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RESUMO

O uso de plantas medicinas tem como base a tradicao familiar, passada de geracdo em geracao
e 0 seu uso tornou-se pratica generalizada como medicina popular para tratar certos tipos de
doencas e disfuncdes. O objetivo deste estudo foi submeter o extrato aquoso e alcodlico de
folhas de Lantana fucata ao teste de Allium cepa a fim de verificar seu potencial citotoxico em
células eucaridticas. Foram coletadas folhas integras da planta em locais previamente
escolhidos e levadas ao laboratorio para retirada do peciolo e flores para serem secas. A infusdo
em agua foi feita com as folhas frescas suspensas em agua a 60° C por cerca de 20 minutos. O
método utilizado foi o mesmo que a populacéo utiliza para fazer o cha das folhas. Para o extrato
alcodlico foram secas as folhas na estuda a 60° C durante 72 horas. As folhas foram maceradas
e 100g de extrato de folha foram diluidos em 200mL de alcool etilico por sete dias. Os extratos
foram utilizados para testes citotdxicos utilizando bulbos de Allium cepa, um para determinar
possiveis efeitos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos. As raizes foram colocadas em
diferentes concentracdes de solucdo dos extratos aquoso e alcodlico: 100%, 50%, 25% e
controle com agua destilada. Foram utilizados trés bulbos de Allium cepa para cada solucgéo e
o controle. Os bulbos de cebola foram previamente enraizados, e ap0s as raizes atingirem cerca
de 2cm foram realocadas no extrato para o tratamento. Decorrido 48 horas, coletou-se as raizes
separando a coifa e confeccionadas laminas pelo método de Feulgen para posterior contagem
de células em mitose. Os resultados do indice Mitético ndo foram significativos ap6s o teste
estatistico de correlacdo linear de Pearson a 0,05%, evidenciando que ambos 0s extratos das
folhas ndo se mostraram citotoxico para organismos eucariotos.

Palavras-chave: Extrato aquoso. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Fitoterapico.



ABSTRACT

The use of medicinal plants is based on the family tradition, passed down from generation to
generation and its use has become widespread practice as a folk medicine to treat certain types
of diseases and dysfunctions. The objective of this study was to submit the aqueous extract and
alcohol from leaves of Lantana fucata to the Allium cepa test to verify its cytotoxic potential in
eukaryotic cells. Whole leaves of the plant were collected at previously chosen sites and taken
to the laboratory to remove petiole and flowers to be dried. The infusion in water was made as
fresh leaves suspended in water at 60 ° C for about 20 minutes. The method used was what is a
population used to make leaf tea. For the alcohol extract were dried as leaves in the study at 60
° C for 72 hours. As leaves were macerated and 100g of leaf extract were diluted in 200mL of
ethyl alcohol for seven days. The extracts were used for cytotoxic tests using Allium cepa bulbs,
one to determine future cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects. The roots were placed in
different solution concentrations of the aqueous and alcohol extracts: 100%, 50%, 25% and
control with distilled water. Three bulbs of Allium cepa were used for each solution and control.
The onion bulbs were previously rooted, and after the roots of transmission of about 2cm were
relocated in the extract for the treatment. After 48 hours, it was collected as roots separating a
hood and made blades by the method of later contamination for cells in mitosis. The results of
the Mitotic Index were not significant after the statistical test of Pearson's linear correlation at
0.05%, evidencing that both leaf extracts are not revealed cytotoxic to eukaryotic organisms.

Keywords: Aqueous Extract. Cytotoxicity. Genotoxicity. Phytotherapic.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinas tem como base a tradicdo familiar, passada de geracdo em
geragdo, e 0 seu uso tornou-se pratica generalizada como medicina popular para tratar certos
tipos de doencas e disfuncbes. De acordo com Rates (2001), os fitoterapicos sdo produtos de
comercializacdo livre, 0 que ocasionam a automedicacdo do paciente que apresenta apenas
orientacdo farmacéutica ou até mesmo por conhecimento empirico passado de geragdo em

geracao.

No Brasil os produtos advindos da biodiversidade correspondem a 31% das
exportacOes, entretanto essa perspectiva pode ser ampliada se considerarmos a biodiversidade
como fonte de recurso para a descoberta e comercializagdo de drogas (Ministério do Meio
Ambiente). Desde os tempos mais antigos, produtos naturais, particularmente aqueles

originarios de plantas, tém sido uma importante fonte de agentes terapéuticos.

A cultura popular pode ser uma grande fonte de informacdo a respeito da
biodiversidade que esta ligada a comercializacao de material bioldgico para uso farmacéutico,
ja que grande parte da populagdo brasileira faz uso de plantas medicinais para tratar suas
doencas (ELIAS, 2014).

Muitas plantas sdo utilizadas como estratégia de medicacdo para varias enfermidades
sem comprovacdo cientifica definida (FOGLIO et al. 2006). O uso das plantas foi restrito
durante séculos a pequenas comunidades e grupos étnicos, correspondendo a seus Unicos
recursos terapéuticos, sendo que na Ultima metade do século XX tornou-se uma préatica
mundialmente difundida (FONTANELLE, 2005; CLEFF, 2012; SOARES, 2008). Mediante
esta realidade, prevalece a necessidade de estudos taxondmicos farmacoldgicos e mutagénicos
das plantas, buscando aquelas com atividade medicinal e como fonte de substancias com
potencial terapéutico (FONTANELLE, 2005; SOARES, 2008).

Alguns fitoterdpicos ainda ndo apresentam comprovagoes cientificas de eficcia para
seu uso em tratamentos. Segundo Tomazzoni; Negrelle; Centa (2006) deve-se ressaltar a
importancia de um acompanhamento profissional qualificado da area da saude, pois 0s
mesmaos irdo contribuir para a correta utilizacao dos recursos terapéuticos que os fitoterapicos
promovem. O profissional da salide sera capaz de abordar os aspectos biol6gicos, e também o

cuidado integral da satude do paciente, sendo assim, 0s cuidados deverdo ser 0s mesmos
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tomados com os remédios alopaticos, verificando suas contraindicacdes e provaveis efeitos

colaterais.

O género Lantana, da familia Verbenacea, consiste de aproximadamente 150 espécies
espalhadas pelos tropicos e subtropicos da América (GHISALBERTI, E.L., 2000). As espécies
de Lantana s&o usadas na medicina popular para tratar inimeras doencas além da ornamentacao
de jardim (CHOWDHURY, et al 2007). Suas folhas tém um odor pungente e muitos estudos
tém sido reportados sobre sua composicéo quimica e atividade farmacolégica (GHISALBERTI,
E.L., 2000; JIMENEZ-ARELLANES et al, 2003; SENA FILHO, et al., 2010). A espécie
Lantana fucata, apresenta folhas e demais estruturas com acao antibacteriana, antifingica e
anti-inflamatéria (DEENA & THOPPIL, 2000; UZCATEGUI et al., 2004). No que se refere a
composicao quimica destas plantas apresentam taninos, mucilagens e alcaloides. (LORENZI &
MATQS, 2008).

Avaliar a atividade mutagénica e genotdxica dessa planta se faz necessario visto que a
populacdo da regido Noroeste do Rio Grande do Sul (Regido Missioneira), faz uso das mesmas,

sem prescricdo médica, o0 que pode acarretar danos nas células e possiveis mutaces pontuais.

Neste trabalho, a técnica de bioensaio utilizada foi o teste Allium cepa que, por sua vez,
¢ uma planta superior que vem sendo utilizado para avaliar as alteracdes no DNA
especificamente nas fases do ciclo mitético provocado por substancias toxicas. Ainda, segundo
Fieskesjo (1995), o indicativo de toxicidade através do Allium cepa é observado pela inibicéo

do crescimento das raizes e pelos efeitos adversos causados aos cromossomos.

Avaliar se os extratos de folhas de Lantana fucata em infusdo aquosa e alcoolica podem
oferecer riscos genotoxicos € o0 objetivo desta proposta, a fim de dar subsidios para futuros

estudos do potencial fitoterapico desta planta para a populacdo brasileira.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 LANTANA FUCATA

O género Lantana deriva de um antigo género latino Virburnum em fungdo da
semelhanca apresentada pelas folhas e inflorescéncias de ambos. E nativo da América tropical
e subtropical, porém algumas espécies sdo nativas da Asia tropical e da Africa. Atualmente
compreende cerca de 150 espécies distribuidas em diversos paises de maneira bem diversificada
(GHISALBERTI, 2000).

Essa abundancia é consequéncia da tolerancia que essas espécies possuem e a
preferéncia em crescerem em meio as plantagdes. S&o comuns em pastagens, campos, ao longo
das margens dos rios e estradas (KOHLI et al., 2006). A maioria das espécies é usada como
ornamental e medicinal pela populagdo, conhecidas popularmente como “camara", "cambara"
ou "chumbinho™ (JUDD et al., 2009).

Fotografia 1: Lantana fucata.

-------

Fonte: Bagatini, 2015.
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Estudos mostram que esse género de plantas apresenta representantes toxicos e quando
ingeridas podem causar quadros de fotossensibilidade, colestase e hepatoxicidade. Quando
testada em bovinos, L. camara var. aculeata causou acentuada ictericia, lesdes de
fotossensibilizacdo, constipacdo e edema subcutaneo dos membros. Surtos de intoxicacéo por
essa planta podem ocorrer somente em condigdes especiais, quando um gado faminto entrar em
contato com uma pastagem de Lantana toxica, pois, esta planta apresenta efeito cumulativo

acentuado quando ingerida em doses elevadas (TOKARNIA et al., 1999)

As pesquisas realizadas com a folha de Lantana evidenciaram a presenca de 6leos
volateis no qual ha compostos fendlicos (flavonoides), triterpendides, lantadenos e a auséncia
de diterpendides, sendo os triterpenos e flavonas os metabdlitos secundarios mais frequentes
no género e fornecidos em grandes quantidades (HUSSAIN et al., 2011). Vicentini et al. (2001)
relataram que os chés e infusbes de plantas medicinais podem conter substancias toxicas com

efeitos mutagénicos.

Nas quatro edicOes vigentes da Farmacopéia Brasileira existem no total 321 diferentes
espécies catalogadas como plantas medicinais ou produtos vegetais (BRANDAO et al., 2006).
O Brasil possui uma incalculavel riqueza terapéutica subsidiada no potencial vegetal.

2.2 TESTE GENOTOXICO

O conhecimento do potencial genotoxico destas espécies medicinais, através da analise
do ciclo celular de Allium cepa serve como indicativo de segurancga para a populagéo que utiliza

chas medicinais como Unica alternativa para o tratamento de doencas (BAGATINI et al. 2007).

O sistema teste de Allium cepa é frequentemente utilizado para avaliagdo do potencial
genotoxico de extratos de plantas medicinais através da analise de células meristematicas
provenientes de pontas de raizes tratadas com infusdes medicinais (chas). Os bioensaios com
plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples e também validados por institui¢des
internacionais como United Nations Environmental Program (UNEP), World Health
Organization (WHO) e US Environmental Protection Agency (USEPA), pela sua eficiéncia no
monitoramento dos efeitos genotdxicos e mutagénicos induzidos por poluentes ambientais,

além do que, esses bioensaios possuem um baixo custo para sua realizacao.

Dentre as plantas superiores a (cebola) Allium cepa L tem sido indicada como um

importante organismo-teste de mutagenicidade. Varias pesquisas como 0s estudos de Fiskesjo
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(1998), mostram correlagdo positiva entre os efeitos observados nas plantas e aqueles
observados em modelos de mamiferos e isto facilita detectar a atividade genotdxica, uma vez
que a utilizacdo de modelos se faz muitas vezes, complexa, dispendiosa e morosa (GRANT,
1994).

O material de estudo de clastogenicidade de agentes fisicos e quimicos séo as células
dos meristemas das raizes. Essas células apresentam cromossomos grandes que facilitam na
avaliacdo. Desta forma esse modelo biologico possibilita estudar atividades citotoxicas,
genotdxicas e mutagénicas por meio de parametros como, aberragcdes cromossdmicas, presenca
de pontes de anafase-tel6fase, e micronlcleo nas células F1 da raiz expostas a substancias

toxicas.

Sendo assim 0s objetivos deste trabalho foram de avaliar o potencial citotdxico da
infusdo aquosa e alcodlica das folhas de Lantana fucata pela avaliacdo do ciclo celular; através
da determinacdo do indice mit6tico das células meristematicas de Allium cepa submetidas ao
extrato aquoso e alcoolico comparadas com controle em agua destilada, além desse parametro
foi analisado a presenca de danos cromossomicos que sugerem alteragdes derivadas de

clastogenicidade.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Folhas de Lantana fucata foram coletadas em locais previamente determinados. sendo
escolhidas na regido noroeste do Rio Grande do Sul, inserido no municipio de Cerro Largo
onde, latitude de 28°08'49” sul e longitude 54°44'17”, estando a uma altitude de 211 metros.

Assim os locais de coletas foram: Escola Municipal de Ensino Fundamental Padre José
Shardong no municipio de Cerro Largo — RS no dia 24/08/2016 as 06:40 am (P1); BR 392 na
saida da cidade aproximadamente 4 km do trevo em direcdo a guarani das missdes no dia
14/09/2016 as 6:30 am (P2); Vila Treménia no interior de Cerro Largo, aproximadamente sete
quildmetros da cidade, no dia 21/09/2016 as 06:50 am (P3) demonstrados na Figura 1.

Figura 1: Pontos de coletas pré-determinados no municipio de Cerro Largo — RS.

® Ponto de coleta 2

® Ponto de coleta 185

| 1 mi
[ 1 km

Ponto de coleta 3

Fonte: (GOOGLE MAPS, 2017)

O preparo e realizacdo dos testes a seguir foram realizados no Laboratorio de Genética
da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus Cerro Largo — RS (UFFS).
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3.2 PREPARO DO EXTRATO

Apos a coleta as folhas de L. fucata foram separadas em dois grupos para o preparo.
Uma feita através da infusdo das folhas e outras para o extrato alcodlico. Foram descartados as

flores e peciolo, visto que somente as folhas foram necessarias.

3.2.1 Infusao

A infusdo em agua foi feita de acordo com os métodos utilizados pela populacdo100g a
1509 de folhas para 500ml de agua. A agua foi aquecida até atingir 60°C, sendo entdo imersas
na dgua por cerca de 20 minutos. A solucdo foi dividida em trés partes, uma para solu¢do mae
(100%) e outras para dosagem de 50% e 25%.

3.2.2 Extrato alcodlico

As folhas de L. fucata foram secas em estufa a 60°C por 72h, sendo posteriormente
trituradas. Cerca de 100g de folhas foram misturadas em 200ml de alcool etilico e
homogeneizadas duas vezes ao dia durante trés dias, e ap6s a total evaporagdo do alcool foram
usadas para efetuar a preparacdo da solucdo mée de 100% e de outras nas respectivas

concentracdes de 50% e 25%.

3.2.3 Teste de genotoxicidade

Para os testes de genotoxicidade foram adquiridas cebolas (Allium cepa) jovens, de
tamanho médio e integras. Foi utilizado para cada concentracdo trés bulbos de cebolas
inicialmente enraizadas em agua destilada até que as raizes atingissem o tamanho de 15 a 20mm
em temperatura ambiente (em torno de 25°C) e aerada. Cada bulbo apds enraizado, foi

submetido ao tratamento com as amostras obtidas da infusdo e do extrato alcoolico por 48 horas.
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Figura 2: Tratamento de Allium cepa.

A) Bulbos em tratamento de controle. B) Bulbos em tratamento de solu¢cdo mée de 100%. C)
Bulbos em tratamento de solucdo mae de 50%. D) Bulbos em tratamento de solucdo mée de
25%.

Fonte: Smaniotto, 2017.

Os bulbos para controle em agua destilada foram mantidos pelo mesmo tempo dos
tratamentos. Apos as (48 horas) as raizes foram cortadas e realocadas em microtubos do tipo
Eppendorf® por (24 horas) em Fixador Carnoy. Em seguida as raizes foram lavadas em agua
destilada e submetidas a hidrolise &cida em &cido cloridrico (HC1 1N) a 60°C por 10 minutos.
Posteriormente foram lavadas novamente e submetidas a coloragdo com Reativo de Shiff, por
1 hora em local escuro.

Transcorrido este periodo de tempo as laminas foram confeccionadas pelo método de
esmagamento suave e cobertas com orceina acética, com as laminulas fixadas com verniz vitral.
Para cada ldmina foram avaliadas 1000 células totalizando 3000 células para cada tratamento e
também para o controle.
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A leitura das laminas consistiu em analisar quantas células estavam em Profase,
Metafase, Anéafase e Tel6fase para calcular o Indice Mitdtico (IM) além das alteracdes do
material genético como: pontes anafasicas, stikiness, atraso na metafase e ndcleos

malformados. O teste estatistico foi feito no Software estatistico R para os valores de IM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos (Tabela 1) mostram que a infusdo aquosa das folhas nao
apresentou valores de I.M diferentes do controle. O teste estatistico de correlagao linear de
Pearson a 0,05% significancia, obteve um valor de p=0,4971. Isso sugere que a infusdo aquoso
de Lantana fucata nas concentragdes de 100%, 50% e 25% ndo interfere nos mecanismos de
divisdo celular de eucariotos.

A utilizagdo com o método tradicional de consumo, ou seja, como infusdo aquosa, ndo
apresenta valores que demonstram que as folhas de L. fucata sejam tdxicas, podendo ser

consumida em forma de cha.

Tabela 1 - Valores em % das células encontradas nas diferentes fases da mitose no teste com o

extrato aquoso de Lantana fucata e os valores obtidos para [.M para as trés variaveis.

Extrato Préfase% Metafase%  Anafase% Tel6fase%  Indice
aquoso Mitotico %
Controle 21,73 39,13 32,60 6,52 1,53
Extrato 32,25 40,32 20,96 6,45 2,06

100%

Extrato 27,71 42,16 22,89 7,22 2,76

50%

Extrato 12 40 40 8 0,83

25%

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os mesmos resultados (Tabela 2) foram obtidos com o extrato alcéolico com
concentragoes de 100%, 50% e 25%. Neste caso o p=0,267, também evidenciando que ndo ha
correlagdo entre as variaveis tratamento e controle.

Através do método do extrato alcoolico, que se esperava obter uma maior concentragao
de extragdo de principios ativos também ndo evidenciou alteragdes nas células de Allium cepa.

Podendo ser também consumido pela populagao.
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Tabela 2 - Valores em % das células encontradas nas diferentes fases da mitose no teste com o
extrato alcoolico de Lantana fucata e os valores obtidos para I.M para as trés variaveis.

Extrato Profase% Metafase%  Anafase% Telofase%  Indice
alcodlico Mitético %
Controle 33,33 14,28 23,80 28,57 0,7

Extrato 0 34,78 26,08 4,34 0,76

100%

Extrato 28,57 7,14 57,14 0 0,46

50%

Extrato 16,6 42,59 35,18 5,5 1,8

25%

Fonte: Elaborada pelo autor.

Desta forma, neste estudo, a infusdo aquosa e o extrato alcolico das folhas dessa
espécie, ndo apresentam potencial citotoxico quando submetidos ao bioensaio de Allium cepa.
Ghisalbert (2000) aponta que o género Lantana apresenta grande interesse como agente
fitoquimico, bioldgico e farmacoldgico por apresentarem quantidades razoaveis de terpendides,
fenilpropandides e flavonodides que compreendem uma classe importante de relevancia

bioldgica e que merece atencéo para novos estudos.

Sabe-se que os efeitos das infusdes de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium
cepa tém sido relatados por varios autores (VICENTINI et al., 2001; CAMPAROTO et al.,
2002; TEIXEIRA et al., 2003; KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007), que
mostraram que os efeitos que ocorrem sdo mutagenicidade e anti-mutagenicidade, bem como
aumento e diminuicdo da proliferacdo celular de pontas de raizes tratadas com diferentes

espécies de plantas medicinais.

Nossos resultados sdo similares ao encontrado por Camparoto et al. (2002), quando
avaliaram os efeitos de infusdes de Maytenus ilicifolia Mart e Bauhinia candicans Benth em
ceélulas de Allium cepa e células da medula 6ssea de ratos Wistar. Os resultados indicaram que
0 consumo dessas especies medicinais a partir de infusdes pode continuar a ser utilizado pelo

homem, no entanto respeitando o método tradicional de preparacéo.

O método do extrato alcoolico também ndo evidenciou que as células de A. cepa tenham
sofrido mudangas significativas apds serem expostos ao extrato. Isso indica que 0 consumo

através dos dois métodos de preparo podem continuar a serem utilizados.

Nossos resultados sugerem que o0s principios ativos presentes nas folhas de Lantana
fucata ndo interagem com o material genético de eucariotos e ndo parecem interferir nas etapas

do ciclo celular das células meristematicas. Prates (2000) também informa que ao utilizar
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Leucaena leucocephala (Lam.) em extrato aquoso na germinagédo e desenvolvimento do milho

ndo encontrou na andlise estatistica diferencas significativas no desenvolvimento da planta.

De acordo com Iganci (2006) que utilizou o extrato aquoso de trés espécies diferentes
de boldo, Plectrantus barbatus, Plectrantus amboinicus e Vernonia condensata para verificar
a germinacdo e indice mitotico, ndo foram encontrados nos primeiros seis dias, diferengas
significativas na germinacao. Apos 12 dias foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
na germinacéo e indice mitético podendo indicar diferencas existentes nas acdes exercidas por

cada uma nos extratos aplicados as sementes de Allium cepa.
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5 CONCLUSAO

O uso de infusdo das folhas de Lantana fucata como fitoterapico tem sido pratica
constante na populacdo da regido missioneira do Estado do Rio Grande do Sul e, neste estudo,
tanto a infusdo aquosa como o extrato alcoolico ndo apresentaram potencial citotoxico para
organismos eucariotos. Novos testes necessitam serem feitos a fim de explorar o potencial
fitoterapico dessa espécie. Através de novos experimentos com essa espécie poderemos
observar o comportamento dos principios ativos em células eucarioticas, verificando assim suas

acdes no organismo.
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