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RESUMO

As plantas medicinais séo utilizadas pela humanidade desde os tempos mais remotos, 0 que torna
necessaria a realizacao de testes para verificar seu potencial citotoxico. A Artemisia absinthium L.
é cultivada no Brasil para o tratamento de diversas enfermidades, como as relacionadas ao sistema
digestdrio. Um dos principais testes utilizados para avaliar a citotoxicidade é o teste Allium cepa L.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico de extratos aquosos (infuso, decocto e
triturado) de A. absinthium, por meio do teste A. cepa. Para cada extrato foram utilizadas cinco
concentracdes, um controle positivo e um controle negativo. Foram utilizadas quatro repeticdes por
controle e concentracdo, sendo que em cada uma foram colocadas 30 sementes de A. cepa para
germinar. Ap6s 96 horas de exposicdo aos extratos, as radiculas foram coletadas, mensuradas,
fixadas em solucdo de Carnoy e armazenadas sob refrigeracdo, em alcool 70%. A avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada por meio da analise do crescimento do sistema radicular e do indice
mitético. A analise de variancia revelou que os diferentes extratos e suas concentragdes tiveram
efeito significativo sobre o crescimento da radicula e o indice mitético, sendo que neste houve
diferenca significativa entre os extratos. O indice mit6tico apresentou reducdo na maioria das
concentracdes. Os extratos de A. absinthium avaliados apresentaram efeito citotoxico sobre as
células meristeméticas de A. cepa, inibindo ou estimulando a divisdo celular e o crescimento da
radicula, sendo o extrato do tipo triturado o que apresentou maior efeito antiproliferativo.

Palavras Chave: indice Mit6tico, Losna, Planta Medicinal.

ABSTRACT

Medicinal plants have been used by humanity since the most remote times, which makes it necessary
to carry out test to verify their cytotoxic potential. Artemisia absinthium L. is cultivated in Brazil
for the treatment of multiple diseases, related to the digestive system. One of the main tests used to
evaluate cytotoxicity is Allium cepa L. The objective of this work is to evaluate the cytotoxic
potential of aqueous extracts (infusion, decoction and crushed) of A. absinthium L., through strain
A. cepa. For each extraction were used five concentrations, a positive control and a negative control.
Four replicates of control and concentration were used, and in each of placed 30 seeds of A. cepa
germinate were placed. After 96 hours of exposure to the extracts, the radicles were collected, being
fixed in Carnoy, and stored in alcool 70%. The evaluation of cytotoxicity was performed through
analysis of root system growth and mitotic index. The analysis of variance showed the different
variables and their proportions, having a significant effect on the growth of the radicles and the
mitotic index, being that in this there was significant difference between the extracts. The mitotic
index showed a reduction in most concentrations. The A. absinthium extracts evaluated showed a
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cytotoxic effect on the meristematic cells of A. cepa, inhibiting or stimulating cell division and root
growth, with the crushed type extract having the greatest antiproliferative effect.

Keywords: Losna, Medicinal Plant, Mitotic Index.

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais como alimento, matéria prima e tratamento de
enfermidades esta presente na humanidade desde os tempos mais remotos (BEZERRA et al., 2016).
Entre as plantas utilizadas na medicina popular, encontra-se a Artemisia absinthium L., consumida
em forma de chés preparados de diversas formas.

A A. absinthium, popularmente conhecida como losna, é nativa da Eurésia e Africa, porém
comumente encontrada ao redor do mundo (MOHIUDDIN et al., 2017), sendo pertencente a familia
Asteraceae (Compositae), reconhecida por sua ampla utilizagdo pela medicina popular, e
representada no Brasil, por aproximadamente 290 géneros e 2099 espécies (FLORA DO BRASIL,
2020).

Segundo Antunes et al. (2012), a A. absinthium é uma planta alogama e, por ser
potencialmente melifera, é polinizada por abelhas do género Melipona, enquanto a propagacao
ocorre por meio de sementes, estaquia ou divisdo de touceiras. Na América do Norte e na Europa,
a espécie é utilizada para preparacdo de vinhos e licores, enquanto no Brasil € cultivada em hortas
e jardins para atender a demanda da medicina popular, principalmente na forma de decoccéo,
infusdo, tintura ou po, obtido das partes aéreas para o tratamento de varias enfermidades, como as
relacionadas ao sistema digestorio (LORENZI; MATOS, 2002).

As plantas produzem uma variedade de substancias que, quando ingeridas de forma
indiscriminada e sem restrigdes, podem causar efeitos toxicos, mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos (VERRI et al., 2017). Sendo assim, torna-se oportuna a realizacdo de pesquisas que
envolvam a avaliacdo da citoxicidade e genotoxicidade de plantas utilizadas para fins fitoterapicos,
uma vez que possibilitam a deteccéo de possiveis efeitos citogenotdxicos (COELHO et al., 2017).

Para avaliar a presenca de substancias potencialmente toxicas presentes em extratos vegetais
séo realizados testes com organismos considerados indicadores sensiveis e que permitam detectar a
acao desses compostos (BEZERRA et al., 2016), dentre os quais destaca-se o teste Allium cepa,
validado por muitos pesquisadores que o realizaram em conjunto com testes em animais in vivo e
obtiveram resultados semelhantes (BAGATINI, 2007).

Fiskesjo (1994) ressaltou a importancia e a utilidade de sistemas testes vegetais na avaliacao

de riscos genéticos e enfatizou que, apesar das diferencas entre os metabolismos de plantas e
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animais, ha também similaridades. A eficiéncia do sistema A. cepa se deve as suas caracteristicas
cinéticas de proliferacdo, como crescimento rapido de suas raizes, grande quantidade de células em
divisdo, facil manuseio e baixo custo (SILVA et al., 2015). Diante do exposto, objetivou-se neste
estudo avaliar o potencial citotdxico de diferentes concentracfes de extratos aquosos de A.

absinthium sobre o ciclo celular de A. cepa.

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisa e Tecnologia da Amazbnia Meridional
(CEPTAM), no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol) do Campus
Universitario de Alta Floresta da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes
Maldonado, Alta Floresta, MT, Brasil. Para a realizacdo dos bioensaios, foram coletadas folhas de
A. absinthium em cultivo residencial (9°57°48” S e 55°49°14” W) localizado no municipio de
Carlinda, Mato Grosso, Brasil.

As folhas selecionadas e coletadas de A. absinthium foram levadas ao GenBioMol onde
foram lavadas em agua corrente e utilizadas para o preparo dos extratos aquosos do tipo infuso
(EALI), decocto (EAD) e triturado (EAT). As concentracOes dos extratos aquosos foram definidas
apos pesquisa informal para identificagdo da concentracdo usual, sendo utilizado um total de cinco
concentragdes: 0,45 mg mL?, 0,90 mg mL* 1,80 mg mL™ (a usual), 3,60 mg mLte 7,20 mg mL™.

Inicialmente foi obtido para todos os extratos a maior concentragdo (7,20 mg mL™),
utilizando 1,449 (1 folha média) de A. absinthium para 200 mL de &gua destilada, a partir do qual
as demais concentracdes foram diluidas. O EAI foi obtido por meio do aquecimento da agua até o
ponto de fervura (100 °C), sendo a mesma vertida sobre o material vegetal. O recipiente foi fechado
e deixado em repouso por 10 minutos. Para 0 EAD, o material vegetal foi levado ao fogo juntamente
com a agua destilada, onde foi mantido por cinco minutos, apds o inicio da fervura. E para o EAT,
as folhas de A. absinthium foram colocadas em um almofariz de porcelana com &gua destilada e
maceradas com o auxilio de um pistilo. A agua destilada foi utilizada como controle negativo (CN)
e o glifosato (diluido a 1%) como controle positivo (CP), devido ao seu potencial citogenotoxico
(PASQUALLI et al., 2015).

As sementes de A. cepa, previamente germinadas em agua destilada, foram distribuidas em
caixas gerbox previamente higienizadas com solucéo de hipoclorito de sodio (2,5%) e forradas com
duas camadas de papel filtro umedecidas com 10 mL da respectiva concentra¢do do extrato, do CN
e do CP. Para cada extrato, EAI, EAD e EAT, foram utilizadas 28 unidades experimentais com 30

sementes cada, sendo quatro unidades para cada uma das cinco concentracfes a serem testadas,
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assim como para 0 CN e o CP. Os experimentos foram realizados separadamente, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e os bioensaios foram mantidos em camara de germinacdo do tipo
B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) acondicionadas em sacos plasticos para preservagdo da
umidade, minimizando os efeitos da evaporacdo, com temperatura e luminosidade controladas (25
+ 2°C e fotoperiodo de 12h — luz).

As sementes germinadas foram expostas aos extratos, CN e CP por 96h. Ap0s este periodo,
foram selecionadas, aleatoriamente, dez radiculas de cada unidade experimental, sendo as mesmas
mensuradas com auxilio de paquimetro digital Mitutoyo. Em seguida, as radiculas foram coletadas
e armazenadas em solucgdo fixadora (3:1, etanol: &cido acético) por 24h, em temperatura ambiente,
sendo posteriormente transferidas para alcool 70% e armazenadas em geladeira (x 4 °C) para
posterior avaliacao.

A preparacdo do material para avaliagdo do IM utilizou a técninca de esmagamento
(GUERRA; SOUZA, 2002), com modificacdes proposta por Souza et al. (2005), sendo as radiculas
lavadas em agua destilada por cinco minutos, hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) 1N por 15
minutos e novamente lavadas em agua destilada por cinco minutos.

Foram preparadas oito Iaminas por concentragdo e controle, sendo analisadas 200 células
por lamina, totalizando 1600 células para cada concentracdo, 8000 células por extrato, e 1600
células para cada controle. As laminas foram observadas em microscopio éptico (BIOVAL), pelo
método de varredura, em magnitude de 400X, sendo registrado, para cada Iamina, o nimero de
células em intérfase e em cada fase da mitose (profase, metafase, anafase, teléfase). O indice

mitotico (IM) foi obtido por meio da equacao proposta por Pires et al. (2001) (1):

M =( nf de celulas em mitose ) x 100 {1)

n? total de célulaz obzervadasz
Foi realizado o teste de Lilliefors para verificacdo da normalidade dos dados. Segundo Miot
(2017) a avaliacdo da normalidade é primordial para a adequada descri¢cdo da amostra e sua anélise
inferencial é usada geralmente antes de submeter os dados as analises de dados clinicos e

experimentais, como 0s baseados em modelos tedricos que pressupdem a distribuicdo normal. Antes

de serem submetido as analises estatisticas, os dados referentes ao indice mitético foram

transformados em Arco Seno /x/100 , onde x representa o percentual de células em mitose (DE
VASCONCELOS et al., 2012).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e, para as concentracdes dos extratos, foram ajustadas

regressdes polinomiais com o auxilio do programa GENES (CRUZ, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da andlise visual das radiculas de A. cepa foi possivel observar que os diferentes
extratos agiram de forma distinta sobre o crescimento do sistema radicular, ocorrendo inibi¢do do
mesmo na maioria das concentragOes. Bezerra et al. (2016) ao analisar a influéncia do EAI de
Plectranthus barbatus, também constatou a atividade toxica e citotdxica pela significativa inibicéo
do comprimento das raizes de A. cepa. A inibicdo do CSR também foi observada por Rego (2015),
ao utilizar o teste A. cepa para avaliacdo da citogenotoxicidade de dipirona e paracetamol.

A andlise de variancia (ANOVA), por meio do teste F (TABELA 1), mostra que 0s extratos
de A. absinthium e suas concentracdes tiveram efeitos com significancias distintas sobre o

crescimento da radicula e indice mitético de A. cepa.

TABELA 1. Andlise de varidncia (ANOVA) para o efeito dos extratos de Artemisia absinthium e suas concentragdes
sobre o crescimento do sitema radicular (CSR) e o indice mitotico (IM) de células meristeméticas de Allium cepa.

Quadrados Médios

Fonte de Variacao

CSR IM
Concentragdes 53,65914" 0,1830™
Extratos 28,77406M™ 0,0673™
Extratos x Concentracdes 48,68542™ 0,0110m
CV (%) 23,01 18,44
Média Geral 29,11 0,51

Nota: "™ ** Nao significativo e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

O CSR foi estimulado pelas concentragdes 3,60 mg mL* do EAI, 0,45 e 3,60 mg mL™ do
EAD e 0,45 e 0,90 mg mL™ do EAT, resultando em médias superiores as obtidas com o controle
negativo. As demais concentragdes avaliadas inibiram o CSR, sendo que para os EAD e EAT a
concentragéo de 7,20 mg mL™* promoveu os menores valor de CSR, enquanto no EAI o menor CSR
foi encontrado nas radiculas expostas a concentragdo de 0,90 mg mL* (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Comprimento das radiculas (CSR) de Allium cepa expostos aos extratos aquosos do tipo infuso (A), decocto
(B) e triturado (C) de Artemisia absinthium. A linha tracejada representa a média do CSR do controle positivoe 0 @, 0

erro padrdo da média.
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As concentracdes dos extratos avaliados influenciaram negativamente o IM de A. cepa,
sendo que com, excec¢do do EAD, os demais promoveram maior IM na menor concentracao, ou seja,
0,45 mg mL™, o que também foi observado por Silva et al. (2018) em seus estudos com extratos de
Macroptilium lathyroides, onde constataram que as radiculas de Lactuca sativa L. expostas ao
extrato de menor concentracdo apresentaram o maior nimero de células em divisdo e o IM reduziu
de acordo com o0 aumento das concentragdes.

A Tabela 2 apresenta o nimero de células observadas em cada fase do ciclo celular e o indice
mitotico (IM) para cada concentracdo dos diferentes extratos. Os menores IM foram observados nas
radiculas expostas a maior concentracdo de cada extrato, contudo duas concentragdes estimularam
a divisdo celular, sendo estas a concentragio de 0,45 mg mL*dos EAl e EAT, e a concentragéo 0,90
mg mL*do EAD.

TABELA 2. NGmero de células meristematicas de Allium cepa observadas em cada fase do ciclo celular e o indice
Mitético (IM) para cada concentracdo dos diferentes extratos aquosos de Artemisia absinthium. CN: controle negativo;
CP: controle positivo

Extrato Aquoso — Infuso

Concentragao Intérfase Profase Metafase Anafase Tel6fase IM (%)
0,45 mg mL? 1071 14,0 406 £ 11,7 33+£33 54+ 3,0 36+3,0 33,06+7,0
0,90 mg mL! 1206 + 12,0 338+8,3 15+1.8 18+19 23+25 24,62 +6,0
1,80 mg mL? 1217+ 10,4 315+6,8 18+14 26+ 3,6 21+2,0 23,7952
3,60 mg mL? 1276 + 6,4 278 +£6,5 16+2,0 19+14 11+1.2 20,25+ 3,2
7,20 mg mL? 1373+ 10,7 201+9,8 2+05 10+1;3 14+18 14,18 +5,3

CN?! 11384125 366+11,6 30+1,2 28427 38+1,6 28,88+6,3

CP? 1488+3,8 88+2,7 11+1,7 71,1 6+1,7 7+1,9
Concentracio Extrato Aquoso — Decocto

Intérfase Profase Metéfase Anéfase Telofase IM (%)

0,45 mg mL! 1140 + 15,0 391+147 29+£2,0 22+24 18+21 28,7575
0,90 mg mL! 1043+ 20,4 447 £ 15,2 37+£3,6 33+£29 40+£23 34,81+10,2
1,80 mg mL*? 1144+ 17,8 372+157 25+19 25+19 34+25 28,50+8,9
3,60 mg mL? 1282 + 10,4 253 +£8,5 19+19 2617 2014 19,87 £5,2
7,20 mg mL? 1374+ 13,8 167 +8,1 15+25 29+30 15+26 14,12 +6,9

CN? 957+36,0 487+24,0 50+2,8 61+6,9 45+5,9 40,18+18,0

CP? 1388+25,3 1874222 12+3,8 8+0,9 5114 13,25+12,6
Concentracio Extrato Aquoso — Triturado

Intérfase Profase Metéfase Anéfase Telofase IM (%)

0,45 mg mL! 1160 +14,6 356 +13,5 21 £09 38 +25 25 +19 275 £73
0,90 mg mL! 1246 +14,9 281 +139 18 £1,2 37 £2,1 18 £+28 22,12 £74
1,80 mg mL? 1286 +12.4 227 +13,7 19 £27 40 +3,1 28 +1,8 19,62 +6,2
3,60 mg mL? 1300 +6,4 258 +7.4 21 +31 18 £2,0 4 +05 18,79 +3;3
7,20 mg mL? 1425 +11.4 136 +£9,5 7+10 24 +29 8 £05 10,93 +5,7

CN?! 1156+10,7 35749,7 15+1,5 34+2,4 38+2,3 27,7545,3

CP? 1486+8,2 99+8,3 11+2,7 240,5 240,5 7,1244,1

Fonte: Os autores.
Nota:? Agua destilada e Glifosato 1%, respectivamente. Os valores correspondem a média + desvio padréo.

O IM nas células submetidas a concentragdo 7,20 mg mL™* do EAD foi 14,12% e no controle

positivo do respectivo tratamento foi de 13,25%, apresentando pequena variagdo, enquato que para
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0s EAIl e EAT, a mesma concentracao resultou em IM de 14,18% e 10,93%, respectivamente, e seus
controles positivos apresentaram IM de 7% (EAI) e 7,12% (EAT), apresentando assim uma maior
variagdo quando comparado ao EAD. Bezzerra et al. (2016), verificou que maiores concentracfes
promovem reducdo no IM, obtendo resultados préximos ao do controle positivo. Quando
comparadas aos controles negativos, observou-se que, com excecdo da concentragio 0,45 mg mL?

do EAI, todas as demais promoveram reducéo do IM, o que indica um efeito antiproliferativo dos

extratos de A. absinthium sobre o ciclo celular de A. cepa (FIGURA 2).

FIGURA 2. Efeito das diferentes concentracoes dos extratos aquosos do tipo infuso (A), decocto (B) e triturado (C), de
Artemisia absinthium, sobre o indice Mitético (IM) das células meristematicas das radiculas de Allium cepa. A linha

tracejada representa a média do CSR do controle positivo e @, 0 erro padrdo da média.
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c 42 r

y = 0,178x% - 3,4948x + 27,199
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Concentraciio (mg mL-1)
Fonte: Os autores.

Todas as concentracdes interferiram no IM de A. cepa, sendo que dentre os extratos
utilizados, o que proporcionou menores médias para o IM foi o EAT, embora todos os extratos
tenham inibido o IM em mais de 50%.

Quando comparados os efeitos das concentracdes do EAI, EAD e EAT sobre o IM de A.

cepa, observa-se que, com excecio da concentracdo 0,90 mg mL™ ndo houve diferenca estatistica
entre os extratos avaliados (TABELA 3).

TABELA 3. Teste de média para o IM das células meristematicas de Allium cepa submetidos a diferentes concentracdes
de extratos aquosos de Artemisia absinthium.

x Extratos

Concentracao EAI EAD EAT
0,00 mg mL! 28,38B 40,18A 27,75B
0,45 mg mL! 33,06 A 28,75 A 275 A
0,90 mg mL! 24,62 B 3481 A 22,12 B
1,80 mg mL? 23,79 A 28,50 A 19,62 A
3,60 mg mL? 20,25 A 19,87 A 18,79 A
7,20 mg mL*? 14,18 A 14,12 A 10,93 A

Fonte: Os autores

Nota: Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). EAL:
extrato aquoso do tipo infuso; EAD: extrato aquoso do tipo decocto; EAT: extrato aquoso do tipo macerado.

Além do efeito citotoxico, evidenciado pela reducdo do CSR e do IM, também foram

observadas algumas altera¢es cromossémicas (FIGURA 3), como anafase com ponte e metafase
com aglomeragao cromossoémica.
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FIGURA 3. Fases do ciclo celular observadas em células meristematicas radiculares de Allium cepa (400 X) submetidas

a diferentes concentracfes e extratos aquosos de Artemisia absinthium. Tel6fase inicial (A), Anafase e Anafase com

ponte (B), Metafase, Metafase com aglomeracdo cromossémica e Préfase (C), Anédfase com ponte e Interfase (D),

Metafase e Teldfase final (E), Metafase (F). | = Interfase; P = Préfase; M = Metéfase; A.p = Anafase com ponte; M.a.c

= Metéafase com cromossomo aglomerado; T.f = Tel6fase final; T.i = Tel6fase inicial. Barra = 17,63 um
A n ‘ C

Fonte: Os autores.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que diferentes formas utilizadas para extragéo
de compostos da mesma planta podem promover respostas distintas sobre um organismo-teste, o
que evidencia a necessidade de se conhecer melhor os possiveis efeitos no organismo humano.

A concentragdo usual (1,80 mg mL') de A. absinthium apresentou efeito citotoxico
estimulando o CSR no EAI e inibindo nos EAD e EAT. Com relagdo ao IM a concentragao usual
reduziu a atividade mit6tica nos trés extratos, porém as médias nao diferiram entre si.

Os extratos aquosos avaliados neste estudo apresentaram efeito citotoxico sobre as células
meristematicas de Allium cepa. Dentre o0s extratos avaliados, o extrato aquoso triturado apresentou

maior potencial citotdxico.
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