, lojas de
produtos naturais(*).Afinal, o pensamento
erroneo de que ndo ha toxicidade nos
fitoterapicos, o qual é compartilhado pela
maioria da populacdao, acaba sendo um
problema sério de salde publica, pois as

plantas medicinais podem esconder

também  muitos riscos a salde,
evidenciando a necessidade de muitas
pesquisas na area da fitoterapia‘®.

Por isso desenvolvemos este
estudo, no qual o alvo de estudo é o
Confrei, uma erva denominada
Symphytumofficinale, pertencente a
familia Boraginaceae. E de origem
europeia, mais precisamente Portugal e
Inglaterra, e da Asia temperada. E uma
planta perene, conhecida no Brasil como
Confrei, Consolda-maior, Consdlida-
maior, Orelha-de-asno, Erva-do-cardeal,
Lingua-de-vaca e Orelha-de-burro®.
Tem aproximadamente noventa
centimetros de altura, sendo que suas
folhas e raizes sdo usadas de varias
maneiras terapéuticas desde o século
XVI®,

O Confrei, na medicina popular, é
conhecido por ser usado para tratar
principalmente doencas
musculoesqueléticas, devido as suas
propriedades anti-inflamatorias,
analgésica eantiexsudativa. Por isso, as
folhas sdo usadas em chds, sucos e
saladas no caso de doencas
gastrointestinais, disenterias,
inflamagdes, reumatismo, hemorroidas,
tosse, bronquite, irregularidades
menstruais, entre outros. Ja as raizes
tém propriedade hemostatica, podendo
ser usada em ferimentos abertos,
equimoses e fraturas de ossos‘®.

Foi descoberto que o Confrei tem

propriedades cicatrizantes por causa da
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alantoina, que estimula o crescimento de
tecidos novos e sadios, atuando como
regeneradora. Possui também, entre
seus varios componentes
farmacoldgicos, o acido rosmarinico e
taninos, sendo que o acido rosmarinico é
um polifenol antioxidante natural, e os
dois compostos sdo agentes anti-
inflamatorios, com atividade
hemostatica'®.

Por outro lado, existem alguns
estudos que mostram varios efeitos
adversos do Confrei. Foi observado que,
apos ingestdo por via oral da planta,
podem ocorrer diversos sintomas, como
anorexia, letargia, dor abdominal,
destruicao dos hepatdcitos, trombose e
carcinogénese'®. Somado a isso, existem
evidéncias de que a planta pode causar
riscos para mulheres gravidas por
estimular a motilidade uterina,
provocando abortoV,

Foi verificado que o Confrei possui
os chamados alcaloides pirrolizidinicos,

que foram descobertos a partir da

METODOS

Este estudo baseou-se naanadlise
dos potenciais efeitos genotdxicos e
mutagénicos do Confreino ciclo celular
da cebola (Allium cepa).

De acordo com Grant”),  Allium
cepaé um eficiente sistema de teste
utilizado para avaliacdo do potencial
genotdxico, citotdxico e mutagénico de

substancias, devido a sua sensibilidade e

década de 1980 e saohepatotodxicos,
carcinogénicos e mutagénicos®). Por
causa desses compostos existem
diversos casos de morte ocasionados por
cirrose, como consequéncia de grave
doenca hepatica veno-oclusiva, além de
hamangiossarcoma com metastase
pulmonar, o que levou a OMS a
condenar o uso dessa planta por via
oral*®,

Em suma, reforca-se a importancia
de estudar e pesquisar as plantas
medicinais, como o Confrei. Afinal,
elucidar os beneficios e maleficios do uso
dessa planta, dita “medicinal”, é
essencial para orientar a populacdo e até
mesmo no momento de instituir uma
terapéutica baseada nessa planta. Nesse
sentido, este estudo busca fazer a
analise e melhor esclarecimento dos
efeitos mutagénicos e carcinogénicos da

Symphytumofficinale.

boa correlacdo com sistemas de teste
em mamiferos.

Para possibilitar a avaliacdo dos
efeitos ou danos que agentes
mutagénicos podem causar, faz-se
necessario que a amostra esteja em
constante divisdo mitdtica, o que é uma
caracteristica da A. cepa. O indice de
alteragdes celulares é usado como

indicador de proliferacdo das células, o
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gue pode ser facilmente medido através
do sistema de teste vegetal®,

O sistema-teste de A. cepa consiste
na incubacdo da raiz do vegetal em
solucdo da substdncia cujo potencial
citotéxico e mutagénico pretende-se
analisar. Nesse sentido, é feito o estudo
do controle negativo, controle positivo e

o devido teste com a amostra.

Obtencao das raizes de Allium cepa
Nessa primeira etapa foram
selecionadas trés cebolas com tamanhos
e pesos semelhantes. Em seguida, foi
retirada a casca e os catéfilos secos
dessas cebolas, com auxilio de um
estilete. Apds esse procedimento, as
regioes dos pratosdas cebolas foram
colocadas em contato direto com &gua
destilada, em recipientes distintos,

devidamente identificados como

“controle positivo”, “controle negativo” e
“tratamento”. Assim permaneceu por
trés dias, sendo que as raizes das
cebolas ja haviam crescido relativamente
uniformes, possibilitando a

continuacgaodo estudo.

Preparacgao das amostras

Foi preparada a amostra do
“tratamento” para a obtencdo de
solucdo aquosa de extrato de Confrei,
obtida a partir das folhas, com
concentragcao de 1 mg/mL, foi diluido 50
g extrato de Confreiem 50 mL de agua

destilada e, em seguida, colocou-se as

raizesda cebola do “tratamento” em
contato direto com a solucdo obtida.

Em outra etapa foi preparada a
solucdo do “controle positivo” através da
diluicdo de 0,05 mg de nitrato de cromo
em 50 mL de agua destilada, obtendo-
se uma solucdo com concentracao de
0,01 mg/mL. Em seguida, foram
colocadasas raizesda cebola em contato
direto com a solugdo obtida.

Por fim, foi feita a preparacao do
“controle negativo”, que se trata de um
controle sem tratamento, ou seja, foi
apenas trocada a agua destilada e a
mesma cebola foi recolocada em contato
direto com a agua.

As amostras foram armazenadas
durante trés diasem temperatura
ambiente, estando as raizesem contato
com suas respectivas solugbes, para

posterior analise das mesmas.

Preparacdo das raizes

Esta etapa consistiu em retirar,
com auxilio de um estilete, as raizes de
cebola que cresceram em meio aos seus
respectivos tratamentos. Para isso,
cortou-se, aproximadamente, 0,5 cm da
extremidade inferior da raiz, tendo em
vista que nessa por¢ao ha um grande
numero de células em divisdo mitética.

Para a fixacdo das raizes, utilizou-
se solucdo fixadora de Carnoy’s (1:3,
Acido acético:Alcool etilico), na qual as
raizes de cebola foram imersas, por no

minimo 20 minutos.
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Apés a fixagdo das raizes da
cebola, estas foram submetidas a
solugcdo para hidrdlise acida (em 60 mL
de acido cloridrico a 1M) segquida de
banho-maria por 10 minutos, a 60°C e,
novamente, foram submetidas a solugdo

fixadora de Carnoy’s.

Montagem e observacao das
laminas das raizes

Fragmentou-se a regidao terminal
das raizes de cada amostra, com auxilio
de um estilete, em suas respectivas
laminas etiquetadas e, em seguida, foi
colocada uma gota da solucdo de
coloracdo com orceina a 1% (em acido
acético) no material fragmentado de
cada amostra. Colocaram-se as
laminulas por cima, a fim de que
ocorresse a coloracdo, deixando o

material descansar por 15 minutos.

Para a montagem final das
[dminas, ldmina e laminula juntas foram
envoltas em varias dobras de papel
absorvente e pressionadas com o
polegar, para que houvesse
esmagamento do material contido entre
elas. Houve cuidado especial para evitar
a quebra da laminula e/ou seu
deslizamento sobre a amostra. Em
seguida, o excesso de corante foi limpo e
a laminula selada com esmalte.

A observacdo microscopica das
células meristematicas foi realizada
considerando as regides com maior
proporcao de divisbes mitdticas e as
células em intérfase, préfase, metafase,
anafase e teléfase, além das possiveis

alteracdes presentes.

Figura 1 — Foto microscépica (aumento de 400x).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observacao das laminas

Foi feita a analise de cem (100)

células de cada bulbo “controle

positivo”, “controle negativo”,
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“tratamento” totalizando trezentas
(300) células observadas. As trés
laminas, obtidas a partir das trés
cebolas, foram avaliadas observando-se
as células em suas fases da mitose
(interfase, profase, metafase, anafase,
telofase), com auxilio de um microscopio

optico, com objetiva de 100X, em

Calculo do 1Indice de Alteracdes

Cromossomicas (IAC)

Sabendo que IAC

;  Mimero de células alteradas .
obtivemos  os

" Total de células observadas /

seguintes resultados, mostrados no

quadro abaixo:

imersao.
Amostras: Tratamento Controle ControlePo
Negativo sitivo
IAC: 13 57
100 100

O “controle negativo” no caso do
teste deA. cepa significa a incubacao da
raiz da cebola em agua, sem tratamento
especifico, objetivando-se a andlise do
crescimento natural do vegetal, o que
entdo serve como parametro para estudo
concomitante de raizes com crescimento
em meio a solugdes de outras
substéancias.

A partir da raizdo “controle
negativo”, prepararam-se ldminas
histoldégicas com o intuito de possibilitar
o devido estudo das fases normais do
ciclo celular e mitose.Nao surpreendeu,
portanto, o IAC para as raizes do
“controle negativo” ter sido o menor
(13/100). Contudo o indice ainda foi
maior do que o esperado, afinal nao
havia nenhum agente agressor na

solucdo. Portanto, esse pequeno numero

de células alteradas, principalmente a
vacuolizagdo, se deveu, provavelmente,
a algum erro cometido durante a
preparagdo da solugdo, das raizes, ou
mesmo da maneira como as raizes foram
armazenadas.

O “controle positivo” em teste de
A. cepa consiste na incubagdo de raizes
de cebola em solugdo aquosa com
substéancia de comprovada
mutagenicidade, o que prevé o
crescimento anormal das células
meristematicas, funcionando como
parametro de acdo genotdxica quando
em comparagao com a solugdo que se

pretende estudar.

Neste trabalho, para a devida
avaliacdo do potencial genotdxico e

mutagénico de Confrei, utilizou-se como
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“controle positivo” uma solugdo de
nitrato de cromo. Tal substancia
apresenta potencial de mutagenicidade
em vegetais superiores, evidenciado por
varias pesquisas, sendo considerado
neste trabalho como pardmetro de
indicadores de genotoxicidade para
avaliacdo dos efeitos celulares com a
solucao de Confrei. O cromo (Cr) afeta o
ciclo mitético em A. cepa e induz a
formacao de micronucleos e aberragoes
cromossdmicas, como as descritas

seguir®,

Os eventos indicadores indiretos de
mutagenicidade de compostos quimicos
podem ser evidenciados pelos
parametros microscopicos de
anormalidades do ciclo celular:
aderéncias cromossOmicas, pontes e
fragmentagbes cromossémicas, anafases
prematuras e C-metafases. Indicadores
diretos de alteragdes no conteldo
genético das células sdo caracterizados
por quebras cromossémicas e formagao
de microntcleos?,

A acdo inibitéria de substancias
genotoxicas sobre os fusos mitdticos de
células meristematicas de A. cepa geram
as anormalidades como metafases
multipolares, atrasos e pontes
cromossOmicas, além de distribuicdo
anormal dos cromossomos, poliploidias e
aneuploidias. A formacdao de células
binucleadas € decorrente da inibicdo da
citocinese por agentes genotodxicos. Ja os

micronucleos sao resultantes de

fragmentos acéntricos ou cromossomos
inteiros que nao foram incorporados ao
nucleo principal durante o ciclo de
divisdo celular, podendo ser
consequéncia de defeitos na formagdo do
fuso mitético*.Quando ha necrose
celular, pode-se identificar a
vacuolizacdo citoplasmatica. J& quando a
célula sofre apoptose, ocorre
primeiramente a redugao no tamanho da
célula, com posterior fragmentagao
nuclear, formando os corpos apoptéticos.
A frequéncia com que cada uma dessas
aberragdes cromossémicas € percebida
demonstra se a substdncia é ou ndo
citotdéxica as células meristematicas de
A. cepa'?,

Neste trabalho, as raizes que
cresceram no “controle positivo”, na
presenca do agente mutagénico nitrato
de cromo, apresentaram alto IAC
(52/100), constituindo o parametro de
mutagenicidade para o devido estudo.

Como objetivo  direto deste
trabalho, fez-se analise da fitotoxicidade
de extrato aquoso da planta medicinal
Confrei. Tal vegetal apresenta alcaldides
pirrolizidinicos em sua constituicdao
(como licopsamina, intermedina e seus
acetil-derivados e, ainda, sinfitina), os
quais sdao hepatotdxicos, podendo levar
inclusive ao surgimento de cancer
hepatco*®. Assim, a analise das |laminas
com células meristematicas de A. Cepa
tratadas com solucao de Confrei,

procurou evidenciar possiveis aberragdes
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cromossOmicas, em devida comparagao
com os efeitos mutagénicos evidenciados
no “controle positivo” de nitrato de
cromo.

As raizes que cresceram em
contato com o extrato fluido de Confrei,
chamadas de “tratamento”,
apresentaram na avaliacdo histoldgica as
varias formas de aberragoes
cromossdmicas descritas anteriormente,
revelandoo maior indice de alteracbes

entres as amostras, ou seja, maior IAC

CONCLUSAO
Este estudo permitiu a
compreensao objetiva de que os

fitoterdpicos ndo sdo indcuos. Pelo
contrario, tem se observado que muitas
plantas medicinais, vendidas e usadas
indiscriminadamente pela populacdo,

podem causar graves efeitos colaterais,
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