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RESUMO

O Peumus boldus Molina (boldo-do-chile) é uma planta medicinal amplamente utilizada na
medicina popular, principalmente por suas propriedades digestivas e hepatoprotetoras.
Apesar de seu uso tradicional, a avaliagdo de sua seguranca toxicolégica é fundamental para
subsidiar o consumo racional de preparacdes vegetais. O presente estudo teve como
objetivo avaliar os potenciais efeitos citotéxicos e genotdxicos da infusdo aquosa de Peumus
boldus utilizando o bioensaio de Allium cepa como modelo experimental. Bulbos de Allium
cepa foram inicialmente germinados em agua destilada e posteriormente expostos as
concentragoes de 2,5 e 5,0 mg/dL da infusdo de boldo-do-chile, utilizando-se dgua destilada
como controle negativo e colchicina como controle positivo. Apds o periodo experimental,
as raizes foram coletadas, fixadas, coradas com orceina acética a 2% e analisadas por
microscopia 6ptica. Foram avaliados o indice mitético, as fases do ciclo celular, as
aberragdes cromossémicas e as anormalidades nucleares. O controle negativo apresentou
indice mitotico médio de 14,82%, enquanto os grupos tratados com 2,5 e 5,0 mg/dL
apresentaram indices de 11,4% e 12,66%, respectivamente, mantendo comportamento
biologicamente semelhante ao controle negativo. Em contraste, o controle positivo
apresentou intenso bloqueio mitético. Nao foram observados aumentos relevantes de
aberragdes cromossomicas ou anormalidades nucleares nos grupos tratados com a infusao
vegetal. A andlise estatistica demonstrou diferenga significativa entre os grupos
experimentais, atribuida principalmente ao comportamento do controle positivo. Nas
condi¢des experimentais avaliadas, conclui-se que a infusao aquosa de Peumus boldus, nas
concentragoes de 2,5 e 5,0 mg/dL, apresentou baixa citotoxicidade e auséncia de evidéncias
significativas de atividade genotdxica no modelo Allium cepa. Estudos complementares,
utilizando diferentes concentra¢des e modelos experimentais, sdo recomendados para
ampliar a caracterizagio de sua seguranca toxicoldgica.

Palavras-chave: Peumus boldus; Allium cepa; citotoxicidade; genotoxicidade; plantas
medicinais; boldo-do-chile.

Os valores de indice mitético empregados no resumo correspondem aos apresentados na
Tabela 1 do trabalho, e a conclusao foi mantida dentro dos limites do préprio experimento.
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ABSTRACT

Peumus boldus Molina (boldo), commonly known as Chilean boldo, is a medicinal plant
widely used in traditional medicine, particularly for its digestive and hepatoprotective
properties. Despite its traditional use, toxicological safety assessment is essential to support
the rational consumption of herbal preparations. This study aimed to evaluate the potential
cytotoxic and genotoxic effects of an aqueous infusion of Peumus boldus using the Allium
cepa bioassay as an experimental model. Allium cepa bulbs were initially germinated in
distilled water and subsequently exposed to Chilean boldo infusion at concentrations of 2.5
and 5.0 mg/dL, with distilled water used as the negative control and colchicine as the
positive control. After the experimental period, the roots were collected, fixed, stained with
2% acetic orcein, and analyzed by optical microscopy. Mitotic index, cell-cycle phases,
chromosomal aberrations, and nuclear abnormalities were evaluated. The negative control
showed a mean mitotic index of 14.82%, whereas the groups treated with 2.5 and 5.0
mg/dL showed mitotic indices of 11.4% and 12.66%, respectively, exhibiting a biological
response similar to that of the negative control. In contrast, the positive control showed
marked mitotic arrest. No relevant increase in chromosomal aberrations or nuclear
abnormalities was observed in the groups treated with the plant infusion. Statistical
analysis demonstrated a significant difference among the experimental groups, mainly
attributable to the response of the positive control. Under the experimental conditions
evaluated, the aqueous infusion of Peumus boldus at concentrations of 2.5 and 5.0 mg/dL
showed low cytotoxicity and no significant evidence of genotoxic activity in the Allium cepa
model. Further studies using different concentrations and experimental models are
recommended to provide a more comprehensive characterization of its toxicological safety.
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O uso de plantas medicinais para o alivio e a cura de diversas enfermidades tem
se tornado cada vez mais comum. Entretanto, os beneficios e possiveis riscos
associados ao uso dessas plantas ainda nao estdo completamente esclarecidos
pela ciéncia. Entre elas, destaca-se o boldo (Peumus boldus), amplamente
empregado na medicina popular brasileira por suas propriedades digestivas e
hepatoprotetoras (LAZAROTTO et al., 2021; UFPA, 2023).

Estudos recentes demonstram que os extratos de Peumus boldus \\apresentam
compostos bioativos capazes de justificar varias das a¢des tradicionalmente
atribuidas a planta, especialmente a boldina, alcaloide responsavel por efeitos
antioxidantes e protetores hepaticos (SILVA, 2021; LAZAROTTO et al., 2021).
No entanto, pesquisas toxicoldgicas apontam que o consumo deve ser
moderado, especialmente em gestantes e em uso prolongado, devido ao risco
de efeitos adversos, incluindo hepatotoxicidade em altas doses (ANVISA, 2023;
UFPA, 2023). Dessa forma, torna-se essencial aprofundar o conhecimento
cientifico sobre o Peumus boldus, garantindo um uso seguro e orientado.

Entre as atividades tradicionalmente atribuidas ao cha de boldo, destacam-se
suas agdes digestiva, hepatoprotetora, colerética e colagoga, o que justifica sua
utilizacdo em disturbios gastrointestinais e hepaticos. Estudos em lingua
portuguesa também relatam propriedades diuréticas, antiespasmaddicas, anti-
inflamatdrias e antioxidantes, além de discreto efeito calmante e potencial
vermifugo (LAZAROTTO et al., 2021; UFPA, 2023). Tais evidéncias explicam a
ampla aceitacdo da planta como recurso terapéutico caseiro para alivio de
desconfortos digestivos e melhora da fungao hepatica.

O boldo (Peumus boldus) € uma espécie arbérea da familia Monimiaceae, nativa
das regides central e sul do Chile, onde cresce abundantemente. Suas folhas
sdo usadas na medicina popular para tratar problemas digestivos e hepaticos.
Além do uso tradicional, preparagdes com boldo aparecem em diversos textos
farmacogndsticos, como a Martindale Extra Pharmacopoeia e nas farmacopéias
oficiais de paises como Brasil, Chile, Alemanha, Portugal, Roménia, Espanha e
Suiga. O boldo também ¢é utilizado na medicina homeopatica (Speisky &
Cassels, 1994; Brandao et al., 2006; Agra et al., 2007).



As folhas de Peumus boldus contém diversos alcaloides, sendo a boldina um
dos mais estudados. Estudos recentes identificaram dezoito alcaloides nas
folhas, incluindo boldina, isoboldina, N-metil-laurotetanina e outros compostos
anteriormente nao relatados (HERRERA et al., 2019). No entanto, a composigao
dos alcaloides nas folhas é altamente variavel, dependendo de fatores como
idade e sexo da planta, e em muitos casos a boldina nao € o alcaloide
predominante (HERRERA et al., 2019). A concentragao total de alcaloides nas
folhas é geralmente baixa, com valores em torno de 0,06% do peso seco
(BULNES et al., 2007). A maioria dos estudos avaliou esses compostos em
extratos alcodlicos ou hidroalcodlicos obtidos por maceracao das folhas secas
(HERRERA et al., 2019; BULNES et al., 2007).

As folhas de Peumus boldus também apresentam taninos, 6leo essencial,
flavonoides e glicolipidios (MENDES et al., 2006). A maioria dos estudos sobre a
composic¢ao do oleo essencial indica o ascaridol como principal componente
(VOGEL et al., 1999). Entretanto, analises realizadas por Vila et al. (1999)
identificaram o limoneno como composto majoritario, enquanto o ascaridol
correspondeu a apenas 1% do total de terpenoides. Essa diferenca na
composicao foi atribuida pelos autores a existéncia de diferentes variedades de
Peumus boldus.

Além dos fendlicos, estudos recentes também destacam a presencga de
flavonoides e outros compostos antioxidantes no cha de Peumus boldus, os
quais podem estar relacionados a sua acgao protetora contra espécies reativas
de oxigénio (MORALES et al., 2015). A atividade antioxidante tem sido apontada
como um dos principais mecanismos responsaveis pelos efeitos
hepatoprotetores e digestivos atribuidos ao boldo, reforgando a importéncia de
avaliar a composi¢cao quimica das infusdes utilizadas pela populacéo.



Por outro lado, a presenca de metais pesados em amostras de cha de Peumus
boldus levanta preocupag¢des quanto a seguranga do consumo prolongado.
Estudos indicam que a contaminagao pode ocorrer em fung¢ao do solo de cultivo
ou do processo de secagem e armazenamento das folhas (SCHWANZ et al.,
2008). Esse achado evidencia a necessidade de monitoramento da qualidade
das matérias-primas vegetais, especialmente quando utilizadas de forma
continua como fitoterapicos ou remédios caseiros. Avaliar o potencial citotoxico
e genotodxico de diferentes substancias quimicas, extratos vegetais por meio do
teste de Allium cepa, Tendo como foco o boldo-do-Chile (Peumus boldus), este
estudo busca compreender melhor a complexidade dessa planta, a fim de
possibilitar seu uso de forma mais segura e com menor risco a saude da
populagao.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo experimental foi desenvolvido no Laboratério de Estudos
Experimentais e Biotecnolédgicos (LEB), da Pré-reitoria de Pds-graduacgao e pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC Goias), em ambiente controlado, com

infraestrutura adequada para a condugao de ensaios citogenéticos.

As solugdes foram preparadas por diluicdo em agua destilada, em quantidade suficiente
para atingir os volumes experimentais estabelecidos, sendo homogeneizadas
imediatamente apo6s o preparo, de modo que todo o conteudo sélido se dissolvesse em
agua. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente, sob condigbes
controladas. Considerando a instabilidade do fosfeto de aluminio em meio aquoso, com
consequente liberacao de fosfina, as solugdes foram preparadas imediatamente antes do
uso, a fim de assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos ensaios. As solugdes
assim obtidas foram empregadas diretamente nos bioensaios, conforme o delineamento

experimental proposto.

O bioensaio com Allium cepa foi conduzido conforme o protocolo descrito por Alam et al.
(2019), com adaptagdes pontuais. Este modelo experimental € amplamente reconhecido

e utilizado para a avaliagao de efeitos citotoxicos e genotoxicos, sendo considerado uma



ferramenta sensivel, de baixo custo e elevada reprodutibilidade na deteccdo de

alteragdes cromossdmicas induzidas por diferentes agentes quimicos.

Bulbos de Allium cepa, integros e de tamanho uniforme, foram inicialmente submetidos a
germinagdo em agua destilada, mantidos a temperatura ambiente por 120 horas (cinco
dias), até o desenvolvimento adequado das raizes. Durante esse periodo, a agua
destilada foi renovada diariamente, visando a manutenc¢ao das condi¢cdes experimentais

adequadas.

No quinto dia experimental, as raizes foram expostas as solugdes de RESVERATROL,
nas concentragcdes de 5 mg; 10 mg/dL sendo simultaneamente estabelecidos os grupos
controle negativo (agua destilada) e controle positivo (solugdo de colchicina), conforme
preconizado no protocolo de referéncia. Para cada grupo experimental, foram utilizados
cinco bulbos, dos quais foram coletadas cinco raizes por bulbo apds o periodo de
exposicao. As solugdes de resveratrol foram preparadas a partir de um produto comercial
contendo 500 mg de principio ativo, com ajuste prévio da massa do produto em fungéo
do teor de principio ativo, a fim de assegurar a obtengao precisa das concentragdes finais

propostas.

Cada concentragao foi testada em triplicata, com cinco bulbos por grupo de exposigao.
Os bulbos foram entdo permaneceram por 48 horas, a temperatura ambiente. Apos a
exposicao, as raizes foram cortadas e fixadas em solugédo de Carnoy (etanol; acido
acético 3:1) por 24 horas, seguido de armazenamento em alcool 70% refrigerado até o

uso.

As raizes coletadas foram submetidas aos tratamentos de fixac&o, hidrdlise e coloracéo,
utilizando-se orceina acética a 2%, conforme metodologia adaptada de Alam (2018). do
ensaio Allium cepa. As laminas foram preparadas pelo método de esmagamento (squash)
e analisadas em microscépio éptico comum, ao aumento de 400x e quando necessario
em 1.000x.



Foram avaliados os seguintes parametros:

e indice mitotico (IM), como indicador de citotoxicidade;
o Aberragbes cromossdmicas, incluindo pontes cromossdmicas, fragmentos,
cromossomos retardatarios e anafases multipolares;

o Alteragbes nucleares, tais como micronucleos e nucleos binucleados.

Os dados obtidos nos grupos tratados foram comparados aos respectivos controles
negativo e positivo, permitindo a avaliagdo do potencial citotdxico e
genotoxico/multagénico das solugbes aquosas de fosfeto de aluminio. Para a analise
estatistica do indice mitético (IM) e das alteragbes combinadas (genotdxicas e
mutagénicas), foram utilizados os valores obtidos a partir das réplicas experimentais dos

grupos controle negativo, controle positivo e tratamento das solugdes de resveratrol.

Os dados apresentaram distribuicdo ndo paramétrica, conforme indicado pelo teste de
Lilliefors (p < 0,05); dessa forma, procedeu-se a aplicagao do teste do qui-quadrado (x?).
Adicionalmente, o teste Z, ajustado pelo método de Bonferroni, foi utilizado para a
realizagdo das comparagdes pareadas (par a par) entre os tratamentos, seguindo as
orientagdes de MacDonald e Gardner (2000). Todas as analises estatisticas foram

conduzidas considerando nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

O presente estudo avaliou os efeitos citotdxicos e genotdxicos da infusdo de
boldo-do-chile por meio do bioensaio Allium cepa, utilizando como controle
negativo agua destilada e como controle positivo a colchicina. Foram analisadas
as concentragdes de 2,5 mg/dL e 5,0 mg/dL da infusdo vegetal, considerando a
frequéncia das fases do ciclo celular, ocorréncia de aberragbes cromossOmicas,
anormalidades nucleares e indice mitético.



Calculo do indice Mitotico

IM (%) = (Préfase + Metafase + Anafase + Tel6fase + Numero total de
células) x 100

O indice mitético representa a porcentagem de células em divisao celular e
constitui importante indicador de proliferagao celular e citotoxicidade.

Tabela 1 — Média das Fases do Ciclo Celular e indice Mitético

Grupo Intérfas | Préfas | Metafas | Anafas | Telofas | IM Interpretag
e e e e e (%) |ao
Controle | 425.7 45.7 19.9 6.3 2.2 14.8 | Padréo
Negativo 2+ | fisiolégico
(Agua 1.79 | normal
destilada)
Controle | 127.55 | 3419 |17.36 5.73 2.55 73.5 | Bloqueio
Positivo 1 1+ mitético
(Colchicin 6.49 | intenso
a)
Boldo-do- | 442.78 | 24.89 | 14.0 10.89 |7.22 11.4 | Sem
chile + alteracdes
2,5 mg/dL 1.75 | relevantes
Boldo-do- | 436.5 |33.5 15.5 10.1 4.2 12.6 | Sem
chile 6 + | alteracdes
5,0 mg/dL 4.04 | relevantes
Tabela 2 — Aberragdoes Cromossomicas e Anormalidades Celulares
Grupo Aberracdes Anormalidades Interpretacao
Bioldgica
Controle Negativo | Sem variagao Sem variacao Auséncia de
(Agua destilada) danos celulares
Controle Positivo | 0.0 0,0 Elevada atividade
(Colchicina) genotodxica
Boldo-do-chile Sem variagao Sem variacao Auséncia de
2,5 mg/dL genotoxicidade
Boldo-do-chile Sem variagao Sem variacao Auséncia de
5,0 mg/dL genotoxicidade

2. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA one-way),
adotando nivel de significancia de p < 0,005. O teste apresentou valor de F =
565.13 e p = 0.00000.

Os resultados demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos experimentais (p < 0,005). Essa diferenga ocorreu principalmente devido
ao comportamento do controle positivo tratado com colchicina, o qual



apresentou bloqueio mitético, aumento e aberracbes cromossémicas e
importante atividade citotoxica.Entretanto, os grupos tratados com a infusdo de
boldo-do-chile nas concentragdes de 2,5 mg/dL e 5,0 mg/dL apresentaram
comportamento semelhante ao controle negativo, nédo sendo observadas
diferencas estatisitca relevantes relacionadas a dindmica mitética ou a
frequéncia de alteragdes cromossdmicas.

Discussao Cientifica com Citagoes e Referéncias em Formato ABNT

Discussao

A utilizacdo do bioensaio Allium cepa permitiu avaliar de forma eficiente os
possiveis efeitos citotdxicos e genotdxicos da infusdo de boldo-do-chile sobre
células meristematicas vegetais. O modelo experimental € amplamente
empregado na toxicologia genética devido a elevada sensibilidade para
deteccao de alteragbes cromossdmicas e interferéncias no ciclo celular.
(BONILLA; SOBRAL, 2017).

O grupo controle negativo apresentou padrao mitético compativel com a
normalidade fisiologica esperada, caracterizado pela predominancia de células
em intérfase, adequada distribuigdo das fases mitéticas e auséncia de
alteragdes cromossémicas significativas. Esses resultados demonstram
estabilidade celular e confirmam a adequacao metodolégica do experimento.
(GOIS et al., 2016).

Em contraste, o controle positivo tratado com colchicina apresentou importante
acumulo celular em préfase e metafase, associado ao aumento de aberragdes
cromossOmicas e anormalidades nucleares. Esse comportamento € compativel
com o mecanismo antimitético classico da colchicina, capaz de desorganizar os
microtubulos do fuso mitético e comprometer a segregagdo cromossdémica.
(JIMENEZ-MADRONA et al., 2023).

Os grupos tratados com a infusdo de boldo-do-chile nas concentragdes de 2,5
mg/dL e 5,0 mg/dL apresentaram comportamento bioldgico semelhante ao
controle negativo, ndo sendo observadas alteragées relevantes na dinamica do
ciclo celular ou aumento significativo de danos cromossdmicos. (POLANCO et
al., 2024).



N&o houve aumento de micronucleos e aberragbes cromossOmicas sugere que
a infusdo aquosa de Peumus boldus n&do exerceu atividade clastogénica ou
aneugénica significativa nas condi¢cdes experimentais avaliadas. Esse
comportamento pode estar relacionado a presenga de compostos bioativos
antioxidantes, especialmente alcaloides fendlicos como a boldina. (DE SOUZA
et al., 2022a; DE SOUZA et al., 2022b).

Estudos recentes demonstram que a boldina apresenta importante atividade
antioxidante e capacidade de modulagao celular, contribuindo para redugao do
estresse oxidativo e preservacao da integridade celular em diferentes modelos
experimentais. (SILVA et al., 2023; MONTALDO et al., 2025).

Os indices mitoticos observados nos grupos tratados permaneceram proximos
ao controle negativo, indicando preservagao da atividade proliferativa celular e
auséncia de efeito citotdéxico severo. Esse resultado reforga a hipétese de baixa
toxicidade biolégica da infusdo vegetal nas concentragdes analisadas.
(VASQUEZ et al., 2025).

Além dos efeitos antioxidantes, a literatura demonstra que Peumus boldus
possui propriedades farmacoldgicas relevantes, incluindo acdes
hepatoprotetoras, anti-inflamatadrias, coleréticas e vasodilatadoras, fatores que
podem contribuir para a manuten¢do da homeostase celular. (S. F. SILVA et al.,
2025; DE SOUZA et al., 2022a).

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a infusao
de boldo-do-chile apresenta perfil biologico compativel com baixa citotoxicidade
e reduzido potencial genotdxico no modelo experimental Allium cepa,
especialmente quando comparada ao intenso efeito antimitético induzido pela
colchicina. (BONILLA; SOBRAL, 2017; POLANCO et al., 2024).

CONCLUSAO:

Os principais achados do estudo podem ser sintetizados nos seguintes topicos:

¢ O bioensaio Allium cepa demonstrou elevada sensibilidade para deteccao de
alteragdes citotdxicas e genotdxicas, validando sua aplicagdo como modelo
experimental em toxicologia vegetal.



e O controle positivo tratado com colchicina apresentou intenso bloqueio
mitético, aumento de aberragdes cromossdmicas e elevada frequéncia de
anormalidades celulares, confirmando a eficiéncia do ensaio experimental.

e O controle negativo apresentou padréo celular compativel com a normalidade
fisiologica, caracterizado por adequada atividade proliferativa e auséncia de
alteracdes cromossémicas relevantes.

e Os grupos tratados com a infusao de boldo-do-chile nas concentragdes de
2,5 mg/dL e 5,0 mg/dL apresentaram comportamento semelhante ao controle
negativo.

e Nao foram observadas alteragdes significativas no indice mitético, na
dinamica do ciclo celular ou na frequéncia de aberragées cromossdmicas nos
grupos tratados com a infusdo vegetal.

e Os resultados sugerem auséncia de atividade citotdxica, clastogénica e
aneugénica significativa nas condi¢gdes experimentais avaliadas.

e A estabilidade celular observada pode estar relacionada a presencga de
compostos bioativos antioxidantes presentes em Peumus boldus,
especialmente alcaloides fendlicos como a boldina.

e A analise estatistica demonstrou que as altera¢des celulares ocorreram
principalmente no controle positivo tratado com colchicina, enquanto os
grupos tratados com boldo-do-chile permaneceram biologicamente préximos
ao controle negativo.

e Conclui-se que a infusdo aquosa de boldo-do-chile apresentou perfil biolégico
compativel com baixa toxicidade celular no modelo experimental Allium cepa.

e Recomenda-se a realizacido de estudos complementares utilizando modelos
in vivo, analises moleculares e diferentes concentragdes da infusao vegetal
para aprofundamento da avaliagao toxicoldgica.
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