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Resumo

este trabalho tem como objetivo analisar os possiveis efeitos toxicos, citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos do infuso de folhas
de malva-santa (Plectranthus barbatus) em diferentes concentracoes sobre o ciclo celular da cebola (Allium cepa). A metodologia
consistiu na colocacdo das cebolas em contato com a infusdo de malva-santa por um tempo. Em seguida, as cebolas foram
medidas com uma régua, coradas e, por fim, analisadas no microscépio com objetiva de 40X. Os efeitos toxicos, citotoxicos e
genotoxicos foram avaliados através da inibicdo do crescimento radicular, dos indices mitéticos, do surgimento de aberracoes
cromossdmicas e da ocorréncia de microntcleos. Foi evidenciado o efeito tdxico sobre os meristemas radiculares, pois em
todos os tratamentos, as raizes tiveram seu crescimento inibido. O efeito citotdxico foi constatado pela anélise das médias dos
indices mitéticos, onde ficou notoério que todos os tratamentos analisados apresentaram diminuicao significativa na divisao
celular e consequente diminuicao no indice mitético. A genotoxicidade foi evidenciada através das duas maiores concentragoes
analisadas, pois apresentaram uma frequéncia de aberragcdes cromossémicas estatisticamente relevantes.

Palavras-chave: Bioindicador, Cebola, Plantas Medicinais.

Evaluation of toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of malva-santa Plectranthus barbatus (Lamiaceae) infused
on the cell cycle of Allium cepa

Abstract

This work aims to analyze the possible toxic, cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects of the infusion of mauve-santa leaves
(Plectranthus barbatus) in different concentrations on the cell cycle of onion (Allium cepa). The onions were placed in contact
with the infusion of Malva-santa. After some time, they were measured with a ruler. Then, the same were fixed, stained and
examined under a microscope with a 40X objective. Toxic, cytotoxic and genotoxic effects were assessed by inhibition of root
growth, mitotic indices, appearance of chromosomal aberrations and the incidence of micronuclei. It became evident the toxic
effect on the root meristems, as in all treatments, the roots had their growth inhibited. The cytotoxic effect was found through
the analysis of the mitotic indexes average, where it was possible to see that all treatments analyzed showed a significant
decrease in cell division and the consequent reduction in mitotic index. The genotoxicity was observed through two largest
concentrations analyzed, because they presented a frequency of statistically significant chromosomal aberrations.

Keywords: Bioindicator, Onion, Herbs.
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Resumen:

Este trabajo tiene como objetivo analizar los posibles efectos toxicos, citotdxicos, genotoxicos y mutagénicos de la infusion
de hojas de malva-Santa (Plectranthus barbatus) en diferentes concentraciones en el ciclo celular de cebolla (Allium cepa). Las
cebollas se pusieron en contacto con la infusién de Malva-santa, después de algin tiempo se midieron con una regla, luego se
fijaron, tifieron y se examinaron con un microscopio con una objetiva de 40X. Los efectos toxicos, citotdxicos y genotdxicos se
evaluaron por la inhibicion del crecimiento radicular, indices mitéticos, la aparicion de aberraciones cromosémicas y la incidencia
de micronucleos. Se evidencio efecto tdxico en los meristemas radiculares, como en todos los tratamientos, las rafces tuvieron
su crecimiento inhibido. El efecto citotoxico fue constatado mediante el andlisis de las medias de los indices mitéticos, donde
se verificd que todos los tratamientos analizados presentaron disminucién significativa en la divisién celular y, consecuente
reduccién en el indice mitético. La genotoxicidad se observéd a través de las dos mayores concentraciones analizadas pues
presentaron frecuencia de aberraciones cromosémicas estadisticamente significativas.

Palabras claves: Bioindicador, cebolla, Plantas medicinales.

INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos os homens buscam na flora recursos que possam melhorar suas condicbes de vida,
possibilitando-os uma maior longevidade. As plantas sempre foram utilizadas como alimento e matéria-prima e a ingestao
errénea de algumas delas possibilitou a descoberta de algumas propriedades destes vegetais. Ao longo dos anos as plantas
foram observadas e seus usos passados tradicionalmente para as geracoes seguintes mantendo viva a cultura local™

Na atualidade o uso de plantas medicinais esta cada vez mais difundido, seja pelo aspecto econdmico ou social. Segundo
Anibal (2007)? as plantas medicinais sdo uma rica fonte de novas substancias e de novos compostos ativos, que podem resultar
em valiosos produtos para a cura de doencas. O uso de plantas medicinais nos Estados Unidos e na Europa, principalmente
na Alemanha, é bem disseminado e contam com rigorosas normas para certificar as preparacdes vegetais e seus respectivos
empregos®.

No entanto, no Brasil, apesar do uso de plantas medicinais ser bem difundido, ainda ha, entretanto, uma preocupacao
sobre esta pratica, pois mais estudos sao necessarios. Existem muitas drogas vegetais em nosso pais que ndo possuem registros
na literatura sobre seus metabolitos, propriedades quimicas, farmacolégicas e posologia que possam assegurar o uso pela
populacao sem o risco de apresentar alguma reacéo indesejada®

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) julga importante a realizacdo de mais ensaios pré-clinicos com as plantas
medicinais e de seus principios ativos com o intuito de assegurar a sua efetividade farmacologica e estabilidade medicamentosa®
De acordo com a OMS, em torno de 60-80% da populacao global nos paises subdesenvolvidos, possuem as plantas medicinais
como alternativa para remediar seus males, devido as dificuldades socioeconémicas ou impossibilidade de acesso aos médicos
e, consequentemente, aos medicamentos alopaticos®.

Sem duvida alguma as preparacdes com plantas medicinais séo uma interessante, eficaz, barata e acessivel opcao
terapéutica as populagdes mais carentes na busca por alivio de suas dores, moléstias e alguns males que assolam sua saude.
No entanto, o uso dos vegetais medicinais deve ser visto com cuidado, pois grande parcela das “preparacdes caseiras” ainda
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necessitam de estudos mais especificos e aprofundados que possam assegurar cientificamente suas caracteristicas farmacoldgicas
e dose terapéutica. Somente apds esses estudos, torna-se possivel assegurar que determinada planta possa ser utilizada para o
tratamento de certas patologias ou como terapia alternativa, sem oferecer risco algum a satde do usuério, como por exemplo,
a interacdo com medicamentos alopaticos e alimentos, intoxicacao, genotoxicidade, entre outras reacdes indesejaveis®.

Atualmente, torna-se cada vez mais imprescindivel a realizacdo de pesquisas cientificas com o objetivo de avaliar ou
descobrir possiveis ameacas que o uso terapéutico de plantas medicinais possam acarretar para a populacdo. Sendo assim, se
faz necesséario a utilizacdo de novas ferramentas para este fim. A busca por atividade mutagénica, genotoxicidade, tornou-se
importante devido ao largo consumo de drogas de origem vegetal. Para Silva, Erdtmann e Henriques (2003)®, genotoxicidade
é uma drea da genética que avalia como determinados agentes podem ocasionar mudangas na estrutura fisico-quimica e
alteracdo no DNA nuclear.

Dentre as 300 espécies de ervas e arbustos perenes que constituem a familia Lamiaceae, destaca-se o Plectranthus barbatus
devido ao seu amplo cultivo no Brasil e pelo difundido uso de suas folhas no tratamento de problemas digestivos. Plectranthus
barbatus, também conhecida como malva-santa, falso-boldo, boldo-brasileiro, boldo-do-reino, é uma planta subarbustiva,
aromdatica e perene, com poucos ramos, com até 1,5m de altura, com folhas ovais alongadas e de sabor muito amargo.
Dentre seus constituintes fitoquimicos merecem destaque os metabdlitos secundarios como os diterpenos, inclusive alguns que
apresentam importancia farmacolégica como a barbatusina, ciclobarbatusina, barbatusol, plectrina, cariocal, plectrinona, entre
outros?”.

Segundo Teixeira et al. (2003)® e Fachinetto et al. (2007)19, o sistema vegetal Allium cepa, tem sido utilizado com sucesso
na obtencdo de genotoxicidade dos extratos de varias plantas de uso medicinal. O teste com este sistema vegetal permite
utilizar diferentes concentracbes do extrato da planta em pesquisa, as alteracdes cromossémicas e as divisdes das células
meristematicas das raizes da cebola, sdo usadas com bastante frequéncia com o objetivo de advertir a populacdo sobre o
consumo de determinado produto‘".

Para avaliar e prevenir a presenca de agentes genotdxicos é necessario utilizar indicadores sensiveis que permitam detectar
a acao desses compostos. Existem plantas que sao consideradas ideais para o estudo de mutagénese, tanto em laboratério
guanto em monitoramento in situ, atuando assim, como “bioindicadoras”'?. Para isto, foram desenvolvidos diversos ensaios
que possibilitam essa avaliacao, um deles é o teste vegetal Allium cepa, utilizado como um bioindicador de genotoxicidade em
extratos de plantas medicinais‘?.

Diante do exposto, os ensaios cientificos com o intuito de avaliar a possivel citotoxicidade e genotoxicidade de Plectranthus
barbatus, faz-se necessario, pois trata-se de uma planta medicinal largamente utilizada no pafs e que ainda ndo apresenta todas
as suas propriedades e mecanismos toxicos totalmente elucidados.

Objetivou-se neste experimento avaliar os possiveis efeitos téxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de diferentes
concentragdes do infuso de folhas de Plectranthus barbatus através do sistema vegetal Allium cepa.

MATERIAL E METODO

As folhas de malva-santa (Plectranthus barbatus) foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais no Centro de Salde da
Familia do Sumaré (Sobral/CE). Os bulbos de Allium cepa foram obtidos em redes de supermercados da cidade, todos de mesma
procedéncia, de aparéncia saudavel e ndo germinadas. O extrato aquoso de Plectranthus barbatus foi preparado como infuséo,
a partir de folhas frescas.

As bases dos bulbos (prato) das cebolas (Allium cepa) foram colocadas em contato direto com a infusdo em recipientes
a temperatura ambiente para enraizar. As capas mais externas e as raizes envelhecidas ou secas do bulbo foram retiradas para
evitar o apodrecimento.
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O primeiro tratamento (T1) da infusdo de malva-santa foi baseada em uma dose usual, obtida na literatura, que é de 6g de
folhas frescas em 250mL de agua fervente(14); o sequndo (T2), 12g de folhas frescas em 250mL de &gua fervente; e o terceiro
(T3), com 18g de folhas frescas colocadas em 250mL de agua fervente. O quarto tratamento (T4) foi o controle negativo que
constou agua mineral e para o controle positivo no quinto tratamento (T5) foi utilizado o paracetamol a 800mg/L.

Apds o periodo de crescimento das raizes, as cebolas foram retiradas para se fazer a medicdo do comprimento com auxilio
de uma régua. Imediatamente apés a coleta as raizes foram fixadas em solucéo fixadora de Carnoy (etanol 95% + acido acético
glacial na proporcdo de 3:1 v/v) por periodo de 24 horas a temperatura ambiente. As raizes foram lavadas trés vezes com
agua destilada por cinco minutos. Em seguida, com auxilio de pinga e bisturi, foram retiradas os &pices radiculares com cerca de
1 mm, de cada raiz em cada tratamento (ja fixadas) e foram fragmentados o maximo possivel com bisturi.

Os fragmentos obtidos foram colocados em lamina para coloracdo. Foi adicionado a esses fragmentos duas gotas de
hematoxilina de Harris a 1%, colocado a laminula por cima, envolvidas em papel toalha para retirar o excesso do corante e
esmagadas com polegar. As laminas foram analisadas em microscépio dptico, em objetiva de 40X(16). Para cada tratamento
foram utilizados trés bulbos. Para cada bulbo foi confeccionada uma lamina. Em cada lamina foram colocadas de seis a oito
apices radiculares. Foram feitas oito focagens de 50 células, totalizando 400 células por lamina, com trés laminas para cada
tratamento, totalizando 1.200 células analisadas por tratamento.

Para a analise dos efeitos toxicos foram medidos os comprimentos das raizes, somados os resultados e calculado as médias
simples. Para os efeitos citotédxicos, foram verificados os indices mitéticos (IM) de cada tratamento, os quais foram somadas
as células em qualquer fase de divisao (préfase, metafase, anafase e telofase), dividindo-se pelo total de células contadas e
multiplicando-se por 1007,

Para a analise dos efeitos genotdxicos foram observados todos os tipos de aberracdes cromossdmicas encontradas. Ja para
a avaliagdo dos efeitos mutagénicos foram registradas a ocorréncia de micronucleos.

As variaveis analisadas foram: comprimento radicular (cm), o indice mitético (IM), as anomalias do ciclo mitotico (ACM),
como cromossomos perdidos e pontes anafasicas, aberracoes cromossémicas (AC's) e as anomalias interfasicas (Al), como
células com micronucleos, células binucleadas, células com nucleos ligados e brotos nucleares'®.

Para a andlise de AC's foram considerados: cromossomos soltos e fragmentos cromossdmicos em todas as fases do ciclo
(profase, metéfase, anafase e teldfase), além de pontes e atrasos anafasicos, sendo todos os registros reunidos em uma so6
categoria para possibilitar a avaliacdo das AC's".

As médias obtidas dos diferentes tratamentos, para as varidveis analisadas, foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As analises estatisticas foram feitas através de analise de varidncia de uma via (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 nos revela os resultados do teste de toxicidade sobre Allium cepa quando tratado com diferentes concentracoes
do infuso de malva-santa.

Tabela 1. Valores das médias do crescimento radicular de A. cepa submetidas a diferentes infusdes de Plectranthus
barbatus.

Tratamentos

(@)

Comprimento radicular (cm) 25a 0,82b 0,58 cd 0,71 bc 0,38d

CN: controle negativo; CP: controle positivo. Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha diferenca
entre as médias. DV: 0,08.
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A toxicidade de Plectranthus barbatus sobre as raizes de Allium cepa foi notdria neste trabalho. As raizes de Allium cepa
expostas as diferentes concentracoes da infusao de Plectranthus barbatus tiveram o desenvolvimento de suas raizes comparadas
aos controles. A infusao apresentou toxicidade sobre o sistema vegetal Allium cepa em todos os tratamentos, pela inibicdo de
meristemas de raizes. Ficou evidente a inibicdo do crescimento radicular da cebola, a medida que aumentava a concentracao
da infusdo, como pode ser observado na Tabela 1. Os tratamentos e o controle positivo apresentaram diferencas estatisticas
relevantes em comparacdo com o controle negativo.

Fachinetto et al. (2007)"% observaram a acdo antiproliferativa sobre o ciclo celular da cebola com infusdes de macela
(Achyrocline satureioides DC), sendo que a ac¢ao inibitoria da divisao celular aumentou conforme o aumento das concentracoes
das infusdes. O crescimento de raizes pode ser regulado pela combinacdo entre atividades de divisdo celular em meristemas
mitoticamente ativos e com a elongacao celular que acontece nas regides proximais dos apices das raizes??. Assim, todas as
concentracdes causaram disturbios de proliferacdo em meristemas de Allium cepa. Esses dados corroboram com os relatos sobre
a importancia do teste Allium cepa, especialmente por permitir analises macroscopicas e microscopicas, bem como pelas boas
correlacoes com testes em mamiferos®.

O teste que avalia a germinacao dos vegetais é um modelo amplamente utilizado para avaliar o potencial aleloquimico
de extrato da planta ou de substancias. Comparando os resultados obtidos com os encontrados por Fiskesjo (1985)2", pioneiro
nesse sistema teste vegetal, conclui-se que a infusdo de malva-santa possui, nas concentragdes testadas, acao tdxica e/ou
citotdxica sobre as raizes de Allium cepa. Munhoz e César (2014)?? ao avaliarem a inibicao do crescimento radicular de Allium
cepa exposta a infusdes de cha verde (Camellia sinensis), também obtiveram resultados semelhantes aos apresentados neste
trabalho.

A Tabela 2 mostra o nimero total de células analisadas, assim como, de cada fase da mitose, avaliando, dessa forma, o
efeito citotoxico sobre Allium cepa.

Tabela 2. Numero de células no ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase) em meristemas de raizes A.

cepa tratadas com o infuso de Plectranthus barbatus.

Tratamentos

CN
Total de células 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200
Interfase 974 1.094 1.117 1.150 1.170
Profase 196 94 72 42 30
Metafase 11 05 03 01 00
Anafase 09 03 01 02 00
Telofase 10 04 07 05 00
Total de mitoses 226 a 106 b 83 bc 50 cd 30d

CN: controle negativo; CP: controle positivo. Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha diferenca

entre as médias. DV: 4,25.

Conforme os dados da Tabela 2, verifica-se uma diminuicéo significativa no nimero de mitoses observadas nos tratamentos
a medida que houve o aumento na concentracdo das infusdes. Fica caracterizada que a infusao de malva-santa é citotéxica
sobre as raizes de Allium cepa em todas as concentracoes testadas. Na andlise estatistica é visto diferencas estatisticamente
significativas dos tratamentos e do controle positivo em relacdo ao controle negativo.
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O indice mitdtico (IM), apresentado na Tabela 3, corresponde a relacdo do nimero de células em divisdo e total de células
observadas, em percentagem. O indice mitotico diferiu significativamente do controle negativo em 4gua de 18% para 8%
no primeiro tratamento da infusdo de malva-santa. Os tratamentos T2 e T3 ndo obtiveram diferencas significativas entre suas
médias, mas em relacdo ao controle negativo, os dois tratamentos apresentaram uma redugdo do indice mitotico bastante
importante. A reducdo do indice mitético também foi significativa entre os dois controles, agua pura sem cloro (negativo) e
paracetamol 800mg/L (positivo).

Para os resultados de citotoxicidade (Tabela 3), foi observado que houve uma queda dos indices mitoticos para todos
os tratamentos, em relacdo ao indice do controle negativo, cujos valores foram, de maneira geral, diferentes estatisticamente
do teste controle. A inibicdo da divisdo celular observada através dos valores dos indices mitéticos em Plectranthus barbatus
demonstra que esta planta medicinal possui capacidade antiproliferativa. Bagatini et al. (2009)?, realizaram estudos com
Solidago microglossa (erva-lanceta) e demonstraram que essa espécie, na maior concentracao estudada, causou uma reducdo
no indice mitético comparado com o controle negativo.

Tabela 3. Valor do indice mitético em meristemas de raizes de A. cepa tratadas com o infuso de Plectranthus barbatus.

Tratamentos

(@)

% indice Mitotico 18a 08b 06 bc 04 bc 02d

CN: controle negativo; CP: controle positivo. Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha diferenca
entre as médias. DV: 0,59.

Knoll et al. (2006)(24) obtiveram resultados similares ao deste trabalho, no qual demonstravam a atividade antiproliferativa
de Pterocaulon polystachyum (quitoco), planta com propriedade amebicida, onde observaram que os indices mitéticos em
uma das populacoes estudadas foram reduzidos de 7,5% a 0,03%. Os indices mitéticos encontrados para as infusdes de
macela (Achyrocline satureioides DC), e infalivina (Artemisia verlotorum) respectivamente, também apresentaram diminuicao
significativa quando comparados com o controle negativo em agua‘® 2. Para Hoshina (2002)?®, um decréscimo acentuado no
fndice mitético é indicador de citotoxidade da substancia, j& um aumento indica inducao da divisao celular, o que pode induzir
ao aparecimento de tumorizacdo nos seres vivos. No trabalho em questdo ocorreu um decréscimo significativo nos indices
mitéticos.

Na Tabela 4 foram quantificadas as alteragdes cromossémicas durante a divisao celular das raizes da cebola tratadas com
malva-santa.

Tabela 4. Numero de aberracdes cromossémica em meristemas de raizes de A. cepa tratadas com o infuso de Plectranthus

barbatus.

Aberracoes CN ™ T2 T3 CcP
Anafase Irregular 00 02 01 02 00
Cromossomos soltos 00 02 08 15 00
Micronucleos 00 00 03 04 06

continua...
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Célula binucleada 00 01 01 00 00
Metafase desorganizada 00 00 01 00 00
Préfase desorganizada 00 00 01 00 00
Total 00 c 05 bc 15 ab 21a 06 bc

CN: controle negativo; CP: controle positivo. Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha diferenca

entre as médias. DV: 1,32.

O tratamento T3, com a maior concentracdo do infuso de Plectranthus barbatus (18g de folhas) apresentou um indice
de aberracbes cromossémicas significante em relacdo ao controle negativo, aos outros tratamentos e ao controle positivo
(paracetamol 800 mg/L). O tratamento T2 (12g de folhas) apresentou uma média de aberracdes cromossémicas com importante
relevancia, demonstrando que neste tratamento também ha a ocorréncia de efeito genotéxico. Portanto, pode-se inferir que o
infuso de malva-santa induziu em pelo menos dois tratamentos (T2 e T3), uma considerével taxa de aberracées cromossdmicas
em Allium cepa, demonstrando assim, efeito genotdxico.

Vérios trabalhos cientificos comprovam a utilizacdo do teste de Allium cepa como um ensaio importante na avaliacdo de
genotoxicidade de extratos e infusdes de plantas medicinais*'?. Dalla Nora et al. (2010)?” e Souza et al. (2010)? também
encontraram atividade genotoxica pelo teste de Allium cepa em extratos de Psychotria myriantha, Mikania glomerata e Artemisia
verlotorum, respectivamente. Os agentes mutagénicos podem ser detectados, citologicamente pela inibicdo do ciclo celular,
interrupcdo em metafases, inducao de alteragcbes cromossdmicas numéricas e estruturais e de trocas entre cromatides irmas
entre outros?®.

Segundo Silva et al. (2003)%%, a anélise de alteracdes cromossémicas serve como teste de mutagenicidade e é um dos
poucos métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a agentes mutagénicos ou carcinogénicos potenciais.

CONSIDERAGOES

Através da anélise dos resultados das diferentes concentracoes de Plectranthus barbatus sobre o ciclo celular do sistema
vegetal Allium cepa, foi possivel verificar e comprovar a atividade téxica e citotdxica pela significativa inibicdo do comprimento
das rafzes e inibicdo do ciclo celular das raizes, caracterizando a atividade antiproliferativa.

Na avaliacdo genotoxica, pelos menos duas concentracdes do infuso mostraram-se como indutora de genotoxicidade
através do aumento da frequéncia de aberracdes cromossdmicas, o que evidencia que as duas maiores concentragoes testadas
do infuso de malva-santa, em seu uso crénico, podem sim, causar danos ao DNA celular.

O presente estudo revelou mais uma constatacdo, que as plantas medicinais ndo estao livres de efeitos ou reacoes
indesejaveis, pois precisam ser consumidas com cautela e sequindo o que preconiza a literatura. O uso racional das drogas
vegetais é uma acdo que precisa ser mais bem esclarecida para a populacdo, além de necessitarem de mais e melhores estudos
que comprovem suas caracteristicas farmacoldgicas ou ndo, bem como seus possiveis males a satde dos usudrios. Dado que
determinadas plantas medicinais largamente utilizadas pela populacéo, ja apresentaram, em algumas concentragdes, efeitos
toxicos, citotéxicos, genotdxicos e mutagénicos como a droga vegetal neste presente estudo.
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