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RESUMO

Introducédo: Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock é uma planta pertencente a
familia Asteraceae cujo nome popular € camomila amarela e tem sido utilizada
como calmante, estimulante, digestivo, tratamento de nauseas, inflamacdes das
vias urinarias e no combate a febres e afec¢cfes de pele.

Objetivos: realizar a prospeccéao fitoquimica e avaliar os potenciais efeitos téxicos,
citotéxicos e genotéxicos do extrato bruto hidroalcodlico de Hellenium amarum,
através do teste com Allium cepa.
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Métodos: sementes de Allium cepa foram submetidas a germinagdo em quatro
concentragfes (0,6; 1,0; 2,0 e 3,0 mg/mL) do extrato bruto de folhas de Hellenium
amarum, submetidas a secagem em estufa, por 5 dias e, posteriormente,
pulverizadas e maceradas em etanol 70 %, a temperatura ambiente, por 72 h.
Apos esse periodo, o extrato foi filtrado e a fase liquida foi submetida a
rotaevaporacado. Foram realizados dois tipos de tratamento: 1) Tratamento
continuo: as sementes foram germinadas diretamente nos extratos nas diferentes
concentragfes. 2) Tratamento descontinuo: as sementes foram inicialmente
germinadas em agua Milli-Q até suas radiculas atingirem cerca de 2 cm de
comprimento, sendo posteriormente expostas as diferentes concentragcfes do
extrato.

Resultados: o indice de germinacao foi diretamente afetado pelas concentracdes
do extrato, sendo menor que o controle negativo em todos os tratamentos. O
indice mitotico, para todas as concentracées, foi menor do que os controles, em
ambos os tratamentos. No tratamento descontinuo, o indice de efeitos aneugénicos
para as concentragdes testadas foi menor que para os controles, ja o indice de
efeitos clastogénicos foi 1 % para o controle negativo e tratamentos de 1 e 3 mg/mL,
abaixo de 1 % para os tratamentos de 0,6 e 2,0 mg/mL e 20 % para o controle
positivo. A prospeccédo fitoquimica indicou resultados positivos para tanino,
esteroides e triterpenoides.

Conclusdes: Hellenium amarum apresenta efeitos toxicos e citotoxicos, acdo
alelopatica e ndo apresentou efeitos genotdxicos nas concentracdes testadas.

Palavras chave: Hellenium amarum, Allium cepa, citotoxicidade, genotoxicidade,
prospeccéo fitoquimica.

ABSTRACT

Introduction: Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock is a plant of the family
Asteraceae. Its common name is yellow camomile. It is used as tranquilizer,
stimulant and digestive, and for the treatment of nausea, fever and skin disorders.
Objectives: carry out a phytochemical screening and evaluate the cytotoxic and
genotoxic effect of a crude hydroalcoholic extract of Helenium amarum using the
Allium cepa test.

Methods: seeds of Allium cepa were subjected to germination at four concentrations
(0.6, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/mL) of H. amarum crude leaf extract. After being dried in
an oven for 5 days, they were pulverized and macerated in 70 % ethanol at room
temperature for 72 hours. The extract was then filtered and the liquid phase
subjected to a rotary evaporator. Two sorts of treatment were applied: 1) continuous
treatment: the seeds were germinated directly in the extract at different
concentrations. 2) intermittent treatment: the seeds were first germinated in Milli-Q
water until they grew 2 cm long rootlets, and were then exposed to different
extract concentrations.

Results: the germination rate was affected by extract concentration, and was
lower than that of the negative control in all treatments. The mitotic index for all
concentrations was lower than that of controls for both treatments. In batch
processing, the aneugenic effects index at the assayed concentrations was lower
than that of controls, whereas the clastogenic index was 1 % for the control and
treatments 1 and 3 mg/mL, lower than 1 % for treatments 0.6 and 2 mg/mL, and 20 %
for the positive control. Phytochemical screening showed positive results for tannins
and steroids.

Conclusions: Helenium amarum has toxic and cytotoxic effects and allelopathic
action, but not genotoxic effects at the assayed concentrations.
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RESUMEN

Introduccién: Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock es una planta perteneciente a
la familia Asteraceae, su nombre comUn es manzanilla amarilla. Es utilizada como
tranquilizante, estimulante y digestivo; en el tratamiento de nauseas, para
combatir la fiebre y en afecciones de la piel.

Objetivos: realizar tamizaje fitoquimico y evaluar el efecto citotdxico y genotéxico
de un extracto crudo hidroalcohdlico Hellenium amarum a través de la prueba de
Allium cepa.

Métodos: semillas de Allium cepa fueron sometidas a germinacion en cuatro
concentraciones (0,6, 1,0, 2,0 y 3,0 mg/mL) del extracto bruto de hojas de H.
amarum, se secaron en horno durante 5 dias, se pulverizaron y maceraron en
etanol al 70 % a temperatura ambiente durante 72 h. Luego el extracto se filtré y
la fase liguida se sometid a un evaporador rotatorio. Se aplicaron dos tipos de
tratamiento: 1) tratamiento continuo: las semillas fueron germinadas directamente
en el extracto a diferentes concentraciones. 2) Tratamiento intermitente: las
semillas se germinaron primero en agua Milli-Q hasta que alcanzaron raicillas de 2 cm
de largo; luego se expusieron a diferentes concentraciones del extracto.
Resultados: la tasa de germinacion fue afectada por las concentraciones del
extracto siendo menor que la del control negativo en todos los tratamientos. El
indice mitético para todas las concentraciones fue mas bajo que los controles para
ambos tratamientos. En el procesamiento por lotes, el indice de efectos aneugénico
a las concentraciones ensayadas fue menor que para los controles, siendo el indice
clastogénico 1 % para control y los tratamientos 1 y 3 mg/mL, por debajo de 1 %
para los tratamientos 0,6 y 2 mg/mL y 20 % para el control positivo. El tamizaje
fitoquimico mostré resultados positivos para los taninos, y esteroides.
Conclusiones: Hellenium amarum presenta efectos téxicos y citotéxicos, accion
alelopatica y no efectos genotéxicos en las concentraciones ensayadas.

Palabras clave: Hellenium amarum, Allium cepa, citotoxicidad, genotoxicidad,
fitoquimicos.

INTRODUCAO

Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock, popularmente conhecida como camomila
amarela, é uma espécie herbacea anual, predominantemente americana e parece
preferir regifes aridas. Pertence a uma tribo das Asteraceae, uma familia com
grande ocorréncia de lactonas sesquiterpénicas, as quais podem ser responsaveis
por eventuais agdes toxicas. Sua inflorescéncia, toda amarela, € aromatica e muito
amarga ao paladar.?

Ha o relato do emprego de uma espécie de camomila amarela como calmante,
estimulante, digestivo, tratamento de nauseas, inflamacdes das vias urinarias e no
combate a febres e afeccGes de pele.? Relatos de reagGes alérgicas a camomila séo
comuns, embora na maioria dos casos a espécie ndo seja identificada.!
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O uso de plantas medicinais e seus produtos pode tornar-se um problema, pois
algumas das substancias que as compdem podem desencadear efeitos deletérios
gue resultam em um quadro clinico severo, algumas vezes, fatal.® Assim, a
aplicacao de testes de avaliacdo de possiveis efeitos toxicos, genotdxicos e
citotoxicos é extremamente importante, e estes devem ser realizados quando da
avaliagdo farmaco-fisiolégica de extratos vegetais, para que ao serem utilizados
como medicamento, esses ndo causem danos ao organismo humano.

O teste de Allium cepa tem sido bastante utilizado e é validado pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Nagdes
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais.* Esse teste apresenta boa correlacéo
com outros sistemas de teste, sendo assim, resultados positivos no teste de Allium
cepa devem ser considerados como um alerta e também um indicativo de que o
fator quimico testado pode ser um risco para a saide do homem.5¢

Neste trabalho realizou-se a prospecc¢ao fitoquimica dos ramos de Helenium
amarum, a fim de caracterizar as principais classes de metabdlitos secundarios,
bem como a investigacdo dos potenciais efeitos téxicos, citotéxicos e mutagénicos
do extrato hidroalcodlico bruto de folhas de Helenium amarum, proveniente de sua
utilizacdo, por meio da analise no sistema-teste de Allium cepa (cebola).

METODOS
Coleta e Preparo do Material Vegetal

As plantas da espécie Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock (Asteraceae) foram
coletadas no Parque Municipal de Tabuazeiro, Vitéria, Espirito Santo, Brasil.

As exsicatas do material botanico foram depositadas no Herbario VIES da
Universidade Federal do Espirito Santo (Vitoéria, ES, Brasil) sob n© 14.013.

Obtencdo do Extrato

Folhas do vegetal foram submetidas a secagem em estufa, com circulagdo de ar, a
40 °©C, por aproximadamente 5 dias, sendo posteriormente pulverizadas.

Para obtencéo do extrato hidroalcodlico, 60g do p6 da planta foram diluidos em 700 mL
de etanol 70 %, a temperatura ambiente, por 72 horas. Apo6s esse periodo, foi
realizada a filtracdo a vacuo dos extratos em rota-evaporador a pressdo reduzida e
temperatura de 60 ©C, com a finalidade de remover o solvente, sem alteracdo dos
componentes quimicos dos extratos. Ao final, o extrato bruto foi colocado em vidro
ambar e mantido em geladeira até o momento da realizacdo do protocolo
experimental onde os referidos extratos foram dissolvidos em agua destilada, com
auxilio de Cremofor, para obtencdo das fracdes aquosas. A massa seca do extrato
foi estabelecida por meio de desidratacdo em aquecedor.

Teste Allium cepa

Sementes de Allium cepa (Baia periforme) foram submetidas a germinacdo em
quatro concentracdes do extrato de Helenium amarum (0,6 mg/mL, 1 mg/mL,
2 mg/mL e 3 mg/mL). Os controles, negativo (CN) e positivo (CP) foram realizados
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com sementes submetidas a germinacdo em agua Milli-Q e Metil Metano Sulfonado
(MMS), respectivamente. Foram realizados dois tipos de tratamento:

1) Tratamento continuo: as sementes (n= 50) foram germinadas diretamente nos
extratos nas diferentes concentracdes.

2) Tratamento descontinuo: as sementes (n= 50) foram inicialmente germinadas
em agua Milli-Q até suas radiculas atingirem cerca de 2 cm de comprimento, sendo
posteriormente expostas as diferentes concentra¢cfes do extrato, por um periodo de
72 h (tratamento crbénico). Apds a coleta, as raizes foram fixadas em Carnoy 3:1,
por 24 h.

A confeccdo das laminas foi realizada segundo Fiskej6 (1985).5

A andlise das laminas foi realizada em microscépio de luz (LEICA, DM/LS), com
objetiva de aumento de 40X. Foram analisadas 1000 células por lamina, totalizando
5000 células por grupo.

Para analise do efeito toxico, foi analisado o nUmero de sementes germinadas nas
diferentes concentracdes do extrato em comparag¢ao com o controle negativo, bem
como parametros macroscopicos como comprimento e morfologia das raizes.

Para avaliacdo de possiveis efeitos citotéxicos analisou-se o indice mitético obtido
pela avaliagdo do numero de células em divis&o celular, pela seguinte féormula:

Os efeitos clastogénicos e aneugénicos foram avaliados pela freqiéncia de células
aberrantes presentes no material genético de Allium cepa através da formula:

Todos os resultados foram analisados utilizando-se o Teste do Qui-Quadrado, com
niveis de significancia para p < 0,05 e p< 0,01.

Prospeccédo Fitoquimica

A andlise fitoguimica foi realizada utilizando-se aliquotas do extrato bruto para
deteccdo dos seguintes grupos de metabdlitos secundarios: antocianos, saponinas,
depsideos/depsidonas, fendis, flavonoides, catequinas, taninos, antraquinonas,
proteinas, polissacarideos, saponinas espumidicas, aglUcares redutores, cumarinas,
alcaloides e triterpenos/esteroides.

Foram realizados ensaios de complexacdo com a gelatina, reacdo com acetato de
cobre e com cloreto férrico.

RESULTADOS
Teste Allium cepa
O indice de germinacéo foi diretamente afetado pela concentracéo do extrato, pois

em todos os tratamentos esse indice foi menor que o encontrado no controle
negativo (Fig.).
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Fig. Indice de Germinacdo (IG) para o 19, 2° e 3° Grupos de
Tratamentos Continuo (TC).

Foi observada uma diferenca significativa entre o tamanho das raizes germinadas
em presenca das diferentes concentracfes do extrato em relacdo ao tratamento
controle negativo (tabela 1). J4 com relagédo a coloracdo e textura das raizes, para
todos os tratamentos, ndo foram observadas diferencas relevantes.

O indice mitético (IM) das diferentes concentracdes testadas foi menor do que o IM
do controle negativo, nos tratamentos continuo e descontinuo (tabela 2).

O indice de efeitos aneugénicos (IEA) das concentragdes de extrato testadas
apresentaram-se abaixo de 1 %, no tratamento descontinuo.

O indice de efeito clastogénico observado no tratamento descontinuo foi de 1 %
para o controle negativo e para os tratamentos de 1 e 3 mg/mL e abaixo de 1 %
para os tratamentos de 0,6 e 2,0 mg/mL.

Tabela 1. Comprimento minime e maximo (mm) das raizes de A. cepa germinadas
em diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico de Helenium amarum e em
dgua mili-Q (CN)

Concentracoes (mg,/mL) Comprimento
Comprimento Maximo (mm)
Minimo (mm)
Controle Megativo (CN) 20 50
0,6 7 %% 5 %%
1,0 3 *® 10 kK
2,0 2 %% 4 %k
3,0 2 %% 5 %%

Teste do Qui-quadrado: (**) diferengas significativas p< 0,01
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Tabela 2. fndices mitéticos (%) dos meristemas de A. cepa submetidos ao controle

negativo (CN), positivo (CP) e diferentes concentragdes de Helenium amarum

Concentracées (mg,/mL) Tratamento Continuo Tratamento Descontinuo

CN 8 % 17 %
0,6 0 % 2 %
1.0 0 % 6 %
2.0 1 % 0 %
3.0 0 % 2 %
CP - 22 %

Prospeccédo Fitoquimica

Os ensaios realizados com os extratos hexanico, dicloro metéanico e etandlico
apresentaram resultados positivos a presencga de tanino, no entanto, a reagédo do
extrato hexanico com cloreto férrico apresentou resultado negativo a presenca
desse composto.

Os resultados sugerem forte presenca de taninos, exceto no extrato com alto teor
lipofilico, ou seja, o extrato hexanico (tabela 3).

A reacdo de Shinoda e a reagdo com Hidréxido de sodio 1N apresentaram
resultados fracamente positivos. Os ramos apresentaram resultado negativo quanto
a presenca de antraquinonas e de catequinas e, quanto a presenca de esteroides e
triterpenoides (reacdo de Lieberman - Burchard), apresentaram resultados de
fracos a intermediarios (tabela 4).

Tabla 3. Andlise de taninos presentes nos extratos em hexano, diclometano e etanol
de ramos de Hellenium amarum

Extratos Reagentes
Gelatina Sulfato de Cobre | Cloreto
(proteina) Férrico
Hexano +++ +++ -
Diclorometano +++ +++ +4++
Etanol +++ +++ +4++
+++ = Reagdo positiva, ++ = Reacdo intermedidria, + = Reacdo fraca, - = Reacdo
negativa.
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Tabela 4. Andlise de esterdides e triterpendides nos extratos em hexano, diclometano
e etanol dos ramos de Helenium amarum

Extratos Resultado
Hexano ++
Diclorometano ++
Etanol +
+++ = Reagdo positiva, ++ = Reacdo intermedidria, + = Reacdo fraca, - = Reagdo

negativa

Determinacédo da polaridade do extrato

Apo6s a analise das placas provenientes da cromatografia em camada delgada,
notou-se que o extrato que continha uma maior quantidade de compostos era o
diclorometéanico e que este apresentou uma melhor corrida cromatografica na faixa
polar caracterizando assim este extrato como um potencial alvo de estudos futuros.

DISCUSSAO

A acédo aleloquimica de extratos tem sido investigada em varios estudos, sendo os
metabdlitos secundarios das plantas apontados como 0s principais responsaveis por
essa agdo.!%!! Na avaliagédo da alelopatia de extratos, um dos parametros
analisados é a germinacdo das sementes que, apesar de ser menos sensivel aos
aleloguimicos que o crescimento da plantula, sua quantificagcdo € muito mais
simples.1° Considerando os valores de indice de germinacéo apresentados nas
figura, observou-se uma inibicao significativa na germinacao das sementes de
Allium cepa a medida que a dose do extrato aumentou, caracterizando-se como um
possivel efeito alelopatico negativo. Estudo de Haida e colaboradores também
indicam que extratos vegetais podem produzir efeitos alelopaticos negativos, como
os de Achillea millefolium L. que tiveram esse efeito sobre sementes delLactuca
sativa L.” Outro estudo feito por Silva e colaboradores, indicou efeito alelopatico
negativo do extrato alcodlico de Piper hispidinervum C. DC sobre a germinacado de
sementes Lactuca sativa.?

A emergéncia da plantula e seu crescimento sdo as fases mais sensiveis na
ontogénese do individuo, portanto apenas a avaliagdo da germinagdo nao é
suficiente para se considerar um extrato ou metabdlito com acéo alelopatica, sendo
interessante também a avaliagdo do comprimento da radicula no estabelecimento
dessa agdo ou mesmo da toxicidade de um extrato.*?

Varios mecanismos de acao sdo propostos para os aleloquimicos, dentre eles as
alteragcdes na membrana sdo consideradas acdes diretas desses agentes sobre a
célula do vegetal em questdo.'' Em relacéo a coloracédo e textura das raizes néo
foram observadas diferencas significativas, o que sugere que as substancias
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presentes no extrato de Helenium amarum nao tiveram a sua acgao alelopatica
determinada pela alteracdo na permeabilidade celular.

A citotoxicidade de determinada substancia pode ser estabelecida pelo aumento ou
diminuicdo de indice mitético.'?*® A divisdo mitdtica € um evento sensivel a
interferéncia de fatores ambientais externos.* A andlise dos indices mitéticos das
raizes submetidas aos tratamentos (continuo e descontinuo) foram utilizadas como
pardmetros de citotoxicidade.

indices mit6ticos superiores aos observados no controle negativo mostram que
houve uma indugéo da divisao celular. Essa situacdo pode ser prejudicial as células,
pois pode levar ao aparecimento de tumorizacdo nos seres vivos.'® Ja os indices
mitoticos inferiores aos apresentados pelo controle negativo podem comprometer o
crescimento e o desenvolvimento dos organismos submetidos aos agentes
causadores.'®

Alteracdes no material genético induzidas por administracdo de extratos vegetais,
exposicdo a agentes fisicos ou quimicos diversos sdo de importancia nao sé para os
procedimentos de validacao de fitoterapicos, mas também para o entendimento dos
mecanismos de acdo desses mutagenos e auxilio nas medidas de prevencao ao
cancer. Dentre os efeitos observados por diferentes drogas podemos considerar os
efeitos aneugénicos e clastogénicos, 0s quais sado ocasionados, respectivamente,
por alteracdes no fuso mitdtico e na estrutura dos cromossomos.*? No tratamento
continuo ndo foram observados efeitos clastogénicos ou aneugénicos, uma vez que
nao havia um ndmero significativo de células em divisdo, e aquelas que foram
observadas encontravam-se, na sua maioria, em intérfase ou apoptose. No
tratamento descontinuo observou-se que ndo houve diferenga significativa das
concentracfes testadas, em relacdo aos controles positivo e negativo, o que
demonstra a ndo genotoxicidade desse extrato.

A andlise fitoquimica detectou a presenca de constituintes quimicos de importancia
farmacolodgica, os quais podem reter alguma toxicidade associada a inibicdo da
germinacgao das raizes de A. cepa e as alteragbes no seu crescimento. Os relatos
em estudos anteriores da presenca de alcaldides e de lactonas sesquiterpénicas, em
Helenium amarum, constituem um dado importante, visto que esses sG0 compostos
quimicos que possuem toxicidade e podem também estar associados aos efeitos
danosos deste extrato.l”:'® A polaridade do extrato frente ao diclorometano indica
que estudos utilizando-se esse solvente poderdo promover uma melhor extragdo de
seus compostos e, percebe-se, a partir dos resultados, a necessidade de estudos
posteriores, mais especificos, na demonstracdo dos mecanismos que levam a
toxicidade desta planta, caracterizando melhor aqueles compostos responsaveis por
seus efeitos danosos. Considerando-se o uso da espécie Helenium amarum pela
medicina tradicional, o presente estudo apresentou efeitos negativos nos bioensaios
realizados, servindo como alerta para a utilizacdo indiscriminada dessa espécie e de
qualquer planta sem um estudo adequado de toxicidade e mutagenicidade.
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