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Resumo

Introdugdo: plectranthus barbatus é uma espécie muito usada popularmente para finalidades do tratamento do trato digestivo.
Objetivos: objetivou-se avaliar a simulagdo do uso de forma inadequada do infuso (chd) da espécie a partir dos seus efeitos
citotdxicos, genotodxicos e mutagénicos. Metodologia: o modelo experimental escolhido foi o sistema Allium cepa por se tratar de
método eficiente, sensivel, rapido e de baixo custo. As concentragbes testadas foram 6g (T1), 9g (T2), 12g (T3) e 15g (T4) das folhas
frescas da planta em 250mL de dgua fervente. Como controle negativo usou-se d4gua mineral e como positivo utilizou-se paracetamol
(80mg/L). Resultados: os resultados apontam toxicidade dos extratos pela redugdo do crescimento radicular de A. cepa. Em relagdo
aos efeitos citotdxicos observou-se um menor indice mitdtico no tratamento T4 assim como uma redugdo de células em ciclo celular,
equivalente ao controle positivo. Para os efeitos mutagénicos, foram encontradas células com aberragdes diversas com o aumento
da concentragdo do cha. Conclusdes: os achados reforcam a afirmagdo de que as plantas medicinais ndo estdo livres de efeitos
indesejdveis. Por isso devem ser consumidas com cautela.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Toxicidade. Bioindicador.

Abstract

Introduction: plectranthus barbatus is a species popularly used for digestive tract treatment purposes. Objectives: 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. Methodology: the experimental model chosen was the Allium cepa system because it was efficient, sensitive,
fast and inexpensive. The concentrations tested were 6g (T1), 9g (T2), 12g (T3) and 15g (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. Results: the
results indicate toxicity of extracts by reduction of root growth of A. cepa. In relation to the cytotoxic effects a lower 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. Conclusion: the findings reinforce the claim

that medicinal plants are not free of undesirable effects. Therefore they should be consumed with caution.

Keyword: Medicinal plants. Toxicity. Bioindicator

INTRODUCAO

A humanidade, hd milhGes de anos, vem utilizando
vegetais na cura e tratamento de enfermidades. As pro-
priedades curativas das plantas se tornaram parte da
cultura popular através de anos de observagdo e experi-
mentagdo pelos povos com diferentes culturas e etnias
(SILVA et al., 2015). O documento médico mais antigo
reconhecido é sumeriano e data de 4.000 anos atras.
Este documento menciona remédios a base de plantas
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utilizadas no tratamento de diversas doengas (MORAIS;
BRAZ-FILHO, 2007).

Por outro lado, as plantas produzem substancias
guimicas que, podem atuar beneficamente ou agirem
de forma toxica. Sdo inUmeras as plantas utilizadas com
finalidade terapéutica, no entanto, a maioria das espécies
nao foi totalmente estudada, principalmente no que diz
respeito aos seus compostos com efeitos citotéxicos, mu-
tagénicos ou genotdxicos, os quais podem gerar danos a
salde humana. Portanto, para que o homem possa fazer
uso medicinal de uma espécie, com seguranga, é necessa-
rio que a mesma seja estudada sob ponto de vista quimico,
farmacoldgico e toxicoldgico (RITTER et al., 2002).

Silva, Ribeiro e Gripp (2015) relataram que alguns chas
e infusdes de plantas medicinais podem conter substancias
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toxicas com efeitos mutagénicos. A Associagdo 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 concentracdo especifica. Esses efeitos podem ser
imobilidade, mortalidade, inibi¢cdo da reproducao e redu-
¢do do crescimento dos organismos teste.

De acordo com o Sistema Nacional de Informacdo
Toxicoldgica (SINITOX), no ano de 2010, no Brasil, foram
registrados 1.132 casos de intoxicagdo humana por uso
de plantas sendo que desses, 5 foram a ébito (SINITOX,
2010). Diante disso, a realizacdo de estudos que investi-
guem a atividade citotdxica e genotdxicas de compostos
naturais mostra-se importante a fim de se garantir uma
maior seguranga do uso desses produtos pela populagado.

Pelo fato de causarem lesdes no material genético,
essas substancias sdo conhecidas como genotdxicas
(COSTA, 2002). A exposigdo, por longos periodos, com
substancias de agdo mutagénica podem desencadear
processos como a carcinogénese humana. Assim, testes
que detectem esses compostos genotdxicos permitem
identificar substancias que oferecam risco a saude huma-
na (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Para garantir a seguranga dos fitoterapicos como
medicamentos populares, podem ser utilizados biomarca-
dores 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 avaliagdo da ge-
notoxicidade de infusGes de plantas medicinais, devido ao
seu baixo custo e confiabilidade, auxiliando os estudos de
prevencao relacionados aos danos causados a saude hu-
mana (BAGATIN; SILVA; TEDESCO, 2007). E um teste eficaz
devido a sua elevada sensibilidade, rapidez, baixo custo,
facilidade de manipula¢do e boa correlagdo com células
de mamiferos (CUCHIARA; BORGES; DOBROWS, 2012).

O teste de Allium cepa desenvolvido, foi avaliado
como um instrumento Util para a pesquisa do potencial
citotdxico e genotdxico de dguas contaminadas, produtos
qguimicos, dejetos industriais e substancias complexas
como extratos de plantas (CUCHIARA; BORGES; DOBRO-
WS, 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 inu-
meras substancias que causam alteragGes cromossémicas,
além de apresentar baixo custo para a execugdo. 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 populagdo como
medicamento natural é a malva-santa (Plectranthus
barbatus). Dentre os 300 géneros 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-brasilei-
ro, boldo-do-reino, é uma planta subarbustiva aromatica
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 (ALBUQUERQUE, 2007;
MATOS, 2002).

Dentro desse contexto, objetivou-se no presente
artigo realizar estudo da atividade citotdxica, genotodxica
e mutagénica do infuso (chd) da malva-santa (P. barbatus)
em concentragdes diferentes e em condig¢Ges de simula-
¢do de uso em periodo prolongado (efeito cronico) pelo
método do sistema Allium cepa.

METODOLOGIA

As plantas de malva-santa (Plectranthus barbatus)
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 sau-
davel e ndo germinados. O extrato aquoso de P. barbatus
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 re-
cipientes 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 malva-santa
foi baseada em uma dose usual, obtida na literatura que
é de 6g de folhas frescas em 250mL de agua fervente
(MATOS, 2007); o segundo (T2) 9g de folhas frescas/250
mL de agua fervente; o terceiro (T3) com 12g de folhas
frescas/250 mL de dgua fervente; o quarto (T4) com 15g
de folhas frescas em 250mL de dgua fervente. O controle
negativo (CN) constou de agua mineral e para o controle
positivo (CP) foi utilizado o paracetamol a 80 mg/L.

Apds o periodo de crescimento das raizes, foram retira-
das para se fazer a medigdo do comprimento das mesmas
com auxilio de uma régua. Imediatamente apds a coleta as
raizes foram fixadas em solucdo fixadora de Carnoy (etanol
95% + acido acético glacial na proporgdo de 3:1 v/v) por
periodo de 24 horas a temperatura ambiente (GUERRA;
SOUZA, 2002). As raizes foram lavadas 3 vezes com agua
destilada por 5 minutos. Apds isso, com auxilio de pinga e
bisturi, foram retiradas os apices radiculares com cerca de
1 mm, de cada raizem cada tratamento (ja fixadas) e foram
fragmentados o maximo possivel com bisturi.

Os fragmentos obtidos foram colocados em lamina
para coloracgdo. Foi adicionado aos fragmentos nas lami-
nas 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 microscopio dptico, em
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objetiva de 40X (PIRES et al., 2001). Para cada tratamento
foram utilizados 03 bulbos. Para cada bulbo foi confec-
cionada 01 Iamina. Em cada lamina foram colocadas de
06 a 08 4pices radiculares. Foram feitas 08 focagens de
50 células, totalizando 400 células por lamina, com 03
laminas para cada tratamento, totalizando 1.200 células
analisadas por tratamento.

Para a anadlise 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, onde foram
somadas as células em qualquer fase de divisao (proéfase,
metdfase, andfase e teldfase), dividindo-se pelo total de
células contadas e multiplicando-se por 100 (STURBELLE
et al., 2010).

Para a analise dos efeitos genotdxicos foram ob-
servados todos os tipos de aberragdes cromossémicas
encontradas. Ja para a avaliacdo dos efeitos mutagénicos
foram registradas a ocorréncia de micronucleos.

As varidveis analisadas foram: comprimento radi-
cular (cm), o indice mitético (IM), as anomalias do ciclo
mitético (ACM), como cromossomos perdidos e pontes
anafasicas, aberra¢cdes cromossémicas (AC’s) e as ano-
malias interfasicas (Al), como células com micronucleos,
células binucleadas, células com nucleos ligados e brotos
nucleares (LUCIO NETO, 2011).

Para a andlise de AC’s foram considerados: cromos-
somos soltos e fragmentos cromossdmicos em todas as
fases do ciclo (préfase, metafase, anédfase e teléfase), além
de pontes e atrasos anafasicos, sendo todos os registros
reunidos em uma soé 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 analises estatisticas foram
feitas através de andlise de variancia de uma via (ANOVA).

RESULTADOS

Para as andlises de toxicidade foram medidas os
comprimentos das raizes de A. cepa, conforme visualizado
na Tabela 1. Percebe-se que os tratamentos utilizados
nas diferentes concentragdes do cha de malva-santa
ndo diferiram estatisticamente quando comparado ao
controle positivo.

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

Tratamentos
Con_"primento CN T1 T2 T3 T4 cP
radicular (cm) 3., 135b 1,10b 1,16b 0,67b 0,27b

CN: controle negativo (agua mineral); T1: tratamento 1 (6g de folhas);
T2: tratamento 2 (9g de folhas); T3: tratamento 3 (12g de folhas) T4:
tratamento 4 (15g de folhas); CP: controle positivo (paracetamol
80mg/L). Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de
5% significancia, ndo ha diferenca estatistica.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Em relagdo ao indice mitdtico, variavel que avalia a
citotoxicidade, verificou-se um menor indece no trata-
mento T4 (15g de folhas), porém nao diferindo estatisti-
camento dos demais. Os danos da citotoxicidade foram
inferiores ao observado no controle positivo (Tabela 2).

Tabela 2 — Valor do indice mitético em meristemas de raizes de
A. cepa tratadas com o infuso de Plectranthus barbatus.

Tratamentos
indicemitético(%) CN  T1 T2 T3 T4 CP
18a 10b 08bc O5bc 04b 02d

CN: controle n egativo (dgua mineral); T1: tratamento 1 (6g de folhas);
T2: tratamento 2 (9g de folhas); T3: tratamento 3 (12g de folhas) T4:
tratamento 4 (15g de folhas); CP: controle positivo (paracetamol
80mg/L). Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de
5% significancia, ndo ha diferenga estatistica.

Fonte: Dados da pesquisa.

Ainda, medindo a citotoxicidade através da variavel
numero de células em ciclo celular, percebe-se uma dimu-
nicdo das taxas de mitoses a medida que a concentragdo
do cha (infusdo) vai aumentando. Um comprometimen-
to maior dessa diminuicdo de mitoses foi obervado no
tratamento T4 sendo estatisticamente igual ao controle
positivo, conforme visulaizado na Tabela 3.

Tabela 3 —Numero de células no ciclo celular (interfase, préfase,
metdfase, andfase e telofase) em meristemas de raizes de A.
cepa tratadas com o infuso de Plectranthus barbatus.

Tratamentos

CN T1 T2 T3 T4 cP
Total de células  1.200 1.200 1.200 1.200 1.200 1.200
Interfase 974 1.090 1.110 1.150 1.160 1.180
Préfase 196 90 79 42 30 20
Metéfase 11 05 03 01 02 00
Anéfase 09 03 01 01 01 00
Teldfase 10 08 07 05 07 00
T™MO 226a 106b 83bc 50cd 40de 20e

CN: controle negativo (dgua mineral); T1: tratamento 1 (6g de folhas);
T2: tratamento 2 (9g de folhas); T3: tratamento 3 (12g de folhas);
T4: tratamento 4 (15g de folhas); CP: controle positivo (paracetamol
80mg/L); TMO: total de mitoses observadas. Médias seguidas de
letras iguais indicam que no nivel de 5% significancia, ndo ha dife-
renca estatistica.

Fonte: Dados da pesquisa.

Em relagdo a varidvel que avalia a mutagenicidade,
foi analisado a presenca de aberracées cromossomicas,
conforme exposto na Tabela 4. E possivel observar que
ndo houve diferenca estatistica do nimero de aberracGes
entre todos os tratamentos e quando comparado ao
controle positivo.
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Tabela 4 — Numero de aberragées cromossémicas em meriste-
mas de raizes de A. cepa tratadas com o infuso de Plectranthus
barbatus.

Tratamentos
CN T1 T2 T3 T4 CP
Andfase irregular 00 02 01 02 04 00
Cromossomos soltos 00 03 08 17 20 00
Microntcleos 00 00 03 05 05 08
Células binucleadas 00 01 01 02 01 00

Metafase desorganizada 00 00 02 00 01 00
Profase desorganizada 00 00 01 02 00 00

TOTAL 00a 06b 16b 28b 32b 08b

CN: controle negativo (d4gua mineral); T1: tratamento 1 (6g de folhas);
T2: tratamento 2 (9g de folhas); T3: tratamento 3 (12g de folhas);
T4: tratamento 4 (15g de folhas); CP: controle positivo (paracetamol
80mg/L). Médias seguidas de letras iguais indicam que no nivel de
5% significancia, ndo ha diferencga estatistica.

Fonte: Dados da pesquisa.

DISCUSSAO

Ao avaliar a toxicidade de malva-santa em diferentes
concentracgdes foi possivel observar um efeito compro-
metedor para essa varidvel a partir do comprimento
radicular, que apresentou alterera¢do conforme aumento
das concentragdes, apresentando danos semelhantes ao
controle positivo (Tabela 1).

Bezerra, Dinelly e Oliveira (2016) em estudo com
infuso de Plectranthus barbatus utilizando o teste A.
cepa, verificaram também um comprometimento no
crescimento radicular nas concentracoes diferentes das
usuais. 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.

Costa (2002) constatou os efeitos téxicos do boldo no
figado e nos rins de camundongos tratados com extrato
metandlico das raizes e extrato aquoso das folhas. O autor
alerta a necessidade de conscientiza¢do das comunidades
para uso racional desta espécie.

No presente estudo foi obervado que o indice mité-
tico sofreu redugdo a medida que o aumento da concen-
tracdo do cha (infuso) aconteceu. Visualiza-se na Tabela 2
os resultados dessa variavel e percebe-se que ndo houve
diferenca entre os tratamentos testados. O indice mitdtico
também é fundamental para a avaliagdo da citotoxicidade
celular de muitas substancias, as quais permitem que
haja um aumento ou diminuicdo desse indice, devido a
citotoxicidade presente em algum composto quimico.

Essa reducdo no indice mitdtico, segundo Lucio Neto
(2011), é resultado de agBes quimicas que podem inibir a
sintese de DNA, reduzindo o processo de mitose. O indice
mitético é fundamental para a avaliagdo 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.

Os efeitos de chas, infusdes ou solugdes extrativas de
plantas medicinais deve ser monitorado utilizando ensaios
toxicoldgicos, destacando-se os genotoxicos e/ou muta-
génicos, objetivando orientar os usuarios sobre possiveis
consequéncias para a saude. Os usudrios de produtos
naturais estdo frequentemente expostos a uma mistura
complexa de substdncias, que podem ser mutagénicas e/
ou genotoxicas, constituintes dos produtos ou decorren-
tes do proprio metabolismo. Este coletivo de substancias
podem causar danos genéticos e, consequentemente,
resultar em maleficios sobre a saude dos usudrios. A in-
vestigacdo do potencial mutagénico das plantas é tanto
importante para a produgdo de novas drogas terapéuticas
guanto para o estabelecimento de medidas de seguranca
para adequacgdo de seu uso, estabelecendo assim, normas
cabiveis de controle e de qualidade para um dado produto
(PERON et al., 2008).

Na Tabela 3 verificou-se que o nimero de células em
fases de mitose foram alterados conforme aumentou-se
a concentragdo do cha. Percebe-se que ha um aumento
de células em interfase e o tratamento T4 teve compro-
metimento semelhente ao controle positivo.

O processo de divisdo celular pode ser alterado
conforme a producdo de alguns compostos, devido aos
efeitos alelopaticos, que ndo agem sobre a germinacao,
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).

Vicentini et al. (2001) relataram que alguns chas e
infusGes de plantas medicinais podem conter substan-
cias toxicas com efeitos mutagénicos, porém, ha poucos
relatos acerca da presenca destes compostos em folhas
de P. barbatus que possam vir a causar danos a saude da
populagao.

Sdo inumeras as plantas utilizadas com finalidade
terapéutica, no entanto, a maioria das espécies nao foi
totalmente estudada, principalmente no que diz respeito
aos seus compostos com efeitos citotdxicos, mutagénicos
ou genotodxicos, os quais podem gerar danos a saude
humana (LIMA et al., 2013).

Em relagdo aos efeitos mutagénicos, avaliados neste
experimento pelas aberragdes cromossémicas encon-
tradas, observa-se semelhanga entre os tratamentos e o
controle positivo (Tabela 4).

Segundo Paula et al. (2015), agentes genotodxicos e
mutagénicos induzem alteragées na molécula de DNA, po-
dendo levar aum comprometimento das geragdes futuras,
pela caracteristica de herdabilidade que apresentam, além
de promover efeitos imediatos como o comprometimento
da saude dos organismos expostos.

Avulnerabilidade do DNA as mutagdes causadas pelo
ambiente propiciou o crescimento do numero de estudos
sobre alteragOes e lesGes induzidas por substancias, e so-
bre os provaveis causadores das mesmas. E natural que os
seres vivos sofram mutagdes, que podem ser resultado de
interagdo com o ambiente ou de reac¢des celulares, essas
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chamadas de mutagGes espontaneas. Porém, a constan-
cia da ocorréncia dessas mutacdes pode ser aumentada
pela exposicdo a determinados compostos, os chamados
agentes mutagénicos, que causam as mutacdes induzidas
(DUSMAN, 2012).

Para alertar sobre possiveis riscos potenciais como o
cancer e desordens genéticas existem diversos testes que
avaliam a genotoxicidade de plantas utilizadas na medi-
cina popular. Entretanto, as informacdes, se disponiveis,
sdo dispersas e escassas. Uma maneira de se estudar os
efeitos genotdxicos em uma populagdo, é conduzir estu-
dos de monitoramento, utilizando parametros bioldgicos
pertinentes, como manifestagGes a curto prazo, como os
ensaios de micronucleos, que podem identificar danos no
DNA e/ou nos cromossomos resultantes de exposicdo. A
informacdo obtida pode ser usada como um aviso pre-
coce do risco potencial para desenvolver a longo prazo,
problemas de satde (FERRERIA, 2014).

CONCLUSAO

O presente estudo buscou demonstrar os possiveis
danos do uso indiscriminado da planta P. barbatus (malva-
-santa), por ser uma espécie de ampla utilizagdo, de facil
acesso e de facil cultivo.

Os resultados deixaram bem claro e evidente que,
por se tratar de uma planta madicinal, um componente
natual, ndo esta isento de maleficios ao corpo, uma vez
que se faga uso de forma inadequada daquela recomen-
dada pela literatura.

Os estudos dessa natureza sdo de grande importan-
cia, pois podem conscientizar sobre o uso abusivo das
plantas medicinais. Os resultados apontaram afeitos
toxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos, todos
em nivel de manifestagdo compativeis com o controle
positivo.

A presente pesquisa consolidou os resultados encon-
trados por outros estudos, com a mesma espécie, ou com
demais plantas medicinais, deixando como alerta sobre
as consequéncias do mau uso de substancia naturais.
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