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RESUMO

Os metabdlitos secundarios sdo substancias quimicas produzidas pelas plantas vasculares que
podem ser utilizados na medicina cientifica e popular sob a forma de extratos e infusdes vegetais,
ou que podem ainda ser uteis para a producdo agricola, como fertilizantes ou herbicidas naturais,
menos prejudiciais ao ambiente e animais. Entretanto, para todas essas aplicacdes faz-se necessario
identificar e quantificar os possiveis riscos toxicoldgicos associados a sua utilizacdo. O objetivo
desse trabalho foi analisar o potencial citotoxico e genotoxico de extratos aquosos de trés espécies
com ocorréncia na Amazbnia que possuem importancia medicinal e regional. As espécies
selecionadas foram a Mimosa setosa Benth Var. paludosa Benth Barn (Fabaceae), Tilesia baccata
(I.f) Prusk (Asteraceae) e Theobroma speciosum Willd ex. spreng (Malvaceae). Para analisar o
potencial de citotoxicidade e genotoxicidade dessas espécies foram preparados extratos aquosos nas
concentragdes de 20mg/mL, 60mg/mL e 100mg/mL, os quais foram submetidos a avaliacdo através
do sistema teste Allium cepa, e comparados ao controle (agua destilada). Para o teste de
citotoxicidade foi avaliado o indice mitotico (IM) e para o teste de genotoxicidade (IG) foi avaliado
0 indice de alteracfes cromossdmicas. Os resultados obtidos nos testes foram submetidos a anélise
de variancia simples (ANOVA) sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os resultados demonstraram que as concentracfes de 60 e 100 mg/mL do extrato
aquoso de M. setosa apresentaram inibicao significativa do indice mitotico em relacdo ao controle,
apresentando atividades citotoxicas e genotdxicas por inibirem a divisdo celular a partir da préfase e
possivelmente, induzirem apoptose celular. Na concentragdo de 20 mg/mL houve alteracdo
cromossdmica significativa em relacdo ao controle, além de induzir possivel apoptose,
apresentando, dessa forma, atividade genotdxica. As concentracdes de 20 e 100mg/mL do extrato
aquoso de T. baccata apresentaram inibicGes significativas no indice mitético em relagdo ao
controle, sendo consideradas citotoxicas, nos resultados de genotoxicidade nenhuma concentracdo
teve diferenca estatistica comparado ao controle. As concentracdes de 60 e 100 mg/mL do extrato
aquoso de T. speciosum apresentam inibicdo significativa do indice mit6tico em relacédo ao controle,

apresentando potencial citotoxico, mas nenhum efeito genotdxico significativo.

Palavras-chave: Alteragdes cromossdmicas, Indice mitdtico, Teste Allium cepa.
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1. INTRODUCAO

1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas vasculares possuem uma grande variedade de compostos quimicos, que séo
produtos do seu metabolismo secundario denominados de “fitoquimicos” ou “metabdlitos
secundarios” que diferem em sua composicdo de acordo com a familia e a espécie na qual esta
produzindo-o. Esses compostos quimicos atuam com uma contribui¢do importante para os odores,
sabores, cores especificas de plantas (BENNETT & WALLSGROVE, 1994).

Os Metabolitos secundarios nas plantas podem ser divididos em trés grupos distintos
quimicamente: terpendides, compostos fenolicos e componentes contendo nitrogénio que sdo 0s
alcaloides (CROTEAU & KUTCHAN & LEWIS 2000).

Terpenoides sdo as classes de produtos vegetais naturais que mais variam
estruturalmente. Os monoterpenos, por exemplo, devido ao seu baixo peso molecular, costumam
serem substancias volateis, assim denominados de O¢leos essenciais ou esséncias, utilizados
industrialmente para sabores e perfumes. Nas plantas os 6leos essenciais possuem a funcdo tanto
para atrair polinizadores quanto para repelir insetos (V1ZZOTO & KROLOW & WEBER, 2010;
KABERA et al., 2014; DELGOLA & MURRAY, 2017).

Os fendlicos formam um grupo de compostos bastante presente no nosso dia a dia.
Muitos dos componentes deste grupo sdo responsaveis pelo sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais, ndo sendo apenas atrativos para 0 homem, mas também para outros animais, pois sao
atraidos para polinizacdo ou dispersdo de sementes. Os alcaloides sdo uma classe de compostos do
metabolismo secundario famoso pela presenca de substancias que possuem acentuado efeito no
sistema nervoso, sendo varias delas utilizadas como venenos ou alucinégenos (VIZZOTO &

KROLOW & WEBER, 2010; KABERA et al., 2014; DELGODA & MURRAY, 2017).
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Os metabolitos secundarios também sdo componentes de enorme importancia na defesa
ativa protegendo as plantas de predadores de uma maneira geral e na competicdo com outros
vegetais, pois podem ter acGes inibitorias ou estimulantes no crescimento e/ou desenvolvimento de
outros individuos (AKULA & RAMAKRISHA, 2011). Essa atividade realizada pelas plantas ¢é

denominada de “potencial alelopatico” (RIZVI et al., 1992).

1.1.1 Aplicacdo dos metabolitos secundarios

O uso dos metabdlitos secundarios para outros fins deu inicio pelo 0 homem primitivo
que sempre procurou encontrar recursos que facilitassem o desenvolvimento das suas necessidades
bésicas de sobrevivéncia, alimentagdo, moradia, protecdo e reproducdo. Ao longo das suas
observacdes e experiéncias fizeram descobertas importantes através do uso das plantas e ervas,
utilizando-as no tratamento de doengas (VIEGAS JR & BOLZANI & BARREIRO, 2006;
SHAKYA, 2016).

Extratos e infusdes de plantas e ervas continuam sendo muito utilizados, principalmente
por populac@es tradicionais para fins medicinais e essa utilizacdo contribui de modo significativo
para a medicina, pois fornecem conhecimentos sobre possiveis propriedades de uma grande
variedade de plantas (SIMOES et al.,1998). No entanto, muitas vezes essas utilizacdes sdo feitas
sem a realizacdo de analises cientificas que comprovem a eficacia dessas substancias e em uma
mesma fracdo de extrato podem realmente ser encontrados substancias benéficas, mas também
compostos de natureza toxica (PETEROS & UY, 2010; SANTOS et al., 2019).

A utilizacdo de extratos, infusdes e chas de plantas sem devidos estudos, podem
acarretar em diversos problemas para quem consome, pois ao longo dos anos foi descoberto que
especificas plantas produzem substancias perigosas, com compostos quimicos potencialmente

agressivos que podem ocasionar diferentes complicagfes para quem o consome, por este motivo,
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devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicoldgicos (BELCAVELLO et al.,
2012; EKOR, 2014).

Além da utilizacdo de extratos vegetais para fins medicinais, as biomoléculas ativas
contidas em extratos e que sdo capazes de inibir a germinacdo e/ou crescimento de outros
organismos, podem ser usados na agricultura, devido atualmente ela ter como um dos seus
principais problemas o controle de pragas e doengas (PANNACCI & TEI, 2014).

Antes das facilidades na obtencdo de agrotoxicos para solucionar esses problemas, os
agricultores utilizavam de produtos naturais, muito desses produtos eram extratos vegetais que
agora estdo sendo vistos como produtos alternativos. Devido aos conhecimentos obtidos sobre os
efeitos que agrotéxicos ocasionam na salde humana e no ambiente, e essas descobertas estd
estimulando a producdo diferentes técnicas para substituir herbicidas e inseticidas sintéticos por
produtos naturais, por serem menos prejudiciais aos animais (TAVARES et al., 2009; PANNACCI
& TEI, 2014).

A utilizacdo de herbicidas naturais € um método que além de ser menos prejudicial,
diminui custos, preserva o ambiente e os alimentos que consumimos de serem contaminados,
tornando essa utilizacdo pertinente para agricultura sustentavel, e a diversidade de espécies de
plantas existentes no Brasil demonstra um alto potencial para as pesquisas e estudos sobre esses
compostos secundarios que apresentam essas atividades ( DE SOUZA; JUNIOR, 2009).

Devido a isso, € necessario um maior numero de pesquisas sobre as substancias
biologicamente ativas contidas nessas plantas comumente utilizadas por populacdes tradicionais,
sem embasamento cientifico nenhum, para que se possam determinar seus efeitos com mais
exatiddo e quantificar as doses maximas e minimas que podem ser ingeridas, a fim de oferecer
eficdcia sem riscos de toxicidade e servir como base para a busca de novos medicamentos,

inseticidas e herbicidas naturais (HUSSAIN et al., 2012).
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1.2 CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Diversas pesquisas sdo realizadas sobre a atividade alelopética de plantas, porém se
referem apenas ao efeito que esses fitoquimicos causam sobre a germinagdo e crescimento de
plantas teste utilizadas, mas também é de suma importante avaliar a acdo de tais compostos
quimicos a nivel celular, para conhecer quais sdo os seus mecanismos de a¢bes (SOUZA FILHO &
ALVES, 2000).

Os fitoquimicos podem causar danos ou alteragdes na divisdo celular dos organismos
submetidos a eles, quando ocasiona aumento reducdo de 50% do indice mitético este efeito €
denominado de citotoxicidade (FISKESJO, 1985; CARVALHO-OLIVEIRA et al., 2005) quando
ocasiona mudancas na estrutura fisico-quimica e alteracdo no DNA nuclear, esta atividade é
denominada de genotoxicidade (FRANCHI, 2012).

Quando um extrato vegetal possui efeito genotoxico, pode ocasionar danos no fuso
mitético de células e isso resulta em diversas alteracbes cromossomicas. Essas anomalias nos
cromossomos podem ser de diferentes maneiras, tais como, aderéncias cromossémicas, pontes
anafasicas, perdas de cromossomos e etc. As pontes anafasicas sdo ocasionadas pelas quebras
cromossOmicas, as perdas de cromossomos e aderéncias cromossdmicas aumentam o risco de

aneuploidia nas células (LEME &MARIN-MORALES, 2009).

Para avaliar a presenca do potencial de citotoxicidade e genotoxicidade de uma
substancia é necessaria a utilizacdo de indicadores sensiveis que permitam detectar a acdo de
compostos quimicos, essa utilizacdo pode ser através de plantas que sdo consideradas ideais para
esses estudos por serem bioindicadoras (GUIMARAES et al., 2000; PARMAR & RAWTANI &

AGRAWAL, 2016).
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1.2.1 Teste Allium cepa L.

Foram desenvolvidos diversos ensaios que possibilitam as analises de citotoxicidade e
genotoxicidade, uma delas € o teste vegetal Allium cepa L.(Figura 1) que é muito utilizado por ser
vantajoso devido a espécie possuir grandes cromossomos, serem faceis de observar com um
microscopio de luz, podendo revelar um efeito mesmo sendo submetidas a um baixo nivel da
substancia testada. Além de ser um ensaio de curto prazo com muitas vantagens: baixo custo, facil
manipulacdo, cromossomos em boas condi¢Bes para estudo de danos ou disturbios na divisdo

celular (BELCAVELLO et al., 2012; BONCIU et al., 2018).

Figura 1. Sistema teste Allium cepa.

2§ 5 o e -‘_ .
Fonte: Arquivo pessoal

O sistema teste de A. cepa é legitimado como um Otimo teste para analise e
monitoramento in situ de substancias quimicas do ambiente pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das NacGes Unidas (UNEP)
(CABRERA & RODRIGUEZ, 1999).

E importante na avaliagdo principalmente de extratos e infusdes de plantas medicinais,
utilizando a espécie popularmente conhecida por cebola que apresenta um excelente potencial

bioindicador. Os resultados encontrados do indice mitotico e as aberracbes cromossémicas das
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celulas meristematicas de A. cepa geralmente sdo usados para alertar a populacdo sobre o consumo
do produto (TEDESCO & LAUGHINGHOUSE & HAYWOOD, 2012; FIRBAS & AMON, 2013).
1.3 ESPECIES SELECIONADAS

1.3.1 Mimosa setosa Benth var. paludosa Benth Barn (Fabaceae)

A espécie M. setosa (Figura 2), € uma planta daninha caracterizada pelo habito arbusto-
subarbustivo, com principal distribuicdo nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste
(DUTRA & MORIM, 2015), facilmente encontradas habitando ambientes antropizados (FARIA et
al., 2013), apresentando caracteristicas desejaveis para a recuperacao de areas degradadas (DUTRA

&MORIM, 2014).

Fonte: Plantas do Brasil - http://rubens-
plantasdobrasil.blogspot.com.br/search?q=mimosa+setosa

De acordo com Nau e Seegnani (1997), ela possui um rapido crescimento e

recobrimento do solo, 6tima capacidade de fixacdo de nutrientes, maiormente o nitrogénio e auxilia
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contra a acdo de plantas invasoras. Além do mais, algumas populagfes utilizam de suas folhas para
fins medicinais, realizando cha para dormir (FILHO et al., 2012).

Nos estudos de Lima (2018), o extrato aquoso de M. setosa apresentou efeitos
alelopéticos inibitorios sobre a germinacdo, retardou o crescimento e o perfil germinativo de
Lactuca sativa L. (Alface). Apresentando assim a importancia de realizar estudos de citotoxicidade
e genotoxicidade com essa espécie, para conhecer qual € o efeito do seu extrato a nivel celular e

quais danos podem causar.

1.3.2 Tilesia baccata (L.F) Pruski (Asteraceae)

Tilesia baccata (L.F) Pruski (Figura 3) possui ampla distribuicdo no Brasil, sendo
encontrada na regido norte nos estados do Acre, Rondo6nia, Roraima, Tocantins, Amapa, Amazonas
e Pard. Seu hébito é considerado arbustivo ou subarbustivo (MAGENTA, 2015). Conhecido
popularmente como olho de camardo compde a lista de plantas ndo convencionais utilizadas para

fins alimenticios em algumas comunidades (CHAVES, 2016).

Figura

3. Tilesia baccata (L
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Fonte: SOUSA, 2018.
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Além de ser utilizada para métodos medicinais em Guiana, Suriname e Guiana
Francesa, com as suas folhas realizam uma decoc¢do como antidiabético e também para diminuir
febre, utilizam as flores em infuséo para curar gripe, além de acreditarem que possui elementos para
curar manchas na pele através de banho de ervas (DEFILIPPS et al., 2004).

De acordo com Souza (2018), o extrato aquoso de T. baccata implica atividade
alelopética inibindo o desenvolvimento do hipocétilo e radicula de Lactuca sativa L. (Alface) e
interferiu na morfologia radicial das plantulas. Por ser comestivel e muito utilizada na medicina
popular em algumas regides, é de suma importancia a realizacdo de estudos de citotoxicidade para

se conhecer quais problemas o extrato de T. baccata pode ocasionar a nivel celular.

1.3.3 Theobroma speciosum Willd ex Spreng (Malvaceae)

A espécie Theobroma speciosum Willd. ex Spreng (Figura 4) pode ser encontrado nas
florestas tropicais do hemisfério sul, do México a Floresta Amazbnica Meridional
(CUATRECASAS, 1964). Apesar das suas tradicionais areas de ocorréncias, T. Speciosum é
pouco conhecido, mesmo possuindo um alto potencial para ser utilizado no consumo humano

(SILVA & VENTURIERI & FIGUEIRA, 2004).
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Conhecido popularmente como Cacaui ou Cacau do mato, é utilizado como recurso
alimenticio, medicinal, aroméatico e ornamental por algumas comunidades tradicionais
(MACHADO et al., 2008). O Cacaui também é usado em sistemas agroflorestais e sistemas de
reflorestamento no Acre, apresentando 12,33% de uso e importancia nestes sistemas (PEQUENO &
OLIVEIRA & MARQUES, 2016).

Silva (2018), avaliou o potencial alelopatico do T. speciosum a partir do extrato aquoso
de suas folhas, os resultados demonstraram um estimulo no crescimento do hipocotilo e radicula da
espécies-alvo Lactuca sativa(Alface) e Solanum lycopersicum L. (Tomate) nas menores
concentragdes testadas, na concentracdo de 100mg/ml o extrato proporcionou uma inibicdo do
crescimento radicular e do hipocétilo de Alface. Apresentando assim uma grande importancia em
realizar uma pesquisa sobre suas atividades citotoxicas, para compreender quais efeitos as suas
maiores concentra¢fes causam em células e observar os estimulos que seu extrato pode causar, ao

analisar a quantidade de fases em mitose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o potencial citotoxico e genotoxico de extratos aquosos de Mimosa setosa Benth
var. paludosa Benth Barn (Fabaceae), Tilesia baccata (L.F) Pruski (Asteraceae) e Theobroma
speciosum Willd ex Spreng (Malvaceae).
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o efeito dos extratos vegetais sobre o indice mitético de células meristematicas radiculares
de cebola (Allium cepa);
- Verificar se os extratos vegetais sao capazes de induzir alteracdes cromossdémicas em Allium cepa,;
- Fornecer subsidios para estudos posteriores que objetivem o desenvolvimento de farmacos e/ou

herbicidas naturais.
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3. METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL

Foram coletadas como material vegetal das espécies selecionadas folhas jovens,
totalmente expandidas e ndo danificadas. A coleta das folhas da M. setosa ocorreu no Loteamento
Terras de Bonanza em Altamira-PA (3°10'38.8"S 52°10'09.0"W). As folhas de T. baccata e T.
speciosum foram coletadas em uma é&rea rural da cidade de Altamira-PA (3°29'08.1"S
52°22'224.8"W). Ap0s as coletas, os materiais foram levados para o Laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do Pard do Campus Universitario de

Altamira, acondicionados em sacos pléasticos e colocados no freezer (-20 °C) até sua utilizacao.

3.2 PREPAROS DOS EXTRATOS

Para o preparo dos extratos aquosos das folhas o material vegetal de cada espécie (80
gramas) foi triturado em liquidificador juntamente com 800 mL de &gua destilada autoclavada, em
seguida o material foi filtrado em papel filtro, coberto com papel aluminio e deixado em descanso
por 17 horas. A partir do extrato obtido (concentragdo de 100 mg/mL) foram realizadas as dilui¢fes
de 60 mg/mL e 20 mg/mL do extrato em agua destilada autoclavada. Como controle foi utilizada
agua destilada a fim de servir como referéncia-padrdo as variaveis que foram submetidas aos outros

tratamentos (OLIVEIRA et al., 2014; MIRANDA et al., 2015).

3.3 BIOENSAIOS

Foram realizados trés bioensaios, um para cada espécie vegetal, utilizando o sistema
teste Allium cepa. Em cada um dos bioensaios foram utilizados 25 bulbos de cebola com tamanhos
aproximados, 0s quais permaneceram em contato com frascos contendo agua destilada durante trés
dias para enraizamento. Apos este periodo, os nove bulbos que apresentaram comprimento radicular

mais divergente foram descartados.
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Foram utilizados como tratamentos, em cada bioensaio, trés concentragdes do extrato
(100, 60, 20 mg\mL), mais o grupo controle. Em cada tratamento foram utilizados quatro bulbos
previamente submetidos ao enraizamento com &gua destilada, 0s quais permaneceram com suas

raizes imersas em um dos tratamentos durante 72 horas em uma temperatura de 25 °C (Figura 5).

Figura 5. Esquema de um bioensaio. (Bulbos de cebolas em contato com
extrato e suas respectivas concentracées)

100mg/ml 60mg/ml 20mg/ml Controle

Fonte Arquivo pessoal

Para o preparo das laminas, cinco raizes de cada bulbo foram retiradas (totalizando 20
raizes por tratamento) e submetidas aos procedimentos propostos pela metodologia descrita por
Guerra e Souza (2002):

a) Fixadas em Carnoy 3:1 por duas horas;

b) Lavadas com &gua destilada duas vezes durante dez minutos;

c) Transferidas para 0 HCL 5N por vinte minutos para a realizacdo da hidrolise;

d) Lavadas trés vezes com agua destilada por quinze minutos;

e) Mantidas em recipiente fechado contendo o corante hematoxilina a 1% por 30 minutos;

f) Cada raiz foi colocada em uma ldmina juntamente com uma gota de acido acético a 45% e

coberta por uma laminula;
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Resultando em 20 laminas observadas por cada concentracdo, sendo 80 laminas por
bioensaio. Na objetiva de 40x foram analisadas 4.000 células por cada concentracdo com o auxilio
de microscopio bioldgico trinocular com florescéncia, design BX2 da marca Motic Instruments,
modelo BA410FL juntamente com a camera XCAM Familly 1080P HDMI+USB Output e 0

programa computacional ImageView.

3.4 ANALISES DE DADOS

O teste de citotoxicidade avaliou a frequéncia de cada uma das fases da mitose e o
indice mitético (IM) atraves da seguinte equacdo: IM= (m/T) x 100. Sendo que m= numero de
células em mitose; T =ntmero total de células. No teste de genotoxicidade foi avaliado o indice de
alteragfes cromossdmicas através da equacgdo: 1G= (g/T) x 100, sendo “g” o nimero de células com
alteragdes cromossomicas e “T” o nimero total de células (PIRES et al., 2001). Os resultados

obtidos nos testes foram submetidos a analise de variancia simples (ANOVA) sendo as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (MAROCO, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 MIMOSA SETOSA BENTH VAR.PALUDOSA BENTH BARN

Ao realizar as analises de citotoxicidade das células meristematicas de A. cepa
submetidas aos tratamentos do extrato aquoso de Mimosa setosa foi possivel observar que no
tratamento controle a fase mais encontrada foi a tel6fase e em 20 mg/mL a fase mais identificada
foi a metafase, nas concentracfes de 60 e 100mg/mL foram detectadas em maiores quantidades
profases e ndo apresentaram nenhuma célula em outras fases da divisdo celular nessas duas
concentracdes (Tabela 1). As células em diferentes fases da mitose encontradas estdo quantificadas

na tabela 1.

Tabela 1. Nimero de células em fases da mitose submetidas ao extrato aquoso de M. setosa e o indice mitético (IM) de
cada tratamento. Médias na vertical seguidas por alguma letra igual ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

TRATAMENTOS INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE IM
CONTROLE 3.742a 56a 79a 39a 84a 6,45a
20 MG/ML 3.793b 443 82a 33a 48b 5,17a
60 MG/ML 3.971c 29a Ob Ob Oc 0,72b
100 MG/ML 3.974c 26a Ob Ob Oc 0,65b

Nos tratamentos controle e 20 mg/mL verificou-se células em diferentes fases da mitose
(Figura 6), diferentemente das concentracGes 60 e 100 mg/mL que foi possivel observar apenas
células em préfase (Figura 7 e 8), ocorrendo uma inibicao total da divisdo celular a partir desta
fase. Portis et al. (2016) acreditam que o fato de encontrar células apenas em profases, indica uma
inibicdo das proximas fases da mitose, fazendo com que o numero de células nesse estagio aumente.
Este efeito é denominado de citostatico e pode ocasionar apoptose celular (BELTRAN &

BELTRAN, 2016).
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Figura 6. Células meristematicas de A. cepa submetidas aos tratamentos controle e/ou 20 mg/mL do extrato aquoso
das folhas de M. setosa. a.Préfase. b.Metéfase. c.Anéfase. d.Tel6fase

a b‘ c‘

d
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Ao realizar as analises do indice mitotico (IM) das células submetidas ao extrato aquoso
de M.setosa foi possivel observar que o tratamento controle apresentou 0 maior IM, seguindo de 20
mg/mL, as concentracdes de 60 e 100 mg/mL apresentaram inibi¢cdes dos seus indices mitéticos,
ambos sendo significativamente diferentes do controle e 20 mg/mL. Ocorreu diminuigdo no IM de
acordo com o aumento das concentracbes (Tabela 1). Resultado semelhante foi encontrado no
trabalho de Borges et al. (2011) que ao avaliar os efeitos citotoxicos do extrato aquoso das folhas
secas de Ricinus communis o controle divergiu das outras concentracdes de modo crescente.

Bezerra e Oliveira (2016) ao realizarem a analise do potencial citotoxico do infuso de
malva-santa Plectranthus barbatus (Lamiaceae) sobre o ciclo celular de Allium cepa também
obtiveram resultados semelhantes, as maiores concentragdes estudadas teve uma reducdo do indice

mitotico se comparado ao controle.
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A inibicdo da mitose das células meristeméticas das raizes de Allium cepa € utilizada
como um indice de toxicidade. Portanto, as concentragdes de 60 mg/mL e 100 mg/mL do extrato
aquoso das folhas de M. setosa possui atividades citotoxica sobre as células meristematicas de A.
cepa e citostatica por inibirem as fases posteriores da profase.

Ao analisar as células com alteragdes cromossémicas submetidas as diferentes
concentragdes do extrato aquoso de M. setosa, foram encontradas algumas células com
anormalidades mitdticas que estdo quantificadas na tabela 2, foi possivel observar no tratamento
controle e na concentragdo de 20 mg/mL (Figura 9 e Tabela 2) que foi de modo mais expressivo,
tendo uma diferenca significativa do seu indice de alteragdes cromossdémicas (IG) em relacdo ao
controle (Tabela 2). As maiores concentracdes tiveram baixos indices mitdticos a partir da profase,

portanto, ndo apresentaram alteragcdes cromossomicas.

Tabela 2. Nimero de células com alterages cromossémicas e o indice de genotoxicidade (IG) submetidas aos tratamentos
do extrato aquoso de M. setosa. Médias na horizontal seguidas por alguma letra igual ndo diferem estatisticamente entre si
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

~ R TRATAMENTOS
ALTERACOES CROMOSSOMICAS CONTROLE 20MG/ML 60 MG/ML 100 MG/ML
Profase irregular 0 3 0 0
Metéafase irregular 0 10 0 0
Metafase com aderéncia cromossémica 0 21 0 0
Metéafase com perda de cromossomos 0 4 0 0
Metéafase com cromossomo em anel 0 1 0 0
Anafase irregular 2 9 0 0
Ponte anafasica 4 17 0 0
Anafase com perda de cromossomos 0 3 0 0

(Continua)
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(Continuag&o)

TRATAMENTOS

ALTERAGOES CROMOSSOMICAS CONTROLE 20 MG/ML 60 MG/ML 100 MG/ML
Telofase irregular 4 10 0 0
IG 0,25a 1,95b 0a 0a

Ao realizar a analise do potencial genotoxico de Plectranthus barbatus sobre as células
meristematicas de A. cepa, Bezerra e Oliveira (2016) obtiveram resultados semelhantes ao
encontrado neste trabalho, a concentracdo intermediaria foi a que apresentou o maior indice de
celulas com alteracdes cromossémicas de modo significativo em relagcdo ao controle.

De acordo com Yuet Ping et al. (2012) os baixos indices mitdticos das maiores
concentracdes podem estar relacionados a um efeito genotdxico do extrato. As agdes genotdxicas de
compostos quimicos resultam em alteragdes cromossdmicas (NATARAJAN, 2002). A quantidade
de alteracdes encontradas (Tabela 2) mostra que o tratamento de 20 mg/mL induziu as alteracdes.

Figura 9. Células meristematicas de A. cepa com alteragdes cromossdmicas submetidas & concentra¢do de 20 mg/mL
do extrato aquoso de M. setosa. a.Profase irregular. b.Metafase irregular. c.Metdfase com aderéncia cromossdmica.

d.Metéfase com perca de cromossomo. e.Metéfase com cromossomo em anel. f.Anéfase irregular. g.Ponte anafasica.
h.Anafase com perca de cromossomo. i.Tel6fase irregular.

N

a b c
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As aderéncias cromossdmicas, pontes anafésicas e perdas de cromossomos ocorrem
devido ao efeito do extrato no fuso mitotico e resultam em disturbios na divisdo celular. Pontes
anafésicas indicam o efeito clastogénico causados pelas quebras cromossdémicas, as perdas de
cromossomos e aderéncias cromossomicas aumentam o risco de aneuploidia (LEME & MARIN-
MORALES, 2009).

A alteracdo mais encontrada foi a metafase com aderéncia cromossdémica (Tabela 2).
De acordo com Mercykutty e Stephen (1980) essa aderéncia pode ocorrer devido a
despolimerizacdo do DNA, dissolucdo parcial de nucleoproteinas, quebra e troca das unidades
basicas de fibras dobradas das crométides e a remogdo da cobertura proteica do DNA nos
Cromossomos.

Segundo Fiskesjo (1985), os cromossomos com aderéncias € um efeito irreversivel e
altamente toxico, que pode ocasionar a morte celular. Essa aderéncia do DNA tem sido
correlacionado com alta taxa de formagéo de tumores em algumas popula¢ées humanas (WYNDER
& HALL & PELANSKY, 1983)

Além das alteracdes cromossdmicas encontradas, também foi possivel notar diversas
células em apoptose que podem possivelmente terem sido causadas pelo extrato, nas concentracdes
de 60 (figura 10), 100 mg/mL (figura 11) e em 20 mg/mL (figura 13) em menor quantidade. A
apoptose é conhecida como morte celular programada, mas ela ndo descreve um caminho de morte
celular, mas sim um fendtipo que consiste em fragmentacdo da membrana plasmatica, condensacao
nuclear da cromatina, fragmentacdo genémica do DNA, entre outras coisas (ORRENIUS &

NICOTERA & ZHIVOTOVSKY, 2011).



30

Figura 11. Células meristematicas de A. cepa

Figura 10. Células meristeméticas de A. cepa submetidas ~ submetidas a concentracdo 100 mg/mL do extrato

& concentragdo 60 mg/mL do extrato aquoso de M. setosa. ~ aquoso de M. setosa. As setas a.; b.; c.; d.; e; e f
‘b ec indica o indicam células em apoptose.

Figura 12. Células meristematicas de A. cepa submetidas
a concentragdo 20 mg/mL do extrato aquoso de M. setosa.
a.Célula em apoptose.

A morte celular pode ser ocasionada por traumas fisicos, toxinas, temperaturas
excessivas, substancias quimicas e etc. Podem ocorrer por duas vias, a extrinseca e intrinseca,
ambas as vias resultam em um final comum, que envolve a ativagdo das caspases que clivam
moléculas regulatorias e estruturais, ocasionando a morte da célula (GALLUZZI et al., 2012;
MICHIE et al., 2019).

A utilizacdo inadequada dessas substancias quimicas que causam apoptose pode causar

diversos problemas para a saide humana (CHACON et al., 2002). Apesar disso as moléculas ativas
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contidas nesses extratos podem ser utilizadas como agente anticancer, pois a indugdo de apoptose €&
um dos marcadores mais importantes dos agentes antitumorais citotdxicos, pois seus compostos
quimicos induzem vias apoptoticas que sdo frequentemente bloqueadas por células cancerigenas
(DE ARAUJO JUNIOR et al., 2012; GREEN & LLAMBI, 2015).

Estudos demonstraram que os extratos de Phyllanthus emblica L. sdo citotoxicos e
inibem a proliferacdo in vitro de muitas linhas de células tumorais, como MK-1 (adenocarcinoma
gastrico humano) e B16F10 (melanoma murino) (ZHANG et al., 2004 ). Vérios compostos
fendlicos isolados do extrato de P. emblica sdo responsaveis pelo seu componente antiproliferativo,
inibindo a proliferacdo de células de cancer de pulmdo humano, induzindo a parada e apoptose do
ciclo celular da fase G2/M (KHAN et al. 2002).

E necessario ressaltar que quando se nota uma possivel inducio de apoptose é de suma
importancia um maior refinamento técnico para que haja a comprovacdo e a quantificacdo, para
isso, é recomendado a utilizacdo de testes, como o de hipertermia de campo magnético (MFH) que
utiliza de calor gerado em nanoparticulas magnéticas por campos magnéticos variaveis no tempo,
para transformar perdas de energia, induzidas pela variacdo temporal campo, em uma fonte
localizada de calor e assim analisar o processo de morte celular em tempo real (BLANCO-
ANDUJAR et al., 2016).

Portanto, o extrato aquoso das folhas de M. setosa apresenta potencial citotoxico e
genotoxicos nas suas concentraces de 60 mg/mL e 100 mg/mL e genotdxicos na concentracao de
20 mg/mL ocasionando diversas alteracdes cromossémicas. Inibi a divisdo celular a partir da
préfase nas concentracbes de 60 mg/mL e 100 mg/mL podendo ser capaz de levar as células a
apoptose, tornando o consumo desse extrato perigoso para a saude humana e potencial para uso na

medicina e na agroecologia.
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4.2 TILESIA BACCATA (L.F) PRUSKI

Ao analisar as células meristematicas de A. cepa submetidas as respectivas
concentragcdes do extrato aquoso das folhas de T. baccata foi possivel observar que em todos 0s
tratamentos a fase mit6tica mais encontrada foi a préfase, mas também foi possivel observar todas
as outras fases dentre os tratamentos (Figura 13 e Tabela 3). Os nimeros de células em cada fase
da divisdo celular dentro dos tratamentos estdo quantificados na tabela 3. Mota et al. (2017)
avaliaram o potencial citotoxico dos extratos de duas espécies botanicas do cerrado de uso
medicinal por meio do sistema teste Allium cepa e notaram a presenca de préfase com maior

frequéncia ao comparar as diferentes fases da mitose dentro de todos tratamentos testados.

Figura 13. Células meristematicas de A. cepa submetidas ao extrato aquoso das folhas de T. baccata em diferentes
fases da mitose. a.Profase. b.Metafase. c.Anéafase. d.teléfase.

O tratamento controle foi o que apresentou um maior indice mitético (IM) seguindo de
60 mg/mL que nao divergiram entre si. A menor concentracdo (20 mg/mL) juntamente com a maior
(100 mg/mL) tiveram uma inibicdo do indice mitético, sendo o menor IM o da concentracdo de 100

mg/mL, ambos diferiram significativamente de 60 mg/mL e do controle (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de células em fases da mitose e o indice mitdtico (IM) submetidas aos respectivos tratamentos do
extrato aquoso de T. baccata. Médias na vertical seguidas por alguma letra igual ndo diferem estatisticamente entre si a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

TRATAMENTOS INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE IM
CONTROLE 3.769a 83a 78a 49a 21a 5,75a
20 MG/ML 3.914a 43a 26b 8b 9a 2,15b

(Continua)
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(Continuacdo)

TRATAMENTOS INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE IM
60 MG/ML 3.783a 69a 62a 42a 44h 5,42a
100 MG/ML 3.948a 17b 15b 7b 13a 1,3b

Bagatini et al. (2007) ao avaliarem os efeitos citotoxicos das infusdes de Solidago
microglossa DC. no ciclo celular de Allium cepa a maior concentracdo utilizada da infusdo foi a
que teve a maior diminui¢do do indice mitético em relagdo ao controle, resultado semelhante ao
encontrado com a T. baccata, mas se diferiu em partes, a menor concentracdo ndo ocasionou
inibicdo no indice mitético.

Segundo Rosenthal e Berenbaum (2012) as a¢Ges dos metabolitos secundarios podem
variar nas suas intensidades e da resposta do bioindicador utilizado, o efeito de um extrato vegetal
depende da sua concentragdo, ndo necessariamente precisa ser alta para poder influenciar em uma
maior ou menor atividade bioldgica.

Souza (2018) avaliou o potencial alelopatico de extratos de Tilesia baccata e constatou
que 0 extrato aquoso de suas folhas apresentou atividade inibitoria sobre o crescimento radicular da
planta alvo, em todas as concentragdes utilizadas. Os resultados encontrados nesse trabalho
reafirmam o perfil observado por Souza (2018), no qual as concentragdes de 20 e 100 mg/mL
causaram reducdo no indice mitético e consequentemente do crescimento.

Algumas alteragcbes cromossomicas foram encontradas em todas as concentragdes
testadas, foi possivel observar metafases irregulares, metafases com aderéncia de cromossomos,

pontes anafasicas e tel6fases irregulares (Figura 14 e Tabela 4).

Figura 14. Células meristematicas de A. cepa com alteracfes cromossdmicas submetidas ao extrato aquoso de T.

baccata. a.Metafase irregular. b.Metafase com aderéncia cromossdmica. c.Ponte Anafasica. d.Tel6fase irregular.
————
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As anormalidades cromossémicas encontradas estdo quantificadas na tabela 4, onde
também é possivel observar que o indice dessas alteragdes cromossdmicas (IG) encontradas ndo
tiveram diferencas estatisticas em relagdo ao controle.

Tabela 4. NOmero de células com alteragcbes cromossdmicas e o indice de genotoxicidade (IG) submetidas aos
respectivos tratamentos do extrato aquoso de T. baccata. Médias na horizontal seguidas por alguma letra igual ndo
diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

TRATAMENTOS
ALTERAGOES CROMOSSOMICAS CONTROLE 20MG/ML 60 MG/ML 100 MG/ML
Metéfase irregular 1 3 1 1
Metafase com aderéncia cromossdmica 4 4 4 5
Ponte anafasica 7 5 2 4
Teldfase irregular 4 1 1 4
IG 0,4a 0,32a 0,27a 0,27a

Os mesmos resultados foram encontrados nos trabalhos de Peron et al. (2008) que ao
realizarem a avaliacdo do potencial citotoxico dos chas de Camellia sinensis L. e Cassia
angustifolia Vahl em sistema teste vegetal, das trés infusbes utilizadas, nenhuma apresentou
alteracBes cromossdmicas significativas e de Bagatini et al. (2009) que ao realizarem a analise dos
efeitos citotdxicos de infusGes (chd) de Solidago microglossa DC. (Asteraceae) no ciclo celular
de Allium cepa, os resultados demonstraram efeito citotoxico, porém ndo apresentaram atividade
genotoxica.

Portanto, o extrato aquoso de T. baccata apresenta um potencial citotéxico nas
concentracdes de 20 e 100 mg/mL, inibindo o indice mitdtico das células meristematicas de Allium
cepa L. de modo significativo, porém nenhuma das concentracGes testadas apresentaram alteracdes

cromossomicas significativas, portanto, ndo possuem efeitos genotdxicos.
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4.3 THEOBROMA SPECIOSUM WILLD EX SPRENG

Ao analisar as células meristematicas de A. cepa submetidas as respectivas
concentragdes do extrato aquoso das folhas de T. Speciosum foi possivel observar todas as fases da
mitose em todos os tratamentos (Figura 15 e Tabela 5), mas entre as fases encontradas a metafase
foi a mais frequente, seguindo da profase. As quantidades de células analisadas em divisdo celular

estdo quantificadas na tabela 5.

Figura 15. Células meristematicas de A. cepa em divisdo celular, submetidas ao extrato aquoso das folhas de T.
speciosum. a.Préfase. b.Metafase. c.Anéfase. d.Tel6fase.

Com as analises do indice mitético (IM) podemos observar que o tratamento controle
foi 0 que apresentou o maior indice mitético (IM), seguindo de 20 mg/mL, as duas concentracdes
ndo divergiram significativamente entre si, houve uma diminuicdo acentuada do IM nas
concentragdes de 60 mg/mL e 100 mg/mL, que diferiram significativamente do controle e 20
mg/mL (Tabela 5).

Tabela 5. Numero de células em fases da mitose e o indice mitético (IM) submetidas ao extrato aquoso de T.

speciosum. Médias na vertical seguidas por alguma letra igual ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

TRATAMENTOS INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE IM
CONTROLE 3.790a 54a 86a 27a 43a 5,2a
20 MG/ML 3.820a 54a 70a 32a 24ab 4,5a
60 MG/ML 3.956b 14b 16b 7b 7bc 1,1b

(Continua)
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(Continuacéo)

TRATAMENTOS INTERFASE PROFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE IM

100 MG/ML 3.952a 18b 19b 10b 3c 1,25b

Sturbelle et al. (2010) ao Avaliar a atividade mutagénica e antimutagénica da Aloe vera
em teste de Allium cepa a dose menos concentrada de A. vera ndo diferiu do controle, mas a maior
concentracdo causou alteracoes significativas. A. vera numa dose mais concentrada diminui o indice
mitotico de Allium cepa, enquanto que nas menores doses, ndo causa diminuicao do IM, ndo sendo
estatisticamente diferente do controle, resultado semelhante ao deste trabalho.

Adegbite e Sanyadu (2009) obtiveram resultados semelhantes ao analisarem a
citotoxicidade do extrato aquoso de folha amarga Vernonia amygdalina usando o teste Allium cepa
observaram que os valores do indice mitético foram menores nas maiores concentracdes da solucao
aquosa do extrato das folhas de V. Amygdalina.

Ancia e Romdo (2015) ao avaliarem a atividade citotoxica e mutagénica do extrato
aquoso das partes aéreas de Uncaria tomentosa em teste de A. Cepa, as maiores concentracfes
também foram as que apresentaram 0s menores indices mitdticos. Campoto et al. (2002) ao
analisarem o efeito das infiusbes de Maytenus ilicifolia Mart. e Bauhinia candicans em células
meristematicas das raizes de A. Cepa Também obtiveram esse mesmo resultado, o IM diminuiu nas
maiores concentragoes.

Silva (2018), ao realizar a avaliacdo da atividade alelopatica de extratos aquosos de T.
speciosum sobre o crescimento da radicula de Lactuca sativa L., a concentracdo de 100 mg/mL
apresentou inibicdo no crescimento, quando comparado ao controle. Essa interferéncia no
crescimento pode ser relacionada a redugédo do indice mitdtico que foi corroborado neste trabalho.

Nas analises do indice de genotoxicidade (IG) foram encontradas algumas células com

alteracbes cromossdmicas em todas as concentragfes, sendo possivel observar alteragdes como
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profases irregulares, metafases irregulares, metafases com aderéncias cromossémicas, anafases
mirregulares, pontes anafésicas, anafase com perca cromossdémica e telo6fase irregular como mostra

a figura 16. Essas anomalias estdo quantificadas na tabela 6.

Figura 16. Células meristematicas de A. cepa com alteragdes cromossdmicas submetidas ao extrato aquoso das folhas
de T. speciosum. a.Préfase irregular. b.Metafase irregular. c.Metafase com aderéncia cromossdmicas. d.Metafase com
aderéncia cromossdmicas. e.Ponte anafasica. f.Tel6fase irregular. g.Anéfase iregular. h.Anafase com perca
cromossdmica.

Essas alteracfes foram encontradas de forma mais acentuada na concentracdo de 20
mg/mL, apesar de ter sido encontradas essas anomalias cromossémicas, em nenhuma concentracdo

o IG divergiu significativamente do controle (Tabela 6).

Tabela 6. Namero de células com alteracdes cromossdmicas e o indice de genotoxicidade (IG) submetidas aos
respectivos tratamentos do extrato aquoso de T. speciosum. Médias na horizontal seguidas por alguma letra igual néo
diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

TRATAMENTOS
ALTERAGOES CROMOSSOMICAS CONTROLE 20 MG/ML 60 MG/ML 100 MG/ML
Profase irregular 1 2 0 1
Metéafase irregular 0 3 1 4
Metéafase com aderéncia cromossdmica 1 6 5 7
Anafase irregular 1 5 1 2
Ponte anafasica 5 9 2 2

(Continua)
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(Continuacao)

TRATAMENTOS
ALTERAGOES CROMOSSOMICAS CONTROLE 20 MG/ML 60 MG/ML 100 MG/ML
Anéfase com perda de cromossomos 1 0 0 0
Telofase irregular 0 1 1 1
IG 0,2a 0,65a 0,42a 0,42a

Sabini et al. (2011) ao avaliar as atividades citotdxicas e genotdxicas do extrato aquoso
frio obtido de A. satureioides usando o teste Allium cepa L, os resultados demonstraram a presenca
de potencial citotéxico nas maiores concentracdes e auséncia de potencial de genotoxicidade do
extrato. Freitas et al. (2014) ao realizar a prospeccao fitoquimica e avaliacdo da citotoxicidade e
genotoxicidade de Helenium cf. amarum (Raf.) H. Rock, as concentracdes do extrato apresentaram
potencial citotoxico, mas também ndo apresentaram acles genotdxicas. Resultados iguais ao
encontrado com T. speciosum.

Portanto, o extrato aquoso de T. speciosum apresenta potencial citotoxico nas maiores
concentracdes testadas neste trabalho (60 mg/mL e 100 mg/mL), porém ndo apresenta potencial

genotoxico nas células meristematicas de A. cepa.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso das folhas de Mimosa setosa promoveu alteracdes citotoxicas e
genotoxicas, em diversos parametros, tais como, reducdo do indice mitdtico, atividade citostatica,
inducdo de alteracfes cromossdmicas e de apoptose celular. Os resultados sugerem que a ingestdo
usual da espécie, como cha, pode representar riscos para a saude humana. Além disso, M. setosa
apresentou potencial para ser utilizada como herbicida natural e agente antiproliferativo.

Os resultados apresentados pelos extratos aquosos das folhas de Tilesia baccata e
Thebroma speciosum demonstraram atividades citotoxicas moderadas, evidenciando a necessidade

de maior cautela na utilizacdo dessas espécies para fins medicinais.
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