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RESUMO

O uso de plantas pelo ser humano no tratamento de enfermidades remonta hd varios milénios.
Nos dias atuais mesmo com os medicamentos alopdticos 4 disposi¢cdo, milhares de pessoas
fazem uso de plantas para o controle de enfermidades. Apesar de no senso comum essa ser
uma alternativa mais segura, a evidencia cientifica demonstra que plantas medicinais podem ter
efeitos toxicos. Com isso o presente trabalho teve por objetivo acessar o potencial fitotoxico,
citotoxico e genotdxico de duas plantas do cerrado brasileiro, usadas na medicina popular, Da-
villa nitida e Davilla elliptica. Para tanto foram realizado ensaios de germinagao, crescimento
e andlise do ciclo celular, utilizando o modelo vegetal Lactuca sativa. O teste de germinagdo
mostrou efeito fitotoxico significativo para ambas as espécies nas duas maiores concentracgoes,
enquanto no teste de crescimento nenhuma espécie apresentou efeitos significativos. Nas ana-
lises microscépicas fica claro a agdo aneugénica e citotoxica de D. elliptica, enquanto D. nitida
mostrou maior agdo clastogénica e indu¢do de microndcleos, sugerindo que os danos causados
por esse extratos ndo estdo sendo nem reparados nem levam a apoptose, o que os faz passar
para a geracdo seguinte de células na forma de microntcleos. Essas diferencas na acdo das duas
espécies provavelmente ndo se da por diferencas qualitativas na composicao dos extratos, pois
ambos sdo muitos parecidos, mas por diferencas quantitativas e pelas interagdes sinergisticas e
antagonisticas entre 0s compostos presentes nos extratos

Palavras-chave: Bioensaios. Vegetais Superiores. Lactuca sativa.



Figura 4.1 -

Figura 4.2 —

Figura 4.3 -

Figura 4.4 —

Figura 5.1 -

Figura 5.2 —

LISTA DE FIGURAS

Efeitos dos extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D. elliptica na germina-
caode sementesde L. sativa. . . . . . . . . ... e
Crescimento de radiculas de L. sativa ap6és 48h de exposi¢do as diferéntes
concentracdes dos extratos das duas espécies de Davilla. . . . . . . . . ..
Distribuicao das alteragdes cromossdmicas de células meristematicas de L.
sativa expostas as diferéntes concentracdes dos extratos das espécies de
Davilla . . . . . . . . e
Fases do ciclo mitético de células meristematicas de L. sativa expostas as

diferéntes concentracdes dos extratos das espécies de Davilla . . . . . . .

Alteracdes cromossOmicas observadas em células meristematicas de L. sa-
tiva expostas aos extratos de D. nitida e D. elliptica. . . . . . . ... ...
Anormalidades observadas em células meristematicas de L. sativa expostas

aos extratos de D. nitida e D. elliptica. . . . . .. ... ... .......



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1 — Alteracdes no ciclo celular de células meristemadticas de L. sativa expostas
as diferentes concentragcdes dos extratos de D. nitida e D. elliptica.

Tabela 4.2 — Frequéncia de alteracdes clastogénicas, aneugénicas e aderéncia cromosso-
mica em células meristemadticas de L. sativa expostas as diferentes concen-

tracoes dos extratos de D. nitida e D. elliptica.

20



2.1
2.2
23

3.1
3.2
33
34

4.1
4.2

5.1
5.2

SUMARIO

INTRODUCAO . . o ittt ettt e e e ettt e e e ettt iee e e 9
REFERENCIALTEORICO . . . .ottt ittt it et ieeeieeeenn 10
Toxicidade de plantas medicinais . . . . . . . .. .00t it ittt vt et 10
OgéneroDavillaVand . . . . . . . . . i i it it it ittt et o s enens 10
Bioensaios utilizando vegetais superiores . . . . .. ... ... . 00000, 11
MATERIAISEMETODOS . . & & ottt ettt e et e eeeeee e 14
Obtencao dos extratos vegetais . . . . . . . ¢ v v v v v vt vt vt vt v e e 14
Ensaios de germinacio e crescimento inicialdaplantula . . .. ... ... ... 14
Analises MIiCroscoOPicas . . . . v ¢ v v i it i i e e e e e e e e e e e e e e e e e 15
Andlise Estatistica . . ... ... ... i e e 15
RESULTADOS . . . . it it et e e i ettt i e oot aee e 17
Analises MacroscoOpicas . . . . ¢ v v v v v vt b v et e e e e e e e e e e 17
Analises MCroSCOPICAS . .« « v v v v v v v v v v e e et e et e o et e aeee e 18
DISCUSSAO . . ittt ittt ettt ettt ettt e e 24
Analises MacroscOPiCas . . . ¢ v v v v v v i e e e e e e e e e e e e e e e e 24

Analises MIiCroscoOPicas . . . . v ¢ v v it it e e e e e e e e e e e e e e e e e 25



1 INTRODUCAO

O uso de plantas no combate a enfermidades acompanha a humanidade desde de tempos
imemoriais. Apesar de seu uso ter diminuido gragas a ascensao dos medicamentos sintéticos,
plantas com propriedades medicinais ainda sdo bastante usadas, principalmente em locais com
pouco acesso a medicamentos tradicionais, como moradores de zonas rurais € povos € comuni-
dades tradicionais.

No imagindrio popular, medicamentos naturais s3o vistos possuirem menor risco asso-
ciado, ou até mesmo ndo possuir riscos, em comparacdo a medicamentos tradicionais. Porém
diversos medicamentos farmacéuticos t€m sua origem em plantas ou sdo sintetizados tendo por
base substancias naturais existentes. Os efeitos adversos advindos do uso de preparagdes de
plantas medicinais, segundo registros da literatura podem incluir efeitos adversos como reacdes
alérgicas, desde dermatite transitéria até choque anafilatico (ERNST, 1998), toxicidades espe-
cificas como hepatoxicidade (ARSECULERATNE; GUNATILAKA; PANABOKKE, 1981) e
genotoxicidade (SOUSA; SILVA; VICCINI, 2010).

Davilla nitida e Davilla elliptica, conhecidas popularmente como “sambaibinha” e "pau-
de-bugre"respectivamente, sao espécies pertencentes a familia Dileniaceae, que ocorrem no ter-
ritorio brasileiro. Ambas sdo usadas por povos locais para tratamento de diversas enfermidades.
O conhecimento atual do potencial téxico de plantas medicinais no geral e destas espécies em
particular ainda é bastante limitado. Por isso a necessidade da conducgdo de estudos que visem
a prospeccao desse potencial, além da determinacdo do mecanismo de a¢do e dos potenciais
compostos presentes na planta que podem estar relacionado a efeitos toxicos.

Bioensaios usando vegetais superiores sao utilizados para a prospecg¢io inicial de po-
tencial citotoxico, genotdxico e mutagénico de uma diversa gama de compostos. Estes testes
se destacam devido a apresentarem baixo custo, serem rapidos e faceis de serem executados e
apresentarem boa correlacdo com outros modelos, como mamiferos (ANDRADE-VIEIRA et
al., 2014). Ademais, segundo a Universalidade da organizacdo do genoma, se, uma substancia
€ capaz causar danos ao DNA de células vegetais, ela tem potencial para danificar o DNA de
células humanas (GRANT, 1978).

Diante do exposto o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade fitotdxica,
citotoxica, genotoxica e mutagénica dos extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D. elliptica por

meio de bioensaios utilizado o modelo vegetal Lactuca sativa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Toxicidade de plantas medicinais

Entre as espécies vegetais responsdveis por intoxicacdes no Brasil, 62% sao plantas usa-
das para o tratamento de enfermidades. A populag¢do do meio rural estd particularmente exposta
a intoxicacgdes dessa natureza pelo dificil acesso a medicamentos tradicionais, respondendo por
19,47% dos casos de intoxicagdo por plantas registrados no Brasil. Contudo os nimeros re-
lativos a este tipo de intoxicagdo ainda sdo subestimados. As intoxicacdes agudas sdo as que
geralmente chegam aos servigos de atendimento de postos de satde, enquanto as intoxicagdes
crOnicas, na maoiria dos casos, sao dificeis de se estabelecer uma relagdo entre os sintomas
observados e o consumo (CAMPOS et al., 2016).

Para George (2011), em termos de seguranca para o uso humano plantas medicinais
podem ser divididas em trés grupos. O primeiro grupo € constituido de plantas que possuem
quantidades considerdveis de compostos venenosos, € que ndo devem portanto, serem adminis-
tradas por pessoas ndo qualificadas. Exemplos sdo Atropa belladonna, Arnica spp., Aconitum
spp., Digitalis spp.. O segundo grupo sdo plantas que podem apresentar efeitos adversos como
nduseas ou vomitos, que devido ao seu poderoso mecanismo de a¢do, mas sdo seguras para uso
se usadas em condi¢Oes apropriadas. Lobelia inflata € Eonymus spp. sdo exemplos desse grupo.
O terceiro grupo é composto de plantas que possuem algum tipo especifico de toxicidade, como
a hepatoxicidade de plantas contendo o alcaléide pirrolizidina (MATTOCKS, 1968). Tem sido
reportado também crescentemente efeito citogenotdxico e mutagénico de diversas plantas usa-
das na medicina tradicional (AMADI et al., 2018; REGNER et al., 2011; SHIN et al., 2011).
Ja foram identificadas plantas medicinais com atividade citotéxico, como Solanum lycocarpum
(VIEIRA et al., 2010), genotoxicidade, como por exemplo Cymbopogon citratus (SOUSA;
SILVA; VICCINI, 2010) e mutagenicidade, como Smilax campestris (FERREIRA; VARGAS,
1999).

2.2 O género Davilla Vand

Davilla Vand € um género neotropical, composto de arbustos ou lianas, pertencente a
familia Dilleniaceae e possui cerca de 30 espécies distribuidas desde o México até o sul do
Brasil (Santa Catarina), Bolivia e Paraguai (BRUNIERA; GROPPO, 2010). Virias espécies

desse gé€nero sao utilizadas para tratamento de enfermidades. Davilla nitida (Vahl) € uma liana
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distribuida pela América Central e América do Sul. No Brasil, estd presente em matas de galeria
no sul do Amazonas e em regides de cerrado (BRUNIERA; GROPPO, 2010). E chamada
popularmente de sambaibinha ou lixeirinha de rama. Na medicina popular é bastante usada no
para o tratamento de tulceras géstricas (BISO, 2008). Davilla elliptica (A.St.Hil) é um arbusto
de ocorréncia na Bolivia e no Brasil, a espécie ocorre no cerrado, preferencialmente como
arbustos de baixo porte (BRUNIERA; GROPPO, 2010). Segundo Rodrigues e Carvalho (2001)
na regido do alto Rio Grande, em Minas Gerais, o uso dessa planta € reportado por moradores
locais como tendo propriedades de adstringente tonico e laxativo. O banho realizado com as
folhas frescas da planta € indicado em casos de linfatismo, inchac¢des e orquites (BISO, 2008).

A literatura oferece algumas informacdes a respeito da composicao quimica dos ex-
tratos de D. nitida e D. elliptica. Dentre os compostos encontrados em plantas do género
Davilla, se destacam a presenca de flavondides, com destaque para a miricetina, quercetina
e seus derivados. Gurni e Kubitzki (1981) investigaram a composi¢do de flavondides em plan-
tas do género Davilla para fins filogenéticos. Nas folhas de D. nitida esse estudo acusou
a presenca de miricetina, miricetina 3—ramnosideo (miricitrina), miricetina 3—galactosideo,
quercetina e quercetina 3—ramnosideo (quercitrina). Além desses cinco ja citados D. elliptica
apresentou também kaempferol, miricetina 3—arabinosideo, quercetin 3—glicosideo, prodelfi-
nidina e procianidina. Além disso, sabe se que ambas as espécies também possuem quercetina
3 — O — o — L—ramnopiranosideo e miricetina 3 — O — &« — L—ramnopiranosideo e 4cido galico
(RODRIGUES et al., 2008). Lima, Lemos e Conserva (2014) encontraram através de sua pros-
peccao fitoquimica a presenga nos extratos metandlicos de D. nitida, além de alguns j4 citados,
de myricetin 3 — O — B —galactopiranosideo. Derivados do dcido fendlico, acil-glicoflavondides
e taninos condensados foram encontrados nos extratos metandlicos de ambas as espécies. Es-
sas informagdes apontam para uma semelhanca na composi¢cdo quimica das duas espécies, em

termos qualitativos. Essa afirmagdo € também feita por Biso et al. (2010).

2.3 Bioensaios utilizando vegetais superiores

Bioensaios usando modelos vegetais sdo testes ja reconhecidos para a detec¢do de ativi-
dade citotdxica, genotoxica e mutagénica de uma diversa gama de compostos (GRANT, 1999).
Estes testes apresentam alta sensibilidade, baixo custo, sao rapidos e faceis de serem execu-
tados (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Além disso, esses testes permitem acessar diversos

endpoints possiveis de se analisar, o que permite que vdrias inferéncias possam ser feitas com re-
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lacdo ao mecanismo de a¢do do composto analisado. A andlise da porcentagem de germinagao,
e do crescimento radicular permitem dizer se o composto é fitotéxico (ARAGAO et al., 2015).
Alteragdes no indice mitdético, e aumento da frequégncia de nicleos condensados refletem agcao
citotoxica do composto, a observacdo de alteracdes cromossdmicas permite a identificacdo de
acdo clastogénica e/ou aneugénica, enquanto a indu¢ao de microndcleos sugere uma possivel
acao mutagénica do composto (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Lactuca sativa L. apresenta muitas caracteristicas que a tornam um excelente modelo
para testes de prospeccao de fitotoxicidade em testes de germinacdo e crescimento, como ger-
minacao rapida e uniforme, o que garante a obtencdo dos dados sem atrasos (TIGRE et al.,
2012). Segundo revisdo de Reigosa et al. (2013) a grande maioria dos estudos em alelopa-
tia conduzidos no Brasil, usavam L. sativa como espécie modelo. A andlise do ciclo celular
para detec¢do de potencial téxico foi proposto primeiramente por Levan (1938), que observou
o efeito da colchicina em células meristematicas de Allium cepa L.. ApOs isso esse modelo ve-
getal vem sendo amplamente usado para a deteccdo de efeito toxico dos mais variados tipos de
compostos, como por exemplo, residuos industriais (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008;
HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009), metais pesados (BORBOA; TORRE, 1996; SETH et
al., 2008), pesticidas (BOLLE et al., 2004; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2009) e extratos vegetais (AKINBORO; BAKARE, 2007; PING et al., 2012). Porém recen-
temente L. sativa vem sendo crescentemente usada, também para este tipo de andlise do ciclo
celular. Nos dltimos anos diversos estudos t€ém sido publicados empregando-a para a prospec¢do
de efeitos toxicos principalmente de 6leos essenciais e extratos vegetais (ANDRADE-VIEIRA
et al., 2014; ARAGAO et al., 2017; SANTOS et al., 2018; RIBEIRO et al., 2013), mas também
outros tipos de compostos como pesticidas (COSTA et al., 2017), metais pesados (SILVA et al.,
2017), residuos industriais (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010) e até residuos do pro-
cessamento do café (AGUIAR; ANDRADE-VIEIRA; DAVID, 2016). O j4 assentado teste do
A. cepa e o teste de alteracdes cromossdmicas com L. sativa foram comparados por Silveira et
al. (2017) que concluiram que ambos eram eficazes para a deteccdo da toxicidade de poluentes
ambientais. Porém enquanto A. cepa foi mais eficaz para a deteccdo de danos clastogénicos, L.
sativa se mostrou mais sensivel a danos aneugénicos.

Uma preocupagio com testes usando vegetais € a correlacdo com outros testes em ma-
miferos, pois a principal motivacdo em determinar o potencial téxico de compostos € a preocu-

pacdo com relacdo a saide humana. Fiskesjo (1985) ja apontava a boa correlagcdo do teste A.
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cepa com testes em mamiferos. E cada vez mais esse teste vem sendo mostrado apresentar boa
correlacdo com testes em leucdcitos humanos (PALMIERI et al., 2016). Da mesma forma essa

mesma correlacao ja foi também reportada para o teste com L. sativa (REIS et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao dos extratos vegetais

Folhas secas de D. nitida e D. elliptica passaram por uma divisdo grosseira seguida por
pulverizacdo realizada em moinho de facas. O material obtido foi submetido a maceragdao com
etanol 70%. Uma quantidade do p6 foi imersa em uma mistura extratora de etanol/dgua (7:3)
na propor¢ao 1:10 (material vegetal/mistura extratora) durante 120 horas. A mistura extratora
foi substituida a cada 24 horas. Apds a extracdo, os liquidos extratores foram evaporados em
evaporadores rotativos sob pressao reduzida, em temperatura menor que 50° C. O extrato foi
transferido para um vidro tarado e deixado em capela até a completa eliminacido do solvente.
Posteriormente, estes foram liofilizados para completa remocao da dgua, armazenado em fras-
cos de vidro dmbar devidamente rotulado e a partir de entdo, foram realizadas diluicdes em
dgua nas concentragdes de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 g-L_l, para assim serem utilizadas nos

andlises macroscdpicas € microscopicas.

3.2 Ensaios de germinacao e crescimento inicial da plantula

Foram montadas placas de petri contendo papel-filtro embebido em 3 ml dos extratos
onde foram dispostas 50 sementes de Lactuca sativa L.. O experimento foi montado em deli-
neamento inteiramente casualizado (DIC), composto de cinco repeticdes para cada tratamento
e como controle negativo foi usado dgua destilada. As placas foram entdo cobertas com papel-
aluminio a fim de evitar a influéncia de luz (NARWAL; SAMPIETRO; CATAAN, 2008) e
mantidas em camara de germinacdo (B.0.D.) a 24° (£) 2° C por 48 h. Ap6s 8, 16,24, 32,40 ¢
48 h de exposi¢do aos extratos, foi acessado o numero de sementes germinadas em cada placa
de petri. A partir desses dados foram obtidos a cada tratamento a razdo de germinagdo (RG)
que € a porcentagem de sementes germinadas, o indice de velocidade de germinacao (IVG),

segundo as férmulas:

RG = NT x 100/N 3.1

Onde NT € o nimero de sementes germinadas para cada tratamento ao final do experi-

mento € N é o numero total de sementes.
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1 1
IVG = (N8h x 1)+ (N16h— N8h) x  + (N24h — N16h x -+
3.2)
1 1 1
(N32h—N24R) x & + (N4Oh —N32h) x —= + (N48h — N4Oh) x 2=

Onde N8h, N16h, N24h, etc., se refere ao nimero de sementes germinadas apos 8, 16,
24 horas ap0s o inicio do experimento, respectivamente.

Ap6s as 48 h de exposi¢do, com auxilio de paquimetro digital, as radiculas emitidas
foram medidas e entdo coletadas e fixadas em Carnoy (etanol, 4cido acético na propor¢ao de

3:1) para serem usadas nas andlises microscopicas.

3.3 Anadlises microscéopicas

Para o preparo das laminas as radiculas coletadas no item 3.2 passaram por 3 lavagens
de 5 min em 4gua destilada, sendo submetidas, depois disso, a hidrélise 4cida em 4cido clori-
drico 1N por 10 min. Apds, foi adicionado dgua destilada gelada afim de parar a hidrélise.
As radiculas foram coradas pela reacdo de Feulgen (FEULGEN; ROSSENBECK, 1924), sendo
expostas por uma hora e meia ao reativo de schiff em recipiente protegido da luz. Apds essa
exposi¢do as radiculas foram transferidas para um recipiente com dgua da torneira, para entao
serem preparadas as laminas pela técnica do esmagamento, quando foi também adicionado uma
gota de carmim acético 2%. As laminulas foram removidas em nitrogénio liquido e secas para
que fosse adicionado Entellan(R) para a obten¢do de laminas permanentes. As mesmas foram
avaliadas com auxilio de microscopio Optico Olympus CX 41 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) usando objetiva de 40x. Desse modo foram acessados os seguintes parametros: indice
mitético (IM), a frequéncia das alteracdes cromossdmicas totais (AT), nicleos condensados

(NC), microniicleos (MCN) e células binucleadas (CBN).

3.4 Analise Estatistica

Todas as andlises foram feitas utilizando o software de cédigo aberto R, na versao 3.6.0
(R CORE TEAM, 2019). Os parametros obtidos nas andlises macroscépicas e microscopicas

passaram por andlise de varidncia (ANOVA). Foi testada a normalidade da distribui¢c@o dos re-
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siduos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade pelo teste de Levene. Os parametros
que ndo apresentaram distribuicdo normal dos residuos da ANOVA foram transformados pelo
uso da funcdo Normalize do pacote QuantPsyc (FLETCHER, 2012). As médias dos tratamentos

foram comparadas com o controle negativo pelo teste de Dunnett (DUNNETT, 1955).
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Para os testes de germinagdo de sementes de L. sativa expostas aos extratos de D. nitida

e D. elliptica, ambos os extratos induziram redugdes significativas na RG a partir da concentra-

¢do de 5 g-L 7!, sendo essa reducdo mais expressiva para os extratos de D. nitida (Figura 4.1).

O IVG mostrou o mesmo padrdao que a RG sofrendo inibi¢ao significativa nas duas maiores

concentracdes e da mesma forma sendo mais pronunciados nos extratos de D. nitida.

Figura 4.1 — Efeitos dos extratos hidroalcodlicos de D. nitida e D. elliptica na germinacio de sementes

de L. sativa.
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Médias comparadas com o controle negativo pelo teste de Dunnett: * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <

0,001).

Fonte: Do Autor (2019)

O teste de crescimento das plantulas de L. sativa apds 48 h. de exposi¢do aos extratos

nao mostrou alteragdes significativas em nenhuma concentracao de ambos extratos (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Crescimento de radiculas de L. sativa ap6s 48h de exposi¢@o as diferéntes concentragdes
dos extratos das duas espécies de Davilla.
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Médias comparadas com o controle negativo pelo teste de Dunnett: Tratamentos com letras iguais ndo
diferiram significativamente.
Fonte: Do Autor (2019)

4.2 Analises Microscopicas

A partir das andlises da atividade dos extratos de D. nitida e D. elliptica, os principais
efeitos observados no ciclo celular de células meristeméticas de radiculas de L. sativa sdo ex-
postos na Tabela 1.

O indice mitético ndo apresentou alteragcdes significativas em nenhuma concentracio
dos extratos de ambas as espécies. As frequéncias de cada fase do ciclo celular também foi
acessada (Figura 4.4). Pode se observar que o extrato de D. nitida provocou um pronunciado
aumento de tel6fases a cada concentracdo, enquanto a frequéncia de anéfases apresentou dimi-
nui¢do. O extrato de D. elliptica apresentou menores alteracdes das frequéncias das fases do
ciclo em relacdo ao extrato de D. nitida, porém € possivel observar um aumento da frequéncia
de metafases e uma leve diminui¢do de profases.

Os extratos de D. nitida induziram aumento significativo (p<0,01) de alteracdes cromos-
sOmicas jd na menor concentracdo. A partir da concentragdo de 0,125 g-L~! os efeitos foram
ainda mais significativos (p<0,001). Os extratos dessa espécie induziram aumento significativo

(p<0,05) de nicleos condensados apenas na maior concentragdo. A observacdo de micronu-
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cleos foi significativa (p<0,001) em todas as concentracdes testadas. Este extrato também foi o
tinico a induzir o aparecimento de células binucleadas j4 na concentragdo de 0,25 g-L~!.

J4 para os extratos de D. elliptica as alteracOes cromossOmicas ndo foram significa-
tivas na menor concentracdo, embora na concentracao de 0,125 g-L_1 o foram a um nivel
de significancia de p<0,01 e a partir da concentracio de 0,25 g-L~! a significAncia foi ainda
maior (p<0,001). A frequéncia de nucleos condensado j4 foi significativa (p<0,05) nas meno-
res concentragdes, sendo ainda mais expressiva nas duas maiores concentragdes (p<0,001). E
a frequéncia de micronucleos foi significativa (p<0,05) apenas na maior concentragdo (Tabela

4.1).
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As alteracdes cromossdmicas observadas foram: C metéfase, cromossomo atrasado, cro-
mossomo perdido, cromossomo ndo orientado, cromossomo aderente, quebra e ponte cromos-
somicas (Figura 4.3). As frequéncias de todas as alteracdes aneugénicas (AA), clastogénicas
(AC) e aderéncia cromossdmica (AD) também foram quantificadas (Tabela 4.2). Apesar das
alteracdes totais induzidas pelo extrato de D. nitida terem sido significativas na menor concen-
tracdo, quando separadas pelo tipo de alteracdo, apenas as alteracdes clastogénicas e a aderén-
cia cromossOmica apresentaram aumento significativo na maior concentracao (respectivamente
p<0,05 e p<0,01). Alteracdes aneugénicas nao foram significativas para esse extrato. O extrato
de D. elliptica induziu aumento maior de aderéncia cromossdmica sendo significativo (p<0,05)
ja na concentragio de 0,25 g-L~!, sendo maior na maior concentracio (p<0,001). As altera-
coes clastogénicas ndo mostraram aumento significativo em nenhuma concentracio, por outro
lado esse extrato apresentou um pronunciado efeito aneugénico mostrando aumento significa-

tivo desse tipo de alteracdo ja na concentracio de 0,25 g-L.=! (p<0,001).

Tabela 4.2 — Frequéncia de alteragdes clastogénicas, aneugénicas e aderéncia cromossdmica em células
meristematicas de L. sativa expostas as diferentes concentracdes dos extratos de D. nitida e
D. elliptica.

Concentracdes (g-L~!) ‘ AA(%) ‘ AC(%) ‘ AD(%)
Controle 0 0,028 £+ 0,063 0,009 £+ 0,029 0,077 £ 0,098
0,0625 0,104 £+ 0,083 0,049 + 0,096 0,220 £ 0,145
0,125 0,198 £ 0,198 0,143 £ 0,146 0,165 £+ 0,103
D. nitida 0,25 0,155 £ 0,199 0,125 +£ 0,139 0,205 £ 0,109
0,5 0,162 + 0,161 0,105 £ 0,097 0,199 + 0,103
1 0,145 £+ 0,175 0,178 £ 0,173* | 0,254 £ 0,093**
0,0625 0,029 £ 0,064 0,059 + 0,082 0,148 £+ 0,125
0,125 0,125 £ 0,111 0,075 £ 0,106 0,219 £+ 0,123
D. elliptica 0,25 0,267 £ 0,125*** | 0,039 £ 0,051 0,257 £ 0,157*
0,5 0,230 £ 0,189*** | 0,019 4 0,041 0,274 £ 0,087*
1 0,289 £ 0,150*** | 0,049 + 0,070 | 0,359 £ 0,212%%**

Médias comparadas com o controle negativo pelo teste de Dunnett: * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p
< 0,001). Abreviacdes: AA - Alteragdes aneugénicas, AC - alteracdes clastogé€nicas, AD - aderéncia

cromossomica.

Fonte: Do autor (2019)
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Figura 4.3 — Distribui¢do das alteracdes cromossdmicas de células meristemadticas de L. sativa expostas
as diferéntes concentracdes dos extratos das espécies de Davilla
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Figura 4.4 — Fases do ciclo mitético de células meristemdticas de L. sativa expostas as diferéntes con-

centragdes dos extratos das espécies de Davilla
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5 DISCUSSAO

5.1 Analises macroscopicas

A avaliacdo do potencial fitotéxico de um estrato vegetal € realizado através de ensaios
de germinacdo e desenvolvimento inicial da plantula de uma espécie modelo. Por meio do
ensaio de germinacdo é possivel obter indices importantes como a razdo de germinagdo e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG). O teste de crescimento nos mostra se 0s extratos
testados tém algum efeito sob o crescimento anaerdbico da plantula (TIGRE et al., 2012).

Avaliados os efeitos dos extratos de D. nitida e D. elliptica na germinagdo e desenvol-
vimento inicial da plantula de sementes de L. sativa, observou-se um atraso na germinagao de
sementes de alface tendo como consequéncia efeito inibitério da mesma, especialmente nas
duas maiores concentracdes testadas.

Apesar deste efeito na germinacdo, as maiores concentragdes testadas ndo apresentaram
efeitos significativos no crescimento das radiculas em plantulas de L. sativa. Vérios autores
apontam o crescimento da plantula como um pardmetro mais sensivel a efeitos fitotoxicos que
a germinagdo (COSTA et al., 2017; VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007). No entanto, estes
efeitos inibitorios sdo mais perceptiveis em alguns casos apés um periodo maior de exposi¢cao
aos extratos (apds 48h) (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010). No presente trabalho a
avaliacdo de crescimento foi realizada apds 48h de exposicdo a fim de comparar os efeitos
sobre o crescimento e a divisdo mitdtica mitdtica, uma vez que neste periodo as células estdo
em intensa divisdo celular.

Tem sido relatado para plantas que o parametro macroscopico de crescimento da radi-
cula e plantula como um todo estd intimamente relacionado com a frequéncia de células em
mitose, uma vez que, dentre os fatores que levam o elongamento de um 6rgao vegetal, estd o
aumento no numero de células (HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010; COSTA et al., 2017).
Como sera discutido adiante, o indice mit6tico nas células da ponta de raiz também ndo apresen-
tou alteragdes significativas apds exposicao aos extratos. Desse modo os extratos de D. nitida e
D. elliptica testados no presente estudo devem possuir uma agao especifica inibindo o processo

de germinagdo sem afetar diretamente o crescimento das radiculas.
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5.2 Anadlises microscopicas

O indice mitético € considerado um marcador da citotoxicidade de um composto, tanto
aumento quanto diminui¢ao do indice mitético indicam atividade citotéxica do composto tes-
tado (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Neste caso nenhum dos extratos alterou significati-
vamente o indice mitético de L. sativa. O que era esperado levando-se em conta o resultado do
teste de crescimento, pois as andlises microscopicas podem ser relacionadas aos testes macros-
copicos como discutido anteriormente.

Além da determina¢do da citotoxicidade via alteracdes no IM, a andlise microscOpica
permite determinar a indugdo de alteracdes cromossdmicas de um dado composto. O conjunto
de alteragdes no ciclo celular e na estrutura dos cromossomos € considerado um marcador cito-
genético de sua cito-genotoxicidade, além disso € possivel observar se esse efeito foi predomi-
nantemente clastogénico ou aneugénico, observando os tipos de alteracdes predominantemente
induzidas pelo composto (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Ambos os extratos apresen-
taram efeito cito-genotdxico significativo por induzir aumento da frequéncia de alteragdes no
ciclo celular. O extrato de D. nitida desde a menor concentracdo e o extrato de D. elliptica a
partir da concentracdo de 0,125 g-L~!.

Dentre as alteragdes induzidas pelos extratos, foram observadas quebras, que assim
como pontes cromossOmicas (Figura 5.1 ) s@o alteracOes clastogénicas, que se formam quando
o composto testado age diretamente na estrutura do cromossomo, ocasionando a ruptura de um
fragmento do mesmo. Se com quebra de sua extremidade o cromossomo perder suas sequéncias
teloméricas, este entdo pode perder a estabilidade se ligar a um cromossomo vizinho formando
um cromossomo dicéntrico que € puxado para ambos os polos da célula formando uma ponte
entre os dois nicleos recém-formados (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

Cromossomos nao orientados, atrasados, perdidos e c-metéafase (Figura 5.1) sdo altera-
cOes aneugénicas, que provém da ndo correta polimerizacdo das fibras do fuso mitético, acarre-
tando um ou mais cromossomos que nao sao orientados corretamente durante o ciclo celular e
podem nio ser incorporados pelos niicleos formados, resultado em perda de material genético
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009). Freitas et al. (2016) mostraram que
este tipo de alteracdo também pode ter origem na inibi¢do da fosforilacido da serina 10 da his-
tona H3 (H3S10ph), o que leva a inativacao de regides pericéntroméricas, levando a perda de
coesdo das cromatides irmas o que também pode acarretar orientacdo anormal de um ou mais

cromossomos durante a divisao celular.
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Figura 5.1 — Alteracdes cromossdmicas observadas em células meristematicas de L. sativa expostas aos
extratos de D. nitida e D. elliptica.
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(a) Cromossomo néo orientado (seta), (b) cromossomo atrasado (seta), (¢) C metafase, (d) cromossomo
perdido (seta), (e) aderéncia cromossdmica e (f) ponte cromossomica com quebra (seta). Barra = 10pm.

Fonte: Do Autor (2019)

A aderéncia cromossomica (Figura 5.1) é uma alteracdo que ainda ndo é entendida com-
pletamente e que possui hipéteses divergentes quanto a sua origem. Estudando os efeitos da tri-
fluralina, um agroquimico de poderosa acdo aneugénica, Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales
(2009) propuseram que essa alteracdo era advinda da alta contracdo dos cromossomos em cé-
lulas poliploides, que ocasionava aderéncia entre os cromossomos. Dessa forma essa seria
uma alteracdo aneugénica. Por outro lado Patil e Bhat (1992) a hipétese de que a aderéncia
tem origem de quebras seguidas da formagao de pontes de fibras de cromatina entre crométi-
des e cromossomos adjacentes. O que tornaria essa uma alteragdo clastogénica. El-Ghamery;
El-Kholy e El-Yousser (2003) aponta, além dessa dltima hipétese, a possibilidade da acdo do
composto nas propriedades fisico-quimicas do DNA, de proteinas ou ambos, o que levaria a
formacao de complexos com os grupos fosfato do DNA.

A melhor evidéncia da origem da aderéncia cromossdmica vem de Cuylen et al. (2016),

que demonstrou em células humanas que a proteina Ki-67 age como um surfactante biol6gico
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dispersando os cromossomos mitéticos impedindo a aderéncia, com danos nessa proteina ocorre
a aderéncia. Porém ainda nao se sabe se uma proteina similar a Ki-67 atua da mesma forma
em células vegetais. Por isso a decisdo de ndo incluir essa alteracio nem como de origem
clastogénica, nem como aneugénica.

Quando se analisa o total de alteragdes aneugénicas e clastogénicas (Tabela 4.2) € pos-
sivel observar que o efeito clastogénico foi mais pronunciado para os extratos D. nitida, sendo
significativo na maior concentracio, enquanto os extratos de D. elliptica apresentaram um efeito
aneugénico pronunciado, sendo significativo a partir da concentragio de 0,25 g-L ™!

Micronucleos (Figura 5.2) s@o uma alteracdo que pode ter origem tanto de alteracdes
clastogénicas quanto aneugénicas. Eles podem ser formados pela de perda de fragmentos cro-
mossOmicos acéntricos formados por quebras (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2009), ou pela perda de cromossomos inteiros na anéafase/teléfase (FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2007). Micronucleos sdo um marcador de que os mecanismos de reparo
da célula ndo estdo sendo capazes de reparar os danos sofridos. Dessa forma € possivel dizer
que os efeitos causados pelos extratos de D. nitida estao sendo mais severos, pois o estrato dessa
espécie induziu uma alta frequéncia de micronucleos ja na menor concentragdo. O extrato de
D. elliptica apesar de induzir uma frequéncia de alteragdes cromossOmicas até mesmo maior
nas maiores concentragdes, apenas apresentou uma frequéncia de micronucleos significativa na
maior concentracao. Esse fatos indicam uma possivel acdo mutagénica maior de D. nitida.

Células tratadas com o extrato de D. nitida apresentaram células binucleadas (Figura
5.2). Isso sugere que este extrato estd inibindo a citocinese (KHANNA; SHARMA, 2013).
Em coeréncia com isso, esse extrato também induziu um aumento do nimero de tel6fases de
forma dose dependente (Figura 4.4). Isso sugere que esse extrato também estd apresentando
algum efeito aneugénico. A principal classe de compostos identificada nos estratos das duas
espécies sao flavonoides. Alguns desses compostos ja foram identificados como genotdéxicos e
mutagénicos (SKIBOLA; SMITH, 2000), alguns sao conhecidos por seus efeitos aneugénicos
como a fisetina e a eupatorina que atuam inibindo de alguma forma a enzima Aurora B kinase,
como essa enzima desempenha um papel importante na citocinese, esses compostos também
provocam inibi¢do da citocinese (GOLLAPUDI; HASEGAWA; EASTMOND, 2014). Nenhum
desses compostos foi identificado nos extratos de D. nitida e D elliptica, porém o0s seus extratos,
como j4 exposto, sdo ricos em flavonoides que podem estar atuam em sinergia entre si e entre

compostos de outras classes para induzir esses efeitos.
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Figura 5.2 — Anormalidades observadas em células meristematicas de L. sativa expostas aos extratos de
D. nitida e D. elliptica.

(a) Célula binucleada, (b) nicleos normais e condensandos (setas), (¢) microntucleo (seta). Barra =
10pm.
Fonte: Do Autor (2019)

O extrato de D. ellitica induziu um crescente aumento de metafases (Figura 4.4). Isso
provavelmente € consequéncia de outros efeitos observados para esse extrato, como o potencial
de interferir na polimeriza¢do dos microtibulos levando a ndo correta orientacdo dos cromos-
somos durante a metifase, o que pode ocasionar paralisacdo da mitose e morte celular (SAL-
MELA et al., 2012). O extrato dessa espécie também foi responsdvel por causar um aumento
significativo de aderéncia cromossomica a partir da concentragio de 0,25 g-L~! essa é uma al-
teracdo considerada grave e que impede o restante da divisdo celular, levando a célula a morte
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014; KHANNA; SHARMA, 2013). Isso explica o aumento da
frequéncia de metédfases observadas. E corroborando que as células em metafase afetadas estio
entrando em morte celular a frequéncia de nicleos condensados observados para esse extrato

sofreu aumento significativo em todas as concentra¢des (Tabela 4.1).
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A quercetina foi mostrado ser mutagénica em bactérias por meio de diversos testes in
vitro (CROSS et al., 1996; CZECZOT; KUSZTELAK, 1993; DUFAU et al., 1977). Porém
em testes in vivo esse potencial ndo € confirmado. As evidéncias na literatura sdo de que a
quercetina nao apresenta efeitos genotdxicos em ratos (Hoek-van den Hil et al., 2015), ndo induz
alteracdes cromossomicas em A. cepa e ainda reduz a inducdo de alteracdes provocadas pela
atrazina (MASTRANGELO et al., 2006). Mesmo em testes in vitro a metilacdo da quercetina
em diferentes grupos metil, ja atenua ou até mesmo inibe completamente a atividade mutagénica
desse composto (HARWOQOD et al., 2007).

A miricetina também tem sido alvo de investigacdes acerca de seu potencial genotéxico
e mutagénico. Da mesma forma que a quercetina, a literatura reporta evidencia de a¢cdo geno-
téxica e mutagénica da miricetina in vitro (MACGREGOR; JURD, 1978), porém assim como
com a quercetina, esse potencial ndo se confirma em testes in vivo, assim como seu derivado, a
miricitrina (HOBBS et al., 2015).

A avaliac@o do potencial genotéxico e mutagénico do extrato de ambas as espécies de
Davilla e de fracdes do mesmo, foi conduzida por (BISO et al., 2010), que de forma semelhante
ao que foi reportado para os compostos secunddrios isolados, também se mostrou mutagénico
in vitro mas em testes in vivo esse potencial ndo foi confirmado. Isso nos faz destacar os
bioensaios com vegetais superiores em geral e o organismo modelo L. sativa em particular,
como um modelo eficiente para a detec¢ao de danos genéticos e celulares causados por extratos
vegetais. Além de ser um teste simples e barato, apresenta boa sensibilidade aos efeitos dos
compostos testados.

Em conclusao, foi avaliado o potencial fitotéxico, e citogenotéxico de D. nitida e D.
elliptica por meio de bioensaios utilizando o modelo vegetal L. sativa. Foi encontrado que o
extrato hidroalcodlico de D. nitida tem potencial genotoxico, clastogénico, mutagénico e de
inibir a citocinese. Por outro lado o extrato de D. elliptica mostrou potencial aneugénico e
citotoxico expressivo. Como a literatura reporta uma composi¢ao quimica semelhante das duas
espécies, essas diferencas no modo de acao do extrato das duas espécies pode ser explicada por
possiveis diferencas quantitativas dos compostos entre as duas espécies. Visto a universalidade
do material genético, esses resultados nos fazem alertar quanto ao uso indiscriminado de ambas
as espécies, pois células humanas podem estar sujeitas a esses efeitos observados em células

vegetais.
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