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APRESENTACAO

Temos o prazer de dar continuidade ao tema de microbiologia inter-relacionado a
pesquisa cientifica e tecnoldgica iniciado pela editora no ano de 2019. Apresentamos
aqui um novo volume deste contexto, denominado “Pesquisa cientifica e tecnoldgica em
microbiologia, volume 3” contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos
institutos do territorio nacional contendo analises de processos biol6gicos embasados em
células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacéo de atividades microbianas
com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

A microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres vivos microscopicos
nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo,
genética, taxonomia, interagdo com outros organismos e com o ambiente além de aplicacdes
biotecnol6gicas. Como uma ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para
analisar os processos fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a
linha de frente de avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria.

A microbiologia como ciéncia iniciou a cerca de 200 anos, entretanto os avancos na
area molecular como a descoberta do DNA elevou a um novo nivel os estudos desses
seres microscopicos, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. Sabemos na
atualidade que os microrganismos sé&o encontrados em praticamente todos os lugares, e
a falta de conhecimento que havia antes da invencdo do microscopio hoje néao é mais um
problema no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como
bactérias, virus, fungos e protozoérios.

Temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana sé&o, deste modo, discutidos aqui
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela satde em seus aspectos microbioldgicos. Portanto
a obra propd6e uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos em alguns
campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais pesquisadores de
outras subéreas da microbiologia.

Assim, desejo a todos uma 6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E DA
CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS ETANOLICOS DA
MACROFITA Hydrocotyle bonariensis LAM (APIACEAE)
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Andreza Larissa do Nascimento
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpq.br/1159276582635745

Joyce Bezerra Guedes
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpqg.br/9585080602890413

Anténia Angela Bezerra
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpqg.br/4722001752707509

José Fabricio de Carvalho Leal
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpq.br/5743775508924082

Maria do Socorro Meireles de Deus
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpq.br/0231968397617981

Ana Paula Peron
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-
UTFPR

Campo Mourao, Parana, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpq.br/3605560420792065

Pesquisa Cientifica e Tecnolégica em Microbiologia 3

Marcia Maria Mendes Marques Duque
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http:/lattes.cnpq.br/1673578415957204

Ana Carolina Landim Pacheco
Universidade Federal do Piaui-UFPI

Picos, Piaui, Brasil
Lattes: http://lattes.cnpqg.br/4031662027454518

RESUMO: Hydrocotyle bonariensis possui
componentes bioativos, tais como, alcaloides,
flavonoides, taninos, que proporcionam sua
utilizacdo na medicina popular como laxante,
diurético, eficaz no tratamento de tuberculose.
Objetivou-se avaliar a toxicidade aguda de H.
bonariensis utilizando o bioensaio com Artemia
salina e a citotoxicidade por meio de células
meristematicas de raizes de Allium cepa.
Extratos de H. bonariensis foram submetidos
ao bioensaio com A. salina, para determinar
a relacdo de organismos vivos e mortos.
No tempo de 24 horas, foi estimada a CL,,
utilizando regresséo linear obtida da correlagdo
entre a porcentagem de individuos mortos e a
concentracao dos extratos. Em cada tratamento
com A. cepa analisou-se 15.000 células. Foram
observadas células em interfase, proéfase,
metafase, anafase e teléfase. No bioensaio
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com A. salina, os resultados obtidos mostram que para os extratos da folha e da raiz, os
experimentos com menor concentracao do extrato, apresentaram um percentual menor de
mortalidade. O extrato do caule, ndo apresentou 0 mesmo padrao de resposta. Com A.
cepa, os resultados de IM significativos (p<0,05) foram observados em relagao ao controle
negativo para a concentragcdo de 1000ppm, em folhas, caule e raizes. Na concentracéo de
500ppm a IM foi significativo apenas para o extrato do caule, nas demais concentracées néo
houve valor significante. Extratos das folhas, caules e raizes de H. bonariensis apresentaram
componentes bioativos para microcrustaceo A. Salina, sendo o caule o mais tdéxico. Com
A. cepa, mostrou que os extratos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser
citotdéxicos na concentracéo de 1000ppm.

PALAVRAS-CHAVE: plantas aquaticas, bioativos, alcaloides, Artemia salina, Allium cepa

EVALUATION OF ACUTE TOXICITY AND CYTOOTOXICITY OF MACROPHYT
ETHANOLIC EXTRACTS Hydrocotyle bonariensis Lam (APIACEAE)

ABSTRACT: Hydrocotyle bonariensis has bioactive components, such as alkaloids,
flavonoids, tannins, which provide its use in folk medicine as a laxative, diuretic, effective in
the treatment of tuberculosis. The objective of this study was to evaluate the acute toxicity
of H. bonariensis using the bioassay with Artemia salina and cytotoxicity using meristematic
cells from Allium cepa roots. H. bonariensis extracts were submitted to a bioassay with
A. salina, to determine the ratio of living and dead organisms. At 24 hours, the LC50 was
estimated using linear regression obtained from the correlation between the percentage of
individuals killed and the concentration of the extracts. In each treatment with A. cepa, 15.000
cells were analyzed. Cells in interphase, prophase, metaphase, anaphase and telophase
were observed. In the bioassay with A. salina, the results obtained show that for the leaf
and root extracts, the experiments with lower concentration of the extract, presented a lower
percentage of mortality. The stem extract did not show the same response pattern. With
A. cepa, the results of significant Ml (p <0.05) were observed in relation to the negative
control for the concentration of 1000ppm, in leaves, stem and roots. In the concentration of
500ppm the IM was significant only for the stem extract, in the other concentrations there was
no significant value. Extracts from the leaves, stems and roots of H. bonariensis presented
bioactive components for microcrustacean A. Salina, the stem being the most toxic. With A.
cepa, he showed that the extracts of the leaves, stems and roots of H. bonariensis can be
cytotoxic in the concentration of 1000ppm.

KEYWORDS: aquatic plants, bioactive, alkaloids, Artemia salina, Allium cepa

11 INTRODUCAO

O homem desde os tempos remotos interage com a natureza e dela retira o que lhe
€ conveniente, em especial com relacédo as plantas, como forma de alimento e meio de
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sanar as enfermidades. Na antiguidade, todos os medicamentos desenvolvidos para tratar
os doentes eram feitos a partir do conhecimento empirico e exercidos pelas mulheres em
cada civilizacao, criando uma cultura popular ao longo das geracdes, tendo as plantas
como base da producédo de medicamentos (BADKE et al.,, 2012). Devido a procura e
preferéncia por plantas medicinais, intensificaram-se as pesquisas cientificas, avaliando
as plantas na sua forma bruta ou através de extratos. A seguranca de que produtos
produzidos a partir de plantas ndo trazem desvantagens nenhum a saude, faz parte da
crenca popular. No entanto, a palavra “natural”, ndo é garantia de escusa de algum tipo
de ameaca para a saude (PEREIRA, 2013; MARTINS et al., 2014)

Apesar do crescimento e da eficacia das plantas medicinais, o uso de medicamentos
que nunca foram testados cientificamente é muito arriscado. As plantas em sua maioria
apresentam substancias toxicas contra agentes causadores de danos, além do potencial
toxico e carcinogénico elevado, podendo apresentar até mesmo alto potencial genotoxico
em alguns casos (DE SA FERREIRA; VARGAS, 1999; DEMMA; ENGIDAWORK;
HELLMAN, 2009; FLORINSIAH et al., 2013).

Nos dias atuais, aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais em cuidados de saude primarios (FRESCURA; LAUGHINGHOUSE; TEDESCO,
2012). Porém, muitas delas nao foram suficientemente estudadas, quanto aos seus
possiveis efeitos toxicos (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Pesquisas relatam que
espécies dos géneros Brassica, Lathyru, Astragalus, Euphorbia, Prunus, Datura, Jatropha,
Ranunculus, Solanum, Sorghum, Allium, Amaranthus, Chenopodium, Melilotus, Taxus,
apresentam elevado indice de toxicidade (KHAN et al., 2018). Espécies como Solanum
paniculatum L. Ricinus communis L. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Prosopis
juliflora (Sw.) DC, Crotalaria retusa L. utilizadas pela populacdo como medicamento,
apresentam histérico de intoxicacdo (BARRETO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2018;
BEZERRA et al., 2019).

A utilizacao de plantas como medicamento é comum tanto para as espécies que
tém como habitat os ambientes terrestres, bem como, as que habitam os ambientes
aquaticos lénticos ou lbéticos. Espécies como Eichhornia azurea (Sw.) Kunth., Lemna
aequinoctialis Welw., Victoria amazonica (Poepp.) Sowerby, Azolla filiculoides Lam., Pistia
stratiotes L., Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, Polygonum punctatum Elliot, Polygonum
capitatum Buch.-Ham. ex D. Don, Hydrocotyle bonariensis Lam. Spreng., sao utilizadas
frequentemente pela populagao para o tratamento de varios problemas de saude (ALVES
et al., 2001; OUVINA, et al., 2009; ZHANG et al., 2015).

Hydrocotyle bonariensis, originaria do territorio brasileiro € uma macroéfita abundante
na América do Sul e amplamente distribuida no bioma Caatinga, no Nordeste brasileiro.
Encontrada em ambientes aquaticos I6ticos, é uma planta prostrada, perene, popularmente
conhecida como “acarigcoba” (LORENZI, 2008). Seus componentes bioativos, tais como,
alcaloides, flavonoides, taninos, compostos fendlicos e saponinas, proporcionam sua
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utilizacdo na medicina popular como laxante, diurético, eficaz no tratamento de tuberculose,
amenizando os sintomas de reumatismo e artrite (AJANI et al., 2009). Os flavonoides
sdao um dos grupos mais importante de compostos presentes nos vegetais, estando
amplamente presentes, principalmente em angiospermas (SIMOES et al., 2000), esses
pigmentos tém grande funcédo na protecédo destes organismos contra agentes oxidantes
(LOPES et al., 2000). O consumo de flavonoides é de suma importancia, levando em
consideracao os seus beneficios para a sautde humana (GEBHARDT et al, 2005), taxados
como antioxidantes de exceléncia (NARAYAN; VENKATARAMAN, 2002). Os flavonoides
sao substancias capazes de diminuir o stress oxidativo, formados por radicais livres ou
levar a extincdo de uma reacéo. Estudos relatam que sao capazes de prevenir até mesmo
lesdes musculares, devido a capacidade de desintoxicar alguns peroxidos (MARTINS;
COIMBRA; SCHLICHTING, 2014).

O uso de plantas medicinais pode ser muito eficiente, contudo algumas espécies
apresentam em sua composicao compostos com efeitos deletérios, tornando-se de suma
importancia a realizacao de testes avaliativos. Apesar de apresentar diversas propriedades
farmacoldgicas, na literatura cientifica sdo encontradas poucas publicacdes relacionadas
a estudos dos efeitos que possam vir a serem provocados aos individuos ao utilizarem
a H. bonariensis (EVANS, 1992; CARNEIRO, 2007; FLORINSIAH, 2013). Dessa forma,
torna-se relevante a avaliacdo, por meio de bioensaios adequados, porque grande
parte da populacéo, principalmente de baixa renda, ndo tem acesso a medicamentos
industrializados e utiliza plantas como esta para tratar e prevenir enfermidades.

Testes de avaliagcdo do potencial toxico séo realizados, objetivando-se a avaliagao,
prevencéo e verificacdo dos efeitos das substancias nos sistemas bioldégicos (BARBOSA-
FILHO et al., 2006). Os bioensaios utilizando Artemia salina Leach (1819) tem superado a
sensibilidade, precisdo e simplicidade dos testes por meio de camundongos (PETER et al.,
13 1997), permitindo uma avalia¢ao preliminar da toxicidade de forma geral (SIQUEIRA et
al., 1998), tornando-se relevante a realizagcado do bioensaios utilizando A. salina.

Para uma inteira analise da citotoxicidade, os extratos extraidos de plantas precisam
ser estudados em diversos sistemas-testes, em diferentes concentragcdes e tempos de
exposicao (PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBIKA, 2011). Os bioensaios com plantas
demonstram-se sensiveis, rapidos e simples no acompanhamento dos efeitos toxicos, a
nivel celular (HERRERO; PEREZ; FERNANDEZ, 2012).

Os bioensaios vegetais sao considerados apropriadamente sensiveis e simples, no
monitoramento dos efeitos toxicos a nivel celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008;
CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES; DESK, 2016). Dentre eles, os meristemas
de raizes de Allium cepa L. (cebola), sdo considerados no meio cientifico um eficiente
bioensaio para o screening inicial da toxicidade genética, em razdo de apresentarem
numero cromossémico reduzido (2n=16), o que favorece a deteccédo de alteracbes de
fuso mit6tico ou aneugénicas, e distarbios no indice de proliferacao celular, sendo aceito
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internacionalmente por agéncias de pesquisa. Os resultados obtidos por intermédio dele
demonstram, na maioria das vezes, similaridade satisfatoria a aqueles obtidos via sistemas
testes animal e em culturas de células (BIANCHI; MONTOVANI; MARINMORALES, 2015).
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda de H. bonariensis
utilizando A. salina e a citotoxicidade por meio de células meristematicas de raizes de
A. cepa, na perspectiva que os resultados obtidos possam contribuir para o uso seguro
dessa planta pela populacgéao.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O municipio de Picos (Figura 1) esta localizado na regido Centro/Sul do estado do
Piaui, a margem direita do Rio Guaribas, a uma latitude de 7004’37” Sul e uma longitude
de 41028°01” Qeste. Limita-se ao Norte com os municipios de Dom Expedito Lopes e
Santana do Piaui; ao Sul com o municipio de Itainépolis; ao Leste com o municipio de
Geminiano e ao Oeste com o municipio de Paqueta (AGUIAR-GOMES, 2004). O clima é
caracterizado segundo Képpen do tipo Bsh — quente e semiarido, com esta¢cdes chuvosas
no verao. A precipitacdo média anual é de 679 mm por ano € a umidade relativa do ar
permanece em torno de 60% com decréscimo no periodo de estiagem. O periodo chuvoso
se estende de janeiro a junho (JACOMINE et al., 1986 apud AGUIAR; GOMES, 2004).

Figura 1. (a) Vista da cidade de Picos e do rio Guaribas, (b) local de coleta dos exemplares de
Hydrocotyle bonariens.

Fonte: Prefeitura de Picos (2005)

O municipio de Picos € banhado pelo Rio Guaribas que nasce no municipio de
Séao Luis do Piaui, sendo afluente da margem direita do Rio Itaim, que por sua vez é
afluente do Rio Canindé, considerado um importante contribuinte do Rio Parnaiba. O Rio
Guaribas é um rio tipico de regides semiaridas, no periodo de chuva costuma apresentar
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um aumento consideravel no seu volume de dgua com curta duragao.

2.2 Coleta do material botanico

Os exemplares de Hydrocotyle bonariensis foram coletados no rio Guaribas, bairro
Bomba, em agosto de 2019. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos
e levado para o laboratério de Pesquisa Ill da Universidade Federal do Piaui, campus
Senador Helvidio Nunes de Barros — Picos, onde foi preparado para obtencéo do extrato.

2.3 Obtencao do extrato etandlico bruto das folhas, caule e raizes de Hydrocotyle

bonarie

No laboratério o material foi lavado, retiradas as partes danificadas, separado em
raiz, caule e folhas e colocado sobre papel toalha para secagem. ApOs esse processo,
o material foi cortado em pequenos pedacgos e pesado em balanga de precisdo (Figura
3 a e b). Em frascos de vidro de 500ml foram pesados 127,25¢g de folhas, 109,859 de
caule e 17,50g de raizes. A estes foram adicionados 300ml, 150ml e 200ml| de etanol
(99,5%) (figura 3 c), respectivamente, permanecendo por sete dias; apos esse periodo a
solucao resultante foi filtrada utilizando-se funil de vidro simples e papel de filtro (Figura
3 d), a evaporacgao do solvente se deu por meio do banho-maria a temperatura de 60° C,
obtendo-se o extrato bruto das folhas, caules e raizes.

Figura 2. Separagao das partes do vegetal para corte e pesagem.

Figura 3. Preparacdo do material boténico para obtengéo do extrato
Fonte: Autora (2019)
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2.4 Bioensaio de letalidade frente Artemia salina

O ensaio de letalidade em A. salina foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982) e Paredes, (2016) com algumas modificagdes. A principio
foi preparado a agua salina, concentracdo de 30g/L de NaCl de sal marinho sintético,
diluida em 1L de agua potavel, que foi mantida a temperatura ambiente, com recepc¢ao de
luz artificial de 100W, em aquario improvisado, feito a partir de garrafa PET; em seguida
pesou-se 0,3g de cistos de A. salina que foram adicionados a agua salina no aquario
improvisado para aerar por um periodo de 48 horas até a eclosdo dos nauplios.

2.4.1 Preparacéo das diluicbes seriadas

Foram pesadas em balanca de precisdo 100mg dos extratos etandlicos bruto,
em seguida foi adicionado 100mL de solucdo salina. As solugdes foram mantidas em
constante agitacdo para completa homogeneizacgdo. Ao final do processo obteve-se uma
concentracao de 1000ppm de solugdes de cada extrato. A partir das solugcbes preparadas
dos extratos 1000ppm, foram realizadas diluicbes seriadas de, 500ppm, 250ppm, 125ppm,
62,5ppm. Todo o processo foi repetido igualmente para os trés extratos. O controle negativo
foi preparado utilizando solugéo salina e racao para A. salina. O controle foi utilizado para
se ter certeza de que a morte dos nauplios seria provocada pela toxicidade dos extratos, e
nao por falta de algum recurso durante a realizacao do teste; vale ressaltar que os testes

foram realizados em triplicata.

2.4.2 Exposigcdo dos nauplios

Apds 48 horas de eclosédo dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, os nauplios
de A. salina (n=10), foram transferidos para os tubos nos quais estavam presentes os
extratos nas diferentes concentragdes. Os tubos foram deixados em temperatura ambiente
e sob iluminacdo por 24 horas. ApOs esse periodo, foram analisados para registrar a
quantidade de nauplios vivos e mortos. O numero de larvas mortas em cada concentragao
dos extratos foi utilizado para calcular os valores da CL, (concentragdo que mata 50%
dos nauplios). Sendo assim, diante dos valores da CL,, obtidos, os produtos testados
foram classificados quanto a toxicidade.

2.4.3 Analise dos dados

Os extratos etandlicos de H. bonariensis foram submetidos ao bioensaio com A.
salina, onde foi possivel determinar a relagcdo de organismos vivos e mortos. Ao final do
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ensaio, no tempo de 24 horas, foi estimada a CL,, utilizando regresséo linear obtida da
correlacéo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo dos extratos.

Preparacéo das diluicbes seriadas do extrato etandlico de Hydrocotyle bonariensis
para analise da toxicidade em nivel celular com meristemas de raizes de Allium cepa.

Foram pesadas em balanca de precisdo 500mg dos extratos etandlicos bruto e
em seguida foi adicionado 500 mL de solugéo salina. As solugdes foram mantidas em
constante agitacédo para completa homogeneizacao. Ao final do processo obteve-se uma
concentragcdo de 1000ppm de solugdes de cada extrato. A partir das solugdes preparadas
dos extratos 1000ppm, foram realizadas diluicbes seriadas de, 500ppm, 250ppm. O
processo foi repetido para os trés extratos etandlicos. O controle negativo foi preparado
utilizando agua destilada. O controle foi utilizado para se ter certeza de que as alteragdes
cromossémicas seriam provocadas pela toxicidade dos extratos, e ndo por falta de algum
recurso durante a realizacao do teste.

2.5 Testes de citotoxicidade em células de raizes de Allium cepa

O bioensaio vegetal com A. cepa foi feito com base em Peron et al., (2008). Para
a realizacao das analises de toxicidade, incialmente bulbos de cebolas foram colocados
em copos aerados contendo agua destilada a temperatura ambiente (+ 27°C) até a
obtencéo de raizes de 2,0 cm de comprimento (Figura 4). Para analise de cada amostra
(concentracao ou tratamento) de extrato estabeleceu-se um grupo experimental com cinco
bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras
do extrato etandlico de H. bonariensis foram coletadas algumas raizes de cada cebola
e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas para servirem de controle
do proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram expostas em seus respectivos
tratamentos por 24 horas, procedimento denominado de tempo de exposi¢céo 24 horas.

Figura 4. Bulbos de Allium cepa colocados em copos aerados com agua destilada para obtencéo de
raizes com cerca de 2,0cm

Fonte: Autora (2019)
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Apés 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido
acético) por 24 horas. Feito este procedimento, as raizes restantes de cada bulbo foram
devolvidas a seus respectivos tratamentos onde permaneceram por mais 24 horas, 0 que
se denominou de tempo de exposicdo 48 horas. ApOs este periodo, raizes novamente
foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicéo 24 e 48 horas foram escolhidos com
o intuito de avaliar a ac&o do extrato em mais de um ciclo celular.

Em cada coleta, foram retiradas trés raizes por bulbo. Nesse contexto, seguindo o
protocolo proposto por Guerra; Souza (2002) as laminas, trés por bulbo, foram montadas
e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 400x. Para cada tratamento foram
analisadas 5.000 células para o tempo de exposicdo 24 horas e 5.000 células para o
tempo de exposi¢céo 48 horas. Assim, para cada concentragcédo de H. bonariensis analisou-
se um total de 15.000 células. Foram observadas células em interfase, profase, metafase,
anafase e tel6fase.

A partir desta analise determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte
equacao (numero total de células em mitose + numero total de células analisadas) x 100.
O valor do IM foi parametro para a determinacéo do potencial citotoxico de H. bonariensis
nas formas analisadas. Para a analise estatistica da citotoxicidade das amostras foi
utilizado o teste do Qui-quadrado (x?), p <0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Artemia salina Leach

Para o bioensaio com Artemia salina, os resultados obtidos (Tabela 1) mostram que
para os extratos obtidos da folha e da raiz, os experimentos com menor concentracao do
extrato, apresentaram um percentual menor de mortalidade. No entanto, com relacéo ao
extrato do caule, ndo apresentou o mesmo padrao de resposta. Os resultados obtidos
por esse tipo de bioensaio asseguram testes posteriores, como 0s para antioxidantes
podendo, portanto, assegurar a aplicabilidade terapéutica de plantas no tratamento de
patologias associadas aos radicais livres (MERINO et al., 2015). O bioensaio com A.
salina, ainda é utilizado em testes com extratos de plantas, para demonstrar o potencial
das mesmas como fonte de compostos antibacterianos e justificar, de forma sucinta o uso
popular de determinadas espécies (STEFANELLO et al., 2006).
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% Mortalidade

()rgéo vegetal 1000ppm 500ppm 250ppm 125ppm 62,5ppm
Folha 90+0 83,3+ 15,2 20+0 16,6+ 5,7 16,645,7
Caule 10040 100+0 83,3£5,7 60+17,3 66,6+11,5

Raiz 10040 100+0 80+0 33,3+5,7 16,645,7

Tabela 1: Percentagem de nauplios mortos de A. salina frente a concentracao dos extratos de
Hydrocotyle bonariensis Lam.

Fonte: Autora (2019)

Os extratos etandlicos obtidos dos caules e raizes tiveram um percentual de
mortalidade semelhante nos experimentos onde foram utilizadas as concentracdes de
1000ppm e 500ppm, eliminando 100% dos nauplios. Na concentracdo de 250ppm, os
extratos etandlicos dos caules e raizes mantiveram valores aproximados, porém, nas
concentracdes de 125ppm e 62,5ppm, houve uma reducédo no percentual de mortes no
extrato da raiz, enquanto que no extrato obtido do caule, esses valores se mantiveram
elevados. O extrato etandlico das folhas apresentou valores de mortalidade diferentes dos
extratos etandlicos obtidos para os caules e para as raizes na maioria das concentracoes,
exceto para a concentragcdo de 62,5ppm, em que o percentual de mortos foi 0 mesmo.

Avaliagdes toxicologicas sdo de suma importancia na selecédo de substancias com
atividade biolégica, que podem ter utilidade terapéutica, produzindo novos farmacos de
acordo com a toxicidade apresentada (CARBALLO et al., 2002).

O ensaio de letalidade com A. salina € uma técnica muito utilizada para avaliacao
prévia da atividade toxica de extratos de plantas, devido a sua simplicidade, rapidez e
baixo custo, sendo eficaz na determinacao de atividade antitumoral (MEYER et al., 1982),
na avaliacdo da toxicidade geral, citotoxidade, e atividade inseticida (LEITE et al., 2009).

As Figuras 5, 6 e 7 mostram a reta de regressao linear obtida através da correlagao
entre a concentracdo dos extratos da folha, do caule e da raiz de H. bonariensis e a
porcentagem de letalidade de A. salina. Para uma melhor adequacdo da reta foram
retirados os valores extremos de concentracgéao.
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Figura 5: Reta de regresséo obtida da correlagéo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etanolico das folhas de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Figura 6: Reta de regressao obtida da correlacéo entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracéo do extrato etandlico dos caules de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Figura 7: Reta de regresséo obtida da correlagé@o entre % mortalidade de A. salina versus a
concentracao do extrato etandlico das raizes de H. bonariensis (24 horas)

Fonte: Autora (2019)
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Os extratos etandlicos das folhas apresentaram CL, =344,9ppm, os dos caules
CL,,=201ppm e os das raizes CL,, =162,9ppm. Na avaliagdo da toxicidade de compostos
ativos e extratos vegetais para A. salina, um valor de CL_, inferior a 1000ppm, sé&o
considerados compostos que apresentam toxicidade, portanto, os extratos podem ser
considerados bioativos, pois apresentaram CL_, menor que 1000 pg/mL*' (MEYER et
al.,1982; PARRA et al., 2001, citados por SANTOS; DAIVID; DAIVID, 2011).

Dolabela (1997) considera uma CL,<80ppm, altamente toxicos; entre 80ppm e
250ppm, moderadamente toxico; e CL,>250ppm, com baixa toxicidade ou n&o toxico.
Os resultados mostraram que os extratos etandlicos do caule e raiz de H. bonariensis
caracterizam-se como moderadamente toxicos, pois os valores da CL ficaram entre 80ppm
e 250ppm. No entanto, os extratos etandlicos das folhas de H. bonariensis apresentaram
CL,,=344,9ppm, podendo ser considerado com baixa toxicidade, por a CL_, ser um pouco
maior que 250ppm. Andlises realizadas por Ouvifa et al., (2009) comprovaram que o
extrato aquoso de H. bonariensis possui efeito anti-inflamatério, o que sustenta seu uso
como planta medicinal, para tratar determinados problemas de saude.

O bioensaio com A. salina é considerado um teste capaz de determinar a atividade
de produtos bioativos e de forma previa a atividade antitumoral (ARCANJO et al., 2012).
Experimentos utilizando A. salina para determinar a toxicidade preliminar de extratos
de Indigofera suffruticosa Mill para toxicidade in vivo em camundongos portadores de
carcinomas de Ehrlich (EC) mostraram que extratos moderadamente téxicos em A. salina,
tem atividade antitumoral significante (SILVA; LIMA, 2008).

3.2. Allium cepa L

Com relagcao aos experimentos utilizando A. cepa, para a avaliacdo da toxicidade do
extrato a nivel celular, os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram os indices
mitético (IM) obtidos por meio da seguinte equac¢do (numero total de células em mitose
+ numero total de células analisadas) x 100. O IM foi parametro para a determinacéo do
potencial citotoxico de H. bonariensis nas formas analisadas. Como podem ser observados
na tabela, os resultados de IM significativos (p<0,05) foram observados em relacédo ao
préprio controle negativo para a concentracdo de 1000ppm, em folhas, caule e raizes.
Enquanto que na concentracao de 500ppm a IM foi significativo apenas para o extrato do
caule, nas demais concentracdes ndo houve valor significante.
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TE/IM

Concentraciao

Orgao vegetal de H. Bonariensis 0Oh 24 h 48 h
(ppm)

1000ppm 18,72 12,30 11,8°

Folha 500ppm 18,32 14,02 13,5°

250ppm 19,5° 17,52 15,32

1000ppm 20,02 14,3° 12,80

Caule 500ppm 18,82 13,3° 12,8°

250ppm 17,72 16,52 14,32

1000ppm 20,02 15,3° 13,8°

Raiz 500ppm 20,72 18,82 17,92

250ppm 21,82 19,32 18,42

Tabela 2 - indices mit6ticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos,
por Oh (controle negativo), 24 e 48h, nas trés concentracdes dos 6rgaos vegetais de H. Bonariensis.
Para cada concentracédo foram apresentados os valores significativos de x2.

TE: tempo de exposicéo; IM: indice mitético; Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo
tratamento néo diferem significativamente entre si pelo teste x? ao nivel de 5%. Valores seguidos de
asteriscos diferem significantemente pelo teste x?dos seus respectivos controles negativos.

Fonte: Autora (2019).

De acordo com Carita; Marin-Morales (2008), a exposicdo de tecidos de intensa
proliferacdo celular, como meristemas de raizes de A. cepa, a compostos quimicos que
possuem capacidade de causar instabilidade genética, podem desencadear alteragdes
especificas comprometendo o crescimento e o funcionamento das células, bem como
dos érgaos atingidos. A inibicao na divisdo celular na concentracéo de 500ppm do extrato
etandlico do caule e na concentragao de 1000ppm do extrato etandlico das folhas, caules
e raizes, pode comprovar a presenca de compostos que possuem acéao toxica capazes
de comprometer a divisdo celular, nao permitindo o crescimento e a reposi¢cao celular do
organismo exposto (HERRERO, et al., 2012). A inibicao da proliferacéo celular observada
em estudos como estes pode ser provocada por compostos com atividade citotoxicos,
presentes na planta testada (GOMES et al. 2013; SALES et al. 2016; CARVALHO et al.
2016).

O sistema teste Allium cepa é um biomarcador excepcional para a triagem inicial
de citotoxicidade em plantas medicinais devido as suas propriedades cinémicas de
proliferacdo por cromossomos grandes que S0 poucos em numero (2n = 16), e sua
confiabilidade e concordéncia com outros testes de toxicidade, ajudando de forma ampla
os estudos de prevencéo de danos a saude humana (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007;
FACHINETTO et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os resultados néo apresentaram alteracdes a nivel cromossémico, o que corrobora
com o estudo de Florinsiah et al., (2013), onde os extratos das partes aéreas e raizes de
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H. bonariensis nao apresentaram efeito mutagénico em cepas de Salmonella typhimurium,
corroborando com o uso da mesma na medicina popular.

41 CONCLUSAO

As analises realizadas possibilitaram avaliar a toxicidade aguda e citotoxicidade dos
extratos etanolicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis utilizada amplamente
pela populacdo para sanar enfermidades. A analise dos extratos etandlicos das folhas
caules e raizes de H. bonariensis constatou que 0os mesmos apresentaram componentes
bioativos frente ao microcrustaceo A. Salina, sendo o caule o mais toxico.

No entanto, a avaliagdo com sistema teste vegetal A. cepa, mostrou que os extratos
etandlicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser citotoxicos na
concentracao de 1000ppm, corroborando com os resultados obtidos em A. salina. Embora
H. bonariensis apresente componentes bioativos, o que corrobora com seu consumo, 0
presente estudo mostrou que a maior concentracao testada tem potencial citotoxico. Logo,
os resultados obtidos podem contribuir para o uso seguro dessa planta pela populacéo e
fomenta a realizacdo de novos testes, sendo fonte para outros estudos.
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