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Resumo

Phyllantus amarus é uma espécie muito usada popularmente para finalidades do tratamento do
trato urinario. Objetivou-se avaliar a simulacdo do uso de forma inadequada do infuso (cha) da
espécie a partir dos seus efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos. O modelo experimental
escolhido foi o sistema Allium cepa por se tratar de método eficiente, sensivel, rapido e de baixo
custo. As concentragdes testadas foram 7g (T1), 10,59 (T2), 14g (T3) e 17,59 (T4) das folhas
frescas da planta em 250mL de agua fervente. Como controle negativo usou-se &gua mineral e
como positivo utilizou-se paracetamol (80mg/L). Os resultados apontam toxicidade dos
extratos pela redugdo do crescimento radicular de A. cepa. Em relacdo aos efeitos citotoxicos
observou-se um menor indice mitético no tratamento T4 assim como uma redugdo de células
em ciclo celular, equivalente ao controle positivo. Para os efeitos mutagénicos, foram
encontradas células com aberragfes diversas com o aumento da concentragdo do cha. Os
achados reforcam a afirmacdo de que as plantas medicinais ndo estdo livres de efeitos
indesejaveis. Por isso devem ser consumidas com cautela.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Citotoxicidade. Bioindicador.

Cytotoxic, genotoxic and mutagenic evaluation of infusion of the stone-breaker species
(Phyllanthus amarus — Euphorbiaceae) in different concentrations through the Allium
cepa system

Abstract

Phyllantus amarus is a species popularly used for urinary tract treatment purposes. The
objective of this study was to evaluate the simulation of the inappropriate use of the infusion
(tea) of the species from its cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects. The experimental
model chosen was the Allium cepa system because it was efficient, sensitive, fast and
inexpensive. The concentrations tested were 79 (T1), 10.5g (T2), 149 (T3) and 17.5g (T4) of
aerial parts of the plant in 250mL of boiling water. As a negative control, mineral water was
used and paracetamol (80mg/L) was used as a positive control. The results indicate toxicity of
extracts by reduction of root growth of A. cepa. In relation to the cytotoxic effects a lower
Revinter, v. 11, n. 03, p. 150-161, out. 2018. Pagina 150 | 161



ISSN 1584-3577

~ORevinter

mitotic index was observed in the T4 treatment as well as a reduction of cells in the cell cycle,
equivalent to the positive control. For the mutagenic effects, cells with different aberrations
were found with increasing tea concentration. The findings reinforce the claim that medicinal
plants are not free of undesirable effects. Therefore they should be consumed with caution.

Keywords: Medicinal plants. Cytotoxicity. Bioindicator.
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1 INTRODUCAO

A humanidade, ha milhdes de anos, vem utilizando vegetais na cura e tratamento de
enfermidades. As propriedades curativas das plantas se tornaram parte da cultura popular
através de anos de observacdo e experimentacdo pelos povos com diferentes culturas e etnias
(SILVA; RIBEIRO; GRIPP, 2015). O documento médico mais antigo reconhecido é sumeriano
e data de 4.000 anos atras. Este documento menciona remédios a base de plantas utilizadas no
tratamento de diversas doengas (MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007).

Por outro lado, as plantas produzem substancias quimicas que, podem atuar
beneficamente ou agirem de forma toxica. Sdo inUmeras as plantas utilizadas com finalidade
terapéutica; no entanto, a maioria das espécies ndo foi totalmente estudada, principalmente no
que diz respeito aos seus compostos com efeitos citotoxicos, mutagénicos ou genotoxicos, 0s
quais podem gerar danos a saude humana. Portanto, para que o homem possa fazer uso
medicinal de uma espécie, com seguranca, é necessario que a mesma seja estudada sob ponto
de vista quimico, farmacologico e toxicologico (RITTER et al., 2002).

Silva, Ribeiro, Gripp (2015) relataram que alguns chés e infusdes de plantas medicinais
podem conter substancias toxicas com efeitos mutagénicos. A Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 2004) define toxicidade como uma propriedade inerente a substancia que
causa efeitos nocivos aos organismos expostos, durante algum tempo, a uma concentragdo
especifica. Esses efeitos podem ser imobilidade, mortalidade, inibi¢éo da reproducao e reducgéo
do crescimento dos organismos teste.

De acordo com o Sistema Nacional de Informacdo Toxicolégica (SINITOX), no ano de

2010, no Brasil, foram registrados 1.132 casos de intoxicagdo humana por uso de plantas sendo
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que desses, 5 foram a 6bito (SINITOX, 2010). Diante disso, a realizacdo de estudos que
investiguem a atividade citotdxica e genotoxicas de compostos naturais mostra-se importante a
fim de se garantir uma maior seguranca do uso desses produtos pela populagéo.

Pelo fato de causarem lesGes no material genético, essas substancias sdo conhecidas
como genotoxicas (COSTA, 2002). A exposicao, por longos periodos, a substancias com acao
mutagénica pode desencadear processos como o de carcinogénese humana. Assim, testes que
detectem esses compostos genotoxicos permitem identificar substancias que oferecam risco a
salde humana (RIBEIRO, 2003).

Para garantir a seguranca dos fitoterapicos como medicamentos populares, podem ser
utilizados biomarcadores que demonstrem o acometimento de danos durante o ciclo celular,
devido a presenca de substancias nocivas. O sistema teste vegetal de Allium cepa apresenta-se
como um bioindicador ideal para uma primeira avaliacdo da genotoxicidade de infusdes de
plantas medicinais, devido ao seu baixo custo e confiabilidade, auxiliando os estudos de
prevencao relacionados aos danos causados a satde humana (BAGATIN, 2007). E um teste
eficaz, devido a sua elevada sensibilidade, rapidez, baixo custo, facilidade de manipulacao e
boa correlagdo com células de mamiferos (CUCHIARA; BORGES; DOBROWS, 2012).

O teste de Allium cepa desenvolvido, foi avaliado como um instrumento Gtil para a
pesquisa do potencial citotoxico e genotdxico de aguas contaminadas, produtos quimicos,
dejetos industriais e substancias complexas como extratos de plantas (CUCHIARA; BORGES;
DOBROWS, 2012). O Teste do A. cepa vem sendo utilizado por muitos pesquisadores, uma
vez que esse ensaio utiliza um modelo que é suficientemente sensivel para detectar inimeras
substancias que causam alteracGes cromossémicas, além de apresentar baixo custo para a
execucdo. Este é um adequado e eficiente modelo in vivo, no qual as raizes crescem em contato
direto com a substancia de interesse, permitindo que os possiveis danos ao DNA das células
possam ser previstos (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

Uma planta muito utilizada pela populacdo como medicamento natural € a quebra-pedra
(Phyllanthus amarus). Essa € uma espécie que ocorre amplamente nas regiGes tropicais,
desenvolve-se em qualquer tipo de solo e pode ser encontrada em todo o territorio brasileiro
(NASCIMENTO et al., 2005). O género Phyllanthus compreende mais de 550 espécies, das
quais grande numero cresce no Brasil. Sdo conhecidas popularmente por quebra-pedra ou erva-
pombinha (GARCIA et al., 2004). Ocorre semelhanca entre as espécies de Phyllanthus, entre

elas, P. niruri L. e P. tenellus, caracteristica que dificulta a identificacdo. A semelhanca explica
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em parte 0 uso de ambas espécies supracitadas na medicina popular para os mesmos fins
(GARCIA et al., 2004).

Quebra-pedra é utilizada frequentemente para problemas renais e de bexiga (AITA,
2009). Internamente as folhas sdo usadas como diuréticas, litoliticas, eupépticas, em afec¢des
do figado, ictericia, colicas renais, moléstias da bexiga, retencdo urinaria e como auxiliar na
eliminacdo de acido urico. As raizes também sao utilizadas em afeccbes hepaticas, e os frutos,
as sementes e folhas para o controle do diabetes (AITA, 2009).

Dentro desse contexto, objetivou-se no presente artigo realizar estudo da atividade
citotdxica, genotdxica e mutagénica do infuso (cha) da quebra-pedra (P. amarus) em condicGes
de simulacdo de uso em concentracfes diferentes e periodo de utilizacdo prolongada pelo

método do sistema Allium cepa.

2 MATERIAL E METODO

As plantas de quebra-pedra (Phyllanthus amarus) foram coletadas no Horto de Plantas
Medicinais no Centro de Saude 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 P. amarus foi preparado como infusdo, a partir
das 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.

O primeiro tratamento (T1) da infusdo de quebra-pedra foi baseada em uma dose usual,
obtida na literatura que é de 7g das folhas em 250 mL de &gua fervente (13); o segundo (T2)
10,5¢ da planta em 250 mL de agua fervente; o terceiro (T3) com 14g da planta em 250 mL de
agua fervente e o quarto tratamento (T4) utilizou-se 17,5g em 250 mL de agua fervente. O
controle negativo (CN) constou de 4gua mineral e para o controle positivo (CP) foi utilizado o
paracetamol a 80 mg/L.

Apos o periodo de crescimento das raizes, foram retiradas para se fazer a medigéo do
comprimento com auxilio de uma régua. Imediatamente apos a coleta as raizes foram fixadas
em solucdo fixadora de Carnoy (etanol 95% + &cido acético glacial na proporcéo de 3:1 v/v)

por periodo de 24 horas a temperatura ambiente (GUERRA; SOUZA, 2002). As raizes foram
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lavadas 3 vezes com &gua destilada por 5 minutos. Apoés isso, com auxilio de pinca e bisturi,
foram retiradas os apices radiculares com cerca de 1 mm, de cada raiz em cada tratamento (ja
fixadas) e foram fragmentados 0 maximo possivel com bisturi.

Os fragmentos obtidos foram colocados em lamina para colorac¢do. Foi adicionado aos
fragmentos nas Idminas duas gotas de hematoxilina de Harris a 1%, colocado a laminula por
cima, envolvidas em papel toalha para retirar 0 excesso do corante e esmagadas com polegar.
As laminas foram analisadas em microscopio éptico, em objetiva de 40X (PIRES et al., 2001).
Para cada tratamento foram utilizados 03 bulbos. Para cada bulbo foi confeccionada 01 Iamina.
Em cada ldmina foram colocadas de 06 a 08 apices radiculares. Foram feitas 08 focagens de 50
células, totalizando 400 células por ldamina, com 03 laminas para cada tratamento, totalizando
1.200 células analisadas por tratamento.

Para a anélise dos efeitos toxicos foram medidas os comprimentos das raizes, somadas
e feitas as médias simples. Para os efeitos citotoxicos, foram verificados os indices mitoticos
(IM) de cada tratamento, aonde foram somadas as células em qualquer fase de divisao (profase,
metafase, anafase e teléfase), dividindo-se pelo total de células contadas e multiplicando-se por
100 (STURBELLE et al., 2010).

Para a analise dos efeitos genotéxicos foram observados todos os tipos de aberracoes
cromossémicas encontradas. Ja para a avaliacdo dos efeitos mutagénicos foram registradas a
ocorréncia de micronucleos.

As variaveis analisadas foram: comprimento radicular (cm), o indice mitético (IM), as
anomalias do ciclo mitdtico (ACM), como cromossomos perdidos e pontes anafasicas,
aberragdes cromossdmicas (AC’s) e as anomalias interfasicas (AI), como células com
micronucleos, células binucleadas, células com nucleos ligados e brotos nucleares (LUCIO
NETO, 2011).

Para a analise de AC’s foram considerados: cromossomos soltos e fragmentos
cromossdmicos em todas as fases do ciclo (préfase, metéfase, anafase e teldfase), além de
pontes e atrasos anafasicos, sendo todos os registros reunidos em uma sO categoria para
possibilitar a avaliagdo das AC’s (LUCIO NETO, 2011).

As médias obtidas dos diferentes tratamentos, para as variaveis analisadas, foram
comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram feitas

através de andlise de variancia de uma via (ANOVA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do ensaio estdo expostos nas tabelas que se seguem. Percebe-se na Tabela
1, avaliando o comprimento radicular, houve uma redugdo do crescimento, significativo,
guando comparado com o controle negativo e semelhante ao comprometimento do crescimento

quando comparado com o controle positivo.

Tabela 1- Valores das médias do crescimento radicular de A. cepa submetidas a
diferentes infusGes de Phyllantus amarus.

TRATAMENTOS
Comprimento CN T1 T2 T3 T4 CP
radicular (cm) 423a 1,69b 1,25b |051b |041b |031b
CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (7g de folhas); T2: tratamento 2 (10,59
de folhas); T3: tratamento 3 (149 de folhas); T4: tratamento 4 (17,59 de folhas); CP: controle
positivo (paracetamol 80mg/L. Médias seguidas de letras iguais indicam que, no nivel de 5%
significancia, ndo ha diferenca entre as médias.

Bezerra, Dinelly, Oliveira (2016) em estudo com infuso de Plectranthus barbatus
utilizando o teste A. cepa, verificaram também um comprometimento no crescimento radicular
nas concentracBes diferentes das usuais. Embora comparando com espécie diferente, esses
achados corroboram com os resultados encontrados nesse experimento (Tabela 1), sugerindo a
toxicidade de uma planta natural quando feito consumo em doses e formas diferentes daquelas
recomendadas.

O indice mitotico (IM), apresentado na Tabela 2, corresponde a relacdo do numero de
células em divisdo e total de células observadas, em percentagem. Para os resultados de
citotoxicidade, foi observado que houve uma diminuic¢do dos indices mitéticos para todos os
tratamentos, em relacdo ao indice do controle negativo, cujos valores foram, de maneira geral,

diferentes estatisticamente do teste controle.

Tabela 2 — Valor do indice mitotico em meristemas de raizes de A. cepa tratadas com o infuso
de Phyllantus amarus.

i TRATAMENTOS
Indice mitdtico (%) | CN T1 T2 T3 T4 CP
22 a 13Db 10 bc 07bc |06¢C 02d

CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (7g de folhas); T2: tratamento 2 (10,5¢g
de folhas); T3: tratamento 3 (149 de folhas); T4: tratamento 4 (17,59 de folhas); CP: controle
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positivo (paracetamol 90mg/L. Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5%
significancia, ndo héa diferenca entre as médias.

Segundo Lucio Neto (2011) essa reducdo no indice mitético € resultado de acbes
quimicas que podem inibir a sintese de DNA, reduzindo o processo de mitose. Na composi¢do
quimica de P. amarus ha lignina, glicosideos, flavonodides e propanol de fenila que sdo
encontrados nas folhas, caule e raizes da planta. Os constituintes quimicos presentes na espéecie
ja estdo bem estabelecidos, notadamente os taninos, os flavonoides, lignanas, triterpendides,
alcaldides e um alcaloidepirrolizidinico; cineol, cimol, linalol, salicilato de metila, securimina,
flantiolina, &cido salicilico. Foram isolados compostos fenolicos das raizes com acido galico,
(-)-epicatequina, (+)-galocatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-epicatequina-3-O-galate e (-)-
epigalocatequina- 3-O-galate. Das folhas e caule taninos hidrolisaveis como geranina,
corilagina e galoilglicose (AITA et al., 2009).

O indice mitético é fundamental para a avaliacdo da toxicidade celular de muitas
substancias, as quais permitem que haja um aumento ou diminuicdo desse indice, devido a
citotoxicidade presente em algum composto quimico. Observa-se, no presente estudo (Tabela
2) que a maior concentracdo do infuso de P. amarus em T4 (17,5g/250mL) mostrou 0 menor
indice mitético diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

A Tabela 3 mostra 0 nimero total de células analisadas em relacdo ao numero
observado de células em interfase, profase, metafase, anafase e telofase. Verificou-se uma
diminuicdo significativa no nimero de mitoses observadas nos tratamentos a medida que houve

0 aumento na concentracao das infusdes.

Tabela 3 - Numero de células no ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase e

telofase) em meristemas de raizes de A. cepa tratadas com o infuso de Phyllanthus amarus.

TRATAMENTOS

CN T1 T2 T3 T4 CP
Total de células 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200
Interfase 973 1.050 1.110 1.130 1.150 1.190
Profase 156 90 59 43 40 30
Metafase 13 04 01 05 03 00
Anafase 08 04 01 02 05 00
Tel6fase 09 10 08 07 01 00
TMO 186 a 108 b 69 bc 57 cd 51 de 30e

CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (7g de folhas); T2: tratamento 2 (10,5¢g
de folhas); T3: tratamento 3 (149 de folhas); T4: tratamento 4 (17,5g de folhas); CP: controle
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positivo (paracetamol 90mg/L); TMO: total de mitoses observadas. Meédias seguidas de letras
iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha diferenca entre as médias.

Ha varios estudos relatando que as plantas cianogénicas mais importantes do Brasil
pertencem a familia Euphorbiaceae, por apresentarem, em sua composicao, cianetos toxicos
capazes de causar les6es degenerativas no cérebro, perdas de células do talamo e também bdcio.
Os glicosideos cianogénicos sdo substancias presentes em varios alimentos, mas, quando
ingeridas em grande quantidade, s@o capazes de provocar dispneia acentuada, taquicardia e até
levar a morte (Machado, 2008).

Os efeitos de chas, infusbes ou solugbes extrativas de plantas medicinais deve ser
monitorado utilizando ensaios toxicoldgicos, destacando-se 0s genotoxicos e/ou mutagénicos,
objetivando orientar os usuarios sobre possiveis consequéncias para a salde. Os usudrios de
produtos naturais estdo frequentemente expostos a uma mistura complexa de substancias, que
podem ser mutagénicas e/ou genotdxicas, constituintes dos produtos ou decorrentes do proprio
metabolismo. Este coletivo de substancias podem causar danos genéticos e, consequentemente,
resultar em maleficios sobre a satide dos usuarios. A investigacao do potencial mutagénico das
plantas é tanto importante para a producdo de novas drogas terapéuticas quanto para o
estabelecimento de medidas de seguranca para adequacdo de seu uso, estabelecendo assim,
normas cabiveis de controle e de qualidade para um dado produto (PERON, 2008).

O processo de divisdo celular pode ser alterado conforme a producdo de alguns
compostos, devido aos efeitos alelopaticos, que ndo agem sobre a germinacdo, mas sobre a
velocidade de germinacdo. Esse efeito pode inibir ou estimular o processo germinativo e de
divisdo celular, assim como interferir no processo germinativo de outras plantas (FERNANDES
et al., 2008).

Na Tabela 4 foram quantificadas as alteracbes cromossdmicas durante a divisao celular
como micronucleo; metéafase desorganizada; profase desorganizada; célula binucleada; anafase
irregular e cromossomo solto. O tratamento T3, com a maior concentra¢do do infuso de P.
amarus (149/250mL) apresentou o maior indice de aberragdes cromossoémicas significante em

relagdo ao controle negativo embora ndo diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Tabela 4 — NUumero de aberracdes cromossémicas em meristemas de raizes de A. cepa

tratadas com o infuso de Phyllanthus amarus.

TRATAMENTOS
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Aberragdes cromossémicas CN T1 T2 T3 CP
Anafase irregular 00 04 03 04 00
Cromossomos soltos 00 04 10 15 00
Micronucleos 00 00 02 03 02
Células binucleadas 00 03 01 00 02
Metéafase desorganizada 00 00 02 00 00
Profase desorganizada 00 00 02 01 00
Total 00a 11b 20 b 23 b 04 b

CN: controle negativo (dgua mineral); T1: tratamento 1 (7g de folhas); T2: tratamento 2 (10,59
de folhas); T3: tratamento 3 (149 de folhas); T4: tratamento 4 (17,5g de folhas); CP: controle
positivo (paracetamol 90mg/L). Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de 5%
significancia, ndo ha diferenca entre as médias.

As alteracdes no ciclo mitotico observadas na Tabela 4 alerta sobre o consumo indevido
da P. amarus, pois houve danos celulares significativos, revelados a partir das aberragoes
observadas. Os danos podem afetar processos como a duplicacao e a transcricdo génica, bem
como alteragcdes cromossdmicas, levando a processos cancerosos e morte celular. O estudo do
potencial mutagénico das plantas medicinais € muito importante como fonte de pesquisa de
novas drogas terapéuticas e como medida de seguranca para 0 uso popular, estabelecendo
medidas de controle no uso indiscriminado (LOUVATEL et al., 2014). Isso evidencia que 0s
chas e infusdes de plantas medicinais podem conter substancias toxicas com efeitos
mutagénicos.

Segundo Paula et al. (2015), agentes genotdxicos e mutagénicos induzem alteragdes na
molécula de DNA, podendo levar a um comprometimento das geracdes futuras, pela
caracteristica de herdabilidade que apresentam, além de promover efeitos imediatos como o
comprometimento da salde dos organismos expostos.

A vulnerabilidade do DNA as mutacGes causadas pelo ambiente propiciou o
crescimento do numero de estudos sobre alteracGes e lesdes induzidas por substancias, e sobre
0s provaveis causadores das mesmas. E natural que os seres vivos sofram mutac@es, que podem
ser resultado de interacdo com o ambiente ou de reacGes celulares, essas chamadas de mutacoes
espontaneas. Porém, a constancia da ocorréncia dessas mutacdes pode ser aumentada pela
exposicdo a determinados compostos, os chamados agentes mutagénicos, que causam as

mutacgdes induzidas (DUSMANET, 2012).
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4 CONCLUSOES

O presente estudo sustenta as seguintes conclusdes:

" O presente estudo demonstrou que as diferentes concentracdes de Phyllanthus
amarus sobre o ciclo celular do sistema vegetal Allium cepa, apresenta uma atividade toxica
pela inibicdo do comprimento e pela diminuicéo do ciclo celular das raizes.

" Observou-se que a Phyllanthus amarus apresenta atividade citotoxica, devido a
reducdo do indice mitético, em todas as concentra¢des, conforme o aumento da concentragdo
das infusoes.

. Na avaliacdo genotoxica, as duas maiores concentracfes do infuso mostraram-
se como indutora de genotoxicidade através do aumento da frequéncia de aberracOes
cromossomicas.

" O presente estudo reforcou a afirmacéo de que as plantas medicinais nao estéo
livres de efeitos indesejaveis. Por isso devem ser consumidas com cautela. No entanto, é
necessario realizar outros trabalhos para avaliacdo da Phyllanthus amarus em concentracfes
menores, para assim se estabelecer quais sdo as concentragcdes seguras de utilizagdo do seu

extrato.
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