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Resumo: A fitoterapia no Brasil permite estudos no vasto campo cientifico, visto a biodiversidade
existente no pais. Os fitoterapicos sdo medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou
partes de plantas medicinais. Dentre as plantas medicinais que tém sido usadas para o tratamento de
distarbios gastrintestinais, temos 0 Gengibre e a Espinheira-Santa. O objetivo do trabalho é avaliar os
efeitos citotoxicos e genotédxicos de infusdes in natura de Maytenus ilicifolia e Zingiber officinale em
concentracdes de 1g, 3g, 59, 7g e 9 g; nas células meristeméticas de Allium cepa L. Os resultados
demostram que a infusdo de Z. officinale com 3g é a mais preconizada entre as concentracdes
testadas e para M. ilicifolia 1 a 3g. Os efeitos mutagénicos no organismo humano pela automedicacao
com plantas medicinais sdo negligenciados uma vez que sdo usados de forma errada e
indiscriminada.
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Introducao

A cultura popular detém de conhecimentos tradicionais repassados a
geracdes que sao aplicados na medicina ndo convencional, na forma complementar
e alternativa. A fitoterapia no Brasil permite estudos no vasto campo cientifico, visto
a biodiversidade existente no pais.

O uso de fitoterapicos, ou medicamentos cujo efeito terapéutico possui origem
em matérias-primas vegetais e em seus extratos, caracteriza uma das terapéuticas
mais procuradas atualmente, a fitoterapia (SIMOES et al., 2000).

De acordo com Ferro (2006) fitoterapia € uma palavra do grego que significa
“tratamento com vegetal” e € um ramo da alopatia que utiliza exclusivamente
principios ativos vegetais para tratar enfermidades.

A constatacdo da existéncia nas plantas de algo capaz de provocar reacdes
benéficas ao organismo, embora tenha ocorrido de forma lenta e gradual, converteu
e ampliou vagarosamente a cultura da utilizacdo de plantas como instrumento
terapéutico (JARDIM et al., 2001).

A toxicidade de plantas medicinais traz importantes aspectos sobre os
avangcos na area de validacdo de fitoterdpicos, pois se compara com a de
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, ja que:

As plantas medicinais constituem fonte imediata e viavel de medicamentos
para enfermidades com poucos recursos terapéuticos. No entanto, poucos
desses produtos sdo estudados de acordo com protocolos cientificos
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modernos. A maioria ndo pode, portanto, ser aceita como medicamento
ético de prescricdo livre porque, em geral, ndo possuem eficacia
comprovada na espécie humana, sem estudos de eventual toxicidade e sem
controle de qualidade apropriado (SIMOES et al., 2000, p.194).

Segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada n°. 48/2014 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2014), fitoterapicos sdo medicamentos
preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais (raizes,
cascas, folhas, flores, frutos ou sementes), que possuem propriedades de
prevencéao, diagndstico ou tratamento sintomatico de doencas, validadas em estudos
etnofarmacoldgicos, documentacdes tecnocientificas ou ensaios clinicos.

Dentre as plantas medicinais que tém sido usadas para o tratamento de
distarbios gastrintestinais, temos o gengibre (Zingiber officinale) e a Espinheira-
Santa (Maytenus Ilicifolia) (ALBERTASSE, 2010; AMOROZO, 2002). Estes
preparados por infusdo ou decoccdo no tratamento anti-inflamatorio, antimicrobiano
e antioxidante que € sistematicamente efetiva contra UGlceras gastricas
(MICKYMARAY et al., 2016; OLIVEIRA et. al., 2014).

Entre os produtos naturais, o Gengibre, planta herbacea da familia
Zingiberaceae, seus rizomas sdo indicados como antiemético e antidispéptico
(LORENZI; MATOS, 2002). Os componentes biologicamente ativos e de classe
quimica do gengibre possuem propriedades anti-inflamatoéria, antioxidante,
antiulcerogénica, que tem atraido o interesse de cientistas, médicos e nutricionistas
em razao de possuir varios compostos com diferentes efeitos terapéuticos (PARK;
PEZZUTO, 2002).

As folhas da Espinheira-Santa (Maytenus ilicifolia Mart.ex Reissek),
pertencente a familia Celastraceae (LORENZI, 2008). Indicado como antidispéptico,
antidcido e protetor da mucosa gastrica. Tem um uso popular no tratamento de
Ulceras gastricas, sendo um fitoterapico isento de prescricdo médica (D'IPPOLITO,
2005).

O termo dispepsia engloba uma série de sintomas gastrointestinais tais como
dor e inchagco abdominal com ou sem nauseas, arrotos, flatuléncia e acidez
gastrointestinal conhecida popularmente como “queimagao” (WHO, 1999).

Contudo, ainda ndo existe no mercado uma droga que leve a remisséo
completa das Ulceras gastroduodenais. Dados na literatura demonstram a grande

variedade de substancias quimicas isoladas de plantas que apresentaram atividade
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antiulcerogénica e contra distﬂfbios do tato gastrintestinal. (HIRUMALIMA, et. I,
2000).

Uma série de estudos corrobora a utilizagéo do teste de Allium cepa como um
ensaio importante na avaliacdo de extratos e infusbes de plantas medicinais
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Este € validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica e o Programa Ambiental das Na¢des Unidas
(UNEP), sendo, portanto, mundialmente reconhecido como eficaz na andlise de
monitoramento da genotoxidade de substancias ambientais (BAGATINI et al., 2007)
e recomendado devido a sua praticidade (facil manipulacdo), baixo custo e
cromossomos em boas condigBes para estudo de danos ou disturbios na diviséo
celular, além de ser sensivel e apresentar boa correlacdo com outros sistemas-
testes. Uma vez que suas raizes crescem diretamente em contato com a substéancia
testada, € possivel analisar o efeito de diferentes concentragdes (mesmo baixas)
sobre o ciclo celular (FISKESJO, 1985).

Indmeros sdo 0s agentes ambientais que podem induzir modificacdes
guimicas tanto ao nivel celular quanto molecular, afetando processos da duplicacéo
e transcricdo génica que podem aumentar e/ou acelerar o processo de aparecimento
das mutacdes (CARVALHO, 2004; STELATO et al., 2007).

Os agentes mutagénicos poderao, entéo, ser detectados citologicamente pela
inibicAo do ciclo celular, interrupcdo em metafases, surgimento de pontes e
micronucleos, indugéo de alteragbes cromossémicas numeéricas e estruturais, entre
outros (SA et al., 2005).

O objetivo do trabalho buscou utilizar o teste Allium cepa para avaliar 0s
efeitos citotoxicos e genotdxicos das infusdes IN NATURA de Maytenus ilicifolia e
Zingiber officinale em diferentes concentracdes.

Material e Métodos

Os rizomas de Gengibre e as folhas verdes de Espinheira-Santa in natura
foram obtidos em um pomar/horta particular localizado na zona urbana do municipio
de Goiatuba — GO. Em entrevista com a proprietaria o local distribui e cultiva plantas
medicinais que sdo destinadas para a comunidade e as mesmas sao organicas e
livres de defensivos agricolas, o que permite a populacdo fazer preparo de chas

medicinais. Apdés a coleta das espécies botanicas, as partes vegetais foram
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acondicionadas em aixa dé‘;sopo e tansportadas para Lbortri |
Universidade Estadual de Goias — Campus Morrinhos no mesmo dia.

Todos os bulbos de Allium cepa com diametros aproximados foram adquiridos
no comeércio local do municipio de Morrinhos — GO, estes vindo de plantacGes
organicas da Escola Agronémica do Instituto Federal — Campus Morrinhos.

Para o preparo das infusGes: os rizomas e as folhas verdes foram fatiados e
pesados na balanca de precisdo respectivamente e divididos em tratamentos
separadamente. As divisbes compreendem nas concentracdes de (1g) um grama,
(3g) trés gramas, (5g) cinco gramas, (7g) sete gramas e por ultimo (9g) gramas;
segundo metodologia adaptada de Paula, et.al. (2015). Utilizando a chapa
aguecedora foram fervidas 150 mL de agua destilada, conforme as recomendacdes
do Memento Fitoterapico da ANVISA (BRASIL, 2016), em um béquer, que incorporou
as concentracOes separadamente e vedou a ebulicdo, deixando em repouso por 15
minutos.

A infusdo é um preparado que consiste em verter 4gua fervente sobre a droga
vegetal e, em seguida, tampar ou abafar o recipiente por tempo determinado.
Método indicado para partes de drogas vegetais de consisténcia menos rigida tais
como folhas, flores, inflorescéncias e frutos, ou que contenham substancias ativas
volateis (PESSUTO et. al., 2009).

Posteriormente ao processo de infusdo as solucdes foram esfriadas e
distribuidas em tubos de ensaio separando os tratamentos utilizando o bioindicador
A. cepa, e a agua destilada como controle negativo. Dos bulbos as escamas
externas secas foram retiradas antes do experimento, sem prejuizo da area
radicular. Para cada amostra (concentragéo) foi utilizado dois bulbos, por cinco dias
ficaram sobre exposicéo, visando ter algum efeito toxicoldgico.

No sexto dia do experimento as pontas das raizes da cebola foram fixadas em
alcool acético (3:1) por 12 horas para o preparo das laminas histolégicas dispomos
das trés maiores pontas das raizes de cada bulbo. Posteriormente, as mesmas
foram maceradas em orceina acética 2%. Partindo para a analise microscoépica,
contagem de 5.000 células para cada tratamento e controles. O célculo do indice
mitético e as alteragcbes cromossdmicas serdo determinadas pela presenca de
pontes, fragmentos, cromossomos retardatarios, micronucleos e anel cromossémico,
aderéncia e disturbios na anéafase, telé6fase e 0s microndcleos que seréo
visualizados nas células em d|V|sao (RANK NIELSEN, 1993), com 0 uso de um
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microscopio Optico da marca Leica. Nas andlises estatisticas foi utilizado o teste Qui- |
Quadrado (p=<0.05). O calculo do indice mitético: IM= n° de células em mitose x 100/

n° total de células observadas.

Resultados e Discusséao

No Brasil as politicas envolvendo plantas medicinais e fitoterapicos estéo
sendo implantadas pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria),
destacando o Anexo |, este que contém 27 medicamentos fitoterapicos, incluindo o
Gengibre, e o Anexo Il com 16 produtos tradicionais fitoterapicos, que inclui a
Espinheira-Santa da Instrucdo Normativa n°® 02/2014. Contudo o Informe Técnico n°
007/2016 traz esclarecimentos sobre a regulamentacdo de industrializacao,
manipulagdo, comercializagdo e registros de insumos, de medicamentos
fitoterapicos e de produtos tradicionais fitoterapicos, visando o uso da planta
medicinal fresca, ou seja, a planta in natura o que valida o objetivo deste trabalho
que utilizou a matéria-prima vegetal (BRASIL, 2015).

Os resultados das analises para avaliacdo da citotoxicidade através do
crescimento radicular das células meristematicas e do indice Mitdtico (IM) estdo
sumarizados na Tabela 1, onde observamos os valores médios do crescimento
radicular (CR) de A. cepa expostas nas concentracdes das infusdes de Zingiber in
natura (ZN) e Maynetus in natura (MN). Zingiber in natura em 3g possui o maior
crescimento radicular; assim como o percentual do IM em 3g. Ja para o MN temos
nas concentragfes de 1g e 3g, 0s maiores valores para ambas as variaveis.

Tabela 1: Valores Médios do Crescimento Radicular (CR) em centimetros e dos
Valores Percentuais do indice Mitético (IM) nos tratamentos e controles
negativo das trés maiores raizes dos bioensaios de Zingiber in natura
(ZN) e Maytenus in natura (MN).

~ CR (cm) IM (%)

CONCENTRACOES 7N VN 7N VN
1g 0,6 2,2 47,3 47

39 15 11 53,6 54,2

59 11 0,3 33,5 24,9

79 0,6 1 43,8 25
9g 0,7 0,9 21,6 35,2
Controle negativo 2 4.2 51,8 50,2

O crescimento das raizes na avaliagdo da citotoxicidade em infusos de
diversas plantas medicinais é abordado por muitos autores, como Bagatini et al.
(2007), que relatam queda na capacidade das células tratadas com infusos de
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diversas plantas medicinais em iniciar a divisdo celular, assomada : declmlo no |
crescimento radicular; que pode ser considerada uma forma efetiva e simples de se
verificar os efeitos mutagénicos promovidos por substancias fitoquimicas.

Para a avaliacdo da genotoxicidade além do calculo do IM, temos a contagem
citologica de 5.000 células para cada tratamento, que pelo teste estatistico Qui-
Quadrado, com nivel de significancia fixado em p < 0.05; verificamos que n&o houve
diferenca significativa das células em mitose comparado com o controle para o
bioensaio com ZN e MN; exceto para ZN com concentracdo de 3g, onde 53,6% das
células estavam em divisdo com (X2 = 1,40; GL=1; p < 0,05).

Para o gengibre o aumento da concentragdo favoreceu o surgimento de
anomalias responsaveis pelo efeito genotdxico das infusées visto em maior nimero
na concentracdo de 7 e 9g (Figura 1), mesmo sem relacdo com 0 crescimento
radicular, o que no entanto pode interferir acelerando o processo de divisdo celular
nas células meristeméticas de cebola, conforme Iganci et al., (2006).

Figura 1: Células meristematicas radiculares de Allium cepa em divisdo mitética
expostas as mfusoes de Zlnglber offlcmale _

Legenda: A — Visdo da organizacao celular do corte histolégico do Controle Negativo (aumento: 40x).
B — Células em diviséo celular normal (1. Interfase. 2. Préfase. 3.Metafase. 4. Tel6fase) evidentes na
concentracdo de 3g (aumento 100x). C — Préfases com nlcleos aderidos (setas) na concentracédo de
79 (aumento 100x). D — Células irregulares em interfase na concentracdo de 9g (aumento 100x).
Fonte: Autores.

Para Moraes e Oliveira (2008), descrevem os efeitos de desmutagénese e
bioantimutagénese do gengibre, com taxas de reducéo de danos observadas a partir
de testes nas concentracbes de 0,005, 0,010 e 0,015¢g/L. Substancias

desmutagénicas sdo aquelas capazes de impedir a acdo dos agentes indutores de
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danos, principalmente por aorgé dos mesmos, portanto agm no mi |
extracelular, preferencialmente. Ja os agentes bioantimutagénicos sdo aqueles
capazes de atuar na prevencdo da lesdo ou no reparo do DNA, agindo no interior da
célula (KADA; SHIMOI, 1987). Contudo no trabalho de Carvalho e Rodrigues (2014),
que testaram concentracdes mais altas, onde com 10g/L, demonstraram efeito
citotéxico e dano celular pela presenca de alteracbes no ciclo celular e grande
namero de células em interfase.

Para Espinheira-Santa o efeito citogenotoxico foi maior entre os dois
bioensaios, sendo visto nas concentracbes de 5, 7 e 9g (Figura 2), onde houve
inibicdo da divisdo celular e muitas células estavam anormais.

Figura 2: Células meristematicas radiculares de Allium cepa em divisdo mitética
expostas as infusdes de Maytenus ilicifolia
| e PN "‘\ . 5

Legenda: A — Células em divisdo celular no corte histolégico do Controle Negativo (aumento: 100x).
B — Anomalia ndo identificada na concentracdo de 5g (aumento 100x). C — Célula bilobulada (seta) na
concentracdo de 7g (aumento 100x). D — Células com microndcleos (setas) na concentracdo de 9g
(aumento 100x). Fonte: Autores.

No trabalho de Souza et. al. (2005), além do efeito citotoxico o extrato de
espinheira-santa na concentragdo de 40 mg/mL provocou alteragbes cromossémicas
como pontes anafasicas, sugerindo um possivel efeito genotoxico. Teixeira e
Vicentini (1997), através de ensaio biolégico, também verificaram a potencialidade
genotdoxica de Maytenus ilicifolia sobre os discos imaginais de Drosophila
melanogaster.

Para correlacionamos o0s dados obtidos pela andlise citogenotipica,
realizamos a secagem de 3g do rizoma fresco de gengibre na estufa a 70°C por 12h,
a massa seca corresponde a 0,7g. Estes resultados corroboram com as
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recomendacdes da ANVISA, viéto que pra 0 Gengibre a infuséo dos seus rizoas |
secos devem ser preparados com cerca de 0,5 a 1 g em 150 mL de agua. Para a
Espinheira-Santa a infusdo de 3 g de folhas secas em 150 mL de agua (q.s.p).

Nos intervalos das concentracdes de 1 a 3g obtivemos para ambos o0s
bioensaios (ZN e MN) os maiores crescimentos radiculares e os maiores valores do
indice mitotico, com células em divisdo com os menores valores de células

anormais.

Considerac0fes Finais

|

Os resultados demostraram que a infusdo de Zingiber officinale com 3g € a
mais preconizada entre as concentragdes testadas e para Maytenus ilicifolia (1 a 3g),
ambos em 150 mL de agua (g.s.p). Os efeitos mutagénicos no organismo humano
pela automedicacdo com plantas medicinais sdo negligenciados uma vez que sao
usados de forma errada e indiscriminada. E consequentemente, seu potencial
citotoxico e genotoxico necessita, por exemplo, de estudos moleculares para
evidenciar a real acdo dos principios ativos destas plantas sobre o cuidado as

células humanas.
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