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POTENCIAL TOXICO, CITOTOXICO E MUTAGENICO DE EXTRATOS AQUOSOS DE
Licania rigida (CHRYSOBALANACEAE) EM CELULAS IN VIVO

Melo, Naama Jessica de Assis. Potencial toxico, citotoxico e mutagénico dos extratos aquosos
de Licania rigida (Chrysobalanaceae) em células in vivo. 2015. 68f . Dissertacdo (Mestrado
em Producdo Animal: Caracterizacdo, Conservacdo e Melhoramento Genético de Recursos
Locais) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

RESUMO: Plantas toxicas de interesse pecuario ocasionam prejuizos relevantes aos
produtores. No Nordeste brasileiro, essas plantas causam perdas econémicas diretas e
indiretas por prejudicarem a saude dos animais. Entre estas plantas est4 incluida a espécie
Licania rigida, popularmente denominada oiticica. E encontrada na maioria dos estados do
Nordeste e suas folhas podem ser utilizadas na alimentacdo de caprinos e ovinos na regido do
semiarido. Foram avaliados os efeitos toxico, citotdxico e mutagénico de extratos aquosos de
folhas de L. rigida em Allium cepa (cebola) e em camundongos Swiss (Mus musculus). Para
avaliacdes em bulbos de cebola (crescimento de raizes e indice mitdtico) foram utilizados
folhas secas e frescas, no seguinte delineamento experimental: controle negativo: (&gua
destilada); concentracdo de 5 mg/L, 50 mg/L e 300 mg/L do extrato. E para camundongos
foram utilizadas apenas o extrato de folhas secas para avaliagdo comportamental, de
mortalidade (DL50), mutagenicidade (teste do microndcleo) e citotoxicidade (células
binucleadas). N&o houve citotoxicidade, mas sim efeito subletal na concentracdo de 300 mg/L
do estrato de folhas frescas e pode ter ocorrido efeito alelopatico dos dois tipos de extratos
sobre os bulbos de cebola. Em camundongos, o extrato de folhas secas ocasionou mudangas
comportamentais e apresentou toxicidade (DL50=502,76 mg/kg). Ndo foram evidenciadas
mutagenicidade e citotoxicidade, pois 0s resultados entre os tratamentos ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (0=0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Alelopatia, Allium cepa, Medula éssea, Mus musculus.



TOXIC, CYTOTOXIC AND MUTAGENIC POTENTIAL OF THE AQUEQOUS EXTRACTS
OF Licania rigida (CHRYSOBALANACEAE) IN CELLS IN VIVO

Melo, Naama Jessica de Assis. Toxic, cytotoxic and mutagenic potencial of the aqueous
extracts of Licania rigida (Chrysobalanaceae) in cells in vivo. 2015. 68f. Dissertation (Master
Science Degree in Animal Science: Characterization, Conservation and Genetic Improvement
of Local Resources) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor-RN,
2015.

ABSTRACT: Toxic plants of livestock interest cause relevant damages to producers. In
Brazilian Northeast, these plants cause direct and indirect economic losses by causing the
health of animals. Among these plants is including Licania rigida, popularly called oiticica. It
is found in most states of the Northeast and its leaves are fed to goats and sheep in the
semiarid region. We evaluated the toxic effects of cytotoxic and mutagenic aqueous extracts
of L. rigida leaves in Allium cepa (onion) and Swiss mice (Mus musculus). For evaluations in
onion bulbs (root growth and mitotic index) dried and fresh leaves are used in the following
experiment: negative control: (distilled water); 5 mg/L, 50 mg/L and 300 mg/L of the extract.
And for mice were only used the extract of dried leaves for behavioral assessment of mortality
(LD50), mutagenic (micronucleus test) and cytotoxicity (binucleated cells). There was no
cytotoxicity but sublethal effect on the concentration of 300 mg/L of the layer of fresh leaves
may have occurred and allelopathic effect of the two types of extracts on the onion bulbs. In
mice, the extract of dried leaves caused behavioral changes and presented toxicity (LD50 =
502.76 mg/kg). Mutagenicity and cytotoxicity were not evident because the results between
treatments showed no statistically significant differences (o = 0.05).

KEYWORDS: Allelopathy, Allium cepa, Bone marrow, Mus musculus.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

A toxicologia envolve o estudo qualitativo e quantitativo dos efeitos adversos de
substancias quimicas ou outros materiais sobre organismos expostos. Os testes de toxicidade
consistem em se expor organismos representativos durante um periodo determinado a varias
concentragfes de uma ou mais substancias e avaliar os efeitos causados. Os efeitos toxicos
védo desde a mortalidade até efeitos chamados subletais, tais como mudangas no crescimento,
na reproduc&o, no comportamento, entre outros (ABRAHAO; SILVA, 2002).

Os efeitos deletérios podem ser de dois tipos, agudo ou crénico. O efeito agudo é
definido como uma resposta severa e rapida a um estimulo, a qual se manifesta num intervalo
curto, variando de 0 a 96 horas. Para se avaliar efeitos agudos utiliza-se, em geral, o
parametro DL50, que é a concentracdo do agente toxico que causa letalidade ou outro efeito
em 50% dos organismos em teste, principalmente camundongos da espécie Mus musculus. O
efeito cronico é normalmente resultado de exposicOGes repetidas ou de longa duracdo,
geralmente com baixas concentracdes de exposicdo (ABRAHAO; SILVA, 2002).

Além dos estudos dos efeitos toxicos, camundongos também podem ser utilizados em
testes de mutagenicidade, ou seja, avaliacGes que identificam quebras cromossémicas devido
a uma substancia ou um grupo de substancias mutagénicas. Uma das metodologias bastante
utilizada para avaliagdo de possiveis danos mutagénicos é o teste de microndcleos,
desenvolvido em eritrocitos de medula 6ssea ou do sangue periférico de camundongos. Este
teste possui capacidade de detectar agentes clastogénicos (quebra de cromossomos), e/ou
agentes aneugénicos (segregacao cromossdmica anormal) (CELIK; KANIK, 2006).

Os testes biologicos de mutagenicidade também podem ser realizados com plantas.
Neste material, a analise consiste em verificar a frequéncia de micronlcleos, aberracdes
cromossdmicas e alteracbes no indice mitdtico nas células do meristema radicular. O
resultado fornece a informacdo se a substancia estudada € citotoxica. Esses testes fornecem
parametros significantes para avaliar a toxicidade de substancias e misturas complexas sem se
ter conhecimento sobre sua composicao, podendo servir como primeiro indicador de dano e
acdo toxica (CHANDRA et al., 2005).

Entre os sistemas de testes adequados para 0 monitoramento da toxicidade, o teste
Allium cepa é muito conhecido e comumente utilizado em muitos laboratorios. A mitose no
meristema do apice radicular de A. cepa foi material pioneiro para estudos de clastogénese,

resultado da acdo de agentes fisicos e quimicos (FISKESJO, 1985).
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As cebolas sdo féaceis de serem armazenadas, manuseadas e as células da raiz
constituem um sistema conveniente tanto para parametros macroscopicos (crescimento,
deformidade), quanto para parametros microscéopicos (indice mitético). Os resultados com o
teste Allium cepa tém mostrado um bom desempenho em comparacdo com outros sistemas,
tanto para eucariotos quanto para procariotos (FISKESJO, 1988). Vérios autores consideram
este teste um bioensaio simples, sensivel, rapido e barato. Além disso, A. cepa apresenta
muitas células em divisdo, com crescimento rapido da raiz, e disponibilidade durante o ano
todo. Dessa forma, o teste Allium € capaz de predizer a ocorréncia de toxicidade (FISKESJO,
1993).

Quando o material a ser estudado quanto a sua toxicidade e citotoxicidade em Allium
cepa possui origem vegetal, como por exemplo, extratos vegetais, e quando eles exercem
efeitos sobre a cebola diz-se que o extrato é alelopatico. A alelopatia pode ser definida como
um processo onde os produtos do metabolismo secundério de um determinado vegetal sdo
liberados, influenciando na germinacéo e no desenvolvimento de outras plantas (GOLDFAR
et al., 2009).

Os efeitos alelopaticos sdo mediados por substancias que pertencem a diferentes
categorias de compostos secundarios (GOLDFAR et al., 2009). A espécie Licania rigida
Benth., popularmente conhecida como oiticica possui diversos compostos secundarios, como
tocoferodis, esteroides e flavonoides (BEZERRA, 2011), que podem ser potencialmente
alelopaticos.

L. rigida estd incluida na familia Chrysobalanaceae, que compreende
aproximadamente 20 géneros e 500 espécies, onde é representada por arvores e arbustos. O
género Licania é composto por 250 espécies (SOUSA et al., 2005). Licania rigida é endémica
do Nordeste brasileiro e € uma arvore de copa densa e tronco curto, podendo atingir até 15 m
de altura, com folhas simples e frutos de forma oblongas ou as vezes, arredondadas, contendo
uma Unica semente rica em 6leo (DINIZ et al., 2008).

A oiticica apresenta grande importancia para a regiao por preservar as margens dos
rios e riachos temporarios na regido da caatinga e por produzir 6leo com propriedade secante.
Atualmente o 6leo é empregado na industria de tintas de automdvel e de impressoras a jato de
tinta, além de vernizes e outros afins. E uma planta que tem se destacado entre as oleaginosas
com potencial para a sustentabilidade do biodiesel no semiarido, constituindo uma fonte de
renda e de absor¢do de méo de obra para muitas familias rurais (VIEIRA, 2010).

A espécie L. rigida também esta incluida na categoria de plantas toxicas de interesse

pecuario, ou seja, plantas capazes de causar danos aos animais de producao com reflexos na
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salde e vitalidade dos mesmos, ocasionando um desequilibrio no animal com sintomas de
intoxicagdo. Animais de producdo, como caprinos e ovinos, costumam consumir as folhas
desta especie, lhes causando um quadro de compactacdo ruminal (COSTA et al., 2011).

Diante disso, os estudos dos efeitos toxicos, citotdxicos e mutagénicos de L. rigida
podem auxiliar em um melhor manejo da alimentagdo dos animais de producdo no semiarido
nordestino.
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RESUMO

Algumas espécies de plantas possuem toxinas que podem ocasionar danos fisicos e genéticos
nos animais de producdo, principalmente através da alimentagdo. Com isso, 0 agronegdcio
sofre diminuicdo no ndmero de animais saudaveis e perdas econémicas. Muitas dessas
espécies de plantas tdxicas sdo encontradas e utilizadas na regido semiarida do estado do Rio
Grande do Norte, por exemplo, Licania rigida (oiticica). O objetivo desse trabalho foi realizar
uma revisdo de literatura sobre o estudo potencial dos efeitos toxicos, genotoxicos e
mutagénicos de L. rigida. Foram realizadas buscas nas bases de dados LILACs, Scielo,
Google Académico, Periddico CAPES, Pubmed e livros, acerca de estudos sobre a toxicidade
dessa planta utilizando descritores em portugués e inglés. Foi observado que os efeitos toxicos
conhecidos produzidos pela L. rigida nos animais de producdo sdo principalmente fisicos e
fisioldgicos, ocasionando a condicdo de compactacdo ruminal. Entretanto, ndo se tem
conhecimento sobre os efeitos toxicos no nivel celular. Também foi verificado que para
estudo de citotoxicidade pode ser utilizado o teste de alongamento de raizes, com Allium
cepa, como organismo modelo e para os testes genotdxicos, os mais utilizados sdo: 0 ensaio
do cometa, para avaliacdo da genotoxicidade, e teste do micronucleo, para mutagenicidade,
fazendo uso de camundongos, como bioindicadores. Denota-se a necessidade de pesquisas
sobre a genotoxicidade da espécie citada, para melhor avaliar as consequéncias nos animais
de producéo.

Descritores: genotoxicidade, plantas toxicas, semiérido

LICANIA RIGIDA: POTENTIAL FOR TOXICITY, GENOTOXICITY AND
MUTAGENICITY STUDIES IN ANIMAL PRODUCTION

ABSTRACT
Some plant species have toxins that can cause physical and genetic damage in animal
production, mainly through diet. With this, the agribusiness suffers decrease in the number of
healthy animals and economic losses. Many of these toxic species of plants are found and
used in the semiarid region of the state of Rio Grande do Norte, for example, Licania rigida
(oiticica). The aim of this study was to review the literature on the potential study of the toxic,
genotoxic and mutagenic effects of L. rigida. Searches were conducted in the LILACsS,
SciELO, Google Scholar, Journal CAPES, Pubmed data and books about studies on the
toxicity of this plant using descriptors in Portuguese and English. It was observed that
produced by the known toxic effects of L. rigida in animals production are primarily physical

23


mailto:marcossousa@ufersa.edu.br

and physiological, causing the condition of rumen compression. However, there is no
knowledge about the toxic effects at the cellular level. It was also found that to study the
cytotoxicity test elongation of roots, with Allium cepa, and as a model organism for genotoxic
tests can be used, the most used are: the comet assay to assess the genotoxicity, and
micronucleus test for mutagenicity, using mice, as bioindicators. The need for research on the
genotoxicity of species cited is demonstrated, to better assess the consequences in livestock.

Keywords: genotoxicity, toxic plants, semiarid

INTRODUCAO
A Caatinga € um bioma composto por vegetacdo com arbustos espinhosos e florestas

sazonalmente secas que cobre a maior parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e o norte de Minas Gerais, no vale do
Jequitinhonha. Muitas espécies vegetais sdo utilizadas na medicina popular, para tratamento
de tosses, gripes, coqueluche, enxaqueca, dentre outras enfermidades. Contudo, outras
espécies possuem toxinas prejudiciais aos seres humanos e aos animais, principalmente, de
producdo, pois podem se alimentar constantemente dessas plantas (1).

As toxinas presentes nas plantas podem influenciar diretamente na producdo animal,
sendo capazes de promover importantes prejuizos ao agronegécio. Uma interessante forma de
classificar estes prejuizos é em perdas diretas (morte, perda de peso ou reducdo do
crescimento, distdrbios reprodutivos) e indiretas (custo médicos, construcdo de cercas,
alteraces no manejo) (2).

Com relacdo aos prejuizos diretos, a mortalidade de animais promovida por plantas
toxicas €, sem davida alguma, o que mais chama a atencdo, especialmente quando afeta uma
grande porcentagem do rebanho. O numero de bovinos mortos por plantas toxicas no Brasil
foi estimado, em 2001, entre 800.000 e 1.120.000 (3). Entretanto, como este ndmero foi
obtido a partir da extrapolacdo da mortalidade por plantas ocorrida nos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, provavelmente esteja subestimado, uma vez que a taxa de
mortalidade por plantas € maior nas regifes Centro-Oeste, Nordeste e Norte do que nas
regides Sul e Sudeste (2). Diversos outros fatores contribuem diretamente para o prejuizo
causado pelas plantas toxicas, tais como a reducdo no ganho de peso ou mesmo a perda de
peso e distdrbios reprodutivos (por exemplo, abortamentos, malformagfes e menor taxa de
concepgdo) (4,3). No entanto, é extremamente dificil fazer este célculo para a pecuéria
nacional (5).

No semiarido, a pecuaria € geralmente extensiva, com excecao de algumas areas com

desenvolvimento econdmico, principalmente grandes centros urbanos. A bovinocultura de
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leite € ainda a principal atividade econémica da regido. No entanto, a criacdo de caprinos e
ovinos teve um significativo crescimento nos Gltimos anos, principalmente pela criacdo de
ovinos de corte Santa Inés, que esta trazendo para a regido alto retorno financeiro e a
oportunidade de melhorar geneticamente o rebanho. Um dos principais fatos limitantes a
pecuaria do semiarido é a ocorréncia de doencas e, dentre essas, as intoxicacdes por plantas,
que em algumas regides séo pouco conhecidas (6).

Para isso foi realizada uma revisdo de literatura com o objetivo de ampliar o
conhecimento sobre a espécie Licania rigida e seu potencial estudo de efeitos toxicos,

genotdxicos e mutagénicos na produgdo animal.

MATERIAL E METODOS

As bases de dados utilizadas para a elaboracdo do presente artigo foram: SciELO,
PubMed, Google Académico e Periddicos CAPES. A pesquisa bibliogréfica incluiu artigos
originais e de revisdo, teses e dissertagfes, nos idiomas inglés e portugués. Os descritores
utilizados isolados e em varias combinacdes foram: caatinga, plantas tdxicas, genotoxicidade,
mutagenicidade, Licania rigida e organismos bioindicadores.

Em relacdo aos periodicos foram considerados os estudos publicados entre 1957 e
2014 (brasileiros e internacionais) e foram excluidos os textos que desviavam do proposito do
estudo.

O BIOMA CAATINGA

O termo “caatinga” ¢ de origem Tupi e significa “mata branca”, referindo-se ao aspecto
da vegetacdo durante a estacdo seca, quando a maioria das arvores perde as folhas e os troncos
esbranquicados e brilhantes dominam a paisagem (7). Caatinga é um bioma onde dominam
dois tipos de vegetacdo: um constituido de arvoretas e arbustos deciduos durante a seca,
frequentemente armados de espinhos (aclleos), e outro de cactaceas, bromeliaceas e ervas
quase todas anuais (8-9).

A caatinga é o0 Unico bioma exclusivamente brasileiro e engloba os Estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe
e o0 norte de Minas Gerais (10). O Rio Grande do Norte € um dos Estados que possui maior
diversidade de espeécies vegetais pertencentes a Caatinga devido as suas caracteristicas de
solo, clima e formagdes geoldgicas. O diagnostico florestal do Rio Grande do Norte realizado

pelo projeto PNUD/FAO/IBAMA (11) informa que a Caatinga compreende um ndmero
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elevado de comunidades vegetais tipicamente compostas por espécies xerdfilas. Entre estas se
encontram algumas espécies toxicas (12).

PLANTAS TOXICAS PARA ANIMAIS DE PRODUCAO

Plantas tdxicas de interesse pecuario, sdo consideradas toxicas apenas, quando sob
condicBes naturais, causam danos a saude, produzem quadros clinico-patolégicos ou mesmo a
morte do animal (2). Algumas plantas apresentam toxicidade apenas no nivel experimental,
em condicdes de laboratorio. Portanto, elas sdo tdxicas, mas ndo sao consideradas plantas
toxicas de interesse pecuario.

Em diversas ocasifes, as plantas toxicas sdo consumidas por animais de interesse
pecuario. Os principais fatores que ocasionam a ingestdo dessas plantas sdo a falta de
pastagens adequadas e escassez de alimento. Mesmo quando ndo sdo palataveis, elas séo
ingeridas, gerando intoxicac6es e morte dos animais (5, 13).

No Brasil, devido a caréncia de dados sobre a frequéncia das causas de mortalidade em
alguns Estados, é dificil definir o impacto econdmico causado pelas perdas por morte de
animais devido as plantas toxicas. O prejuizo econémico causado pela intoxicacao por plantas
na exploracdo dos animais de producdo, nem sempre se faz de forma direta, pela simples
ingestdo da planta tdxica, com consequentes perdas e mortes de animais, diminuicdo da
producdo (carne, leite ou 18) e custos das medidas de controle e profilaxia (3). Também ocorre
indiretamente, por meio da contaminacdo acidental de alimento e produtos agricolas

contaminados por plantas toxicas usadas na composicao de racdes (5).

e Licaniarigida (Benth.)

A oiticica (Licania rigida Benth.) (Figura 1), pertencente & familia Chysobalanaceae, é
uma espécie endémica do Nordeste brasileiro, encontrada dos sertdes até o litoral, preferindo
solos aluvides (neossolos flavicos) as margens dos cursos d’agua. Ela pode ser encontrada nos
Estados da Bahia, Cear4, Paraiba, Piaui e Rio Grande do Norte. E uma arvore de copa densa e
tronco curto, podendo atingir até 15 metros de altura com folhas simples, coriaceas e
esbranquicadas na face inferior. A inflorescéncia é paniculada, os frutos sdo drupas de forma
oblonga e, as vezes, arredondados contendo uma Unica semente rica em 6leo (14).

E uma planta perene, de grande porte e longevidade, oriunda do Brasil, encontrada de
50 até 500 m de altitude, nos aluvides marginais dos rios e riachos. Ramifica-se pouco acima
do ch&o e a copa pode atingir até 15-20 m de circunferéncia, armazenando nutrientes no caule

e nas raizes na forma de agua, hidratos de carbono, acidos organicos e outras substancias, a
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fim de sobreviver os anos de seca. A inflorescéncia se da em espigas racemosas, situadas nas
pontas dos ramos, aparecendo no més de junho até outubro com flores amareladas pequenas e
hermafroditas. A floracdo € continua até 100 dias desde a primeira até a Gltima flor. Quando
as Ultimas flores sdo fecundadas, os primeiros frutos apresentam-se com cerca de trés cm (14).

O florescimento desta espécie ocorre nos meses mais quentes do ano, de julho a
dezembro, e a maturagéo dos frutos durante os trés primeiros meses do ano. As sementes séo
dispersas por passaros, morcegos e, principalmente, pela agua. A sua germinacéo € tida como
tardia e desuniforme (15).

Além da extracdo industrial do 6leo de suas sementes, importante fonte de renda, entre
as décadas de 1930 e 1950, para os sertanejos, € também utilizada como planta medicinal,
sendo as folhas usadas no tratamento de diabetes e inflamacgdes (16-17). O dleo das sementes
também pode ser empregado na inddstria de tintas automotivas e na industria de tintas para
impressoras a jato, bem como vernizes e outros devido ao elevado efeito de secagem (18).

As folhas de L. rigida embora, por muitas vezes, utilizadas na alimentacdo bovina no
Sertdo Paraibano possuem ac¢do tdxica ocasionando compactacdo ruminal (6) (Figura 2). Essa
doenca afeta no semiarido animais alimentados com forragens secas com pouca
digestibilidade, ricos em lignina, com baixos niveis de energia e proteina digeriveis, e
frequentemente esté associada a ingestdo de pouca agua (19).
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Figura 2. Ovino com abdémen distendido devido a compactacdo do rimen (21).

TOXICIDADE

Bioensaios de ecotoxicidade sdo metodologias analiticas que permitem caracterizar a
toxicidade de substancias quimicas em geral. A exposicdo de organismos Vivos
(bioindicadores) a estas substancias € uma ferramenta valiosa de analise ambiental (22).

Os testes com plantas podem ser utilizados em cinco categorias diferentes:
biotransformacéo, transformacdo de compostos causados pelas plantas; captacdo da cadeia
alimentar, quantidade e concentracdo de elementos toxicos que podem entrar na cadeia
alimentar através da captacdo das plantas; sentinela, monitoramento de poluentes observando
os sintomas de toxicidade exibidos pelas plantas; indicadoras, plantas que indicam as
caracteristicas do solo, tanto fisicas, quanto quimicas; toxicidade, indicativo de efeitos
toxicos. Dentre todos estes testes, este Ultimo tem recebido maior aten¢do nos ultimos anos.
(23)

Os testes de toxicidade podem ser classificados de acordo com o tempo de exposi¢ao
(agudo ou crénico), o modo do efeito (morte, crescimento, reproducdo) ou a resposta do efeito
(letal ou subletal) (22).

Em plantas a toxicidade pode ser determinada pela germinagdo das sementes,
crescimento da raiz e da muda (24). O teste de crescimento de raizes € um dos mais utilizados
com as espécies vegetais, pois é simples, rapido, de facil execucédo e tem sido aplicado em
estudos de toxicidade para a verificacdo dos efeitos toxicos causados pela exposicdo de

meristemas das raizes dos bulbos a substancias a serem testadas.
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O crescimento de raizes pode também ser verificado através da exposicdo de
sementes, verificando a toxicidade de substancias ou de efluentes. Que consiste na exposi¢do
de sementes, em substrato solido umedecido com a substancia que se deseja testar para
verificar porcentagem de germinacéo, e/ou vigor no crescimento da raiz das plantulas (25).

A espécie Allium cepa (cebola) tem sido indicada como um eficiente organismo para
testes de toxicidade, devido a sua cinética de proliferacdo celular, crescimento rapido de suas
raizes, grande nimero de células em divisdo, alta tolerancia a diferentes condic¢des de cultivo,

disponibilidade durante o ano todo e facil manuseio (26).

GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

Mutacdo € o processo pelo qual um gene sofre mudanca estrutural. O &cido
desoxirribonucleico (DNA) sofre alteracdes, que podem ser causadas por erros durante a sua
duplicacdo, ou na divisdo celular, de maneira espontanea ou induzida por agentes genotdxicos
ou mutagénicos (27).

Muitas das mutacdes ndo implicam em mudancas detectaveis na atividade metabolica
da célula ou do organismo. Como por exemplo, as que determinam a morte celular.
Entretanto, outras muta¢des podem determinar vantagens ou um crescimento desordenado das
células (27). Estas alteracbes genéticas no DNA sdo eventos significativos no processo de
carcinogénese e de outras doencas degenerativas.

Vaérios trabalhos sugerem que as alterac6es nucleares (por exemplo, micronicleos) sao
consequéncias de manifestacdes diretas de dano ao DNA ou de defeitos no mecanismo de
reparo genético (27).

Os estudos genotoxicos analisam a capacidade que algumas substancias tém de induzir
alteracdes no material genético de organismos. J& 0s mutagénicos dizem respeito ao estudo da
inducdo de alteragbes da quantidade ou da estrutura do material genético transmissiveis
permanentemente. Os testes de genotoxicidade visam detectar mutagenos e carcin6genos,
estudar os mecanismos de mutagénese e carcinogénese quimica e avaliar os perigos de
compostos quimicos mutagénicos e carcinogénicos para 0s organismos (28).

Existem organismos mais sensiveis aos ensaios para avaliacdo de genotoxicidade e
mutagenicidade, chamados organismos bioindicadores. Os bioindicadores sdo espécies,
grupos de espécies, ou comunidades bioldgicas cuja presenca, quantidade e distribuicdo
indicam a magnitude de impactos ambientais nos ecossistemas. Também, sdo definidos como
organismos ou comunidades que respondem & poluicdo ambiental alterando suas funcGes

vitais ou acumulando substancias quimicas nocivas (32).
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Camundongos ou ratos sdo frequentemente utilizados para avaliagdo de
mutagenicidade e genotoxicidade em testes in vivo, em sistemas celulares de mamiferos (33).
Além disso, apresentam outras vantagens, como: facilidades de manuseio, de alimentacdo, da

execucdo de procedimentos técnicos e de custo operacional (34).

e Teste de micronucleo

Um teste muito utilizado, denominado teste do micronucleo (MN) é um bioindicador
de efeito clastogénico ou aneugénico, que revela a instabilidade gendmica (30). Este teste
mostra 0s micronucleos, que sdo formados, espontaneamente ou apos a exposicdo celular a
agentes mutagénicos, a partir de pequenos fragmentos de cromossomos acéntricos que nao
foram incorporados no ndcleo ou por cromossomos inteiros que se atrasaram na anafase
durante a divisdo celular (31). Os microndcleos depois de formados ficam localizados no
citoplasma das células, sem qualquer conexao estrutural com nucleo principal (35).

O teste de micronucleo (MN) é um ensaio que avalia alteragdes nucleares, resultantes
da perda de informacéo genética do nucleo principal. Estdo diretamente relacionados a perda
de cromatina em consequéncia de dano cromossdmico estrutural ou no aparelho mitético (35).
Sdo considerados micronucleos apenas os corpusculos de massa de cromatina que em relacéo
ao nudcleo apresentaram aproximadamente 1/3 do seu tamanho, estando nitidamente
separados, com bordas distinguiveis, mesma cor e refringéncia durante a visualizacdo no
microscopio (36).

A maior vantagem dessa analise de mutagenicidade, em relacdo ao teste tradicional de
aberracbes cromossomicas (AC), é que o teste de micronicleo pode detectar danos e
mutacdes causados por processos clastogénicos (aqueles que quebram cromossomos) que néo
foram reparados pelos mecanismos enzimaticos de reparo da informacéo genética contida no
material nuclear (37). Também é capaz de detectar agentes aneugénicos (aqueles que induzem
aneuploidia ou segregacdo cromossdmica anormal, podendo conter cromossomos inteiros)
(38).

Em roedores, ap0s a substancia a ser avaliada ser administrada, o efeito pode ser
observado em esfregacos de células da medula 6ssea ou de sangue periférico (39). Na medula
Ossea, durante o processo de divisdo celular, os eritroblastos sofrem duplicacdo final dos
cromossomos, diferenciando-se em eritrocitos jovens, ricos em ribossomos. Nestes eritrocitos
policrométicos, o micronicleo permanece no citoplasma onde pode ser facilmente
visualizado. Tal fato permite sua diferenciagdo dos eritrocitos maduros ou normocromaticos

onde ja ocorreu a extrusdo do nucleo (40).
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Além disso, o microndcleo possui grande probabilidade de ter sido gerado a partir de
danos cromossdmicos induzidos recentemente, na presenca de uma substancia que causou
este dano, pois o eritrocito policromatico tem um tempo de vida relativamente curto (40,41)
(Figura 3).

Se forem contados os microndcleos apenas nesse tipo de célula, havera a seguranga de
que eles se formaram na mitose anterior, na presenca do agente mutagénico. Como o periodo
entre a Ultima divisdo e a formacao do eritrocito policromético (EP) € de 8 a 12 horas, s6
serdo encontrados micronucleos induzidos pelo agente cerca de 10 horas ap06s o tratamento.
Além disso, o intervalo minimo no qual os micronucleos podem ser detectados corresponde a
duracdo do estagio de policromatico, entre 10 a 24 horas (41,40).

Os eritrocitos policromaticos de sangue periférico de camundongos também podem ser
utilizados no teste, uma vez que as células micronucleadas ndo sdo eliminadas pelo baco,
como ocorre nos ratos. Dessa forma, deve-se ter o cuidado de coletar essas células apds, no
minimo, 36 horas ap6s a administracdo da substancia teste, que é quando os eritrdcitos
micronucleados comecam a aparecer na corrente circulatoria (42).

Os resultados positivos obtidos com o teste do micronucleo fornecem fortes evidéncias
de mutagenicidade sistémica do extrato avaliado. Sob condi¢des experimentais apropriadas,
0s resultados negativos suportam a conclusdo de que a substancia teste ndo é mutagénica in
vivo (43).

Figura 3. Célula policromética com micronucleo, corado pelo método de Giemsa, aumento de
1000 x (44).

e Ensaio do cometa
O potencial genotoxico de um composto pode ser avaliado por meio de ensaios que
investiguem o dano gendmico, como o ensaio do cometa, por exemplo. Que é um ensaio

simples, rapido, sensivel e eficiente, usado para quantificar as lesdes e detectar os efeitos do
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reparo no DNA em células individualizadas de mamiferos baseado na medida de fragmentos
de DNA que migram em um campo elétrico (29).

Seu principio basico é o da lise de membranas celulares, seguida pela inducdo da
migracao eletroforética do DNA liberado em uma matriz de agarose, sendo possivel observar
apos coloracgdo, os fragmentos de DNA provindos da quebra causada pelo agente genotoxico.
Quando vista ao microscépio, a célula migrada adquire a forma aparente de um cometa, com
cabeca, regido nuclear e cauda, que contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na
direcdo do anodo (45).

A andlise dos cometas baseia-se no grau de fragmentacdo do DNA e sua migracdo pela
microeletroforese. Medidas como o comprimento total da “cauda” e a densidade de DNA
fornecem dados indiretos sobre o estado do DNA da amostra. Atualmente, esse método é
amplamente utilizado como ensaio de genotoxicidade de produtos industriais, farmacéuticos e
agroquimicos e em biomonitoramento aquatico e terrestre. E um método réapido, de baixo
custo, seguro e de execugdo relativamente facil (45).

As células resultantes deste ensaio em l&mina séo classificadas de acordo com o
tamanho da cauda em quatro classes (Figura 4): Classe 0 — sem dano, sem cauda; Classe 1 —
dano pequeno, com cauda menor que o diametro da cabeca; e Classe 3 — dano maximo, com
cauda duas vezes maior que o didmetro da cabeca. Cometas sem cabegas ou com cauda muito
extensa devem ser excluidos da avaliacdo devido a probabilidade de representarem células
apoptoticas, ou seja, células mortas (46).

As lesdes gendmicas causadas pelos compostos genotoxicos podem, apds serem
processadas intracelularmente, resultar em mutacdo. Diferente das muta¢Ges cromossomicas,
as lesbes detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de corre¢cdo. Uma vez que danos no
DNA sédo frequentemente em uma célula ou tecidos especificos, esta metodologia que permite
a deteccdo de danos e seu reparo em uma Unica célula e, em determinada subpopulacao
celular, é de extrema relevancia para a avaliagdo de compostos genotoxicos (27).

Este teste vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido as suas
peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para deteccdo de substancia
genotoxicas. A sensibilidade demonstrada por este ensaio permite o uso de uma ferramenta
potente para o0 estudo da genotoxicidade, sendo que, aproximadamente 85% dos estudos
realizados nesta &rea encontraram um resultado positivo. (43).

Uma grande variedade de células de diferentes tecidos pode ser utilizada no teste do
cometa, desde que possam ser isoladas adequadamente. Os eritrocitos periféricos e

provenientes da medula déssea sdo as células mais comumente utilizadas em estudos de
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genotoxicidade em roedores, pois ja se encontram em suspensdo e ndo necessitam da acdo de
enzimas ou de processo mecanico para seu isolamento, pois tais processos podem causar
danos adicionais ao DNA (47).

O ensaio do cometa ganhou popularidade por ser um teste capaz de detectar baixos
niveis de danos e reparos no DNA e por ser aplicavel em diversos tecidos e/ou tipos celulares
(48). Outra vantagem que o diferencia dos métodos citogenéticos convencionais é que esta
técnica requer um pequeno namero de células e ndo necessita que estas estejam em diviséo,
podendo entdo, ser aplicada em qualquer fase do ciclo celular. Além disso, uma parte dos
danos que ocorrem nas células pode ser reparada, dependendo do estagio do ciclo celular e/ou
do tipo de agente mutagénico testado. Somente uma pequena quantidade de danos ndo sao

reparados, e se tornam uma mutacao fixa (49).

Figura 4. Classificacdo dos cometas em células do sangue periférico de camundongos Swiss

C

no ensaio do cometa. A, classe 0; B, classe 1; C, classe 2; D, classe 3 (50).

CONCLUSOES

A espécie Licania rigida, popularmente denominada como oiticica, €
comprovadamente conhecida como planta toxica para animais de producdo, ocasionando a
condicdo de compactacdo ruminal. Os sintomas e efeitos fisicos ja sdo devidamente
estudados, mas o mesmo nao ocorre com os efeitos a nivel celular e genético. Sdo necessarias

mais pesquisas para saber se ocorrem e quais séo 0s danos genéticos nos organismos.
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RESUMO: A espécie Allium cepa é bastante utilizada em estudos como bioindicador de
toxicidade, podendo ser afetada por extratos de outras plantas por meio da alelopatia. Muitas
plantas toxicas de interesse pecuério possuem compostos alelopaticos e ocasionam danos a
salde animal. Dentre estas plantas esta a Licania rigida (oiticica). O objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos tdxicos e citotoxicos de extratos de L. rigida em bulbos de A. cepa. Os
bulbos foram incubados em &gua destilada (controle negativo) e nas concentracfes de 5 mg/L,
50 mg/L e 300 mg/L dos extratos aquosos de folhas secas e frescas. Foram avaliados o
crescimento das raizes e a inibicdo relativa. Nos bulbos foram feitas l1aminas das células
meristematicas das raizes para a avaliacdo de citotoxicidade. Os extratos de folhas secas e
frescas nos bulbos ocasionaram inibi¢do nas concentragdes de 5 mg/L e 300 mg/L, enquanto
que a concentracdo de 50 mg/L estimulou. Ndo foi evidenciada atividade citotdxica dos
extratos aquosos de folhas secas e frescas, pois ndo houve diferencas estatisticamente

significantes.
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EVALUATION OF TOXIC AND CYTOTOXIC EFFECTS OF THE AQUEOUS
EXTRACTS OF LICANIA RIGIDA BENTH. IN ALLIUM CEPA SYSTEM

ABSTRACT: The species Allium cepa is widely used in studies such as biological indicator
of toxicity and can be affected by other plant extracts through allelopathy. Many toxic plants
of livestock interest have allelopathic compounds and cause damage to animal health. Among
these plants is Licania rigida (oiticica). The objective of this study was to evaluate the toxic
and cytotoxic effects of L. rigida extracts in bulbs of A. cepa. The bulbs were incubated in
distilled water (negative control) and at concentration 5 mg/L, 50 mg/L and 300 mg/L of
aqueous extracts of dried and fresh leaves. It was evaluated the root growth and relative
inibition. With the bulbs blades were made of meristematic root cells for the evaluation of
cytotoxicity. The extracts of the dry and fresh leaves in bulbs caused inhibition at
concentrations of 5 mg/L and 300 mg/L, while the concentration of 50 mg/L stimulated. It
was not observed cytotoxic activity of the aqueous extracts of dried and fresh leaves, because

there were no statistically significant differences.

Keywords: Allelopathy; Cytotoxicity; Growth.

INTRODUCAO

Algumas plantas produzem compostos do metabolismo secundario que atuam inibindo
ou favorecendo o progresso germinativo, bem como o processo de divisdo celular. Estes
compostos sdo conhecidos como alelopaticos. O termo alelopatia refere-se a capacidade que
as plantas tém de interferir no desenvolvimento de outras plantas por meio de substancias que
liberam na atmosfera ou, quase sempre, no solo (MEDEIROS, 1990; FERREIRA;
BORGUETTI, 2004). A acdo alelopatica se da através do efeito destas substancias aliado as
condi¢des ambientais. A alelopatia pode ser um fator determinante do sucesso ou insucesso
no cultivo de plantas (FERREIRA; BORGUETT]I, 2004).

A acdo visivel dos aleloquimicos sobre as plantas € somente uma sinalizacéo
secundaria de mudancas anteriores. Assim, os estudos referentes ao efeito de aleloquimicos
sobre a germinacdo e/ou desenvolvimento de planta sdo manifestacbes secundarias de
processos ocorridos inicialmente a nivel molecular e celular (FERREIRA; AQUILA, 2000). A
maioria dos estudos com alelopatia refere-se apenas ao efeito do aleloquimico sobre a
germinacéo e o crescimento da planta-teste, sem considerar os eventos celulares relacionados

as mudancas fisioldgicas e geneticas (PIRES et al., 2001).
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O uso de ensaios bioldgicos para avaliacdo da bioatividade de extratos, fracdes e
compostos isolados de plantas tem sido frequentemente incorporado a identificacdo e
monitoramento de substancias potencialmente toxicas (NOLDIN et al., 2003).

Sistemas testes vegetais, como o de Allium cepa L., tém sido utilizados para o estudo
dos efeitos de extratos vegetais, visando a deteccdo de toxicidade e citotoxicidade
(FACHINETTO et al., 2007). Esse sistema também tem importancia no monitoramento da
poluicdo ambiental e avaliacdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos (MA
etal., 1995).

Além de sua grande utilizagdo nos testes de citotoxicidade/mutagenicidade de
compostos quimicos e monitoramento da poluicdo ambiental, o sistema vegetal de A. cepa
pode ser utilizado para estudos de extratos de plantas medicinais e plantas toxicas de interesse
pecudario. As células meristematicas de raizes de A. cepa séo indicadores apropriados para a
deteccdo destes efeitos (MA et al., 1995).

As pesquisas com plantas toxicas de interesse pecuario (vegetais que sob condi¢oes
naturais causam danos a saude animal, produzindo sintomas clinico-patologicos e,
possivelmente, morte) no Brasil, tem-se limitado, principalmente, a identificacdo das espécies
toxicas e a determinacgdo dos sinais clinicos, da patologia e alguns aspectos da epidemiologia
das intoxicagOes (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001; TOKARNIA et al., 2000). Poucos
esforcos tém sido realizados para determinar os seus efeitos citotoxicos nas células.

Uma das plantas tdxicas presentes na regido do semiarido brasileiro € a Licania rigida,
comumente conhecida como oiticica. O seu consumo por caprinos e ovinos ocasiona uma
acdo toxica denominada compactacdo ruminal (ASSIS et al., 2009). Contudo, ndo se tem
conhecimento sobre seus efeitos citotoxicos e toxicos a nivel celular.

Este trabalho objetivou avaliar o efeito dos extratos aquosos de folhas secas e frescas
de Licania rigida, sobre o crescimento das raizes de bulbos e sementes de Allium cepa
(cebola) e indice mitético de células meristematicas de bulbos, com o intuito de identificar a
existéncia de efeito tdxico e citotoxico destes extratos sobre o desenvolvimento do organismo

bioindicador escolhido.

MATERIAL E METODOS

No municipio de Angicos, na fazenda Vista Bela, foram coletadas amostras de folhas de
Licania rigida durante a estacdo seca. A identidade boténica da espécie foi obtida no Herbario
Dardano de Andrade-Lima da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), sob o
codigo 14523 (em anexo imagem do material vegetal identificado). As folhas foram
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armazenadas a temperatura ambiente em sacos plasticos para o transporte posterior ao
laboratorio de Genética e Evolucéo, localizado na UFERSA.

Para a obtencéo do extrato aquoso do material vegetal seco, folhas frescas de Licania
rigida foram desidratadas em bancada a temperatura ambiente (25°C £ 2°C) e depois de secas
foram trituradas em liquidificador até sua transformacdo em um pé fino. O extrato aquoso foi
obtido a partir deste pd, pela adicdo de &gua destilada (10g de p6 em 100 ml de agua
destilada), seguida de descanso por 24 horas. A mistura obtida foi filtrada em tecido organza,
o material foi centrifugado a 2000 rpm por cinco minutos e estocado a 5°C para uso posterior
(TORRES et al., 2006).

Para a preparacdo do extrato aquoso do material vegetal fresco de L. rigida, folhas
frescas (100 g) foram lavadas e homogeneizadas em 1000 mL de agua destilada em
liquidificador, por cerca de 10 minutos. O material foi filtrado em tecido organza e em
seguida centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi retirado e estocado a
5°C até o momento da sua utilizacdo (BARBOSA, 2008).

Os ensaios de toxicidade com bulbos de Allium cepa para a avaliagdo do extrato
aquoso de folhas secas e do extrato aquoso de folhas frescas de L. rigida seguiram a
metodologia descrita por Fiskesjo (1988), com algumas modificagdes. Os bulbos de cebola
foram obtidos comercialmente de supermercados na cidade de Mossor6-RN e mantidos em
local livre de umidade e ao abrigo da luz. Foram lavados em agua corrente durante duas horas
para a retirada de impurezas. As raizes velhas e secas foram removidas cuidadosamente para
que a area radicular ndo fosse danificada.

Posteriormente, os bulbos foram colocados em recipientes plasticos com capacidade
para 50 ml de extrato. Para cada grupo avaliado foram incubadas seis cebolas em iguais
condicdes. Cada ensaio (extrato seco e extrato fresco) foi composto por: controle negativo:
(dgua destilada); grupo com concentracdo de 5 mg/L do extrato; grupo com concentracdo de
50 mg/L do extrato; e grupo com concentracdo de 300 mg/L do extrato.

Apbs 72 horas, o comprimento das trés maiores raizes de cada cebola foi medido
utilizando um paquimetro digital. Foi calculado o indice de Crescimento Relativo (ICR), por
meio da divisdo entre 0 comprimento da radicula na amostra e 0 comprimento da radicula no
controle negativo, de acordo com Young et al. (2012), dado este utilizado para obter a inibigdo
relativa (%).

A avaliacdo de citotoxicidade pelo indice mitotico foi realizada com bulbos de cebola
(extrato de folhas secas e extrato de folhas frescas). Para a determinacdo do indice mitético

foi utilizada a técnica de esmagamento (GUERRA; SOUZA, 2002), com modificacdes.
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Foram coletadas as radiculas das cebolas, que foram fixadas em Carnoy (3:1, alcool
etilico: acido acético) por um periodo de 24 horas e acondicionadas em geladeira. Em seguida
procedeu-se: lavagem com &gua destilada por cinco minutos; acido cloridrico 0,1N por 11
minutos em banho-maria a 60°C; e trés lavagens com agua destilada. Apds, as radiculas foram
transferidas para lamina, onde em lupa binocular foi retirada a coifa para a obtengcdo do
meristema apical que foi corado com Orceina acética 2%. As laminas foram observadas em
microscopio optico.

Foram contadas, em teste cego, 1000 células por bulbo. O indice mito6tico foi obtido
dividindo-se 0 nimero de células em mitose, pelo nimero total de células observado e
multiplicando-se por 100 (KUMARI et al., 2009). Neste célculo, foram identificadas e
analisadas células em préfase, metafase, anafase e tel6fase. Pois as células em intérfase nédo
estdo no processo de divisdo celular. Ja o Valor Limite de Citotoxicidade foi calculado a partir
da divisdo do indice mitdtico da amostra pelo indice mitético do controle negativo e
multiplicando-se por 100 (MIGID et al., 2007).

Para os dados de crescimento de raizes foi realizada Analise de variancia (ANOVA)
(p<0,05) e para a avaliacdo do indice mitdtico, foi realizada (ANOVA) (p<0,05), seguido do
teste de Dunnett (p<0,05). As avaliacBes estatisticas foram realizadas com o auxilio do

software R (versdo 3.2.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do teste de toxicidade dos extratos aquosos de folhas secas e frescas
sobre o crescimento de raizes de bulbos de A. cepa L. e do teste de inibicdo estdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Inibicdo relativa do crescimento das raizes de bulbos de Allium cepa L. expostas ao controle negativo
e as diferentes concentracfes dos extratos aquosos de folhas secas (EAFS) e frescas (EAFF). Os valores foram
expressos em médias + desvio padrdo. * (p<0,05) corresponde a diferenca significativa entre as concentragdes
dos extratos e o controle negativo. Método de Analise de Variancia (ANOVA).

EAFS EAFF
Concentracdo  Média do crescimento de Inibicdo Média do crescimento de Inibicdo
raizes (mm) relativa (%) raizes (mm) relativa (%)
Controle - 6,9+9,0 100 21,0+£150 100
5 mg/L 16+2,6 76,8 14,0+ 12,0 33,3
50 mg/L 8,9+6,7 -29 28,0+12,0 -33,3
300 mg/L 2,64+3,0 62,3 46+4,0 78,1
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No crescimento das raizes dos bulbos de cebola expostas as concentragdes do extrato
de folhas secas de L. rigida ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre as concentracgdes testadas e o controle negativo. Dessa forma, ndo se pode afirmar que o
extrato preparado com as folhas secas é toxico nessas concentracfes para 0 crescimento de
raizes de A. cepa. Entretanto, na concentracdo de 50 mg/L, ndo houve inibicdo do
crescimento, mas sim um estimulo, diferentemente do que ocorreu nas concentragfes de 5
mg/L e 300 mg/L.

Na analise do crescimento das raizes expostas as concentracdes do extrato de folhas
frescas, observou-se também uma estimulacdo do crescimento das raizes na concentracdo de
50 mg/L. Nas concentracfes de 5 mg/L e 300 mg/L (menor valor entre os tratamentos) houve
uma reducdo do crescimento.

Com relacdo aos valores do teste de inibicdo relativa, resultados semelhantes foram
encontrados para ambos 0s extratos. As concentragcdes de 5 mg/L e 300 mg/L inibiram o
crescimento das raizes de A. cepa em relacdo ao crescimento do controle negativo, enquanto
que a concentracdo de 50 mg/L estimulou, o que gerou valores negativos de inibicédo relativa.
Tabela 1.

Assim, devido aos extratos de folhas secas e frescas terem exercido influéncia sobre o
crescimento de raizes de bulbos de A. cepa sugere-se possivelmente, que, existe a presenca de
substancias alelopaticas, que quando liberadas em quantidades suficientes causam inibicao ou
estimulacdo (dependendo da concentracdo) da germinacao, crescimento e/ou desenvolvimento
de plantas ja estabelecidas (CARVALHO, 1993; CHON et al., 2005).

As alteracfes também podem ser causadas por substancias do metabolismo secundario
de L. rigida como: flavonoides, principalmente miricetina (CHAFFAUD; EMBERGER,
1960), dipertenos (1B, 160, 17-trihidroxicaurano), tripertenos (lupeol, &cido betulinico e
esqualeno), esteroides (B-sitosterol e estigmasterol livres e glicosilados), tocoferdis (o-
tocoferol e a-tocotrienol), acido graxo (&cido licanio) e a licanolina (4,6-dicumaroil-1-
metoxiciclopiranose) (BEZERRA, 2011).

Nos ensaios de citotoxicidade foram avaliados dois parametros: o indice mitético (IM)
de células meristematicas de raizes de bulbos de A. cepa (Figura 1); e o valor limite de
toxicidade (%) (tabela 2).
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Figura 1. Células de Allium cepa em intérfase (A) e em mitose, nas fases de préfase (B), metafase (C), anafase
(D) e telofase (E).

As diferencas observadas no indice mit6tico ndo foram estatisticamente significativas
em relacdo ao controle negativo, a 5% de probabilidade. Contudo, foi observado que as
concentracdes de 5 mg/L e 50 mg/L do extrato aquoso de folhas secas nédo dificultaram a
divisdo celular, diferentemente da concentragéo de 300 mg/L.

Ja as concentracbes do extrato de folhas frescas reduziram o indice mitdtico,
prejudicando a divisdo celular, demonstrado pelos valores limite de citotoxicidade de cada

grupo. Tabela 2.
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Tabela 2. indice mitético (%) + desvio padrdo (SD), nimero de células nas diferentes fases do ciclo celular +
Desvio padrdo e valor limite de citotoxicidade (VLC %) de células de raiz de bulbos de Allium cepa ap6s
exposicao ao controle negativo e diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas secas e frescas.

Extrato Concentracdo  IM (%) Fases VLC
Profase =~ Metafase  Anafase  Telofase (%)

Aquoso de folhas 0 mg/L 44+127 275+6,36 13+5,65 35+0,7 0+0 100
secas 5 mg/L 48+0"™ 32+0™ 9+0™ 5+0™ 2+0™ 109,1

50 mg/L 6,1¥1,27™ 505+106 65+0,7™ 3+141™ 1+0™ 138,6

ns

300 mg/L 405+0,49 28+848™ 8+848™ 25+212 2+282"™ 92
ns ns
Aquoso de folhas 0 mg/L 53+0,28 345+212 11 +4,24 714,24 05+0,7 100
frescas 5 mg/L 3+0,84™ 22+2,82™ 45+212™ 3+28™ 05%07 56,6

ns

50 mg/L 405+049 23+424™ 115+353 55+494 0507 76,4

ns ns ns ns

300 mg/L 215+1,06 17+565™ 4+424™ 05%07"™ 0+0"™ 40,6°

ns

ns = ndo significativo, a=efeito subletal.

Migid et al. (2007) afirmam que uma reducéo do indice mitotico para valores limite de
citotoxicidade abaixo de 22% em relacdo ao controle negativo, causa efeito letal nos
organismos testes, enquanto que uma reducdo abaixo de 50% tem efeito subletal. Este efeito
subletal foi observado nos bulbos da concentragdo de 300 mg/L do extrato aquoso de folhas
frescas (Tabela 2)

Os testes de citotoxicidade realizados pelo sistema teste de A. cepa baseiam-se em
diversos parametros de analise, como por exemplo, padrfes nucleolares atipicos, como células
binucleadas. A diminuicdo do indice mitético é a consequéncia de compostos toxicos nas
células, evidenciando claramente a manifestacdo de distirbios do processo mitético
(BAGATINI et al., 2007).

Segundo Fernandes et al. (2007), o nivel de citotoxicidade de um composto teste pode
ser determinado com base no aumento ou na reducdo do indice mitético, o qual pode ser
usado como parametro de citotoxicidade em estudos de avaliagdes de toxicidade de extratos
de plantas.

Valores de indices mitoticos (IM) menores que os do controle negativo podem indicar
que o crescimento e o desenvolvimento dos organismos bioindicadores estdo sendo afetados

pelos compostos avaliados. Em contrapartida, valores de IM acima do encontrado no controle
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negativo é resultado do aumento da divisdo celular, o qual pode caracterizar um evento
prejudicial para as células, pois pode culminar em uma proliferacdo descontrolada ou, até
mesmo, a formacdo de tumores (HOSHINA, 2002).

Ambas as situacdes foram observadas neste trabalho, nas concentracbes de 5 mg/L e
50 mg/L dos ensaios com extrato de folhas secas foram constatados indices mitdticos maiores
que o do controle negativo e nas trés concentragdes do extratos de folhas frescas foram
observados indices menores que o do controle.

De acordo com Hoshina (2002), o aumento ou a reducdo do indice mitético pode ser
um importante bioindicador de toxicidade de extratos de plantas, principalmente aqueles com
potenciais compostos citotoxicos. Smaka-Kincl et al. (1997) relataram que a reducdo do
indice mitdtico em células meristematicas de A. cepa pode ser considerado um método seguro
para determinar a presenca de compostos citotoxicos.

Diante disso, é possivel observar pelo valor limite de citoxicidade que extrato aquoso
de folhas frescas de L. rigida possui maior efeito citotoxico que o extrato de folhas secas. A
possivel auséncia dos compostos do metabolismo secundario no extrato de folhas secas pode
ter estimulado as células a se dividirem, aumentando entdo o indice mitético em relacdo ao
ensaio com o extrato de folhas frescas (BAGATINI et al., 2007).

CONCLUSAO

Os bulbos de Allium cepa foram sensiveis aos extratos aquosos de folhas secas e
frescas de Licania rigida, com efeito subletal na concentracdo de 300 mg/L desta ultima.

A acdo dos extratos aquosos de folhas secas e frescas de L. rigida provoca efeito
alelopatico sobre bulbos de cebola, de acordo com a concentracdo aplicada.

Estudos mais aprofundados e possiveis mudangcas no manejo da alimentacdo dos
animais de producdo com as folhas de L. rigida podem ser realizadas, a fim de minimizar os

possiveis efeitos toxicos nos animais.
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RESUMO - A espécie vegetal Licania rigida, popularmente denominada oiticica, € tipica do
bioma Caatinga e esta presente em diversos estados da regido Nordeste, incluindo o Rio
Grande do Norte. L. rigida esta incluida no grupo de plantas toxicas de interesse pecuério,
ocasionando danos fisioldgicos em animais de producdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a capacidade tdxica aguda e mutagénica do extrato aquoso de folhas secas de L. rigida sobre
células da medula déssea de camundongos Swiss. O estudo para DL50 e screening hipocréatico
seguiu diretrizes do Guideline 423 da OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development). Para avaliacdo de mutagenicidade, foi realizado teste do micronucleo em
células da medula 6ssea. Para DL50 foi encontrada concentracdo = 502,76 mg/kg e houve
alteragBes dos pardmetros do screening hipocratico, indicando toxicidade. O numero de
microndcleos nos grupos tratados com as concentracBes do extrato foi maior que o grupo
controle negativo, mas nao houve significancia estatistica. O mesmo foi observado no numero
de células binucleadas. Dessa forma, o extrato aquoso de folhas secas de L. rigida apresentou

toxicidade aguda e ndo demonstrou atividade mutagénica neste ensaio.
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EVALUATION OF TOXICITY AND MUTAGENIC EFFECTS OF AQUEOUS
EXTRACT OF LICANIA RIGIDA IN MICES MUS MUSCULUS

ABSTRACT - The plant species Licania rigida, popularly called oiticica, is typical of the
Caatinga biome and is present in several states in the Northeast, including Rio Grande do
Norte. The L. rigida is included in the group of toxic plants of livestock interest, the
physiological damage in farm animals. Thus, the main objective of this study was to evaluate
the acute toxic and mutagenic capacity of the aqueous extract of Licania rigida on the bone
marrow cells of Swiss mice. The study for LD50 and hippocratic screening followed the
Guideline 423 of OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development). To
assess the mutagenicity, micronucleus test was carried out on bone marrow cells. For LD50
concentration was found 502,76 mg/kg and it was changes in hippocratic screening
parameters, indicating toxicity. The number of micronuclei in the groups treated with the
concentrations of the extract was higher than the negative control group, but there was no
statistical significance. The same was observed in the number of binucleated cells. Thus, the
aqueous extract of dried leaves of L. rigida had acute toxicity and showed no mutagenic

activity on this experiment.

Keywords: Extracts. Mutagenicity. Plants. Toxicity.

INTRODUCAO

Plantas toxicas de interesse pecudrio ocasionam prejuizos relevantes aos produtores
em todo o mundo. No Brasil, essas plantas causam perdas econémicas diretas e indiretas. As
diretas podem ser: a morte de animais, baixo indice reprodutivo (abortos, malformacoes e
infertilidade), baixa produtividade nos animais sobreviventes e outras alteracbes devidas a
doencas transitérias, enfermidades subclinicas com diminuicdo da producdo de leite, 1& ou
carne, e aumento da susceptibilidade a outras doencas devido a depressao imunolégica. Ja as
perdas indiretas, incluem os custos para o controle das plantas tdxicas nas pastagens, as
medidas de manejo para evitar as intoxicagbes como a utilizacdo de cercas e o pastoreio
alternativo, a reducdo do valor da forragem devido ao atraso na sua utilizacéo, a reducéo do
valor da terra, a compra de novos animais para substituir aqueles mortos, e 0s gastos
associados ao diagnoéstico das intoxicagOes e ao tratamento dos animais afetados (RIET-
CORREA; MEDEIROS, 2001; RIET-CORREA et al., 2007).
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O namero de plantas tdxicas para ruminantes no Brasil vem crescendo o conhecimento
consideravelmente. Atualmente, sdo conhecidas 117 plantas tdxicas pertencentes a 70 géneros
(RIET-CORREA et al., 2007). Pteridium aquilinium é uma das plantas tdxicas de grande
importancia no pais, com maior impacto econdémico nas regides sul e sudeste (ANJOS et al.,
2008). No Rio Grande do Norte, na regido do Serid6 Ocidental e Oriental, Ipomea asarifolia e
Aspidosperma pyrifolium séo as plantas mais importantes como causa de intoxicagdo para
ruminantes (SILVA et al., 2006). A espécie Licania rigida, também presente nesta regido,
apesar de ndo ser apontada como uma das principais plantas toxicas, também ocasiona efeitos
prejudiciais aos animais, especialmente caprinos e ovinos (LEAL et al., 2005). O consumo de
suas folhas ocasiona compactagao ruminal (ASSIS et al., 2009).

Pouco se conhece sobre os efeitos fisioldgicos decorrentes do consumo de L. rigida e
ndo ha evidéncias de estudos em relacdo as consequéncias toxicas e mutagénicas. Existem
ensaios que detectam componentes mutagénicos e toxicos permitem identificar substancias
com risco potencial aos animais (ANDREASSI et al., 2000).

As substancias mutagénicas tém em comum propriedades quimicas e fisicas que
permitem suas interacbes com os acidos nucléicos. Devido a sua alta reatividade, podem levar
a defeitos hereditarios através de mutacfes em células germinativas, e quando a mutacao
ocorre em células somaticas, a consequéncia mais comum € a formacao de tumores benignos
ou malignos (ARUOMA, 2003). Além disso, foi proposto que as mutacdes em células
somaticas podem também estar envolvidas na patogénese de algumas doencas cronicas
degenerativas, como cardiovasculares, neurodegenerativas em adicdo ao processo de
carcinogénese (ROSS; MARGOLLIS, 2005).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade toxica aguda e
mutagénica do extrato aquoso obtido das folhas de Licania rigida sobre células da medula

0ssea de camundongos albinos Swiss, da espécie Mus musculus.

MATERIAL E METODOS

As amostras de folhas de Licania rigida foram coletadas no municipio de Angicos, RN
durante a estacdo de estiagem, na fazenda Vista Bela. A identidade boténica foi obtida no
Herbario Dardano de Andrade-Lima da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), sob o cdédigo 14523 (em anexo fotografia do material vegetal identificado). As
amostras de folhas foram armazenadas a temperatura ambiente em sacos plasticos para o
transporte ao laboratorio de Genética e Evolugdo, localizado na UFERSA, onde foi realizado

0 extrato aquoso do material vegetal coletado.
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Para a obtencgéo do extrato aquoso do material vegetal, as amostras de folhas frescas de
Licania rigida foram coletadas, desidratadas em bancada a temperatura ambiente (25°C +
2°C) e depois trituradas em liquidificador até sua transformacdo em um pé fino. O extrato
aquoso foi obtido a partir deste pé pela adicdo de agua destilada (10g de p6 em 100 ml de
agua destilada), deixando a mistura em descanso por 24 horas. A mistura obtida foi filtrada
em tecido organza, centrifugado a 2000 rpm por cinco minutos e estocados a 5°C para uso
posterior (TORRES et al., 2006).

54 camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) (25-40g), 27 machos e 27
fémeas, foram obtidos no biotério da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e mantidos no
biotério do laboratério de Farmacognosia e Farmacologia da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA) para utilizacdo na avaliacdo da DL50 (dose letal mediana) e nas
analises de mutagenicidade.

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) (Parecer N° 27/2014, em anexo).
Todos os animais foram tratados em conformidade com os principios definidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), obedecendo, também, aos preceitos da
legislagdo brasileira (Lei Arouca - Lei n® 11794, de 8 de outubro de 2008).

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencao
com controle da temperatura a 25°C + 2 °C e manutencéo de ciclo diario claro/escuro natural,
recebendo racdo padrdo e agua filtrada a vontade tanto para o periodo de adaptacédo (96 horas)
quanto durante a experimentacao.

Os camundongos ficaram em jejum de racdo por 12 horas anteriores ao periodo de
experimentacao, com restituicdo da mesma logo apds a administracdo do extrato da planta ou
do controle (LUCIO et al., 2000).

A toxicidade aguda foi estabelecida por meio da estimativa da DL50 (dose letal
mediana). Foi realizada de acordo com Acute Toxic Class Method (OECD, 2001) para teste de
dose aguda toxica (Guideline 423). De acordo com o guia da OECD, os trés primeiros niveis
de doses estabelecidas foram: 5, 50 e 300 mg/kg. Além disso, também foi utilizada mais uma
dose de 600 mg/kg.

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados com 30 camundongos Swiss, (15
machos e 15 fémeas divididos em cinco grupos.: controle negativo, com solucdo salina 0,9%
(m/v), 1.p., no volume de 10 ml/kg de peso corporal, segundo Lucio et al. (2000); e quatro

grupos tratamento com doses de 5, 50, 300 e 600 mg/kg do extrato aquoso de Licania rigida,
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respectivamente. Tanto a solucdo salina quanto o extrato aquoso foram administrados
intraperitonealmente uma Unica vez.

Os parametros de toxicidade aguda foram monitorados através do registro do nimero
de mortes de animais por grupo. E o Screening Hipocratico através da observacdo do
comportamento dos animais dos grupos experimentais.

As observagdes foram realizadas no momento logo ap6s a aplicacdo do extrato, por 24
horas, 48 horas e diariamente até o 14° dia, com o objetivo de avaliar os efeitos sobre os
parametros: a) Atividade geral; b) Estado consciente e disposicao (resposta ao toque, resposta
ao aperto de cauda, endireitamento, forca para agarrar, tonus do corpo); c) Atividade e
coordenacdo do sistema motor e tonus muscular (auricular, corneal); d) Reflexos (tremores,
convulsbes, straub); e) Atividade do sistema nervoso central (lacrimacdo, respiracéo,
salivacdo, miccdo, defecacdo, piloerecdo) (OECD, 2001). Para cada parametro foram
utilizados os seguintes scores numéricos: 4 - normal; 3 - levemente reduzido; 2 -
moderadamente reduzido; 1- intensamente reduzido; O - ausente (BRITO, 1994).

Para a avaliacdo da mutagenicidade foram utilizados 24 camundongos distribuidos em
quatro grupos, constituidos cada um por seis animais (trés machos e trés fémeas). Para testar
trés doses do extrato, conforme descrito a seguir: controle negativo (solugéo salina 0,9%, 10
ml/kg); extratos aquosos de L. rigida na concentracdo de 5 mg/kg; 50 mg/kg; e 200 mg/kg,
respectivamente. As solucdes foram injetadas intraperitonealmente. Apds 24 horas, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento cervical para a coleta do material da medula
6ssea do fémur, segundo BONA (2011) com modificacGes.

Para cada exemplar de camundongo, foram preparadas duas laminas, nas quais foram
analisados 2000 eritrocitos para cada animal, onde foram contados 0 numero de micronucleos
e 0 numero de células binucleadas, segundo BONA (2011). A analise foi realizada e as
imagens foram fotografadas em microscépio da marca Nikon, modelo Eclipse E-200, em
objetiva de imersdo, com aumento de 1000x acoplado a uma camera digital com resolucédo de
12 megapixels.

Para a analise estatistica do teste de toxicidade aguda, com céalculo da dose letal
mediana (DL50) foi realizado o método classico de regressdo linear segundo descrito
Litchifield e Wilcoxon (1949). Para a avaliacdo dos pesos dos machos e das fémeas durante o
screening hipocréatico foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA), p<0,05 com auxilio do
teste de Tukey. Para a analise estatistica do teste do micronicleo foi realizada uma

comparacdo entre a frequéncia de micronucleos e as diferentes concentragGes (tratamentos)
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com uso da Analise de Variancia (ANOVA), p<0,05 e posterior aplica¢do do teste de Dunnett.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software R (versdo 3.2.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No célculo da toxicidade aguda a maior concentragdo aplicada (600 mg/kg) ocasionou
0 maior nimero de mortes. Tabela 1. O que indica uma intensidade no efeito do extrato nesta
concentracdo sobre a populacdo em questdo, tanto em machos quanto em fémeas. No entanto,
a partir da concentracdo de 300 mg/kg ja foi possivel registrar inicio de mortalidade nos
machos, enquanto que nas fémeas s6 ocorreu a partir da concentracdo 600 mg/kg.

As mortes ocorreram de 24 a 48 horas apds o tratamento. Isso indica que o extrato
deve ter uma absorcdo bastante rapida nos tecidos dos animais, levando a morte
prematuramente (MARIZ et al., 2006).

Tabela 1. Toxicidade aguda do extrato aquoso de Licania rigida de acordo com o nimero de mortes.

Dose (mg/kg) n? Mortes/Total
5 6 0/6
50 6 0/6
300 6 1/6
600 6 4/6

n% ndmero de animais utilizados em cada nivel de dose.

Os resultados para a DL50 indicaram que a concentracdo de extrato aquoso de L.
rigida letal para 50% da populacdo é 502,76 mg/kg, como observado pela regressdo linear, a
partir da equacdo Y=0,09945X — 0,0 (Figura 1).

De acordo com o guia 423 da OECD (2001), o extrato aquoso de L. rigida se enquadra
na Classe 4, com toxicidade média (substancia com DL50 superior a 300 mg/kg e menor que
2000 mg/kg).
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Y =0.09945X - 0.0

807 R square = 0.917

b DL50 = 502,76 mg/Kg

% de mortes

0 T T T 1
0 200 400 600 800

Doses (mg/kg)

Figura 1. Dose letal mediana do extrato aquoso de Licania rigida administrado intraperitonealmente em
camundongos, obtida por regressao linear.

A partir do sétimo dia de avaliacdo dos parametros do screening hipocratico foram
observadas lesdes nos locais de aplicacdo dos extratos (Figura 2) nos grupos de animais que
receberam 300 mg/kg e 600 mg/kg do extrato de L. rigida. Tal efeito indica um intenso
processo de necrose nas células dessa regido. As lesdes permaneceram durante todos os dias
subsequentes de avaliacdes.

Estas lesdes podem ter sido ocasionadas devido a um intenso processo inflamatorio
provocado pelo extrato de L. rigida. O processo inflamatério agudo consiste de uma liberacdo
sequencial de mediadores e do recrutamento de leucécitos circulantes, os quais se tornam
ativos da injuria e liberam mais mediadores pré-inflamatérios. A inflamacdo aguda pode ser
dividida em trés fases, cada qual mediada por diferentes mecanismos: uma fase inicial,
caracterizada principalmente por vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade vascular;
uma fase tardia, com a infiltracdo de leucdcitos e células fagocitarias e a fase proliferativa, na
qual ocorre degeneracdo tecidual e fibrose (MURI et al., 2009). Esta Ultima visualizada na

figura 2.
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Figura 2. Camundongo fémea do grupo 300 mg/kg com lesdo (indicada pela seta) ap6s 14 dias da inje¢do
intraperitoneal do extrato aquoso de Licania rigida.

O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador para a
avaliacdo da toxicidade de uma substancia (JAHN; GUNZEL, 1997). Tendo isso em vista, foi
verificado o peso médio dos machos e das fémeas de todos os grupos tratados.

Nas médias de peso de machos (Tabela 2; Figura 3), houve diferenca estatisticamente
significante pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia em relacdo ao grupo controle
(0 mg/kg) e as concentragfes de 5 mg/kg e 300 mg/kg. Os animais tratados com estas
concentracdes do extrato aquoso de folhas secas de L. rigida demonstraram peso menor que 0
grupo controle. Tal fato indica possiveis efeitos toxicos, dificultando a digestdo dos alimentos
e absorcdo dos nutrientes, afetando o ganho de peso dos animais (MARIZ et al., 2006).

Com relacdo as médias de peso das fémeas (Tabela 2; Figura 3), o0 comportamento
entre os individuos deste mesmo sexo foi semelhante em todos os grupos tratados. E quando
foi comparado os resultados entre machos e fémeas, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes. Estes resultados de acordo com Gonzalez e Silva (2003), que verificaram que o
ganho de peso dos machos é semelhante ao das fémeas. Mas, que a toxicidade sistémica em

camundongos e ratos pode ser avaliada por meio da alteracdo no peso dos animais.

59



Tabela 2. Peso médio dos machos e das fémeas dos grupos controle (0 mg/kg) e tratados com diferentes
concentragdes do extrato aquoso de folhas de Licania rigida. *Valores estatisticamente diferentes do grupo
controle (ANOVA seguido de Tukey, p < 0,05).

Concentracéao Peso médio
Fémeas npf Machos npm Total npt
Controle 35,57+0,68 3 42,90+0,3 3 39,23+4,04 6
5 mg/Kg 34,13+1,94™ 3 30,43+3,84™ 8 32,28+3,39"™ 6
50 mg/Kg 33,23+0,61™ 3 41,30+0,5™ 3 37,26+4,44™ 6
300 mg/Kg 31,37+1,96"™ 3 34,30+1,57™ 3 32,83+2,25™ 6
600 mg/Kg 34,80+2,46™ 3 37,83+0,59"™ 3 36,31+2,30™ 6
ns=ndo significante
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Figura 3. Interacdo entre o peso médio dos machos e das fémeas dos grupos controle (0 mg/kg) e tratados com
diferentes concentrac@es do extrato aquoso de folhas de Licania rigida.

Na analise do screening hipocratico, durante as primeiras 24 horas apés a
administracao intraperitoneal do extrato aquoso de L. rigida, houve reducéo na atividade geral
e na resposta ao toque dos grupos de animais tratados com 300 mg/kg e 600 mg/kg. Foram
observadas alteragdes em ambos os sexos, principalmente nos animais nos quais foram

injetadas as concentracGes de 300 mg/kg e 600 mg/kg, como: resposta ao aperto de cauda,
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endireitamento, forca para agarrar, tonus do corpo, atividade e coordenacdo do sistema motor
(auricular e corneal) e na respiragao.

Os resultados acima reportados estdo de acordo com Gonzélez e Silva (2003), que
afirmam que a toxicidade sisttmica de determinada substancia ou grupo de substancias pode
se manifestar por meio da reducdo no consumo de agua e racdo, alteracdo comportamental,
apatia e ma condicdo de pelagem.

Na avaliacdo da frequéncia de micronucleos (Figura 4) foi observado que os grupos
avaliados demonstraram resultados diferentes. Nas concentracdes de 5 mg/kg e 200 mg/kg
houve um estimulo na producdo de microndcleos em relagdo ao controle negativo, enquanto
que na concentracdo de 50 mg/kg houve uma pequena reducéo.

Entretanto, as diferencas entre os tratamentos e o0s grupos controle ndo foram
estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnett. O numero
de células binucleadas também foi analisado nos grupos com as concentragdes do extrato
aquoso de folhas secas de L. rigida, mas, ndo foram verificadas diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos (p<0,05) com a Analise de Variancia seguida pelo teste de
Dunnett (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo da frequéncia de micronucleos e de células binucleadas em eritrécitos de camundongos
expostos ao controle negativo (0 mg/kg) e as diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas secas de L.
rigida. Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnett.

Concentracao Total de células MN+SD BN+SD
Controle 6000 4,727 3,66+1,96
5 mg/Kg 6000 6,5+2,0™ 5,5+1,76"™
50 mg/Kg 6000 3,7£1,9™ 5,83+2,13"™
200 mg/Kg 6000 6,7+4,0™ 5,0+2,68™

MN=microntcleos, SD=Desvio Padrdo, BN=binucleadas, ns=ndo significativo.

Na analise de mutagenicidade, a avaliacdo da inducdo de micronucleos é o principal
teste in vivo dentre outros testes e é recomendado por agéncias fiscalizadoras em todo mundo
como parte da avaliagcdo de seguranca dos produtos quimicos e naturais. O ensaio detecta
efeitos clastogénicos (quebras cromossdmicas) e aneugénicos (perda de cromossomos
inteiros). Um aumento na frequéncia de microndcleos em testes com animais tratados com
diferentes substancias e concentra¢es € uma indicacdo de dano cromossémico induzido por
toxicidade (WAHNSCHAFFE et al., 2005).
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Figura 4. Microntcleo em eritrocito de medula éssea de camundongo exposto ao extrato aquoso de folhas secas
de L. rigida.

As células binucleadas (Figura 5) sdo indicativas de citotoxicidade, decorrente de uma
falha no processo de citocinese. O aumento na sua incidéncia pode prever uma falha no
mecanismo de diferenciacdo celular ou ser secundéria a agentes mutagénicos (HOLLAND et
al., 2008).

Figura 5. Eritrocito binucleado de medula éssea de camundongo exposto ao extrato aquoso de folhas secas de L.
rigida.
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A espécie L. rigida possui diversos metabolitos secundarios, como diperternos,
esteroides e flavonoides (BEZERRA, 2011). Provavelmente estes compostos secundarios
presentes nas folhas podem ter sido responsaveis pela mutagenicidade e citotoxicidade
observada nos eritrocitos de medula 6ssea dos animais bioindicadores utilizados. Os
flavonoides sdo considerados potencialmente mutagénicos, pois a acdo de alguns deles em
animais estd associada a interacbes com o acido desoxirribonucleico (DNA) (SANCHEZ-
LAMAR et al., 2008).

CONCLUSAO

O extrato aquoso de folhas secas de Licania rigida possui efeito toxico em
camundongos, ocasionando mudangas comportamentais e, dependendo da dose, causa a
morte.

N&o houve citotoxicidade, mas sim efeito subletal na concentracdo de 300 mg/L e ndo
houve acdo mutagénica sobre os eritrécitos da medula 6ssea de camundongos nas
concentragdes estudadas.

Estudos posteriores sao necessarios para confirmar estes resultados para a populacéo
de animais de producdo do semiarido que consomem as folhas de L. rigida na alimentacéo, a

fim de melhorar 0 manejo e evitar perdas econdmicas para 0s produtores.
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