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RESUMO

O uso de plantas pelo ser humano no tratamento de enfermidades remonta há vários milênios.
Nos dias atuais mesmo com os medicamentos alopáticos á disposição, 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 científica demonstra que plantas medicinais podem ter
efeitos tóxicos. Com isso o presente trabalho teve por objetivo acessar o potencial fitotóxico,
citotóxico e genotóxico de duas plantas do cerrado brasileiro, usadas na medicina popular, Da-
villa nitida e Davilla elliptica. Para tanto foram realizado ensaios de germinação, crescimento
e análise do ciclo celular, utilizando o modelo vegetal Lactuca sativa. O teste de germinação
mostrou efeito fitotóxico significativo para ambas as espécies nas duas maiores concentrações,
enquanto no teste de crescimento nenhuma espécie apresentou efeitos significativos. Nas aná-
lises microscópicas fica claro a ação aneugênica e citotóxica de D. elliptica, enquanto D. nitida
mostrou maior ação clastogênica e indução de micronúcleos, sugerindo que os danos causados
por esse extratos não estão sendo nem reparados nem levam a apoptose, o que os faz passar
para a geração seguinte de células na forma de micronúcleos. Essas diferenças na ação das duas
espécies provavelmente não se dá por diferenças qualitativas na composição dos extratos, pois
ambos são muitos parecidos, mas por diferenças quantitativas e pelas interações sinergísticas e
antagonísticas entre os compostos presentes nos extratos

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

O uso de plantas no combate a enfermidades acompanha a humanidade desde de tempos

imemoriais. Apesar de seu uso ter diminuído graças a ascensão dos medicamentos sintéticos,

plantas com propriedades medicinais ainda são bastante usadas, principalmente em locais com

pouco acesso a medicamentos tradicionais, como moradores de zonas rurais e povos e comuni-

dades tradicionais.

No imaginário popular, medicamentos naturais são vistos possuírem menor risco asso-

ciado, ou até mesmo não possuir riscos, em comparação a medicamentos tradicionais. Porém

diversos medicamentos farmacêuticos têm sua origem em plantas ou são sintetizados tendo por

base substâncias naturais existentes. Os efeitos adversos advindos do uso de preparações de

plantas medicinais, segundo registros da literatura podem incluir efeitos adversos como reações

alérgicas, desde dermatite transitória até choque anafilático (ERNST, 1998), toxicidades espe-

cíficas 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, são espécies pertencentes a família Dileniaceae, que ocorrem no ter-

ritório brasileiro. Ambas são usadas por povos locais para tratamento de diversas enfermidades.

O conhecimento atual do potencial tóxico de plantas medicinais no geral e destas espécies em

particular ainda é bastante limitado. Por isso a necessidade da condução de estudos que visem

a prospecção desse potencial, além da determinação do mecanismo de ação e dos potenciais

compostos presentes na planta que podem estar relacionado a efeitos tóxicos.

Bioensaios usando vegetais superiores são utilizados para a prospecção inicial de po-

tencial citotóxico, genotóxico e mutagênico de uma diversa gama de compostos. Estes testes

se destacam devido a apresentarem baixo custo, serem rápidos e fáceis de serem executados e

apresentarem boa correlação com outros modelos, como mamíferos (ANDRADE-VIEIRA et

al., 2014). Ademais, segundo a Universalidade da organização do genoma, se, uma substância

é 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 fitotóxica,

citotóxica, genotóxica e mutagênica dos extratos hidroalcoólicos de D. nitida e D. elliptica por

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

2.1 Toxicidade de plantas medicinais

Entre as espécies vegetais responsáveis por intoxicações no Brasil, 62% são plantas usa-

das para o tratamento de enfermidades. A população do meio rural está particularmente exposta

a intoxicações dessa natureza pelo difícil acesso a medicamentos tradicionais, respondendo por

19,47% dos casos de intoxicação por plantas registrados no Brasil. Contudo os números re-

lativos a este tipo de intoxicação ainda são subestimados. As intoxicações agudas são as que

geralmente chegam aos serviços de atendimento de postos de saúde, enquanto as intoxicações

crônicas, na maoiria dos casos, são difìceis de se estabelecer uma relação entre os sintomas

observados e o consumo (CAMPOS et al., 2016).

Para George (2011), em termos de segurança para o uso humano plantas medicinais

podem ser divididas em três grupos. O primeiro grupo é constituído de plantas que possuem

quantidades consideráveis de compostos venenosos, e que não devem portanto, serem adminis-

tradas por pessoas não qualificadas. Exemplos são Atropa belladonna, Arnica spp., Aconitum

spp., Digitalis spp.. O segundo grupo são plantas que podem apresentar efeitos adversos como

náuseas ou vômitos, que devido ao seu poderoso mecanismo de ação, mas são seguras para uso

se usadas em condições apropriadas. Lobelia inflata e Eonymus spp. são exemplos desse grupo.

O terceiro grupo é composto de plantas que possuem algum tipo específico de toxicidade, como

a hepatoxicidade de plantas contendo o alcalóide pirrolizidina (MATTOCKS, 1968). Tem sido

reportado também crescentemente efeito citogenotóxico e mutagênico de diversas plantas usa-

das na medicina tradicional (AMADI et al., 2018; REGNER et al., 2011; SHIN et al., 2011).

Já foram identificadas plantas medicinais com atividade citotóxico, 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 gênero Davilla Vand

Davilla Vand é um gênero neotropical, composto de arbustos ou lianas, pertencente a

família Dilleniaceae e possui cerca de 30 espécies distribuídas desde o México até o sul do

Brasil (Santa Catarina), Bolívia e Paraguai (BRUNIERA; GROPPO, 2010). Várias espécies

desse gênero são utilizadas para tratamento de enfermidades. Davilla nitida (Vahl) é uma liana
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distribuída pela América Central e América do Sul. No Brasil, está presente em matas de galeria

no sul do Amazonas e em regiões de cerrado (BRUNIERA; GROPPO, 2010). É chamada

popularmente de sambaibinha ou lixeirinha de rama. Na medicina popular é bastante usada no

para o tratamento de úlceras gástricas (BISO, 2008). Davilla elliptica (A.St.Hil) é um arbusto

de ocorrência na Bolívia e no Brasil, a espécie ocorre no cerrado, preferencialmente como

arbustos de baixo porte (BRUNIERA; GROPPO, 2010). Segundo Rodrigues e Carvalho (2001)

na região do alto Rio Grande, em Minas Gerais, o uso dessa planta é reportado por moradores

locais como tendo propriedades de adstringente tônico e laxativo. O banho realizado com as

folhas frescas da planta é indicado em casos de linfatismo, inchações e orquites (BISO, 2008).

A literatura oferece algumas informações a respeito da composição química dos ex-

tratos de D. nitida e D. elliptica. Dentre os compostos encontrados em plantas do gênero

Davilla, se destacam a presença de flavonóides, com destaque para a miricetina, quercetina

e seus derivados. Gurni e Kubitzki (1981) investigaram a composição de flavonóides em plan-

tas do gênero Davilla para fins filogenéticos. Nas folhas de D. nitida esse estudo acusou

a presença de miricetina, miricetina 3−ramnosídeo (miricitrina), miricetina 3−galactosídeo,

quercetina e quercetina 3−ramnosídeo (quercitrina). Além desses cinco já citados D. elliptica

apresentou também kaempferol, miricetina 3−arabinosídeo, quercetin 3−glicosídeo, prodelfi-

nidina e procianidina. Além disso, sabe se que ambas as espécies também possuem quercetina

3−O−α −L−ramnopiranosídeo e miricetina 3−O−α −L−ramnopiranosídeo e ácido gálico

(RODRIGUES et al., 2008). Lima, Lemos e Conserva (2014) encontraram através de sua pros-

pecção fitoquímica a presença nos extratos metanólicos de D. nitida, além de alguns já citados,

de myricetin 3−O−β−galactopiranosídeo. Derivados do ácido fenólico, acil-glicoflavonóides

e taninos condensados foram encontrados nos extratos metanólicos de ambas as espécies. Es-

sas informações apontam para uma semelhança na composição química das duas espécies, em

termos qualitativos. Essa afirmação é também feita por Biso et al. (2010).

2.3 Bioensaios utilizando vegetais superiores

Bioensaios usando modelos vegetais são testes já reconhecidos para a detecção de ativi-

dade citotóxica, genotóxica e mutagênica de uma diversa gama de compostos (GRANT, 1999).

Estes testes apresentam alta sensibilidade, baixo custo, são rápidos e fáceis de serem execu-

tados (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Além disso, esses testes permitem acessar diversos

endpoints possíveis de se analisar, o que permite que várias inferências possam ser feitas com re-
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lação ao mecanismo de ação do composto analisado. A análise da porcentagem de germinação,

e do crescimento radicular permitem dizer se o composto é fitotóxico (ARAGÃO et al., 2015).

Alterações no índice mitótico, e aumento da frequêçncia de núcleos condensados refletem ação

citotóxica do composto, a observação de alterações cromossômicas permite a identificação de

ação clastogênica e/ou aneugênica, enquanto a indução de micronúcleos sugere uma possível

ação mutagênica do composto (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Lactuca sativa L. apresenta muitas características que a tornam um excelente modelo

para testes de prospecção de fitotoxicidade em testes de germinação e crescimento, como ger-

minação rápida e uniforme, o que garante a obtenção dos dados sem atrasos (TIGRE et al.,

2012). Segundo revisão de Reigosa et al. (2013) a grande maioria dos estudos em alelopa-

tia conduzidos no Brasil, usavam L. sativa como espécie modelo. A análise do ciclo celular

para detecção de potencial tóxico foi proposto primeiramente por Levan (1938), que observou

o efeito da colchicina em células meristemáticas de Allium cepa L.. Após isso esse modelo ve-

getal vem sendo amplamente usado para a detecção de efeito tóxico dos mais variados tipos de

compostos, como por exemplo, resíduos 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 análise do ciclo

celular. Nos últimos anos diversos estudos têm sido publicados empregando-a para a prospecção

de efeitos tóxicos principalmente de óleos essenciais e extratos vegetais (ANDRADE-VIEIRA

et al., 2014; ARAGÃO 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), resíduos industriais (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010) e até resíduos do pro-

cessamento do café (AGUIAR; ANDRADE-VIEIRA; DAVID, 2016). O já assentado teste do

A. cepa e o teste de alterações cromossômicas com L. sativa foram comparados por Silveira et

al. (2017) que concluíram que ambos eram eficazes para a detecção da toxicidade de poluentes

ambientais. Porém enquanto A. cepa foi mais eficaz para a detecção de danos clastogênicos, L.

sativa se mostrou mais sensível a danos aneugênicos.

Uma preocupação com testes usando vegetais é a correlação com outros testes em ma-

míferos, pois a principal motivação em determinar o potencial tóxico de compostos é a preocu-

pação com relação a saúde humana. Fiskesjö (1985) já apontava a boa correlação do teste A.
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cepa com testes em mamíferos. E cada vez mais esse teste vem sendo mostrado apresentar boa

correlação com testes em leucócitos humanos (PALMIERI et al., 2016). Da mesma forma essa

mesma correlação já foi também reportada para o teste com L. sativa (REIS et al., 2017).



14

3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Obtenção dos extratos vegetais

Folhas secas de D. nitida e D. elliptica passaram por uma divisão grosseira seguida por

pulverização realizada em moinho de facas. O material obtido foi submetido à maceração com

etanol 70%. Uma quantidade do pó foi imersa em uma mistura extratora de etanol/água (7:3)

na proporção 1:10 (material vegetal/mistura extratora) durante 120 horas. A mistura extratora

foi substituída a cada 24 horas. Após a extração, os líquidos extratores foram evaporados em

evaporadores rotativos sob pressão reduzida, em temperatura menor que 50◦ C. O extrato foi

transferido para um vidro tarado e deixado em capela até a completa eliminação do solvente.

Posteriormente, estes foram liofilizados para completa remoção da água, armazenado em fras-

cos de vidro âmbar devidamente rotulado e a partir de então, foram realizadas diluições em

água nas concentrações de 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 g·L−1, para assim serem utilizadas nos

análises macroscópicas e microscópicas.

3.2 Ensaios de germinação e crescimento inicial da plântula

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 repetições para cada tratamento

e como controle negativo foi usado água destilada. As placas foram então cobertas com papel-

alumínio a fim de evitar a influência de luz (NARWAL; SAMPIETRO; CATAÁN, 2008) e

mantidas em câmara de germinação (B.O.D.) a 24◦ (±) 2◦ C por 48 h. Após 8, 16, 24, 32, 40 e

48 h de exposição aos extratos, foi acessado o número de sementes germinadas em cada placa

de petri. A partir desses dados foram obtidos a cada tratamento a razão de germinação (RG)

que é a porcentagem de sementes germinadas, o índice de velocidade de germinação (IVG),

segundo as fórmulas:

RG = NT ×100/N (3.1)

Onde NT é o número de sementes germinadas para cada tratamento ao final do experi-

mento e N é o número total de sementes.
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IV G = (N8h×1)+(N16h−N8h)× 1
2
+(N24h−N16h× 1

4
+

(N32h−N24h)× 1
8
+(N40h−N32h)× 1

16
+(N48h−N40h)× 1

32

(3.2)

Onde N8h, N16h, N24h, etc., se refere ao número de sementes germinadas após 8, 16,

24 horas após o início do experimento, respectivamente.

Após as 48 h de exposição, com auxílio de paquímetro digital, as radículas emitidas

foram medidas e então coletadas e fixadas em Carnoy (etanol, ácido acético na proporção de

3:1) para serem usadas nas análises microscópicas.

3.3 Análises microscópicas

Para o preparo das lâminas as radículas coletadas no item 3.2 passaram por 3 lavagens

de 5 min em água destilada, sendo submetidas, depois disso, à hidrólise ácida em ácido clorí-

drico 1N por 10 min. Após, foi adicionado água destilada gelada afim de parar a hidrólise.

As radículas foram coradas pela reação de Feulgen (FEULGEN; ROSSENBECK, 1924), sendo

expostas por uma hora e meia ao reativo de schiff em recipiente protegido da luz. Após essa

exposição as radículas foram transferidas para um recipiente com água da torneira, para então

serem preparadas as lâminas pela técnica do esmagamento, quando foi também adicionado uma

gota de carmim acético 2%. As lamínulas foram removidas em nitrogênio líquido e secas para

que fosse adicionado Entellan R© para a obtenção de lâminas permanentes. As mesmas foram

avaliadas com auxílio de microscópio óptico Olympus CX 41 (Olympus Corporation, Tokyo,

Japan) usando objetiva de 40x. Desse modo foram acessados os seguintes parâmetros: índice

mitótico (IM), a frequência das alterações cromossômicas totais (AT), núcleos condensados

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

3.4 Análise Estatística

Todas as análises foram feitas utilizando o software de código aberto R, na versão 3.6.0

(R CORE TEAM, 2019). Os parâmetros obtidos nas análises macroscópicas e microscópicas

passaram por análise de variância (ANOVA). Foi testada a normalidade da distribuição dos re-
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síduos pelo teste de Shapiro-Wilk e a homoscedasticidade pelo teste de Levene. Os parâmetros

que não apresentaram distribuição normal dos resíduos da ANOVA foram transformados pelo

uso da função 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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4 RESULTADOS

4.1 Análises Macroscópicas

Para os testes de germinação de sementes de L. sativa expostas aos extratos de D. nitida

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

ção de 5 g·L−1, sendo essa redução mais expressiva para os extratos de D. nitida (Figura 4.1).

O IVG mostrou o mesmo padrão que a RG sofrendo inibição significativa nas duas maiores

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

Figura 4.1 – Efeitos dos extratos hidroalcoólicos de D. nitida e D. elliptica na germinação 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 plântulas de L. sativa após 48 h. de exposição aos extratos

não mostrou alterações significativas em nenhuma concentração de ambos extratos (Figura 4.2).
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Figura 4.2 – Crescimento de radículas de L. sativa após 48h de exposição às diferêntes concentrações
dos extratos das duas espécies de Davilla.
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diferiram significativamente.

Fonte: Do Autor (2019)

4.2 Análises Microscópicas

A partir das análises da atividade dos extratos de D. nitida e D. elliptica, os principais

efeitos observados no ciclo celular de células meristemáticas de radículas de L. sativa são ex-

postos na Tabela 1.

O índice mitótico não apresentou alterações significativas em nenhuma concentração

dos extratos de ambas as espécies. As frequências 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 telófases a cada concentração, enquanto a frequência de anáfases apresentou dimi-

nuição. O extrato de D. elliptica apresentou menores alterações das frequências das fases do

ciclo em relação ao extrato de D. nitida, porém é possível observar um aumento da frequência

de metáfases e uma leve diminuição de prófases.

Os extratos de D. nitida induziram aumento significativo (p<0,01) de alterações cromos-

sômicas já na menor concentração. A partir da concentração de 0,125 g·L−1 os efeitos foram

ainda mais significativos (p<0,001). Os extratos dessa espécie induziram aumento significativo

(p<0,05) de núcleos condensados apenas na maior concentração. A observação de micronú-
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cleos foi significativa (p<0,001) em todas as concentrações testadas. Este extrato também foi o

único a induzir o aparecimento de células binucleadas já na concentração de 0,25 g·L−1.

Já para os extratos de D. elliptica as alterações cromossômicas não foram significa-

tivas na menor concentração, embora na concentração de 0,125 g·L−1 o foram a um nível

de significância de p<0,01 e a partir da concentração de 0,25 g·L−1 a significância foi ainda

maior (p<0,001). A frequência de núcleos condensado já foi significativa (p<0,05) nas meno-

res concentrações, sendo ainda mais expressiva nas duas maiores concentrações (p<0,001). E

a frequência de micronúcleos foi significativa (p<0,05) apenas na maior concentração (Tabela

4.1).
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As alterações cromossômicas observadas foram: C metáfase, cromossomo atrasado, cro-

mossomo perdido, cromossomo não orientado, cromossomo aderente, quebra e ponte cromos-

sômicas (Figura 4.3). As frequências de todas as alterações aneugênicas (AA), clastogênicas

(AC) e aderência cromossômica (AD) também foram quantificadas (Tabela 4.2). Apesar das

alterações totais induzidas pelo extrato de D. nitida terem sido significativas na menor concen-

tração, quando separadas pelo tipo de alteração, apenas as alterações clastogênicas e a aderên-

cia cromossômica apresentaram aumento significativo na maior concentração (respectivamente

p<0,05 e p<0,01). Alterações aneugênicas não foram significativas para esse extrato. O extrato

de D. elliptica induziu aumento maior de aderência cromossômica sendo significativo (p<0,05)

já na concentração de 0,25 g·L−1, sendo maior na maior concentração (p<0,001). As altera-

ções clastogênicas não mostraram aumento significativo em nenhuma concentração, por outro

lado esse extrato apresentou um pronunciado efeito aneugênico mostrando aumento significa-

tivo desse tipo de alteração já na concentração de 0,25 g·L−1 (p<0,001).

Tabela 4.2 – Frequência de alterações clastogênicas, aneugênicas e aderência cromossômica em células
meristemáticas de L. sativa expostas as diferentes concentrações dos extratos de D. nitida e
D. elliptica.

Concentrações (g·L−1) AA(%) AC(%) AD(%)
Controle 0 0,028 ± 0,063 0,009 ± 0,029 0,077 ± 0,098

D. nitida

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
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**

D. elliptica

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
0,25 0,267 ± 0,125*** 0,039 ± 0,051 0,257 ± 0,157*
0,5 0,230 ± 0,189*** 0,019 ± 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). Abreviações: AA - Alterações aneugênicas, AC - alterações clastogênicas, AD - aderência
cromossômica.

Fonte: Do autor (2019)
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Figura 4.3 – Distribuição das alterações cromossômicas de células meristemáticas de L. sativa expostas
as diferêntes concentrações dos extratos das espécies de Davilla
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Figura 4.4 – Fases do ciclo mitótico de células meristemáticas de L. sativa expostas as diferêntes con-
centrações dos extratos das espécies de Davilla
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5 DISCUSSÃO

5.1 Análises macroscópicas

A avaliação do potencial fitotóxico de um estrato vegetal é realizado através de ensaios

de germinação e desenvolvimento inicial da plântula de uma espécie modelo. Por meio do

ensaio de germinação é possível obter índices importantes como a razão de germinação e o

índice de velocidade de germinação (IVG). O teste de crescimento nos mostra se os extratos

testados têm algum efeito sob o crescimento anaeróbico da plântula (TIGRE et al., 2012).

Avaliados os efeitos dos extratos de D. nitida e D. elliptica na germinação e desenvol-

vimento inicial da plântula de sementes de L. sativa, observou-se um atraso na germinação de

sementes de alface tendo como consequência efeito inibitório da mesma, especialmente nas

duas maiores concentrações testadas.

Apesar deste efeito na germinação, as maiores concentrações testadas não apresentaram

efeitos significativos no crescimento das radículas em plântulas de L. sativa. Vários autores

apontam o crescimento da plântula como um parâmetro mais sensível a efeitos fitotóxicos que

a germinação (COSTA et al., 2017; VALERIO; GARCÍA; PEINADO, 2007). No entanto, estes

efeitos inibitórios são mais perceptíveis em alguns casos após um período maior de exposição

aos extratos (após 48h) (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010). No presente trabalho a

avaliação de crescimento foi realizada após 48h de exposição a fim de comparar os efeitos

sobre o crescimento e a divisão mitótica mitótica, uma vez que neste período as células estão

em intensa divisão celular.

Tem sido relatado para plantas que o parâmetro macroscópico de crescimento da radí-

cula e plântula como um todo está intimamente relacionado com a frequência de células em

mitose, uma vez que, dentre os fatores que levam o elongamento de um órgão vegetal, está o

aumento no número de células (HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010; COSTA et al., 2017).

Como será discutido adiante, o índice mitótico nas células da ponta de raiz também não apresen-

tou alterações significativas após exposição aos extratos. Desse modo os extratos de D. nitida e

D. elliptica testados no presente estudo devem possuir uma ação específica inibindo o processo

de germinação sem afetar diretamente o crescimento das radículas.
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5.2 Análises microscópicas

O índice mitótico é considerado um marcador da citotoxicidade de um composto, tanto

aumento quanto diminuição do índice mitótico indicam atividade citotóxica do composto tes-

tado (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Neste caso nenhum dos extratos alterou significati-

vamente o índice mitótico de L. sativa. O que era esperado levando-se em conta o resultado do

teste de crescimento, pois as análises microscópicas podem ser relacionadas aos testes macros-

cópicos como discutido anteriormente.

Além da determinação da citotoxicidade via alterações no IM, a análise microscópica

permite determinar a indução de alterações cromossômicas de um dado composto. O conjunto

de alterações no ciclo celular e na estrutura dos cromossomos é considerado um marcador cito-

genético de sua cito-genotoxicidade, além disso é possível observar se esse efeito foi predomi-

nantemente clastogênico ou aneugênico, observando os tipos de alterações predominantemente

induzidas pelo composto (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Ambos os extratos apresen-

taram efeito cito-genotóxico significativo por induzir aumento da frequência de alterações no

ciclo celular. O extrato de D. nitida desde a menor concentração e o extrato de D. elliptica a

partir da concentraçõo de 0,125 g·L−1.

Dentre as alterações induzidas pelos extratos, foram observadas quebras, que assim

como pontes cromossômicas (Figura 5.1 f) são alterações clastogênicas, 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 sequências

teloméricas, este então pode perder a estabilidade se ligar a um cromossomo vizinho formando

um cromossomo dicêntrico que é puxado para ambos os polos da célula formando uma ponte

entre os dois núcleos recém-formados (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

Cromossomos não orientados, atrasados, perdidos e c-metáfase (Figura 5.1) são altera-

ções aneugênicas, que provém da não correta polimerização das fibras do fuso mitótico, acarre-

tando um ou mais cromossomos que não são orientados corretamente durante o ciclo celular e

podem não ser incorporados pelos núcleos formados, resultado em perda de material genético

(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009). Freitas et al. (2016) mostraram que

este tipo de alteração também pode ter origem na inibição da fosforilação da serina 10 da his-

tona H3 (H3S10ph), o que leva à inativação de regiões pericêntroméricas, levando a perda de

coesão das cromátides irmãs o que também pode acarretar orientação anormal de um ou mais

cromossomos durante a divisão celular.
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Figura 5.1 – Alterações cromossômicas observadas em células meristemáticas de L. sativa expostas aos
extratos de D. nitida e D. elliptica.

(a) Cromossomo não orientado (seta), (b) cromossomo atrasado (seta), (c) C metáfase, (d) cromossomo
perdido (seta), (e) aderência cromossômica e (f) ponte cromossômica com quebra (seta). Barra = 10µm.

Fonte: Do Autor (2019)

A aderência cromossômica (Figura 5.1) é uma alteração que ainda não é entendida com-

pletamente e que possui hipóteses divergentes quanto a sua origem. Estudando os efeitos da tri-

fluralina, um agroquímico de poderosa ação aneugênica, Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales

(2009) propuseram que essa alteração era advinda da alta contração dos cromossomos em cé-

lulas poliploides, que ocasionava aderência entre os cromossomos. Dessa forma essa seria

uma alteração aneugênica. Por outro lado Patil e Bhat (1992) a hipótese de que a aderência

tem origem de quebras seguidas da formação de pontes de fibras de cromatina entre cromáti-

des e cromossomos adjacentes. O que tornaria essa uma alteração clastogênica. El-Ghamery;

El-Kholy e El-Yousser (2003) aponta, além dessa última hipótese, a possibilidade da ação do

composto nas propriedades físico-químicas do DNA, de proteínas ou ambos, o que levaria a

formação de complexos com os grupos fosfato do DNA.

A melhor evidência da origem da aderência cromossômica vem de Cuylen et al. (2016),

que demonstrou em células humanas que a proteína Ki-67 age como um surfactante biológico
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dispersando os cromossomos mitóticos impedindo a aderência, com danos nessa proteína ocorre

a aderência. Porém ainda não se sabe se uma proteína similar à Ki-67 atua da mesma forma

em células vegetais. Por isso a decisão de não incluir essa alteração nem como de origem

clastogênica, nem como aneugênica.

Quando se analisa o total de alterações aneugênicas e clastogênicas (Tabela 4.2) é pos-

sível observar que o efeito clastogênico foi mais pronunciado para os extratos D. nitida, sendo

significativo na maior concentração, enquanto os extratos de D. elliptica apresentaram um efeito

aneugênico pronunciado, sendo significativo a partir da concentração de 0,25 g·L−1

Micronúcleos (Figura 5.2) são uma alteração que pode ter origem tanto de alterações

clastogênicas quanto aneugênicas. Eles podem ser formados pela de perda de fragmentos cro-

mossômicos acêntricos formados por quebras (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,

2009), ou pela perda de cromossomos inteiros na anáfase/telófase (FERNANDES; MAZZEO;

MARIN-MORALES, 2007). Micronúcleos são um marcador de que os mecanismos de reparo

da célula não estão sendo capazes de reparar os danos sofridos. Dessa forma é possível dizer

que os efeitos causados pelos extratos de D. nitida estão sendo mais severos, pois o estrato dessa

espécie induziu uma alta frequência de micronúcleos já na menor concentração. O extrato de

D. elliptica apesar de induzir uma frequência de alterações cromossômicas até mesmo maior

nas maiores concentrações, apenas apresentou uma frequência de micronúcleos significativa na

maior concentração. Esse fatos indicam uma possível ação mutagênica maior de D. nitida.

Células tratadas com o extrato de D. nitida apresentaram células binucleadas (Figura

5.2). Isso sugere que este extrato está inibindo a citocinese (KHANNA; SHARMA, 2013).

Em coerência com isso, esse extrato também induziu um aumento do número de telófases de

forma dose dependente (Figura 4.4). Isso sugere que esse extrato também está apresentando

algum efeito aneugênico. A principal classe de compostos identificada nos estratos das duas

espécies são flavonoides. Alguns desses compostos já foram identificados como genotóxicos e

mutagênicos (SKIBOLA; SMITH, 2000), alguns são conhecidos por seus efeitos aneugênicos

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 inibição da citocinese (GOLLAPUDI; HASEGAWA; EASTMOND, 2014). Nenhum

desses compostos foi identificado nos extratos de D. nitida e D elliptica, porém os seus extratos,

como já exposto, são 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 meristemáticas de L. sativa expostas aos extratos de
D. nitida e D. elliptica.

(a) Célula binucleada, (b) núcleos normais e condensandos (setas), (c) micronúcleo (seta). Barra =
10µm.

Fonte: Do Autor (2019)

O extrato de D. ellitica induziu um crescente aumento de metáfases (Figura 4.4). Isso

provavelmente é consequência de outros efeitos observados para esse extrato, como o potencial

de interferir na polimerização dos microtúbulos levando a não correta orientação dos cromos-

somos durante a metáfase, o que pode ocasionar paralisação da mitose e morte celular (SAL-

MELA et al., 2012). O extrato dessa espécie também foi responsável por causar um aumento

significativo de aderência cromossômica a partir da concentração de 0,25 g·L−1 essa é uma al-

teração considerada grave e que impede o restante da divisão celular, levando a célula à morte

(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014; KHANNA; SHARMA, 2013). Isso explica o aumento da

frequência de metáfases observadas. E corroborando que as células em metáfase afetadas estão

entrando em morte celular a frequência de núcleos condensados observados para esse extrato

sofreu aumento significativo em todas as concentrações (Tabela 4.1).
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A quercetina foi mostrado ser mutagênica 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 não é confirmado. As evidências na literatura são de que a

quercetina não apresenta efeitos genotóxicos em ratos (Hoek-van den Hil et al., 2015), não induz

alterações cromossômicas em A. cepa e ainda reduz a indução de alterações provocadas pela

atrazina (MASTRANGELO et al., 2006). Mesmo em testes in vitro a metilação da quercetina

em diferentes grupos metil, já atenua ou até mesmo inibe completamente a atividade mutagênica

desse composto (HARWOOD et al., 2007).

A miricetina também tem sido alvo de investigações acerca de seu potencial genotóxico

e mutagênico. Da mesma forma que a quercetina, a literatura reporta evidencia de ação geno-

tóxica e mutagênica da miricetina in vitro (MACGREGOR; JURD, 1978), porém assim como

com a quercetina, esse potencial não se confirma em testes in vivo, assim como seu derivado, a

miricitrina (HOBBS et al., 2015).

A avaliação do potencial genotóxico e mutagênico do extrato de ambas as espécies de

Davilla e de frações do mesmo, foi conduzida por (BISO et al., 2010), que de forma semelhante

ao que foi reportado para os compostos secundários isolados, também se mostrou mutagênico

in vitro mas em testes in vivo esse potencial não 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 detecção 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 conclusão, foi avaliado o potencial fitotóxico, e citogenotóxico de D. nitida e D.

elliptica por meio de bioensaios utilizando o modelo vegetal L. sativa. Foi encontrado que o

extrato hidroalcoólico de D. nitida tem potencial genotóxico, clastogênico, mutagênico e de

inibir a citocinese. Por outro lado o extrato de D. elliptica mostrou potencial aneugênico e

citotóxico expressivo. Como a literatura reporta uma composição química semelhante das duas

espécies, essas diferenças no modo de ação do extrato das duas espécies pode ser explicada por

possíveis diferenças 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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