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RESUMO: (Potencial mutagénico do extrato aquoso de Allium cepa L. em células hematopoiéticas de ratos Wistar). As plantas
sdo amplamente utilizadas pela populag@o para diversas finalidades, seja na alimentagao, culinaria ou com fins medicinais.
Portanto, se faz necessario a realizagao de testes a fim de esclarecer a populagao os seus efeitos benéficos ou colaterais, que
podem ter agdo mutagénica e/ou carcinogénica. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial mutagénico
do extrato aquoso de A/lium cepa, popularmente conhecida como cebola. Para analise dos efeitos mutagénicos, foi utilizado
como sistema teste a medula 6ssea de ratos Wistar, Rattus norvegicus, tratados in vivo via gavagem, por tratamento agudo (24
horas) com 0,5 mL da solugdo teste. Os animais foram divididos em dois grupos, constituidos de trés machos e trés fémeas em
cada grupo, recebendo o seguinte tratamento: agua (controle negativo); ciclofosfamida (controle positivo) e duas concentragdes
do extrato aquoso de A//ium cepa. Foram analisadas 100 metafases/animal, totalizando 600 metafases/grupo e o calculo do
indice mitético feito de 5.000 células/sexo, totalizando 10.000 células/grupo. Os resultados obtidos foram comparados entre si
e com os dos controles, pelo teste do qui-quadrado. Observou-se que nao houve alteragdo significativa nos indices de divisdo
celular, bem como, no niimero de alteragdes cromossémicas em nenhum dos tratamentos utilizados. Portanto, neste tipo, tempo
de tratamento e concentragdes testadas, o extrato aquoso de A/lium cepa nao mostrou efeito citotoxico e nem clastogénico no
sistema teste empregado.
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ABSTRACT: (Mutagenic potential of aqueous extract of A//ium cepa L. on hematopoietic cells of Wistar rats). Plants are widely
used by the population for several situations, whether in food, culinary or medicinal purposes. Therefore, the achievement of
testes is necessary to clarify to the population their beneficial or side effects, which may have mutagenic and/or carcinogenic
action. Thereby, the aim of this present research was to evaluate the mutagenic potential of A//ium cepa aqueous extract, po-
pularly known as onion. For analysis of the mutagenic effects, the bone marrow of Wistar rats, Rattus norvegicus, was used as
a test system, being treated in vivo by way of gavage, through acute treatment (24 hours) with 0.5 mL of the test solution. The
animals were divided into two groups consisting of three males and three females in each group, receiving the following treat-
ment: water (negative control), cyclophosphamide (positive control) and two concentrations of Allium cepa aqueous extract. A
hundred metaphases/animal was analyzed, totaling 600 metaphases/group and the calculation of mitotic index was made from
5.000 cells/sex, totaling 10.000 cells/group. The obtained results were compared within them and with the control ones through
the chi-square test. It was observed that there was no significant change in the cell division rates, as well as in the number of
chromosomal alterations in any of the treatments used. Therefore, on this type, treatment time and tested concentrations, A//ium

cepa aqueous extract did not demonstrate neither cytotoxic nor clastogenic effect on the test system employed.
Key words: onion, medicinal plants, cytotoxicity, clastogenicity, mutagenicity.

INTRODUCAO

Diversos estudos t€ém demonstrado a presenga, nas
plantas, de muitas substancias com atividades antimuta-
génicas e anticarcinogénicas, além de outras propriedades
benéficas a satide (Zeiger 2001). No entanto, sabe-se que
muitas plantas apresentam substancias que podem desen-
cadear reagoes adversas (Turolla & Nascimento 2006),
como por exemplo, a potencializa¢do da taxa de mutacdes
no material genético, que ocorre normalmente no orga-
nismo em niveis basais, desencadeada por mutidgenos
quimicos, fisicos ou bioldgicos, incluindo os “produtos
naturais” (Lutz & Kopp 1999, Landi et al. 1999).

Allium L. inclui varias espécies de importancia eco-
ndmica e medicinal. A acdo terapéutica atribuida as

plantas pertencentes a este género se deve a presenga de
compostos organicos sulfurados, abundantes nos tecidos
desses vegetais. Sao plantas ricas em antocianinas, que
conferem a colorag@o avermelhada ou roxa aos bulbos, ou
quercetinas e seus derivados, que conferem a coloragao
amarelada ou cor de pinhao aos bulbos. As antocianinas,
pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos, sdo de
grande interesse por suas propriedades anticarcinogénicas
(Costa & Resende 2007), ja as quercetinas, pertencentes
ao grupo dos flavondides, apresentam propriedades an-
tioxidantes e também auxiliam no tratamento do cancer
(Bravo 1998).

Os antioxidantes protegem as células contra os efeitos
nocivos produzidos pelos radicais livres (Sies 1993) e
estdo associados com a redugdo do risco de cancer e
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doencas cardiovasculares. A. cepa tem demonstrado,
além da propriedade antioxidante (Stajner & Varga
2003), propriedades antimicrobianas (Benkeblia 2004),
e anticancer (Fukushima et al. 1997).

De acordo com estudos epidemioldgicos, o consumo
de plantas desse género pode reduzir o risco de cancer em
locais especificos, como por exemplo, cancer de estoma-
go (Haenszel et al. 1972, Buiatti et al. 1989, Boeing et al.
1991), cancer de colon (Graham ez al. 1988, Steinmetz &
Potter 1993) e cancer de mama (Levi et al. 1993, Charlier
et al. 1998). Seus principios ativos sdo vitaminas A, B1,
B2, BS, C, sais minerais (potassio, fosforo, calcio, so-
dio, silicio, magnésio, ferro), glicoquinina e flavonoides
(Balbach 1973).

Os testes em toxicidade genética sdo utilizados, roti-
neiramente, para uma avaliagdo do espectro toxicologico
de substancias e medicamentos (Junqueira 2006). Entre
os métodos empregados na deteccdo de alteracdes cro-
mossdmicas inclui-se a avaliagdo de aberragdes cromos-
somicas, que possibilita a identificagdo de quase todas
as alteracdes na estrutura do cromossomo metafasico
(Silva et al. 2003).

A contagem de aberragdes cromossomicas € realizada
pela medida direta das lesoes, o que oferece uma avalia-
¢do precisa da atividade clastogénica. O tipo de aberragdo
produzida depende do agente genotoxico, da fase do
ciclo celular e do tempo de tratamento (Darroud 1990).

A medula 6ssea de mamiferos constitui uma ferramenta
excelente em estudos de alteragdes cromossomicas, em
razao de possuirem um ciclo de divisdo que se completa
entre vinte e duas e vinte e quatro horas (Rabello-Gay
et al. 1991).

A compreensao dos mecanismos de ac¢do dos agentes
mutagénicos e suas consequéncias para os seres vivos é
fundamental, assim como o entendimento da forma como
as células conseguem modular esses processos, podendo
diminuir ou aumentar os danos genéticos (Ribeiro &
Marques 2003).

Considerando o potencial terapéutico descrito para
Allium cepa L. e a auséncia de estudos que avaliem a
possivel acdo toxica dessa planta, largamente utilizada
pela populacdo, o presente trabalho teve por objetivo
verificar, por meio de andlise citogenética, os efeitos
toxico, em nivel celular, e clastogénico, em nivel cro-
mossdmico, do extrato aquoso dessa planta, utilizando
como sistema teste células de medula 6ssea de ratos
Wistar, Rattus norvegicus.

MATERIAL E METODOS
Preparo da solugdo teste: extrato aquoso de Allium
cepa
Foram selecionados bulbos de A//ium cepa provenien-
tes da cidade de Monte Alto/SP, que nao apresentavam
nenhuma lesdo aparente ou indicio de apodrecimento.
Os mesmos foram lavados, macerados e posteriormente

diluidos em agua.
Para o calculo das concentracdes levou-se em consi-

deragdo o peso corpéreo (p.c.) de um homem de 70 Kg
e um rato de 100 g p.c. A concentrag@o recomendada de
A. cepa para consumo diario pelo homem é de 50 g/1000
mL de 4dgua (Costa & Resende 2007).

A administra¢ao nos ratos foi de forma aguda (inica),
sendo adotada a concentrag@o equivalente a uma xicara de
160 ml para uso do homem, correspondendo aos valores
de 8 g e 48 g, extrapolando para os ratos foi de 0,025
g/0,5mL e 0,150 g/0,5 mL, respectivamente.

Tratamento

Os ratos Wistar, Rattus norvegicus, com aproxima-
damente 100 g p.c. com cerca de 35 dias foram prove-
nientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa, UEM/PR.

Para cada tratamento, foram utilizados seis animais,
sendo trés machos e trés fémeas para cada grupo controle
e tratamento. Foram administrados, via gavagem, 0,5mL
da solucdo de cada concentracao, por vinte e quatro horas,
caracterizando um tratamento agudo.

Para comparagdo ¢ validagdo dos resultados, foram
utilizados dois controles. Para o controle negativo, foi
administrado aos animais somente agua (1 mL/100 g
p.c.), via gavagem. No controle positivo, foi utilizado
o agente clastogénico ciclofosfamida (1,5 mg/1 mL de
agua/100 g p.c.), via intraperitoneal (i.p.), por vinte e
quatro horas.

Os ratos ficaram em caixas separadas (por grupo),
sendo que a dgua e a ragdo foram trocadas diariamente
e administradas ad libitum. Uma hora e meia antes do
sacrificio foi injetado nos ratos 0,5 mL/100g p.c. de
colchicina na concentracao de 0,16%.

Preparacgdo citologica

A técnica utilizada para a obtencdo das células da
medula dssea de ratos foi baseada na técnica de Ford &
Hamerton (1956).

Apds o tempo de tratamento e aplicagdo da colchici-
na, os animais foram sacrificados. Em seguida, foram
retirados os fémures e suas epifises proximais cortadas.

A medula 6ssea foi retirada introduzindo no canal
medular uma agulha com seringa contendo 5 mL de
solucdo hipotonica de cloreto de potassio (KCl) 0,075M
a 37°C. A suspensao foi deixada em estufa durante 12
minutos a 37°C.

Passado esse tempo, o material foi centrifugado por
5 min a 800 rpm e o sobrenadante foi descartado. Para
a fixagdo do material foi adicionado ao tubo 5 mL de
fixador na propor¢do 3:1 metanol/acido acético.

Em seguida, a amostra foi submetida a centrifugagao
por 5 min a 800 rpm e ap6s esse tempo, ressuspendida
em 5 mL de fixador, e centrifugada novamente sob as
mesmas condigoes.

No preparo das laminas, o método utilizado foi o de
espalhamento, pingando algumas gotas da suspensio
em laminas limpas e geladas, contendo um filme de
agua destilada, mantidas inclinadas com a finalidade de
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promover o espalhamento do material e rapidamente
flambadas para fixagao.

A coloracdo das laminas foi feita com solucdo de
Giemsa diluido em tampéo fosfato (Na,HPO,.12H,O ¢
KH,PO,) 0,06M e pH 6,8 na proporg¢do de 1:30. Apos o
periodo de 12 min, as ldminas foram lavadas em 4gua
corrente e colocadas para secagem ao ar.

Analise das laminas

Foi calculado o Indice Mitético (IM) de 5.000 células
por sexo, totalizando 10.000 células por grupo da seguin-
te forma: IM (%) = (n° de células em divisdo / Total de
células presentes nos campos) x 100.

Foram analisadas 100 metafases por animal (fémeas e
machos), contabilizando 300 metafases por sexo (trés ma-
chos e trés fémeas), totalizando 600 metafases por grupo.

Foram preparadas 5 laminas/animal e a analise das
mesmas realizada em microscopio dptico, com aumento
final de 1000 vezes. Foi avaliado também, o aparecimento
de alteragdes como: gap, quebra cromatidica (ct), quebra
cromossOmica (cr), fragmento acéntrico, minute e double
minute.

O calculo estatistico utilizado foi o teste do qui-
-quadrado (a = 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

As plantas constituem uma rica fonte de compostos
bioativos que podem interagir com 0 nosso organismo,
atuando de forma benéfica, preventiva ou curativa, mas
também podendo desencadear uma resposta toxicologica.

Apbs os tratamentos com as duas concentragdes do
extrato aquoso de 4. cepa, foi verificado que ndo houve
acdo citotoxica nesse sistema teste. As concentragdes
testadas também ndo causaram efeito clastogénico nesse
tipo, tempo e forma de tratamento, como mostra a tabela 1.

Durante uma pesquisa detalhada sobre suplementos
dietéticos que poderiam conter metais pesados com efei-
tos clastogénicos, foi testado o extrato de Allium sativum
que mostrou-se eficaz em reduzir drasticamente os efeitos
clastogénicos causados pela exposi¢ao cronica ao arsénico,
em ratos (Roychoudhury et al. 1993).

O extrato bruto de A4. sativum, quando administrado
na rac¢do alimentar didria, durante periodos prolongados
a ratos, modifica o efeito citotoxico do arsenito de so6dio
(agente clastogénico). Roychoudhury et al. (1996) reali-
zaram ensaios com o extrato bruto de 4. sativum, a fim

de verificar se o efeito protetor seria transferido para a
proxima geragdo. Ao final dos experimentos, constatou-se
que na progénie, os efeitos clastogénicos causados pelo
arsenito de sodio persistiu, porém, em menor grau.

As plantas A/lium constituem uma parte importante da
dieta de muitos povos que acreditam em suas propriedades
preventivas contra o cancer. O extrato aquoso de A/lium
ascalonicum foi avaliado in vitro em diferentes linhagens
celulares tumorais. Os resultados evidenciaram que
houve acentuada atividade antiproliferativa contra as
linhagens Jurkat e K562. O extrato também mostrou
baixa citotoxicidade contra as células normais (HUVEC)
e significante atividade anti-inflamatoria (Mohammadi-
Motlagh et al. 2011).

O uso terapéutico de plantas exige o conhecimento dos
compostos ou substancias que as constituem e de suas
respectivas atividades no organismo. Considerando a
elevada atividade bioldgica de espécies de Allium, Simin
et al. (2013), investigaram a composi¢do quimica e as
atividades bioldgicas de Allium flavum e identificaram a
presenca de 44 compostos fenolicos no extrato metanolico
da planta e sua atividade antioxidante foi comparavel a
atividade do extrato de 4. cepa.

Evidéncias sugerem que os extratos de A. cepa tenham
propriedades anticancer. No entanto, os mecanismos dessa
atividade ainda ndo estdo completamente esclarecidos
em células cancerosas humanas. A atividade anticancer
dos polifendis extraidos de A. cepa foi investigada em
linhagens de leucemia humana. Observou-se que houve
inibi¢do do crescimento celular por meio da indugéo de
apoptose, que foi desencadeada através da via extrinseca
e intrinseca. Além disso, induziu a apoptose caspase-de-
pendente, em parte, através da inibigdo de fosfatidilinositol
3-quinase (Han et al. 2013).

Os resultados da literatura, sobre a agdo antioxidante,
anticlastogénica e nao toxica de plantas Allium estdo em
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho,
sobre a auséncia de citotoxicidade e clastogenicidade do
extrato aquoso de A. cepa, em ratos Wistar, representando
mais um aspecto positivo para a recomendagio da ingestdo
desta planta na dieta humana ou para o emprego seguro
como fitoterapico.

Estes resultados podem ser indicativos para a reali-
zacdo de novos experimentos a fim de avaliar a acdo
antimutagénica desse extrato e com isso, descrever novas
propriedades medicinais.

Tabela 1. indices mitoticos (IM) e porcentagens de alteragdes cromossdmicas, obtidos para os diferentes grupos, controles e tratados, de ratos

Wistar.
F t D

Grupos (mg/mL) IM Alteracdes (%) Gap Quebras raAgme.n o8 Minute o.uble
acéntricos Minute

Co+ (1,5 mg/mL) 1,08 128 (21,30) 29 cte 04 cr 16 cte 14 cr 20 30 15

Co- (1 mL) 1,40 02 (0,33) - 02 ct - - -

CEB 1 1,51 04 (0,66) - 03 cteOl cr - - -

CEB 2 1,54 07 (1,16) - 04 cteOl cr 02 - -

Abreviaturas: Co+, controle positivo com ciclofosfamida; Co-, controle negativo com agua; CEB 1, 0,025 g de cebola; CEB 2, 0,150 g de

cebola; cr: cromossOmica; ct: cromatidica.
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