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Resumo

Mundialmente, existe uma infinidade de plantas medicinais utilizadas para o tratamento de doencas. Porém, a agio
das substincias presentes nessas plantas ainda é pouco estudada e sabe-se que podem induzir alteragdes no material
genético. As plantas Stachys byzantina C. Koch. (pulmonaria) e Tropaeolum majus L. (capuchinha) sio utilizadas na medi-
cina popular em fungio de suas propriedades anti-inflamatdrias e diuréticas, respectivamente. Este trabalho objetivou
avaliar o efeito citotdxico e genotdxico dos “chis”, utilizando o sistema teste Allium cepa. Foram coletadas folhas frescas
das plantas para preparo dos extratos aquosos ¢ alcodlicos nas concentragoes 1,5% ¢ 4,5%. Os bulbos foram enraizados
em 4gua destilada por 72 horas, em seguida, transferidos para o tratamento por 24 horas. As radiculas foram coletadas,
fixadas em solugio Carnoy por 10 minutos, e coradas. Os bulbos foram colocados novamente em dgua destilada por 24
horas para anilise da recuperagio. Os resultados mostraram que os tratamentos com os extratos aquosos ¢ alcodlicos
de S. byzantina C. Koch. (pulmondria) e T. majus L. (capuchinha) apresentaram indices mit4ticos médios significativa-
mente inferiores ao controle. O tratamento de recuperagio em dgua destilada apresentou variagio dos indices mitéticos
médios em relagio ao controle. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que os extratos dessas plantas nio apresen-
tam efeito genotdxico, mas apresentam efeito antiproliferativo para as concentragoes estudadas.
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1 INTRODUCAO

A populagio utiliza chis medicinais para o tratamento de doengas desde os tempos remotos. Porém, esse
consumo deve ser monitorado, com o objetivo de alertar sobre os possiveis efeitos nos organismos vivos, jd que estes
estdo frequentemente expostos a substincias mutagénicas, que podem causar danos celulares. Os danos podem afetar
processos como a duplicagio e a transcri¢io génica, bem como alteragdes cromossdmicas, levando a processos cancero-
sos e morte celular (COSTA; MENK, 2000).

O estudo do potencial mutagénico das plantas medicinais é¢ muito importante como fonte de pesquisa de
novas drogas terapéuticas e como medida de seguranga para o uso popular, estabelecendo medidas de controle no uso
indiscriminado. (PERON et al., 2008).

Vicentini et al. (2001) relataram, a partir de pesquisas, que os chis e infusdes de plantas medicinais podem
conter substincias téxicas com efeitos mutagénicos.

O sistema teste de Allium cepa destaca-se, entre os testes citogenéticos aplicados para o estudo dos efeitos de
extratos vegetais, por ser uma alternativa barata e eficiente. O teste consiste em avaliar alteragdes na divisao celular por

meio da avaliagio de danos cromossdmicos e distiirbios no ciclo e indice mitético de células meristemadticas de cebola.
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O fato de que as plantas Stachys byzantina C. Koch. (pulmondria, familia Lamiaceae) e Tropaeolum majus L. (ca-
puchinha, familia Tropaeolaceae) apresentam ampla utiliza¢io com fins terapéuticos motivou a realizagio dos estudos,
para avaliar os possiveis efeitos citdxico e genotdxico dos extratos dessas plantas por meio do teste Allium cepa.

Este trabalho objetivou avaliar os efeitos citotdxico e genotéxico de Stachys byzantina C. Koch. (pulmondria)
¢ Tropaeolum majus L. (capuchinha), utilizando como organismo teste células meristematicas de Allium cepa, avaliando
o indice mitético e anormalidades cromossdmicas, apés infusio nas diferentes concentragdes dos extratos aquosos e

alcodlicos dessas plantas e observando a recuperagio do indice mitdtico apds exposi¢iao aos extratos das plantas.

2 MATERIAIS E METODOS

As mudas de S. byzantina C. Koch. (pulmondria) e T. majus L. (capuchinha) foram cultivadas em canteiro junto
A casa de vegetacio, localizada no campus II da Universidade do Oeste de Santa Catarina, com rega em dias alternados.

Para a preparagio do extrato aquoso, as folhas frescas foram submetidas a infusio em 4gua fervente. Foram
pesados, em balanga analitica, 3 ¢ 9 g do material vegetal. Em um béquer, foram adicionados a cada uma dessas massas
150 ml de dgua destilada em ponto de ebuli¢io, ele foi coberto com vidro de relégio e a solugio foi mantida atingir a
temperatura ambiente.

Apbs, a solugio foi filtrada com papel filtro em dois baldes volumétricos de 200 ml, completando-se o volu-
me com 4gua destilada.

Para a preparacio do extrato alcodlico, as folhas frescas foram maceradas em etanol 80% por 10 dias. A pro-
porg¢io de folhas e dlcool é de 4,5 ¢ 13,5 g da planta para 300 ml de dlcool, obtendo-se uma relagio de 1,5 ¢ 4,5% m/V.

Ap6s o periodo de maceragio, a solucio foi filtrada em dois baldes volumétricos de 250 ml, o excesso de
etanol foi evaporado a 50 °C em rota evaporador, e o extrato bruto resultante foi ressuspendido em 35 ml de Tiveen 80
na concentracio de 0,5%.

Para avaliagio do potencial mutagénico de S. byzantina C. Koch. e T. majus L., foram utilizados bulbos de A.
cepa de mesma procedéncia e tamanho padronizado (3 a 3,5 centimetros de diAmetro).

Os bulbos foram colocados em frascos com dgua destilada para enraizar A temperatura ambiente, até a obten¢io
de rafzes com cercade 1a 1,5 cm de comprimento. Algumas raizes foram coletadas para servirem de controle do préprio
bulbo (grupo controle/ CO). Os bulbos foram colocados em suas solugdes de tratamento (grupo tratado/ TR) por 24
horas. Foram retiradas quatro raizes de cada bulbo e fixadas, para andlise e quantificagio de danos celulares. As raizes res-
tantes foram lavadas e os bulbos novamente colocados em dgua, para recuperar (grupo de recuperacio/RE), por 24h, sendo

posteriormente retirados e fixados (PERON et al., 2008). Foram utilizados 32 bulbos distribuidos conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢io dos bulbos e ntimero de células analisadas nos tratamentos

Espécie Concentracao N. Bulbos CcO* TR* RE™ Total de
(extrato aquoso) extratos (m/V) : (0h) (24h) (24h) Células
S. byzantina (pulmondria) 1,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
4,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
T. majus (capuchinha) 1,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
4,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
Espécie
(extrato alcodlico)
S. byzantina (pulmondria) 1,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
4,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
T. majus (capuchinha) 1,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000
4,5% 4 4.000 4.000 4.000 12.000

TOTAL - 32 - - - 96.000
Nota: *CO (0h) — controle do préprio bulbo em dgua destilada; TR (24h) — tratamento com os extratos; ““RE (24 h) —

recuperagio em dgua destilada.

Fonte: os autores.
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Para a preparacio das lAminas, as radiculas foram lavadas trés vezes com dgua destilada, secas em papel absor-
vente e colocadas em solug¢io fixadora de Carnoy por 10 minutos, sendo, posteriormente, lavadas duas vezes em dgua
destilada, realizando a troca em intervalos de 15 minutos, ¢ preparadas s 1iminas para visualizagdio em microscépio
6ptico na objetiva de aumento de 40x, em que foi avaliado o indice mitdtico, a presenca de microntcleos e outras pos-
siveis anormalidades cromossomicas.

Foi calculado o indice mitético (IM) dividindo-se o ndmero de células em mitose (préfase, metifase, andfase ¢ te-
l6fase) pelo ntimero total de células avaliadas (intérfase ¢ mitose), multiplicando-se o resultado por 100 (IGANCI et al., 2006).

A anilise dos dados foi realizada por meio do teste nio paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05), pelo pro-

grama estatistico BioEstat 5.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os indices médios de divisdo mitética = erro padrio obtidos para o controle (CO),
o tratamento com o extrato aquoso (TR) e a recuperagio em dgua destilada (RE), nas concentragdes de 1,5% e 4,5%
do extrato aquoso de S. byzantina C. Koch. (pulmondria). Como resultado da anilise estatistica por meio do Teste de
Mann-Whitney (U - p<0,05), as raizes expostas as concentragoes de 1,5% de extrato apresentaram indices mitdticos
médios significativamente inferiores ao controle (U= 2,29; p<0,05). Apds exposicio as concentracoes de 1,5%, as rai-
zes foram colocadas para recuperacio em dgua destilada, apresentando indices mitéticos médios inferiores ao controle
(U= 2,32; p<0,05), mostrando que, apds a exposi¢io, as células continuam a apresentar taxa mitdtica inferior em rela-
¢io aquelas que nio foram expostas.

Comparando com os dados obtidos por Fachinetto ¢ Tedesco (2009), a espécie Baccharis trimera (Less.) A. P,
de Candolle também apresentou redugio dos valores de IM, ji na concentragio usual pela populacio (15 mg mL!) em
relagio ao controle.

Nas concentragdes de 4,5% de extrato aquoso, as raizes expostas apresentaram indices mitéticos médios sig-
nificativamente inferiores ao controle (U=2,32; p<0,05). As raizes expostas a concentragio de 4,5% de extrato aquoso
de pulmoniria e recuperagio em dgua destilada apresentaram indices mitéticos médios inferiores ao controle (U=
2,16; p<0,05), mostrando que, apds a exposi¢ao ao extrato aquoso (4,5%), as células permaneceram com taxas mitdticas
inferiores aquelas que nio foram expostas.

Os resultados demonstram que houve alteragdes no indice mitético entre as concentragdes das infusoes,
observando-se um decréscimo no indice mitético com o aumento da concentragio (1,5% ¢ 4,5%). Mesmo apds 24h em
recuperagio, o indice mitético permaneceu inferior ao controle em ambas as concentragdes.

Esses resultados sio semelhantes aos obtidos por Peron et al. (2008) em pesquisa com as plantas Carmnellia sinensis
(chi verde) e Cassia angustifolia (cha senc), em que apds o tratamento com as amostras do chd verde, foi observado que houve

diminuigio do indice de divisio celular nos tratamentos. Essa diminuigio aumentou com o tempo de 24h de recuperacio.

Tabela 2 — Indice Mitético (IM) de células meristemiticas de Allium cepa no tratamento com o extrato aquoso da S. byzantina

(pulmondria), nas concentracoes de 1,5% ¢ 4,5%

CO (Oh)* TR (24h)* RE (24h)™*
1,5% 4,5% 1,5% 4,5% 1,5% 4,5%
7,10 6,80 5,20 2,90 6,50 5,90
7,50 6,70 5,50 2,90 6,20 6,60
6,80 7,10 5,10 2,70 5,90 5,70
7,00 6,60 4,90 3,00 6,70 4,40
7,10%0,14 6,8+0,11 5,18+0,12 2,87+0,06 6,32+0,17 5,65+0,46

Nota: *Controle (CO) Oh; *Tratamento **(TR) 24h; **Recuperagio (RE) 24h. Média = erro padrio.

Fonte: os autores.
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Os resultados da Tabela 3 indicam que as concentragoes de 1,5% de extrato aquoso de 17 majus L. (capuchi-
nha) apresentaram indices mitéticos médios significativamente inferiores ao controle (U= 2,31; p<0,05). As raizes
que foram expostas as concentragoes de 1,5% de extrato aquoso de capuchinha e recuperacio em dgua destilada apre-
sentaram indices mitdticos médios superiores ao controle (U= 2,02; p<0,05), demonstrando que, apds a exposicio, as
células apresentam taxas mitdticas superiores aquelas que nio foram expostas.

As raizes expostas as concentragdes de 4,5% de extrato aquoso de T majus L. (capuchinha) apresentaram
indices mitéticos médios significativamente inferiores ao controle (U= 2,30; p<0,05). As raizes que foram expostas
as concentragdes de 4,5% de extrato aquoso de T. majus L. (capuchinha) e recuperagio em dgua destilada apresentaram
indices mitSticos médios inferiores ao controle (U= 2,12; p<0,05), mostrando que, apds a exposi¢io, as células conti-
nuaram a apresentar taxas mitéticas inferiores aquelas que nio foram expostas.

Os resultados demonstram que houve alteracdes significativas no indice mitdtico entre as concentragdes das
infusdes, observando-se um decréscimo do indice mitético com o aumento da concentragio. As concentragoes de 1,5%
¢ 4,5% diferiram significativamente do controle. Apds recuperagio em dgua destilada, o tratamento em concentragio
1,5% apresentou aumento do indice mitdtico, enquanto na concentragio 4,5%, os indices mitéticos foram inferiores
ao controle. Sugere-se que para a concentragio de 4,5% seja necessdrio um tempo maior de recuperagio para atingir o
indice mitético do controle.

Fachinetto et al. (2007) realizaram testes com o extrato de Achyrocline satureioides (marcela) e obtiveram como
resultado uma diminuigio significativa do indice mitético das células de Allium cepa ap6s 24 h de exposigio em cada
concentragio do extrato, quando comparados ao grupo controle. Esses resultados indicam a presenga de atividade anti-

proliferativa e citotdxica dessa espécie, indicando seu potencial terapéutico para a inibigio do ciclo celular.

Tabela 3 — Indice Mitético (IM) de células meristemiticas de Allium cepa no tratamento com o extrato aquoso da Tropaeolum majus

L. (capuchinha), nas concentracoes de 1,5% ¢ 4,5%

CO (0h)* TR (24h)* RE (24h)™*
1,5% 4,5% 1,5% 4,5% 1,5% 4,5%
5,70 6,10 5,40 3,60 7,20 5,80
6,70 6,20 5,20 3,20 6,90 4,30
5,90 7,00 5,40 3,80 7,00 5,50
6,40 6,80 5,60 3,70 6,50 4,30
6,17x0,23 6,52+0,22 5,4%0,08 3,57%+0,13 6,90+0,15 4,97+0,39

Nota: *Controle (CO) Oh; *Tratamento (TR) 24h; **Recuperagio (RE) 24h. Média * erro padrio.

Fonte: os autores.

Os resultados da Tabela 4 indicam que as raizes expostas ao extrato alcodlico de S. byzantina C. Koch. (pul-
monidria) na concentragio de 1,5% apresentaram indices mitdticos significativamente inferiores ao controle (U=2,31;
p<0,05). Raizes expostas 2 concentragio de 1,5% e recuperagio em dgua destilada apresentaram indices mit6ticos
médios nio significativos em relagio ao controle, demonstrando que, apds a exposi¢io, as células apresentaram indices
mitéticos semelhantes as que nao foram expostas.

As raizes expostas as concentracoes de 4,5% de extrato alcodlico de S. byzantina C. Koch. (pulmonadria) apresen-
taram indices mit6ticos médios nao significativos em relagio ao controle (U= 1,59; p<0,05). As raizes que foram expostas
as concentragdes de 4,5% de extrato alcodlico de S. byzantina C. Koch. (pulmondria) e recuperagio em 4gua destilada apre-
sentaram {ndices mitSticos médios nio significativos em rela¢io ao controle (U= 2,28; p<0,05), mostrando que, apds a

exposi¢io, as células continuaram a apresentar taxas mitéticas semelhantes aquelas que nio foram expostas.

Unoesc & Ciéncia - ACBS - Edi¢io Especial, p. 29-34, 2014



Avaliagio da citotoxicidade...

Tabela 4 — Indice Mitético (IM) de células meristemiticas de Allium cepa no tratamento com o extrato alcodlico da pulmoniria S.

byzantina C. Koch. (pulmondria), nas concentragoes de 1,5% ¢ 4,5%

CO (0h)* TR (24h)™* RE (24h)*™*
1,5% 45% 1,5% 4,5% 1,5% 4,5%
3,20 0,60 0 0 2,30 0,30
2,30 0,90 0 0,20 1,10 3,60
1,50 2,50 0,20 0,50 3,80 0,00
1,70 0,40 0,60 0,60 0,50 1,60
2,17+0,38 1,1+0,48 0,20+0,14 0,32+0,13 2,12+0,73 1,37+0,82

Nota: *Controle (CO) Oh; "Tratamento (TR) 24h; **Recuperagio (RE) 24h. Média = erro padrio.
Fonte: os autores.

Os resultados da Tabela 5 indicam que as raizes expostas ao extrato alcodlico de T. majus L. (capuchinha)
na concentragio de 1,5% apresentaram indices mitéticos médios significativamente inferiores ao controle (U=2,31;
p<0,05). As raizes que foram expostas as concentragdes de 1,5% de extrato alcodlico de capuchinha e depois tiveram
recuperagio em 4dgua destilada apresentaram indices mitéticos médios superiores ao controle (U=2,31; p<0,05), mos-
trando que, apds a exposigio, as células apresentam taxa mitéticas superiores aquelas que nio foram expostas.

As raizes expostas as concentracoes de 4,5% de extrato alcodlico de T majus L. (capuchinha) apresentaram
indices mitéticos médios nio significativos em relagio ao controle (U=1,15; p<0,05) As raizes que foram expostas as
concentragdes de 4,5% de extrato alcodlico de capuchinha e depois tiveram recuperagio em dgua destilada apresentaram
indices mitdticos médios inferiores ao controle (U=2,16; p<0,05), mostrando que, apds a exposi¢io, as células conti-

nuaram a apresentar taxas mitéticas inferiores aquelas que nio foram expostas.

Tabela 5 — Indice Mitético (IM) de células meristemiticas de Allium cepa no tratamento com o extrato alcodlico Tropacolum majus L.

(capuchinha), nas concentragdes de 1,5% ¢ 4,5%

CO (0h)* TR (24h)** RE (24h)"**
1,5% 4,5% 1,5% 4,5% 1,5% 4,5%
3,80 2,10 0 0,60 0,20 1,40
4,70 1,40 0 0,40 1,10 1
8,10 1,70 0,90 0,50 0,20 0,80
2,70 4 0 5,10 2,30 0,30
4,82+1,17 2,30+0,58 0,22+0,22 1,65+1,15 0,95+0,50 0,87%0,23

Nota: *Controle (CO) Oh; **Tratamento (TR) 24h; ***Recuperagio (RE) 24h. Média =+ erro padrio.
Fonte: os autores.

4 CONCLUSAO

No presente estudo com extratos aquosos e alcodlicos de Stachys byzantina C. Koch. (pulmondria) e Tropaeo-
lum majus L. (capuchinha) nio foram observadas altera¢des cromossdmicas do tipo microntcleos, com o sistema teste

utilizado, em nenhuma das concentracoes testadas.

Constatou-se que houve redug¢io do indice mitético em relagio ao controle em todos os tratamentos com o0s

extratos das plantas testadas.

Nos tratamentos de recuperagio houve variagio entre os extratos e as concentragdes, sugerindo-se novas

avaliagdes para esse tratamento, em um periodo de tempo maior.
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Evaluation of cytotoxicity and genotoxicity of Stachys byzantina C. Koch. (lungwort) and Tropaeolum majus L.

(nasturtium) extracts using the Allium cepa test system

Abstract

Globally, there is a multitude of medicinal plants used to treat diseases. However, the action of the substances present in these
plants s still poorly studied and it is known that it can induce changes in the genetic material. The plants Stachys byzantina C.
Koch. (lungwort) and Tropaeolum majus L. (nasturtium) are used in popular medicine as a function of its anti-inflammatory
and diuretic properties, respectively. This study aimed toevaluate the cytotoxic and genotoxic effect of “teas”, using the Allium
cepa test system. We collected fresh leaves of the plants for preparation of aqueous and alcoholic extracts in concentrations 1.5%
and 4.5%. The bulbs were embedded in distilled water for 72 hours, then, transferred to the treatment for 24 hours. The root
tips were collected, fixed in Carnoy solution for 10 minutes, and stained. The bulbs were placed again in distilled water for 24
hours to examine the recovery. The results showed that the treatment with the aqueous and alcoholic extracts of S. byzantina
C. Koch. (lungwort) and T. majus L. (nasturtium) had significantly lower average mitotic index of control. The recovery
treatment in distilled water showed average variation of mitotic index compared to control. From the results obtained, it was
found that extracts of these plants showed no genotoxic effect, but presented antiproliferative effect at the concentrations studied.

Keywords: Allium cepa. Medicinal plants. Cytotoxicity.
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