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AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO DA ERVA DOCE
(Pimpinella anisum L.) ATRAVES DO TESTE EM Allium cepa L.

Djailton Ramos de Figueiredo!, José Cavalcanti Silva?

RESUMO

As plantas medicinais funcionam como um importante recurso terapéutico que vem sendo utilizado
em todo o mundo e a longa data. Mas a medida que estes produtos fitoterapicos auxiliam no combate a
patologias, também podem provocar danos ao organismo. Pois muitas plantas, possuem substancias
em sua composi¢do quimica capazes de induzir alteracdes no material genético das células ou
provocar morte celular. A Pimpinella anisum ¢ uma planta de ampla distribuicao geografica, usada
como condimento e com fins medicinais para varias indicagdes, como calmante, para dores, doencas
do trato digestivo e irritagdes cutaneas. Para avaliar a potencialidade de efeitos citotdxicos e
genotoxicos do extrato hidrico da erva doce, foi realizado o teste em Allium cepa. O extrato foi testado
em duas concentracdes, sendo uma concentracdo em 12,5g/L e a outra dez vezes mais concentrada.
Como controle negativo foi usado dgua. Os resultados demonstraram tendéncia para citotoxicidade,
porém pela analise estatistica, concluiu-se que o extrato hidrico da P. anisum ndo possui atividade

citotoxica.
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EVALUATION OF CITOTOXICITY OF ANISE FRUIT HYDRO EXTRACT
(Pimpinella anisum L.) WITH THE Allium cepa L. TEST

Djailton Ramos de Figueiredo', José Cavalcanti Silva?

ABSTRACT

The medicinal plants act as an important therapeutic resource that come been used along the world and
throughout the time. Although these herbal plants be helpful against the disease, it can provoke
damage in our organism. And this because a lot of plants has in its chemistry constitution, some
compounds capable of make mutation in the genetic material and kill the cell. The anise fruit is a plant
with wide geographical distribution. It’s used like a condiment and mainly as a medicinal herb for a
big variety of indications. The objective of this study was evaluated the citotoxic and genotoxic effects
of anise fruits hydro extract through the Allium cepa test. Was tested one concentration on 12,5g/L. and
another ten times more concentrated. Was used water as negative control. The results showed that the

extract tested has not toxicity.

Keywords: Medicinal plants, anise fruits, citotoxic.
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1. INTRODUCAO

A utilizagao de produtos e substancias de origem vegetal € pratica comum em populagdes
de todo planeta. Em se tratando de plantas medicinais ¢ ampla a lista de espécies que servem
rotineiramente as necessidades das mais variadas ordens. Estudo realizado por Oliveira et al.
(2010) somou 167 espécies empregadas como fitoterapicos. Estas plantas sio comumente
usadas na forma de infusdes, chds e extratos para os diversos fins. Desde dores, febre,
diarréias e até cancer estdo nas indicagdes das plantas medicinais na concep¢ao popular
(OLIVEIRA et al. 2010). No entanto, o maior nimero de espécies utilizadas sdo indicadas no
tratamento de doengas do aparelho digestivo (ALBERTASSE et al., 2010).

Existe uma cultura popular que consiste na ideia de que o que ¢ da natureza nao oferece
riscos a saude humana. Para muitos o uso de plantas medicinais pode apresentar efeito mais
lento, mas também nao causa males e ainda ha aqueles que acreditam que esta terapia pode
apresentar maior eficiéncia que os medicamentos industrializados (ALBERTASSE et al.,
2010).

Porém, o que nao ¢ considerado, ou o que nao ¢ de amplo conhecimento, ¢ o fato de as
plantas poderem apresentar em sua composi¢cdo quimica, compostos com capacidade de
interagir com o material genético, ocasionando-lhe danos diversos. Assim como as condigdes
em geral do meio em que vivemos apresenta ameagas ao nosso DNA, tais como radiacdes
solares e as diversas substancias quimicas com as quais temos contato, as plantas também
podem ser verdadeiras ameacas para 0 nosso organismo.

No dia-a-dia estamos constantemente expostos a diversas fontes de contaminagdo
potencialmente mutagénicas. A exemplo dos agrotoxicos utilizados pelo setor agricola
visando o aumento da producdo. Kriiger (2009) afirma que a exposicdo de populagdes aos
agrotoxicos cujo principio ativo sdo o glifosato, 0 mancozeb, o fention e a beta-ciflutrina
podem ter a sobrevivéncia e a estabilidade genética comprometida. Isso reflete a importancia
da atividade antropica relacionada com mutagénese ambiental.

Tais riscos podem ter efeitos em curto ou longo prazo (carater cumulativo no organismo),
e podem ser expressas desde a morte celular ao desenvolvimento de células tumorais
(tumorigénese).

Dessa forma, ressalta-se a importancia da investigacdo dos potenciais riscos de
citotoxicidade e genotoxicidade, ndo s6 dos compostos sintéticos atuantes no ambiente

antropicamente, mas também os extratos naturais consumidos pelo homem a fim de analisar



0S Tiscos que estes possam causar ao organismo. Muitos testes atualmente conhecidos sao
normalmente usados para testar a toxicidade e genotoxicidade das substancias em geral.
Sendo os mais realizados, o teste de micronicleos em ratos ou em células humanas
(linfocitos), o teste do cometa, baseado na técnica de eletroforese, o teste de Ames
(microrganismos) e o teste vegetal com Allium cepa.

A erva doce (P. anisum) ¢ uma das plantas medicinais mais amplamente utilizada com
varias indica¢des. Muitos estudos quanto sua eficacia para varias patologias ja foram
realizados. Também ja foi atestada a acao antifungica do extrato fluido da planta (KOSALEK
et al., 2005). Apesar de toda popularidade desta planta, estudos que abordem a citotoxicidade
e genotoxicidade ainda ndo foram realizados. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho

avaliar a atividade citotdxica do extrato hidrico da erva doce com o teste de 4. cepa.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Historico das Plantas Medicinais

A ideia de usar plantas com o intuito de sanar enfermidades, pratica esta conhecida por
fitoterapia, possui longo historico de utilizagdo humana. Existem teorias que apontam para a
observacdo do comportamento animal pelo homem como origem da pratica fitoterapica.
Conforme Dantas (2008), a utilizagdo de plantas medicinais ¢ tdo antiga quanto a propria
humanidade. Sobretudo considerando que os homens desde seus primérdios consomem
vegetais para alimentagdo, o que ja ¢ meio caminho andado para a percepcao das propriedades
curativas das plantas. A experiéncia pessoal com o poder de cura dos vegetais pode ser
destacada como um ponto chave na disseminagdao do conhecimento empirico.

Hipocrates (460-377 a. C.), que ¢ considerado o pai da medicina, escreveu em sua obra
Corpus Hippocraticum a indicagao do remédio vegetal e o tratamento adequado para cada
enfermidade. De modo similar, porém informal, nas comunidades tradicionais hoje em dia,
encontramos facilmente pessoas que sdo verdadeiros “médicos populares”. Pessoas atuando
como almanaques vivos que detém todo conhecimento relacionado ao poder curativo dos
vegetais. Esse conhecimento empirico e experimental das comunidades tradicionais constitui
a base para o desenvolvimento das técnicas cientificas de investigacdo. E esta por sua vez
permite a obtencdo de métodos e produtos mais elaborados para a finalidade que se deseja.

Verifica-se na literatura a riqueza de conhecimento popular acerca das plantas medicinais

e a correlagdo que hé entre o sentido do conhecimento empirico e a fundamentacao cientifica,
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tanto das indicagdes para cada enfermidade quanto a forma de administragdo do tratado
(MEDEIROS e CABRAL, 2001). As diferentes formas de preparo condizem com a parte do
vegetal utilizada e com o fim que se deseja. Os principais modos sdo infusdo ou cha,
decocgdo, agua, maceracao, garrafada, vinho medicinal, tinturas, extratos, xarope, dentre
outros (DANTAS, 2008). Observa-se o cuidado com a preparagao das plantas com odor
(presenca de 6leos essenciais) para que nao ocorra a perda de suas propriedades, ou seja, nao
pode ferver e deve ser preparado de preferéncia tampado, de acordo com o senso comum.
Fato que esta de acordo com o conhecimento cientifico.

Contudo, estudos demonstram que muitas plantas apesar de apresentarem eficacia contra
os males para os quais sdo usados pelo senso comum, apresentaram efeito genotoxico ou
mutagénico. Dentre estas destacam-se a mamona (Ricinus communis L), o picdo-preto (Bidens
pilosa), o guaco (Mikania glomerata), a babosa (Aloe vera), o algodao bravo (Pterogyne
nitens) ¢ a manigoba (Manihot glaziovii) (FIGUEIREDO et al., 2013). Isso demonstra a
importancia dos estudos cientificos na investigacdo das propriedades quimicas vegetais que
atuem beneficamente no organismo.

No Brasil, apesar da grande diversidade floristica existente, os principios ativos sao
conhecidos em baixa proporcdo. Estima-se que apenas cerca de 8% das plantas, em um
universo de cerca de 100.000 espécies catalogadas, tenham sido estudadas quanto a sua
composi¢ao quimica (VARANDA, 2006). Dai a necessidade de ampliacdo de estudos na area,

visando a obtencao ¢ disseminag¢ao do conhecimento.

2.2. Quimica das Plantas

Os vegetais apresentam em sua composicao uma diversificada constituicdo quimica que
pode ser dividida, basicamente, em substancias resultantes do metabolismo primario e do
metabolismo secundario. Aquelas sdo provenientes do processo de fotossintese onde ocorre a
producdo de energia para as reagdes metabdlicas do vegetal, impulsionada pela luz solar, além
dos compostos envolvidos com a parte estrutural. Estas, por sua vez, sio derivadas da
assimilacdo do nitrogénio, tendo como funcao principal a defesa da planta. Em linhas gerais,
eles ndo tém acdo direta nos processos vitais das plantas, com poucas excecdes, € a sua
distribui¢do obedece a restricdes conforme a espécie ou grupo vegetal.

Em se tratando de plantas medicinais, tais substancias sao chamadas de principio ativo.
Para Dantas (2008) ¢ considerada planta medicinal aquela que contém um ou mais principio

ativo que lhe confere atividade terapéutica.
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Os metabolitos secundarios podem ser agrupados em trés grupos principais: terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados (TAIZ e ZEIGER, 2004). Os terpenos
constituem o maior grupo de produtos secundarios. Dentre as substincias que compdem este
grupo estao as giberelinas, que ¢ um importante horménio vegetal; os esterois, componentes
da membrana celular; e os carotenoides, que agem como pigmentos acessorios da
fotossintese. Os dleos essenciais que conferem odor caracteristico as folhas de plantas como a
hortela, o manjericao, o limao, dentre outras, sdo terpenos volateis.

Os compostos fendlicos, como o proprio nome sugere, apresentam um grupamento fenol
em sua constituicdo molecular. Dentro desse grupo os flavonoides sdo os mais
representativos, com destaque para as antocianinas, as flavonas, os flavonois e as isoflavonas.
Outro grupo de compostos fendlicos, os taninos, apresenta também funcao de defesa ao
vegetal. Os taninos sdo toxinas que impede a sobrevivéncia de muitos insetos herbivoros que
eventualmente alimentam-se de plantas que os possua. Sabe-se que, no organismo humano, os
taninos impede a formagao de endotelina-1, uma molécula com atividade vasoconstritora, o
que evita o risco de doengas cardiacas.

Na classe dos compostos nitrogenados estao os alcaloides, os glicosidios cianogénicos, os
glucosinolatos, e aminoacidos ndo-protéicos. Os alcaloides sdo encontrados em cerca de 20%
das plantas vasculares e apresentam importante efeito farmacologico para os humanos, em
baixa dosagem. Em altas concentragdes representa risco para muitos animais, incluindo o
homem, funcionando como um verdadeiro veneno. A forma de atuacao celular dos alcaloides
varia com o tipo. A morfina, a escopolamina, a cocaina, a nicotina, sdo exemplos de
alcaloides.

Os glicosideos cianogénicos, quando a planta sofre alguma lesdo, ou durante a trituracao/
mastiga¢do, decompoem-se liberando 4cido cianidrico (HCN), substancia toxica para muitos
animais. A distribuicdo deste metabolito ¢ ampla no reino vegetal, com destaque para
leguminosas, gramineas e rosaceas (TAIZ e ZEIGER, 2004). A ocorréncia na mandioca (M.
glaziovii) provoca intoxicagdo em mamiferos que a consomem, e pode estar associado a agao
genotoxica desta espécie como mencionado anteriormente. Os glucosinolatos, que sdo
encontrados principalmente em Brassicaceae e familias relacionadas, também liberam
compostos volateis de modo similar aos glicosideos cianogénicos.

Os aminoacidos nao-protéicos, presentes em muitas plantas, sdo formas livres de
aminoacidos que ndo sdo incorporados em proteinas. Exercem toxicidade quando consumidos
pelo bloqueio da sintese de aminoacidos proteicos, ou sendo erroneamente incorporados a

proteinas, o que resulta altera¢des funcionais desta.
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2.3. A Erva-doce (Pimpinella anisum L.)

A erva-doce, nome popular para a Pimpinella anisum, também ¢é conhecida popularmente
por funcho, anis, anis-da-Europa, dentre outro. E uma espécie pertencente a familia Apiaceae
(Umbelliferae) tendo sua origem na regidao do mediterraneco (DANTAS, 2008; SHOJAII &
FARD, 2012). Facilmente cultivavel em regides de clima quente, encontra-se disseminada em
praticamente todos os continentes, sendo cultivada por varios paises em escala comercial. No
Brasil a produgdo da erva-doce com fins comerciais ainda nao apresenta niveis mensuraveis.

Hé registros de plantio da planta na regido Nordeste do pais, mais precisamente no
agreste meridional do estado de Pernambuco, por pequenos produtores, onde ja receberam,
inclusive, incentivos do governo estadual para ampliacdo dessa cultura (FERREIRA e
SOUSA-SILVA, 2004). Trata-se de uma erva anual com caule estriado, fistuloso e ereto,
atingindo cerca de 1m de altura. As folhas sdao simples, 2-5cm, arredondadas, com peciolos
curtos e aromaticos. As flores sdo brancas, cerca de 3 mm de didmetro, umbeliformes e
levemente pubescentes. Os frutos sdo ovoides, estriados, com duas sementes, tendo o sabor
doce e aroma caracteristicos (MARTINS, 1989; AKHTAR et al., 2008).

As caracteristicas olfativas da planta sdo resultantes dos constituintes quimicos que a
compoem. Conforme Shojaii & Fard (2012), as sementes de P. anisum possuem de 1,5 a 6,0%
de sua massa constituida de 6leos volateis, consistindo principalmente de trans-anetol. Este
composto figura como o 6leo essencial mais representativo na espécie, variando de 57,4% a
93,9% conforme as distintas partes da planta.

Usualmente os chas de erva-doce ¢ utilizado para o tratamento de males do trato digestivo,
tais como dores de estdmago, desconforto intestinal e indigestdo. Além disso, também ¢
indicado pelos raizeiros como depurativo, laxante, analgésico, calmante nervoso, contra
hipertensao, disenteria e inflamagdo uterina (DANTAS, 2008). Estudos das propriedades
farmacologicas de P. anisum confirmam a atividade efetiva no organismo humano, sendo
constatada a a¢do de seus principios ativos sobre o tecido muscular, o sistema nervoso, o
sistema gastrointestinal, os rins, o sistema enddcrino e imunologico (SHOJAIl e FARD,
2012). Além da eficiéncia sobre estes sistemas e eventuais males, também foi comprovada a
atividade anticancerigena contra o cancer de préstata através de ensaio utilizando extrato

etandlico das sementes de erva-doce (KADAN et al., 2013).
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2.4. Testes Citogenéticos

As substancias presentes no ambiente que sejam potencialmente danosas ao organismo
humano caso sejam assimiladas, ou até mesmo as substancias sitéticas farmacoldgicas antes
de chegarem ao comércio, necessitam de investigacdo quanto ao nivel de risco que possa
apresentar. Ao longo dos anos varios modelos de testes tém sido desenvolvidos como
métodos de avaliacdo. Os ensaios usualmente utilizados atualmente detectam os potenciais
risco citotoxicos e/ou genotdxicos no organismo. A citotoxicidade ¢ basicamente medida pela
taxa de crescimento celular, podendo ser observada macroscopicamente. Ja a genotoxicidade
necessita da observagao dos cromossomos através de microscopia.

Os principais testes utilizados atualmente na avaliacao de toxicidade e genotoxicidade sao
o teste de Ames, o teste de microntcleos, teste do cometa (teste de eletroforese), e o teste de
Allium cepa (teste da cebola).

O teste de Ames foi publicado em 1971 por Ames e Yamasaki. E um teste in vitro que
utiliza cepas de Salmonela typhimurium na avaliagao de mutagenicidade.

O teste do micronticleo utiliza eritrocitos da medula de camundongos ou ratos. E um teste
in vivo comumente utilizado que consiste na inoculagdo da substancia teste no animal vivo,
via gavage ou intraperitonealmente, e a posterior coleta das células medulares do animal apods
um periodo determinado. Existem variagdes em que sdo utilizadas células de peixe, ou ainda,
c¢lulas humanas para observag¢ao dos micronucelos.

O teste do cometa ¢ um teste para verificar lesdes gendmicas ou quebras no DNA. Lesoes
estas que ainda podem passar pelo processo de reparo, mas podem demonstrar o risco de
intalagdo de mutagdes conforme os resultados obtidos.

Além dos ensaios baseados em células animais ou microorganismos, existem também
ensaios vegetais, com destaque pra o teste com Allium cepa. O protocolo com a forma de
aplicacao do teste foi publicado por Geirid Fiskesjé em 1985 sob o titulo “The Allium test
as a standard in environmental monitoring”, na Suécia (FISKESJO, 1985).

O ensaio serve para avaliar o potencial citotoxico e genotoxico de substincias a serem
avaliadas conforme a observagdo das células meristematicas da raiz da cebola. Uma vez que
as c¢lulas das raizes das cebolas encontram-se em constante divisao, sendo as raizes expostas
ao agente testado (no teste as raizes ficam em contato direto com a subtacia testada), qualquer
fator que danifique o material genético ou comprometa as divisdes celulares ¢ facilmente
observado através de microscopia.

O monitoramento da poluicdo ambiental, através da avaliagdo dos compostos quimicos

presentes no meio pode ser realizado por meio deste bioensaio (BAGATINI ez al, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

O teste Allium cepa é o mais antigo relatado na literatura (LUCIO NETO, 2011) tendo seu
uso registrado desde a década de 1930, embora s6 tenha sido padronizada sua realizagao em
um protocolo publicado por Fiskésjo em 1985. Tendo passado por aperfeicoamentos desde
entdo. Devido a similaridade de resposta aos mutagenos das plantas em relagdo aos
mamiferos, considerando os sistemas replicativos e reparativos do DNA tipicos dos
eucariotos, esse teste apresenta eficiéncia relevante ao que se deseja atingir. Além do mais, a
presenca de cromossomos grandes e, relativamente, poucos (2n=16), um ciclo celular curto e
controlavel, ser um método rapido e de facil realizacdo e acima de tudo, a correlagdo com
outros testes citogenéticos, favorecem a utilizacdo do teste da cebola nas investigagdes
genotoxicas.

E um dos ensaios in vivo mais utilizados na detecgdo de agentes aneugénicos e
clastogénicos pela boa correlagdo que apresenta com outros tipos de ensaios, como o0s
sistemas-teste animal (PORTIS et al., 2011). Isto contribui para que o teste seja validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e pelo Programa Ambiental das Nagdes
Unidas (UNEP) (BAGATINI et al, 2007).

As sementes de P. anisum, bem como os bulbos de A. cepa foram adquiridos de fonte
comercial, na Feira Central de Campina Grande — PB, mantendo o cuidado de selecionar um
material com qualidade adequada para o experimento.

As sementes foram trituradas para aumentar o arrasto dos compostos quimicos no preparo
do cha. Como método de extragao de tais compostos foi utilizada a decocgdo, que consiste no
cozimento do material por cerca de dez minutos, seguida da filtragdo do contetdo resultante
(CORREA et al., 2008), obtendo assim um extrato hidrico. Seguindo esse procedimento,
foram preparadas duas concentragdes, sendo um tratamento elaborado considerando a diluicao
de 12,5g/L, que corresponde a propor¢io indicada nas preparagdes populares (AVILA, 2008),
aqui representada por T1; e o segundo tratamento elaborado dez vezes mais concentrado que
o primeiro, representada neste trabalho por T2.

A escolha pela utiliza¢do do extrato hidrico justifica-se pelo fato de este ser o método que
a populacdo se utiliza da referida planta. Sendo assim, o experimento mantém relagdo apenas

com os componentes que sao carreados hidricamente, tais quais sdo consumidos pelo homem.
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O experimento seguiu a forma modificada do teste, conforme o protocolo de Fiskesjo
(1985). Os bulbos foram dispostos em trés grupos de tratamento, um grupo controle negativo,
constituido de agua, e dois grupos com as diferentes concentracdes do extrato, T1 e T2. Cada
grupo contendo cinco bulbos. Os bulbos permaneceram nos tratamentos por 48 horas.

Apbs o periodo de exposicao as raizes foram medidas com o auxilio de uma régua e
calculado o comprimento médio das raizes de cada grupo. O comprimento das raizes foi
utilizado como parametro para citotoxicidade.

Toda a parte experimental e de observagao dos resultados foram realizadas no Laboratdrio
de Histologia e Citologia da Universidade Estadual da Paraiba, na segunda quinzena do més
de marco de 2014.

Para validagao dos resultados, foi utilizado como andlise estatistica, o teste do Qui-

quadrado, com nivel de significancia a 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar a tabela 1, verifica-se que as duas concentragdes do extrato apontaram
tendéncia para um crescimento retardado, com alguns bulbos nao apresentando crescimento
radicular no periodo do experimento. Isso sugere que o extrato desempenha a¢ao negativa no

desenvolvimento celular, impedindo o surgimento de raizes e o crescimento das mesmas.

Tabela 1. Comprimento das raizes nos diferentes tratamentos e respectivas médias, apds exposigao radicular por

48 horas.

Tratamento Controle T1 T2
0,4cm Ocm Ocm
0,3cm Ocm 0,1cm
1,2cm 0,3cm 0,Icm
1,5cm Ocm 0,1cm
0,3cm 0,Icm Ocm

Média 0,74cm 0,08cm 0,06cm

Apesar de o comprimento médio das raizes nos tratamentos T1 e T2 apresentarem
numeros relativamente menores, considerando ainda o fato de parte dos bulbos nao
desenvolverem raiz durante o experimento, nao foi observada diferenca significante

estatisticamente entre os tratamentos € o grupo controle. portanto a hipotese da existéncia de
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citotoxicidade foi descartada. Porém, Kadan et al. (2013) demonstraram a citotoxicidade do
extrato alcoolico de erva doce sobre linhagens de células cancerigenas da prostata humana.
Apesar do estudo nao ter demonstrado a mesma atividade sobre células normais. Estes
resultados indicam que o extrato pode apresentar especificidade na resposta citotoxica.

Possivelmente, os compostos quimicos extraidos na forma do extrato hidrico nao
exerca importancia relevante no que se refere a toxicidade da planta. Esta possibilidade torna
o consumo de chas da referida erva uma pratica segura. E comum observar o uso do chd de
erva doce nos casos de intoxicagdo ou reagdo alérgicas, manifestadas pela irritagdo cutanea.
Esta propriedade foi confirmada através da observacao da atividade do extrato sobre o sistema
imunologico (SHOJAII e FARD, 2012).

Percebe-se a sensibilidade desta metodologia na observacdo de efeitos
citotoxicos/genotoxicos que as substancias teste podem causar. Tais efeitos podem ser
facilmente detectaveis visualmente, mesmo que os resultados ndo demonstrem achados
estatisticos. Aiub e Felzenswalb (2011) apoiam esta observacao e destaca o teste de A. cepa

como uma o6tima ferramenta didatica nas praticas de citogenética.

5. CONSIDERACOES

O extrato hidrico da erva doce ndo possui acdo citotoxica significante, baseada na
avaliacdo do desenvolvimento celular da raiz de cebola. No entanto, ¢ possivel que a
aplicacao de outras formas de analises estatisticas, possa resultar em conclusoes diferentes.

Faz-se necessaria, ainda, a realizacdo de estudos com outras fragdes de extratos da planta,

bem como estudos mais elaborados das propriedades fitoterapicas que esta erva possui.
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