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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a citotoxicidade de extratos e infusdes de boldo,
hortela e capim cidreira, coletadas em quintais do municipio de Alta Floresta, Mato
Grosso, Brasil. A citotoxicidade foi avaliada pelo teste Allium cepa. Avaliou-se quatro
concentracdes para cada planta: boldo (20, 40, 80, 160 mg/mL), hortela (30, 60 120
e 240 mg/mL) e capim cidreira (15, 30, 60 e 120mg/mL). As concentracdes foram
estipuladas a partir da concentragdo usual de cada planta. Como controle positivo
utilizou-se paracetamol (5mg/mL) e como controle negativo dgua destilada. O
experimento foi montado em DIC, contendo seis tratamentos com cinco repeticdes
por bioensaio. Os bulbos de A. cepa foram deixados para germinar nos tratamentos
por 48 horas, as raizes germinadas foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 e
armazenadas em etanol 70%. Contou-se 2.000 células por tratamento, anotando-se
o numero de células em mitose para estabelecer o Indice Mitético (IM). A
concentracdo usual do extrato de boldo (80mg/mL) apresentou IM estatisticamente
igual aos controles negativo e positivo, porém mais préximo ao controle negativo. A
infusdo de hortela apresentou IM estatisticamente similar ao controle positivo apenas
na concentracdo 240 mg/mL, a concentracdo usual (120mg/mL) ndo apresentou
efeito citotoxico. A concentragdo usual do capim cidreira (60mg/mL) apresentou IM
estatisticamente igual ao controle positivo, indicando efeito citotéxico. Recomenda-
se ter cuidado no uso de infusdes de capim cidreira, pois a concentracdo usual
apresentou efeito citotoxico. Os valores de IM nas concentracbes maiores de
extratos e infusdes das plantas testadas apresentam decréscimo e similaridade com
0 controle positivo.

PALAVRAS-CHAVE: Boldo, Capim cidreira, Extratos vegetais, hortela.
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EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY OF THREE MEDICINAL PLANTS FOUND
IN URBAN YARDS IN THE MUNICIPALITY OF ALTA FLORESTA, MATO
GROSSO, BRAZIL

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the cytotoxicity of extracts and infusions of three
medicinal plants (boldo, hortela and campim cidreira) that were collected in yards in
the municipality of Alta Floresta, Mato Grosso, Brazil. The citotoxicyty was evaluated
through Allium cepa test. We analyzed four concentrations for each plant: boldo (20,
40, 80 and 160 mg/mL), hortela (30, 60 120 and 240 mg/mL) and capim cidreira (15,
30, 60 and 120mg/mL). The concentrations used in the assays were established
according to the usual concentration that is consumed by people. Paracetamol (5
mg/mL) was used for positive control, and distilled water for negative control. The
experiment was organized in DIC, with six treatments and five replications per assay.
The bulbs of A. cepa were germinated in the treatments for 48 hours, after the roots
germinated were collected, fixed in Carnoy 3:1, and stored in 70% ethanol. To
estimate the mitotic index (MI) were evaluated 2000 cells per treatment. The usual
concentration of the extract of boldo (80 mg/mL) presented MI statistically similar to
the negative and positive controls, being more similar to the negative control. The
concentration 240 mg/mL obtained by hortela infusion presented MI similar to the
positive control, while the usual concentration (120 mg/mL) did not present cytotoxic
effect. The usual concentration of capim cidreira (60 mg/mL) presented MI
statistically similar to the positive control, thus indicating cytotoxic effect. We
recommended to use with caution capim cidreira infusions, since its usual
concentration showed cytotoxic effect. The IM values presented decrease and
similarity to the positive control in the higher concentrations of the extracts and
infusions analyzed.

KEYWORDS: Plant extracts, Boldo, Hortela, Capim cidreira.

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas no tratamento de doengas é muito comum entre a
populacao desde as primeiras civilizagdes por conter em sua composicao esséncias
e principios ativos que revelam empiricamente um poder curativo (BADKE et al.,
2011). Porém muitas destas plantas nao foram estudadas em relacdo aos potenciais
efeitos téxicos a nivel celular (BRAGATINI et al.,, 2007). Vicentini et al., (2001)
afirmam que chas e infusdes de algumas plantas podem conter substancias téxicas
com efeito mutagénico.

Aproximadamente 80% da populacdo mundial em paises em desenvolvimento
fazem uso de plantas medicinais para cuidar da saude, porém apenas 15% a 17%
destas plantas tém sido estudadas cientificamente para avaliar a eficacia e
seguranca (SILVA et al., 2015). Entre as espécies utilizadas na medicina popular
brasileira, destacam-se o boldo (Plectranthus barbatus Andrews), o capim cidreira
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf) e a hortela (Mentha x villosa Huds), pois estao
entre as plantas mais citadas em levantamentos etnoboténicos de plantas
medicinais do Brasil (NEVES et al., 2012; PERNA; LAMANO-FERREIRA, 2015).

O Plectranthus barbatus Andrews (Lamiaceae) popularmente conhecido como
boldo-peludo, falso-boldo e boldo brasileiro (LORENZI; MATOS 2008), € indicado
para distarbios intestinais, patologias hepaticas, cdlica abdominal, doencas
cardiacas, disturbios do sistema nervoso e doencas respiratérias como asma,
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bronquite e pneumonia (ALASBAHI; MELZIG, 2010; RODRIGUES et al., 2011).

O género Mentha (Lamiaceae) envolve cerca de 30 espécies que podem ser
encontradas na América do Sul, sendo que algumas produzem 6éleos volateis com
potencial de uso nas industrias farmacéuticas e de alimentos (DORMAN et al., 2003;
SERRA et al., 2013) e por isso apresentam grande importancia econémica. A hortela
(Mentha x villosa Huds) estimula o aparelho digestério, combate dores de barriga e
prisdo de ventre e tem propriedades anestésicas devido a presenca do mentol,
podendo ser usada como emplastos e as folhas amassadas podem ser colocadas
sobre picadas de inseto, em hematomas simples, promovendo alivio no local
(MARTINS et al., 2002).

Cymbopogon citratus (Poaceae) € conhecido popularmente no Brasil como
capim-limao, capim-cidrd, capim-cheiroso, capim-cidreira, capim-cidrao, citronela-de-
java entre outros (GUIMARAES et al., 2008). E uma planta que tem origem na India
e Asia Oriental, mas que se encontra bastante adaptada nas condicées do Brasil,
essa planta tem ciclo perene, é caracterizada pela presenga de folhas compridas,
estreitas e afiadas, atingindo aproximadamente 80 cm de altura (LORENZI; MATOS
2008). Seu uso é largamente difundido desde a regido norte a regiao sul do pais na
forma de cha, que pode ser preparado por decoccéo de folhas secas ou por infusdo
de folhas frescas (SOUZA et al., 2005). O citral € o composto quimico presente em
maior quantidade no capim cidreira, ao qual se atribui a atividade calmante e
espasmolitica, € empregado para o alivio de codlicas intestinais e ao tratamento de
estados de intranquilidade, farmacologicamente comprovado (LORENZI, 2008).

O indice mitético indica a proliferacdo adequada das células e conforme
Becavello et al., (2012) é utilizado como parametro para analise da citotoxicidade de
extratos de plantas e, pode ser medido através do teste de Allium cepa (TEDESCO
et al., 2012). Este teste avalia disturbios no ciclo celular e no indice mitético de
células meristematicas de cebola e destaca-se para ser aplicado em estudos do
efeito de extratos vegetais por ser uma alternativa barata, eficiente, sensivel e que
apresenta boa correlacdo com outros sistemas teste (BECAVELLO et al., 2012;
FRESCURA et al., 2012; LOUVATEL et al., 2014;).

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar a citotoxicidade de extratos
e infusées das plantas medicinais: boldo, horteld e capim cidreira, coletadas em
quintais do municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e material vegetal

O estudo foi realizado no municipio de Alta Floresta, MT e teve o auxilio de
professores e alunos de duas escolas estaduais da cidade. As folhas de boldo foram
coletadas por alunos da Escola Estadual Jayme Verissimo de Campos Junior e as
folnas de hortela e capim cidreira foram coletadas por professores da Escola
Estadual Vitéria Furlani da Riva, todo o material vegetal foi obtido em quintais dentro
do municipio.

O material vegetal de todas as espécies para a confeccdo dos extratos e
infusbes constituiu em folhas frescas. O material coletado foi levado para o
laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do Estado de
Mato Grosso, campus Universitario de Alta Floresta.
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Preparacao dos extratos e infusoes

A preparacao dos extratos e infusdes partiu da concentracdo usual utilizada
por populares. A concentracdo usual foi estimada com base em pesquisa com
usuarios das plantas. A partir da concentracao, usual foram fixadas concentracoes
inferiores e superiores para cada planta, totalizando sempre quatro concentracdes.

Para preparo do extrato de boldo considerou-se a concentracao usual de trés
folhas para 100 mL de agua, que correspondeu a 8 g de material ou 80 mg/mL.
Pesou-se a quantidade necessaria de folhas para obtencao de 500 mL de extrato
nas concentragcées de 20, 40, 80, 160 mg/mL. As folhas foram trituradas em
liquidificador juntamente com a 4gua destilada e em seguida o extrato foi coado.

A concentracdo usual utilizada como base para o preparo das infusdes de
hortela consistiu em seis folhas para cada 100 mL de agua, o equivalente a 12g de
folhas ou 120 mg/mL. Pesou-se a quantidade de folhas necessérias para obtencao
de 500 mL de infus&o nas concentragdes de 30, 60 120 e 240 mg/mL. Para preparo
da infusdo, foram adicionadas as folhas ap6s a agua ferver, a infusao ficou em
repouso por 10 minutos e em seguida foi coada.

Para a infusdo do capim cidreira a concentracdo usual consistiu em trés
folnas em 100 mL de agua equivalendo a 6g ou 60mg/mL. Foram pesados na
balanca de precisdo as quantidades de folhas necessarias para preparo de 500 mL
de infusdo nas concentracées 15, 30, 60 e 120mg/mL. O preparo das infusées com
capim cidreira seguiu 0 mesmo procedimento das infusdes de hortela. Como
controle positivo utilizou-se paracetamol (5mg/mL). E como controle negativo
utilizou-se agua destilada, totalizando seis tratamentos para cada espécie medicinal
avaliada.

Montagem do experimento

Os experimentos foram montados na Escola Estadual Jayme Verissimo de
Campos Junior, com o auxilio dos alunos das turmas 2° e 3% ano do ensino médio. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo seis tratamentos
por bioensaio e cinco repeticdes por tratamento. Dessa forma, foram utilizados 30
bulbos por bioensaio. Os bulbos foram primeiramente colocados para germinar em
agua destilada por 24 horas em temperatura ambiente. Ap6s a germinacao, os
bulbos foram transferidos para os diferentes tratamentos por 48 horas.

Posteriormente as raizes germinadas foram coletadas e fixadas em Carnoy
3:1 (etanol: acido-acético) por 24 horas em temperatura ambiente e em seguida
armazenadas em etanol 70% a -4°C.

Montagem das laminas e contagem das células

As laminas foram preparadas através da técnica de esmagamento proposta
por Guerra e Souza (2002). As raizes foram submetidas a uma lavagem em agua
destilada por cinco minutos, hidrolisadas em HCL 5N (Acido cloridrico) por 15
minutos e novamente lavadas em agua destilada por cinco minutos. Apds a lavagem
foram colocadas sobre a ldmina e com o bisturi a coifa foi extraida para a obtencéo
da regido meristematica apical, o restante do material foi descartado, deixando sobre
a lamina somente o material em plena atividade celular.

As laminas foram observadas em microscopio Optico binocular com
magnitude de 40X. A contagem das células foi realizada conforme Pires (2001).
Foram analisadas oito raizes para cada tratamento, contando-se 250 células por
lamina, totalizando 2.000 células por tratamento. Nas células analisadas foram
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observados numeros de células em cada fase da mitose: interfase, profase,
metafase, anafase e telofase.

Analise dos dados

A significancia do efeito dos tratamentos foi determinada por meio do teste F.
Para comparagdo entre os tratamentos foi utilizado o Teste de Tukey (p<0,05).
Todas as analises foram realizadas com o programa estatistico SISVAR 5.0
(FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Por meio destes bioensaios verificou-se a influéncia dos extratos de boldo e
das infusdes de hortela e de capim cidreira no indice mitético de A. cepa. A tabela 1
apresenta os resultados da analise de variancia onde os tratamentos apresentaram
alteracoes significativas para o indice mitético (IM).

TABELA 1. Quadrado médio da variavel indice Mitético (IM) de raizes de
Allium cepa submetidas a diferentes concentracdes de extratos
aquosos de boldo e infusdes de horteld e capim cidreira.

Fonte de variacao = Capim Cidreira Hortela Boldo

Tratamento 353.46** 328.46** 141.21*
Média 56.6 52.32 54.02
CV(%) 9.93 11.56 13.02

Efeito significativo 1% (**) e 5% (*)

Entre os tratamentos com o extrato de boldo, a concentracdo de 160mg/mL
apresentou indice mitético inferior aos demais tratamentos, porém nao foi
significativamente diferente dos controles positivo e negativo sendo estatisticamente
diferente apenas do tratamento com o extrato de 40mg/mL. De acordo com Iganci et
al., (2006), extratos de boldo podem ou n&o estimular a divisdo celular em raizes de
cebola. A pequena influéncia verificada no indice mitético pode estar relacionada
com a presenca de substincias potencialmente téxicas, como a forscolina
(PEREIRA et al., 2014). A concentracdo usual que corresponde ao extrato de
80mg/mL, ndo apresentou diferenca significativa em relacdo aos controles negativo
e positivo, porém apresentou IM mais proximo ao controle negativo, sugerindo
auséncia de efeito citotdxico (Tabela 2).

TABELA 2. indice mitético (IM) em raizes de A. cepa submetidas e diferentes
concentracdes de extratos de boldo.
N2 de células em

o,

Tratamentos divisdo IM (%)
Paracetamol (controle positivo) 999 49.85 ab
Agua (controle negativo) 1118 55.90 ab
Extrato 20 mg/mL 1127 56.35 ab
Extrato 40 mg/mL 1192 59.60 a
Extrato 80 mg/mL 1079 53.95 ab
Extrato 160 mg/mL 968 48.40 b

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Para a infusdo de hortela apenas o tratamento com 240 mg/mL apresentou o
IM estatisticamente similar ao controle positivo. Os demais tratamentos ndo foram
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significativamente diferentes do tratamento controle, (Tabela 3). Esses resultados
sugerem que a concentracdo usual (120mg/mL) ndo apresenta efeito citotoxico
sobre as células meristematicas de cebola.

Trabalhos experimentais feitos sobre os 6leos essenciais tém demonstrado
que algumas das substancias que sao encontradas na hortela, em alta quantidade,
podem provocar toxicidade (BRASILEIRO et al., 2008). Mas segundo Kamatou et al.,
(2013) a toxicidade apresentada pelo mentol é baixa. Essas informagcbes podem
explicar a influencia mais significativa do tratamento com maior concentra¢éo no IM
e a diferenca nao significativa entre os demais tratamentos e o controle.

TABELA 3. indice mitético (IM) em raizes de A. cepa submetidas a diferentes
concentracdes de infusdes de hortela.
N2 de células em

o,

Tratamentos divisdo IM (%)
Paracetamol (controle positivo) 851 4255 ¢
Agua (controle negativo) 1070 53.50 ab
Infusdo 30 mg/mL 1081 54.04 ab
Infusdo 60 mg/mL 1243 62.14 a
Infusdo 120 mg/mL 1046 52.30 b
Infusdo 240 mg/mL 987 49.35 bc

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Os tratamentos com infusdo de capim cidreira, com concentracdo de
60mg/mL e 120mg/mL apresentaram o IM estatisticamente igual ao controle positivo
(Tabela 4). Este resultado pode estar relacionado a metabdlitos secundarios
produzidos pelo capim cidreira como o geraniol, citral e diterpenos que possuem
fungdes ecoldgicas conhecidas como inibidores de germinacao e frequentemente
toxidade elevada dependendo da dose manipulada (SOUZA et al., 2005).

O resultado encontrado para o tratamento de 60mg/mL que consiste na
concentracdo usual do capim cidreira destaca a importancia do conhecimento
adequado sobre as doses de uso das plantas medicinais, uma vez que dependendo
das concentracdes e dos metabdlitos presentes podem ter efeitos tdéxicos (SILVA et
al. 2015).

As infusbes em maiores concentracoes apresentaram efeito citotdxico nas
células de cebola. Resultados semelhantes foram obtidos por Louvatel et al., (2014)
que verificaram que o aumento na concentracao de infusdes de Stachys byzantina
C. Koch. (Lamiaceae) causou decréscimo no indice mitético de células de cebola.

TABELA 4. indice mitético (IM) em raizes de A. cepa submetidas e diferentes
concentracoes de infusbes de capim cidreira.

N¢ de células em

o,

Tratamentos divisdo IM (%)
Paracetamol (controle positivo) 937 46.85 c
Agua (controle negativo) 1207 60.35 ab
Infusdo 15 mg/mL 1268 63.40 a
Infusdo 30 mg/mL 1257 62.85 a
Infusdo 60 mg/mL 1077 53.85 bc
Infusdo 120 mg/mL 1045 52.25 bc

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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CONCLUSAO
O extrato de boldo e a infusdo de horteld na concentracdo usual ndo
apresentaram efeito citotoxico em células de A. cepa. Recomenda-se um maior
cuidado no uso de infusbes de capim-cidreira, pois na concentragdo usual esta
planta apresentou efeito citotéxico. Os valores de IM nas concentragdes maiores de
extratos e infusdes das plantas testadas apresentam decréscimo e similaridade com
0 controle positivo.
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