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Resumo

O uso de plantas medicinais é muito difundido no Brasil, este meio terapéutico pode
ser muito eficiente, contudo sua administracéo deve ser realizada com cautela. Todos
os dias, pessoas procuram auxilio médico com sintomas de intoxicacdo por ingestao
de compostos provenientes de ervas consideradas curativas e ndo séo raros 0S casos
de Obito relacionados ao uso dessas substancias. Para garantir o uso seguro das
plantas medicinais deve-se submeté-las a testes de citotoxicidade e mutagenicidade,
porém pouco foi estudado nesse sentido. Comumente para realizar essa testagem, os
pesquisadores lancam mao de bioindicadores que podem ser bactérias,
microcrustaceos, insetos e vegetais como é o caso do Sistema Teste Allium cepa L.
Este € um sistema considerado pela literatura como o bioindicador ideal da
citogenotoxicidade de infusbes de plantas medicinais, pois possui confiabilidade
comprovada através de certificado em érgédos internacionais, € um item universal, de
baixo custo, cultivavel o ano todo, possui rapido desenvolvimento de células e
cromossomos grandes. A metodologia do Sistema Teste Allium cepa é simples e de
facil execucdo. Essas caracteristicas o elegem como o instrumento preferido pela
comunidade cientifica para um primeiro screening da citogenotoxicidade de infusdes
de plantas medicinais.

Palavras-chave: Intoxicagao. Plantas Medicinais. Prevencao.
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Foundations and applications of Allium cepa as a
bioindicator of mutagenicity and cytotoxicity of medicinal
plants

Abstract

The use of medicinal plants is very widespread in Brazil, this therapeutic medium can
be very efficient, however its administration must be carried out with caution. Every
day people seek medical help with symptoms of intoxication from ingestion of herbal
compounds considered curative and cases of death related to the use of these
substances are not uncommon. In order to guarantee the safe use of medicinal plants,
they should be submitted to cytotoxicity and mutagenicity tests, but little has been
studied in this regard. Commonly to carry out this testing, the researchers use
bioindicators that can be bacteria, microcrustaceans, insects and vegetables, as in the
case of the Allium cepa Linnaeus Test. This is a system considered by the literature
as the ideal bioindicator of the cytotoxotoxicity of herbal infusions, since it has proven
reliability through certification in International organ, it is a universal, low cost item,
cultivable all year long, has a rapid development of cells and Large chromosomes. The
methodology of the Allium cepa Test is simple and easy to perform. These
characteristics elect it as the instrument preferred by the scientific community for a first

screening of the cytotoxotoxicity of herbal infusions.
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Introducéao

No Brasil diversos sintomas sao tratados pelo uso de plantas medicinais.
Estima-se que 60 a 80% da populagéo dos paises em desenvolvimento fazem uso de
plantas para cuidar de sua salde. Esses vegetais sdo comercializados em feiras
livres, mercados populares e cultivados residencialmente (PASTORI et al, 2014;
BAGATINI et al, 2007; PINHO et al, 2010).

Revinter, v. 10, n. 03, p. 39-48, out. 2017. Pagina
40 | 48



~Revinter
- Revinter

O uso de plantas medicinais com finalidade terapéutica pode ser muito
eficiente, contudo alguns compostos presentes em determinadas espécies podem
causar efeitos deletérios. Com certa frequéncia, pessoas procuram atendimento
hospitalar com sintomas de intoxicagdo por uso dessas substancias e ndo sao raros
0s casos de 6bito. Por conta disso é necessario investigar através de testes bioldgicos
se as drogas vegetais possuem carater citogenotoxico, ou seja, se ela € capaz de
alterar o ciclo celular humano ou danificar seu material genético (PINHO et al, 2010;
NEVES, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, apesar da imensa variedade de
espécies vegetais, estima-se que apenas 15 a 17% tém sido cientificamente
estudadas para a avaliacdo de suas qualidades, seguranca e eficacia. Pessoas
podem estar ingerindo substancias toxicas sem saber e por vezes os efeitos colaterais
e o dano podem ser irreversiveis (BAGATINI et al, 2007; PASTORI et al, 2007).

O sistema Allium cepa é um excelente bioindicador para identificacdo de
caracteristicas citogenotoxicas de extratos de plantas medicinais. Ele permite
identificar se nas raizes da cebola ocorre aumento do niumero basal de aberracées
cromossbmicas como quebras cromatidicas, pontes anaféasicas, formacdo de
micronudcleo, ou mesmo a destrui¢do total do cromossomo, além de alteracdes no
processo de divisao celular (PINHO et al, 2010; SILVA et al, 2013).

Existem varios indicadores biolégicos de citogenotoxicidade de extratos de
plantas medicinais utilizados em laboratério, dentre eles podemos citar o uso de
bactérias, insetos, peixes, poliquetas, anfibios, roedores, humanos e espécies
vegetais, como o Vicia faba L. e o Sistema Allium cepa considerado o mais utilizado
pela comunidade cientifica, outro exemplo € um microcrustaceo marinho o Artemia
salina, que € uma espécie utilizada em ensaios biolégicos também para avaliacao de
toxicidade pré-clinica em infusbes de plantas medicinais (NEVES, 2013; BUENO,
PIOVEZAN, 2015).

As vantagens de se utilizar o Sistema Allium cepa s&o seu baixo custo,
confiabilidade e equivaléncia com os mais conceituados testes de citogenotoxicidade.
Ele é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, WHO) e o
Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP), tido como instrumento de extrema
eficiéncia para o monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias quimicas
(FACHINETTO et al, 2004).
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O teste Allium cepa € intitulado como um bioindicador ideal para o primeiro
screening da citogenotoxicidade de infusbes de plantas medicinais pela sua
sensibilidade e exatiddo. Assim ha uma crescente adocdo da comunidade cientifica
pelo método. O intuito é atuar na prevencéo de possiveis enfermidades que venham
acometer seres humanos por ingestao de substancias nocivas advindas de plantas
que até entdo eram consideradas pela populagdo como curativas (BAGATINI et al,
2007).

A cebola (Alium cepa) é um item universal, sempre disponivel, cultivavel em
qualguer época do ano, possui desenvolvimento rapido, suas raizes sdo macias e com
meristema abundante, suas células e cromossomos sdo grandes, 0 que permite a
observacdo por microscopio 6ptico que € encontrado na maioria dos laboratdrios
universitarios. O Allium cepa apresenta cromossomos maiores e em namero reduzido
(2n = 16) (POLETTO et al, 2011; ALMEIDA, 2014).

Outra grande vantagem do Allium cepa é que o processo de divisdo celular de
suas raizes assemelha-se em muito ao processo de divisdo celular humano. A
execucdo do teste em infusbes de plantas medicinais € bem simples e ndo exige
equipamento sofisticado. (CORREIA et al, 2014; POLETTO et al, 2011; GALEMBECK
et al, 2010).

O objetivo deste trabalho é conhecer as diferentes metodologias utilizadas no
teste Allium cepa, descrever os principais resultados obtidos em ensaios realizados
com extratos vegetais e atestar sua eficiéncia como um primeiro screening da

citogenotoxicidade de infusdes de plantas medicinais.
Metodologia

Foi realizada uma busca dos artigos relacionados a temética de interesse,
publicados em revistas indexadas nas bases de dados do Google Académico e
SciELO (Scientific Electronic Library Online), com a utilizacao de limites temporais, do
ano de 2007 a 2016. Na estratégia para a captura de publicacdes, foi utilizado o
seguinte descritor em portugués: “Allium cepa, bioindicador, mutagenicidade,
citotoxicidade e plantas medicinais”. Os critérios de busca foram aplicados para os

titulos e resumos. Foram considerados os artigos publicados em portugués. Apdés a
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leitura do titulo e resumos foram excluidos os estudos nao relacionados ao tema e 0s

artigos em duplicidade nas bases de dados.
Resultados e Discussdes

Os dezessete artigos selecionados afirmam que o sistema Allium cepa € um
teste de baixo custo, de confiabilidade reconhecida e auxilia na prevencéo de riscos a
saude no uso de plantas medicinais que sdo amplamente utilizadas pela populacéo.

A execucdo do teste em infusBes de plantas medicinais é simples, ndo exige
equipamento sofisticado e possui pequenas diferencas quanto a metodologia
utilizada.

Em grande parte dos trabalhos selecionados a técnica inicia-se pela retirada de
raizes dos remanescentes das cebolas com auxilio de uma lamina de barbear ou
tesoura. Apds isso uma quantidade pré-determinada de bulbos é colocada em
recipientes contendo agua purificada (controle negativo) e o restante dos bulbos é
colocado em recipientes contendo a infusdo da planta medicinal (controle positivo),
apos 7 (sete) dias em contato, faz-se a medi¢cdo do comprimento das raizes em cada
tratamento, caso haja disparidade entre o desenvolvimento radicular de um tratamento
para outro, fica caracterizada a toxicidade. Retira-se a parte apical das raizes com
auxilio de objeto cortante, ap0s isso, as raizes sao fixadas, coradas em orceina
acética (1%) postas em laminas e submetidas a observacdo por microscopia Optica
utilizando a lente objetiva em 6leo de imerséo para alcancar um aumento de 1000x
permitindo assim medir-se o indice de proliferacdo das células radiculares (anélise
citotoxica) e incidéncia de aberracdes cromossdmicas (andlise genotoxica) (CORREIA
et al.,, 2014; POLETTO et al,, 2011; GALEMBECK et al., 2010).

Outra técnica importante de preparo pode ser aplicada, em que os bulbos
inicialmente sdo lavados em &gua corrente e escarificados (cortados
superficialmente). Os bulbos do controle negativo permanecem por 120 horas em
agua destilada em temperatura ambiente e os bulbos do controle positivo séo
expostos aos extratos também permanecendo por 120 horas. Posteriormente, as
raizes sdo lavadas, retiradas e esmagadas para a aplicacéo da orceina acética para
coloragéo dos nucleos. Neste caso, as laminas podem ser analisadas no aumento de
400x no microscoépio 6ptico (SILVA et al.; 2012).
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HISTER (2015) recomenda que apos o periodo de aplicagdo dos tratamentos,
as radiculas com aproximadamente 5 mm sejam coletadas, fixadas em etanol : acido
acético (3:1) por 24 horas e armazenadas em etanol 70% sob refrigeracdo que para
posteriormente faca analise do ciclo celular. Na confeccdo das laminas, antes da
coloragdo com orceina acética 2% as pontas das raizes devem ser hidrolisadas em
acido cloridrico (HCI) 1N por 5 minutos, e lavadas em agua destilada. Nos ensaios de
PORTIS et al. (2016) as raizes foram hidrolisadas em HCI a 5N por um periodo de 10
min para em seguida serem coradas em orceina acética a 1% por 10 minutos.

A reacdo de Feulgen (BAGATINI et al., 2007) e o kit pandtipo rapido LB
(POLETTO et al, 2011 ) também podem ser utilizados para coloracdo dos
cromossomos das raizes de Allium cepa.

A secagem da droga vegetal para a producéo do extrato pode ser feita de forma
natural (PINHO et al., 2008; PASTORI et al., 2015) ou em estufa (POLLETO et al.,
2011).

As infusdes sao feitas a partir de imersao da droga vegetal em agua fervente,
ficando cobertas por 10 a 15 min (PINHO et al., 2008; PASTORI et al., 2015). Outros
solventes como o metanol (POLLETO et al., 2011) e o ciclohexano (CORREIA et al.,
2014) séo utilizados a fim de permitir a extracdo de um maior nimero de compostos
tendo em vista suas polaridades. ALMEIDA (2014) procedeu a maceracao em
nitrogénio liquido para obtencdo de um pé fino para o preparo dos extratos aquosos e
etandlicos. As concentracfes dos extratos variam conforme as espécies estudadas
desde a concentracdo de 500 pg/mL no extrato das partes aéreas de Richardia
brasiliensis Gomes (DORNELLES, 2015) até a concentracdo de 2,4g/mL no caso da
Polygonum punctatum Elliott (PASTORI et al., 2015).

A agua deionizada pode ser utilizada como controle negativo (PORTIS et al.,
2016; DORNELLES, 2015; KUHN, 2015; FACHINETTO, 2007). Como controle
positivo, pode ser utilizado o herbicida glifosato 1% (DORNELLES, 2015) ou o
paracetamol 800 mg/L (PORTIS et al., 2016) .

A partir da Tabela 1 pode-se observar a utilizacdo do sistema teste vegetal de
Allium cepa como bioindicador e os resultados obtidos nos estudos identificados pela

pesquisa.

Tabelal- Tabela de resultados encontrados utilizando o bioindicador Allium cepa.
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Ano Titulo Autor Resultados

2007  Uso do Sistema Teste de Allium cepa Como Bagatini et al. Validagdo do método de forma
Bioindicador de Genotoxicidade de Infusdes conjunta com teste animal in
de Plantas Medicinais. vitro e estudos realizados com

sistema teste de mamiferos.

2007  Efeito Anti-proliferativo das Infusdes de  Fachinettoetal. Comprova a capacidade
Achyrocline satureioides DC (Asteraceae) citotdxica mas nao a
Sobre o Ciclo Celular de Allium cepa. mutagénica.

2008  Avaliagdo da Atividade Mutagénica da Pinho et al. Comprova o efeito mutagénico
Infusdo de Baccharis trimera (Less.) DC. em em células vegetais e em células
Teste de Allium cepa e Teste de AberragGes humanas cultivadas.
Cromossdmicas em Linfécitos Humanos.

2009  Avaliagcio Genotdxica e Mutagénica do Oleo Grippa, G. A. Auséncia de genotoxidade e
Essencial de Schinus terebinthifolius e mutagenicidade do oleo
Estudo de Sua Agdo Antifungica Contra essencial.

Colletotrichum gloeosporioides in vitro e in
vivo.

2011 Andlise da Mutagenicidade do Extrato Poletto et al. Encontrado alto indice de
Hidrossoluvel de Derris rariflora (MART. EX alteragdo mutagénica.

BENTH. J. F. MACBR: FABACEAE), Timbo
Amazobnico,Através do Teste de
Micronucleo em Allium cepa.

2012  Estudos dos Efeitos do Cha do (cogumelo Silva et al. Os resultados  mostraram
do sol) no indice Mitdtico das Células reducdo significativa do
Meristematicas do Allium cepa. comprimento e do indice

mitotico.

2013  Sistema Teste de Allium cepa Como Silva et al O conservante usado em altas
Bioindicador de  Citotoxicidade de concentragoes é
Substancias Usadas na Conserva de Olea potencialmente citotdxico.
europaea Linnaeus.

2014  Potencial Enotdxico do Extrato Foliare do Almeida, P. M. Os testes realizados indicaram
Latex de Pinhdo-Roxo Jatropha gossypiifolia toxicidade, citotoxicidade,
Linnaeus. mutagenicidade e

genotoxicidade.

2014  Avaliagdo da Citotoxicidade do Extrato  Figueiredo, D.R.  Concluiu-se que o extrato
Hidrico da Erva Doce (Pimpinella anisum L.) aquoso ndo possui atividade
Através do Teste em Allium cepa Linnaeus. citotoxica.

2014  Avaliacdo do Potencial Toxico, Citotdxico e Correia et al Confirmada a atividade toxica
Genotdxico do  Extrato  Foliar de em todas as concentragdes e a
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan por atividade genotoxica na
Meio o Sistema Teste Allium cepa L.. concentrac¢do de 3,125 mg/mL.

2015 Genotoxicidade, Citotoxicidade, Compostos Hister C. A. L. Conclui-se que o suco de aragd

Fendlicos e Viabilidade Polinica de Psidium
cattleianum sabine (myrtaceae)
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2015

2015

2015

2015

2015

2016

Viabilidade Polinica, Genotoxicidade, Efeito
Antiproliferativo e Compostos Fendlicos de
Peltodon longipes Kunth ex Benth.

Potencial Antiproliferativo, Genotdxico e
Fitoquimica de Richardia brasiliensis
Gomes.

Avaliagdo das Atividades Genotdxica e
Antioxidante da Periderme do Caule de
Chichud (Maytenus guianensis klotzsch).

Acdo Genotdxica e Antiproliferativa de
Polygonum punctatum Elliott
(Polygonaceae) Sobre o Ciclo Celular
de Allium cepa L.

Estudo  Alelopatico, Fitoquimico e
Genotoxico de Extratos Aquosos de
Aspidosperma Pyrifolium Mart. e
Combretum leprosum Mart. EM Allium
cepa.

Bioensaio Citogenético para a

Caracterizacdo da Mutagenicidade e
Citotoxicidade da Espécie Choclhospermum
regium

Kuhn, A. W.

Dornelles, R. C.

Hurtado et al.

Pastori et al.

Pereira, J. C. S.

Portis et al.
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Os extratos demonstraram

potencial genotoxico e
antiproliferativo.

Foram constatados efeitos
genotoxicos, potencial
antiproliferativo (500 pg/mL) e
alteragdes cromossOmicas.

Detectou baixa atividade
genotodxica e significante
atividade antiproliferativa.

Confirmada a  capacidade
antiproliferativa, mutagénica e
genotoxica.

A citotoxidade foi confirmada.

Ndo foi constatado efeitos
citotdxicos e mutagénicos.

Fonte: o autor (2017)

Concluséao

Foi confirmado éxito do sistema Allium cepa em testes preliminares nos estudos

apresentados para a determinacdo de toxicidade de extratos de plantas medicinais

através da observacdo dos efeitos mutagénicos, genotdxicos e citotdxicos dos

extratos sobre suas raizes. O sistema Allium cepa € claramente reconhecido como

uma metodologia eficaz e sensivel as variacbes possiveis que podem ser

evidenciadas, além de ser um teste de baixo custo, facil execucédo e de confiabilidade

reconhecida. E necessario salientar que novas analises devem ser realizadas para

fins de comparacéo e complementacéao dos resultados.
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