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RESUMEN

Introducao: Matricaria chamomilla L. € uma planta pertencente a familia
Asteraceae cujo nome popular é camomila branca. Suas flores possuem diversas
substancias com propriedades terapéuticas para cura e prevencdo de diversos
males, dentre eles, desconforto gastrointestinal, inflamacdes, estresse e
hipertenséao.

Objetivos: avaliar a atividade citotéxica, genotdxica e mutagénica in vivo da
tintura vegetal de Matricaria chamomilla utilizando o ensaio de micronucleo em
medula dssea de roedores, n= 6/grupo e o teste em Allium cepa L.

Métodos: para a realizagdo do ensaio de micronucleo foram determinados 6
grupos experimentais, os quais foram administrados: cisplatina (controle positivo),
solucao salina 0,9 % (controle negativo), alcool etilico 64 % (controle solvente da
droga), tintura de Matricaria chamomilla 0,02 e 0,1 pL/g/d proporcionais a 20 e 100
gotas diarias, respectivamente, considerando-se um individuo adulto de 75 kg, e
dosagem supra-clinica (400 pL/d). Os animais foram expostos a 5 d de tratamento
e sacrificados no sexto, com excec¢ao do controle positivo. Para a realizacdo do
teste em Allium cepa foram determinados 5 grupos experimentais, os quais foram
administrados: agua destilada (controle negativo), tintura de Matricaria chamomilla
nas concentracdes de 1 e 5 mg/mL e alcool 64 % diluido nas mesmas proporcdes
que a tintura (controle solvente da droga 1 e 2).
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Resultados: os resultados demonstraram que a tintura de Matricaria chamomilla
nao foi mutagénica, genotéxica e citotéxica nas concentracdes testadas, com
excecao da dosagem supra-clinica, que apresentou mutagenicidade.

Conclusofes: a tintura de Matricaria chamomilla quando administrada em dosagens
proporcionais as preconizadas para humanos, ndo demonstrou citotoxicidade e
mutagenicidade para camundongos e genotoxicidade em Allium cepa, chamando
atencao para seu uso sob cautela em elevadas quantidades.

Palavras chave: tintura, Matricaria chamomilla L., citotoxicidade, genotoxicidade,
mutagenicidade, micronucleo, Allium cepa L.

RESUMEN

Introduccioén: Matricaria chamomilla L. es una planta perteneciente a la familia
Asteraceae, cuyo nombre popular es camomila blanca. Sus flores poseen diversas
sustancias con propiedades terapéuticas para la cura y prevencion de diversos
males, entre ellos, malestar gastrointestinal, inflamaciones, estrés e hipertension.
Objetivos: evaluar la actividad citotoxica, genotéxica y mutagénica in vivo de la
tintura vegetal de Matricaria chamomilla utilizando el ensayo de micronucleo en
médula 6sea de roedores, n= 6/grupo y la prueba en cepa Allium L.

Métodos: para la realizacion del ensayo de micronucleo fueron determinados
grupos experimentales, a los cuales se les administré: cisplatina (control positivo),
solucién salina 0,9 % (control negativo), alcohol etilico 64 % (control solvente de la
droga), tintura de Matricaria chamomilla 0,02 y 0,1 pL/g/d proporcionales a 20 y
100 gotas diarias, respectivamente, partiendo de un individuo adulto de 75 kg
y dosificacién supraclinica (400 pL/d). Los animales fueron expuestos a 5 d de
tratamiento y sacrificados en el sexto, con excepcion del control positivo. Para la
realizacion de la prueba en cepa Allium, se determinaron 5 grupos experimentales,
a los cuales se les administré agua destilada (control negativo), tintura de
Matricaria chamomilla en concentraciones de 1 y 5 mg/L, y alcohol 64 % diluido en
las mismas proporciones que la tintura (control solvente de la droga 1y 2).
Resultados: la tintura de Matricaria chamomilla no fue mutagénuca, genotéxica ni
citotoxica en las concentraciones probadas, con excepcion de la dosificacion
supraclinica que presenté mutagenicidad.

Conclusiones: la tintura de Matricaria chamomilla cuando se administra en
dosificaciones proporcionales como las indicadas para humanos, no demostro
citotoxicidad ni mutagenicidad en pequefios ratones domésticos ni genotoxicidad en
cepa Allium, aunque se recomienda su uso con precaucion en elevadas cantidades.

Palabras clave: tintura, Matricaria chamomilla L., citotoxicidad, genotoxicidad,
mutagenicidad, micronucleo, cepa Allium L.

ABSTRACT

Introduction: Matricaria chamomilla L. is one plant of Asteraceae family, whose
common name is white chamomille. Its flowers have different substances with
therapeutic properties for healing and prevention of various ailments, among them,
gastrointestinal upset, inflammation, stress and hypertension.

Objectives: to in vivo evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic activity of
Matricaria chamomilla vegetal tincture, using the micronucleus assay in rodent bone
marrow (n= 6/group) and the Allium cepa L. test.

Methods: for the carrying out of micronucleaus assay, 6 experimental groups were
formed and administered: cisplatin (positive control), 0.9 % saline solution
(negative control), 64 % alcohol (solvent control drug), Matricaria chamomilla
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tincture at 0,02 and 0,1 pL/g/d doses, equivalent to 20 and 100 drops daily,
respectively, considering an adult (75 kg) and the above-clinical dose (400 pL/d).
The animals were exposed to 5 days of treatment, and slaughtered on the sixth,
with the exception of positive controls. As for the test in Allium cepa, 5 experimental
groups were determined, and administered distilled water (negative control),
Matricaria chamomilla in concentrations of 1 and 5 mg/mL and 64 % diluted alcohol
in the same proportions as the tincture (solvent control drug 1 and 2).

Results: the results demonstrated that Matricaria chamomilla tincture was neither
mutagenic, genotoxic nor citotoxic at tested concentrations, with the exception of
the above-clinical dose, which showed mutagenicity.

Conclusions: Matricaria chamomile tincture when administered in concentrations
proportional to those prescribed to humans, showed neither cytotoxicity nor
mutagenicity in mice and just genotoxicity in Allium cepa, paying attention to its
careful use in high quantities.

Key words: tincture, Matricaria chamomilla L., cytotoxicity, genotoxicity,
mutagenicity, micronucleus, Allium cepa L.

INTRODUCAO

Matricaria chamomilla L. (sin. Chamomilla recutita L. e Matricaria recutita L.
Rauschert) conhecida popularmente como camomila branca, é uma planta
herbacea, anual, aromatica, pertencente a familia Asteraceae, nativa dos campos
da Europa e aclimatada em algumas regides da Asia e nos paises latinos." Goza de
notada importancia pelo seu valor medicinal, sendo utilizada na medicina popular
principalmente pelas suas propriedades carminativas, espasmoliticas, anti-
inflamatorias, ansioliticas, contra ferida estomacal e sindrome do intestino
irritado.?™ Dentre as atividades farmacoldgicas testadas até o momento foram
relatadas sua eficacia na diminuicao do estresse, na aceleracao da cicatrizacdo de
feridas em animais, beneficios em animais com diabetes, potencial in vitro contra o
cancer e eficaz inibicdo da abstinéncia e dependéncia de morfina em ratos.>™®

A parte da planta utilizada para fins terapéuticos é constituida dos seus capitulos
florais secos de onde se obtém 6leo essencial e flavonéides.*

Apesar da atividade antioxidante da tintura de M. chamomilla ser comprovada,*°
estudos cientificos que corroborem com seu uso ainda sdo escassos, principalmente
0s que envolvem sua avaliacdo em sistema teste in vivo, para verificacdo de efeitos
toxicos.

Dentre os testes de avaliacdo toxicolégica preconizados pelas agéncias
internacionais e instituicdes governamentais, o teste de microndcleo em medula
6ssea de roedores in vivo € amplamente recomendado para avaliacdo e registro de
novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado
mundial.**"** Outro sistema teste Util é o realizado em células meristematicas de
Allium cepa devido a sua sensibilidade e sua boa correlagdo com outros sistemas-
teste, principalmente com de mamiferos.***’

Sendo assim, este estudo teve como foco avaliar os potenciais efeitos citotéxico,
genotdxico e mutagénico in vivo da tintura vegetal de M. chamomilla.
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METODOS
Tintura vegetal

As amostras da tintura vegetal de M. chamomilla foram adquiridas na farméacia com
manipulacdo Esséncia, localizada em Vitéria, Espirito Santo, Brasil na concentragéo
de 20 mg/mL (alcool 64 %).

Ensaio in vivo em medula 6ssea de roedores

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos e fémeas, com idade
entre 7 a 12 semanas, selecionados aleatoriamente e fornecidos pelo biotério da
Universidade Federal do Espirito Santo, Brasil. Os animais foram mantidos
agrupados em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura constante,
com ciclo claro-escuro de 12 h. O regime alimentar foi o classico, com racao
comercial padrédo e agua fornecida ad libitum. Determinaram-se seis grupos
experimentais, cada qual com 6 animais (3 machos e 3 fémeas), como
demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais, n=6/grupo

Grupo 1 Controle positivo: cisplatina 6 mgskg {via intraperitonial)
Grupo II Controle negativo: solugio salina 0,9%
Grupo II1 Controle solvente da droga: alcool 64 % {400 pL/d)

Grupo IV | Matricariz charmormillz 0,02 pl/g/d - correspondente a 20 gotas/d*
Grupo ¥ Matricaria chamormilz 0,1 plfgfd - correspondente a 100 gotas/d*
Grupo %I Matricariz chamorills: dosagem supraclinica (400 plL/d)

*oonsiderando urm individuo de 75 ka,

Os tratamentos, com excecdo do Grupo |, foram realizados por gavage. Cada grupo
foi tratado durante cinco dias, com excec¢ao do Grupo |, que recebeu uma dose
Unica e foi sacrificado apés 24 h. Os ensaios foram realizados de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal do Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA/UFES).

O sacrificio foi feito por deslocamento cervical, com posterior retirada de ambos os
fémures de cada camundongo. As laminas foram confeccionadas e coradas com
eozina azul de metileno segmento Leishman (Cromoline Brasil), para a
diferenciacéo das células sanguineas, principalmente os eritrdcitos policroméaticos
(PCE), eritrocitos normocromaticos (NCE) e eritrdcitos policromaticos
micronucleados (MNPCE).'? Para a determinacdo da mutagenicidade, um total de 2
000 PCEs foram analisados/animal (1 000/lamina), para o registro da frequéncia de
MNPCEs. Para a determinacado da citotoxicidade, um total de 400 eritrécitos
(PCE+ENC) foram contados por animal (200/1amina) e o registro da frequéncia de
PCEs foi calculado (PCE/PCE+NCE). As laminas foram analisadas em teste cego,
utilizando microscépio 6ptico com aumento de 1.000x.*®

Ensaio in vivo em sistema teste Allium cepa L.

As sementes de A. cepa foram submetidas a germinacdo em agua destilada até que
as raizes atingissem aproximadamente 0,5 cm. Posteriormente, cerca de 30 raizes
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foram transferidas para 5 placas de Petri, cada qual com uma substancia teste,
totalizando 5 grupos experimentais, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Grupos experimentais do ensaio em Alfium cepa

Grupo [ Controle negativo: agua destilada
Grupo 11 Matricaris chamormiliz 1 mg/mL
Grupo III Matricars charmormillz 5 mg/mL

Controle solvente da droga 1@ alcool 64 % diluido na mesma
Grupo I¥ = . "

proporgdo que a tintura na concentragdo de 1 mg/mL

Controle solvente da droga 2; alcool 64 % diluido na mesma

Grupo

proporgao que a tintura na concentragao de 5§ mgs/mL

Vinte e quatro horas ap0ds o inicio do tratamento, as sementes foram coletadas e
fixadas em carnoy acético e posteriormente as laminas foram confeccionadas®® para
analise em microscépio 6ptico. Foram analisadas 5.000 células por tratamento,
considerando-se como parametros os indices mitético (IM), de efeito clastogénico
(IEC) e de efeito aneugénico (IEA).

Andalise estatistica

A analise estatistica utilizou o método de Analise de Variancia (ANOVA) e o teste a
posteriori de Tukey, com p< 0,05 (5 %) para as diferencas estatisticas
significativas, em ambos os sistemas-teste.

RESULTADOS
Ensaio in vivo em medula 6ssea de roedores

Os testes in vivo em medula 6ssea revelaram que a tintura vegetal de M.
chamomilla ndo apresenta efeito citotéxico e mutagénico quando administrada nas
dosagens de 0,02 e 0,1 uL/g/d (correspondente a 20 e 100 gotas diarias,
respectivamente) e que a dosagem supra-clinica apesar de ndo promover um efeito
citotoxico, apresenta um efeito mutagénico quando comparado ao controle
negativo, sem, no entanto, alcancar os niveis de mutagenicidade apresentados pela
acao da cisplatina (controle positivo), como demonstrado nas tabelas 3 e 4.

O grupo controle solvente da droga nao foi utilizado para analises estatisticas, uma
vez que as fémeas ndo sobreviveram ao tratamento de 5 d.

Ensaio in vivo em sistema teste Allium cepa L.

Os testes in vivo em A. cepa revelaram que a tintura ndo apresenta efeito citotoxico
quando administrada nas dosagens de 1 e 5 mg/mL como demonstrado na figura 1.

Além disso, as concentra¢des testadas ndo apresentaram efeito clastogénico e
aneugénico, nao apresentando, portanto, efeito genotéxico, como demonstrado nas
figuras 2 e 3.
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Tabela 3. Frequéncia de microndcleos em eritrocitos palicromaticos em animais {n=6/grupo} expostos
as diferentes dosagens da tintura vegetal Matricariz chamoriliz (0,1 pl/g/d, 0,02 plfgs/d e dosagem supra-clinica)

Frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados/1000 células

Contrale negativo 2,667 a + | 0,12
Controle positivo 6,833 a} + | 0,70
Dosagem 0,1 plfgsd 6,25 a + 0,1
Dosagem 0,02 pl/gfd 2,667 a + | 0,13
Dosagem supraclinica 11,117 c + | 0,34

0 controle positivo foi realizado com cisplatina (6 mg/kgfd) e o controle negativa
com solucdo salina a 0,9 %, ANOWVA, Teste de Tukey, p< 0,05,

Tabela 4. Relagdo de eritraocitos policromaticos no total de eritrocitos PCE/PCE+MNCE), em 200 celulas/lamina
dos animais {n= 6/grupo) expostos as diferentes dosagens da tintura vegetal
Matricaria chamormilta (0,1 plL/gdd, 0,02 pl/g/d e dosagem supraclinica)

Felagdo PCE/PCE+MNCE

Controle Megativo 0,5154 | a |+ | 0,002
Controle Positivo 0,4175 |b |+ | 0,003
Dosagem 0,1 pligdd 0,512 | a |+ | 0,003
Dosagem 0,02 plfg/d | 0,5154 | a | £ | 0,004
Dosagem supraclinica | 0,5522 | a | £ | 0,006

O controle positivo foi realizado com cisplatina (6 mg/kg/d) e o controle negativo
com solucdo salina a 0,9 %, ANOWA, Teste de Tukey, p< 0,05,
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Fig. 1. Indice mitético (%) das células de Allium cepa em
resposta ao tratamento mutagénico com a tintura vegetal de
Matricaria chamomilla nas concentracdes de 1 e 5 mg/mL,

controle negativo e controles do solvente 1 e 2 (alcool diluido

na mesma proporcao que a tintura nas concentracbes de 1 e

5 mg/mL, respectivamente). ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05.
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Fig. 2. indice de efeito clastogénico (%) das células de Alfium

cepa em resposta ao tratamento mutagénico com a tintura
vegetal de Matricaria chamomilla nas concentracbes de 1 e

5 mg/mL, controle negativo e controles do solvente (alcool
diluido na mesma proporgdo que a tintura nas concentragdes
de 1 e 5 mg/mL).ANOVA, Teste de Tukey, p<0,05.
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Fig. 3. indice de efeito eneugénico (%) das células de Allium
cepa em resposta ao tratamento mutagénico com a tintura
vegetal de Matricaria charmmomilla nas concentragdes de 1 e

5 mg/mL, controle negativo e controle do solvente (alcool
diluidos na mesma proporcdo que a tintura nas concentracies
de 1 e 5 mg/mL). ANOVA, Teste de Tukey, p=<0,05.

Como observado, o controle solvente da droga 2 apresentou um maior indice de
efeito aneugénico, demonstrando-se estatisticamente diferente ao controle
negativo.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos sdo comparaveis a estudos também realizados com tinturas,
em que testes in vitro e in vivo ndo detectaram dano citotéxico significativo nem a
ocorréncia de efeitos genotéxico e mutagénico.?***

Muitos estudos com plantas da familia Asteraceae demonstram, como no presente
estudo, a auséncia de mutagenicidade e/ou citotoxicidade.?*** Por outro lado,
muitos produtos derivados de plantas tidas como medicinais podem apresentar
efeito nocivo.?® Podemos considerar aqui algumas plantas que ja possuem a sua
acado téxica comprovada, como a Braccharis trimera (Less.) DC., conhecida
popularmente como carqueja e que seu chéa apresenta efeito mutagénico®® e a
prépria M. chamomilla, que em outros estudos realizados no sistema teste Allium
cepa demonstrou-se genotéxica nas concentracdes testadas.?’

A dosagem supra-clinica, por sua vez, aumentou significativamente a quantidade
de micronucleos ao ponto de ser estatisticamente diferente ao controle negativo no
teste em medula 6ssea de roedores, porém nao induziu tantos danos como a
cisplatina (controle positivo). Muitos compostos que fazem parte da composicao
quimica das plantas utilizadas como medicinais, podem ser mutagénicos e até
carcinogénicos quando ingeridos de forma indiscriminada, situacdo que pode ser
alcancada rapidamente com o aumento da dose.?® A seguranca ou toxicidade na
utilizacdo dos produtos de origem natural dependem do tempo de exposi¢do ou da
dose utilizada,?® esta afirmacao nos faz refletir quanto ao limite de seguranca para
0 uso de uma tintura, mesmo que ela ndo exponha acfes danosas em baixas
concentracoes.
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Apesar de aumentar a frequéncia de micronucleos, a dosagem supra-clinica nao
apresentou citotoxicidade. Essa informacao ndo exclui a possibilidade de ocorréncia
de danos ao DNA como abordado anteriormente, somente determina que os efeitos
nao foram suficientes para uma morte rapida da célula.

Como ja esperavamos, nossos resultados corroboram os dados da literatura
demonstrando o efeito mutagénico da cisplatina, expresso pelo aumento
significativo da freqiéncia de microndcleos e seu efeito citotdxico, expresso pela
reducdo do numero de PCEs no total de eritrécitos, quando comparado ao grupo
controle sem exposicdo (p< 0,05; ANOVA, teste de Tukey). Alguns agentes
antineoplasicos, como a cisplatina, apresentam propriedades alquilantes,
complexando-se com o DNA, de forma indiscriminada, tanto em células normais
quanto nas cancerosas. Desta forma, paradoxalmente, inidmeros relatos na
literatura apontam para seu potencial carcinogénico.?®

A utilizagdo do grupo Ill, no teste de micronucleo, ficou inviavel nesta pesquisa,
uma vez que o grupo amostral, devido ao 6bito de 50 %, ficou pequeno para
calculos estatisticos. Entretanto, outros estudos com tinturas vegetais demonstram
que o etanol administrado como controle do solvente da droga ndo afeta o
parametro que indica dano genético (%MNPCE),?° justificando assim a baixa
incidéncia de micronucleos observada quando administrada em dosagens baixas
(0,02 e 0,1 pL/g/d). Somente em doses elevadas, o alcool aumenta a quantidade
de danos ao DNA, o que justifica o 6bito da metade do grupo, demonstrando seu
efeito toxico quando ingerido em elevada quantidade.® O 6bito somente de
camundongos fémeas pode ser decorrente de outros fatores associados, como por
exemplo, sua regulacdo hormonal. Resultados de uma pesquisa realizada pela
Oregon Health & Science University e Portland Veterans Affairs Medical Center

sugerem que as fémeas sdo mais vulneraveis aos efeitos neurotdxicos do alcool.*°

Uma possibilidade de comparacdo dos nossos dados com 0s anteriormente
descritos na literatura seria a administracdo do alcool, nas mesmas concentracdes
que as testadas com a tintura no teste de micronucleo (0,02 e 0,1 uL/g/d), o que
sera proposto futuramente.

Os resultados observados utilizando-se o sistema teste A. cepa, reforcam os
resultados obtidos no ensaio de micronucleo, uma vez que as concentragdes
testadas ndo apresentaram citotoxicidade e genotoxicidade.

Considerando-se o uso da tintura de M. chamomilla como fitoterapico, o presente
estudo contribuiu para um melhor entendimento de sua acado sobre a célula e o
material genético, podendo ser utilizada de maneira mais segura, uma vez que
quando administrada em dosagens proporcionais as preconizadas para humanos,
ndo demonstrou efeito citotéxico, genotdxico e/ou mutagénico, chamando atencéo
para seu uso sob cautela.
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