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RESUMO

As plantas consideradas como toxicas podem causar algum prejuizo para o homem e animais,
suas propriedades sdo responsaveis por algum dano, que podem variar em danos neurologicos
até a morte do individuo. Por tanto o objetivo desse trabalho ¢ avaliar potencial de toxicidade e
genotoxicidade da planta utilizada como pastagem para caprinos no municipio de Monsenhor
Hipolito-Piaui, localizado no Territério do Vale do Guaribas, na regido Sudeste Piauiense, no
semiarido Nordestino, a partir do bioensaio com Artemia salina Leach. (1819) e os testes de
fragmentacdo de DNA e teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5difeniltetrazolio —
MTT. Para coletar as informagdes sobre os historicos de intoxicagdes por planta foram aplicados
os formularios, a trés produtores, um engenheiro agronomo ¢ um médico veterinario, com
abordagem que incluia plantas toxicas conhecidas na regido nordeste, no total foram
identificadas 13 plantas mencionadas no formulério 1. Contratou-se que a eapécie Enterolobium
contortisiliguum, conhecida popularmente como "Orelha-de-macaco", "Timbatva" ou
“Tamboril, pode ser responsavel por causar abortos em vacas e por provocar lesoes de natureza
fotossensibilizante, além disso, pode levar ao desenvolvimento de um quadro clinico de
timpanismo. Os resultados revelaram que o extrato de Enterolobium contortisiliguum indicou
um teor de baixa toxicidade (CLso= 934,5ppm) no bioensaio com Artemia salina. A andlise da
fragmentacdo do DNA revelou que a concentracdo mais alta (1.000 pg/ml) causou
fragmentacdo, demonstrando efeito genotdxico. No teste de MTT, foram observadas redugdes
significativas na viabilidade celular em todas as concentracdes avaliadas do extrato vegetal
(1.000, 500 e 250 pg/ml). Com os resultados obtidos, podemos concluir a necessidade de
estudos para ampliados os resultados ja obtidos e relatados na literatura.

Palavras-chave: Plantas toxicas, Intoxicagdao, Tamboril, Ruminantes.



ABSTRACT

Plants considered as toxic can cause some harm to man and animals, their properties are
responsible for some damage, which can range from neurological damage to the death of the
individual. Therefore, the objective of this study is to evaluate the potential toxicity and
genotoxicity of the plant used as pasture for goats in the municipality of Monsenhor
HipolitoPiaui, located in the Guaribas Valley Territory, in the Southeast region of Piaui, in the
semiarid Northeast, based on the bioassay with Artemia salina Leach. (1819) and DNA
fragmentation tests and the 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide test
— MTT. To collect information on the history of plant poisoning, the forms were applied to three
producers, an agronomist and a veterinarian with an approach that included known toxic plants
in the Northeast region, a total of 13 plants mentioned in Form 1 were identified. It has been
contracted that the species Enterolobium contortisiliqguum, popularly known as "Orelha-de-
macaco", "Timbatva" or "Tamboril", may be responsible for causing abortions in cows and for
causing lesions of a photosensitizing nature, in addition, it can lead to the development of a
clinical picture of tympanism. The results revealed that the extract of Enterolobium
contortisiliquum indicated a low toxicity content (LC50= 934.5ppm) in the bioassay with
Artemia salina. DNA fragmentation analysis revealed that the highest concentration (1,000
pg/ml) caused fragmentation, demonstrating genotoxic effect. In the MTT test, significant
reductions in cell viability were observed in all evaluated concentrations of the plant extract
(1,000, 500 and 250 pg/ml). With the results obtained, we can conclude the need for studies to
expand the results already obtained and reported in the literature.

Keywords: Toxic plants, Intoxication, Monkfish, Ruminants.



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...eeeerrnrernencnesenssesesessssssssssssssssssssessssssssssesssessssssssssssssessssssesssssssssssenes 9
2 REFERENCIAL TEORICO ......ouvuveeeeeeeceesssessessessessessessessesssssssssessessessessessessessessssens 11
2.1 Toxicidade para rUMINANTES. .......ccueerueerieerireeieeeieeteenteesteesireesseessreessaeeseesseeesseesssesnsens 11

2.2 Enterolobium contortisiliqguum (Vell) MOTONE.) ....ccccvveeviiieeiiiieeiieeeieeeee e 12
3 MATERIAL E METODOS ......cooooouiiiiiiriiiiieeieesesseessesesses st ssssessssessssesees 14
3.1 ATCA @ ESTUAOD ..o 14
3.2 Coleta de dAOS ....ccoueiieeiiieeiee et e e e e et a e e e e e ae e e araeeaaeeens 14
3.2.1 Coleta dos dados relacionados @ iNtOXICACAD ........ccveeerurreeirireeirieeeeieeeereeeereeeearee e 14
3.2.2 Analise dos dados dos fOrmularios ..........c.ceeeereerierieniiienieieeeresee e 15

3.2.3 Coleta do material vegetal Enterolobium contortisiliguum (Tamboril) e obtencdo do

EXETALO CLANOLICO ..ouviiuiiiiiiiieie ettt et ettt ettt ettt et ees 15
3.3 Bioensaio de letalidade em Artermia SAliNG .............cccouveeeeeeecieeeciieeeieeeieeeee e 16
3.4 Anélise de Fragmentagdo de DNA Usando Eletroforese em Gel de Agarose ............... 17
3.5 Cultura de CEIUIAS ....c.eeiiiiiiieeeee ettt 17
3.6 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolin). .....c..eecuiiiirieieiie ettt et 17
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ......ouiirinsssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssasssssess 19
4.1 Resultados dos fOrmularios ............ceceeeeruierienieniieiesceieee e 19
4.2 Bioensaio de letalidade em Artermia SAliNG ...............cccveeeeeeiecciieeciieeeieeeeieeeee e 20
4.3 Anélise de Fragmentacao de DNA Usando Eletroforese em Gel de Agarose ............... 21
4.4 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-
H-brometo de tetrazolio). .....o..uoiiiiiiiiiiiieie e 22
5 CONCLUSADQ ...uueucrnncinsisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 24

6 REFERIENCIAS. ..ot eeeeeeeeeeeeesesesesessssssssessssssasesessssassssssssssssssssesssssssssssssssasssssssssnsasssssns 25



1. INTRODUCAO

As plantas consideradas como toxicas podem causar algum prejuizo para o homem e
animais, suas propriedades toxicas sdo responsaveis por algum dano, que podem variar em
danos neuroldgicos até a morte do individuo. De acordo Vasconcelos et al., (2009) as plantas
toxicas possuem substancias que por suas propriedades naturais, fisicas, quimicas ou
fisicoquimicas, alteram o conjunto funcional-organico em vista de sua incompatibilidade vital,
conduzindo o organismo vivo a reagdes bioldgicas diversas. Reagdes causadas por essas
substancias podem causar ao animal que as ingerir varios problemas de saude.

No Brasil existem relatos de ruminantes que sofreram algum tipo de problema
relacionado ao consumo de plantas que sdo possivelmente toxicas, esses problemas provocam
perdas econdmicas, pois resultam em morte de animais e provocam abortos, malformacdes,
infertilidade e baixa produtividade nos sobreviventes, além disso, a uma caréncia de dados sobre
essas perdas por causa da intoxicagdo desses animais como cita Riet-Correa e Medeiros (2001).
Devido a caréncia de dados sobre a frequéncia das causas de mortalidade nos estados ¢ dificil
estimar as perdas por morte de animais ocasionadas pelas plantas toxicas no pais.

No Nordeste a criacdo de ruminantes, como caprinos € bovinos tem um papel importante
na economia, porém a falta de conhecimento relacionada as plantas que sdo toxicas na literatura
fazem com que ocorra grandes perdas por intoxicacdo, além da mé formacao que pode ocorrer
com o consumo desses vegetais, de acordo com Mello ef al., (2010). No Brasil, essas plantas
causam perdas econdmicas diretas e indiretas. Dentro as perdas diretas podem ser citadas a
morte de animais, baixo indice reprodutivo, como abortos, malformacdes e infertilidade, baixa
produtividade nos animais sobreviventes e outras alteragdes devidas a doencas transitorias,
enfermidades subclinicas com diminui¢do da produgdo de leite, carne ou 13, e aumento da
susceptibilidade a outras doengas devido a depressdao imunologica (Mello et al., 2010)

Na regido semidrida do Nordeste brasileiro, as ocorréncias de secas periddicas e
prolongadas contribuem de forma significativa com o consumo de plantas toxicas pelos
herbivoros, pois estes ficam com poucas alternativas para alimentagdo, como essas plantas sao
mais resistentes a seca, os animais as utilizam como pastagem. Estudos realizados para os
estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Ceara identificam varias espécies de plantas toxicas
que sdo utilizadas como pastagem, por bovinos, ovinos e caprinos (Silva et al., 2008). A falta
de alimento recorrente principalmente na época de seca faz com que as intoxicagdes sejam mais
comuns em ambiente rural, com mais frequéncia na Caatinga e em época de déficit hidrico,

levando os criadores perdas expressivas de sua criagao.
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Para o estado do Piaui, Tokarnia et al., (2000) citado por Mello et al., (2010), relatam
que os estudos sobre plantas toxicas para animais da pecudria tiveram inicio na década de 1950.
Em municipios da regido norte do estado, Mello et al., (2010) identificaram 22 espécies de
plantas que sdo consideradas toxicas para esses animais. Comparados a outras regioes do
semiarido nordestino, observa-se a necessidade de que esses estudos sejam aprofundados e que
todas as regides do estado sejam comtempladas. Diante esse cendrio, nosso objetivo foi
identificar as plantas utilizada por herbivoros, que possam ser responsaveis por provocar
reacdes toxicas em caprinos, bem como, avaliar o potencial de toxicidade e genotoxicidade de
planta que tera o maior nimero de citagdes no municipio de Monsenhor Hipélito, a partir do
bioensaio com Artemia salina Leach. (1819) e os testes de fragmentacdo de DNA e teste do

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio - MTT.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Toxidade para ruminantes

A vegetagao da Caatinga ¢ uma importante fonte de alimento para os ruminantes. No
entanto, no periodo de seca, com a vegetagao escassa, muitas plantas que sdo mais resistentes a
seca, porém toxicas segundo a literatura, podem muitas vezes ser utilizadas pelos animais como
pastagem. No entanto, estas possuem substancias que podem causar problemas de saude para
esses herbivoros. No Brasil, essas plantas provocam perdas econdmicas diretas, causando a
morte de animais, abortos, malformagoes, infertilidade e baixa produtividade nos sobreviventes,
bem como, perdas indiretas, entre as quais podem ser incluidos os custos para o controle dessas
plantas nas pastagens, manejos para evitar as intoxicacdes, reducdo do valor de forragem,
reducdo no valor da terra e gastos associados ao diagnostico das intoxicagdes € o tratamento
dos animais afetados. O niimero dessas plantas vem crescendo no pais, atualmente, mais de 170
espécies ja foram identificadas (Riet-Correa; Medeiros, 2001; Riet-Correa et al., 2007).

Anjos et al., (2007), classificam como as principais plantas hepatotoxicas; Crotalaria
retusa L. (guizo de cascavel), Brachiaria decumbens (Stapf), B. brizantha (Hochst. ex A. Rich.)
Stapf, B. humidicola (Rendle) Schweick e Pannicum dycothomifloru, Tephrosia cinérea (L.)
Pers. (falso anil); como aquelas que causam alteragdes no sistema nervoso central, o autor cita
Prosopis juliflora (Sw) DC) (algaroba), Ipomea asarifolia (Desr.) Roem. & Schult. (salsa),
Ipomea carnea Jacq. subsp fistulosa (Mart.) Choisy (algoddo bravo, canudo), Ipomea
sericophylla Meisn. (jetirana), Ipomea riedelii Meisn (anicdao) e Turbina cordata (Choisy)
D.F.Austin & Staples (capoteira, batata de peba), Marsdenia spp (mata calado) e como plantas
cianogenicas Manihot spp. (manigobas), Manihot esculenta Crantz. (mandioca) e Cnidoscolus
phyllacanthus Pax & Hoffm. (favela).

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (urema preta), Aspidosperma pyrifolium Mart. &
Zucc. (pereiro) e Poincianella pyramidalis [Tul.] L. P. Queiroz (catingueira-verdadeira) sao
indicadas como responsaveis por interferirem no sucesso reprodutivo desses animais,
provocando abortos e malformacdes; Mascagnia rigida Griseb (tingui) pela morte subita, e
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. (tamboril, orelha de macaco), Plumbago
scandens L. (louco) e Centratherum brachylepis Sch. Bip. (perpétua) por problemas no sistema
digestorio, como foto sensibilizacdo, lesdes hepaticas e abortos, no caso de ingestdo de
Enterolobium contortisiliquum (Anjos et al., 2007; Assis et al., 2009; Maia-Silva et al., 2012;
Souza et al., 2018).
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Espécies como Ricinus communis L., Stryphnodendron coriaceum Benth.,
Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong., Thiloa glaucocarpa (Mart.) Eichler],
Brachiaria decumbens, Crotalaria spp., Manihot spp., Piptadenia macrocarpa Benth., Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir., Buchenavia tomentosa Eichler.,, Caesalpinia sp., Brunfelsia sp.,
Luetzelburgia sp., Hybanthus ipecacunha (L.) Saill.), Phisalys angulata L., Spondias lutea L.,
estdo relacionadas com problemas de intoxicagdes, abortos e mal formagdes congénitas para o
estado do Piaui, sendo que, Ipomoea asarifolia, Stryphnodendron coriaceum, Enterolobium
contortisiliqguum, Manihot spp. € Thiloa glaucocarpa sdo apontadas como as mais frequentes a

provocarem esses problemas em bovinos, caprinos e ovinos (Mello et al., 2010).

2.2 Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong.)

O Enterolobium contortisiliguum, conhecida popularmente como "Orelha-demacaco",
"Timbauva" ou “Tamboril”. Essa arvore pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae,
e ¢ nativa da América do Sul, sendo encontrada em paises como Brasil, Argentina, Bolivia,
Colémbia, Paraguai, Peru e Uruguai. Arvore de porte médio, tronco reto, folhas compostas
bipinadas, flores hermafroditas, de cor branca, fruto do tipo vagem simples e seca. Essa espécie
tem diversas utilidades: marcenaria, paisagismo, reflorestamento e como forrageira e apicula.
No entanto, pode causar intoxica¢do aos animais que ingerem suas favas, merecendo, portanto,
atencdo para as areas pastagem (Carvalho, 2003; Costa et al., 2009),

Na literatura, a Enterolobium contortisiliquum ¢ uma planta cujas folhas, galhos e
vagens sao consideradas toxicas. Suas vagens, em particular, sio mencionadas pelos produtores
como a causa de diversos problemas para suas criacdes. Melo (2020) relata casos em que
bovinos ingeriram vagens do tamboril, resultando no desenvolvimento de um quadro clinico
agudo de diarreia e timpanismo. Além disso, os animais apresentaram lesdes caracteristicas de
fotossensibilizagdo, ocasionando a morte de um dos animais.

Estudos relatam o potencial de toxicidade associado ao Enterolobium
contortidiliguum. Tais relatos, mencionam os riscos relacionados as suas vagens, para as quais
ja foram identificadas propriedades toxicas. Essa toxicidade pode resultar em consequéncias
graves, incluindo a morte de bovinos, quando sdo ingeridas em quantidades que excedem 12,5
g/kg/PV (Tokarnia et al, 1960; Marques et al, 1974). O principio ativo das favas de
Enterolobium contortisiliguum ¢ uma saponina do tipo esteroidal. Sua acao lipofilica facilita a

complexacdo das saponinas com esteroides, proteinas e fosfolipidios das membranas celulares,
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alterando a permeabilidade das mesmas, ou causando destruicdo das membranas celulares
(Pinto et al., 2011).

De acordo com pesquisas realizadas sobre as propriedades toxicoldgicas das vagens de
E. contortisiliguum, foi constatado que essas vagens podem ser responsaveis por causar abortos
em vacas e por provocar lesdes de natureza fotossensibilizante. Esses efeitos tém um impacto
direto no desempenho produtivo dos animais afetados, conforme mencionado em estudo
conduzido por Tokarnia et al., (1999). Portanto, ¢ possivel associar tais incidentes a ingestao da
planta E. contortisiliqguum.

Em bovinos da raga Nelore, foram observadas alteragcdes na satide dos animais que os
animais manifestaram sinais clinicos quando transferidos para uma area contendo arvores de E.
contortisiliguum. Poucos dias apds a transferéncia, os bovinos apresentaram hiporexia,
prostragdo, desidrata¢do, decubito esternal, perda de peso e ictericia moderada nas mucosas
ocular e vulvar. Na pele foi observado severo edema subcutaneo, além disso, a pele dos animais
mostrava espessamento, rugosidade e exsudato amarelado (Olinda et al. 2015)

Os episodios de intoxicagdo resultantes do consumo de E. contortisiliquum,
frequentemente ocorrem devido a falta de compreensao do potencial toxicoldgico da planta e a
inadequacdo na gestdo dos animais durante o periodo em que suas vagens estdo presentes no
solo, como ¢ mencionado por Costa e/ at., (2009). A falta de identificagdo desta planta ou falha
na adequa¢do do manejo dos animais nos meses de prevaléncia de suas favas no chao, podem
ocasionar prejuizos econdmicos, tanto por a diminui¢ao do desempenho produtivo e reprodutivo

dos animais, quanto por gastos com medicamentos e mao-de-obra especializada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na zona rural do municipio de Monsenhor Hipolito-PI, na Serra
Azul BR-020 km 47, localizado no Territério o Vale do Guaribas, na regiao Sudeste Piauiense,
no semidrido Nordestino. O municipio de Monsenhor Hipo6lito, apresenta um relevo
suavemente ondulado, formado por serras, serrotes e inselbergs. Esta inserido na regiao quente
e imida do estado, com alternancia dos indices pluviométricos que vao de 500 mm a 800 mm,
com a temperatura variando anualmente, com médias minimas de 21°C e méaximas de 32,5°C.
A vegetacao predominante ¢ a do dominio da Caatinga arbérea e arbustiva, onde predominam
os tipos vegetacionais xerofitas, com extratos compostos por gramineas, arbustos e arvores de
pequeno porte, caducifélias, com grande quantidade de plantas espinhosas, entremeadas de
outras espécies, entre estas as cactidceas e as bromelidceas. Entre as atividades de maior

relevancia estd a agropecudria, com destaque para a ovinocapricultura e bovinocultura (Cepro,

2007).

3.2 Coleta de dados

3.2.1 Coleta dos dados relacionados a intoxicaciao

Para a coleta de informagdes relacionadas a intoxicagdes por plantas na area estudada
foram entrevistados trés produtores, um engenheiro agronomo e um médico veterinario, que
exercerem suas atividades no municipio. Nas entrevistas foram utilizados trés formularios
conforme Silva et al., (2006). Os formuldrios 1 e 2 foram aplicados a todos os entrevistados e
o formuldrio 3 foi aplicado aqueles que se mostraram interessados em descrever surtos de
intoxicagdes que tenha presenciado. No Formulario 1 foi perguntado sobre as plantas
conhecidas como toxicas na regido nordeste. As perguntas foram formuladas mencionando o (s)
nome (s) comum (ns) da planta (s) e, se houve duvidas, foi mostrada a fotografia. No Formulario
2 foi perguntado sobre outras plantas conhecidas como tdxicas pelos entrevistados que nao
foram incluidas no Formulario 1. No Formulario 3 foi questionado sobre as caracteristicas das

intoxicagdes observadas pelos entrevistados
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3.2.2 Analise dos dados dos formularios.

As informacdes obtidas por meio dos formularios foram analisadas
quantiqualitativamente. Os dados quantitativos obtidos através do formulario 1 foram
agrupados em uma tabela por meio de valores percentuais de frequéncia relativa (FR) sobre as
informacdes dos entrevistados acerca do conhecimento das plantas, e se eles ja haviam
presenciado intoxicagdes em ruminantes causadas pela ingestdo destes vegetais toxicos. A FR
foi calculada tomando-se como base a féormula de Amorozo; Gély, (1988) citados por Bezerra;
Falcao-Silva, (2019):

Frequéncia relativa dos entrevistados que conhece a planta (FRCP);

FRCP = Numero total de informagdes de conhecimento das plantas (NTICP) x 100/
Numero de citagdes da planta (N);

Frequéncia relativa dos relatos de intoxicagoes (FRRI);

FRRI = Numero total de informag¢des sobre intoxicagdes (NTIRI) x 100 / Numero de
citagdes de intoxicagdo da planta (NI).

Os relatos obtidos através dos formularios 2 e 3 foram apresentados de forma descritiva,
levando em consideracdo as observacdes dos participantes da pesquisa. Os dados também
proporcionaram identificar a(s) espécie(s) frequentemente envolvida(s) nos casos de
intoxicacdo descritos. Assim, a espécie destaque passou para segunda fase da pesquisa, com

analises de toxicidade e genotoxicidade,

3.2.3 Coleta de material vegetal do Enterolobium contortisiliquum (tamboril) e

obtencio do extrato etanolico.

As folhas do Tamboril foram obtidas a partir de coleta realizada no municipio de
Monsenhor Hipdlito, acondicionadas em sacos plésticos identificados e levados para o
Laboratorio de Pesquisa III do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros - CSHNB, onde
passaram pelo processo de secagem em estufa de campo. As folhas secas foram trituradas e
pesadas em balanga de precisdao. Das folhas pesadas, 116,39g foram colocadas em recipientes
de vidro e a estes foram adicionados etanol a 70% até cobrir o material vegetal. Os recipientes
foram tampados, envolvidos com papel aluminio, vedados com papel filme e colocados em
local seguro onde permaneceram por sete dias em uma temperatura ambiente. Apos este periodo

a substancia resultante foi filtrada, colocada em recipiente de vidro e levada para o banho maria
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a uma temperatura de 110°C para evaporagdo do solvente e obtencdo do extrato final. O extrato
pronto foi transferido para frascos e armazenado na geladeira.

Exsicata do material coletado encontrou-se depositadas na cole¢do botanica do
CSHNB.

3.3 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

Utilizou-se o extrato obtido das folhas para ensaio de letalidade em Artemia salina
Leach. (1819), de acordo com a metodologia descrita por Paredes et al., (2016), com algumas
modificacdes. Para a eclosdo dos cistos de A. salina, foi preparada uma solucdo salina a partir
da adicdo de 15g de sal marinho a 1000ml de 4gua potavel com pH 7.0, para simular as
condi¢des do ambiente natural da A. salina. A solugao foi homogeneizada e colocada dentro de
um aquario, o aquario foi feito manualmente, utilizando garrafa pet, um plastico preto para
simular o fundo de um lago e um aerador para manter a oxigenacdo. Em seguida, foram
incubados 0,3g de cistos de 4. Salina, mantendo a 4gua em agitagdo ¢ aeragdo constante. A
incubagdo ocorreu por um periodo de 48 horas. O aqudrio foi mantido com uma iluminagao
fluorescente padrao de 60 W, sendo realizado o controle de temperatura para manter a 25°C.

Para a analise de toxicidade do extrato, foi conduzido um bioensaio utilizando o método
de dilui¢do seriada. Nesse experimento, duas solucdes distintas foram preparadas. A primeira
solucdo consistia em uma solugdo salina, a partir da adi¢cdo de 50g de sal marinho em 1L de
agua. Para a segunda solugdo 100 pl de Dimetilsulféxido (DMSO) foram misturados a 50mg
do extrato etanolico. Para diluir o extrato, foram adicionados 3 ml da solucdo salina preparada
anteriormente. Para tornar homogéneo a solugao foi transferida para um béquer de 100mL e
mantida por 5 minutos no agitador (usar pastilhas de agitagdo pequenas). Apds esse processo, a
solucdo foi filtrada em papel filtro e posteriormente ocorreu a montagem do bioensaio. Esse
procedimento teve como objetivo proporcionar uma graduagdo adequada na concentragdo do
extrato, tornando possivel a avaliagdo da sua toxicidade em niveis variados. Essas solucdes
foram empregadas no bioensaio para determinar a possivel toxicidade do extrato em estudo.

A testagem do extrato foi realizada em triplicata, para isso foram utilizados 18
recipientes de acrilico, dos quais 15 foram utilizados para colocar 3ml de solugdo salina, para
uma diluicdo seriada nas concentragdes de 1000ppm, 500ppm, 250ppm, 125ppm e 62,5ppm e
em outros 3 recipientes foram destinados para o grupo de controle negativo, que foi preparado
utilizando solu¢do salina. O controle ¢ utilizado para se ter a certeza de que a morte dos nduplios

foi provocada pela toxicidade do extrato, e ndo por outro fator durante a realizagdo do
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experimento. Em cada recipiente foram colocadas 10 larvas vivas de A. salina, onde
permaneceram por 24 horas. Apos esse periodo foi feita a analise dos nauplios, utilizando-se
microscopio estereoscopio para a contagem e separacao dos nauplios vivos e mortos. Ao final
do ensaio, no tempo de 24 horas, foi estimada a CLso (concentragdo que mata 50% dos nauplios)
utilizando regressao linear com uso do programa Microsoft Office Excel, obtida da correlagao

entre a porcentagem de individuos mortos e a concentrag@o dos extratos.

34 Cultura de células

As células de tecido sanguineo ndo tumoral — linfocitos (GM16.000) e de B16F10
(melanoma murino) foram adquiridas do ATCC. Todas as linhagens celulares foram cultivadas
em meio RPMI 164 suplementado com 10% de FBS, 100 UI/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina e colocados em ar umidificado a 37 °C com atmosfera de 5% de CO (Coulidiati
etal. 2015).

3.5 Analise de Fragmentacio de DNA Usando Eletroforese em Gel de Agarose

Para o teste de Analise de Fragmentacdo de DNA usando Eletrrofese em Gel de
Agarose, foram semeadas 1 x 10° células de tecido sanguineo nio tumoral — linfcitos, em meio
RPMI 1640 e tratadas com 1.000, 500 e 250 pg/ml do extrato etanolico de E. contortisiliquum,
isolado e associadas ao quimioterapico Cisplatina (50 pg/ml) por 72 horas a 37 °C e 5% de COsx.
Ap0s a exposicao, 0 DNA celular foi extraido pelo protocolo Salting Out. A quantificagdo do
DNA foi realizada com o sistema dsDNAQuantfluor (Promega, Madison, WI - USA). Para
eletroforese, 200 ng de DNA foram adicionados e revelados em gel de agarose a 0,8%,
utilizando 1: 10000 Diamond Dye para cada amostra. O gel foi examinado e fotografado por
um sistema de documentagdo em gel ultravioleta. Para eletroforese foi executado em 91V e
106mA por 2 h. O marcador de DNA 1 kb mais (invitrogen) e 50 pg/ml de Cisplantina foram

usados como marcador e controle positivo, respectivamente.

3.6 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (-3-(4,5-dimetil-2tiazol)
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio).

Para avaliar os efeitos citotoxicos do extrato etanolico de E. contortisiliguum, o ensaio
MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio) foi realizado conforme

descrito anteriormente por Mosmann et al., (1983) com pequenos ajustes. Resumidamente, 1 x
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10* células foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas na placa com o extrato etanélico
em concentracdes variando de 31,25 a 1.000 pg/mL, durante 72 h a 37 °C e 5% de atmosfera
de COa. A cisplatina (CIS, 1 pg/mL) foi utilizada como referéncia de farmaco de conhecida
citotoxicidade, controle positivo. Posteriormente, adicionou-se MTT (5 mg/mL) e incubou-se
durante 4 h nas mesmas condigdes descritas acima. Os cristais de formazan foram dissolvidos
em Dimetilsulfoxido (DMSO) durante 30 minutos adicionais e a densidade Optica registrada
em um espectrofotdmetro de microplacas (BioTek, Winooski-VT, EUA) a 496 nm (Gongalves
etal., 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados dos formularios

Do total de plantas mencionadas no formulario 1 foram identificadas 13 pelos

entrevistados (Tabela 1). Os dados quantitativos obtidos através do formulario 1 mostram os

valores em percentuais de frequéncia relativa (FR) sobre as informac¢des dos entrevistados

acerca do conhecimento das plantas, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncias relativas dos entrevistados em relacio ao conhecimento das plantas e sua toxicidade.
FRCP = Frequéncia relativa dos entrevistados que conheciam as plantas; N = Ntmero de citacdes da planta. FRRI
= Frequéncia relativa dos relatos de intoxicag¢des; NI = Numero de cita¢des intoxicagdo da planta.

Relataram

Nome cientifico Nome popular Conheciam a planta intoxicagdes
N__ _FRe (%) NI FR®i (

%)

Aspidosperma pyrifolium Pereiro 5 10,2 0 0
Crotalaria retusa Gergelim bravo 1 2,04 0 0
Enterolobium contortisiliquum Tamboril 5 10,2 4 28,57
Ipomoea asarifolia Salsa 5 10,2 4 28,57
Pomoea carnea Canudo 3 6,12 0 0
Manihot spp Manigoba 5 10,2 1 7,14
Piptadenia macrocarpa Angico 5 10,2 2 14,2
Nerium oleander Espirradeira 1 2,04 0 0
Prosopis juliflora Algaroba 2 4,08 0 0
Ricinus communis Mamona 5 10,2 0 0
Sorghun vulgare Sorgo 1 2,04 0 0
Stryphnodendron coriaceum Barbatimao 1 2,04 1 7,14
Thiloa glaucocarpa Sipauba 5 10.2 2 14,2
Total 49 100,00 14 100,00

Fonte: Autor (2023).

Dentre as plantas mais mencionadas em relagdo a intoxicagdo, merece destaque E.

contortisiliguum. De acordo com os entrevistados, essa planta foi identificada como responsavel

por causar danos as suas criagdes.
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4.2 Bioensaio de letalidade em Artemia salina
O bioensaio com extrato etandlico das folhas de E. contortisiliguum demonstrou
diferentes niveis de letalidade aos nauplios, para as concentragdes utilizadas. A concentracao de
1000 ppm resultou em uma mortalidade de 53,3%, enquanto as concentragdes de 500 ppm, 250
ppm, 125 ppm e 62,5 ppm resultaram em mortalidades de 26,6%, 23,3%, 10% e 6,6%,

respectivamente (Tabela 2). Vale destacar que o grupo de controle tratado com DMSO a 5% nao

apresentou ocorréncia de mortalidade.

Tabela 2: Concentracio do extrato versus mortalidade de nauplios de A. salina. %
Mortalidade de Extrato das Folhas

Concentracio (ppm) N° mortos % mortos
1000 16 53,3%
500 8 26,6%
250 7 23,3%
125 3 10%
62,5 2 6,6%

Fonte: Autor (2023).

Na figura 1 estéd representada a reta de regressao linear obtida por meio da correlagao
entre a concentragdo do extrato etanolico das folhas de E. contortisiliquum e o percentual de
letalidade de A. salina.

Figura 1: Reta de regressio obtida da correlaciio entre % mortalidade de A. salina versus a concentraciio
do extrato etanélico das folhas Enterolobium contortisiliquum.
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Fonte: Autor (2023).
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A partir da reta linear obtida utilizando a equagdo da reta (y=ax+b) foi possivel
determinar a CLso (concentracdo letal capaz de provocar a mortalidade de 50% dos nauplios).

O extrato etanolico das folhas de Enterolobium contortisiliguum apresentou reta de regressao
de y=0,0476x+5,5167 e CLso = 934,5 ppm.

Meyer et al. (1982) demonstraram que um composto com valor de CLso <1000 pg.L™!
apresenta toxicidade para o microcrustaceo Artemia salina, e se apresentar CLso >1000 pg.L™!
¢ considerado atoxico. Para Amarante ef al., (2011) os compostos podem ser classificados em
baixa toxicidade quando a CLso > 500 pg.L!, moderada para 100 < CLso < 500 ug.L"! e muito
toxico quando CLso < 100 pg.L! . Diante dessa classificagdo, ao analisar os resultados do

presente estudo, verificou-se que o extrato etanolico das folhas Enterolobium contortisiliquum
apresentou baixa toxicidade (CLso= 934,5ppm).

No sentido contrario dos resultados obtidos nesse estudo, trabalhos disponiveis na
literatura relatam o potencial toxico da E. contortisiliguum. Melo (2020) relata historico de
toxicidade de E. contortisiliguum, em que animais de pele clara desenvolveram quadro clinico
conhecido como timpanismo, ao consumirem as folhas e frutos da planta. Na pesquisa realizada
por Batista (2020) o extrato das vagens coletadas em diferentes localidades do Piaui apresentou
toxicidade nas concentracdes de 10, 100 e 1000 pg/mL, durante as primeiras 24 horas de
exposic¢do. Todas as doses analisadas apresentaram diferenca significativa entre si e com relagao
ao controle negativo, com 100% de mortalidade de nduplios de A. salina na maior dose
analisada evidenciando a a¢do toxica do EEtOH-Ec (extrato etanolico de FEnterolobium

contortisiliqguum). O CLso para o EEtOH-Ec foi1 a partir de 10 pg/mL.

4.3 Analise de Fragmentacio de DNA Usando Eletroforese em Gel de Agarose

Na analise de fragmentagdo de DNA, verificou-se nas concentragdes de 500 e 250
ug/ml do extrato etanélico de E. contortisiliquum, a presenca de uma banda de DNA gendmico
de alto peso molecular com alta intensidade, caracterizando baixa fragmentacdo de DNA. Por
outro lado, a concentracdo de 1.000 pg/ml apresentou efeito genotdxico, visto que promoveu a
fragmentacao do DNA, evidenciada pelo surgimento de uma banda de intensidade mais fraca.
As intensidades das bandas foram comparadas com o controle negativo, onde ndo houve
fragmentacdo, para verificar o potencial das diferentes concentragdes do extrato vegetal de

causar dano ao DNA (Figura 2).
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O quimioterapico Cisplatina (50 pg/ml) foi utilizado como controle positivo. Diante
da alta fragmenta¢ao do DNA provocada pelo quimioterapico, ndo foi verificada a presenca de
uma banda de DNA gendmico (Figura 2).

Figura 2: Teste de Fragmentacio de DNA utilizando diferentes concentracdes extrato etandlico de E.
contortisiliquum (1.000, 500 e 250 pg/ml) isolado e em associacdo com o quimioterapico Cisplatina (50 pg/ml).
CN = controle negativo (meio de cultura RPMI); CP = controle positivo (Cisplatina 50 pg/ml); 1= Extrato etanolico
de E. contortisiliguum = 1000 pg/ml, 2 = Extrato vegetal (1000 pg/ml) + Cisplatina (50 pg/ml); 3 = Extrato vegetal
(500 pg/ml); 4 = Extrato vegetal (500 pg/ml) + Cisplatina (50 pg/ml); 5 =Extrato vegetal ( 250 pg/ml); 6 = Extrato
vegetal (250 pg/ml) + Cisplatina (50 pg/ml); M= marcador de peso molecular.

Fonte: Autor (2013)

O potencial quimioprotetor do extrato etandlico foi avaliado a partir da associacdo entre
as diferentes concentragdes do extrato (1.000, 500 e 250 pg/ml) e o quimioterapico Cisplatina
(50 pg/ml). Como resultado da associacdo verificou-se a presenca de uma banda do DNA
gendmico em todas as concentragdes avaliadas. Esses dados sugerem que o extrato etandlico de
E. contortisiliquum apresentou efeito modulador sobre a Cisplatina, uma vez que reduziu o dano
ao material genético das células de linfocitos (GM16.000) causado pela acdo do quimioterapico.

Nos trabalhos cientificos disponiveis na literatura de acesso livre, verifica-se uma lacuna
significativa em relacdo a realizacao de testes de fragmentagdo do DNA para avaliar possiveis
reagdes toxicologicas em plantas, com destaque para o E. contortisiliquum. Essa deficiéncia de
referéncias confidveis impossibilita uma compreensao mais abrangente dos efeitos toxicos que

podem estar associados a essa espécie vegetal especifica.

4.4 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (-3-(4,5-dimetil-2-tiazol)
2,5difenil-2-H-brometo de tetrazdlio).

Para todas as concentragdes avaliadas obteve-se que o extrato etanolico de E.
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contortisiliqguum reduziu de maneira significa a viabilidade celular das células BI6F10 quando

comparadas ao controle negativo (Figura 3).

Figura 3: Efeitos do Extrato etandlico Enterolobium contortisiliquum (Vell) Morong.) (Tamboril) diante de
células de B16F10. A viabilidade celular foi quantificada pelo ensaio MTT ap6s 72 h de incubagdo do extrato
etanolico (1000 — 31.25 pg/ml). Os dados sdo apresentados como média + SEM, obtidos a partir de trés
experiéncias independentes (n = 3) em triplicata. ANOVA: pos teste de Bonferroni. * p <0,05 para o controle
negativo.
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Fonte: Autor (2013)

De acordo com Oliveira-Junior (2017), entre os principais métodos empregados para
avaliacdo do potencial citotoxico de produtos naturais, destaca-se o método do MTT (3-
(4,5dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil 2-H-brometo de tetrazolio). Trata-se de um método
colorimétrico rapido e sensivel, frequentemente utilizado para avaliacdo da citotoxicidade e da
proliferacdo celular. Esse teste ¢ usado principalmente para determina o potencial citotoxico na
proliferacdo celular.

Ao explorarmos mais a fundo o tema dos testes conduzidos em plantas, com um foco
especial no Enterolobium contortisiliquum, torna-se evidente a auséncia de referéncias
significativas que possam solidamente respaldar os resultados obtidos at¢é o momento. A
caréncia de fontes confiaveis que respaldem a validade dos resultados se torna aparente ao se

examinar a literatura disponivel sobre o assunto.
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5, CONCLUSAO.

Os resultados obtidos com o bioensaio realizado com Artemia salina, mostram que €
possivel inferir que as folhas da planta Enterolobium contortisiliguum possuem componentes
bioativos que podem induzir reagdes de intoxicacdo, embora nas concentragdes testadas no
presente estudo e o extrato tenha sido considerado com baixo potencial toxico. .

O resultado da anélise da fragmentacdo do DNA revelou que a concentracdo mais alta
(1.000 pg/ml) causou fragmentacao, demonstrando efeito genotoxico. No teste de MTT, foram
observadas redugdes significativas na viabilidade celular em todas as concentragdes avaliadas
do extrato vegetal (1.000, 500 e 250 pg/ml).

Esses resultados enfatizam a necessidade de que mais estudos devem ser realizados, por
meio de bioensaios diversificados, para que sejam confirmados e ampliados os resultados ja

obtidos e relatados na literatura.
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