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AVALIACAO TOXICA, CITOTOXICA E MUTAGENICA DE EXTRATOS AQUOSOS
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Melhoramento Genético de Recursos Locais) - Universidade Federal Rural do Semiéarido
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RESUMO: As espécies do género Ipomoea estdo inclusas entre as plantas daninhas
comumente encontradas em areas de cultivo, especialmente Ipomoea asarifolia (salsa)
relatada como uma espécie vegetal toxica e que causa disturbios neuroldgicos. Existe pouca
quantidade de estudos sobre a toxicidade do consumo a nivel celular e genético dessas plantas
nos animais de producdo da regido do Semiarido. Foi avaliada a capacidade toxica, citotoxica
e mutagénica do extrato aquoso de folhas da espécie I. asarifolia (Convolvulaceae) sobre
crescimento de raizes em bulbos de Allium cepa; e sobre a frequéncia de eritrocitos
micronucleados em células da medula 6ssea de roedores in vivo (teste do micronicleo).
Também foi obtida a Dose Letal Mediana (DL50) e foi estudado o efeito do peso em machos
e fémeas e analisado o comportamento dos animais (screening hipocratico). Os extratos
aquosos de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de I. asarifolia ndo apresentaram efeitos
toxicos nem citotdxicos em raizes de bulbos de Allium cepa. Foram observados efeitos
alelopaticos nos crescimentos de raizes. Os extratos aquosos de folhas secas apresentaram
efeitos subletais nas concentracdes de 5mg/L e 300mg/L. E o das folhas frescas apresentaram
efeitos estimulatorios em todas as concentragfes estudadas. O extrato aquoso de folhas secas
e frescas ndo provocou efeitos toxicos e citotoxicos. Ndo houve efeito citotoxico nem
mutagénico nas células de roedores. A DL50 encontrada foi 754,26 mg/Kg. Ndo houve
influéncia do género (Macho e fémea) sobre o efeito tdxico, mas nas concentracdes de 300
mg/Kg e 600 mg/Kg houve perda de peso. Os resultados vdo de encontro ao conhecimento

dos produtores no qual as folhas secas ndo prejudicam o animal de producéo.

PALAVRAS CHAVE: Ipomoea, Toxicidade, Citotoxicidade, Mutagenicidade,
Plantas.



TOXIC, CYTOTOXIC, AND MUTAGENIC EVALUATION OF AQUEOUS EXTRACTS
OF Ipomoea asarifolia (CONVOLVULACEAE)

Silva Filho, Eliezer Fernandes da. Toxic, cytotoxic and mutagenic evaluation of aqueous
extract of Ipomoea asarifolia (Convolvulacea). 2015. 61f. Dissertation (Master Science
Degree in Animal Science: Characterization, Conservation and Genetic Improvment of Local
Resources - Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA), Mossoro-RN, 2015.

ABSTRACT: How do Genus Species Ipomoea station included between as weeds commonly
found in cultivated areas, especially Ipomoea asarifolia (salsa) reported as a toxic plant
species and causes que neurological disorders. There is little studies on the toxicity quantity
make consumer cellular and genetic level these plants nos production animals semi-arid
region. It was assessed a toxic capacity, cytotoxic and mutagenic of the aqueous extract of
species leaves |. asarifolia (Convolvulaceae) about growth roots in Allium cepa bulbs; and
about the frequency of micronucleated erythrocytes in bone marrow cells in vivo rodent
(micronucleus test). Also it enrolled a median lethal dose (LD50) and studied the effect of
weight in males and females and analyzed the behavior of animals (Hippocratic screening).
Aqueous extracts of dried leaves (EFS) and Fresh (EFF) of I. asarifolia not presented toxic
effects or cytotoxic in Allium cepa bulbs roots strain. Were observed allelopathic effects nos
growth of roots. Aqueous extracts of dried leaves showed sublethal effects 5mg/L
concentration and 300 mg/L. And the fresh leaves showed stimulatory effects all as
concentrations studied. The aqueous extract of dried leaves and fresh not caused toxic effects
and cytotoxic. There is not cytotoxic effect or in mutagenic rodent cells. The LD50 was found
754.26 mg/kg. From: No influence of gender (male and female) on the toxic effect, but at
concentrations of 300 mg/kg and 600 mg/kg of weight was lost. The results against
knowledge producers qua not like dry leaves not harm the production of animals.

KEY WORDS: Ipomoea, Toxicity, Cytotoxicity, Mutagenicity, Plants.
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CONSIDERACOES GERAIS

As espécies do género Ipomoea estdo inclusas entre as plantas daninhas comumente
encontradas em areas de cultivo (CHAVES, 2009). A espécie Ipomoea asarifolia é uma
planta do tipo herbdcea prostrada ou trepadeira da familia Convolvulaceae, conhecida
popularmente como "salsa" ou "batatarana” (BARBOSA, 2005). Possui caule macio,
normalmente rasteiro, sem a presenca de lignina, caracterizado com o caule ndo lenhoso
(JUNIOR et al., 2008).

Sendo planta nativa da América Tropical, a I. asarifolia ocorre em regiGes da América
do Sul e Central. No Brasil, € comum na Amaz6nia e em todo o litoral da Regido Norte, além
do Nordeste e partes do litoral do Rio de Janeiro e S&o Paulo (ARAUJO, 2008). E encontrada,
em especial no semiarido, geralmente em margens de agudes, rios, lagoas e praias maritimas,
além de estar presente em terrenos abandonados, margens de estradas e de preferéncia em
solos arenosos (BLANCO, 1978; TOKARNIA, 2000; CHAVES, 2009).

Diversos autores estudaram a toxicidade da Ipomoea em animais de producéo.
Tokarnia (2002) considerou a salsa como uma espécie vegetal que causa distlrbios
neuroldgicos, juntamente com outras espécies como Ipomoea fistulosa, Polygala Klotzschii e
Pteridium aquilinum, causando intoxicagdo natural em ovinos (RIET-CORREA et al., 2003;
GUEDES et al., 2007), caprinos (MEDEIROS et al., 2003; GUEDES et al., 2007) e bovinos
(RIET-CORREA et al., 2003; BARBOSA et al., 2005). Intoxica¢fes experimentais também
foram encontradas em todas essas espécies, além de bubalinos (DOBEREINER et al., 1960;
BARBOSA et al., 2005).

Os sinais clinicos tipicos da intoxicacdo por salsa variam de acordo com a espécie
animal, mas sdo principalmente de ordem nervosa. Em bovinos e ovinos, foram observados
entre outros sintomas, a presenca de tremores musculares e desequilibrio na locomocao
(sindrome tremorgénica, conhecida popularmente como treme-treme), com consequente
queda do animal ao solo. Em caprinos, observou-se apatia, sonoléncia, tremores musculares e
desequilibrio (CHAVES, 2009). Contudo, ap6s retirar 0 consumo e ingestdo da planta, os
sintomas permanecem por alguns dias, mas os animais voltam ao estado natural
(TOKARNIA, 2000). Alguns autores apontam que a sindrome tremorgénica é devido a
presenca de fitotoxinas ou micotoxinas (MEDEIROS et al., 2003).

A pesquisa basica referente ao potencial genotdxico e citotdxico de produtos quimicos,
substancias complexas (extrato de plantas, por exemplo), dejetos industriais e aguas

contaminadas, possui forte contribuicdo do teste Allium cepa (CUCHIARA et al., 2012).
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Conforme Monarca e colaboradores (2000), esse teste possibilita conhecimento acerca de dois
tipos de toxicidade: Parametros macroscopicos observaveis através da formacdo de tumores,
raizes torcidas e avaliacdo da taxa de crescimento de raizes para analise de efeitos citotoxicos
e parametros microscopicos, como o indice mitotico, que por sua vez, permite a analise de
taxa de divisdes celulares, aberracbes cromossdmicas (cromossomos em anel, pontes
cromossémicas e retardos cromossdmicos observados nas fases de metafase e anéafase), além
da formacdo de micronucleos, que podem servir para analisar os efeitos genotdxicos
caracterizados pelas taxas de anormalidades no DNA.

Além de ser um teste simples e com alta sensibilidade a baixos custos, o teste com
Allium cepa vem sendo selecionado por diversos pesquisadores devido a alta correlagdo
observada com os resultados de outros bioensaios (KRUGER, 2009).

O Teste de Micronucleos (MN) também pode ser aplicado em mamiferos in vivo e
permite a deteccdo dos agentes clastogénicos que atuam interferindo na formacéo do fuso
mitético e alteram assim a distribuicdo equitativa dos cromossomos ao longo da diviséo
celular (MAVOURNIN et al., 1990).

O Micronucleo tanto em células vegetais, quanto animais, € originado através de
quebras cromossémicas ou por cromossomos inteiros perdidos que ndo se prenderam as fibras
do fuso mitético, formadas principalmente na tel6fase da mitose ou meiose (CRUZ, 2013).
Estes fragmentos ou cromossomos inteiros ndo sdo incorporados ao nucleo celular, mas sao
encapsulados em um pegueno nucleo. Com isso o micronucleo representa tanto uma alteracao
cromossdmica estrutural quanto uma alteracdo numérica (FENECH, 2003).

Quando os resultados para micronucleos sdo positivos ha fortes evidéncias de
genotoxicidade sistémica da substancia quimica avaliada (CRUZ, 2013). O aumento da
frequéncia de micronucleos é indicativo de elevadas taxas de mutagbes sendo, portanto, um
parametro representativo acerca do aumento da instabilidade genética nas células
(CARVALHO et al.,, 2002). Por sua vez, em condi¢cdes experimentais apropriadas, oS
resultados negativos indicam que a substancia em teste ndo é genotoxica in vivo (CRUZ
2013).

Devido & escassez de informacdes relativa aos efeitos a nivel genético que o consumo
de I. asarifolia pode ocasionar, o presente estudo analisou a toxicidade, citotoxicidade e
mutagenicidade do extrato aquoso de Ipomoea asarifolia atraves dos testes de micronucleos
em Allium cepa e em camundongos, além do estudo de toxicidade aguda (DL50) e estudo

comportamental (screening hipocratico).
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RESUMO

A familia Convolvulaceae possui grande distribuicdo de espécies no mundo. No Brasil as
espécies sdo representadas, em sua maioria pelo género Ipomoea. Elas habitam varias regides,
desde o interior das florestas até regides litoraneas. Muitas delas sdo descritas como plantas
que causam intoxicacdo natural ou experimental em animais de interesse pecuério, tais como
bovinos, caprinos e ovinos, causando uma doenca conhecida como sindrome tremorgénica. O
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao bibliografica acerca das espécies do género
Ipomoea, em especial Ipomoea asarifolia e seus efeitos tdxicos, de citotoxicidade e
genotoxicidade. Foram relatadas as principais caracteristicas da familia, do género e espécie e
seus efeitos tdxicos nos organismos. Contudo, verifica-se a auséncia na literatura cientifica de

estudos que abordem os danos citotdxicos, genotdxicos e mutagénicos dessa espécie.

DESCRITORES: Convolvulaceae, Ipomoea, Toxicidade, Genotoxicidade.

ABSTRACT

The family Convolvulaceae has great distribution of species in the world. In Brazil the species
are represented mostly by genus Ipomoea. They inhabit various regions, from the interior of
the forests to coastal regions. Many of them are described as natural plants that cause
poisoning in experimental animals or livestock of interest, such as cattle, goats and sheep,
causing a disease known as tremorgenic syndrome. The objective of this study was to review
literature about the species of the genus Ipomoea, especially Ipomoea asarifolia and its toxic
effects, cytotoxicity and genotoxicity. The main characteristics of family, genus and species
and their toxic effects on organisms have been reported. However, it appears the absence in
the literature studies that address the cytotoxic, genotoxic and mutagenic damage of this kind.
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1.2 INTRODUCAO

A familia Convolvulaceae é composta por cerca de 57 géneros e 1.625 espécies (1). E
amplamente distribuida, com representacdo maxima originaria ou exclusiva das regides
tropicais, ndo possui representantes em areas geladas ou desérticas (2).

No Brasil esta familia é representada por 20 géneros e cerca de 350 espécies. Sendo o
género Ipomoea o de maior riqueza de espécies no mundo todo com 600 a 700 espécies (3).
Os taxons deste género sdo, em sua maioria, trepadeiras vollveis de rapido crescimento que
habitam diversos ambientes abrangendo desde o interior de florestas as regiGes litoraneas (2).

A espécie Ipomoea asarifolia é caracterizada como planta toxica e conhecida
popularmente como salsa, batatarana, batata salsa e salsa brava; presente em margens de rios,
lagoas e praias maritimas em todo o Brasil.

O consumo de plantas toxicas por animais de producdo causa enormes prejuizos a
agropecudria, desde perdas indiretas como gastos para manejo de pastagens, até perdas diretas
como morte dos animais intoxicados (4). Mesmo os produtores tomando medidas preventivas
para evitar que os animais consumam plantas toxicas e apresentem quadros de intoxicacao,
muitos sdo os fatores que contribuem para que eles venham a consumi-las, como: fome,
palatabilidade, entre outros (5).

I. asarifolia é responsavel por intoxicacdo experimental em roedores (6) além de
intoxicacdo natural em ovinos e caprinos (7). Mesmo existindo o conhecimento acerca de
intoxicacOes e seus efeitos no organismo animal, na literatura cientifica sdo poucos os estudos
que buscam compreender os efeitos destas intoxica¢des ao nivel celular.

Existem alguns testes, altamente sensiveis para 0 biomonitoramento de diversos
compostos genotoxicos, que permitem avaliar o potencial genotoxico e mutagénico de
substancias de interesse em um organismo bioindicador (8,9).

O objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao bibliografica sobre a espécie Ipomoea
asarifolia relacionando seus efeitos toxicos em animais de producdo, assim como tambeém
analisar quais técnicas sdo necessarias para ser possivel o conhecimento da ocorréncia de
provaveis danos toxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos causados pelas intoxicagdes

por Ipomoea asarifolia.
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1.3 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, as bases de dados utilizadas foram Scielo, Science
direct e PubMed. Os trabalhos selecionados abordaram considerac¢des gerais sobre plantas de
interesse pecuério, da familia Convolvulaceae, género Ipomoea,além de dados especificos de
Ipomoea asarifolia quanto a toxicidade em animais de producdo. A pesquisa bibliogréafica
incluiu artigos originais e de revisao, teses e dissertaces, nos idiomas inglés e portugués. Os
descritores utilizados e suas variadas combinagdes foram Convolvulaceae, Ipomoea, Ipomoea
asarifolia, fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, com foco referente a toxicidade de

plantas de interesse pecuario.

1.3.1 Plantas toxicas de interesse pecuario

As plantas e os animais possuem uma relacdo mutuamente dependente; as primeiras
produzem oxigénio através da fotossintese e consomem o gas carbdnico excretado pelos
animais, que utilizam o oxigénio e compostos organicos (5). Contudo, ndo € interessante do
ponto de vista evolutivo que as plantas sofram predacdo intensivamente até serem extintas
(10).

Devido a incapacidade de locomocdo para escapar dos herbivoros, as plantas tiveram
que desenvolver técnicas para escapar da predacdo, criando assim mecanismos mecanicos e
morfolégicos de protecdo como espinhos, cornos ou revestimento impenetravel (5).
Desenvolveram também através do metabolismo secundario, diversos compostos quimicos
que promovem quadros de intoxicacdo em animais herbivoros (11).

Na natureza €, portanto, comum que as espécies vegetais possuam determinados
principios ativos capazes de provocar distlrbios nos animais (5). Entretanto, para classificar
como planta téxica de interesse pecuario, as espécies capazes de promover intoxicacfes em
animais deverdo produzi-las somente em condic¢des naturais (4,12). Sendo assim, nem toda
planta que experimentalmente for caracterizada como toxica deve ser classificada como de
interesse pecuario, quando ndo produzirem quadros clinico-patologicos em condicOes naturais
(13).

Os principios téxicos consistem em substancias ou um conjunto de substancias
quimicamente definidas, de mesma natureza ou de natureza diferente, que ao serem
introduzidas no organismo sdo capazes de causar intoxicacdo o0 que € dependente da

quantidade de componente toxico absorvido, de sua natureza quimica e via de introducdo
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(12). As classes quimicas mais importantes de compostos toxicos das plantas sdo: alcaloides,
glicosideos, lectinas, acidos organicos, além de minerais absorvidos do solo e acumulados na
planta, como selénio, bario, nitratos e oxalatos (5).

E importante saber também que a ocorréncia, a frequéncia e a distribuicdo geografica
das inimeras intoxicacdes em diferentes regides sdo determinadas por fatores como: 1) a
fome, quando o animal consome a planta toxica que permanece verde em épocas de estiagem
ou inverno em detrimento de caréncia de forragem adequada; 2) a sede, quando 0s animais ao
serem transportados consomem agua e perdem a palatabilidade e capacidade de selecéo; 3) o
acesso as plantas toxicas, na medida em que 0s animais se intoxicam quando possuem acesso
a elas apds, por exemplo, as arvores serem cortadas ou derrubadas por ventos; 4) além de
outros fatores como a palatabilidade, periodo de ingestdo, espécie animal, idade, deficiéncias
minerais, superlotacdo, queimadas, fenacdo, vicio, tolerancia e imunidade dos animais (5, 12-
15).

Devido a grande quantidade de espécies, as plantas toxicas sao classificadas em grupos
gue podem ser separados conforme, divisao regional, por a¢do patoldgica, quadro clinico-

patoldgico, familias botanicas e principios tdxicos (5,13).

1.3.2 Consideracdes botanicas sobre a familia Convolvulaceae

A Familia Convolvulaceae compreende 1.930 espécies predominantes nas regides
tropicais; o género Ipomoea compreende o maior numero de espécies (500 - 600) (16). Os
exemplares desta familia podem ser ervas trepadeiras, lianas, arbustos ou arvores; Por vezes
possuem rizomas grandes, sendo algumas espécies parasiticas além disto, as do tipo
trepadeiras podem ser herbaceas anuais ou fortemente lenhosas e duradouras
semelhantemente a maioria dos cip6s das matas africanas (17).

As raizes pivotantes sdo as mais comuns, ocasionalmente também possuem raizes
tuberosas, enquanto raizes adventicias podem ser apresentadas nos géneros Dichondra,
Ipomoea, Iseia, Evolvulus, Jacquemontia e Maripa. As folhas sempre alternas sdo bem
variaveis quanto a forma, tamanho e indumento, possuindo estbmatos geralmente paraciticos
em ambas as faces das folhas (18). As flores sdo dialissépalas, campanuladas,
infundibiliformes ou hipocrateriformes, possuindo areas mesopétalas proeminentes, estames
epipétalos, ovario supero e fruto do tipo capsula valvar ou indeiscente (19). Sabe-se que
diversas espécies de Convolvulaceae sdo de grande importancia por serem alimenticias,

daninhas, ornamentais, medicinais ou téxicas (20).
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1.3.3 Consideracdes sobre plantas do género Ipomoea

O género Ipomoea possui abrangéncia em todas as regides tropicais do mundo, todavia
algumas espécies sdo capazes de habitar regiGes das zonas temperadas (21). As espécies deste
género sdo largamente distribuidas ao longo da América do Sul, Central e continente africano
(22). Uma das caracteristicas anatbmicas mais proeminentes desse género é a existéncia de
células capazes de secretar glicosideos de resina nos tecidos foliares e nas raizes; estes
constituem importantes marcadores quimiotaxonémicos da familia Convolvulaceae (23).

Estas plantas sdo utilizadas desde a antiguidade para fins nutricionais, medicinais,
rituais e agricolas (24). Para os fins nutricionais € importante salientar o uso e importancia da
I. batatas, espécie esta originaria da América Central e amplamente cultivada e consumida em
quase todo o mundo (25,26). A Ipomoea aquatica, por exemplo, € consumida como alimento
no Sri Lanka, Hong Kong, Taiwan e China (27); suas folhas possuem grandes quantidades de
aminoacidos essenciais e, por isso, sdo comparadas aos produtos alimentares convencionais
como soja ou ovos (23).

Vérias outras espécies deste género possuem efeitos fitotoxicos, ou seja, produzem
compostos quimicos que inibem o crescimento de outras plantas, como ervas daninhas
invasoras, sendo utilizadas por agricultores para evitar a proliferacdo destas (23). H&4 também
relatos de seu uso como alucindgeno, devido ao grande teor de alcaloides, desde os tempos
pré-colombianos pelos povos antigos em rituais e cerimonias religiosas (28).

A fitoquimica deste género vem sendo, portanto, bastante estudada. Assim, algumas
espécies mostraram efeito antimicrobiano, analgésico, espasmogénico e anticancerigeno,
devido aos componentes biologicamente ativos como alcaloides indolizidinicos, alcaloides
nortropano, benzendides, compostos fendlicos, cumarinas, diterpenos, isocumarina, além de

glicolipidios e triterpenos (23).

1.3.4 Consideragdes sobre Ipomoea asarifolia

Comumente encontradas em areas de cultivo (29), a espécie Ipomoea asarifolia (Fig. 1
A e B) que é uma planta do tipo herbacea prostrada ou trepadeira da familia Convolvulaceae,
é conhecida popularmente como "salsa" ou "batatarana” (30). Muito comum no Nordeste do

Brasil, sua toxicidade afeta caprinos, ovinos e bovinos (Fig. 2 A e B) (31).
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Figura 1 (A) Ipomoea asarifolia, no municipio de Angicos, fazenda Bela Vista. (Fonte: Arquivo pessoal). (B)
Flores e folhas de I. asarifolia. (Fonte: 7).

A intoxicacdo natural por 1. asarifolia ocorre devido principalmente a fome, que induz o
animal a ingerir a planta, uma caracteristica que favorece esse processo € que a planta
permanece verde durante todo 0 ano, e na maioria dos casos, s&0 comuns ingestdes por
individuos jovens que se alimentam das partes aéreas. E importante salientar que essas
intoxicacBes ocorrem geralmente em estacdes de seca, pois devido a caréncia de forragem, os
animais acabam ingerindo grandes guantidades desta planta como fonte principal de alimento
(32).

Figura 2 (A) Ovinos pastejando em uma area invadida pela Ipomoea asarifolia. (B) Ovino ingerindo folhas de 1.
asarifolia. (Fonte: 7).

Os sinais clinicos mais comuns da intoxicacdo por I. asarifolia, variam de acordo com a
espécie animal, mas sdo principalmente de ordem nervosa. Em bovinos e ovinos, foram
observados sintomas como a presenca de tremores musculares e desequilibrio na locomogéo,
com consequente queda do animal ao solo e decubito (Fig. 3 e 4); em caprinos observou-se
apatia, sonoléncia, tremores musculares e desequilibrio (29).

Outros estudos apontam que a intoxicacdo por |. asarifolia causa a chamada sindrome

tremorgénica cujos sintomas incluem: depressdo, tremores da cabeca, falta de coordenagéo
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motora. Esta sindrome por sua vez pode ser causada pela presenca de fitotoxinas ou
micotoxinas (31).

A presenca de sinais clinicos caracteristicos da sindrome tremorgénica permite o
diagnostico de intoxicacdo por I. asarifolia tanto em ovinos quanto em bovinos, sendo os
primeiros mais afetados, principalmente nos cordeiros (7). Os caprinos e bubalinos, embora

com relatos de casos reduzidos, sdo espécies mais suscetiveis a intoxicagdo experimental

(5,7).

Figura 3 Ovino intoxicado pela I. asarifolia, apresentando tremores de tensdo e desequilibrio, apds o animal ser
movimentado os sinais clinicos se acentuaram apresentando membros rigidos em extensao e queda. (Fonte: 7).

Figura 4 Bovinos intoxicados por Ipomoea asarifolia apresentando desequilibrio motor e ao serem
movimentados apresentaram ataxia e queda. (Fonte: 7).
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Casos de surtos naturais por intoxicacdo de I. asarifolia em caprinos e ovinos de
fazendas localizadas na regido semiarida do Rio Grande do Norte foram relatados em 2010,
com 0s animais apresentando os efeitos da sindrome tremorgénica. Houve um caso em que 0
proprietario informou que todo o rebanho ingeriu a salsa como parte da dieta, devido a
escassez de alimentos, e novamente foram registrados sintomas de distarbios nervosos (32,
33). Estudos apontam ainda que o componente quimico responsavel pela intoxicacdo é o
acido sialico encontrando nas lectinas presentes nas folhas (34). Além disto, a planta contém
alcaloides do tipo chanoclavina, ergine, ergobalansinina e acido lisérgico a-hidroxietilamida

(35). As chanoclavinas sdo conhecidas pelos seus efeitos alucindgenos e psicomiméticos (23).

1.3.5 Ensaio de Toxicidade, Citotoxicidade e genotoxicidade de plantas.

Para estimativas do grau de impacto que estas substancias podem produzir em um corpo
receptor (caprino, por exemplo), sdo realizados ensaios de toxicidade, cujo objetivo é a
simulacdo a nivel laboratorial, dos efeitos que elas produziriam em um corpo receptor apés a
Ssua exposicao e posterior observagéao (36).
1.3.5.1 Toxicidade

A toxicidade € a capacidade de uma determinada substancia ou conjunto de substancias
de provocar alteracOes diversas nos organismos, como comportamentais, de crescimento,
reprodutivas e até mesmo a morte.

O teste da DL50 (Teste de toxicidade aguda) é utilizado para definir a dose letal de um
composto capaz de matar 50% dos individuos testados. Foi inicialmente introduzido em 1927,
por Trevan, para avaliar substancias que seriam utilizadas por seres humanos; posteriormente
foi amplamente utilizado para comparacao e classificacdo da toxicidade de substancias, sendo
assim considerado como um pré-requisito para varias agéncias reguladoras, como a Food and
Drugs Administration [FDA] (37).

1.3.5.2 Citotoxicidade

As pesquisas em citotoxicidade correspondem aos estudos de danos cromossémicos ou
distdrbios na divisdo celular. As plantas superiores sdao empregadas em sistemas-teste para
acompanhar o efeito de compostos toxicos (38). Pesquisas com sementes da espécie Allium

cepa (variedade baia periforme) séo utilizadas pelo fato de ser em um material de analise
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homogéneo (genética e fisiologicamente) e acessivel 0 ano inteiro, 0 que proporciona maior
confiabilidade nos ensaios realizados (39).

O Allium cepa é uma espécie que possui cariotipo composto por 8 pares cromossémicos
grandes, subdivididos entre metacéntricos e submetacéntricos. Cada bulbo é capaz de
produzir grande numero de raizes em um curto periodo de tempo, o que fornece nimero
satisfatorio de células em divisdo por lamina de microscopia. Por estas razGes, A. cepa é
considerada um sistema-teste que possui alta sensibilidade e alta confiabilidade (40,41).

A selecdo deste organismo vegetal com o bioindicador deve-se a uma série de vantagens
entre elas, o baixo custo, facilidade de cultivo e também por poder ser usado em teste de
toxicidade aguda e cronica, em condi¢des laboratoriais e em campo (42). Além disso, pode
ser analisada a fitotoxicidade, um dos parametros mais bem aceitos, onde se observa a
inibicdo do crescimento da raiz ou a ndo germinacdo de suas sementes ao serem expostas ao

composto poluente ou tdxico (38).

1.3.5.3 Genotoxicidade e Mutagénese

A Genotoxicidade é um ramo da genética que estuda oS processos ou agentes que
afetam e/ou alteram o DNA em sua estrutura fisico-quimica, o que é classificado como
mutagénese. Tais processos ou agentes sdo 0s motores da mutagénese, considerados como
"toxicos" para 0 gene, e assim, chamados de genotdxicos. Quando ocorre qualquer alteracao
permanente no DNA que leva a uma alteracdo de natureza herdavel da funcdo génica, temos
0S processos de mutacdo (42).

Quando as alteracGes decorridas na estrutura do material genético ocorrem por
processos celulares normais, as mutagGes sdo conhecidas como espontaneas; Quando
causadas pela exposicdo do organismo aos agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, séo
denominadas induzidas (43).

As mutacBes como processos bioldgicos comuns a todos 0s seres Vivos, Sdo
fundamentais para a evolucao e diversidade das espécies; Contudo, também podem promover
uma série de problemas como malformacdo do organismo, cancer, envelhecimento e morte
(44).

Existem alguns testes que permitem avaliar o potencial mutagénico de substancias de
interesse em um organismo bioindicador. Esses processos avaliam as modificagOes estruturais
e/ou numeéricas dos cromossomos, e permitem também observar a presenca de anormalidades

nucleares (45).
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Para testes em mutagenicidade e genotoxicidade, sdo comumente utilizadas espécies
como camundongos e/ou ratos (46), devido as vantagens como simplicidade no manuseio
(alimentacdo) e facil aplicacdo de procedimentos técnicos avaliativos de genotoxicidade (47).
Utilizam-se para avaliagdo da genotoxicidade e mutagenicidade respectivamente, o teste do
microntcleo (MN) e o0 ensaio do cometa, métodos altamente sensiveis para o
biomonitoramento de uma ampla gama de substancias genotoxicas que podem estar presentes

nos ambientes e afetar animais (48).

1.4 CONCLUSOES

Caprinos, ovinos e bovinos em diversas ocasides ingerem a espécie vegetal I. asarifolia.
Estes animais podem apresentar sinais clinicos nervosos como consequéncia de intoxicacédo, o
que traz prejuizos econdmicos para os produtores.

Foi observado que os sinais clinico-patologicos ocasionados pelas intoxicacbes por
Ipomoea séo bastante conhecidos, mas sdo necessarios estudos para o conhecimento de outros
efeitos, e se a intoxicagdo por Ipomoea asarifolia pode afetar e causar danos celulares e

genéticos nos animais.
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RESUMO

A Ipomoea asarifolia (salsa) € uma liana perene de habito rasteiro da familia Convolvulaceae,
sendo considerada uma planta nativa da América tropical. Pode ser consumida por bovinos,
caprinos e ovinos do semiarido e promover surtos de intoxicacdo, isto devido a pouca
disponibilidade de outras plantas forrageiras e a capacidade desta em permanecer verde
durante todo ano mesmo em meio a seca. Baseado neste principio, este trabalho objetivou
avaliar a toxicidade e citotoxicidade de extrato aquoso de I. asarifolia através do sistema teste
Allium cepa como bioindicador. Foram realizados testes com extratos aquosos de folhas secas
e frescas tanto em bulbos como em sementes de A. cepa para avaliacdo da toxicidade e
citotoxicidade. Os resultados mostraram que o extrato aquoso de folhas secas e frescas nédo
provocam efeitos tdxicos em bulbos, embora atuem inibindo o crescimento de suas raizes.
Néo foram encontrados efeitos citotoxicos.

Palavras chave: Toxicidade, citotoxicidade, salsa, Allium cepa.

ABSTRACT

The Ipomoea asarifolia (salsa) and a perennial liana creeping habit Convolvulaceae Family,
being considered a plant native to tropical america. Cattle can be consumed por, goats and
sheep and semi-arid promote poisoning outbreaks, This is due to low availability of fodder
plants and the other capacity this staying in green during all even year amid drought. Based in
principle, this work aimed to evaluate the toxicity and aqueous extract of cytotoxicity I do
asarifolia through system Allium cepa test as bioindicators. Were testicles done with aqueous

extracts of dried leaves and fresh both bulbs like seeds of. Para rating strain of toxicity and
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cytotoxicity. The results showed that the aqueous extract of dried leaves and fresh not cause
toxic bulbs in effects, although act by inhibiting the growth of its roots. There where no
cytotoxic effects.

Keywords: Toxicity, citotoxicity, salsa, Allium cepa.

2.1 INTRODUCAO

A Ipomoea asarifolia conhecida popularmente como salsa, batatarana, batata salsa,
salsa-brava é uma liana perene de habito rasteiro da familia Convolvulaceae (KILL; RANGA,
2003). E considerada uma planta nativa da América tropical e ocorre com frequéncia nas
regides da América do Sul e América Central (ARAUJO et al., 2008). No semiarido cresce as
margens de acudes e rios, margens de estradas e areas proximas a reservatorios de agua
(TOKARNIA et al., 2000).

Nestas regides, estas plantas sdo conhecidas por permanecerem verdes durante toda
estacdo seca (RODRIGUEZ, 2006). Essa disponibilidade aliada a escassez de alimentos
(baixa disponibilidade de forragem) faz com esta planta componha cerca de 80% da
alimentacdo disponivel para os animais (TORTELLI et al., 2008). No entanto, tem sido
relatados casos de intoxicacGes por Ipomoea frequentemente em caprinos e ovinos no
Nordeste brasileiro (OLIVEIRA et al., 2009). Os sinais clinicos mais comuns em caprinos e
ovinos sdo caracterizados por tremores musculares, hipersensibilidade a ruidos, ataxia,
membros abertos e decubito (BARBOSA et al., 2005).

Além das evidéncias da toxicidade natural, muitos ensaios toxicoldgicos podem ser
utilizados para determinar o efeito nocivo que agentes fisicos, quimicos e bioldgicos podem
produzir nos animais (ARRAES; LONGHIN, 2012). O teste de Allium cepa é uma das
ferramentas Uteis para pesquisa basica do potencial toxico e citotoxico de produtos quimicos,
substancias complexas em plantas, dejetos industriais e aguas contaminadas (CUCHIARA et
al., 2012).

Allium cepa é utilizada em ensaios toxicologicos por meio da avaliacdo de parametros
macroscopicos como alteracdo no formato, coloracdo, deformidades e tamanho da raiz, além
de pardmetros microscopicos como aberragdes cromossdmicas, sendo ainda testes préaticos,
rapidos e eficientes (LONGHIN, 2008).

Devido a pouca informacdo referente aos efeitos toxicos e citotoxicos de I. asarifolia, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade e citotoxicidade de extrato aquoso dessa

espécie tendo como bioindicador o sistema Teste Allium cepa.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Coleta de material vegetal e obtencdo do extrato aquoso de Ipomoea asarifolia

As amostras de folhas de I. asarifolia foram coletadas no municipio de Angicos, na
fazenda Vista Bela no periodo seco do ano de 2014. A identificacdo boténica foi obtida no
herbario Dardano de Andrade-Lima da Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA),
sob o cadigo 14524 (Ver anexo ). O material foi acondicionado a temperatura ambiente em
sacos plasticos e transportado para armazenamento no Laboratorio de Genética e Evolucéo
(UFERSA).

O extrato aquoso do material vegetal seco foi obtido conforme Torres (2006) com
modificacdes, onde folhas frescas de I. asarifolia foram selecionadas, desidratadas em
bancada (25°C * 2°C) e trituradas em liquidificador até formacdo de p6 fino. O extrato final
foi obtido pela adi¢do de agua destilada (10g de p6 misturados em 100 ml de &gua destilada),
a mistura posta em descanso por 24 horas. Posteriormente filtrada em tecido organza,
centrifugada a 2000 rpm por cinco minutos e estocada a 5°C.

O extrato aquoso do material vegetal fresco de I. asarifolia foi obtido conforme Barbosa
(2008) com modificagdes. Foram utilizadas folhas frescas (100g), lavadas e homogeneizadas
(Liquidificador comum) em 1000 mL de &gua destilada por 10 minutos. O material foi
seguido por filtragem em tecido organza e centrifugacdo (30 minutos; 2000 rpm). O

sobrenadante foi estocado a 5°C.

2.2.2 Avaliacdo da toxicidade de extrato aquoso de Ipomoea asarifolia em bulbos de
Allium cepa

A avaliagéo de toxicidade com bulbos de Allium cepa foi realizada a partir do extrato
seco e do extrato fresco das folhas de Ipomoea asarifolia conforme Fiskesjo (1988), com
algumas modificagoes.

Os bulbos foram obtidos comercialmente em supermercados na cidade de Mossoro-Rn
e armazenadas em local livre de umidade e luz, lavados para retirada de impurezas em agua
corrente por 1 hora, seguido de remocao das raizes velhas (com aparéncia seca).

Os bulbos foram colocados em recipientes plasticos com capacidade para 50 ml de

extrato. A distribuicdo feita em grupos com diferentes concentracfes do extrato (5mg/L,
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50mg/L e 300mg/L), controle negativo “C-* (agua destilada), sendo avaliado seis cebolas por
tratamento.

Ao final do teste (72h), foi realizada a medicdo do comprimento das trés maiores
raizes de cada bulbo da cebola utilizando-se de um paquimetro digital. Foi calculado o indice
de Crescimento Relativo (ICR) conforme Iganci et al., (2006). O célculo foi feito seguindo a
equacdo a seguir: ICR=CRA/CRC. Onde, CRA ¢é o Comprimento da Radicula na Amostra,

CRC ¢é o Comprimento da Radicula no Controle Negativo.

2.2.3 Ensaio de citotoxicidade da Ipomoea asarifolia com bulbos de Allium cepa.

A citotoxicidade da I. asarifolia foi determinada através da avaliacdo do indice
mitético de células meristematicas das raizes obtidas dos bulbos de cebola, expostos tanto ao
extrato seco, como ao fresco de I. asarifolia. Para a determinacdo do indice mitotico, foi
realizada a técnica de esmagamento descrita por Guerra e Souza (2002) com modificaces. As
radiculas dos bulbos foram coletadas e fixadas em Carnoy (3:1, alcool etilico:acido acético)
por 24 horas e armazenadas em geladeira.

No material analisado foi realizada a lavagem com agua destilada por 5 minutos;
seguidas por lavagem em &cido cloridrico (HCI, 0,1N) por 11 minutos, e banho maria a 60°C
seguido por trés lavagens sucessivas com agua destilada. Trés radiculas foram transferidas
posteriormente, para lamina de microscopia para selecdo da coifa utilizando lupa binocular;
em seguida foi realizada a coloragdo com Orceina acética (2%) e esmagamento da coifa por
laminula para observacdo em microscopio optico.

A analise foi realizada por teste cego de 1000 células por bulbo. O indice mitético foi
avaliado conforme KUMARI, MUKHERJEE e CHANDRASEKARAN (2009). O valor
limite de citotoxicidade foi determinado conforme MIGID, AZAD e IBRAHIM (2007), de
acordo com a equacdo a seguir: Valor limite da citotoxicidade= IMA/IMCx100. Onde, IMA é

0 indice mitotico da amostra, IMC é o indice mitético do controle negativo.

2.2.4 Anaélise estatistica

Os dados de crescimento de raizes e germinacdo foram obtidos através da comparagéo
das amostras com o controle negativo pela Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Dunnet (p<0,05). O indice mitotico foi avaliado por Analise de Varidncia (ANOVA)
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seguida do teste de Kruskall-Wallis (p<0,05). Estas analises foram realizadas com o auxilio
do software R 3.2.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de toxicidade para avaliar diferentes concentragbes dos extratos aquosos de
folhas secas e frescas de Ipomoea asarifolia sobre bulbos de cebola, representado pelo teste
de inibicdo do crescimento de raizes, com Média + Desvio Padrdo (M £ SD) esta expresso na
tabela 1 e figura 1.

O resultado obtido pelo teste de Dunnet para o extrato obtido de folhas secas indicou
que o controle negativo apresentou maior valor que todos os outros tratamentos. A
concentracdo que apresentou maior valor foi a de 50 mg/L e a menor a de 5 mg/L. Mas néo
houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre as trés diferentes concentracdes de
extrato, Tabela 1.

Ja os dados referentes ao extrato de folhas frescas revelaram que as concentragdes de
5 mg/L e 300 mg/L ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacédo
ao controle negativo. Além disso, os extratos de folhas frescas nas concentracdes de 5 mg/L e
300 mg/L apresentaram um antagdnico efeito estimulante no crescimento de raizes. Tabela 1.

A tabela 1 também mostra o comparativo do potencial inibitério relativo do
crescimento das raizes nas concentracfes expostas em funcéo do controle negativo (C-).

Observa-se que houve reducdo do crescimento das raizes nas diferentes concentracdes
guando comparadas ao controle negativo, indicando que as concentracdes do extrato de folhas
secas causaram toxicidade em bulbos. Enquanto que com a exposicdo ao extrato de folhas
frescas de l.asarifolia houve estimulo ao crescimento nas concentracGes de 5 mg/L e 300

mg/L, contundo houve inibi¢cdo do crescimento na concentracdo de 50 mg/L.

Tabela 1 Inibicdo relativa de raiz de Allium cepa L. expostas ao controle negativo e positivo e diferentes
concentragdes de extrato aquoso de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de Ipomoea asarifolia. Valores expressos
em média £ desvio padréo a (p < 0,05) diferenca estatistica significativa entre as concentracfes de extrato frente
ao controle negativo. Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet.

. Comprimento Médio Raiz (mm) Inibicdo Relativa
Concentracao (mg/L)
EFS EFF EFS EFF
Controle - 269™+153  79"™+1015 100 100
5 mg/L 162" +143 125™+137 397 -59,4
50 mg/L 225™+160 23™+295 16,3 71
300 mg/L 184™+110 89™+768 31,4 -13,1

ns = ndo significante
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Os bulbos (A. cepa) de um material vegetal maduro, com possivel exposicdo a
agrotoxicos e poluentes, podem apresentar compostos quimicos diferenciados que interagem
com os compostos alelopaticos presentes em um extrato aquoso como o de folhas frescas de I.
asarifolia, de forma a promover assim, estimulacdo do crescimento das raizes. Ferreira (2000)
aponta os compostos alelopaticos como substancias sollveis em agua, produzidas por uma
determinada planta capazes de interferir no desenvolvimento de outras plantas.

Conforti (1992), por sua vez, aponta a antocianina presente em Ipomoea batatas como
uma das substancias que podem exercer influéncia no crescimento de células meristematicas
de cebola. Ghani (1998) revela, por sua vez, a presenca de substancias do tipo alcaloides em
outras espécies do género Ipomoea, como a |. quamoclit e I. hederacea. Tewari (1964) mostra
ainda que substancias como g-Sitosterol e saponinas podem ter algum efeito inibitério em
cebolas. Schwarz (2004) aponta que em Ipomoea carnea, alcaloides swainsonina e
calesteginas sdo os principais principios ativos e, certamente, responsaveis por efeitos toxicos
desta espécie.

Tirkey et al. (1988) em seus estudos fitoquimicos com extratos da I. carnea, encontrou
alcaloides no extrato aquoso e no etéreo, além de glicosideos e taninos apenas no extrato
aquoso. Ainda conforme este autor, 0S compostos como a antocianina, 0s taninos e 0s
alcaloides sdo produtos do metabolismo secundario da planta sendo atuantes na defesa contra
pragas e doencas, além de serem sollveis em agua. Como foi utilizado extrato aquoso para
analise dos dados tais compostos alelopaticos podem ter sido preservados nas amostras
avaliadas.

Compostos alcaloides sdo compostos que possuem acentuado efeito no sistema
nervoso, sendo por muitas vezes utilizados como venenos ou alucindgenos. Tais fatos podem
justificar os efeitos tremorgénicos e alucinGgenos em caprinos e ovinos que consumirem a
Ipomoea asarifolia (LOPES et al., 2014).

Goldfarb et al. (2009); e Chon (2005) observaram que os compostos alelopaticos, ao
serem produzidos em quantidades suficientes, podem inibir ou estimular a germinagdo de
sementes, o0 crescimento de raizes e/ou desenvolvimento de plantas.

Para o ensaio de citotoxicidade foi avaliado o indice mit6tico (IM) de células da raiz
de bulbos de A. cepa com o grupos controle e as concentragdes de 5 mg/L, 50 mg/L e 300
mg/L de extratos aquosos de folhas secas e frescas de I. asarifolia expressos pelo IM (%) e

Valor Limite de Toxicidade (%) na tabela 2.
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A estatistica foi realizada pela Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste de
Dunnet para multiplas comparacdes (p<0,05) para o extrato de folhas secas e pelo teste de
Kruskal-Wallis para extrato de folhas frescas de l.asarifolia.

O teste estatistico (p<0,05) mostrou-se ndo significativo para os extratos, revelando
que o efeito das diferentes concentracfes ndo alterou o processo de divisdo celular em raizes
de Allium cepa.

Tabela 2 Indice Mitético (IM%) e Valor Limite de Toxicidade de células de raiz de Allium cepa apds exposicio
ao extrato aquoso de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de Ipomoea asarifolia.

Total de Células por fase de Divisdo Celular Valor Limite de

Extrato Concentracdo IM (%) citotoxicidade
Profase = Metdfase Andafase  Telofase (%)
Controle- 235+068™ 6,5+2,12 8,0+141 55+354 3,0+2,83 -
Folhas 5mg/L 1,40+0,64™ 7,75+9,90 0,50%+0,71 0,5+ 0,71 0,5+0,71 44,3 es
Secas 50mg/L  2,14+1,68™ 7,50%+4,95 55+495 6,0+t849 5,516,36 91,1
300mg/L  0,90+1,04™ 50+1,41 45+494 45+212 4,5+353 38,3 es
Controle - 1,9+0™ 15%0,71 3,5+2,12 1,5%0,71 3,0+1,41 -
Folhas 5mg/L 2,60+0,75™ 8,0+283 55+3,54 10,5+3,54 5,5+2,12 137
Frescas 50mg/L  2,05+0,78™ 554,95 3,5%0,71 2+1,41 1+1,41 108
300mg/L  2,20+0,36™ 850,70 6 +1,41 4+28 3+141 116

ns = ndo significante, es = efeito subletal

Para a avaliacdo dos Valores Limites de Citotoxicidade, os percentuais abaixo de 50%
denotam efeito subletal e inferiores a 22% letal (MIGID; AZAB, 2007).

Foi observado que n&o houve efeito letal em nenhum tipo de extrato (EFS e EFF).
Entretanto, foi demonstrado efeito subletal em bulbos expostos ao extrato de folhas secas (5
mg/L com percentual de 44,3 e 300 mg/L com percentual de 38,3).

Em contato com produtores da regido em conversas informais foi observado que os
mesmos indicam que se for feito o feno de folhas secas, a salsa pode ser servida aos animais
de producéo, os resultados obtidos neste trabalho sdo contrarios a esta informacéo.

A figura 5 mostra as fases de divisdo celular (interfase, profase, metafase, anafase e
telofase) estudadas neste trabalho obtidas em celulas de raizes de Allium cepa expostas ao

extrato aquoso de folhas secas e frescas de Ipomoea asarifolia.

39



Figura 5 Células em Intérfase (A), Profase (B), Metafase (C), Anafase (D) e Telofase (E) de células de raizes de
Allium cepa expostas ao extrato aquoso de folhas de Ipomoea asarifolia.

3.1 CONCLUSOES

e Os extratos aquosos de folhas secas (EFS) e frescas (EFF) de I. asarifolia ndo
apresentaram efeitos toxicos nem citotoxicos em raizes de bulbos de Allium
cepa.

e Foram observados efeitos alelopaticos nos crescimentos de raizes.

e Os extratos aquosos de folhas secas apresentaram efeitos subletais nas
concentragdes de 5mg/L e 300mg/L. E o das folhas frescas apresentaram
efeitos estimulat6rios em todas as concentracfes estudadas.

e Os resultados vdo de encontro ao conhecimento dos produtores no qual as
folhas secas ndo prejudicam o animal de producéo.

e Estudos posteriores sdo necessarios para verificar se existe uma relagdo dose-

resposta entre as concentracdes e os efeitos observados.
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RESUMO

A Ipomoea asarifolia, (Convolvulaceae), popularmente conhecida como salsa, batata salsa,
salsa brava € uma liana perene de héabito rasteiro. Encontrada por toda Ameérica do Sul, é
caracterizada por permanecer sempre verde, mesmo em época de estiagem. Apds ingestdo por
animais, pode causar disturbios de ordem nervosa e morte. A avaliacdo de toxicidade aguda é
utilizada para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos
agudos aos organismos vivos. O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos citotdxicos e
mutagénicos do extrato aquoso de folhas frescas de I. asarifolia em camundongos swiss (Mus
musculus) através da avaliacdo da frequéncia de micronucleos e células binucleadas. Também
foi avaliada a dose letal mediana (DL50), a variacdo do peso entre 0s géneros e a andlise de
screening hipocratico comportamental. Os resultados revelaram que a DL50 para o extrato de
folhas frescas foi 754,26 mg/Kg; O extrato de l.asarifolia ndo provocou efeitos mutagénicos e
citotoxicos; As concentracbes de 300 mg/Kg e 600 mg/Kg de extrato de I. asarifolia

promoveram significativa perda de peso.

Palavras chaves: Mutagenicidade, citotoxicidade, micronucleo, salsa.

ABSTRACT

The Ipomoea asarifolia (Convolvulaceae), popularly known as salsa, parsley potatoes, salsa

brava is a perennial vine in a prostrate habit. Found throughout South America, is
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characterized by always remain green even in the dry season. After animals if swallowed, can
cause nervous disorders and death order. The assessment of acute toxicity is used to identify
and classify substances for their ability of causing acute damage to living organisms. The
objective of this study was to determine the cytotoxic and mutagenic effects of aqueous
extract of fresh leaves of I. asarifolia in swiss mice (Mus musculus) by evaluating the
frequency of micronuclei and binucleated cells. The results revealed that the LD50 for the
extract of fresh leaves was 754.26 mg/kg; The l.asarifolia extract did not cause mutagenic
and cytotoxic effects; The concentrations of 300 mg/kg and 600 mg/kg of l.asarifolia extract

caused significant weight loss.

Keywords: Mutagenicity, cytotoxicity, micronucleus, salsa.

4.1 INTRODUCAO

A Ipomoea asarifolia, da familia Convolvulaceae, popularmente conhecida como
salsa, batata salsa, salsa brava é uma liana perene de habito rasteiro (KILL, 2003). E uma
planta nativa da Ameérica tropical, principalmente encontrada nas regides da América do Sul e
Central (ARAUJO 2008). No Brasil, esta espécie é encontrada nas regides da Amazonia e por
todo litoral Norte, Nordeste e Sudeste (KISSMAN; GROTH, 1992). Segundo Tokarnia
(2000), sdo encontradas facilmente as margens de rios, lagoas, praias, terrenos abandonados e
margens das estradas.

A |. asarifolia é conhecida por causar a sindrome tremorgénica em ovinos (GUEDES,
2007), caprinos (MEDEIRQOS, 2003; ARAUJO, 2008), bovinos e bubalinos (BARBOSA,
2005). Esta intoxicagdo, comum nas regibes Nordeste (MEDEIROS, 2003) e Norte
(BARBOSA, 2005) € caracterizada por tremores na cabeca e pescoco, inicialmente finos e
discretos, com balangar da cabe¢a; com tempo prolongado de intoxicacdo pode promover
ataxia cerebelar com tremores severos, andar incoordenado com rigidez dos membros e
membros abertos (LOPES, 2014). A maioria dos casos ndo apresenta lesfes histologicas,
embora algumas manifestacdes clinicas prolongadas apresentem degeneracdo e perda das
células de Purkinje com presenca de esferoides axonais na camada granular do cerebelo
(GUEDES, 2007).

A metodologia para a avaliacdo de toxicidade aguda é utilizada para verificar e
classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos agudos aos organismos

vivos quando administrados em altas doses, tais como distdrbios anatomopatoldgicos e
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letalidade. Tais metodologias podem estabelecer ainda parametros de seguranga juntamente
com dados de toxicidade (VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009).

E util a identificacdo de efeitos toxicos que 0s vegetais possam causar e assim
desmistificar o equivoco da populacdo em acreditar que os produtos naturais sdo desprovidos
de efeitos toxicos ou adversos (MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008; CUNHA et
al., 2009).

Os estudos epidemioldgicos e laboratoriais vém demonstrando que produtos vegetais
podem exercer efeitos toxicos pela producdo de metabdlitos secundarios, causando desde
resisténcia vascular até teratogenicidade em embrides de roedores (LATHER, 2011;
OUEDRAOGO, 2012; CUNHA, 2013).

O objetivo deste trabalho foi verificar os possiveis efeitos citotoxicos e mutagénicos do
extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia em camundongos swiss (Mus
musculus) através da avaliacdo da frequéncia de micronucleos e células binucleadas,

estabelecer a Dose Letal Mediana (DL50) e avaliar o screening hipocratico comportamental.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Coleta e obten¢do do extrato aquoso de Ipomoea asarifolia.

O material vegetal da espécie Ipomoea asarifolia foi coletado na fazenda Vista Bela,
municipio de Angicos-RN, no periodo seco de 2014. Foi acondicionado a temperatura
ambiente em sacos plasticos e armazenado no laboratério de Genética e Evolucdo -
LAGENE/UFERSA. A espécie foi identificada pelo Herbario Dardano de Andrade-Lima da
Universidade Federal Rural do Semiérido, sob codigo 14524 (Ver anexo 1).

Para obtencdo do extrato aquoso fresco foi utilizada metodologia conforme Barbosa
(2008) com modificacbes. Foram utilizadas amostras de folhas frescas (100g), lavadas e
homogeneizadas (liquidificador comum) em 1000 mL de agua destilada por 10 minutos. O
material em seguida foi filtrado em tecido organza e centrifugado (30 minutos; 2000 rpm). O
sobrenadante final retirado foi estocado a 5°C.

4.2.2 Utilizagdo dos animais.

Foram utilizados 60 camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) com peso entre
25-50g, subdivididos entre machos e fémeas, com 30 exemplares cada. Todos os animais

foram obtidos do biotério da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e mantidos no biotério
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do laboratério de Farmacognosia e Farmacologia da Universidade Federal Rural do Semiarido
(UFERSA) em caixas de polipropileno, com temperatura controlada (25°C + 2 °C) e ciclo
claro/escuro natural, além de alimentacdo com racdo padrdo e agua mineral disponivel a
vontade no periodo de adaptacéo (94h) e experimentacéo.

Os preparativos para periodo pré-experimentacdo foram realizados conforme Lucio
(2000). O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semiarido (UFERSA) (N° Parecer 27/2014), ver anexo Il. Os
animais foram tratados conforme os principios definidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e em conformidade aos preceitos da legislacéo brasileira
(Lei Arouca - Lei n® 11794, de 8 de outubro de 2008).

4.2.3 Obtencéo da Dose Letal Mediana (DL50)

A dose letal mediana (DL50) foi obtida conforme Acute Toxic Class Method (OECD,
2001) pelo teste de dose aguda toxica (Guideline 423), utilizando-se trés niveis de dose (5, 50
e 300 mg/kg de extrato) além de uma dose extra de 600 mg/Kg.

30 animais, 15 machos e 15 fémeas foram divididos em cinco grupos.: controle
negativo (C-) com animais que receberam solucéo salina 0,9% (m/v), i.p., com volume de 10
ml/kg de peso corporal, conforme Lucio et al. (2000); e mais 0s quatro grupos que receberam
doses de 5mg/L (5), 50mg/L (50), 300mg/L (300) e 600 mg/kg (600) do extrato aquoso de
Ipomoea asarifolia, respectivamente.

A solucdo salina e o extrato aquoso foram administrados intraperitonealmente em
dose Unica para todos os tratamentos. Os parametros para toxicidade aguda foram

monitorados pelo registro do nimero de mortes de animais em cada grupo.

4.2.4 Avaliacdo de mutagenicidade
4.2.4.1 Grupos experimentais

O desenho experimental foi constituido de cinco grupos de animais, com seis animais
(trés machos e trés fémeas), cada um, totalizando 30 camundongos. Foram testadas trés doses
do extrato, com os grupos tratados da seguinte forma: controle negativo (solucdo salina a
0,9% por 10 ml/Kg); 5 (concentragdo de 5 mg/kg de extrato aquoso de I. asarifolia); 50

(concentracdo de 50 mg/Kg de extrato aquoso de 1. asarifolia); e 300 (concentragéo de 300
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mg/Kg de extrato aquoso de I. asarifolia). A administracdo das solucbes foi realizada
intraperitonealmente. Os animais foram sacrificados, 24 horas ap6s aplicacdo dos tratamentos.

4.2.4.2 Andlise de Micronucleo e Células Binucleadas

Foram preparados esfregacos de material da medula déssea em duas laminas de
microscopia por animal, que foram fixadas com metanol e corados com Giemsa, conforme
técnica de Schimid (1976), modificada por Zambrano et al. (1982). Em seguida foi realizada a
anélise em teste cego de 2000 eritrocitos por animal. A anélise foi realizada em microscépio
oOptico da marca Nikon com lente de imersdo (1000X) e com uso de camera digital Sony (com

resolucdo de 12 megapixels).

4.2.5 Screening Hipocratico

Os animais foram observados ao longo do tempo do experimento. Nos periodos pés-
aplicacdo, por 24 horas, 48 horas e diariamente até o 14° dia, objetivando quantificar os
efeitos dos seguintes parametros: a) Atividade geral b) Estado consciente/disposicao; c)
Atividade e coordenacdo do sistema motor e tobnus muscular; d) Reflexos; e) Atividade do

sistema nervoso central (OECD, 2001).

4.2.6 Andlises estatisticas

A estatistica para avaliacdo da dose letal mediana (DL50) foi realizada pelo método
classico de regressdo linear segundo descrito por Litchifield e Wilcoxon (1949).

A analise estatistica para o teste do micronucleo e células binucleadas foi realizada
através da comparacdo entre a frequéncia de micronucleos e as diferentes concentracbes
(tratamentos) com o uso da Analise de Variancia (ANOVA), p<0,05 e posterior aplica¢do do

teste Kruskal-Wallis e Dunnet utilizando o software R 3.2.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 3 mostra a quantidade de camundongos mortos durante o teste de dose letal
mediana, estes dados estdo expressos pela quantidade de machos e fémeas mortos de acordo

as respectivas concentragoes.
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Tabela 3 Nimero de mortes de camundongos expressos pela quantidade de mortes por sexo de animais durante o
teste de Dose Letal Mediana (DL50).

Concentracdo (mg/Kg)  Machos Fémeas  Total

Controle 0/3 0/3 6
5 0/3 0/3 6

50 0/3 0/3 6
300 0/3 0/3 6
600 2/3 1/3 6

Observa-se que ndo houve mortes no grupo controle e nas concentragdes de 5, 50 e
300 mg/Kg. Entretanto na concentracdo de 600 mg/Kg ocorreu toxicidade letal provocando a
morte de 50% do total de animais deste grupo (machos e fémeas). Foi realizada a anélise de
variancia ANOVA seguida do teste de Tukey para multiplas comparacdes (p<0,05) e o

resultado confirma elevado indice de mortes na concentragdo de 600 mg/Kg.

Figura 6 Dose letal mediana de extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia administrado
intraperitonealmente a camundongos nas concentragdes 5 mg/Kg, 50 mg/Kg, 300 mg/Kg e 600 mg/Kg.
Regressdo linear da dose-resposta: r = 0,7750 e y = 0,06629*X - 0,0. n = 4.

607 Y = 0.06629*X - 0.0
° R square = 0,7750

DL50 = 754,261 mg/Kg
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Pelo resultado da andlise de regressédo linear foi determinado o valor da DLsg para I.
asarifolia como 754,26 mg/Kg (Figura 6). Esses dados se aproximam dos resultados obtidos
por Lawal (2010), que apresentou DL50 no valor de 774.6 mg/Kg™ em camundongos
utilizando extrato aquoso de I. asarifolia, obtido da parte aérea de plantas coletadas na
Nigéria.

As diferengas referentes a Dose Letal Mediana podem ser devidas as caracteristicas
inerentes as plantas como sua composicdo quimica, influéncias biogeograficas, pela parte da
planta utilizada para o preparo do extrato, e entre outros fatores, como o solvente utilizado na
preparacdo do extrato (HURST,1942; OELRICHS, 1985).

Tambem foi avaliada a diferenca de peso entre 0s sexos dos camundongos (Tabela 4)

para verificar se o extrato aquoso fresco de l.asarifolia pode ser influenciado pelo fator sexo.
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A estatistica foi realizada pelo método Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunnett para

multiplas comparacdes (p<0,05).

Tabela 4 Peso (g) médio de camundongos submetidos ao extrato de folhas frescas de Ipomoea asarifolia.

Média por
- Anima Peﬂso (g) - Peso (g) - Tratamento
Fémeas Machos
Fémas Machos
Al 36,1 42,9
Tratamento Controle All 34,8 43,2 35,6 42,9
Alll 35,8 42,4
Al 28,7 45,2
Tratamento 5 mg/Kg All 35,5 43,2 32 43,6
Alll 31,7 42,6
Al 38,1 43,6
Tratamento 50 mg/Kg All 41,9 42,8 38,6 43,5
Alll 35,8 44,2
Al 35,9 28,7
Tratamento 300 mg/Kg All 32,4 31 344 30,9
Alll 34,8 33
Al 31,3 35
Tratamento 600 mg/Kg All 36,1 40,3 32,9 39,2
Alll 31,2 42,5

A analise estatistica (p<0,05) mostra que ndo ha influéncia do género (macho ou

fémea) na toxicidade perante a exposicao dos animais a diferentes concentracfes de extrato

aquoso fresco de Ipomoea asarifolia.

A Figura 7 mostra a interacdo entre os pesos médios de camundongos machos e

fémeas submetidos ao extrato aquoso de folhas frescas de 1. asarifolia, revelando que houve

interacdo entre 0s géneros somente na concentracdo de 50 mg/Kg, embora o resultado nédo

seja estatisticamente significante.
Foi realizada a avaliagdo da frequéncia de microndcleos. A analise estatistica realizada

pela Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Dunnet (p<0.05), revelou que nao

houve diferencas estatisticas significativas em nenhuma concentragéo.
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Figura 7 Interacdo entre pesos médios de camundongos machos e fémeas expostos ao extrato aquoso de folhas
frescas de Ipomoa asarifolia.
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A andlise da Tabela 5 revela que a presenca de microndcleos foi maior em exemplares
machos nas concentraces de 50 mg/Kg e 400 mg/Kg, o que pode indicar maior sensibilidade

a exposicdo do extrato aquoso de folhas frescas de l.asarifolia sob condi¢bes experimentais.

Tabela 5 Média de Microndcleos em células de camundongos expostos ao extrato aquoso de folhas frescas de
Ipomoea asarifolia em diferentes concentracoes.

Média de Micronucleos

Tratamento Macho Femea Total

Controle- 25+21™ 35+14™ 3+1,8

5 2,2+2,4™ 1,75+12™ 2,2+18
50 3,842,2™ 35+12™ 3,624
400 2,8+1,7™ 2,6+1,0™ 2714

ns = ndo significante.

A analise de micronucleo é o principal teste in vivo em uma bateria de testes
genotoxicos, sendo recomendado por agéncias fiscalizadoras em todo mundo como parte da

avaliacio de seguranca de compostos quimicos e naturais (MAGALHAES et al., 2010).
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Os micronucleos em eritrdcitos jovens surgem geralmente a partir de fragmentos
acéntricos ou cromossomos que sao incapazes de migrar seguindo o fuso mitético ao longo da
divisdo celular do tecido hematopoiético (OUANES et al., 2003). Um aumento na frequéncia
de micronucleos em testes com animais tratados com diferentes substancias & uma clara
indicacdo de dano cromossdmico induzido (HAYASHI et al., 2000).

A figura 8 mostra um eritrocito apresentando micronucleo de camundongo exposto ao
extrato aquoso fresco de I. asarifolia. No entanto, os resultados deste trabalho indicam que os
componentes encontrados nestes extratos ndo causaram, estatisticamente, um aumento
significativo no nimero médio de células com micronucleos quando administradas as doses
de 5 mg/Kg, 50 mg/Kg e 400 mg/Kg nas condic¢Ges experimentais utilizadas.

Ghani (1998) revela que na espécie Ipomoea batatas existe presenca de substancias do
tipo alcaloides. Schwarz (2004), por sua vez, aponta que em Ipomoea carnea, os alcaloides
swainsonina e calesteginas sdo 0s principais principios ativos e, certamente, responsaveis
pelos efeitos toxicos que as mesmas produzem. A swainsonina inibe a atividade da a-
manosidase de forma intensa quando consumida de maneira continua e prolongada
(BALOGH et al., 1999). O acumulo desta substancia pode ser responsavel por lesdes
histoldgicas, onde é comum a vacuoliza¢do das células de Purkinje e esferoides axonais na
camada granular do cerebelo (DORLING et al., 1980). Estas lesbes estdo relacionadas a
sintomas como alteracBes de equilibrio associadas a ataxia e dismetria caracteristicas de
lesGes cerebelares (SEITZ et al., 2005).

A ingestdo de plantas contendo o alcaloide swainsonina quando constituir cerca de
50% da dieta diaria durante 6 a 8 semanas pode induzir a doencas neuroldgicas em ovinos,
bovinos e equinos (DORLING, 1980).

Apesar de o extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia ndo causar efeitos
mutagénicos em camundongos, esta planta pode causar toxicidade em animais devido a
presenca de compostos como swainsonina. S&o necessarios estudos fitoquimicos para melhor
compreensdo dos danos para avaliar a composicdo quimica do extrato e seus efeitos em

animais.
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Figura 8 Eritrocito de camundongo tratado com extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia
apresentando microntcleo (Aumento 1000X).

A avaliacdo da frequéncia de células binucleadas foi realizada através da Analise de
Variancia (ANOVA), seguida do teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). Os dados revelaram que
ndo houve diferencas estatisticas significativas. Estes dados indicam que o extrato aquoso de
folhas frescas de Ipomoea asarifolia ndo apresentou efeitos citotoxicos nos camundongos
estudados.

A tabela 6 mostra que embora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticas
significativas ha aumento no nimero de células binucleadas (Figura 9) tanto em machos
quanto em fémeas nas diferentes concentracfes em relacdo ao controle negativo. Revelando
assim maior sensibilidade a formacdo destas anormalidades celulares. Os dados mostraram

ainda que as fémeas mostraram-se bem mais suscetivéis a formacao de células binucleadas.

Tabela 6 Média do numero de células binucleadas presentes em amostras de sangue de médula de camundongos
expostos ao extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia.

Média de Células Binucleadas

Tratamento Macho Fémea Total

Controle- 33+30™ 4,3+3,0™ 3,8%29

5 3,7+2,7™ 7,1+42™ 54138
50 2,7+15™ 48+44™ 38134
400 53+21™ 6,3+59™ 58142

ns = ndo significante.
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Figura 9 Eritrocito de camundongo tratado com extrato aquoso de folhas frescas de Ipomoea asarifolia
apresentando-se como célula binucleada
[

A avaliacdo do screening hipocratico também ndo demonstrou alteracdes
comportamentais nos camundongos submetidos as concentracGes de 5 mg/Kg e 50 mg/Kg.
No entanto, para a concentracdo de 300 mg/Kg houve alteracbes no parametro - Sistema
Nervoso Autdnomo, cujos individuos apresentaram dificuldade nos movimentos, com
descontrole corporal. Nos individuos expostos a concentracdo de 600 mg/Kg, houve
alteracOes nos parametros: atividade geral e estado consciente disposi¢do, onde os animais, de
maneira geral, apresentaram-se, mais agitados e sensiveis ao toque. Além disso, detectou-se a
presenca de lesdes na regido abdominal fruto de processos inflamatérios no local de aplicacéo
(Figura 10).

Figura 10 Camundongo utilizado para avaliagdo de microntcleo e células binucleadas, apresentando lesao.
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4.4 CONCLUSOES

e A Dose Letal Mediana (DL50) foi 705,31 mg/Kg para extrato aquoso de folhas
frescas de Ipomoea asarifolia, em camundongos Swiss.

e O extrato aquoso fresco de I. asarifolia provoca efeitos toxicos nas doses de
300 mg/Kg e 600 mg/Kg, provocando reducéo de peso.

e Na&o ha influéncia do género (Macho e fémea) sobre o efeito tdxico.

e O extrato aquoso de folhas frescas da espécie Ipomoea asarifolia (salsa) nao

provoca efeitos mutagénicos e citotoxicos em eritrécitos de camundongos.
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5 ANEXOS

5.1 Anexo 1 - Identificacdo botanica (Ipomoea asarifolia).
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