360

Atividade antiproliferativa e mutagénica dos extratos aquosos de Baccharis trimera
(Less.)A.P.de Candolle e Baccharis articulata (Lam.) Pers. (Asteraceae) sobre o
sistemateste de Allium cepa
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RESUMO: As espécies medicinais Baccharis trimera e Baccharis articulata, nativas no sul do
Brasil, sdo muito utilizadas na medicina popular. Este estudo objetivou avaliar o potencial efeito
citotéxico destas infusdes sobre o ciclo celular de Allium cepa. Ramos de duas populactes de
cada espécie coletados durante os estadios vegetativo e reprodutivo (floracéo) foram usados para
preparar infusées em duas concentracdes: 15 mg mL* e 75 mg mL*. Células das pontas de
raizes Allium cepa sdo usadas como sistema teste in vivo. Foram preparadas laminas através da
técnica de esmagamento. As células foram analisadas em todo o ciclo celular de A. cepa,
totalizando 4000 células para cada grupo de bulbos. O indice mitético (IM) foi calculado e realizado
andlise estatistica através do teste Qui-quadrado (c?= 0,05). Os resultados mostraram que as
infusBes de B. trimera nas duas popula¢des causaram reducédo do IM em relacéo ao controle,
mas ndo entre as concentraces, em ambos estadios utilizados. Os extratos de B. articulata
também apresentaram reducédo do IM em relacdo ao controle, sendo que uma das populacdes
apresentou diferenca do IM entre as concentra¢des nos dois estadios, o que n&o ocorreu na
outra populacdo. Com relacdo a presenca de células com aberracdes cromossémicas, esta
ocorreu em todas as populag@es estudadas. Os resultados indicaram que os extratos dessas
espécies apresentaram efeito antiproliferativo e mutagénico para as concentracdes estudadas,
nao possuindo diferenca nesses efeitos quanto ao estadio de desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: plantas medicinais, mutagénese, antiproliferativo

ABSTRACT: Antiproliferative and mutagenic activities of agueous extract of Baccharis
trimera (Less.) A. P. de Candolle and Baccharis articulata (Lam.) Pers. (Asteraceae) on the
Allium cepa test system. The medicinal species Baccharis trimera and Baccharis articulata,
which are native to the south of Brazil, are extensively used in popular medicine. This study aimed
to evaluate the potential cytotoxic effect of these infusions on the cell cycle of Allium cepa.
Branches of two populations of each species collected during the vegetative and reproductive
(flowering) stages were used to prepare infusions at two concentrations: 15 mg mL* and 75 mg
mL-1. Onion (Allium cepa) root-tip cells were used as an in vivo test system. Slides were prepared
through smashing technique. Cells were analyzed throughout A. cepa cell cycle, totaling 4000
cells for each group of bulbs. The mitotic index (MI) was calculated, and the statistical analysis
performed using the Chi-square test (c?= 0.05). Results showed that B. trimera infusions caused
MI reduction in both populations, compared with control, but not between concentrations in both
used stages. Similarly, B. articulata extracts led to Ml reduction, compared with control, and one
of the populations had Ml difference between concentrations in both stages. Cells with chromosome
aberrations were present in all studied populations. Results indicated that the extract of both
species showed antiproliferative and mutagenic effects at the studied concentrations; however, no
difference was found concerning plant development stage.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo muito utilizadas
na medicina popular, sendo algumas vezes, a Unica
fonte de medicacdo que a populacdo tem acesso.
Entre as plantas com potencial medicinal, estdo as
espécies da familia Asteraceae, como B. trimera e
B. articulata, nativas no sul do Brasil.

B. trimera, conhecida como carqueja,
carqueja-amargosa, é um arbusto pequeno, didico,
ramificado, com ramos sem folhas, trialados, com
alas interrompidas alternadamente, membranosas a
levemente coriaceas (Simoes et al., 1986). As partes
aéreas desta planta sdo usadas internamente, como
estomaquica, anti-reumatica, anti-helmintica, em
problemas do figado, em diabetes e em casos de
gastroenterite, anorexia, gripe e resfriado; externamente,
no tratamento de feridas e ulceragfes (Simdes et al.,
1986). Pode ser encontrada em capsulas para
emagrecimento, em associacao com outras espécies.
O dleo essencial € composto principalmente por
carquejol, acetato de carquejila e sesquiterpenos,
além de palustrol, o e B-pineno, trans-o-ocimeno e
espatulenol entre outros (Siqueira et al., 1985; Santos
etal., 1988; Sousa et al.,1991). Também apresenta
flavonoides como a quercetina, luteolina, nepetina,
apigenina, rutina, hispidulina (Soicke & Leng-
Peschlow, 1987; Di Stasi et al., 1988), eupatorina,
cirsimaritina, cirsiliol, apigeina, genkwanina e
eriodictiol (Kuroyanagi et al., 1985; De Mello &
Petrovic, 2000), diterpenos, compostos tanicos e
saponinas (Castro et al., 1999; Jarvis et al., 1991,
Zderoetal., 1991).

B. articulata, conhecida como carquejinha,
carqueja-doce, difere-se de B. trimera por possuir
seus ramos bialados, verde-acinzentados. Suas
partes aéreas sdo usadas internamente, como
digestiva, diurética, amarga, tonica, antifebril e no
combate de dispepsias atdnicas, debilidade organica
e anemia. Na Argentina, acredita-se que tenha
atividade no tratamento de impoténcia sexual
masculina e de esterilidade feminina. No Paraguai €
utilizada como anti-hipertensiva (Simdes et al., 1986).
Possui, segundo a literatura, basicamente
flavonoides, taninos e terpenos, sendo os terpendides
0s compostos de maior nUmero e entre eles os
triterpenos (Siqueira, 1988). Dois diterpenos do tipo
neoclerodano foram determinados a aticulina | e
acetato de articulina (Simdes et al., 1986). A
composi¢cdo quimica compreende o &cido
crisosaponico, acido resinico, acido oleandlico;
terpeno lupeol e flavonodides como santonina,
absintina, luteolina, quercetina, genkwanina,
acacetina, 7,4-dimetil-apigenina, circimaritina,
salvigenina, jaceidina, jaceosidina, chondrillasterol
(Alonso, 1998). Nas flores foram encontrados um
diterpeno furénico, o barticulidiol; um diterpeno
clerodano, a bachotricuneatina A (Gianello &
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Giordano, 1982); além de um diéster malonato
(Alonso, 1998). Em seu 6leo essencial foram
detectados B-cariofileno, nerodiol, cis-cariofileno, y-
elemeno, B-guaieno, d-candieno, a-pineno e
aromadendro (Alonso, 1998), além de B-pineno,
limoneno, espatulenol (SimBes-Pires et al., 2002).

Estima-se que mais de 60 e 75% dos
farmacos utilizados atualmente no tratamento do
cancer e em doencas infecciosas, respectivamente,
sdo derivados de fontes naturais (Newman et al., 2003),
sendo de grande relevancia, estudos de toxicidade e
mutagenicidade, pois contribuem para utilizacdo
segura e eficaz. O indice mitotico e indice de
replicacdo sdo usados como indicadores de
proliferacdo adequada das células (Gadano et al.,
2002), o que pode ser medido através do sistema
teste vegetal de Allium cepa. O método da aberracdo
cromossdmica em raizes de Allium é validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS,
WHO) e o Programa Ambiental das Nagfes Unidas
(UNEP) (Cabrera & Rodriguez, 1999; Silva et al., 2004).
Além disso, estudos utilizando esse sistema teste
juntamente com o de mamiferos tém sido realizados,
demonstrando que os resultados obtidos séo
similares (Teixeira et al., 2003; Camparoto et al., 2002;
Vicentini et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
dos extratos aquosos (chas) de B. trimera e B.
articulata, obtidos segundo sua utilizagéo popular,
através de plantas nos diferentes estadios de
crescimento das espécies, vegetativo e reprodutivo
(floracéo), sob o sistema vegetal de Allium cepa.

MATERIAL E METODO

Coletadas plantas

Ramos de duas populacfes de B. trimera
(Jardim Boténico - Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Santa Maria (Populacéo 1); e Sdo
Pedro do Sul (Populacéo 2) e de B. articulata (Jardim
Botéanico - UFSM (Populacgdo 1) e UFSM (Populagéo
2) foram coletados no Rio Grande do Sul, Brasil. Cada
populacéo foi coletada duas vezes, uma durante o
periodo vegetativo e outra durante o reprodutivo
(floragcdo). De cada populacdo, colocou-se uma
amostra testemunha no herbario SMDB (Santa Maria
Departamento de Biologia), da UFSM, sob nimero
de registro: 10005 (B. trimera Populacéo 1), 10081
(B. trimera Populagédo 2), 10004 (B. articulata
populacdol) 10006 (B. articulata populacéo 2). As
plantas foram identificadas pela Prof2 Dr2 Thais do
Canto-Dorow.

Preparo das infus6es
Os extratos aquosos (chas) dos ramos
recém coletados de cada populacdo em cada estadio
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coletado de B. trimera e B. articulata foram preparados
por decoccdo em 2 concentracdes: 15 mgmLte 75
mg mL*. Aconcentragdo de 15 mgmL* é usualmente
utilizada para preparar o cha medicinal, segundo a
Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1959).
Utilizaram-se 3 grupos de 4 bulbos de Allium cepa
para cada populacdo em cada estadio coletado de
B. trimera e B. articulata, cada grupo equivalendo a
uma das concentra¢gfes. Todos os bulbos foram
colocados em agua destilada para enraizarem, apés
0 enraizamento, os mesmos foram transferidos para
0s extratos que estavam em temperatura ambiente
permanecendo por 24 horas, (um grupo permaneceu
em agua como controle). A seguir, foram coletadas
as radiculas com aproximadamente 5-10mm de
comprimento e fixadas em etanol:acido acético (3:1)
por 24 h e mantidas em etanol 70% e conservadas
sob refrigeracao até o uso.

Efeitos das infusdes sobre o ciclo celular
de Allium cepa
Foram feitas em média 5 laminas por bulbo
de cada tratamento e controle de cada populagéo
coletada. No preparo das laminas, as radiculas foram
hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos. Foram, ent&o,
lavadas em agua destilada e coradas com orceina
acética 2%. A regido meristematica das radiculas foi
fragmentada com o auxilio de agulhas histoldgicas,
e a laminula colocada sobre o material (Guerra &
Souza, 2002). Foi feita a andlise de 1000 células de
cada bulbo, totalizando 4000 células por grupo de
bulbos. As laminas foram avaliadas com auxilio de
microscépio 6ptico com a objetiva de 40X, observando-
se as células em interfase e divisao celular (mitose)
para calcular o indice Mitético (IM), bem como, a
ocorréncia de aberra¢des celulares, como presenca
de pontes, cromossomos retardatarios, micronutcleos,
células binucleadas, entre outras.

Analise estatistica
A analise estatistica dos dados foi realizada
pelo teste y2com nivel de probabilidade <0,05 através
do programa BioEstat 3.0 (Ayres, 2003).

RESULTADO

Os resultados obtidos neste trabalho estéo
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Na Tabela 1, sdo apresentados o numero
total de células analisadas, o nimero de células que
foram observadas em interfase e em diferentes fases
da divisdo celular durante o ciclo celular de Allium
cepa, bem como os valores do indice mitético. Para
a espécie B. trimera, é possivel observar na Tabela 1,
gue para ambas as populac¢des estudadas, houve uma
inibicdo da divisdo celular na concentrag&o usual de
(15 mg mL*) com relag&o ao controle (populacéo 1

y?=121,3 e 236,7, populagdo 2 y>=211 e 236,7) . Os
valores de IM diferiram entre os tratamentos somente
na populacdo 1 (y?= 70,9), quando se testou os
extratos obtidos com as plantas no estadio vegetativo.

A espécie B. articulata também apresentou
reducdo dos valores de IM, ja na concentracdo usual
em ambas as populacdes (populagédo 1 y>=133,4 e
49,9, populacdo 2 y>=101,2 e 54,1). No entanto, as
concentracdes diferiram significativamente entre si na
populacdo 1 (x*= 10,6 e 38,9), ndo apresentando
diferenca na populacéo 2 (y>= 0,6 € 2,6).

Na Tabela 2, sdo apresentados o numero
total de células analisadas, bem como o nimero de
células que possuiam aberracdes cromossdmicas e
o total de aberracdes celulares.

Os extratos de B. trimera e B. articulata
apresentaram trés tipos de aberracdes celulares:
células binucleadas (Figura 1l1a), células
micronucleadas (Figura 1b) e pontes em anafase e
teléfase (Figura 1c). As aberracdes foram encontradas
em ambos os tratamentos e estadios de
desenvolvimento para todas as populacdes
estudadas.

Na populacéo 1 de B. trimera, o nimero de
aberracdes celulares observado nas células de Allium
cepa diferiu do controle em ambas as concentracdes
(x*= 30,11, 42,2, 28,09 e 26,08) , mas nao diferiu
entre os tratamentos (x?= 2,01 e 0,7). Ja a populacéo
2, os tratamentos também diferiram entre si (y>=43,7
e 37,72).

B. articulata, na populacdo 1, quando
utilizado os extratos obtidos das plantas no estadio
reprodutivo, o nimero de aberracdes celulares diferiu
do controle somente na concentragdo usual (y*=
32,1), e quando utilizados os extratos das plantas no
estadio vegetativo, ambas as concentracfes diferiram
do controle (x?= 19,04 e 9,01). Ja na populacéao 2,
para os extratos obtidos das plantas no estadio
reprodutivo, o niumero de aberragGes celulares foi
diferente do controle (x*= 21,05 e 26,08), mas néo
diferiram entre si (x*= 0,5), e para os extratos das
plantas no estadio vegetativo, as concentracdes
diferiram do controle (y?= 43,2 e 21,05) e entre si (y*=
7,6).

DISCUSSAO

Apesar da familia Compositae (Asteraceae)
compreender algumas das mais antigas e mais
valorizadas plantas medicinais (Paulsen, 2002),
diferentes géneros desta familia apresentam
compostos tdxicos como acidos taninicos,
hidrocianicos, féormicos e malicos, rutina e furfural
(Duke, 2000).

Utilizou-se para a realizacdo deste trabalho
o sistema teste vegetal de Allium cepa para avaliar
os efeitos dos extratos aquosos de B. trimera e B.
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TABELA 1. Espécies, populacdes, estadios de desenvolvimento, tratamentos e nimero total de células analisadas
no ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase, tel6fase) de pontas de raizes de Allium cepa tratadas com
0s extratos aquosos de B. trimera e B. articulata.

Espécie — Populacéo — Tratamento  Numero Total N°de Células N°de células indice
Estadio de Células em Interfase em Divisédo Mitético (%)
Baccharis trimera — Controle 4000 3748 252 6,3a
Populacdo 1 - Reprodutivo
15gL* 4000 3939 61 1,525b
759 Lt 4000 3912 88 2,2b
Baccharis trimera — Controle 4000 3756 244 6,1a
Populacdo 1 — Vegetativo
15gL* 4000 3995 5 0,125b
75gL* 4000 3916 84 2,1c
Baccharis trimera — Controle 4000 3767 233 5,825a
Populacdo 2 — Reprodutivo
15gL* 4000 3990 10 0,25b
75gL* 4000 3985 15 0,375b
Baccharis trimera — Controle 4000 3791 209 5,225a
Populacado 2 — Vegetativo
15gL* 4000 3992 8 0,2b
759 Lt 4000 3979 21 0,525b
Baccharis articulata — Controle 4000 3720 280 7a
Populacdo 1 — Reprodutivo
15g L™ 4000 3931 69 1,725b
759 Lt 4000 3964 36 0,9¢
Baccharis articulata — Controle 4000 3787 213 5,325a
Populacdo 1 — Vegetativo
15gL* 4000 3908 92 2,3b
759 Lt 4000 3975 25 0,625¢
Baccharis articulata — Controle 4000 3743 257 6,425a
Populacdo 2 — Reprodutivo
15g L™ 4000 3923 77 1,925b
75gL* 4000 3913 87 2,175b
Baccharis articulata — Controle 4000 3763 237 5,925a
Populacado 2 — Vegetativo
15gL* 4000 3896 104 2,6b
759 Lt 4000 3918 82 2,05b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste 2.
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TABELA 2. Espécies, populages, estadios de desenvolvimento, tratamentos, nimero total de células analisadas,
numero de aberracdes celulares e porcentagem de células aberrantes de pontas de raizes de Allium cepa tratadas
com os extratos aquosos de B. trimera e B. articulata.

Espécie — Populagdo Tratamento N° total de Aberrag@es celulares Total de
— Estédio células células
analisadas aberrantes
Pontes em Células Células
anéafase e binucleadas micronucleadas
teléfase

Baccharis trimera — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 1 -

Reprodutivo 15g Lt 4000 1 29 - 30b

759 Lt 4000 5 35 2 42b

Baccharis trimera — Controle 4000 - - - Oa
Populacéo 1 —

Vegetativo 15¢gL* 4000 - 24 4 28b

75¢g Lt 4000 8 18 - 26b

Baccharis trimera — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 2 —

Reprodutivo 15g Lt 4000 - 9 - 9b

75¢gL* 4000 7 58 1 66¢

Baccharis trimera — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 2 —

Vegetativo 15gL* 4000 . 13 . 13b

75¢gL* 4000 7 61 - 68c

Baccharis articulata — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 1 —

Reprodutivo 15g Lt 4000 6 26 - 32b

75¢gL* 4000 1 - - 1ic

Baccharis articulata — Controle 4000 - - - Oa
Populacéo 1 —

Vegetativo 15¢gL* 4000 3 16 - 19b

75gL* 4000 1 8 - 9b

Baccharis articulata — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 2 —

Reprodutivo 15g Lt 4000 5 16 - 21b

75¢gL* 4000 15 11 - 26b

Baccharis articulata — Controle 4000 - - - Oa
Populagéo 2 —

Vegetativo 15¢gL* 4000 19 24 - 43b

75gL* 4000 13 8 - 21c

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste 2.
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FIGURA 1. Células de Allium cepa submetidas aos extratos de B. trimera e B. articulata. a- seta indicando célula
binucleada; b- seta indicando micronucleo; c- seta indicando pontes em anéfase. Escala 10 pLm.

articulata. Em nosso estudo, foram utilizados extratos
aquosos brutos obtidos por decoccao, visto que a
populacdo humana utiliza-os sob esta forma. Os
testes de citotoxicidade utilizando sistema teste
vegetal in vivo, como o de Allium cepa, estédo
validados por varios pesquisadores que realizam de
forma conjunta teste animal in vitro e os resultados
obtidos séo similares (Teixeira et al., 2003; Vicentini
etal., 2001).

Neste estudo, extratos aquosos de B. trimera
e B. articulata apresentaram inibicdo da divisdo celular
ja na concentracao usual de 15 mg mL* (Tabela 1),
bem como alteracBes celulares (Tabela 2), indicando
a ocorréncia de atividade antiproliferativa e mutagénica
dos extratos. Esses resultados estdo em acordo com
os estudos realizados por Pinho et al. (2005a, 2005b),
gue avaliaram 0s extratos aquosos da espécie B.
trimera através do sistema teste vegetal de Allium
cepa e teste de linfécitos de sangue periférico
humano. Estes autores observaram atividade

antiproliferativa e mutagénica dos extratos nas
concentracdes de 20 mgmL* e 200 mg mL+, sendo
encontrados nos dois estudos aberracdes celulares
semelhantes as obtidas neste trabalho. Além disso,
Borgo et al. (2004) demonstraram haver atividade
mutagénica dos extratos aquosos de B. articulata
através do ensaio Salmonella/Microssoma.

Estes resultados reforcam importancia do
sistema teste de Allium cepa, ja que 0 mesmo
apresenta resultados similares aos obtidos com
outros sistemas testes. Segundo Fikejo (1994),
mesmo que o metabolismo vegetal seja diferente, o
sistema teste de Allium cepa é um excelente
parametro de analise citotdxica, além de que a
observacdo da ocorréncia de alteracles
cromoss6micas no ciclo celular de A. cepa tem sido
usada como indicativo para prevenir a populacao
humana sobre o consumo do produto (Vicentini et
al., 2001). De acordo com Craag & Newman (2005),
muitos dos agentes utilizados na terapia do cancer
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séo derivados de fontes naturais e foram descobertos
a partir de testes de citotoxicidade, por inibirem a
proliferacdo de células cancerosas em modelos in
vitro ou in vitro.

As espécies B. trimera e B. articulata
contém taninos e flavondides dentre outras
substancias em sua composicao quimica. A atividade
enzimatica associada aos taninos pode ser
responsavel pela inibicao da divisdo celular de Allium
cepa (Teixeira et al., 2003). Estas espécies também
contém flavonoides, os quais tém demonstrado
possuir atividade citotéxica (Ya-Qin et al., 2001). Os
flavondides de Humulus lupulus L. e Lonchocarpus spp.
apresentaram atividade citotoxica e antiproliferativa sob
o ciclo celular de células cancerosas da prostata
(Delmulle et al., 2006; Borges-Argaez et al., 2007).
Outras espécies medicinais, que possuem taninos e
flavonoides em sua constituicdo, como Pterocaulon
polystachyum e Achyrocline satureidoides tém sido
estudadas através do sistema teste de Allium cepa,
e os resultados indicam a presenca de atividade
antiproliferativa nestes extratos (Knoll et al., 2006;
Fachinetto et al., 2007).

Apesar das espécies vegetais apresentarem
uma possivel modificacao de seus constituintes em
raz&o de seu estadio de desenvolvimento, em nosso
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas
na atividade antiproliferativa e mutagénica que
pudessem estar associadas ao estadio em que se
encontravam.

Através de nossos resultados, é possivel
verificar-se a presenca de atividade antiproliferativa e
mutagénica das espécies estudadas, indicando que
sua utilizacéo pela populagéo requer maior cuidado.
No entanto, sdo necessarios mais estudos para
avaliar com maior preciséo o0s riscos potenciais dos
agentes mutagénicos presentes nos extratos
aquosos de B. trimera e B. articulata.
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