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RESUMO: Achyrocline satureioides (marcela) ¢ utilizada na medicina popular brasileira, na forma
de cha, como tratamento de patologias digestivas e inflamatdrias. O efeito anti-proliferativo de
infusdes de marcela sobre o ciclo celular da cebola foi avaliado, utilizando-se inflorescéncias de
marcela recém coletadas (2005) e apds armazenamento por 30 meses (2003). Preparou-se as infusdes
em duas concentragdes: 5,0 mg/mL (concentracdo usual como chd) e 20 mg/mL. Utilizaram-se 3
grupos de 6 bulbos de cebola para cada populagdo de marcela. Retirou-se um grupo de bulbos
controle de cada populagdo. Todos os bulbos enraizados em agua destilada foram transferidos
para os extratos de marcela e permaneceram por 24 horas, (os bulbos controle permaneceram em
agua). As radiculas foram coletadas, fixadas em etanol-acido acético (3:1) por 24 h e estocadas em
alcool 70%. Foram analisadas 6000 células por grupo de bulbos, e os indices mitéticos calculados
submetidos a analise estatistica pelo teste x* a 5%. Conclui-se que as infusdes de marcela possuem
acdo antiproliferativa sobre o ciclo celular da cebola e que essa agdo inibitoria da divisdo celular
aumenta conforme aumento da concentracdo, bem como apds o armazenamento.

Unitermos: Achyrocline satureioides, Allium cepa, Asteraceae, Liliaceae, atividade anti-
proliferativa, indice mitético, planta medicinal.

ABSTRACT: “Anti-proliferative effect of infusions of Achyrocline satureioides on the Allium
cepa cell cycle”. Achyrocline saturoides (marcela) is used in Brazilian folk medicine as a tea in
the treatment of digestive and inflammatory diseases. The anti-proliferative effect of infusions
of marcela on onion cell cycle was evaluated by using the inflorescences of recently collected
marcela and after the storage for 30 months. Marcela inflorescences were collected for the infusion
preparations in 2003 and in 2005 (used still fresh). We prepared the infusions at two concentrations
5.0 mg/mL (concentration used as tea) and 20 mg/mL. We used two groups of six onion bulbs
for each population of marcela, and one group of bulbs of each population was withdrawn as a
control group. All bulbs rooted in distilled water and after they were transferred to the extracts of
marcela and they were kept there for 24 hours (control bulbs remained under water). The root tips
were collected, after fixed in ethanol acetic acid (3:1) for 24 hours and, stored under alcohol 70%.
A total of 6000 cells per group of bulbs was analyzed, and the mitotic indexes were calculated
and undergone to statistical analysis by using y? at 5%. The conclusions were that the infusions of
marcela have anti-proliferative action on the cell cycle of onion and that this inhibitory action on
the cell division increases according to the increase of the infusion concentration, after storage as
well.

Keywords: Achyrocline satureioides, Allium cepa, Asteraceae, Liliaceae, anti-proliferative effect,
mitotic index, medicinal plant.

INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo amplamente usadas
em varios paises para o tratamento de doengas, ¢ no Brasil,
a espécie de A. satureioides (Lam.) DC é comumente
utilizada na medicina popular na forma de cha para o
tratamento de problemas digestivos e inflamatorios.

A. satureioides € uma erva anual da familia
Asteraceae, possui ramifica¢des de até 1,5 m de altura
coberta de pilosidades brancas. As folhas sdo alternas,
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inteiras, sésseis lineares, alanceoladas de até 12 cm de
comprimento por 1,8 cm de largura. Possui inflorescéncias
do tipo capitulos em dois tipos de flores, reunidas em
paniculas corimbosas. As flores sdo amarelo-dourado, as
centrais hermafroditas, em numero de uma a duas, € as
flores marginais sdo quatro ou cinco. O fruto ¢ do tipo
aquénio, glabro e pardo (Castro; Chemale, 1995).

Esta planta ¢ comum no Brasil, ocorrendo de
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul (De Souza et al.,
2002), sendo também conhecida como marcela, marcela-
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do-campo, marcela-da-terra  (Almeida,1993), além
desses, Lorenzi (2002), cita macela, camomila nacional
e macela- amarela.

Infusdes das inflorescéncias de A4. satureioides,
sdo muito utilizadas na medicina popular brasileira como
um agente digestivo, antiespasmodico, antiinflamatorio
e hipoglicémico, para tratar desordens gastrintestinais e
reduzir os niveis de colesterol sanguineo (Ritter et al.,
2002; Simdes et al., 1984). Em estudo realizado por
Vendruscolo et al. (2005), essa espécie aparece entre
as 10 medicinais mais utilizadas na forma de cha na
medicina alternativa por pessoas de uma comunidade de
Porto Alegre, RS.

Estudos experimentais tém demonstrado
atividades anti-HIV (Adamoli, 1998), anti-proliferativa
(Pessoa, 2000), além de agbes antioxidantes
(Desmarchelier et al., 1998), anti-herpéticas (Garcia et
al., 1999), analgésicas, constipativa e sedativa (Simdes
et al., 1988), imunomodulatoria (Santos et al., 1999),
antiviral (Garcia et al., 1995), colerética e hepatoprotetora
(Lopez et al., 1996), antimicrobiana (Duarte et al., 2004)
¢ anti-inflamatéria (Falcdo et al., 2005). Também, A.
satureioides mostrou atividade mutagénica in vitro contra
Salmonella e Escherichia coli o que pode explicar seu
uso popular na disenteria, diarréia e infecg¢des intestinais
(Almeida, 1993). A importancia desta planta levou sua
inclusdo na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira
(Branddo et al., 2006).

Apesar de alguns estudos ja realizados, os
efeitos toxicos dos extratos de A. satureioides sdo pouco
conhecidos (Rivera et al., 2004). Estudos fitoquimicos
tém demonstrado que os flavonoides quercetina, 3-O-
metilquercetina e luteolina sdo os constituintes mais
significativos extraidos por etanol das inflorescéncias
(Ferraro et al., 1981; Simdes et al., 1984), além de acidos
caféicos, clorogénicos, isoclorogénicos ¢ glicolipidios
terem sido reportados nas partes aéreas (Broussalis et
al., 1989; Mendes et al., 2006). Os extratos aquosos de
marcela foram testados para a presenga de atividade
genotoxica em microrganismos por Vargas et al. (1990),
¢ os resultados positivos foram relacionados a presenga
da quercetina e do acido caféico nesses extratos.

Devido a este intenso uso de plantas medicinais,
estudos de toxicidade e mutagenicidade sdo necessarios
por contribuirem para sua utilizagdo segura ¢ eficaz.
O indice mitdtico e indice de replicagdo sdo usados
como indicadores de proliferagdao adequada das células
(Gadano et al., 2002), o que pode ser medido através
do sistema teste vegetal de Allium cepa. O método da
aberragdo cromossdmica em raizes de A/lium ¢é validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
(IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das Nagdes
Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e
monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias
ambientais (Cabrera; Rodriguez, 1999; Silva et al.,
2004).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o

50

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
17(1): Jan./Mar. 2007

efeito anti-proliferativo de infusdes de A. satureioides
sobre o ciclo celular de Allium cepa em diferentes anos
de coleta.

MATERIAL E METODOS
Coleta das plantas

As inflorescéncias in natura de A. satureioides
foram coletadas no Rio Grande do Sul, Brasil, na
estrada municipal de acesso ao Distrito de Boca do
Monte, municipio de Santa Maria, junto a entrada lateral
da Estacdo Experimental de Silvicultura de Boca do
Monte, com localizagdo geografica definida pelas Lat
(DMS) = 29°37°60S e Long (DMS) = 53° 55 OW. As
coletas ocorreram no més de margo, que ¢ o periodo
de florescimento desta planta, nos anos de 2003 ¢
2005, sendo que as inflorescéncias coletadas em 2003
permaneceram armazenadas em condi¢des ambientais
por cerca de 30 meses. De cada coleta, colocou-se uma
amostra testemunha no herbario SMDB (Santa Maria
Departamento de Biologia), da UFSM, sob numero de
registro 9927 ¢ 10033 respectivamente. As plantas foram
identificadas pela Prof* Dr* Thais do Canto-Dorow.

Preparo das infusées

Inflorescéncias frescas e secas (das duas coletas)
de A. satureioides foram colocadas em agua fervente,
permanecendo em infusdo por 10 minutos, os extratos
aquosos foram coados e colocados para esfriar em
temperatura ambiente. As infusdes foram preparadas
em 2 concentragdes: 5 mg/mL (T1) e 20 mg/mL (T2),
sendo a concentra¢do de 5 mg/mL usualmente utilizada
para preparar o cha medicinal. Apesar das inflorescéncias
de marcela armazenadas terem perdido agua, resultando
numa menor massa, a relativa quantidade maior de
inflorescéncias frescas, ndo foi um parametro que
possibilitasse alteragdes nos resultados finais.

Utilizaram-se 3 grupos de 6 bulbos de Allium
cepa para cada populagdo de A. satureioides, dos anos
de 2003 e 2005, cada grupo equivalendo a um dos
tratamentos. De cada populagdo foi retirado um grupo
de bulbos controle. Todos os bulbos foram colocados em
agua para enraizarem, apds o enraizamento, 0S mesmos
foram transferidos para os extratos que estavam em
temperatura ambiente permanecendo por 24 horas, (os
bulbos controle foram mantidos em agua). A seguir, foram
coletadas as radiculas com aproximadamente 5-10mm
de comprimento e fixadas em etanol-acido acético (3:1)
por 24 h. Posteriormente, elas foram retiradas do fixador,
mantidas em alcool 70% e conservadas no refrigerador
até o uso.

Efeitos das infusoes sobre o ciclo celular de Allium
cepa
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Foram feitas em média 5 laminas por bulbo de
cada tratamento e controle de cada populacdo coletada.
No preparo das laminas, utilizou-se 5 radiculas por bulbo,
ou seja 01 radicula por 1amina, as quais foram hidrolisadas
em HCI IN por 5 minutos. Foram, entdo, lavadas em
agua destilada e coradas com orceina acética 2%. A
regido meristematica das radiculas foi fragmentada com
o auxilio de agulhas histologicas, e a laminula colocada
sobre o material (Guerra; Souza, 2002).

Foi feita a analise de 1000 células de cada bulbo,
totalizando 6000 células por populagdo. As laminas foram
avaliadas observando-se as células em interfase, profase,
metafase, anafase ¢ telofase, com auxilio de microscopio
Otico com a objetiva de 40X. O niimero total de células
analisadas por grupo de bulbos foi de 6000 células. Foram
calculados os valores médios do numero de células de
cada uma das fases do ciclo celular de Allium cepa, ¢
determinado o indice mitdtico (IM).

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo
teste %> com nivel de probabilidade <0.05 foi considerado

significativo estatisticamente, utilizando o software
estatistico BioEstat 3.0 (Ayres, 2003).

RESULTADOS

A tabela 1 mostra o nimero total de células
analisadas ¢ o numero de células nas diferentes fases
do ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase e
telofase) nas células das raizes de Allium cepa tratadas
com A. satureioides.

Na tabela 2, sdo apresentados o nimero total de
células analisadas, bem como o nimero de células que
foram observadas em interfase ¢ em diferentes fases da
divisdo celular durante o ciclo celular de Allium cepa.
Nessa mesma tabela, mostra-se também, os valores do
indice mitdtico e a propor¢do em porcentagem de células
em divisdo em relagdo ao controle.

Para a populagdo de 2003, o indice mitdtico das
células de Allium cepa diminuiu significativamente apos
24 h em cada concentra¢do do extrato de A. satureioides
quando comparados com o grupo controle (T1: > =
15.268; T2: y*> = 194.467). A reducédo do indice mitodtico
também foi significativa quando comparado T1 com T2

Tabela 1. Numero de células nas diferentes fases do ciclo celular de células meristematicas radiculares de Allium cepa

tratados com diferentes extratos de 4. satureioides.

Populacdes Tratamento Interfase Profase Metafase Anafase Telofase
Controle 5800 32 51 40 77
2003 T1 5870 16 54 30 30
T2 5996 2 0 0 2
Controle 5329 401 85 51 134
2005 Tl 5445 381 48 37 89
T2 5679 201 35 29 56

Tempo de tratamento: Controle = Oh (t zero), Tratamentos: T1, T2= 24h
Concentracdes das infusdes: T1 = Tratamento 1 (5 mg/mL), T2 = Tratamento 2 (20 mg/mL)

Tabela 2. Populagdes, tratamentos e numero de células no ciclo celular (interfase, profase, metafase, anafase, telofase)
em pontas de raizes de Allium cepa tratadas com os extratos de A. satureioides.

Populacdes Tratamento Numero Total ~ Células em Células em Indice Proporgao de
de Células Intérfase Divisao Mitético (%) células em
divisao/
controle (%)
Controle 6000 5800 200 3452 -
2003 Tl 6000 5870 130 2.21b 35.9
T2 6000 5996 4 0.05¢ 98.55
Controle 6000 5329 671 12.59a -
2005 T1 6000 5445 555 10,19b 19.1
T2 6000 5679 321 5,65¢ 55.12

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5%, pelo teste .
Tempo de tratamento: Controle = Oh (t zero), Tratamentos: T1, T2 = 24h
Concentragdes das infusdes: T1 = Tratamento 1 (5 mg/mL), T2 = Tratamento 2 (20 mg/mL)
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(* = 122.630).

Damesma forma, a populagdo de 2005, percebeu-
se uma redugdo do T1 e T2 quando comparados com o
grupo controle (x> = 12.224 e y*> = 134.616) ¢ quando
comparados os dois tratamentos (y*> = 67.429).

Para a propor¢do de células em divisdo de A.
satureioides, salienta-se que houve maior capacidade
antiproliferativa dos seus extratos, quando as raizes de
Allium cepa foram expostas as infusdes das inflorescéncias
armazenadas, chegando a 98.55% (Tabela 2).

DISCUSSAO

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

Utilizou-se para a realizagdo deste trabalho
o sistema teste vegetal de Allium cepa para avaliar os
efeitos dos extratos aquosos de 4. satureioides. Os
testes de citotoxicidade utilizando sistema teste vegetal
in vivo, como o de Allium cepa, estio validados por
varios pesquisadores que realizam de forma conjunta
teste animal in vitro e os resultados obtidos sdo similares
(Teixeira et al., 2003; Vicentini et al., 2001). Segundo
Fikejo (1994) mesmo que o metabolismo vegetal seja
diferente, o sistema teste de Allium cepa é um excelente
parametro de analise citotoxica, além de que a observagao
da ocorréncia de alteragbes cromossdmicas no ciclo
celular de A. cepa tem sido usada como indicativo para
prevenir a populagdo humana sobre o consumo do produto
(Vicentini et al., 2001).

E possivel que a alta concentragio de alguns
compostos quimicos tenha um efeito (inibitorio ou
estimulatorio) no ciclo celular, como tem sido mostrado
para cafeina em Drosophila prosaltans (Itoyama et al.,
1997), mefloquina em linfocitos humanos (Grisolia et
al., 1995), extratos de Alpinia mutans e Pogostemun
heyneanus nas células de raizes de Allium cepa (Dias;
Takahashi, 1994) e glauocolide B extraido de Vemonia
eremphila Mart. em linfocitos humanos (Burim et al.,
1999) (Camparoto et al., 2002).

Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que os extratos aquosos de marcela
inibiram significativamente a divisdo celular,em ambasas
concentragdes estudadas nas plantas recém coletadas ¢ nas
armazenadas. Isto indica a capacidade anti-proliferativa
dos extratos aquosos de marcela, resultados estes que
estdo de acordo com estudos realizados “in vitro” por
Arisawa (1994). Este autor demostrou que os extratos das
flores de marcela inibiram em 67% o desenvolvimento de
células cancerosas. Além de demonstrar que estes extratos
apresentaram capacidade citotdxica, mas ndo mutagénica,
apesar de que os flavondides quercetina, luteolina ¢ 3-
O-metilquercetina, os quais sdo 0s componentes mais
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significativos do extrato aquoso de A. satureioides nao
tém sido reportados como toxicos e estudos realizados
em ratos ¢ camundongos demonstraram que o extrato de
A. satureioides teve baixa toxicidade (Rivera et al., 2004;
Simdes et al., 1988; De Souza et al., 2002; Duke, 2000).

A atividade de inibi¢do enzimatica atribuida a
presenca de taninos ¢ provavelmente responsavel pela
inibigdo da divisdo celular em células meristematicas
de Allium cepa (Teixeira et al., 2003). E possivel,
considerar-se ento, que a presenga destes compostos em
A. satureioides estejam relacionados a inibigdo do ciclo
celular de Allium cepa observada neste trabalho.

Nossos resultados também demonstraram o
efeito do armazenamento das plantas apos cerca de 30
meses. A inibi¢do do indice mitdtico observado (Tabela
2), indica claramente que os extratos feitos das plantas
armazenadas tiveram maior capacidade antiproliferativa
do que os extratos obtidos com as plantas frescas.
Apesar da importdncia no conhecimento dos efeitos
do armazenamento na atividade farmacoldgica de
plantas medicinais, muito poucos trabalhos tém sido
conduzidos nesta area no mundo todo (Fennell et al.,
2004). Os efeitos da estocagem ¢é espécie-especifica,
porque a composigdo quimica de cada espécie ¢ diferente
(Stafford et al., 2005). Silva et al. (1998) demonstraram
que algumas incidéncias de radiagdes ultravioleta podem
produzir rea¢des quimicas que aumentam a quantidade de
compostos secundarios.

Compostos antimicrobianos aparentam ser
estdveis ou convertidos em mais compostos ativos
durante a estocagem (Stafford et al., 2005). Acidos
linoleico e oleico sdo os acidos graxos responsaveis
pela atividade antimicrobiana e, portanto, parecem ser
estaveis em espécies secas armazenadas em condigdes
de herbario (Eloff, 1999). Exemplares de material de
herbario tém sido mostrados por ainda conter outros
compostos estaveis como aminoacidos, flavonoides, 6leos
volateis e alcaldides (Phillipson, 1982). Embora, no geral,
atividade antimicrobiana esteja retida ou melhorada,
alguma mudang¢a quimica de quebra ocorre durante o
armazenamento; embora seja espécie especifica (Fennell
et al., 2004). Todas as plantas estudas por Fennell et al.
(2004) mostraram mudangas na composi¢do quimica
apos somente 90 dias de armazenamento, com excegao
do material bulbo de Eucomis autumnalis.

Entretanto, as plantas usadas para atividade
antiinflamatoria, entre outras, podem exigir condigdes
especiais de armazenamento ou somente serem usadas
quando estdo frescas. Estas medidas particularmente
aplicadas para Drimia robusta, onde existiu uma perda
total da atividade antiinflamatoria nos extratos aquosos
apos 90 dias de estocagem (Stafford et al., 2005).

E importante salientar que o papel histérico das
ervas medicinais no tratamento ¢ prevengdo de doengas
e seu papel como catalizadoras no desenvolvimento
de farmacologia ndo mantém sua seguranca para 0 uso
ilimitado pelo publico sem informacdo (Mathews et al.,
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1999; Albuquerque; Hanazaki, 2006).

Através de nossos resultados, é possivel verificar-
se a presenga de atividade anti-proliferativa e citotoxica
desta espécie, indicando seu potencial terapéutico para
inibi¢do do ciclo celular. Mais estudos serdo necessarios
para estabelecer a utilizagdo segura desta planta pela
populagéo.
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