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RESUMO

A utilizag8o de plantas para fins medicinais tem sido uma
alternativa da populagdo para o cuidado das necessidades
primérias de assisténcia a salde, porém, para a grande
maioria das espécies ndo existe nenhuma comprovacio
técnico-cientifica sobre o potencial terapéutico, toxicol6gico
e principalmente sobre a genotoxicidade no organismo
humano. Portanto, a falta de informacdes e uso indiscri-
minado principalmente na forma de infusdes e chas podem
provocar mais efeitos nocivos do que benéficos, pois as
substancias quimicas podem ser tdxicas, mutagénicas e
carcinogénicas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho de
revisdo bibliografica foi descrever os principais testes cito-
genéticos empregados no monitoramento da mutagenici-
dade (citotoxicidade e genotoxicidade) de fitoterapicos,
extratos vegetais e seus derivados, com intuito de garantir a
qualidade e medidas de seguranca para a sadde humana,
bem como informar a comunidade cientifica e a populagéo
sobre os riscos e efeitos colaterais do consumo inadequado
de plantas medicinais.

PALAVRAS-CHAVE: Testes citogenéticos, genotoxicida-
de, plantas medicinais.

ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes has been a people's
alternative to the care of the basic needs of health care, but for
the vast majority of species there is no technical and scientific
evidence on the therapeutic potential toxicological and espe-
cially on genotoxicity in the human body. Therefore, the lack of
information and widespread use mainly in the form of teas and
infusions can cause harmful effects of more beneficial that, for
the chemicals may be toxic, mutagenic and carcinogenic. In this
context, the objective of this work of literature review was to
describe the main tests cytogenetic employees in monitoring the

ISSN online 2178-2571

mutagenicity (cytotoxicity and genotoxicity) of herbal, plant
extracts and derivatives, in order to ensure the quality and safety
measures for human health, and to inform the scientific com-
munity and the public about the risks and side effects of inap-
propriate use of medicinal plants.

KEYWORDS: Cytogenetic tests, genotoxicity, medicinal
plants.

1. INTRODUCAO

As plantas consideradas medicinais sdo utilizadas
desde a antiguidade pelas populagdes de todo o mundo
no tratamento e cura de enfermidades. Esta préatica tem
ressurgido com maior forga através da fitoterapia que
proporciona outra opcdo medicamentosa atualmente
aceita e bastante acessivel em varios paises. No Brasil,
tem sido empregada principalmente para o cuidado das
necessidades primarias de assisténcia a saude devido as
dificuldades de atencdo médica e farmacéutica, falta de
recursos financeiros para a compra de farmacos industri-
alizados, além da tendéncia da utilizacdo de produtos
naturais por muitas comunidades?.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
cerca de 60-80% da populagdo mundial dependem da
medicina popular nos seus cuidados basicos de salde, e
deste total, 85% utilizam-se de plantas e seus derivados
como forma terapéutica®®.

Devido a grande demanda e difusdo da utilizacdo de
plantas medicinais, a inddstria farmacéutica tem desen-
volvido varios fitofarmacos a base de extratos vegetais
padronizados, 0s quais sdo registrados para atender dife-
rentes especialidades médicas®.

Entretanto, para a grande maioria das plantas reputa-
das como medicinais, ndo existe nenhuma comprovacéo
técnico-cientifica e garantia de sua eficacia, seguranca e
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qualidade®. Sabe-se que para um farmaco ter eficécia sdo
necessarios estudos farmacoldgicos pré-clinicos e clini-
cos e avaliacbes dos efeitos bioldgicos preconizados,
enguanto que para a seguranca utilizam-se testes que
revelam a auséncia de efeitos toxicos®.

Neste contexto, a falta de informagGes e o uso indis-
criminado de plantas medicinais pela populacéo, princi-
palmente na forma de infusdes e chas podem provocar
mais efeitos nocivos do que benéficos, pois as substan-
cias quimicas presentes nas espécies vegetais podem ser
toxicas, mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas
quando ingeridas sem restricdes e indiscriminadamente.
Portanto, sdo necessarios estudos que avaliem o poten-
cial mutagénico (citotdxico e genotoxico), bem como os
eventuais danos causados ao organismo humano, princi-
palmente os relacionados com o aumento da taxa de
mutagOes do material genético em niveis basais®"%.

A genotoxicidade é conhecida como uma agao nociva
que afeta a integridade celular de material genético de
forma que os agentes genotdxicos interagem com o aci-
do desoxirribonucleico (DNA) gerando modificacBes na
sua estrutura e funcdo. Assim, se estas modificacdes se
fixarem ao ponto de serem transferidas diz-se que ocor-
reram mutagGes®.

As mutacBes sdo consideradas a fonte da variabili-
dade genética de um grupo, essenciais para manutencdo
das espécies e, portanto, podem provocar enfermidades
em todas as geragdes de um individuo. As mutagdes gé-
nicas estdo envolvidas nos processos de carcinogénese e
teratogénese e a identificacdo de substancias potenciais
que levam a estas alteragdes pode ser facilmente anali-
sada através de testes que detectam os componentes ge-
notdxicos numa matriz. Foi reportado que os compostos
genotdxicos possuem caracteristicas e propriedades fisi-
cas e quimicas capazes de interagir com os acidos nu-
cléicos, os quais podem levar a defeitos relacionados a
hereditariedade mediante a mutacdes observadas em
células germinativas. Este efeito ocorre, pois, 0os com-
postos genotdxicos sdo altamente reativos no meio. No
caso dos defeitos hereditarios por mutagcdes em células
somaticas é notdria a formacdo de tumores (benignos e
malignos) e recentemente foi evidenciado que este tipo
de mutagcdo também esta relacionado na patogénese de
algumas doencas cronicas degenerativas e neurodegene-
rativast® 1,

No Brasil, a utilizacdo de produtos de origem natural
como fonte de recurso terapéutico é elevada (cerca de
80%), e a validacdo e seguranga nem sempre sdo avalia-
das®. Desta forma, deve-se ter um monitoramento mais
preciso e eficaz para o consumo, garantindo assim a
qualidade, seguranca e o potencial medicinal.

Portanto, este trabalho tem por objetivo descrever os
principais testes citogenéticos empregados no monito-
ramento da mutagenicidade (citotoxicidade e genotoxi-
cidade) de fitoterapicos, extratos vegetais e seus deriva-
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dos, com intuito de garantir a qualidade e medidas de
seguranga para a salde humana, bem como informar a
comunidade cientifica e a populacdo sobre 0s riscos e
efeitos colaterais do consumo inadequado de plantas
medicinais.

2. MATERIAL E METODOS

No presente estudo a tematica norteadora da revisao
bibliografica foi a descricdo dos principais testes citoge-
néticos empregados na avaliagdo da citotoxicidade e
genotoxicidade de fitoterapicos, extratos vegetais e seus
derivados comumente utilizados pela populagéo.

No levantamento dos dados cientificos foram con-
sultadas as bases de dados LILACS (Literatura Latino
Americana e do Caribe em Ciéncias da Salde), a biblio-
teca SciELO (Scientific Eletronic Library on line), Pu-
bMed (National Center for Biotechnology Information —
NCBI, U.S. National Library of Medicine), Science Di-
rect (Science, Health and Medical Journals Explore
Scientific, Technical, and Medical Research) e SciFinder
(Chemical Abstract Service).

3. DESENVOLVIMENTO

Bioensaios empregados na avaliagcdo de muta-
genicidade de produtos naturais

Os efeitos citotdxicos e genotdxicos produzidos por
substancias presentes nos produtos naturais, principal-
mente extratos vegetais e seus derivados podem ser ava-
liados mediante diversos bioensaios devido a considera-
vel sensibilidade e confiabilidade dos resultados. Dentre
0s bioensaios destacam-se 0 Sistema teste vegetal de
Allium cepa, o Teste de Ames, o Teste de micron(cleos e
0 Teste do cometa®®.

Os bioensaios citogenéticos tém por finalidade inves-
tigar os principais agentes capazes de afetar em nivel
fisioldgico e molecular de uma matriz exposta. Assim, se
0 agente gerar danos ao DNA acredita-se que ha um po-
tencial citotoxico e genotdxico para os diferentes tipos
de células, tais como animal, vegetal e microbiana®s,

Uma alternativa que vem sendo utilizada na deteccéo
destes agentes é o emprego de biomarcadores, que sao
organismos fenotipicamente mais sensiveis a lesdes no
DNA, sendo considerados indicadores que expressam de
forma mais precisa as possiveis alteragdes externas as
quais estes organismos sdo expostosi4S,

Atualmente, os testes citogenéticos sdo validados
pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica
(IPCS, OMS), Programa Ambiental das Nagdes Unidas
(UNEP) e pela Sociedade Brasileira de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA)
para 0 monitoramento in situ, in vivo e in vitro da citoto-
xicidade e genotoxicidade de substéncias, principalmen-
te as provindas de fonte vegetal1®.
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Sistema teste de Allium cepa

O sistema teste utilizando as raizes de Allium cepa
tem sido muito utilizado no monitoramento da genotoxi-
cidade, citotoxicidade e toxicidade de produtos naturais,
devido sua alta sensibilidade e correlagbes com outros
testes citogenéticos®.

O bioensaio avalia anormalidades mitéticas e aber-
races cromossdmicas em células meristematicas da
ponta da raiz de A. cepa. Uma condicdo necessaria na
deteccdo das possiveis alteragcdes e danos dos agentes
mutagénicos é que a amostra testada deva estar em
constante divisdo mit6tica para que se avalie as etapas da
divisdo celular ao longo do ciclo celular mediante os
parametros de indice mitdtico e indice de replicagdo"1°.

Neste teste os bulbos de A. cepa ficam em contato
direto com uma solucéo aquosa da planta medicinal (in-
fusdo) em diferentes concentragdes por um determinado
periodo. A analise da acéo citotoxica é avaliada pela re-
ducdo do crescimento das raizes ou da diminuicdo do
indice mitdtico, e a acdo genotdxica é monitorada pela
andlise de micronucleos ou pelas anormalidades das
etapas anafase-telofase!d1,

A literatura relata diversos estudos que corroboram o
emprego do sistema teste de A. cepa como uma impor-
tante ferramenta e biomarcador no monitoramento de
genotoxicidade de extratos e infusdes de plantas medi-
cinais e os resultados tem indicado como principais
efeitos o aumento e diminuigdo da proliferacdo celular,
estabelecendo que muitas plantas podem apresentar po-
tencial mutagénico e antimutagénico®.

Dentre as varias espécies medicinais avaliadas por
este teste pode-se citar: Averrhoa carambola (carambo-
leira), Cissus sicyoides (uva-brava), Syzygium cumini
(jamel&o), Achillea millefolium (mil-flohas), Bauhinia
candicans (pata-de-vaca), Maytenus ilicifolia (espinhei-
ra-santa), Psidium guajava (goiabeira), Plantago lance-
olata (lingua-de-ovelha), Abelmoschus esculentus (qui-
abeiro), Symphytum officinale (confrei).

As principais vantagens deste bioensaio sdo a rapidez
da técnica, baixo custo, facil manipulagdo, cromossomos
em boas condices para estudo de danos ou altera¢Bes na
divisdo celular, incluindo a avaliacdo de riscos de aneu-
ploidia, bem como a sensibilidade, confiabilidade e cor-
relagbes com outros testes de genotoxicidade. Desta
forma, os resultados positivos utilizando produtos natu-
rais no teste de A. cepa auxiliam no estabelecimento de
medidas de controle e seguranca no uso indiscriminado
de plantas pela populagéo®®2L,

O teste de Ames
O teste de Ames foi descrito pelo pesquisador Bru-

ce Ames e colaboradores na década de 70 e tem sido
muito empregado para identificar mutagenos entre subs-
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tancias quimicas puras e misturas complexas??23,

No teste utilizam-se como indicadores linhagens
bacterianas de Salmonella typhimurium derivadas da
parental LT2, as quais possuem caracteristicas suscepti-
veis a uma maior sensibilidade as substancias que indu-
zem a diferentes mutacfes. Assim, no processo po-
dem-se incluir as sequéncias sitio-especificas no DNA
que responde de forma eficaz na reversdo, plasmideos
contendo genes que induzem ao aumento do processo de
reparo sujeito ao erro, bem como o aumento da permea-
bilidade celular de macromoléculas e auséncia do siste-
ma de reparo de DNA livre de erro*%,

Neste bioensaio deve-se considerar a utilizacdo de
células procaritticas, principalmente pelas diferencas no
metabolismo, permeabilidade, processo de reparo do
DNA e estrutura dos cromossomos destas células quando
comparados as células de mamiferos. Os experimentos
sdo conduzidos in vitro e devem ser acrescidos de uma
fonte exdgena de metabolizacdo para que ocorra a mi-
metizacdo parcial®®.

Na presenca de agentes mutagénicos as cepas de S.
typhimurium alteram o caréter auxotréfico para a sintese
de histidina resultando em diferentes mutacGes no ope-
ron do amino&cido, além de auxiliarem na deteccdo de
mutacdes do tipo deslocamento do quadro de leitura ou
substituigdo de pares de bases?.

Outro fator relevante é que sem a presenca de histi-
dina as linhagens ndo crescem no meio de cultura mini-
mo, e para o resultado é necessario a contagem de col6-
nias que crescem por placa (nimero de revertentes)
através da exposicdo das suspensfes de S. typhimurium
frente a amostra?2?’,

Estudos conduzidos com vérias plantas quanto ao
potencial mutagénico indicaram tanto resultados negati-
VoS quanto positivos. As espécies medicinais de bambus
da familia Gramineae Bambusa tuldoides, Sinocalamus
beecheyana e Phyllostachys nigra, bem como a planta
Rhizoma Polygonati Odorati utilizada popularmente
pelos chineses contra tuberculose e diabete, foram inves-
tigadas quanto a seguranca dos extratos aquoso e hidro-
alcodlico pelo teste de Ames na presenca e auséncia de
ativagdo metabdlica empregando as linhagens TA98,
TA97a, TA100 e TA102 de S. typhimurium. Os resulta-
dos demonstraram que 0s extratos ndo apresentam ativi-
dade mutagénica?®?°,

Semelhantemente, a inexisténcia de agdo mutagénica
frente as linhagens TA98 e TA100 de S. typhimurium
foram evidenciadas para os frutos da espécie Gardenia
jasminoides comumente utilizados como fitofarmacos na
medicina tradicional da China. Os extratos das plantas
medicinais Camelia sinensis (cha-da-india), Momordica
charantia (meldo-de-S&o-Caetano), Stevia pilosa e S.
eupatoria também exibiram efeito antimutagénico pelo
teste de Ames®.

No entanto, diversos estudos comprovaram que mui-
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tos extratos brutos, fragBes e substancias quimicas iso-
ladas de plantas consideradas medicinais apresentam
mutagenicidade. Os principais exemplos sdo 0s extratos
das espécies Ocotea duckei (louro-de-cheiro), Ocimum
basilicum (manjericdo ou alfavaca), Crinum macowanii
(agucena), Diospyros whyteana (café-selvagem), Catha-
ranthus roseus (vinca ou maria-sem-vergonha), Ziziphus
mucronatae e Combretum mkhzense323334,

A presenca de flavonoides, taninos e antraquinonas
nos extratos de Myrciaria tenella (jabuticaba-macia ou
cambui-agu), Smilax campestres (salsa-parrilha), Tripo-
danthus acutifolius (erva-de-passarinho) e Senna
corymbosa (sena-do-campo) podem ser oS responsaveis
pela acdo mutagénica destas espécies, bem como o ob-
servado em fragOes ricas com derivados antraquindnicos
em Aloe vera (babosa)3>6,

Os alcaloides e flavonoides presentes no extrato das
folhas e fracBes enriquecidas obtidas de Strychnos
pseudoquina (quina) planta reputada como medicinal no
tratamento de doencas hepéticas, Ulceras estomacais,
febre e maléaria, também exibiram atividade mutagéni-
ca¥’.

Neste sentido, o teste de Ames apresenta-se como um
importante método na identificagdo e caracterizagdo de
diferentes agentes mutagénicos e antimutagénicos, com
considerdvel sensibilidade, eficiéncia e confiabilidade
para os produtos naturais, principalmente os extratos,
fracOes e substancias puras isoladas de plantas medici-
nais.

O teste de micronucleo

Os micronucleos foram relatados pela primeira vez
pelo cientista Howell em 1891 como sendo inclusdes
citoplasméticas presentes em células vermelhas encon-
tradas no sangue de gatos com anemia e em 1901 o pes-
quisador Jolly corroborou observando essas estruturas
em eritrdcitos de embrides de ratos®e.

Sabe-se que varios mecanismos, como quebra cro-
mossomal (clastogénese) e rompimento das fibras do
fuso mitético (aneuploidiogénese) estdo diretamente
relacionadas e envolvidas na formacdo dos micronicleos
através do surgimento de um ““pequeno nucleo™, envol-
to por membrana (micronicleo) totalmente separado do
nacleo principal e com colora¢des idénticas devido ao
seu contelido de DNA®®,

A indugdo de um micronucleo tem sido utilizada na
avaliacdo de danos genotoxicos quando submetidos a
substancias mutagénicas, caracterizado como outro mé-
todo de deteccdo de aberracdes cromossdémicas em euca-
riotos do tipo clastogénese®.

A andlise de células micronucleadas do sangue de
camundongos através da observacdo das coloragdes das
laminas pré-coradas com acridine Orange tem sido uma
técnica descrita por Hayashi e colaboradores (1990), em
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que as células basais de DNA apresentam coloragao
amarela e as de RNA vermelha. Esta técnica permite
caracterizar em nivel de citoplasma as células de eritro-
citos jovens ricos em RNA ribossomal (policromatdfitos)
e reticuldcitos (vermelhas), além dos micronicleos co-
rados em amarelo®®,
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Figura 1. Formag&o de microntcleos em células eucaridticas™.

O fornecimento de varias amostras de sangue perifé-
rico por um mesmo camundongo sem a necessidade de
eutanasia, bem como a abundancia, fécil preparagéo,
uniformidade da populacdo e confiabilidade, represen-
tam as principais vantagens de se empregar esta técnica.
Além disso, a técnica permite avaliar micronucleos no
diagnédstico de doengas hematoldgicas e no monitora-
mento do potencial mutagénico e antimutagénico de
diferentes amostras mediante a analise em roedores,
peixes e principalmente em plantas medicinais®.

Estudos realizados com a espécie Phaseolus vulgaris
(feijdo-preto) empregando o teste de micronicleo em
medula dssea e sangue periférico de camundongos indi-
cou uma significativa diminuicdo dos danos causados ao
DNA utilizando ciclofosfamida no tratamento*?. Os ex-
tratos de Miconia rubiginosa e M. stenostachya plantas
utilizadas na medicina popular produziram uma redugéo
da frequéncia de células micronucleadas indicando efeito
protetor ao DNA“.

Infusdes das folhas de Plantago major (tansagem ou
transagem), planta utilizada por suas propriedades anti-
bidtica, anti-inflamatéria e antitumoral, revelou indices
de efeitos clastogénico e aneugénico compativeis para
auséncia de atividade genotoxica quando avaliada pelo
método do microntcleo*.

O teste cometa

O teste cometa ou SCGE (Single Cell Gel Ele-
trophoresis Assay) é um método de genotoxicidade para
avaliar danos e efeitos de reparos no DNA induzidos por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. As células
com dano aumentado no DNA apresentam um aumento
na migracdo de DNA cromossomal do nucleo em sentido
do &nodo com aspecto semelhante a forma de um come-
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O principio do método consiste na disposi¢do de
uma suspensdo de células inclusas em gel de agarose
sobre uma lamina de microscopia, as quais sdo transfe-
ridas para uma solucdo eletrolitica contendo detergente
para lisar as células, com o intuito de remocéo do con-
telido citoplasmatico e membrana celular. Posteriormen-
te, as laminas sdo imersas em solucdo tampdo para que
ocorra o desenovelamento das cadeias de DNA, através
da ruptura das estruturas secundarias e terciarias do nd-
cleo (clastogénese) e em seguida aplica-se uma corrente
elétrica para induzir a migragao dos fragmentos de DNA
no mesmo sentido da corrente elétrica*44,

A determinacgdo do grau da lesdo no DNA ¢ obtida
por microscopia Optica em que se analisa criteriosamente
um total de cem células e as classificam em diferentes
graus de lesdo que podem variar de zero, indicando cé-
lulas sem alteracdo morfoldgica, até quatro que indica
DNA fragmentado por completo*313,

O teste cometa pode ser considerado um método
simples, rapido, sensivel, de baixo custo e pode ser rea-
lizado para qualquer eucarioto sendo necessarias amos-
tras celulares extremamente pequenas. Os principais
danos observados no DNA estdo relacionados as quebras
simples ou duplas e as resultantes de reparos por excisao,
além de danos alcali-labeis e crosslinks. No entanto, este
método pode ser utilizado apenas como um indicativo de
mutagenicidade, ndo sendo aplicado para detectar muta-
¢Oes, pois as lesdes gendmicas podem sofrer reparagdo
pelo sistema de reparo intracelular®.

As folhas de llex paraguariensis (erva-mate) séo
muito utilizadas popularmente na forma de bebidas e
apresentam propriedade antioxidante, antiobesigénica,
analgésica e antibacteriana. Estudo in vitro com as infu-
sbes da planta mostrou efeito genotéxico do-
se-dependente e a andlise in vivo indicou que o extrato
aquoso promoveu danos no DNA das células de diferen-
tes Grgdos de camundongos pelo teste cometa®.

A andlise in vivo da capacidade genotdxica e anti-
genotdxica do extrato e infusdo da planta medicinal Me-
lissa officinalis (erva-cidreira) ndo demonstraram acdo
genotoxica, porém o extrato na concentracdo de 500
mg/Kg apresentou efeito protetor parcial referente aos
danos*.

A atividade genotdxica dos extratos de Plec-
tranthus ornatos (boldo) e Annona muricata (graviola)
foram avaliadas pelo teste cometa em linfécitos huma-
nos e os resultados indicaram que o boldo ndo induziu
alteragdes no DNA, porém a graviola promoveu danos
na dependéncia da concentragdo®,

5. CONCLUSAO

A identificacdo de substancias quimicas em fitotera-
picos, extratos de plantas e seus derivados com potencial
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acdo genotoxica e citotoxica, bem como seus possiveis
efeitos colaterais no organismo humano é uma ferra-
menta importante para a validagdo e seguranga dos pro-
dutos naturais comumente consumidos pela populacéo.

Neste contexto, varios modelos de bioensaios cito-
genéticos foram desenvolvidos como técnicas de analise
e atualmente eles detectam tais potenciais mutagénicos.
Pesquisas que envolvam esta tematica devem ser priori-
zadas e incentivadas em todo o mundo, pois contribuird
para um maior conhecimento e orientacdo da populagédo
a respeito do uso seguro e racional de plantas medicinais
no tratamento das doencas.
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