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ESTUDO ALELOPATICO, FITOQUIMICO E GENOTOXICO DE EXTRATOS
AQUOSOS DE Aspidosperma pyrifolium MART. E Combretum leprosum MART. EM
Allium cepa

Pereira, José Carlos da Silveira. Estudo alelopético, fitoquimico e genotoxico de extratos
aquosos de Aspidosperma pyrifolium Mart. e Combretum leprosum Mart. em Allium cepa.
2015. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Producdo Animal: Caracterizagdo, Conservacdo e
Melhoramento Genético de Recursos Locais) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoré — RN, 2015.

RESUMO - A Caatinga apresenta grande diversidade vegetal, mas poucas espécies nativas
possuem estudos fitoquimicos, alelopaticos e genotoxico. Aspidosperma pyrifolium e
Combretum leprosum sdo exemplos de plantas de grande importancia etnofarmacoldgica que
carecem de estudos toxicolégicos. O objetivo foi avaliar a influéncia alelopatica, citotoxidade
e genotoxidade de extratos aquosos de A. pyrifolium e C. leprosum sobre a germinacdo e
desenvolvimento inicial de sementes comerciais de Allium cepa L. (organismo-teste) e
descrever seus perfis fitoquimicos. 50 sementes de A. cepa foram colocadas na presenca dos
extratos aquosos dessas plantas nas concentragdes de 200, 400 e 800 mg/L, com quatro
réplicas cada, sendo avaliadas as seguites variaveis: germinacdo, velocidade de germinacao,
comprimento e matéria seca de raizes, hipocoétilo e plantula, densidade de biomassa de
plantula e indice mitético. Foram realizados testes qualitativos e quantitativos em diversas
classes de metabdlitos para a descricdo do perfil fitoquimico. Os resultados dos grupos dos
extratos ndo diferiram estatisticamente do grupo controle negativo, quanto as caracteristicas
germinativas, indicando que os extratos ndo possuem efeito alelopatico. No entanto, pelo
indice mitdtico foi identificado citotoxidade subletal do extrato aquoso de C. leprosum, com
200 mg/L. Os perfis fitoquimicos identificaram substancias inéditas para ambas as espécies.
Entretanto, devido a possiveis efeitos sinergéticos dos extratos sdo necessarios mais estudos
para melhor caracterizacao fitoquimica de ambas as espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade. Perfil bioquimico. Genotoxicidade. Pereiro. Mofumbo.



ALLELOPATHIC STUDY, PHYTOCHEMICAL AND GENOTOXIC OF AQUEQOUS
EXTRACTS OF Aspidosperma pyrifolium MART. AND Combretum leprosum MART. IN
Allium cepa

Pereira, José Carlos da Silveira. Allelopathic study, phytochemical and genotoxic of aqueous
extracts of Aspidosperma pyrifolium Mart. and Combretum leprosum Mart. in Allium cepa.
2015. 71 f. Dissertation (Master Science Degree in Animal Science: Characterization,
Conservation and Genetic Improvement of Local Resources) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6 — RN, 2015.

ABSTRACT - The Caatinga has great plant diversity, but few native species have
phytochemical, allelopathic and genotoxic studies. Aspidosperma pyrifolium and Combretum
leprosum are examples of plants of great importance ethnopharmacological that lacking of
toxicological studies. The objective was to evaluate the allelopathic influence, cytotoxicity
and genotoxicity of aqueous extracts of A. pyrifolium and C. leprosum on germination and
early development of commercial seed of Allium cepa (indicator organism) and describing
their biochemical profiles. 50 seeds of A. cepa were placed in the presence of aqueous extracts
of these plants in concentrations of 200, 400 and 800 mg/L, with four replicates each, the
following variables were evaluated: germination, germination speed, length and dry matter of
roots, hypocotyl and seedling, seedling biomass density and mitotic index. Qualitative and
quantitative tests were performed on various classes of metabolites to describe the
biochemical profile. The results of the extracts groups did not differ from negative control
group, for the germination characteristics, indicating that the extracts do not have allelopathic
effect. However, the mitotic index was identified sublethal cytotoxicity of aqueous extract of
C. leprosum, with 200 mg/L. Biochemical profiles identified novel substances for both
species. However, due to possible synergistic effects of the extracts more studies are needed
to better phytochemical characterization of both species.

Keywords: Toxicity. Biochemical profile. Genotoxicity. Pereiro. Mofumbo.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1.INTRODUCAO GERAL

A vegetacdo xerofila da Caatinga € resultante de fatores climaticos marcantes da
regido semiarida em associacdo aos tipos de solo, relevo e rede hidrogréfica caracteristicos da
regido (ANDRADE-LIMA, 1981). As arvores e arbustos deste bioma durante o periodo
chuvoso representam baixo percentual na oferta de forragem, em relacdo ao extrato herbaceo
(PEREIRA FILHO; SILVA; CEZAR, 2013), uma vez que sua folhagem se encontra fora do
alcance dos animais, todavia, com o inicio da estacdo seca, a fitomassa disponivel é
enriquecida com a queda das folhas (ANDRADE et al., 2010).

Segundo Araujo Filho (1992), o potencial de producdo de matéria seca da Caatinga
aproxima-se de 4000kg/ha/ano, sendo produto da porcédo forrageira da parte aérea das plantas
lenhosas (&rvores e arbustos), das folhas e ramos das espécies herbaceas. Essas forragens
permitem a exposicdo dos animais de producdo a plantas tdxicas, a qual se da principalmente
por sua presenca nas pastagens, contaminacdo acidental do alimento e/ou oferecimento como
alimento (BARBOSA et al., 2007).

Existem no Brasil diversas plantas que causam intoxicagdes quando ingeridas por
animais (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; BARBOSA et al., 2007), com
muitos registros no Nordeste (RIET-CORREA; BEZERRA; MEDEIROS, 2011).

Os responsaveis pela intoxicacao das plantas sdo, na maioria dos casos, 0s metabdlitos
secundarios (ANDRADE; MATTOS, 1968; CHEEKE, 1998; PARSONS; WILLIAMS, 2000;
TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; AJASA et al., 2004; HAIDER et al., 2004;
CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014). Dentre estes metabolitos, as classes quimicas
mais importantes sdo: alcaloides, glicosideos, lecitinas e acidos organicos. Além de outros
compostos como minerais (absorvidos do solo e acumulados na planta), como por exemplo,
selénio, bério, nitratos e oxalatos (ANDRADE; MATTOS, 1968; CHEEKE, 1998).

Com o consumo das plantas também podem ocorrer perdas diretas (morte, perda de
peso ou reducdo do crescimento, perdas reprodutivas causadas por abortos, infertilidade e
malformacdes) ou indiretas, como 0S custos para a recuperacdo ou reposicdo dos animais
(JAMES; NIELSEN; PANTER, 1992). Existem ainda, registros de plantas responsaveis por
causar citotoxicidade e genotoxicidade (AKINBORO; BAKARE 2007; SILVA et al., 2011)
podendo resultar em morte celular (LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008), a partir
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de que, os agentes citotoxicos podem induzir uma fase inicial de apoptose, a qual evolui para
necrose (ARALDI et al., 2015).

Nesse ambito, objetivou-se avaliar a influéncia alelopatica, citotoxidade e genotoxidade de
extratos aquosos de Aspidosperma pyrifolium MART. e Combretum leprosum MART sobre a
germinacdo e desenvolvimento inicial de sementes comerciais de Allium cepa (organismo-

teste).

1.2.REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Plantas Toxicas

No Nordeste, o efetivo de rebanhos (cabecas) de bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos é
28.958.676, 126.209, 8.023.070 e 9.774.436, respectivamente (IBGE, 2013a). Oito estados da
regido nordeste (Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia
e Piaui) e o norte de Minas Gerais pertencem ao semiarido (IBGE, 2013b). O sistema de
criacdo predominante nesta regido é extensivo, onde o proprio animal colhe seu alimento
diretamente no campo. As pastagens sdo o principal alimento para os rebanhos, predominando
areas de pastagem nativa em relacdo as de pastagens cultivadas em todos os estados, exceto
no norte de Minas Gerais (GIULIETTI et al., 2003).
Mendes (1997) afirma que:
“Nas secas, ndo ocorre a formacao de pastagens rasteiras anuais, em
quantidade suficiente, de modo que as ramas das forrageiras arboreas
e arbustivas, como o juazeiro, morord, canafistula, jucazeiro,
catingueira, sabid, jurema-preta, jurema-branca, catanduva, turco e
muitas outras forrageiras, constituem em o Unico pasto disponivel
[..]”
A Caatinga é rica em espécies lenhosas e herbaceas, sendo as primeiras caducifélias e as
ultimas anuais, em sua maioria. A forragem produzida pelas espécies arboreas, dentre as quais
a maioria é leguminosa, é subaproveitada por parte dos animais, pois quando verde, encontra-
se indisponivel ao consumo por estar na copa das arvores e s6 é consumida quando as folhas
entram em senescéncia (COSTA et al., 2011). Em contrapartida, as espécies arbustivas podem
ser consumidas ainda verdes, pois estdo ao alcance dos animais (SANTOS et al., 2010;
COSTA etal., 2011).
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Nesse contexto, planta toxica de interesse pecudrio é aquela que, quando ingerida pelos

animais de interesse zootécnico, sob condi¢des naturais, causa danos a salude e pode ser letal
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). No nordeste brasileiro ja foram

identificadas varias espécies de plantas toxicas para animais de interesse zootécnico (Tabela

1).

Tabela 1. Lista de espécies de plantas do nordeste tdxicas para animais de producéo.

Nome Cientifico Nome Popular Toxidez Referéncia
Anacardium spp. Caju Disturbios neurologicos 1
Aspidosperma pyrifolium Pereiro Disturbios reprodutivos 3
Ateleia glazioviana - Disturbios cardiacos 2
Arrabidaea bilabiata - Distarbios cardiacos 2
Arrabidaea japurensis - Distarbios cardiacos 2
Arrabidaea coralina Cipo6-de-régo Distlrbios digestivos 3
Brachiaria spp. Capim braquiaria Hepatotdxica e fotossensibilizagdo 2,3
Brachiaria humidicola Capim braquiaria Envenenamento com oxalato 2
Brachiaria radicans Capim braquiéria Anemia hemolitica e 2
envenenamento com nitrato/nitrito
Brachiaria decumbens Capim braquiéria Fotossensibilizacdo 2
Centratherum brachylepis Perpétua Distarbios digestivos 3
Cestrum laevigatum Coerana, coerana-branca, Hepatotoxica 2,3
dama-da-noite, mata-boi
Copernicia prunifera Carnalba Hepatotoxica 1
Crotalaria retusa Guizo de cascavel, feijdo de  Hepatotoxica 1,2
guizo, chocalho de cobra,
gergelim bravo
Ditaxis desertorum Anil verdadeiro, anilera Anemia hemolitica 1,2,3
Echinochloa polystachya Capim mandante Envenenamento com nitrato/nitrito 1
Enterolofium contortisiliquum Tambor, tamboril, orelha de  Distdrbios digestivos 1
negro, orelha de macaco,
timbalba
Floehlichia ulbotiana Ervango Fotossensibilizacdo 1
Indigofera suffruticosa Anil verdadeiro, anilera Anemia hemolitica 1,2,3
Ipomoea asarifolia Salsa Distdrbios neurol6gicos 1,2
Ipomoea carnea Algoddo bravo, canudo, mata Distdrbios neuroldgicos 1,2
bode
Ipomoea riedelii Anicdo Distlrbios neuroldgicos 1,3
Ipomoea sericophylla Jetirana Distlrbios neuroldgicos 1,3
Lantana spp. Chumbinho Fotossensibilizagdo 1,2
Leucaena leucocephala Leucena Afeta pele e anexos 1,2,3
Manihot esculenta Mandioca, macaxeira Cianogénica 1,2,3
Manihot spp. Manigobas Cianogénica 1,2,3
Marsdenia spp. Mata calado Distarbios neuroldgicos 1
Mascagnia elegans Tingui Disttrbios cardiacos e/ou “morte 1,2
subita”
Mascagnia rigida Tingui Disttrbios cardiacos e/ou “morte 1,2
stibita”
Mimosa tenuiflora Jurema preta Disturbios reprodutivos 1
Nierembergia veitchii - Calcinose 2
Paulicorea aeneofusca - “morte subita” 1
Paulicorea marcgravii Erva de rato “morte subita” 1
Pennisetum purpureum Capim elefante Envenenamento com nitrato/nitrito 1
Piptadenia marcrocarpa Angico Cianogénica 1,2
Piptadenia viriflora Angico Cianogénica 1
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Plumbago scandens Louco Disturbios digestivos 1,2,3

Prosopis juliflora Algaroba Disturbios neurologicos 1,2,3

Pteridium aquilinum Samambaia do campo Distarbios neuroldgicos e acdo 1,2
radiomimética

Ricinus communis Mamona, carrapateira Distlrbios digestivos e 1,2
neurolégicos

Senecio spp. Maria mole Hepatotoxica 2

Sida carpinifolia - Distarbios neuroldgicos 2

Sorgum vulgare Sorgo Cianogénica 1

Stryphnodendron coriaceum  Barbatim&o do Nordeste, Disturbios digestivos 1,2,3

barbatimao do Piaui

Tephrosia cinerea Anil, falso anil Hepatotdxica 1,3

Thiloa glaucocarpa Sipauba, vaqueta Nefrotdxica 1,2,3

Turbina cordata Capoteira, batata de peba, Distarbios neuroldgicos 3

moita de calango

Referéncias: 1) Barbosa et al. (2007); 2) Tokarnia, Dobereiner e Peixoto (2002) e 3) Riet-Correa, Bezerra e
Medeiros (2011).

1.2.2. Uso de fitoquimicos

Rhoades e Cates (1976) postularam que em plantas existe um maior direcionamento
bioldgico para defesas aparentes e defesas quimicas quantitativas, que podem atuar como
redutores de digestibilidade (por exemplo, taninos). Entretanto, plantas com defesa nédo
aparentes poderem acumular defesas qualitativas (por exemplo, glicosideos), presentes em
baixas concentra¢es em tecidos e com baixo custo metabdlico (PIAZZAMIGLIO, 1991).

Seguindo este principio, sabe-se que plantas anuais sdo mais toxicas do que plantas
perenes, e que espécies que colonizam rapidamente e tém um ciclo de vida curto, tendem a
investir na qualidade dos compostos de defesa e ndo sobre a quantidade (COLEY; BRYANT;
CHAPIN, 1985).

O conhecimento sobre a toxicidade das plantas toxicas é importante para o homem,
pois varias espécies podem ter uso medicinal e espécies forrageiras toxicas causam prejuizo a
producdo animal. Um exemplo de espécie que tem principio ativo aplicado na medicina é
Catharanthus roseus (boa-noite), uma espécie anual considerada uma erva daninha, que
produz vincristina e vinblastina, substancias muitas vezes utilizadas para a quimioterapia
combinada de alguns tipos de céncer, como coriocarcinoma, cancer de pulméo, leucemia
aguda e a doenca de Hodgkin, juntamente com outras drogas antitumorais (VICI et al., 2002).

Enquanto que existem relatos de intoxicagdo com outras ervas que afetam a producgéo
animal, como Ipomea asarifolia (salsa), a qual atinge em ordem nervosa diferentes animais de
producdo: em bovinos e ovinos, sdo observados tremores musculares e desequilibrio na
locomocgdo com consequente queda do animal ao solo e decubito; j& em caprinos observa-se

apatia, sonoléncia, além de tremores musculares e desequilibrio (CHAVES, 2009). Estes
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sintomas sdo muitas vezes justificados pela presenca de fitotoxinas ou micotoxinas
(MEDEIROS et al., 2003).

As plantas que se desenvolvem em ambientes rigorosos, como a Caatinga, tém taxas
de crescimento mais lentas e tendem a investir em compostos de alto peso molecular,
principalmente na producdo de compostos bioativos toxicos (COLEY; BRYANT; CHAPIN,
1985; BARONE; COLEY, 2002). Dentre estes, os metabolitos secundarios sdo os principais
responsaveis pela toxidade, garantindo vantagens para a sobrevivéncia das plantas (SANTOS,
2004). Estes metabdlitos sdo classificados quanto a estrutura quimica: nitrogenados
(alcaldides, aminoacidos ndo-protéicos e glicosideos cianogénicos), terpendides (6leos
essenciais, triterpenos, saponinas e glicosideos cardioativos) e fendlicos (ligninas, flavonoides
e taninos) (HARBONE, 1988; SANTOS, 2004; CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL,
2004).

Almeida et al., (2005) em um estudo etnobotéanico realizado em conjunto com uma
abordagem fitoquimica identificou pelo menos uma das cinco classes de compostos avaliadas
(fendis, taninos, alcaldides, triterpenos e quinonas) para cada umas das espécies da Caatinga
coletadas nos diferentes estratos (herbaceo, arbustivo e arbdreo). Os fendis foram encontrados
em todas as espécies e 0s taninos em 56% delas. Na andlise de alcalGides, apenas duas
espécies apresentaram resultados positivos, Aspidosperma pyrifolium e Mimosa tenuiflora.
Triterpenos foram detectados em 46,34% das espécies e 34,14% das espécies apresentaram
quinonas.

As observacfes acima ndo corroboraram completamente com a hipétese de defesas
aparentes associadas a defesas quimicas (RHOADES; CATES, 1976; PIAZZAMIGLIO,
1991). Estando de acordo com a hipétese de disponibilidade de recursos bio6ticos a abidticos
gue promovam a sobrevivéncia da planta (COLEY; BRYANT; CHAPIN, 1985; BARONE;
COLEY, 2002). Assim, arbustos e arvores demonstraram um maior nimero de ocorréncias de
compostos, apoiando-se na observagédo de que plantas da caatinga com um ciclo de vida curto
tendem a possuirem um maior investimento para o crescimento, a fim de completar o seu
ciclo de vida (ALMEIDA et al., 2005).

1.2.3. Ensaios de germinagdo para avaliacdo alelopatica

Os bioensaios de avaliacdo do potencial alelopatico de metabdlitos secundarios sdo
principalmente a capacidade de germinagdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas

(PAWLOWSKI et al., 2013). As Regras para Analise de Sementes, publicadas pelo Ministério
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, mostram que os bioensaios de
germinagdo de sementes sdo comumente conduzidos em cameras de germinagdo, em
condigdes controladas de temperatura e luz, com duracao de tempo variavel de acordo com
organismo teste empregado. Em determinados casos, a temperatura ¢ continua e, em outros,
alternada com tempo de duragdo para claro/escuro bem variado, dependendo das exigéncias
da espécie receptora. O volume de dgua ou outro tratamento também deve ser o 6timo para
produzir a turgescéncia das sementes nas 24 horas subsequentes, para deve ser adicionado um
volume de dgua em quantidade equivalente a 2,0-3,0 vezes o peso do substrato (BRASIL,
2009).

Ao final do periodo de incubagdo, contam-se as sementes germinadas e calculam-se,
comparativamente ao tratamento controle, visando identificar os efeitos alelopaticos
(VARNERO M.; ROJAS A.; ORELLANA R., 2007). Em outros casos, contam-se diariamente
as sementes, especialmente quando se tem interesse em determinar o indice de velocidade de
germinagdo (IKEDA et al. 2008). Nesses procedimentos, sdo consideradas sementes
germinadas aquelas que apresentarem radicula com no minimo 50% do tamanho da semente
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os valores mais elevados de velocidade de germinagdo acumulada expressam maior
vigor das plantulas em relagdo a uma outra amostra (RANAL; SANTANA, 2006). Em
situacdes que ocorrem reducdo nesse vigor pode causar perda progressiva da capacidade
produtiva e uma reducdo na uniformidade da germinacdo (PAWLOWSKI et al., 2013).

Os procedimentos descritos na literatura para os bioensaios de alongamento da
radicula e do hipocétilo sdo muito semelhantes aos descritos para a germinagdo de sementes,
em relagdo a temperatura e ao tempo de exposicdo a luz (PEREIRA et al., 2009). No entanto
as raizes, normalmente, sdo mais sensiveis aos efeitos alelopaticos do que a germinagdo e o
alongamento do hipocoétilo (CHON et al. 2002; OLIVEIRA et al. 2004).

O tempo de duracdo dos bioensaios ¢ variado, existindo um padrdo para primeira e
segunda contagem para cada espécie (BRASIL, 2009). Em determinados casos, a avaliagdo ¢
realizada medindo-se o comprimento da radicula e do hipocétilo; em outros, a avaliagdo ¢
feita obtendo-se o peso seco (PEREIRA et al., 2009).

De modo geral, a atividade bioldgica de uma dada mistura de aleloquimicos pode ser
atribuida a concentracdo de cada componente da mistura, mas também pela interagdo entre
eles (sinergismo) (HAIG, 2008). Os taninos, flavonoides e terpenos sdo exemplos de
substancias que podem ter agdo alelopatica (HAIG, 2008; RAWAT et al.,1998). Estes ultimos

tipicamente suprimem a germinacdo de sementes e causam injurias as plantulas em
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desenvolvimento (SINGH; BATISH; KOHLI, 2002; VOKOU et al., 2003; ZHAO et al.,
2009).

1.2.4. Genotoxicidade

A genética toxicoldgica visa identificar e analisar as interagdes de substancias
quimicas sobre o material genético dos organismos, que promovem alteracdes significativas
nos sistemas bioldgicos (AL-SABTI; METCALFE, 1995). Para tanto podem ser utilizados
varias analises genéticas, dentre os principais testes utilizados para deteccdo de potencial
mutagénico de agentes quimicos estdo o teste de mutacdo reversa em Salmonella (Teste de
Ames), que detecta mutacBes pontuais no genoma bacteriano; e os testes citogenéticos in vitro
ou in vivo em células animais ou vegetais que detectam aberragdes cromossdmicas (AC)
estruturais e/ou numeéricas, microscopicamente visiveis, mas de viabilidade desconhecida,
com no minimo, 10 milhdes de pares de bases (10Mb) (LIMA; RIBEIRO, 2003).

Outros ensaios que podem detectar grandes alteracdes cromossémicas e aneuploidias
(alteracdo do numero de pares de cromossomos) ou mutacdes pontuais, com auxilio de
bandeamento identificar pequenas alteracbes cromossomicas e mutagdes multi-locus (LIMA,;
RIBEIRO, 2003). Uma das consequéncias da exposi¢ao a agentes genotdxicos € a indugdo de
aberragbes cromossdmicas, importante bioindicador de exposicdo a esses mutagenos, cuja
uma das consequéncias é a ocorréncias de aneuploidias, que pode levar a formacdo de
micronucleos (MN) (FENECH, 2000).

1.2.5. Plantas bioindicadoras de genotoxicidade

Bioensaios de mutagenicidade em plantas veem sendo realizados ha muitos anos.
Levan (1938) prop0s o primeiro teste em Allium cepa. Atualmente, bioensaios vegetais séo
sistemas bem estabelecidos e utilizados para analise e monitoramento da genotoxicidade de
substancias (MESI; KOPLIKU, 2013; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014).

Algumas espécies de plantas tém sido citadas por possuirem efeito alelopatico sobre o
crescimento em ensaios vegetais utilizando organismos bioindicadores como Allium cepa L.
(SILVA et al., 2013; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014), Lactuca sativa L.
(PAWLOWSKI et al.,, 2012; PAWLOWSKI et al.,, 2013) ou com plantas infestantes de
cultura como Amaranthus tricolor L., Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv., Euphorbia

heterophylla L., Ipomoea grandifolia (Dammer) O’Donell, Phaseolus lathyroides L.
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(CHAROENYING; TEERARAK; LAOSINWATTANA, 2010; MATSUMOTO et al., 2010;
TEERARAK; LAOSINWATTANA; CHAROENYING, 2010).

A espécie bioindicadora Allium cepa tem sido muito utilizada em estudos dos efeitos
de extratos vegetais visando detectar genotoxicidade (AKINBORO; BAKARE, 2007; SILVA
et al., 2011; SILVA et al., 2013; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014). Este teste tem
obtido reconhecimento cientifico por varias instituicbes, como o Programa Internacional de
Seguranca Quimica (International Program on Chemical Safety - IPCS), Programa Ambiental
das Nacdes Unidas (United Nations Environment Program - UNEP), Organizagédo
Internacional do Trabalho e Organizacdo Mundial da Saide (OMS), os quais validam este
método de avaliacdo utilizando raizes de Allium cepa (GRANT; SALAMONE, 1994;
GOPALAN, 1999). Além disso, o protocolo para analise de micronucleo também ja foi
padronizado por meio de um consorcio internacional entre empresas farmacéuticas europeias:
F. Hoffmann-La Roche Ltd., Novartis Ltd., Rhone-Poulenc Rorer and Biologie Servier
(MILLER et al., 1997).

Esse sistema teste também tem importancia no monitoramento da poluicdo ambiental
(metais, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos, corantes industria téxtil, por exemplo)
(LEME; MARIN-MORALES, 2009) e avaliagdo do potencial mutagénico de muitos
compostos quimicos (MESI; KOPLIKU, 2013; MOHAMMED et al., 2015).

Para Fiskesj6 (1985), o organismo-teste A. cepa possui praticamente a mesma
sensibilidade para analises de genotoxicidade que a observada para algas e ensaios com
linfécitos humanos. Rank e Nielsen (1994) demonstraram uma correlacdo de 82% do teste de
A. cepa com o ensaio de carcinogenicidade em roedores. Outros efeitos genéticos também ja
foram observados, como: mutagenicidade (AKINBORO; BAKARE 2007; SILVA et al.,
2011; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014), anti-mutagenicidade (SILVA et al., 2013),
bem como aumento e diminuicdo da proliferacdo celular em pontas de raizes tratadas com
extratos de diferentes espécies de plantas (AKINBORO; BAKARE 2007; SILVA et al., 2011,
CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014).

1.2.6. Analises de genotoxicidade no teste de Allium cepa

1.2.6.1. indice Mitético

O indice mitético (IM), caracterizado pelo nimero total de células em divisdo no ciclo

celular, tem sido usado como um parametro para avaliar a citotoxicidade (LEME; MARIN-
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MORALES, 2009). Os niveis de citotoxicidade podem ser determinados pelo aumento do IM
(AKINBORO; BAKARE 2007; CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014), podendo ser
prejudicial para as células, conduzindo a uma proliferacdo celular desordenada e mesmo a
formacéo de tecidos tumorais (LEME; MARIN-MORALES, 2009), ou pela diminui¢do no
IM (AKINBORO; BAKARE 2007; SILVA et al, 2013), podendo indicar alteracdes
decorrentes da acdo quimica no crescimento e desenvolvimento de organismos expostos
(LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os compostos aneugénicos sdo compostos que interferem na mitose e embora nédo
necessariamente afetem o DNA diretamente, inibem a formacdo e funcdo do fuso mitético e
desordenam as segregacOes cromossdmicas. Logo, a aplicacdo de uma substéncia com
potencial aneugénico em concentracao elevada pode interromper totalmente a divisdo celular
(GRANT, 1978).

A reducdo do IM pode ser atribuida a inibicdo da sintese de DNA, explicada pelo
bloqueio da fase G1 (SCHNEIDERMAN et al., 1971) ou bloqueio em G2, prevenindo da
célula entrar em mitose (VAN’T HOF, 1968), ou ainda, pelo bloqueio da sintese de
nucleoproteinas (MERCYKUTTY; STEPHEN, 1980).

Segundo Kirsch-Volders (1984), substancias com esses efeitos sd&o0 menos
documentadas do que mutagenos que interagem diretamente com o DNA. No entanto, sabe-se
que para a maioria dos quimicos, o efeito na divisdo celular é similar ao promovido pela
colchicina: demecolcina, alcaloides, podofilotoxina, compostos organicos de arilo e derivados
de benzimidazdis que promovem a destruicdo dos microttbulos do ciclo celular. Assim como
a colchicina, os metais (e.g. chumbo, zinco, organomercuriais) podem inibir a sintese de
microtubulos e/ou destruir microtibulos pré-formados, bem como agir sobre enzimas
necessarias para um processo normal de divisdo celular.

Todos estes fatores podem interferir no ciclo celular, assim como também ja foi
observado que existe uma correlacdo linear entre 0s parametros macroscopicos e
microscopicos, investigados em Allium cepa, de modo que, com a reducéo do crescimento de
raizes, também ocorre reducdo do numero de células em divisdo, ou seja, do indice mitético
(FISKESJO, 1985).

Esta reducdo ocorre no meristema apical, podendo ser observado em associa¢do com o
aparecimento de raizes atrofiadas, indicando atraso no crescimento e citotoxidade (YILDIZ et
al., 2009). Esta inibicdo do crescimento da raiz em Allium cepa também pode ser devido a

presenca de alguns metais pesados nos extratos, assim como o0s obtidos de Azadirachta
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indica, Mangifera indica, Cymbopogon citratus e Morinda lucida (AJASA et al., 2004,
HAIDER et al., 2004).

1.2.6.2. Aberragdes Cromossdmicas

As aberragbes cromossomicas (AC) sdo caracterizadas por mudangas em qualquer
estrutura cromossémica ou no numero total de cromossomos, sendo causados por agentes
clastogénicos e aneuploidogénicos, respectivamente (ALBERTINI et al., 2000).

AC estruturais podem ser induzidas por varios fatores, tais como quebras ou trocas de
material cromossdmico, inibicdo da sintese de DNA e danos na replicagdo do DNA
(ALBERTINI et al., 2000; SWIERENGA et al., 1991).

As AC numéricas, por exemplo, aneuploidia e poliploidia, sdo consequéncias da
segregagdo anormal de cromossomos, que podem ocorrer espontaneamente ou pela acéo de
agentes aneugénicos. As células sdo classificadas como aneuploides quando contém um
pouco a mais (hiperploide) ou um pouco a menos (hipoploide) de cromossomos em relacdo ao
namero normal. E sdo classificadas como poliploides quando contém multiplos do nimero
normal de cromossomos (4N, 8N, etc) (ALBERTINI et al., 2000).

A anélise de diferentes tipos de aberra¢des cromossdmicas, em todas as fases do ciclo
celular, inicialmente proposto por Fiskesjo (1985), permite uma avaliagdo mais abrangente e
precisa quanto a efeitos clastogénicos (CHUKWUJEKWU; VAN STADEN, 2014) e/ou
aneugénicos (AKINBORO; BAKARE, 2007). De um modo geral, pontes e quebras
cromossémicas sdo indicadores de um agente clastogénico, ja perdas cromossémicas, atrasos,
aderéncias, multipolaridade e C-metafases resultam de agentes aneugénicos (ALBERTINI et
al., 2000).

1.2.6.3. Anormalidades nucleares

As anormalidades nucleares (AN) sdo caracterizadas por alteracbes morfoldgicas nos
nacleos interfasicos, muitas vezes, na forma de nucleos lobulados, brotos nucleares, células
polinucleares e minicélulas (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; LEME; ANGELIS;
MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

Nucleos lobulados e células polinucleares sdo resultantes de AC, como uma
consequéncia de anafases multipolares, que estdo associados ou ndo com aderéncias
cromossoémicas (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). A presenca
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daqueles, de acordo com Leme, Angelis e Marin-Morales (2008) pode indicar um processo de
morte celular, uma vez que essas anormalidades ndo sdo observadas em células F1 de raizes
de A. cepa.

Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2007) demonstraram que brotos nucleares
podem surgir como uma consequéncia da eliminacdo de material genético excedente derivado
do processo de poliploidizacdo e, consequentemente, também podem ser relacionados com a
formacéo de microndcleos, o qual pode ainda ser eliminado a partir do citoplasma como uma

minicélula.

1.2.6.4. Micronucleos

Os micronucleos (MN) tém sido considerados por muitos autores como o mais efetivo
e simples fator para analisar efeitos mutagénicos (LEME; MARIN-MORALES, 2009), devido
ao fato dos MN resultarem de danos nas células parentais, sendo facilmente observados em
células filhas (Figura 1) (RIBEIRO, 2003).

Como sédo derivados dos processos de poliploidizacdo (AN), citados anteriormente,
existem dois mecanismos predominantes que conduzem a formagdo de MN: quebras
cromossémicas (clastogénese) e disfungdo no processo mitdtico (aneugénese) (KRISHNA,;
HAYASHI, 2000; BONASSI et al., 2006; SAMANTA,; DEY, 2012). Portanto, eles podem
surgir a partir do desenvolvimento de algumas AC, como por exemplo, quebras e perdas
cromossémicas, que nao sdo integradas ao nucleo da célula filha (FENECH; MORLEY, 1985;
FENECH, 2000; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).
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Figura 1. Células meristematicas de A. cepa apresentando MN. A: Interfase Normal; Al:
Célula em interfase com MN (setas); B: Profase normal; B1: Profase com MN; C: Metafase
normal; C1l: Metafase com MN; D: Anafase normal; D1: Anafase com MN; E: Teldfase
normal; E1: Teléfase com MN (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

As alteracdes no fuso mitotico na célula de Allium cepa podem levar a aneuploidias e
a formacdo de micronucleos na proxima fase de divisdo celular, o que, geralmente, é
resultante da separagdo irregular de cromossomos em anafase. Os cromossomos podem ser
perdidos (CIMINI et al., 2002; AKINBORO; BAKARE, 2007) ou formar uma membrana
nuclear em torno de si durante a tel6fase, formando os microndcleos (FENECH, 2000) e
podem ser visualizados no citoplasma (KRISHNA; HAYASHI, 2000).

Os MN também podem resultar de cromossomos duplo-minutos (DM), formados pela
amplificagdo do DNA em processos oncogénicos (SHIMIZU; SHIMURA; TANAKA, 2000;
SAMANTA; DEY, 2012). A remocdo do DM do ndcleo da célula estd associada a perda de
uma porc¢do alélica, formando MN, e contribuindo para a carcinogénese (BONASSI et al.,
2006).

De modo geral, os agentes genotoxicos podem induzir danos ao DNA durante as fases
GO a S do ciclo celular, que pode induzir a apoptose, resultando em corpos apoptéticos,
durante a apoptose tardia, ou gerar danos cromossémicos, resultando na formacéo de MN (por
quebras e/ou disfuncBes no processo mitético), os quais também podem ser destinados a
apoptose (ARALDI et al., 2015).

1.2.7. Efeitos de aleloquimicos sobre genotoxicidade

As fitotoxinas (ou aleloguimicos) sdo compostos quimicos com impacto negativo
sobre 0 processo bioquimico, crescimento, comportamento seletivo ou consumo pelos
herbivoros (LAUNCHBAUGH, 1996). Cumarinas e flavonoides tem sido atribuido a
processos anti-proliferativos (KOSTOVA, 2006; BEN AMMAR et al., 2008). Antioxidantes
sdo conhecidos por serem agentes anti-mutagénicos universais (ODIN, 1997; SARKAR et al.,
1997; GIRI; KHYNRIAM; PRASAD, 1998), tem como comuns representantes o acido
ascorbico (vitamina C) e B-caroteno, mas também taninos, saponinas, flavonoides, fendis e
terpendides (ANANTHI et al., 2010).

Terpenos também estdo envolvidos em uma variedade de interagdes ecoldgicas,
incluindo a alelopatia (DING et al., 2010). As sesquiterpenolactonas potencialmente podem
inibir a sintese de DNA, prejudicando a divisao celular normal, observado com a reducao do
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indice mitdtico em ceélulas de Allium cepa tratadas com extrato aquoso de Distephanus
angulifolius, o qual apresenta substancias pertencentes a classe (CHUKWUJEKWU; VAN
STADEN, 2014).

Os taninos (KAUR; GROVER; KUMAR, 2000), as auronas (ZAMPINI et al., 2008;
KAUR et al., 2009), os flavonoides (ZHAI et al., 1998; PEREZ-CARREON et al., 2002) e as
saponinas (LEE et al., 1999) possuem efeitos antimutagénicos, e foram encontrados no extrato
aquoso de Erythrina velutina, que apresentou efeito antigenotoxico em Allium cepa (SILVA
etal., 2013).

Em contrapartida, Chukwujekwu e van Staden (2014) sugeriram que a inibicdo do
crescimento da raiz de Allium cepa pelo extrato aquoso de Distephanus angulifolius pode ser
devido a presenca de lactonas sesquiterpénicas, que podem inibir a sintese de 4acido
desoxirribonucleico (DNA), interferindo na divisdo celular normal. De forma similar, os
alcalGides presentes em Erythrina spp. inibem a sintese de DNA e proteinas (PARSONS;
WILLIAMS, 2000).

A inibicdo do crescimento da raiz em Allium cepa também pode ocorrer devido a
presenca de alguns metais pesados nos extratos, assim como os obtidos de Azadirachta
indica, Mangifera indica, Cymbopogon citratus e Morinda lucida, as quais apresentam zinco,
cobre, manganés, ferro, cddmio e chumbo em diferentes concentracdes (AJASA et al., 2004;
HAIDER et al., 2004).
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Alelopatia e perfil fitoquimico de extratos aquosos de espécies da caatinga em sementes

de cebola

Allelopathy and phytochemical profile of aqueous extracts from species of caatinga in onion

seeds

RESUMO - A Caatinga apresenta grande diversidade vegetal, mas poucas espécies nativas
possuem estudos fitoquimicos e alelopaticos. Aspidosperma pyrifolium Mart. e Combretum
leprosum Mart. sdo exemplos de plantas de grande importancia etnofarmacoldgica que
necessitam de estudos toxicologicos. A finalidade deste trabalho foi avaliar a influéncia
alelopatica de extratos aquosos de A. pyrifolium e C. leprosum sobre a germinacdo e
desenvolvimento inicial de sementes comerciais de Allium cepa L. (organismo-teste) e
descrever seus perfis bioquimicos. Para isso, as sementes de A. cepa, variedade NUN 1205
F1, foram colocadas para germinar em caixas do tipo gerbox tendo como substrato papel mata
borrdo umedecido com 10 mL dos extratos aquoso nas concentragdes de 200, 400 e 800 mg/L
e agua destilada (controle negativo) em camara de germinacéo a 20 °C e fotoperiodo de 12
horas. Foram utilizadas 50 sementes em cada réplica, em quadruplicata, em delineamento
estatistico inteiramente casualizado. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) com 0=0,05
para os dados germinativos e analise fitoquimica qualitativa para descricdo das classes de
metabdlitos presentes nos extratos das espécies estudadas. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas significativas entre os extratos e o controle negativo para os seguintes testes:
germinacdo, primeira contagem, indice de velocidade de germinacdo, indice de crescimento
relativo e indice de germinagdo. Portanto, 0s extratos aquosos nao apresentaram efeito

alelopatico e nem afetaram o processo germinativo. Entretanto, os perfis fitoquimicos
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apresentaram substancias inéditas. Estas informacdes sdo importantes porque essas plantas
sdo normalmente utilizadas para fins medicinais e como alimento para animais de producao.
Palavras-chave: Aspidosperma pyrifolium. Combretum leprosum. Mofumbo. Pereiro.
Metabdlitos secundarios.

ABSTRACT - The Caatinga has great plant diversity, but few native species have
phytochemical and allelopathic studies. Aspidosperma pyrifolium Mart. and Combretum
leprosum Mart. are examples of ethnopharmacological plants of great importance, which
require toxicological studies. The purpose of this study was to evaluate the allelopathic effect
of aqueous extracts of A. pyrifolium and C. leprosum on germination and early development
of commercial seed of Allium cepa L. (indicator organism) and describe their biochemical
profiles. For this, the A. cepa seeds, variety NUN 1205 F1, were germinated in gerbox-type
boxes having as substrate blotter paper with 10 mL of the aqueous extracts in concentrations
of 200, 400 and 800 mg/L and distilled water (negative control) in a germination chamber at
20 °C and photoperiod of 12 hours. They were used 50 seeds in each replicate, in
quadruplicate in a completely randomized experimental design. An analysis of variance
(ANOVA) with a = 0.05 for germination data and qualitative phytochemical analysis to
describe the classes of metabolites present in extracts of the studied species. There were no
statistically differences between the extracts and the negative control to the following test:
germination, first count, germination speed index, growth rate and relative germination index.
Therefore, the aqueous extracts showed no allelopathic effect and not affect the germination
process. However, the phytochemical profiles showed unpublished substances. This
information is important because these plants are commonly used for medicinal purposes and
as food for livestock production.

Keywords: Aspidosperma pyrifolium. Combretum leprosum. Mofumbo. Pereiro. Secondary

metabolites.
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1.3.1. INTRODUCAO

Muitas das espécies vegetais podem possuir potencial fitoquimico e farmacoldgico, mas
necessitam de estudos cientificos para comprovar estas atividades biologicas. Portanto,
ensaios bioldgicos vegetais podem ser utilizados para o monitoramento da bioatividade de
extratos, fragdes e compostos isolados de plantas (NOLDIN et al., 2003). Para isso, o teste de
germinacdo com vegetais constitui-se em um modelo amplamente utilizado para avaliar o
potencial aleloquimico de extrato ou substancias isoladas, de modo que quando um composto
interfere no metabolismo celular, por exemplo, o indice de germinacdo, pode revelar a sua
acao tdxica e/ou citotoxica (LUZ et al., 2012).

Aspidosperma pyrifolium Mart. (Apocynaceae), conhecida como pereiro, € uma das
mais importantes plantas toxicas da Caatinga. Para esta espécie foram relatados casos naturais
de aborto envolvendo caprinos, ovinos e bovinos, mas confirmados experimentalmente
apenas em cabras (MEDEIROS et al., 2004). Outros relatos foram notificados como a causa
de morte em ratas gravidas, e efeitos hemolitico e letal em Artemia salina (LIMA; SOTO-
BLANCO, 2010).

Extratos de A. pyrifolium sdo, também, popularmente utilizados por humanos em casos
de problemas cardiacos, diarreia e como sedativo (ALMEIDA et al., 2005). S&o, também,
aplicados no controle de fitopatdgenos e como anti-malarico moderado (MUNOZ et al.,
2000), cujo efeito é atribuido aos seus alcal6ides indélicos (MITAINE-OFFER et al., 2002),
0s quais estdo associados aos efeitos inseticidas (TRINDADE et al., 2008).

A espécie Combretum leprosum Mart. (Combretaceae), popularmente conhecida como
mofumbo, € utilizada na medicina popular como agente de cura e prevengdo de erupgdes
cutaneas e para limpeza de ferimentos (HORINOUCHI et al., 2013). Os estudos
farmacoldgicos com extratos e compostos isolados de diferentes partes dessa espécie sugerem

diversas atividades bioldgicas, como: efeitos anticolinesterasico (FACUNDO et al., 2005),
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antiulcerogénico (NUNES et al., 2009), anticonceptivo (LONGHI-BALBINOT et al., 2012) e
anti-inflamatorio e antiproliferativo (HORINOUCHI et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia alelopatica de extratos aquosos de A.
pyrifolium e C. leprosum sobre Allium cepa (organismo-teste) e caracterizar o perfil
bioquimico qualitativo associado.

1.3.2. MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras — Folhas de A. pyrifolium e C. leprosum foram coletadas no
municipio de Russas, CE (4°50'59.9"S 37°53'29.9"W e 4°50'28.6"S 37°54'05.5"W,
respectivamente), no més de abril de 2015. A identificacdo taxonémica foi obtida no Herbario
Déardano de Andrade-Lima (UFERSA), sob os cddigos 14525 e 10195, respectivamente. As
amostras foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e transportadas para Laboratério de
Genética e Evolucdo (LAGENE - UFERSA) para secagem e obtencdo do extrato.

Obtencdo dos extratos — 0s extratos aquosos do material vegetal seco foram obtidos
conforme Matsumoto et al. (2010) com modificacdes. As folhas foram selecionadas, secas a
temperatura ambiente e trituradas em liquidificador até obtencdo de p6 fino. Os extratos
aquosos 10% (p/v) foram preparados pela diluicdo de 100 g de cada material em agua
destilada, em agitador magnético a 4 °C por 24 h. O material foi filtrado em malha de tecido
fino, seguido de filtracdo a vacuo com papel filtro (14 um).

Teste germinativo - 0s bioensaios foram realizados em camara de germinacéo do tipo
Biochemical Oxigen Demand (B.0.D.) com temperatura controlada de 20 °C e fotoperiodo de
12 h. Sementes de Allium cepa, variedade NUN 1205 F1, foram acondicionadas em caixas
plasticas do tipo gerbox (11 x 11 cm) forradas com dupla camada de papel mata-borrdo
umedecido com solucdo de 10 mL dos diferentes tratamentos: (A) extrato de A. pyrifolium
(200; 400 e 800 mg/L) e (C) extrato de C. leprosum (200; 400 e 800 mg/L) e agua destilada
(controle negativo - CN). Foram utilizadas quatro repeti¢des estatisticas com 50 sementes em

cada réplica, em delineamento estatistico inteiramente casualizado.
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A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada seguindo as recomendacdes das
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) com contagens no intervalo de 24 h até o
décimo segundo dia, obtendo-se assim a germinacao de primeira contagem (germinabilidade),
germinacdo e o indice de velocidade germinacdo (IVG). Foram consideradas germinadas as
sementes que apresentarem radicula com no minimo 50% do tamanho da semente
(FERREIRA; AQUILA, 2000).

Os dados de germinacdo e comprimento de radicula foram calculados o indice de
crescimento relativo (ICR) e o indice de germinacédo (IG), de acordo com Varnero M., Rojas
A. e Orellana R. (2007), para visualizacdo da influéncia dos tratamentos.

O célculo desses valores foi realizado seguindo as equacoes:

ICR = CRA/CRC, onde, CRA é o comprimento da radicula na amostra e CRC € o
comprimento da radicula no controle negativo;

IG = ICR x (SGA/SGC) x 100, onde, ICR € o indice de crescimento relativo, SGA é o
namero de sementes germinadas da amostra e SGC é o nimero de sementes germinadas no
controle negativo.

Os valores de ICR obtidos foram classificados em trés categorias, de acordo com o0s
efeitos de toxicidade (YOUNG et al., 2012): inibicdo do alongamento radicular (1) quando o
valor obtido para ICR esta compreendido entre 0 e 0.8; sem efeito significativo (SES) quando
o valor obtido para ICR esté igual ou entre 0.8 e 1.2; e estimulacdo do alongamento radicular
(E) quando o valor obtido para ICR é superior a 1.2.

Os valores de IG também foram classificados em trés categorias, de acordo com a
presenca de substancias fitotoxicas (ZUCCONI et al., 1981): auséncia ou baixa concentracao
de substancias fitotoxicas, quando o valor obtido para I1G é superior ou igual a 80; presencga

moderada de substancias fitotoxicas, quando o valor obtido para IG esta compreendido entre
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50 e 80; e alta concentracdo de substancias fitotoxicas, quando o valor obtido para IG é
inferior ou igual a 50.

Analise bioquimica qualitativa — Foi verificada a presenca de diversos compostos nos
extratos aquosos, de acordo com as metodologias de Matos (2009) e Barbosa (2001) para
determinacédo da presenca de acidos organicos, agucares, alcaloides, antraquinonas, azulenos,
bases quaternarias, compostos fenolicos, esteroides, lactonas, saponinas espumidicas, e
terpenos.

As avaliacOes estatisticas foram realizadas pelo teste de normalidade de Cramer-von
Mises, e quando houve normalidade foi executada a analise de variancia (ANOVA) com pos-
teste de Tukey (p<0,05). Quando ndo houve normalidade foi realizada a analise ndo-
paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn’s (p<0,05). Todas as
analises foram realizadas com auxilio do software GrahpPad Prism 6.01.

1.3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de germinacdo, primeira contagem e indice de velocidade de
germinacdo (IVG) ndo diferiram estatisticamente (p>0,05). Sendo assim, pode-se afirmar que
0s extratos ndo apresentaram efeitos alelopaticos sobre a germinacdo, pois todos o0s
tratamentos obtiveram resultados semelhantes e indiscriminadamente apresentaram alto
percentual de germinacdo no inicio do teste, com cerca de 70% das sementes germinadas a
partir do terceiro dia, atingindo o apice entre o quinto e sexto dia.

Resultados similares a este trabalho foram descritos por Borges et al. (2011), que
também ndo observaram efeito alelopatico de extratos aquosos de mamona sobre a
germinacdo de sementes de A. cepa. Ferreira e Aquila (2000) defendem que o efeito
alelopético, frequentemente, ndo se da sobre a germinacéo ou velocidade de germinacao, mas
pode afetar outro parametro do processo, como o0 comprimento de raizes.

A influéncia dos extratos sobre o comprimento de raizes e a germinacdo foram

avaliados pelo indice de crescimento relativo (ICR) e indice de germinagédo (IG) (Tabela 1).
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Tabela 1 - indice de crescimento relativo (ICR) e indice de germinacéo (IG) de Allium cepa
sob o efeito do extrato aquoso de A. pyrifolium e C. leprosum.

Tratamentos ICR 1G (%)
Controle negativo 1 1002
200 mg/L 0.97 £ 0.14® 96.53 + 11.87%
A. pyrifolium 400 mg/L 0.92 + 0.09% 92.16 + 8.22%
800 mg/L 0.84 +0.07% 84.22 +7.52%
200 mg/L 1.10 £ 0.12? 110.98 +12.732
C. leprosum 400 mg/L 0.97 £ 0.16%® 98.81 + 14.86%
800 mg/L 0.79 £ 0.09° 80.05 + 8.28°

Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

O ICR obtido teve efeito ndo significante sobre crescimento da radicula (SES), pois de
acordo Young et al. (2012), valores de ICR compreendidos entre o intervalo de 0.8 e 1.2
apresentam este comportamento. No entanto, foi observado diferenca significativa entre os
extratos de C. leprosum com 200 e 800 mg/L, revelando aparentemente efeito inversamente
proporcional entre o ICR e a concentracdo, o que foi comprovado pela equacéo da reta (Y=-
0,1556x+1,2683, R?=0,991). A diminuicdo do crescimento da radicula sob o tratamento com
extrato de C. leprosum com 800 mg/L pode estar relacionada com a presenca de metabolitos
moderadamente fitotoxicos (VARNERO M.; ROJAS A.; ORELLANA R., 2007).

Varnero M., Rojas A. e Orellana R. (2007) propuseram que o indice de germinacéo (I1G)
seja um indicador mais adequado, que o indice de crescimento relativo (ICR), para
caracterizar o potencial fitotoxico de um material organico. Este fato ndo foi observado para
as amostras estudadas que apresentaram IG maiores que 80% (Tabela 1). Segundo Zucconi et
al. (1981) valores de IG > 80% indicam a auséncia de substancias fitotoxicas ou que elas
estdo em baixa concentracdo. Deste modo, os valores de ICR e IG obtidos evidenciam gque 0s
extratos de A. pyrifolium e C. leprosum ndo afetam a capacidade germinativa e o0
desenvolvimento radicular de Allium cepa nas concentragOes testadas.

Os testes bioquimicos qualitativos descritos na Tabela 2 revelaram a presenca de

compostos primarios ao metabolismo, como acidos organicos e carboidratos (agucares
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redutores). No entanto, ndo foram identificados a presenca de polissacarideos, comuns em
extratos aquosos.

Tabela 2 - Perfil fitoquimico das substancias presentes no extrato aquoso de A. pyrifolium e

C. leprosum.
Metabolito Principio de avaliacéo A. pyrifolium C. leprosum
Res  Ref Res Ref
Acidos Organicos Reativo de Pascova * NP + Facundo et
al. (2005)
Acucares
Redutores Reativo de Tollens e Fehling * NP + Facundo et
al. (2005)
Polissacarideos Lugol - NP - NP
Alcal6ides Reativo de Bouchardat e Mayer + Nogueira et - NP
al. (2014)
Antragquinonas Extracdo em tolueno, H2SOs4, - NP - NP
NH;OH
Azulenos p-dimetilaminobenzaldeido * NP * NP
Bases quaternarias Reativo de Bouchardat e Mayer - NP - NP
Compostos fendlicos
Depsideos e depsidonas FeCls - NP * NP
Fendis e Taninos FeCls + Almeida et + Nunes et al.
al. (2005) (2009)
Flavonoides HCI, Magnésio * NP + Facundo et
al. (1993)
Flavonois, flavanonas, HCI, Magnésio * NP - Facundo et
flavanondis e xantonas al. (1993);
Catequinas Vanilina - NP + Lopes et al.
(2010)
Esteroides Teste de Lieberman-Burchard * NP * NP
Lactonas
Derivados de cumarina Fluorescéncia - NP - NP
Sesquiterpenolactonas e outras NH,OH.HCI, KOH, FeCls, HCI - NP - NP
lactonas
Saponinas espumidica Teste de afrogenicidade, Teste - NP + Nunes et al.
confirmatorio (2009)
Terpenos
Carotendides Tricloreto de Antimdnio * NP - NP
Triterpenoides Teste de Lieberman-Burchard - Almeida et - Evaristo et
al. (2005) al. (2014);
Facundo et
al. (1993)

Res = resultado (+ = presente, - = ausente, e * = presente e inédito); Ref = referéncia (NP = Né&o publicado).

A. pyrifolium apresentou alcaloides ja amplamente estudados para a espécie (MITAINE-
OFFER et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2014; TRINDADE et al., 2008) e carotenoides,
comumente associados a fotorrecepcdo, fotoprotecdo, protecdo antioxidante e citotoxidade de

células cancerigenas (ESTEBAN et al., 2015).
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Azulenos, que possuem propriedade anti-inflamatéria (GUARRERA TURBINO;
REBORA 2001) foram encontrados em ambas as espécies.

Fendis, taninos e flavonoides também foram observados em ambas espeécies.
Flavonoides possuem efeitos anti-proliferativos (AMMAR et al., 2008) e sdo antioxidantes,
juntamente com taninos, saponinas, fenois e terpenoides (ANANTHI et al., 2010). Alguns
antioxidantes sdo conhecidos por serem agentes anti-mutagénicos universais, como o0 acido
ascorbico (vitamina C) e B-caroteno.

O fato dos extratos estudados ndo afetarem a sanidade vegetal € importante para as
situacbes em que se visa o0 controle de parasitas associados a plantas, sejam eles bactérias,
fungos, ou insetos. Alguns estudos demonstraram o efeito inseticida de A. pyrifolium. O
extrato aquoso das cascas sdo repelentes a larvas de primeiro instar e ovicida sobre os ovos da
traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), (TORRES
et al., 2006), enquanto que a fracdo etandlica rica em alcaloides apresenta excelentes
propriedades inseticidas contra larvas da traga-das-cruciferas (TRINDADE et al., 2008).

Os depsideos, depsidonas e saponinas espumidicas foram observados em C. leprosum.
Extratos e substancias de C. leprosum também tém sido estudados quanto a seus efeitos
farmacoldgicos de interesse humano, como anti-inflamatério (HORINOUCHI et al., 2013),
antinociceptivo (LONGHI-BALBINOT et al., 2012), gastroprotetor e anti-ulcerogénico
(NUNES et al., 2009) e antibacteriano (EVARISTO et al., 2014).

1.3.4. CONCLUSOES

1. Os extratos aquosos de Aspidosperma pyrifolium e Combretum leprosum nao
apresentam efeito alelopatico, mas os perfis bioguimicos revelam substancias inéditas para
ambas espécies.

2. Muitos compostos constituintes dos extratos podem atuar sinergicamente ou disfarcar
seus efeitos sobre os aspectos germinativos, sendo necessarios mais estudos para melhor

caracterizagdo fitoquimica de Aspidosperma pyrifolium e Combretum leprosum.
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TOXICIDADE E CITOTOXICIDADE DE PEREIRO E MOFUMBO COM O TESTE
Allium cepa

RESUMO - O bioma Caatinga possui grande diversidade vegetal responsavel pela
subsisténcia de animais e pessoas, estas por sua vez, utilizam algumas plantas para fins
medicinais. A etnofarmacologia € uma fonte comum para a prospeccdo de fitofarmacos, mas,
mesmo que com sua eficiéncia seja comprovada, ndo possuem seguranca toxicologica,
citotoxica ou genotoxica. Aspidosperma pyrifolium e Combretum leprosum sdo exemplos de
plantas que apresentam diversos usos medicinais. Buscou-se verificar a citotoxicidade de
extratos aquosos de A. pyrifolium e C. leprosum e a composi¢cdo dos compostos fendlicos
constituintes. 50 sementes de A. cepa foram colocadas na presenca dos extratos aquosos
dessas plantas nas concentracfes de 200, 400 e 800 mg/L, com quatro réplicas cada, sendo
avaliados varios parametros: comprimento e matéria seca de raizes, hipocotilos e plantulas,
densidade de biomassa de plantulas e indice mitdtico das raizes, além de dosagem de
polifendis, antocianinas e flavonoides. Os extratos apresentaram efeitos toxicos nas menores
concentracdes na maioria das analises, contudo alteracfes sobre a concentracdo de 800 mg/L
foram recorrente, podendo estar associado ao fator de dissociagédo de cada componente dos
extratos, fazendo com que tenham, em conjunto, efeitos distintos em cada concentragdo, néo
seguindo um modelo dose-resposta. Estudos com concentraces superiores Sao necessarios

para elucidar a toxidade e citotoxicidade dos extratos aquosos de ambas as espécies.

Palavras — chave: Aspidosperma pyrifolium. Combretum leprosum. Toxico. Citotdxico.

TOXICITY AND CYTOTOXICITY OF PEREIRO AND MOFUMBO WITH Allium
cepa TEST

ABSTRACT - The biome Caatinga has great plant diversity responsible for the maintenance
of animals and people, in turn use some plants for medicinal purposes. The
ethnopharmacology is a common source for prospecting phytopharmaceuticals, but even with
its efficiency is tested, have no toxicological, cytotoxic or genotoxic security. Aspidosperma
pyrifolium and Combretum leprosum are examples of plants that have several medicinal uses.

He attempted to check the cytotoxicity of aqueous extracts of A. pyrifolium and C. leprosum
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and the composition of the constituent phenolic compounds. 50 seeds of A. cepa were placed
in the presence of aqueous extracts of these plants in concentrations of 200, 400 and 800
mg/L, with four replicates each, and reviews various parameters: length and dry matter of
roots, hypocotyl and seedling, seedling biomass density and mitotic index, and dosage of
polyphenols, anthocyanins, and flavonoids. The extracts showed toxic effects at lower
concentrations in most analyzes, however changes on the concentration of 800 mg/L were
applicant, may be linked to dissociation factor of each component of the extract, so that they
together different effects each concentration, not following a dose-response model. Studies
with higher concentrations are needed to address the toxicity and cytotoxicity of aqueous
extracts of both species.

Keywords: Aspidosperma pyrifolium. Combretum leprosum. Toxic. Cytotoxic

Revista Caatinga, Mossoro, v.??, n.?, p.??-??, out.-dez. 2015
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INTRODUCAO

A divulgacédo das caracteristicas terapéuticas dos vegetais se da principalmente pelas
observacdes populares do uso e da eficicia dessas plantas, mesmo sem o conhecimento de
seus constituintes quimicos. Se desperta, entdo, o interesse de pesquisadores em diversas
areas, como boténica, farmacologia e fitoquimica, as quais associadas aumentam as
informacdes sobre a inexaurivel a flora, fonte medicinal natural (MACIEL et al., 2002).

A Caatinga apresenta clima semiarido, quente e seco, resultando basicamente em
vegetacdo xerdfita (ALMEIDA et al., 2005), mas, devido incluir outros ambientes associados
apresenta diversificada vegetagédo, sendo reconhecidas 12 tipologias diferentes de Caatinga.
Subentende-se, entdo, que a relacdo entre os fatores abiodticos (como solo, clima,
pluviosidade) podem explicar parcialmente a diversidade de fisionomias aliada a composi¢ao
floristica, com muitas espécies vegetais endémicas no bioma (MELO e ANDRADE, 2007).

Aspidosperma pyrifolium Mart., pereiro, € uma espécie popularmente conhecida pelo
uso como anti-inflamatéria do trato urinario, antinociceptica visceral (dor de estémago,
colicas), por amenizar e prevenir problemas cardiacos, dermatite e sedativo (ALMEIDA et al.,
2005; AGRA et al., 2007, ALBUQUERQUE et al., 2007), podendo ser utilizada
agronomicamente no controle de fitopatogenos (MUNOZ et al., 2000). Ela também apresenta
atividade antimalarica moderada (MUNOZ et al., 2000), sendo seus alcaldides inddlicos
eficazes (MITAINE-OFFER et al., 2002), também associados a efeitos inseticidas
(TRINDADE et al., 2008).

Combretum leprosum Mart., mofumbo (LIRA et al., 2002) é uma espécie utilizada na
medicina popular como um agente de cura e prevencao de afeccOes a pele (HORINOUCHI et
al., 2013), expectorante e antitussico (AGRA et al., 2007), sedativo, antidiarreico, bronquite,
gripe, coqueluche, difteria, azia, hemostatico (ALBUQUERQUE et al, 2007; PAULINO et
al., 2012) e ainda como antiofidico (MORS et al., 2000).

Os estudos farmacoldgicos com extratos e compostos isolados de diferentes partes da
planta sugerem que as atividades biologicas de C. Ileprosum incluem efeitos
anticolinesterasico (FACUNDO et al.,, 2005), antiulcerogénico (NUNES et al., 2009),
antinociceptivo (LONGHI-BALBINOT et al., 2012), anti-inflamatério e antiproliferativo
(HORINOQUCHI et al., 2013), e contra a forma promastigota de Leishmania amazonenses
(TELES et al., 2011).

Além das utilizagbes medicinais, as espécies sdo utilizadas como forrageiras para
animais de produgdo (DAMASCENO; SOUTO; SOUTO, 2010), sendo A. pyrifolium
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reconhecida como toxica a pequeno ruminantes (MEDEIROS et al., 2004; LIMA; SOTO-
BLANCO, 2010). Nesse contexto, buscou-se verificar a toxidade e citotoxicidade de extratos
aquosos de A. pyrifolium e C. leprosum e identificar e descrever a composi¢do dos compostos
fenolicos constituintes, visando contribuir com o conhecimento toxicolégico sobre estas

espécies.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras — Folhas de A. pyrifolium e C. leprosum foram coletadas no
municipio de Russas, CE (4°50'59.9"S 37°53'29.9"W e 4°5028.6"S 37°54'05.5"W,
respectivamente), no més de abril de 2015. A identificacdo taxonémica foi obtida no Herbario
Déardano de Andrade-Lima (UFERSA), sob os cddigos 14525 e 10195, respectivamente. As
amostras foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e transportadas para Laboratério de
Genética e Evolucdo (LAGENE - UFERSA) para secagem e obtencdo do extrato.

Obtencdo dos extratos — 0s extratos aquosos do material vegetal seco foram obtidos
conforme Matsumoto et al. (2010) com modificacfes. As folhas foram selecionadas, secas a
temperatura ambiente e trituradas em liquidificador até obtencdo de p6 fino. Os extratos
aquosos 10% (p/v) foram preparados pela diluicdo de 100 g de cada material em &gua
destilada, em agitador magnético a 4 °C por 24 h. O material foi filtrado em malha de tecido
fino, seguido de filtracdo a vacuo com papel filtro (14 pm).

Teste germinativo - 0s bioensaios foram realizados em camara de germinagéo do tipo
Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.) com temperatura controlada de 20 °C e fotoperiodo de
12 h. Sementes de Allium cepa, variedade NUN 1205 F1, foram acondicionadas em caixas
plasticas do tipo gerbox (11 x 11 cm) forradas com dupla camada de papel mata-borrdo
umedecido com solugdo de 10 mL dos diferentes tratamentos: (A) extrato de A. pyrifolium
(200; 400 e 800 mg/L) e (C) extrato de C. leprosum (200; 400 e 800 mg/L) e agua destilada
(controle negativo - CN) e sulfato de cobre 3 mg/L (controle positivo - CP). Foram utilizadas
quatro repeticOes estatisticas de 50 sementes para cada réplica, em delineamento estatistico
inteiramente casualizado, segundo recomendacOes das Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009).

Seguindo metodologia de Pereira et al. (2009) com modificagOes, para obtencdo dos
comprimentos das plantulas e de suas partes (hipocoétilo e radicula), os cotilédones foram

removidos e 0s hipocotilos separados das radiculas. Os hipocotilos e as radiculas foram entéo
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colocados em sacos de papel distintos, os quais foram mantidos em estufa, sob temperatura de
60 £ 1 °C por 72 h. Ao final deste periodo, foi obtido, em miligramas, 0 peso de massa seca
do hipocétilo e radicula. Os resultados foram expressos em pesos médios, ou seja, 0 peso de
massa seca dividido pelo nimero de plantulas colocadas no saco de papel para secar. O peso
de massa seca por plantula foi obtido a partir da soma dos pesos médios de massa seca do
hipocdtilo e radicula.

Adicionalmente, foi avaliado o peso de biomassa seca por centimetro de plantula, ou
seja, a densidade de biomassa (DB). Para a obtencéo dos valores desta variavel, expressa em
miligramas por centimetro de plantula (mg/cm), foi utilizada a formula (PEREIRA et al.,
2009):

DB = Peso / Comprimento

Este valor foi obtido a partir das medidas de peso e comprimento de cada plantula da
parcela.

Para a analise citogenética, realizou-se os testes de indice mitético (IM) empregando a
técnica de esmagamento (GUERRA; SOUZA, 2002). Quando as raizes atingiram 2,0 cm de
comprimento (aproximadamente cinco dias ap0s o inicio do ensaio) (LEME; ANGELLIS;
MARIN-MORALES, 2008), as raizes (duas raizes de cada réplica) foram colocadas em
solucdo fixadora de Carnoy (etanol: &cido acético — 3:1) durante 24h. Para o preparo das
laminas, as raizes foram retiradas do fixador, lavadas em agua destilada (3 banhos de 5 min),
hidrolisadas em HCI 1N a 60 °C por 11 minutos e lavadas mais uma vez em agua destilada.
Em seguida, com auxilio de uma pin¢a e de uma lamina de bisturi, a coifa (por¢édo apical da
raiz) de aproximadamente 1 mm a 2 mm de comprimento foi retirada e colocada sob uma
l&mina. Adicionou-se uma gota de carmim acético 2% e corado durante 5 minutos. A
laminula foi entdo colocada sobre a lamina e foi realizado o squash (esmagamento) com o
dedo polegar, com razoavel pressdo (GUERRA; SOUZA, 2002).

As laminas de cada bioindicador foram analisadas, pelo método de varredura, em
microscopio Optico para observacdo no aumento de 400X, 4 repeticdes de 1000
células/tratamento, com um total de 4000 células por tratamento. O indice mit6tico foi obtido
dividindo-se o numero de células em mitose pelo nimero total de células observadas e
multiplicando-se por 100, sendo analisada a presenca de profase, metafase, anafase e teldfase.
Também foi calculado o valor limite da citotoxicidade, segundo a equacao:

Valor limite da citotoxicidade = IMA / IMC x 100,

onde, IMA ¢ o indice mit6tico da amostra, e IMC é o indice mit6tico do controle negativo.
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Andlise bioquimica quantitativa — Foram quantificados os polifendis extraiveis totais
(LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997), antocianina e flavonoides amarelos
(FRANCIS, 1982). Para esta andlise de extratos foram utilizados os protocolos do Laboratorio
de Pos-Colheira, UFERSA, com algumas modificacdes.

Anélise estatistica - As avaliacOes estatisticas foram realizadas através de Anélise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (p< 0,05), a normalidade foi verificada pelo
teste de Cramer-von Mises. Todas as analises foram realizadas com auxilio do software R

versao 3.1.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comprimento de raizes ndo foi afetado significativamente pelos extratos em relacdo
ao controle negativo. J& quanto ao comprimento do hipocétilo foi identificada uma reducao de
12,1% e 18,2% em relacdo ao controle negativo, respectivamente nas raizes tratadas com
extrato aquoso de A. pyrifolium com 200 e 800 mg/L. Os hipocétilos tratados com extrato
aquoso de Combretum leprosum nao diferiram dos controles.

Quanto ao comprimento das plantulas, obtido pelo somatério do comprimento das
raizes e hipocétilos, apenas com os extratos de A. pyrifolium e C. leprosum com 800 mg/L foi
observada reducdo significativa em relacdo ao controle negativo, 17.9% e 11.9%

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento vegetal, matéria seca e densidade de biomassa de raizes, hipocétilos e
plantulas de sementes de Allium cepa sob o efeito do extrato aquoso de A. pyrifolium e extrato aquoso

de C. leprosum.

Raiz Hipocotilo Plantula
Tratamento .
Comprimento (mm) / Reducéo (%)
Controle Negativo 15,7 + 2% 42,8 +3,2% 58,7 + 2,22
Controle Positivo 17 + 3,4(-8,3)? 40,4 + 2,8(5,6)%° 57,4 +6,2(2,2)®
200 mg/L 15,2 +2,1(3,2)® 37,6 £ 2,4(12,1)™ 52,3 + 3,9(10,9)%¢
A, pyrifolium 400 mg/L 14,4 + 1,5(8,3)® 43,4 + 2,0(-1,4) 57,8 + 3,4(1,5)®
800 mg/L 13,2 +1,1(15,9)° 35 +1,9(18,2)¢ 48,2 +2,4(17,9)°
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200 mg/L

C, leprosum 400 mg/L

800 mg/L

17,4 +1,9(-10,8)
15,3 £ 2,4(2,5)®
12,5 + 1,4(20,4)°

39,2 +1,7(8,4)>
42,1 +1,6(1,6)®
41,6 +1,7(2,8)%°

56,7 + 1,7(3,4)®
57,4 + 3,5(2,2)®
51,7 +5,5(11,9)"

Controle Negativo

Controle Positivo

Matéria seca (mg)

518,2 + 56,1
660,4 + 65,1(-27,4)

1362,6 + 124,52
1346,8 + 106,7(1,2)®

1880,8 + 169,27
2007,2 + 122,5(-6,7)%

200 mg/L

A, pyrifolium 400 mg/L

464,6 + 27,4(10,3)°
578,8 + 33(10,3)%®

1182,3 + 124,7(13,2)°
1300,7 + 108(4,5)%°

1646,9 + 132,1(12,4)°
1879,4 + 128,2(0,1)

800 mg/L 458,2 + 62,6(-11,7)° 1224,4 +59,4(10,1)* 1682,6 + 98,1(10,5)"
200 mg/L 456,4 + 26,1(11,9)° 1204,1 + 66,1(11,6)° 1660,5 + 58,9(11,7)°
C, leprosum 400 mg/L 636,7 +58,3(-22,9) 12994 + 69(4,6)%° 1936,1 + 82,2(-2,9)?
800 mg/L 602,4 +59,1(-16,2)® 1349,9 + 43,8(0,9)®  1952,4 + 56,2(-3,8)
Densidade de biomassa (mg/cm)
Controle Negativo - - 320,6 + 27,3
Controle Positivo - - 353,4 + 50,1(-10,2)®
200 mg/L - - 316,6 + 35,9(1,2)™
A, pyrifolium 400 mg/L - - 325,8 + 28(-1.6)™
800 mg/L - - 249,9 + 31,6(22,1)®
200 mg/L - - 292,2 + 10,4(8,9)¢
C, leprosum 400 mg/L - - 337,9 + 15,5(-5,4)%¢
800 mg/L - - 381 + 41,5(-18,8)%®

Médias * desvio padrdo (porcentagem) valores seguidos da mesma letra na mesma coluna e
categoria ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Valores
percentuais negativos de reducdo indicam valores maiores do que o contrele negativo do fator

avaliado.

A matéria seca das raizes sob extrato de C. leprosum com 200 e 400 mg/L, diferiram do
controle negativo, com uma reducdo de 11,9% e um aumento de 22,9%, respectivamente. Os
hipocétilos sob os tratamentos com extratos de A. pyrifolium e C. leprosum com 200 mg/L
tiveram uma reducéo de 13,2% e 11,6 %, respectivamente, apenas estes diferiram do controle
negativo.

As plantulas apresentaram reducdo significativa sob os tratamentos com extrato A.

pyrifolium com 200 e 800 mg/L (12,4% e 10,5%, respectivamente) e C. leprosum com
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200mg/L (11,7%). Entretanto, a densidade de biomassa, um pardmetro que correlaciona a
matéria seca com comprimento das plantulas, ndo identificou nenhuma influéncia significava
dos tratamentos em relacao ao controle negativo.

Estas inibicbes do crescimento (comprimento e matéria seca) observadas em Allium
cepa podem ocorer devido a presenca de sesquiterpenolactonas, as quais potencialmente
podem inibir a sintese de DNA, prejudicando a divisdo celular normal, como observado com a
reducdo do indice mitotico em células de A. cepa tratadas com extrato aquoso de Distephanus
angulifolius, o qual apresenta substancias pertencentes a classe (CHUKWUJEKWU; VAN
STADEN, 2014). De forma similar, os alcal6ides presentes em Erythrina inibem a sintese de
DNA e proteinas (PARSONS; WILLIAMS, 2000), sendo este grupo bastante comum em A.
pyrifolium (NOGUEIRA et al., 2014).

Congruente a esses efeitos, alguns metais pesados nos extratos podem inferir reducéo da
divisdo celular, assim como o0s obtidos de Azadirachta indica, Mangifera indica,
Cymbopogon citratus e Morinda lucida, os quais apresentam zinco, cobre, manganés, ferro,
cadmio e chumbo em diferentes concentracfes (AKINBORO; BAKARE, 2007; AJASA et al.,
2004; HAIDER et al., 2004).

Em contrapartida, cumarinas e flavonoides tem sido atribuidas a processos anti-
proliferativos e antioxidantes (KOSTOVA, 2006; BEN AMMAR et al., 2008). Os
antioxidantes sdo conhecidos por serem agentes anti-mutagénicos universais (ODIN, 1997;
SARKAR ET AL., 1997; GIRI; KHYNRIAM; PRASAD, 1998), tem como comuns
representantes o acido ascorbico (vitamina C) e -caroteno, mas também os taninos (KAUR;
GROVER; KUMAR, 2000), as auronas (ZAMPINI et al., 2008; KAUR et al., 2009), os
flavonoides (ZHAI et al., 1998; PEREZ-CARREON et al., 2002), as saponinas (LEE et al.,
1999), fendis e terpendides (ANANTHI et al., 2010) que possuem efeitos anti-mutagénicos e,
todos exceto estes dois ultimos, foram encontrados no extrato aquoso de Erythrina velutina,
que apresentou efeito antigenotoxico (SILVA et al., 2013).

O grupo hidroxila presente em compostos fendlicos tem propriedades redox, permitindo
atuar como agente redutor (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992; PIETTA, 2000), apesar que
Ivanova et al. (2005) sugere que nem todos polifendis possuem atividade antioxidante. Muitas
dessas substancias citadas acimas podem ser identificadas qualitativamente em ambos
extratos, o que pode esta correlacionado a variabilidade dos efeitos (redugdo ou aumento) nas

diferentes concentracdes dos extratos testados.
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Foi observado que o sulfato de cobre 3 mg/L ndo se mostrou um controle positivo
eficiente, pois foi verificada igualdade estatistica com o controle negativo em todas as fases
da mitose e no indice mitotico (Tabela 2).

Estas condicdes divergem do estudo realizado por Yildiz et al. (2009), o qual observou
diferenga estatistica significativa do tratamento com &agua destilada (controle negativo) e
igualdade com metil-metanosulfonato 10 mg/L, um controle positivo comumente utilizado no
teste de Allium cepa (SILVA et al., 2013; FRANCO et al., 2015). Uma diferenca importante,
é que nos trabalhos acima citados ocorreram trocas diarias das solu¢des nas quais as raizes
estavam expostas, evitando oxidagdo e neste trabalho foi utilizado apenas uma solugdo Unica

que teve o volume completado diariamente.

Tabela 2. indice mitético e valor limite de citotoxidade de Allium cepa sob o efeito do extrato aquoso

de A. pyrifolium e C. leprosum.

Tratamento Proéfase Metafase Anéfase Telofase IM (%)  VLC (%)
Controle Negativo 6,3+13* 75+31* 145+45® 3+08* 31+06® -*
Controle Positivo 6 + 6" 6,5+ 6° 123+8,1*® 15+1,3° 23+21% 74

200mg/L 13,3+2,28 118+24* 123+52® 55+17° 43+0,7% 137
A. pyrifolium 400 mg/L 13+35® 8+6,3" 85+58% 97+15 45+01% 143
800 mg/L 7,5+ 3% 7+2,9 125+£3,3% 27+21 31+£12% 100

200mg/L 2,8+15° 38+26% 28+24° 25+19* 12+05° 38%
C.leprosum 400 mg/L 10+12®  10,8+4,8® 17+ 7? 35+1% 41+12% 132
800 mg/L 7,5+3,1% 3+26° 95+44®% 33+15"° 27+13" 86

Médias + desvio padrdo na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Valor de referéncia para o valor
limite de citotoxidade (VLC). Sb — subletal.

A avaliacdo das células em mitose sob o tratamento do extrato aquoso de A. pyrifolium
mostrou que elas nao diferiram estatisticamente significativamente, com excec¢do das células
em teldfase, sob o tratamento 400 mg/L que apresentaram aumento de seu numero médio,
resultando em uma distribuicdo em pardbola negativa. O indice mitético (IM) deste
tratamento apresentou valores médios iguais ou superiores aos observados no controle

negativo, refletindo em valores limites de citotoxidade > 100% (Tabela 2).
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Na andlise do IM no bioensaio com extrato de C. leprosum (Tabela 2) observou-se que 0s
valores ndo diferiram estatisticamente do controle negativo, mas o tratamento com 200 mg/L
apresentou uma diferenca em relacdo ao tratamento com 400 mg/L. Os valores médios das
células em mitose observadas com 400 mg/L de C. leprosum diferiram apenas do tratamento
com 200 mg/L e exclusivamente em préfases e metéfases, resultando em IM de 4,1%, com
VLC de 132%. Isso pode ter ocorrido devido a dissociacdo de algumas substancias quimicas
devido ao maior volume de agua do tratamento com 400 mg/L em relacdo ao de 200 mg/L,
levando a uma reducdo no namero de células em divisdo, o que refletiu no valor limite de
citotoxidade (VLC), sendo esta substancia classificada como subletal a 38%.

O sistema de controle do ciclo celular efetua processos regulatorios baseando-se em
pontos de verificacdo, sendo os trés principais: inicio ou G1/S; G2/M; transicdo metafase-
anafase (MORGAN, 2007). No entanto, quando analisadas as células expostas a tratamentos
com extratos de A. pyrifolium e C. leprosum foi observado um bloqueio do ciclo celular em
anafase, como € evidenciado pelo aumento na propor¢do de células em anafase (Figura 1),

para ambas espécies.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

% Teldfase
O Anafase
B8 Metafase
B Profase

\
.

Fases Mitoticas (%)

0 % I-I-I-I

Tratamento

Figura 1. Percentual das fases do ciclo celular de Allium cepa sob o efeito do extrato aquoso de A.
pyrifolium (A) e extrato aquoso de C. leprosum (C), nas concentracfes 200, 400 e 800 mg/L, controle

negativo (CN) e controle positivo (CP).
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Existe uma correlagdo linear entre os parametros macroscopicos e microscopicos, de
modo que em Allium cepa, com a reducdo do crescimento de raizes, também ocorre reducédo
do nimero de células em divisdo, ou seja, do indice mitdtico (FISKESJO, 1985;
AKINBORO; BAKARE, 2007; BORGES et al., 2011), que ocorre no meristema apical,
podendo ser observado em associacdo com 0 aparecimento de raizes atrofiadas, indicando
atraso no crescimento e citotoxidade (YILDIZ et al., 2009), esta correlacdo pode também ser
putativamente associada a matéria seca, pois ela é produto do crescimento e alongamento
celular multidimensional. No entanto, o comprimento e a matéria seca nos diferentes tecidos
observados nesse estudo aparentemente ndo estdo correlacionados com o indice mitético.

As analises bioquimicas quantitativas revelaram a presenga de substancias fenolicas
(Tabela 3), os quais sdo comumente associados a processos antioxidantes, e sdo conhecidos
por serem anti-mutagénicos (ODIN, 1997; SARKAR et al., 1997; GIRI et al., 1998). As
antocianinas e os flavonoides até entdo ndo haviam sido quatificadas em extratos de A.
pyrifolium e C. leprosum, no entanto estes ultimos ja foram relatados em C. leprosum
(FACUNDO et al., 1993).

Tabela 3. Dosagem de metabdlitos no extrato aquoso de A. pyrifolium e C. leprosum.

Metabolito Espécie / Concentracao (ug/g)*
A. pyrifolium C. leprosum
Polifendis Extraiveis Totais 1036,11 3057,68
Flavonoides Amarelos 8,18 8,45
Antocianinas 0,62 0,27

*Dosagem em microgramas dos metabolitos por grama do extrato liquido

O elevado conteudo de polifendis nos extratos, cuja a composicdao apresenta
possivelmente fendis, taninos, depsideos e depsidonas, provavelmente age em antagonismo a
alguma substancia tdxica presente nos extratos, fazendo que ndo se identifiqgue um efeito
dose-resposta linear sob o comprimento, matéria seca e indice mitético dos tecidos expostos

de Allium cepa.
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Os extratos apresentaram efeitos tdxicos nas menores concentragdes na maioria das
andlises, contudo alteracdes sobre a concentracdo de 800 mg/L foram recorrentes, podendo
estar associado ao fator de dissociacdo de cada componente dos extratos, fazendo com que
tenham, em conjunto, efeitos distintos em cada concentracdo, ndo seguindo um modelo dose-
resposta. Estudos com extratos obtidos com solventes organicos e seus fracionamentos séo
necessarios para elucidar a citoxidade dos extratos aquosos de Aspidosperma pyrifolium e

Combretum leprosum.
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