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RESUMO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Salde, em torno de 60-80% da populacéo global nos
paises subdesenvolvidos, possuem as plantas medicinais como alternativa para remediar seus
males, devido as dificuldades socioecondémicas ou impossibilidade de acesso aos médicos e
consequentemente aos medicamentos alopaticos.Este trabalho tem como objetivo analisar os
possiveis efeitos tdxicos, citotéxicos, genotdxicos e mutagénicos do infuso das folhas da Lippia
sidoides em diferentes concentrag8es sobre o ciclo celular da cebola (Allium cepa). Para a analise
dos efeitos toxicos foram medidos os comprimentos das raizes, ja para a analise do efeito citotdxico,
genotoxico e mutagénico, analisou-se a inibigdo do crescimento radicular, indice mitético, presenca
de aberragGes cromossOmicas, e presenga de micronicleos. Apos a analise foi constatado o efeito
toxico por meio da inibicdo do crescimento das raizes em todos os tratamentos. O efeito citotdxico
foi constatado pela presenca da diminui¢éo da divisdo celular e do indice mitético por meio da analise
em microscépio optico apds coloragdo e fixagdo do tecido. A genotoxicidade néo foi confirmada e a
mutagenicidade ndo foi observada. Dessa forma, através da andlise dos resultados das diferentes
concentragdes de Lippia sidoides sobre o crescimento radicular da cebola do sistema vegetal Allium
cepa, foi possivel verificar a provavel atividade toxica, mas ndo se constatou atividade citotdxica,
genotodxica e mutagénica da planta em estudo.
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ABSTRACT

According to the WHO, around 60-80% of the global population in underdeveloped countries, there
are alternative medicinal plants to remedy their men's development due to socioeconomic difficulties
and the impossibility of access to doctors and consequently to allopathic medicines. The objective of
this work was to analyze the toxic, cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects of Lippia sidoides leaf
infusion in different phases on onion (Allium cepa) cell cycle. For the analysis of side effects, the
roots, genotoxic and mutagenic analyzes were performed for tissue fixation, optical microscope effect
analysis, and inhibition was analyzed. root growth, mitotic index, presence of chromosomal
aberrations and presence of micronuclei. After an analysis of constellation to the treatment of
inhibition of growth of roots in all the treatments. The cytotoxic effect was developed by the larger
number of cells and the mitotic index. Genotoxicity was not confirmed and mutagenicity was not
observed. Thus, by analyzing the results of lipoprotein combinations on onion root growth, the Allium
cepa plant system was able to verify the sexual arousal activity and non-cytotoxic, genotoxic and
mutagenic activity of the plant under study.

Keywords: Verbenaceae. Cytotoxicity. Genotoxicity. Mutagenicity Tests.

INTRODUCAO

No Brasil, apesar do uso de plantas medicinais ser bem difundido, existe uma
preocupacao sobre esta pratica, pois mais estudos sdo necessarios para elucidar os
verdadeiros beneficios destas. Existem muitas drogas vegetais em nosso pais que
nao possuem registros na literatura sobre seus metabdlitos, propriedades quimicas,
farmacoldgicas e posologia que possam assegurar 0 uso pela populacdo sem o risco
de apresentar alguma reacgédo indesejada’.

Diante disso, os estudos em que se avaliam a toxicidade e mutagenicidade de
plantas medicinais sdo fundamentais pois colaboram para elucidacdo sobre seu uso,
eficacia e complicacbes. Utiliza-se o teste vegetal em Allium cepa para aferir a
proliferacdo das células o indice de replicacéo e mitético como indicadores. Com isso,
0 teste vegetal € tido como um eficiente teste para analise, acompanhamento e
monitoramento in situ de alteracdes genotdxicas de substancias ambientais assim
como a presenca de aberracfes. Estes monitoramentos por meio deste teste vegetal
€ validado por meio do Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, WHO)
e o Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP)?.

O sistema vegetal Allium cepa, tem sido utilizado com sucesso na obtencéo de
genotoxicidade dos extratos de varias plantas de uso medicinal. O teste com este
sistema vegetal permite utilizar diferentes concentracdes do extrato da planta em
pesquisa, 0 que evidencia as alteracbes cromossémicas e as divisbes das células
meristematicas das raizes da cebola. Isto € usado com bastante frequéncia com o

objetivo de advertir a populacéo sobre o consumo de determinado produto?®.
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O vegetal superior cebola ou Allium cepa (Liliaceae) € largamente utilizado por
pesquisadores nos ensaios toxicoldégicos como um bioindicador, através da avaliagdo
de padrBes macroscopicos como alteracdes na cor, tamanho, formato radicular e
deformidade. Avalia-se também parametros microscopicos como aberracdes
cromossOmicas, pois é um teste barato, rapido, pratico e com obtencéo de resultados
confiaveis®.

Dentro da familia Verbenacear o género Lippia possui aproximadamente cerca
de 200 espécies de ervas e arbustos. Entre as espécies utilizadas para tais
finalidades, destaca-se a Lippia sidoides, popularmente conhecida como alecrim-
bravo, alecrim-pimenta, entre outros nomes populares. Suas folhas e flores possuem
um importante papel medicinal e seu 0leo possui ale valor comercial devido ao fato de
conter timolol ou sua mistura e carvacrol que sdo dois terpenos fendlicos com
fortissima propriedade antimicrobiana e anti-séptica®®.

Diante disso, ndo resta duvida que elucidar a preparacdo de medicamentos
fitoterapicos € de extrema importancia para a sociedade brasileira visto que ainda é
uma pratica muito comum entre geracbes a fabricacdo desses medicamentos.
Considera-se também que se trata de uma preparacdo barata, acessivel as
populacdes mais carentes do nosso pais. Porém, é importante realizar estudos para
saber até que ponto tais concentracdes sdo favoraveis para os devidos tratamentos
de modo a néo trazer risco para a saude do usuario. Somente apos esses estudos é
gue se torna possivel assegurar que determinada planta possa ser utilizada para o
tratamento das enfermidades sem causar risco a saude, como por exemplo
intoxicacdo, genotoxicidade, entre outras situacdes indesejadas.

Objetiva-se neste experimento avaliar os possiveis efeitos toxicos, citotdxicos,
genotéxicos e mutagénicos de diferentes concentracdes do infuso de folhas de Lippia

sidoides através do sistema vegetal Allium cepa.

METODOLOGIA

As folhas de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) foram coletadas do Horto de
Plantas Medicinais no Centro de Saude da Familia do Sumaré, situado na Rua Maria
Matéo, s/n, no bairro Sumaré da cidade de Sobral, Ceara, Brasil. Os bulbos de Allium
cepa foram obtidos em redes de supermercados da cidade, todos de mesma

procedéncia, de aparéncia saudavel e ndo germinadas. Foram utilizados bulbos com
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pesos e tamanhos semelhantes. O extrato aquoso de Lippia sidoides foi preparado
como infusdo a partir de folhas frescas de acordo com a literatura®.

Foi preparado trés tratamentos, sendo tratamento 1 (T1) baseado na dose
usual, de 17 folhas para 240mL de cha, tratamento 2 (T2) sendo 26 folhas, tratamento
3 (T3) sendo 30 folhas, o controle negativo constituido por &gua mineral e o controle
positivo por paracetamol na concentragdo de 2,5mg. A infusdo resultante foi coada
para obter uma infusao livre de impurezas. Os tratamentos assim como a 4gua mineral
e o paracetamol, foram trocados em dias alternados até o fim do experimento®.

ApOs o periodo de crescimento das raizes as mesmas foram retiradas para se
fazer a medicdo do comprimento com auxilio de uma régua. Imediatamente apdés a
coleta as raizes foram fixadas em solucao fixadora de Carnoy (etanol 95% + acido
acético glacial na proporcéo de 3:1 v/v) e foram armazenadas em temperatura de 4°C
para futuras analises. Na andlise dos efeitos toxicos foram medidos os comprimentos
das raizes, somadas e feito as médias simples.

O material biolégico entéo foi preparado em processo de inclusdo em bloco de
parafina’. Primeiro foi realizado desidratacdo do tecido em banhos com alcool 70%,
80%, 90% de uma hora e por ultimo em dois banhos com 0 mesmo tempo de uma
hora em alcool 100%. ApGs este banho, o material histolégico foi retirado e colocado
em dois banhos com duracdo de uma hora cada em xilol. Apds o0 banho em xilol e com
a parafina liquefeita, as raizes foram submergidas em parafina liquida durante o tempo
de duas horas em banho de parafina e, apos isso, as raizes foram retiradas por meio
de uma pin¢a aquecida ao bico de Bunsen e encaminhada para a preparacdo do
bloco.

Para a preparacdo do bloco, o material foi colocado em uma forma propria
contendo uma fina lamina de parafina, apds alocacdo do material na forma, a mesma
foi completada com parafina liquida até o completo preenchimento da forma. Em
seguida, a forma contendo parafina liquida e o material foi colocada sob uma placa
fria de modo a realizar a condensacao do material, condensado, o material ja em bloco
de foi colocado em um micrétomo para realizar o corte e obter finas laminas de 5um
do material. Apds cortado foi colocado em &gua aquecida de modo a manter a
integridade da fina lamina de material e com o auxilio de uma pinca aquecida o

material foi coletado e colocado sob a lamina de vidro fosco.
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Feito a colocagéo de todo material em todas as suas respectivas laminas, foi
realizado o processo de coloracdo em hematoxilina em que o material entdo em
lamina foi levado para trés banhos em xilol 100% com duragéo de 5 minutos cada de
modo a retirar a parafina em excesso. Apés esta etapa, o material foi levado para trés
baterias de banho em alcool 100%, banho por um minuto de modo a realizar a
coloracdo da lamina em hematoxilina, em seguida foi lavado em agua corrente de
modo a retirar todo excesso de corante e por fim em banho de alcool 100% fina-
lizando assim a coloracdo da lamina. Apds realizacdo da coloracdo da lamina, o
material histologico em Iamina recebeu a laminula com um fio de balsamo e duas
gotas de xilol e em seguida com cautela foi retirada as bolhas que foram formada ao
adicionar a laminula e o excesso de xilol e balsamo foi retirado com auxilio de um
papel toalha e o material foi colocado para secar e dessa forma, realizado a analise
em microscopio optico em aumento de 40X .

Para avaliacéo da citotoxicidade foi realizado por meio da avaliacao das células
do meristema das raizes em microscopio Optico de acordo com as fases do ciclo
celular (interfase, préfase, metafase, anafase e teldéfase) os resultados foram
comutados em tabelas.

Ja em relacdo ao efeito genotoxico e mutagénico, foram avaliados pela
presenca de aberracdes presentes nas diferentes fases do ciclo celular.

Para realizar o comparativo entre os resultados de modo identificar a
significancia estatistica os valores das médias foram feitos por meio do Teste de

Tukey.

RESULTADOS
A tabela 1 revela os resultados dos testes de toxicidade sobre Allium cepa

guando tratado em diferentes concentracdes do infuso de alecrim-pimenta.
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Tabela 1 - Valores das médias do crescimento radicular de A. cepa submetidas a
diferentes in- fusdes de Lippia sidoides

TRATAMENTO
CN T1 T2 T3 CP
Comprimento 4,58a cm 0,38b cm 0,51b cm 0,21b cm 0,32b cm

radicular (cm)

CN: controle negativo (dgua mineral); T1: tratamento 1 (17 folhas); T2: tratamento 2 (25,5 de
folhas); T3: tratamento 3 (29,75 folhas); CP: controle positivo (parace- tamol 2,5mg). Médias
seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5% signifi- cancia pelo Teste de Tukey, ndo ha

diferenca entre as médias.

As raizes de Allium cepa foram expostas as diferentes concentracdes da
infusdo de Lippia sidoides e tiveram o desenvolvimento e/ou comprimento
comparados aos controles negativo e positivo. A infusdo apresentou toxicidade sobre
o sistema vegetal Allium cepa em todos os tratamentos, pela inibicdo dos meristemas
das raizes, além de apresentar uma coloracdo divergente das raizes do controle
negativo, agua mineral.

Ficou evidente a inibicdo do crescimento radicular da cebola, a medida que
aumentava a concentracdo da infusdo, como pode ser observado na tabela 1. Vale
ressaltar que a média de T2 foi superior a média de T3, tal fato pode ser explicado
pela infusdo de T2, entretanto, mais estudos devem ser feitos para analisar tal
ocorrido.

Os tratamentos e o controle positivo apresentaram diferencas estatisticas
relevantes em comparacdo com o controle negativo. A toxicidade de Lippia sidoides
sobre as raizes de Allium cepa foi notorio neste trabalho.

Condizendo com os resultados, a atividade do extrato e as fracdes da planta
fresca de L. alba em relacdo ao crescimento médio da radicula de cebola indicaram
inibicdo no crescimento da radicula quando o extrato e todas as fracdes obtidas da
planta fresca foram testados®. A melhor atividade foi obtida com 98,17% , 80,00% e
84,18% de inibicdo nas concentracfes de 500, 250 e 125 pg/mL, respectivamente.

Na analise do 6leo essencial obtido das folhas de Vitex agnus castus (VAC)
(Verbenaceae) obtido no Nordeste Brasileiro, apresentou efeitos toxicos, citotoxica e

genotoxica nas concentracdes de 50 e 25 pg.mL, usando como biomarcador o sistema
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Allium cepa, assim, ratificando o resultado encontrado da acdo anti-proliferativa da
Lippia sidoides®.

Em analise de Phyllanthus amarus, outra planta medicinal em uso, constatou-
se uma reducéo do crescimento quando comparado ao grupo controle, ratificando o
presente estudo, sugerindo a toxicidade de uma planta natural quando feito o
consumo em doses e formas diferentes daquelas recomendadas?®.

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 tratados com infuso de Lippia sidoides

TRATAMENTO

CN T1 T2 T3 CP
Total de células 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200
Interfase 1.116 1.125 1.152 1.188 1.079
Profase 50 41 15 6 131
Metafase 13 15 18 0 0
Anéfase 6 13 10 4 0
Telofase 15 6 5 2 0
Total de mitose 84a 75a 48a 12a 13l1a

De acordo com a Tabela 2, constatou-se uma diminuicdo no numero de mitoses
observadas nos tratamentos a medida que houve aumento na concentracdo das
infusdes do controle negativo ao tratamento 3, excetuando-se o controle positivo.
Entretanto, na andlise estatistica de Lippia sidoides ndo é observado diferenca
significativa dos tratamentos do controle positivo com o controle negativo, com iSso
apesar de apresentar efeito téxico no comprimento das raizes a infusdo de Lippia

sidoides ndo apresentou efeito citotdxico em nenhuma das concentracdes.
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O indice mitético (IM), apresentado na tabela 3, diz respeito ao numero de
células em divisdo e total de células observadas, em porcentagem. O indice mitético
ndo diferiu significativamente do controle negativo em agua visto que foi encontrado
um total de mitoses de 84a no controle negativo, 75a em T1, 48aem T2, 12aem T3
e 131a em CP, visto que, significativamente pertencem ao mesmo desvio padréo.
Dessa forma, nenhum dos tratamentos apresentou diferenga significativa.

Na analise de Plectranthus barbathus, outra planta medicinal em uso,
observou-se que houve uma queda dos indices mitéticos para todos os tratamentos.
Entretanto, em contrario ao estudo em questdo, o estudo destes autores houve
diferenca estatistica em comparacdo ao teste controle constatando que a planta

medicinal possui capacidade antriproliferativa®’.

Tabela 3 - Valor do indice mitético em meristemas de raizes de A. Cepa tratados com infuso
de Lippia sidoides.

TRATAMENTO
CN T1 T2 T3 CP
% Indice mitético 7a 6,25a 4a la 10,9a

CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (17 folhas); T2: tratamen- to 2 (25,5 de folhas);
T3: tratamento 3 (29,75 folhas); CP: controle positivo (para- cetamol 2,5mg). Médias seguidas de
letras iguais indicam que no nivel de 5% signi- ficancia pelo teste de Tukey, ndo ha diferenca entre

as médias.

Em avaliacdo do potencial citotoxica e mutagénico de Lippia alba em sistema
Allium cepa e constatou que para a concentracdo usual (T1-20g/L) o cha nao
apresentou efeito citotoxico em relacdo aos demais controles (CN e CP), mas para o
dobro e o triplo da concentracdo usual (T2-40g/L e T3-60g/L), foi verificado efeito
citotoxico apesar de que no presente estudo nao foi constato este efeito em nenhuma
concentracdo. JA em relacdo a mutagénese, apesar de ter sido verificado a ocorréncia
de alteracdes cromossémicas, estas ndo possuem valores estatisticos significantes
guando comparados com o Controle Negativo®?.

Para Plectranthus barbatus, outra planta medicinal constatou-se uma
diminuicdo das taxas de mitoses a medica que a concentracdo do cha (infusdo) iria

aumentando?s.
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A tabela 4 revela aberracdes cromossdmicas em meristemas das raizes de

Allium cepa tratadas com infuso de Lippia sidoides.

Tabela 4 - Namero de aberrag6es cromossdmicas em meristemas de raizes de A. cepa
tratadas com infuso de Lippis sidoides.

TRATAMENTO
Aberracbes CN T1 T2 T3 CP
Micronucleos 0 0 0 0 0
Célula binucleada 0 0 0 2 4
Total Oa Oa Oa 2a da

CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (17 folhas); T2: tratamento 2 (25,5 de folhas);
T3: tratamento 3 (29,75 folhas); CP: controle positivo (parace- tamol 2,5mg). Letras iguais indicam

gue no nivel de 5% significancia pelo este de Tukey, ndo ha diferenca entre.

De acordo com a tabela 4, o Controle Positivo foi 0 que apresentou a maior
guantidade de células aberrantes, enquanto que os tratamentos CN, T1 e T2 néo
apresentaram valores, mas, sem diferenca significativa, sendo encontrado apenas em
T3. Dessa forma, os resultados apresentados sugerem que apesar de ter sido
observado aberracdes em T3 e CP ndo torna o extrato mutagénico.

Contrariando o estudo sobre citotogenotoxidade de Lippia em modelos
vegetais, em que se observou que todos os Oleos investigados interferiram na
dindmica normal do ciclo celular (interferéncia sobre indices mitéticos ou indices de
fases). Estes efeitos foram mais evidentes para o 6leo extraido de Lippia alba. Do
mesmo modo, a exposicdo aos Oleos essenciais evidenciou 0 aumento nos
percentuais de algumas altera¢cdes cromossémicas, como cromossomos aderentes,
perda de cromossomos, pontes cromossdmicas e segregacao tardia. Dentre o0s
resultados observa- dos, o envolvimento de alteracbes aneugénicas parece ser o
efeito mais evidente?.

Em avaliacdo de Morinda citrifolia, outra planta medicinal em uso, constatou-se
gue quanto maior a concentracdo do extrato maior foi o indice de aberracdes,

entretanto, em seu estudo apresentou-se uma média de aberragdes cromossémicas
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com relevancia, demonstrando a ocorréncia do efeito genotoxico, efeito este que nao

foi possivel correlacionar neste presente estudo?!®.

CONCLUSAO

Através da andlise dos resultados das diferentes concentracbes de Lippia
sidoides sobre o crescimento radicular da cebola do sistema vegetal Allium cepa, n&o
demonstrou atividade antiproliferativa por serem estatisticamente indiferentes em
seus resultados obtidos. Dessa forma, por ser uma planta medicinal, seu uso pode ser
utilizado sem que apresente maleficios para as células, entretanto, mais estudos
devem ser feitos para elucidar as informacoes.

Com isso, o estudo revelou que as plantas medicinais como a Lippia sidoides
podem conter alteragdes cromossémicas como de acordo com a concentragao, logo,
deve ser consumida com cautela. O uso racional das drogas fitoterapicas € de grande
importancia e necessita ser elucidado mais para a populacdo, além da necessidade
de mais estudos a respeito do assunto que comprovem suas caracteristicas

farmacoldgicas.
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