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RESUMO

De Bona, Ana Paula. Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal do Espirito
Santo. Fevereiro de 2009. Estudos fitoquimico, alelopatico, téxico e mutagénico de
Erythrina mulungu Mart. ex Benth. utilizando bioensaios. Orientador: Maria do Carmo

Pimentel Batitucci. Co-orientador: Marcieni Ataide de Andrade.

As plantas produzem uma gama de compostos secundarios, que podem atuar como
principio ativo em medicamentos ou podem produzir toxicidade sobre animais e
outras plantas. Assim, por ser a Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.) uma espécie de
importancia farmacolégica e ecologica, o presente trabalho visa avaliar a
composigao fitoquimica e os potenciais efeitos alelopaticos e mutagénicos do extrato
bruto de inflorescéncias e de folhas dessa planta, por meio de diferentes bioensaios.
A prospeccao fitoquimica foi realizada através de reagdes quimicas que resultaram
no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado caracteristico. Os ensaios
alelopéticos foram realizados em Allium cepa e consistiu de 8 tratamentos (agua
destilada e 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,6 mg/mL dos extratos) e 5 repeti¢cdes
com 20 sementes cada. Avaliou-se a velociade de germinacdo (IVG), primeira
contagem, porcentagem de germinacao e média radicular. Para analise citotoxica e
mutagénica em plantas, sementes de Allium cepa foram submetidas ao tratamento
continuo e descontinuo (20 e 72 horas) e avaliados o indice mitético, indice de efeito
aneugénico e indice de efeito clastogénico. A toxicidade aguda em animais foi
realizada através do estabelecimento da dose letal média (DLsp) e a analise
citotéxica e mutagénica feita pelo teste de micronucleo, por meio do método do
esfregaco, ap6s exposicdo dos animais a 5 dias de tratamento. Os resultados
demonstram a presenca de agucares redutores, fendis e taninos, proteinas e
aminoacidos, alcalbides, flavondides, depsideos e depsidonas e derivados de
cumarina em ambos os 6rgaos; saponinas, esteroides e triterpenos nas folhas e
glicosideos cardiotbnicos e antraquinbnicos nas inflorescéncias. Os 6rgaos
apresentam atividade alelopatica sobre o desenvolvimento radicular, potencial
citotdxico e auséncia de efeito aneugénico sobre a cebola. As inflorescéncias
possuem potencial clastogénico. Para a DLsy, a folna demonstrou-se atéxica e a
inflorescéncia moderadamente téxica. Ambas apresentaram auséncia de

citotoxicidade e potencial genotéxico em células de roedores, desse modo, a



utilizacdo de E. mulungu, tanto para o manejo de areas degradadas ou agricolas,

quanto para a fabricacdo de medicamentos, deve ser efetuada de forma cautelosa.

Palavras-chave: Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.), alelopatia, mutagénese,

citotoxicidade, fitoquimica, DLso, Allium cepa, teste de microndcleo em roedores.



ABSTRACT

De Bona, Ana Paula. Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal do Espirito
Santo. Fevereiro de 2009. Phytochemical, allelopathic, toxic and mutagenic studies
of Erythrina mulungu Mart. ex Benth. using bioassays. Orientador: Maria do Carmo

Pimentel Batitucci. Co-orientador: Marcieni Ataide de Andrade.

The plants produce a range of secondary compounds, which can act as active
principle in drugs or can produce toxic effect on animals and other plants. Thus, as
the Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.) a kind of pharmacological and ecological
importance, this study aims to evaluate the structure phytochemistry and allelopathic
and mutagenic effects potential of the crude extract of the inflorescences and leaves
of this plant through of different bioassays. The phytochemical survey was conducted
through chemical reactions that resulted in the development of color and/or
precipitate characteristic. The allelopathic tests in Allium cepa were conducted and
consisted of 8 treatments (distilled water and 0025; 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.6
mg/mL of extracts) and 5 repetitions with 20 seeds each. Evaluated the germination
speed, the first count, the germination percentage and the media root. For analysis
cytotoxic and mutagenic in plants, seeds of Allium cepa were subjected to continuous
and discontinuous treatment (20 and 72 hours) and assessed the mitotic index,
aneugenic effect index and clastogenic effect index. The acute toxicity in animals
was achieved through the establishment of the median lethal dose (LDsp) and
cytotoxic and mutagenic analysis made by the micronucleus test, using the method
of smear, after exposure of animals to 5 days of treatment. The results show the
presence of reducing sugars, phenols and tannins, proteins and amino acids,
alkaloids, flavonoids, depsides and depsidones, derived from coumarin in both
organs; saponins, steroids and triterpenes in the leaves and cardiac and
anthraquinones glycosides in inflorescences. The bodies have allelopathic activity
on the root development, potential cytotoxic and no aneugenic effect on the onion.
The inflorescences have potential clastogenic. To the LD50, the leave showed non
toxic and inflorescence, moderately toxic. Both showed lack of cytotoxic and
genotoxic potential in cells of rodents. The use of E. mulungu, both for the



management of degraded or agricultural areas, as for the manufacture of medicines,

must be done so cautiously.

Key words: Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.) Allelopathy, mutagenesis,

cytotoxicity, phytochemical, LD50, Allium cepa, micronucleus test in rodents.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a fitoterapia tem sido revalorizada (CARVALHO, 2004; BIESKI, 2005;
TUROLLA; NASCIMENTO, 2006) e segundo dados da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 80% da populacao mundial a utilizam in natura ou através
de formulacbes medicamentosas como principal recurso no atendimento basico de
saude (ELISABETSKY, 2002). Isto se deve ao fato de ser um tratamento acessivel e
classificado, de acordo com o senso comum, como natural, ndo perigoso a saude e

isento de reagdes adversas e/ou contra-indicages.

Entretanto, apesar da crescente importancia das drogas vegetais na terapéutica
medicamentosa, boa parte de sua comercializacdo ocorre em feiras, que
possibilitam identificacdo errbnea da espécie e adulteracao, e em farmacias e lojas
de produtos naturais, onde as preparacdes sao distribuidas com rotulacio
industrializada (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Em geral ndo possuem
certificado de qualidade e as vezes carecem de informagdes técnicas, tais como
data de validade, modo de acdo, contra-indicacdo, precaucdo, adverténcia
(principalmente para pacientes idosos, criangas, mulheres gravidas e lactantes),

interacdo medicamentosa e superdosagem.

Além disso, em muitos casos, as propriedades farmacoldgicas anunciadas sao
baseadas somente no uso popular, ndo possuindo validade cientifica, pela néo
comprovacao de suas acdes farmacoldgicas ou por ndo terem sido investigadas
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005) ja que relativamente poucos estudos
farmacolégicos, toxicoldgicos e clinicos foram realizados a fim de comprovar a

eficacia e seguranca das diversas plantas curativas conhecidas.

Contudo, o uso de produtos derivados de plantas pode levar a diversos agravos a
saude, como reacOes alérgicas, reacdes tdxicas, efeitos adversos e efeitos
mutagénicos (ALVES, 2004), j& que muitas plantas que possuem poder curativo,
podem apresentar substancias téxicas ou composicao quimica variavel (CAPASSO
et al. 2000), que podem desencadear reacoes adversas devido aos seus proprios
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componentes ou pela presenca de contaminantes ou adulterantes nas preparagdes
fitoterapicas (SILVA et al., 2001).

Esses agravos a saude podem representar efeitos imediatos, facilmente associados
a ingestao do produto vegetal, mas também, podem se instalar a longo prazo e de
forma assintomatica, como os carcinogéncos, hepatotoxicos e nefrotdxicos (LAPA et
al., 2007). Além disso, as drogas vegetais podem apresentar interacdes
medicamentosas com drogas sintéticas e outras drogas vegetais, e
consequentemente induzirem a erro médico no diagnostico, j& que muitas vezes a
automedicagcdo com plantas medicinais nao é informada ao médico (VEIGA JUNIOR,;
PINTO; MACIEL, 2005).

Esta toxicidade é atribuida a diversidade de compostos quimicos oriundos do
metabolismo secundério, que atuam tanto como principios ativos em medicamentos
(FERREIRA; AQUILA, 2000) quanto como compostos alelopaticos e mutagénicos
causando toxicidade sobre varias plantas e/ou animais (CHOU; KUO, 1986 apud
SOUZA et al.,, 2005). Geralmente, essa toxicidade resulta da acdo de varios
metabdlitos, que, coletivamente, interferem em varios processos fisiolégicos. Essas
misturas podem conter substancias similares ou de natureza quimica diversa
(EINHELLIG, 1999 apud SILVA; AQUILA, 2006).

A Erythrina mulungu Mart. ex Benth., espécie nativa da parte central do Brasil que
ocorre desde Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul até Tocantins e Bahia, e
popularmente conhecida como mulungu, é uma espécie com diferentes
propriedades farmacolégicas, sendo utilizada principalmente como sedativa e
hipotensiva (LORENZI; MATOS, 2002). O extrato de suas folhas e de suas
inflorescéncias, bem como tinturas dessas partes, compde formulacdes fitoterapicas
nacionais e internacionais, apesar da escassez de estudos farmacoldgicos, clinicos
e toxicolégicos que estabelecam padroes de qualidade para as diversas
preparacdes utilizadas.

Além disso, o género foi escolhido como arvore-simbolo da Embrapa Agrobiologia,
devido as inimeras aplicacbes ligadas a agroecologia, sendo recomendado como

moirdo vivo, no enriquecimento e arborizacdo de pastagens, na recuperagcdo de



14

matas ciliares e de ecossistemas degradados e na manutencdo da fauna silvestre
(NEVES, 2006). Contudo, algumas espécies do género manifestam propriedades
toxicas comprovadas (TORAL; WENCOMO, 1999; GARCIA-MATEOS; SOTO-
HERNANDEZ; VAZQUEZ, 2000; GARIN-AGUILAR et al., 2000; SAIDU et al., 2000;
GARCIA-MATEQS et al., 2004; SCHVARTSMAN, 1979 apud VIRTUOSO, 2005) e
também efeitos alelopaticos (ANTHOFER; HANSON; JUTZI, 1998; HASTINGS,
1990 apud GARCIA-MATEOS; PENA-VALDIVIA; SOTO-HERNANDEZ, 2002;
SOARES et al., 2002; VIRTUOSO, 2005) em diferentes organismos-teste.

Dessa forma, faz-se necessario submeter o extrato de E. mulungu a avaliagao
citotoxica/genotdxica (toxicolégica) a fim de legitima-lo como recurso terapéutico
seguro e sujeita-lo a estudos fitoquimicos, para a identificacdo preliminar dos

compostos secundarios presentes.

Além disso, diante do seu papel ecoldgico, é importante avaliar o efeito alelopatico
da espécie, uma vez que € necessario conhecer a sua biologia e o0 seu
comportamento em reflorestamentos (BARBOSA, 2000). Essa informacédo €
importante, pois os efeitos ocasionados pelas substancias alelopéaticas sobre uma
planta sdo diversos e 0s conhecimentos desses efeitos e dos seus mecanismos de
acao sao importantes para o entendimento das interagdes entre plantas, tanto nos
ecossistemas naturais, como nos agricolas (RODRIGUES et al.,, 1993 apud
REZENDE et al., 2003), visto que esses compostos sdo importantes na adaptacéao
das espécies e na organizacdo de comunidades vegetais (WHITTAKER; FEENY,
1971).

Assim, a realizacdo de experimentos com organismos-teste permite avaliar a
substancia quanto a sua atividade alelopatica, citotdxica e mutagénica. Sistemas
testes vegetais, realizados com células meristematicas de raizes de plantas, tém
sido amplamente empregados na investigagao de potencial alelopatico, na deteccao
de citotoxicidade/mutagenicidade de extratos vegetais (TEIXEIRA et al., 2003;
FACHINETTO et al., 2007), no monitoramento da poluicdo ambiental e na avaliacéo

do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos (MA et al., 1995).
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Dentre os vegetais utilizados, destaca-se o Allium cepa (L.), devido a alta
sensibilidade e boa correlagdo com outros sistemas-teste, fatores fundamentais para
avaliagdo mais precisa de riscos ambientais e extrapolacdo de dados para outros
organismos alvos (FISKESJO, 1985). Assim, resultados positivos no teste devem ser
considerados como um indicio de que o componente testado pode apresentar
propriedade alelopatica ou ser prejudicial a saude humana, dependendo do enfoque

a ser testado.

Dentre os testes com animais, destaca-se o teste de micronucleo em medula éssea
de roedores in vivo, que apresenta correlagdo positiva entre o aumento da
frequéncia de micronucleos e o aparecimento de tumores em roedores e no homem
(MORITA et al., 1997). Por isso, € um ensaio citogenético bem estabelecido e
recomendado pelas agéncias internacionais e instituicbes governamentais, como
parte de uma bateria de testes para a avaliacao e registro de diversas substancias,
entre elas, as obtidas das plantas medicinais (CHOY, 2001 apud RIBEIRO, 2003;
FAGUNDES et al., 2005; LEITE et al., 2006).

Dessa forma, devido a escassez de estudos com a Erythrina mulungu no Brasil, e
diante de sua importancia farmacolégica e ecoldgica, é necesséario submete-la a
avaliacao citotéxica/genotoxica (toxicolégica) a fim de fornecer informagdes mais
precisas para o seu uso, garantindo seguranca e confiabilidade as pessoas que a
utilizam como medicamento e também a avaliacdo alelopéatica, uma vez que é
necessario conhecer a sua biologia e o seu comportamento em reflorestamentos
(BARBOSA, 2000 apud SOARES et al., 2002).
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar a composicao fitoquimica e os potenciais efeitos mutagénicos e
alelopaticos de diferentes concentragdes do extrato bruto de inflorescéncias e de
folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth., por meio de diferentes bioensaios.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos mutagénicos e genotdxicos de diferentes concentracbes da do
extrato bruto de inflorescéncias e de folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth.,

em células vegetais, por meio do teste com Allium cepa.

Estimar através de analise estatistica a atividade alelopatica do extrato bruto das
folhas e das inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth;

Estabelecer a dose letal 50% (DLsp) do extrato bruto de inflorescéncias e de folhas
de Erythrina mulungu Mart. ex Benth., por meio do teste de toxicidade aguda frente a

camundongos;

Avaliar os efeitos mutagénicos e genotoxicos de diferentes concentragdes da do
extrato bruto de inflorescéncias e de folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth, em

células animais, por meio do teste de micronucleo com roedores.

Realizar a caracterizacao fitoquimica das inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart.
ex Benth.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DO MATERIAL VEGETAL

Os galhos da Erythrina mulungu Mart. ex Benth foram coletados no Horto Municipal

de Vitéria, localizado no municipio de Cariacica-ES, Brasil.

3.2 OBTENGCAO DOS EXTRATOS

Foram separadas as inflorescéncias e as folhas, as quais foram submetidas a
secagem em estufa, com circulacao de ar, a 40 °C, e apds completamente secas, as

mesmas foram pulverizadas, utilizando-se um moedor elétrico.

Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos através da maceracao de 60 g do p6 da
folha e da inflorescéncia em 700 mL de etanol 70%, a temperatura ambiente (25 a
30°C), e ao abrigo da luz, por 72 horas. Ap6s esse periodo, os extratos foram
submetidos a rotaevaporagdo a pressao reduzida e temperatura de 60°C, com a
finalidade de remover o solvente (alcool 70%) sem alteracdo dos componentes
qguimicos dos extratos. Os extratos foram levados a estufa para completa secagem e
mantidos na geladeira até o momento da realizacdo dos protocolos experimentais.

Nos experimentos os extratos foram dissolvidos em agua destilada para obtencao
das fracdes aquosas.

3.3 DETERMINACAO DA MASSA SECA

Devido ao fato dos extratos permanecerem com certo grau de hidratacdao, mesmo

apds serem colocados no rotaevaporador, realizou-se a determinacdo da massa

seca para quantificar a concentracao efetiva de extrato ndo hidratado a ser utilizado
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nos protocolos experimentais, a fim de evitar que alteragbes durante a rota-
evaporacao do material vegetal interfirissem na dose aplicada nos experimentos.

Inicialmente, um cadinho de porcelana vazio foi pesado em balanca digital e
submetido ao aquecimento. Em seguida, o cadinho foi pesado até que fosse obtida a

mesma massa em trés pesagens sucessivas.

Posteriormente, 500 mg do extrato bruto foi transferido para o cadinho, e entdo,
submetido a aquecimento até a total evaporagdo do solvente, controlando
cuidadosamente a temperatura a fim de evitar a perda do material, devido a fervura.
Pesagens repetidas foram realizadas até que a massa observada ndo se alterasse

por trés vezes consecutivas.

Para a determinacdo da massa seca, o valor da pesagem final foi subtraido do valor
do cadinho vazio acrescido das 500 mg do extrato bruto, obtendo-se assim a massa
de extrato seca contida em 500 mg do extrato bruto imido. As concentracbes dos
extratos utilizadas neste estudo foram baseadas na massa seca do extrato.

3.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A partir dos extratos hidroalcodlicos das folhas e das inflorescéncias foram
realizadas reacdes para deteccao preliminar de alguns grupos de constituintes dos
metabdlitos secundarios dos vegetais, segundo metodologia proposta por Barbosa
(2004).

3.4.1 Saponina Espumidica

Dissolveu-se uma aliquota dos extratos em 5 mL de agua destilada. Em seguida, a
solugéo foi diluida para 15 mL e agitada energicamente durante 2 minutos em tubo
de ensaio. Analisou-se a persisténcia da camada de espuma com altura superior a

um centimetro ap6s 30 minutos de repouso.



19

3.4.2 Acucares Redutores

A uma aliquota dos extratos dissolvida em 5 mL de agua destilada foi adicionada 2

mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B. A solucéo foi aquecida

em banho-maria em ebulicdo durante 5 minutos. Avaliou-se aparecimento de um

precipitado vermelho tijolo.

3.4.3 Polissacarideos

Uma aliquota dos extratos foi dissolvida em 5 mL de agua destilada e foram

acrescentadas duas gotas de lugol. Observou-se o aparecimento de coloracao azul.

3.4.4 Fenois e Taninos

Dissolveu-se uma aliquota dos extratos em 5 mL de agua destilada, e adicionou-se

uma gota de solucao alcodlica de cloreto férrico (FeCls) a 2%. Notou-se mudanga na

coloracao ou formacao de precipitado.

3.4.5 Proteinas e Aminoacidos

Uma aliquota dos extratos foi dissolvida em 3 mL de agua destilada. Em seguida, foi

adicionada 0,5 mL de solugcédo aquosa de Nihidrina a 1% e aquecida em banho-maria

até a ebulicdo. Avaliou-se o aparecimento de uma coloragao violeta persistente.

3.4.6 Flavonoides
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A uma aliquota dos extratos dissolvida em 10 mL de metanol foram adicionadas 5
gotas de acido cloridrico (HCI) concentrado e raspas de magnésio. Analisou-se o

surgimento de uma coloracéao rosea.

3.4.6.1 Classes dos Flavondides

Transferiu-se 3 mL de solucdo obtida através da dissolucao de uma aliquota dos
extratos em 20 mL de agua destilada para trés tubos de ensaio. Uma das solucdes
foi acidiculada a pH 3 enquanto as restantes foram alcalinizadas a pH 8.5 e pH 11.

Notou-se coloracdo vermelha (pH 3), lilas (pH 8.5) e azul purpura (pH 11) para a
presenca de antocianinas e antocianidinas, coloragcdo amarela (pH 8.5) para
flavonas, flavonois e xantonas, coloracdo vermelha (pH 3) e vermelho-purpura (pH
11) para chalconas e auronas, coloragéo vermelho-laranja (pH 11) para flavanondis,
coloracao vermelha (pH 3) para leucoantocianidinas, coloragdo pardo-amarela (pH 3)
para catequinas e coloragao vermelho-alaranjado (pH 11) para flavanonas.

3.4.7 Alcaloides

Dissolveu-se uma aliquota dos extratos 5 mL de solucao de acido cloridrico (HCI) a
5%, transferiu-se 1 mL da solucdo para placas de porcelana e adicionou-se duas
gotas de cada reagente. Os reagentes utilizados foram: reagente de Dragendorff
(tetraiodeto bismuto de potassio), reagente de Bouchardat, reagente de Mayer

(mercurio tetraiodeto de potassio) e reagente de Wagner.

Observou-se a formacao de precipitado branco para o reativo de Mayer, precipitado
de cor vermelho tijolo para o reativo de Dragendorff, precipitado de cor laranja
avermelhado para o reativo de Bouchardat e precipitado amarelo para o reagente de
Wagner.

3.4.8 Depsideos e Depsidonas
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Uma aliquota dos extratos foi dissolvida em 5 mL de éter etilico, que foi entdo todo
evaporado em banho-maria. Ao residuo, adicionou-se 3 mL de metanol, agitou-se e
adicionou-se 2 gotas de solucdo de cloreto férrico (FeCls) a 2%. Analisou-se o

aparecimento de coloracao verde, azul ou cinza.

3.4.9 Derivado de Cumarina

Dissolveu-se uma aliquota dos extratos em 5 mL de éter etilico e concentrou-a em
banho-maria até 0,5 mL. Em papel filtro, aplicaram-se gotas da solucao etérea,
formando duas manchas de aproximadamente 1cm de didmetro cada. A uma delas,
adicionou-se 1 gota de solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1N. A metade da
mancha foi coberta com papel escuro, e a outra metade foi exposta a luz ultravioleta.
Notou-se o aparecimento de fluorescéncia azul na parte exposta da mancha.

3.4.10 Esteroides e Triterpendides

Uma aliquota dos extratos foi dissolvida em 10 mL de cloroformio (CH2Clp). A
solugédo foi filtrada sobre carvéo ativado e transferida para tubo de ensaio. Ao filtrado,
adicionou-se 1 mL de anidrido acético, agitou-se suavemente, em seguida,
adicionou-se trés gotas de acido sulfurico (H.SO4) concentrado, tornando a agitar
suavemente. Observou-se rapido desenvolvimento de cores, que vado do azul

evanescente ao verde persistente.

3.4.11 Glicosideos Cardiotonicos

Adicionou-se 40 mL de etanol 95% a uma aliquota dos extratos e submeteu-os a
extracdo em banho-maria a 60°C por 15 minutos. A solugao foi esfriada, filirada e a
ela adicionada 10 mL de solugdo saturada de acetato de chumbo. A solucdo foi
novamente filtrada e o filtrado foi transferido para funil de separacéo e extraido duas
vezes com 15 mL de cloroférmio (CH2Cl,). O extrato em cloroférmio foi concentrado

em evaporador rotativo até a metade do volume.
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3.4.11.1 Reacgdes com Anel Lactdnico — Reacéo de Baljet

Ao extrato cloroférmico concentrado, adicionou-se 5 gotas de solucao aquosa de
acido picrico 0,5% (2,4,6-trinitrofenol) e 2 gotas de hidréxido de potassio (KOH) 1 N.
Notou-se o aparecimento de coloracao alaranjada intensa.

3.4.11.2 Reacdes com Desoxi-Agucares — Reacéao de Keller- Killiani

Dissolveu-se o extrato cloroférmico concentrado em 1,0 mL de acido acético glacial.
Adicionou-se 2 gotas de cloreto férrico (FeCl3) a 2% e transferiu-se cuidadosamente
o conteudo deste tubo para um outro contendo 2 mL de acido sulfurico (H2SOs)
concentrado. Observou-se o0 aparecimento de coloracdo castanho-avermelhado na
zona de contato dos liquidos e azul esverdeada na camada acética.

3.4.12 Glicosideos Antraquinonicos

Uma aliquota dos extratos foi fervida, durante 5 minutos, com 10 mL de hidréxido de
potassio (KOH) 0,5 N e 1 mL de agua oxigenada (H-O.) a 6%. A suspensao foi
esfriada, filtrada, acidiculada com acido acético glacial e particionada com 10 mL de
cloroférmio (CH2Cly). A fase organica foi separada e agitada com 2,5 mL de
hidréxido de sédio (NaOH) 2 N. Notou-se o aparecimento de coloracao vermelha a

parte alcalina e incolor a parte organica.

3.5 ESTABELECIMENTO DA DOSE LETAL MEDIA (DLso)
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Para estabelecimento da dose letal média (DLsp), que determina a concentracao do
extrato que € letal para 50 % dos animais, foram usados camundongos (30-509),
obtidos no Biotério da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e realizada a
metodologia de Litchfield e Wilcoxon (1949 apud GARIN-AGUILAR et al., 2000).
Foram utilizados 30 animais, divididos em 3 grupos experimentais (n=10) que
receberam o volume administrado da dose proporcional a massa corpérea de cada

animal.

Foram utilizadas 3 doses dos extratos (250, 500 e 1000 mg/kg) das follhas e das
inflorescéncias, administradas por via intraperitoneal, em delineamento inteiramente

casualizado.

Os animais permaneceram nas gaiolas, em local com temperatura e ciclo noite-dia
controlados e alimentacao ad libitum, por um periodo de 48 horas, apds os quais

foram observados e contados o numero de ébitos.

3.6 ANALISE DA CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE

3.6.1 Bioensaio com Allium cepa

Sementes de Allium cepa cultivar Baia Periforme (cebola) foram submetidas a
germinacao em 2 concentracdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos extratos das folhas e das
inflorescéncias de Erythrina mulungu. Para o controle negativo (CN) empregou-se

agua destilada.

As sementes foram submetidas a dois tipos de tratamentos:

1- Tratamento Continuo: embebicdo e germinacdo das sementes diretamente no
extrato vegetal;

2. Tratamento Descontinuo: sementes inicialmente germinadas em agua destilada
até atingirem cerca de 1 cm de protusao radicular, sendo posteriormente transferidas
para os tratamentos com as diferentes concentracbes do extrato. Apdés 20 h

(tratamento agudo), algumas sementes foram coletadas aleatoriamente e o restante
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permaneceu recebendo o tratamento correspondente por 72 h (tratamento crénico).
As raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (alcool:acido acético) por 24 horas a

temperatura ambiente e, apos esse periodo foram acondicionadas na geladeira.

A preparacao do material para posterior analise foi realizada segundo metodologia
descrita por Fontes, Davide e Davide (2001), com algumas modificacbes. Para a
preparacao citoldgica, as raizes foram lavadas em agua destilada e submetidas a
hidrélise com HCI 1N a 60°C por 5 minutos. Apds esse periodo as raizes foram
lavadas em agua destilada e coradas com reativo de Schiff por 2 horas em local
escuro. Todas as laminas foram confeccionadas pelo método do esmagamento
suave (GUERRA; SOUZA, 2002), e a regiao meristematica excisada foi macerada
em 1 gota de carmim acético 1%. As laminulas foram descoladas em nitrogénio

liquido e as laminas foram tornadas permanentes utilizando-se entellan.

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico, com objetiva de aumento de
40X. Para cada lamina foram avaliadas 1000 células, perfazendo um total de 5000

células por tratamento.

As células foram analisadas quanto a presenca de alteragcbes morfolégicas e
cromossdmicas. Para anélise do efeito citotéxico foi utilizado o indice Mitético (IM) e
para andlise do efeito genotdxico foram usados o indice de Efeito Aneugénico (IEA)
e indice de Efeito Clastogénico (IEC).

O IM foi determinado através da férmula:

IM = numero de células em divisdo x 100
total de células analisadas

Calculou-se o IEA, considerando-se anafase multipolar, c-metafase, aderéncia,

atraso, célula binucleada e perda como células aneugénicas, através da formula:

IEA = nimero de células aneugénicas x 100
total de células analisadas
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Considerou-se ponte, quebra, microndcleo e morte celular como células

clastogénicas e calculou-se o IEC através da férmula:

IEC = numero de células clastogénicas x 100
total de células analisadas
3.6.2 Bioensaio com roedores

Para a realizagdo da analise de micronucleos foram utilizados camundongos
machos e fémeas, adultos jovens com idade entre 7 a 12 semanas e saudaveis,
obtidos no biotério da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais
foram pesados, selecionados ao acaso, identificados para continuidade dos registros
e interpretacao dos resultados ao longo dos experimentos e separados em 4 grupos
experimentais (sendo 3 machos e 3 fémeas para cada grupo). Os animais foram
mantidos com alimentagdo ad libitum em local com temperatura e ciclo noite-dia

controlados.

A preparacao do material para posterior analise foi realizada segundo metodologia
descrita por Ribeiro (2003). Os extratos vegetais foram administrados, em 2
concentracdes (200 e 400 mg/mL), de acordo com o grupo experimental, por
gavage. Foram estabelecidos o grupo controle negativo (CN), que recebeu o veiculo
(soro fisiolégico 0,9%) e o controle positivo (CP), que recebeu ciclofosfamida (50
mg/Kg). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e amostras de
medula 6ssea foram coletadas dos fémures dos animais, logo apds o sacrificio,
realizando-se o teste do micronucleo (MN).

Apoés a retirada da medula 6ssea do fémur dos ratos, com auxilio de uma seringa,
previamente preenchida com soro fetal bovino, o0 material foi ressuspendido no soro
por varias vezes, com auxilio de uma pipeta Pasteur, até a obtencao de uma
suspensao homogénea. A suspensao foi centrifugada, por 5 minutos, a 1000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 0,5 mL de soro fetal

bovino.

Pelo método do esfregaco, foram confeccionadas 2 laminas para cada animal, de

cada um dos grupos experimentais. As laminas foram secas ao ar, fixadas em
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metanol e apds 24 horas foram coradas, pelo método de Leishman, para diferenciar
eritrécito policromatico (PCE) do eritrécito normocroméatico (NCE).

O numero de eritrécitos, com micronucleos, foi determinado pela analise de um total
de 2000 PCEs para cada animal, levando-se em consideracdo o numero de PCEs
micronucleados (PCEMN) e a razdo PCE/PCE+NCE.

3.7 ANALISE ALELOPATICA

O bioensaio para verificagdo da atividade alelopatica foi efetuado utilizando-se
extratos hidroalcodlicos das folhas e das inflorescéncias de Erythrina mulungu com o
intuito de observar o efeito sobre a germinacdo e crescimento de sementes de
Allium cepa cultivar Baia Periforme (cebola).

Foram utilizadas sete concentracdes do extrato bruto - 0,6 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3
mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL e 0, 025 mg/mL — e agua destilada
como controle negativo (CN).

As sementes de cebola foram acondicionadas em placas de petri, forradas com
papel filtro, e embebidas diretamente em extrato vegetal e em agua destilada. O
delineamento foi inteiramente casualizado, composto de 8 tratamentos (CN e as
concentragcdes dos extratos) e cinco repeticdes com 20 sementes cada.

As variaveis analisadas foram indice de velocidade de germinacéao (IVG), teste de
primeira contagem, porcentagem de germinacdo (G) e média da radicula. As
sementes foram consideradas germinadas quando a protrusdo da radicula através
do tegumento se tornou visivel (ADEGAS; VOLL; PRETE, 2003; ALVES et al., 2004).
As contagens foram diarias e no mesmo horario até o 6° e 12° dia apdés a
implantacdo do experimento para o teste de primeira contagem e porcentagem de
germinacao, respectivamente (SOUZA, 2005).

A porcentagem de germinacao foi calculada de acordo com Labouriau e Valadares
(1976, apud LINHARES et al., 2005):



27

G= numero total de sementes germinadas x 100
numero total de sementes colocadas a germinar

A determinacao do indice de velocidade de germinacgéao (IVG) das sementes foi feita
conforme Maguire, 1962 (apud FONTES; DAVIDE; DAVIDE, 2001; ADEGAS; VOLL;
PRETE, 2003) através da formula:

IVG= Gi+Go+Gs+..+Gn
Ni No Ns Nn

Onde G, Gy, Gz e Gy, correspondem ao numero de sementes germinadas no 1¢, 29,
3?2 e ultimo dia do experimento, € N1, N2, N3 e N, correspondem ao numero de dias
apoés a implantacao do experimento.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica para a verificacao da citotoxicidade e mutagenicidade utilizando
o bioensaio com Allium cepa e o bioensaio com roedores, foi realizada através do
método Qui-Quadrado (x?) (BEIGUELMAN, 2006).

Os resultados da analise alelopatica foram submetidos a andlise de variancia e
comparacao de médias através do teste de Tukey, com a > 0,05 para as diferencas

estatisticas significativas, utilizando-se o pacote computacional ASSISTAT (SILVA,
2007).
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo investigar a composicdo fitoquimica,
estabelecer a dose letal média (DLsy) e avaliar os potenciais efeitos mutagénicos e
genotéxicos do extrato hidroalcodlico de folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu
Mart. ex Benth por meio do teste de micronicleo em camundongos. A fitoquimica foi
realizada através de reacdes preliminares com mudancga de coloracao e/ou formacéao de
precipitado; a DLsg, por meio da administragdo intraperitoneal de 3 concentragdes dos
extratos, avaliando-se o numero de ébitos apds 48 horas e o teste de micronucleo foi feito
por meio do método do esfregaco, apos exposi¢cdo dos animais a 5 dias de tratamento. Os
resultados fitoquimicos demonstraram presenca de agucares redutores, fendis e taninos,
proteinas e aminodacidos, flavonédides, alcalbides, depsideos e depsidonas e derivados de
cumarina em ambos 0s 6rgaos; saponinas espumidicas e esteroides e triterpenos nas
folhas e glicosideos cardiotdnicos e antraquindnicos nas inflorescéncias. Para a DLsp a

folha demonstrou-se atoxica e a inflorescéncia moderadamente toxica. Para o teste de
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micronucleo, os resultados indicaram auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade dose-
dependende para as folhas e independente da dose para as inflorescéncias. Assim, esses
resultados sugerem que a planta, nas condi¢coes analisadas, possui potencial para induzir
danos ao DNA.

Palavras-chave: Erythrina mulungu, fitoquimica, DL50, teste de micronlcleo em roedores

ABSTRACT: Study phytochemical and mutagenic analysis of the leaves and
inflorescences of Erythrina mulungu (Mart. ex Benth) through the micronucleus test in
rodents - This paper aimed to investigate the phytochemical composition, median lethal
dose (LDsp) and assess the potential genotoxic and mutagenic effects of hydroalcoholic
extract of leaves and inflorescences of Erythrina mulungu Mart. ex Benth through the
micronucleus test in mice. The preliminary phytochemical was accomplished through
reactions with change of color and/or formation of precipitate; the LD50 by the
intraperitoneal administration of 3 concentrations of the extracts, assessing the number of
deaths after 48 hours and micronucleus test was done by the method of smear, after
exposure of animals to 5 days of treatment. The results phytochemicals showed presence
of reducing sugars, phenols and tannins, proteins and amino acids, flavonoids, alkaloids,
depsides and depsidones derived from coumarin in both organs; saponins and steroids
and triterpenes in the leaves and cardiac and anthraquinones glycosides in inflorescences.
For the LD50 leaves are non toxic and inflorescence is moderately toxic. To micronucleus
test, the results demonstrated absence of cytotoxicity and genotoxicity dose-dependent for
the leaves and independent of the dose to the inflorescence. Thus, these results suggest
that the plant under the conditions tested, has the potential to cause damage to DNA.

Key words: Erythrina mulungu, phytochemical, LD50, micronucleus test in rodents
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INTRODUGCAO

A utilizacao de espécies vegetais para o tratamento, cura ou prevengao de doencas
€ uma pratica terapéutica bastante antiga, que atualmente tem sido revalorizada
(Carvalho, 2004; Bieski, 2005; Turolla & Nascimento, 2006) e segundo dados da
Organizagao Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo mundial a utilizam in
natura ou através de formulacbes medicamentosas como principal recurso no
atendimento béasico de saude (Elisabetsky, 2002).

A Erythrina mulungu Mart. ex Benth., encontrada na parte central do Brasil e
popularmente conhecida como mulungu, é uma espécie utilizada para diferentes acoes
farmacolégicas, atuando principalmente, como sedativa e hipotensiva (Lorenzi & Matos,
2002). O extrato das folhas e das inflorescéncias, bem como tinturas dessas partes,
compdem formulagdes fitoterapicas nacionais e internacionais, apesar da escassez de
estudos farmacoldégicos, clinicos e toxicoldgicos que estabelecam padrdes de qualidade
para as diversas preparacdes utilizadas.

Tais estudos sdo extremamente importantes, pois ainda existe a crenca de que as
plantas medicinais, por serem utilizadas a milhares de anos, apresentam eficacia
comprovada e auséncia de efeitos colaterais e riscos a saude. Contudo, o uso de
produtos derivados de plantas, pode levar a diversos agravos a saude, como reacoes
alérgicas, reacoes téxicas, efeitos adversos e efeitos mutagénicos (Alves, 2004), ja que
muitas plantas que possuem poder curativo, podem apresentar substancias téxicas ou
composicao quimica variavel (Capasso et al. 2000), que podem desencadear reacoes
adversas devido aos seus proprios componentes ou pela presenca de contaminantes ou
adulterantes presentes nas preparacgdes fitoterapicas (Silva et al., 2001).

Esses agravos a saude podem representar efeitos imediatos, faciimente

associados a ingestao do produto vegetal, mas também, podem se instalar a longo prazo
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e de forma assintomatica, como os carcinogéncos, hepatotoxicos e nefrotéxicos (Lapa et
al., 2007).

Além disso, as drogas vegetais podem apresentar interacbes medicamentosas com
drogas sintéticas e outras drogas vegetais, e conseqlientemente induzirem a erro médico
no diagnédstico, j& que muitas vezes a automedicacdo com plantas medicinais ndo €
informada ao médico (Veiga Junior et al., 2005).

Dessa forma, faz-se necessario que os produtos fitoterapicos sejam tratados como
medicamentos, e sejam submetidos a estudos cientificos para a avaliagdo de sua eficacia
e seguranca, a fim de legitima-los como recurso terapéutico benéfico e eficaz para a
humanidade e de se estabelecer padroes de identidade e qualidade para as diversas
preparages utilizadas.

Dentre os testes utilizados para a avaliacgio da genotoxicidade e/ou
mutagenicidade, o teste de micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo é
amplamente aceito e recomendado pelas agéncias internacionais e instituicdes
governamentais, como parte de uma bateria de testes para avaliacdo e registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos, visando detectar e quantificar a acdo mutagénica e/ou
anti-mutagénica de agentes indutores (Choy, 2001 apud Ribeiro, 2003; Fagundes et al.,
2005; Leite et al., 2006).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar a composicao fitoquimica,
estabelecer a dose letal média (DLsy) e avaliar os potenciais efeitos mutagénicos e
genotdxicos do extrato hidroalcodlico de folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu

Mart. ex Benth por meio do teste de micronucleo com camundongos.

MATERIAL E METODO

Material botanico
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Os galhos da planta Erythrina mulungu Mart. ex Benth foram coletados no Horto
Municipal de Vitéria, localizado no municipio de Cariacica-ES, Brasil.
Obtencéao do extrato

Para obtencao do extrato hidroalcéolico, as inflorescéncias e as folhas foram
submetidas a secagem em estufa, com circulagédo de ar, a 40 °C, e ap6s completamente

secas, as mesmas foram pulverizadas, utilizando-se um moedor elétrico.

Os extratos foram obtidos através da maceracdo de 60 g do p6 da folha e da
inflorescéncia em 700 mL de etanol 70%, a temperatura ambiente (25 a 30°C), e ao
abrigo da luz, por 72 horas. Apds esse periodo, foi realizada a filtracdo a vacuo dos
extratos em rota-evaporador a pressao reduzida e temperatura de 60°C, com a finalidade
de remover o solvente (alcool 70%) sem alteracdo dos componentes quimicos dos
extratos. Os extratos foram levados a estufa para completa secagem e mantidos na
geladeira até 0 momento da realizacdo dos protocolos experimentais. As concentracbes
dos extratos utilizadas neste estudo foram baseadas na massa seca do extrato. Os

extratos foram dissolvidos em agua destilada para obtencao das fracées aquosas.

Prospeccao fitoquimica

A partir dos extratos hidroalcodlicos das folhas e inflorescéncias foram realizadas
reacdes para deteccdo preliminar de alguns grupos de constituintes dos metabdlitos
secundarios dos vegetais, como, saponina espumidica, acucares redutores,
polissacarideos, fendis e taninos, proteinas e aminoacidos, favonoides e suas classes,
alcal6ides, depsideos e depsidonas, derivado de cumarina, esterdides e triterpendides,
glicosideos cardiotonicos e glicosideos antraquindnicos, segundo metodologia de Barbosa

(2001).
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Estabelecimento da dose letal média (DLso)

Para estabelecimento da dose letal média (DLsp) foram usados camundongos (30-
509), obtidos no Biotério da Universidade Federal do Espirito Santo e realizada a
metodologia de Litchfield e Wilcoxon (1949 apud Garin-Aguilar et al., 2000). Os animais
foram divididos em trés grupos experimentais (n=10), mantidos em gaiolas e, tratados
com a o extrato hidroalcéolico de Erythrina mulungu, em diferentes doses (250, 500 e
1000 mg/kg), por via intraperitoneal, em delineamento inteiramente casualizado. O volume
administrado da dose foi proporcional a massa corporea de cada animal. Os animais
foram mantidos em local com temperatura e ciclo noite-dia controlados, e alimentacédo ad

libitum. Apds 48 horas foram observados e contado o nimero de 6bitos.

Teste de micronucleo

Para a realizacdo da andlise de micronucleos foram utilizados camundongos
machos e fémeas, adultos jovens com idade entre 7 a 12 semanas e saudaveis, obtidos
no biotério da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram pesados,
selecionados ao acaso e separados em diferentes grupos experimentais, sendo 3 machos
e 3 fémeas para cada grupo. Os animais foram mantidos com alimentacao ad libitum em
local com temperatura e ciclo noite-dia controlados.

A preparacao do material para posterior analise foi realizada segundo metodologia
descrita por Ribeiro (2003). O extrato vegetal foi administrado, em diferentes
concentracdes (200 e 400 mg/kg), por gavage, de acordo com o grupo experimental.
Foram estabelecidos o grupo controle negativo (CN), que recebeu o veiculo (soro
fisioldgico 0,9%) e o controle positivo (CP), que recebeu ciclofosfamida (50mg/Kg). Os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e amostras de medula 6ssea foram
coletadas dos fémures dos animais, logo apds o sacrificio, realizando-se o teste do

micronucleo (MN).
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Apos a retirada da medula 6ssea do fémur dos ratos, com auxilio de uma seringa,
previamente preenchida com soro fetal bovino, o material foi ressuspendido no soro por
varias vezes, com auxilio de uma pipeta Pasteur, até a obtencdo de uma suspensao
homogénea. A suspensao foi centrifugada, por 5 minutos, a 1000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 0,5 mL de soro fetal bovino.

Pelo método de esfregaco, foram confeccionadas 2 laminas para cada animal, de
cada um dos grupos experimentais. As laminas foram secas ao ar, fixadas em metanol e
apos 24 horas foram coradas, pelo método de Leishman, para diferenciar eritrécito
policromatico (PCE) do eritrécito normocromatico (NCE).

O numero de eritrécitos, com micronucleos, foi determinado pela analise de um
total de 2000 PCEs para cada animal, sendo 5 animais por tratamento, levando-se em
consideracao o numero de PCEs micronucleados (PCEMN) e a razdo PCE/PCE+NCE.

A andlise estatistica foi realizada através do método Qui-Quadrado (x°)

(Beiguelman, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da prospeccao fitoquimica preliminar das folhas de Erythrina
mulungu (Tabela 1) indicaram a presenca de saponina espumidica, agucares redutores,
fendis e taninos, proteinas e amino&cidos, flavondides, alcaldides, depsideos e
depsidonas, derivados de cumarina e esterdides e triterpendides. As inflorescéncias
(Tabela 1) apresentaram acucares redutores, fendis e taninos, proteinas e aminoacidos,
flavondides, alcaldides, depsideos e depsidonas, derivados de cumarina, glicosideos
cardioténicos e glicosideos antraquindnicos.

Observou-se também, que ambas nao apresentam em sua composicao

polissacarideos e que determinados compostos sdo exclusivos das inflorescéncias
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(glicosideos cardiotbnicos e glicosideos antraquindnicos), enquanto outros sdo das folhas

(saponina espumidica e esterodides e triterpenos).

TABELA 1: Ensaios fitoquimicos dos extratos hidroalcéolico das folhas e das inflorescéncias de Erythrina
mulungu Mart ex. Benth.

ENSAIOS FITOQUIMICOS Folha Inflorescéncia
Saponina Espumidica +++ -
Acucares Redutores 44+ 4+
Polissacarideos . i
Fenodis e Taninos 44+ 4+
Proteinas e Aminoacidos +++ T+
Flavonoides ++ ot
Alcaldides
Drangendorff + +
Bouchardat + +/-
Mayer - -
Acido Picrico - +
Depsideos e Depsidonas +++ +++
Derivados de Cumarina ++ 4+
Esteroides e Triterpendides +++ -
Glicosideos Cardiotonicos
Anel Lacténico - 4+
Desoxi-Agucares - 4+
Glicosideos Antragquindénicos - +

Legenda: (-) negativo, (+/-) falso positivo, (+) fracamente positivo, (++) positivo, (+++) fortemente positivo.

Nas folhas de E. fusca, assim como nas folhas de E. mulungu, observou-se a
presenca de alcaldides, flavondides, cumarinas, saponinas, acucares redutores e
triterpenos/esterdides. Contudo, foi detectado na E. fusca, a presenca de glicosideos
cardiotonicos, presentes apenas nas inflorescéncias de E. mulungu, e a auséncia de
fendis e taninos, presentes tanto nas folhas quanto nas inflorescéncias de E. mulungu.
Além disso, observou-se também em E. fusca, a presenca de lactonas e carotendides
(Pino-Rodrigues et al., 2004).

Assim como nas folhas de E. mulungu, nas folhas de E. velutina detectou-se
alcal6ides, flavondides, esterdides, triterpendides, fendis, taninos catéquicos e pirogaticos
e saponinas, além da presenca de heterosideos cianogénicos (Araujo Neto, 2008).

Com relacdo a classe dos flavondides, observou-se que essas sao diferentes entre
as folhas e as inflorescéncias. Nas folhas, observou-se a presenca de catequinas e

flavona, chalconas e xantonas, enquanto que nas inflorescéncias ocorreu a presenca de
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antocianinas e antocianidinas, chalconas e auronas, flavanondéis, leucoantocianidinas e

flavanonas (Tabela 2).

TABELA 2: Classe dos flavondides presentes nos extratos hidroalcéolico das folhas e das inflorescéncias de
Erythrina mulungu Mart ex. Benth.

CLASSE DOS FLAVONOIDES pH Folha Inflorescéncia
Antocianinas/Antocianidinas 3 - +
8.5 - -
11 - -
Flavonas/Flavondis/Xantonas 11 + -
Chalconas/Auronas 3 - +
11 - -
Flavanonois 11 - +
Leucoantocianidinas 3 - +
Catequinas 3 + -
Flavanonas 11 - +

Legenda: (-) negativo, (+) fracamente positivo.

Na casca do caule de E. mulungu foram detectadas flavanonas e
leucoantocianidinas, assim como nas inflorescéncias, e a presencga de xantonas, também
encontrada nas folhas (Lima et al., 2006).

Nas folhas de E. velutina, assim como nas folhas de E. mulungu, foram detectados
flavonas, flavondis, xantonas e catequinas. Além disso, a prospecc¢ao fitoquimica de E.
velutina indicou também a presenca de auronas, chalconas, flavanonas, flavanondis e
leucoantocianidinas, encontrados nas inflorescéncias de E. mulungu (Araujo Neto, 2008).

No ensaio de toxidade aguda em camundongos (DLsp), realizado com as folhas de
E. mulungu, ap6s 48 horas de exposicao, nao foi observado nenhum ébito, o que indica
que esse extrato ndo apresenta uma alta toxicidade aguda.

Da mesma forma, um estudo toxicoldgico para determinar a toxicidade aguda do
extrato aquoso das folhas de E. velutina, indicou que a administracdo aguda é atdxica por
via oral em ratos, uma vez que nao foram observados mortalidade ou sintomas adversos
apos a administracao da dose limite de 5g/kg (Silva, 2008).

O ensaio utilizando o extrato hidroalcdolico da inflorescéncia, por sua vez,

determinou uma DLsg igual a 1,37 g/Kg (Figura 1), apresentando-se como um agente
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moderadamente toxico, de acordo com a classificacdo proposta por Hodges & Haggard

(apud, Leite & Amorim, 2006).

35 y = 16,67x - 17,463
30 - R? = 0,9933

%morte

0 -
250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

—e— %morte —— Linear (%morte)

FIGURA 1: Toxicidade aguda em camundongos, frente ao extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de
Erythrina mulungu Mart ex. Benth, apds 48 horas de exposicao.

A DLsg da inflorescéncia de E. mulungu apresentou valores intermediarios entre o
encontrado para a casca de E. senegalensis que foi aproximadamente 450 mg/kg (Saidu
et al., 2000) e para E. falcata, que apresentou uma dose intermediaria entre 3,75 g/Kg e
5,0 g/Kg (Cerutti et al., 2000).

Os resultados do presente estudo reforcam que diferentes 6rgaos vegetais
influenciam o conteldo de metabdlitos secundarios, alterando ndo somente a quantidade
total de metabdlitos produzidos, mas também as proporcdes relativas dos componentes
da mistura (Gobbo-Neto & Lopes, 2007), afetando dessa forma, a qualidade e seguranca
dos preparados fitoterapicos. Além disso, demonstram a necessidade de selecionar
corretamente a parte a ser utilizada para determinada afeccéo e principalmente, seguir a
posologia, a fim de evitar intoxicagcdes ou reacdes adversas que podem aparecer devido
ao emprego de doses inadequadas, modo de preparo incoerente e/ou periodos

prolongados.
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Em relagdo ao teste de micronucleo, também se observou uma diferenga de
comportamento entre os extratos testados, quanto a inducdo de incidéncia de
micronucleos. Os resultados demonstraram que o aumento da incidéncia de micronucleos
nos animais expostos ao tratamento com extrato hidroalcodlico das folhas de E. mulungu,
ocorreu de forma dose-dependente, quando comparado ao grupo controle. Além disso, 0s
valores encontrados foram estatisticamente inferiores aos do controle positivo,
demonstrando que, apesar do extrato ter capacidade de causar alteragdes no DNA, ele
possui acdo genotoxica inferior a ciclofosfamida (Figura 2). Essa diferenca de
comportamento entre o controle positivo e o extrato analisado, pode ser devido a um
distinto mecanismo de acdo entre os dois, ou a necessidade de uma concentracao de

extrato superior a analisada, para produzir efeito similar a ciclofosfamida.

Hit

CP 200 mg/Kg 400 mg/Kg

Fémeas Machos

FIGURA 2: Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMN) em medula 6ssea de
camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg/kg e 400 mg/kg de extrato hidroalcodlico das folhas
de Erythrina mulungu Mart ex. Benth. Diferenca significativa, pelo teste x?, em relacdo ao controle negativo:
**p<0,01; Diferenca significativa, pelo teste x2, em relacao ao controle positivo: # p<0,05; ##p<0,01.

Nos animais expostos ao tratamento com extrato hidroalcodlico das inflorescéncias
de E. mulungu, por sua vez, observou-se que o aumento da incidéncia de microndcleos
se deu de forma independente entre as doses utilizadas, ndo apresentando diferenca
estatistica entre elas. Os valores encontrados foram similares aqueles encontrados no

grupo de animais expostos a ciclofosfamida (Figura 3).
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FIGURA 3: Freqiiéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMN) em medula éssea de
camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg/kg e 400 mg/kg de extrato hidroalcodlico das
inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart ex. Benth. Diferenca significativa, pelo teste x°, em relagdo ao
controle negativo: **p<0,01.

Essa potencialidade genotdxica, encontrada nas folhas e inflorescéncias de E.
mulungu, ndo foi encontrada por Matos & Pantaledo (2008), ao analisarem o extrato
alcodlico de E. velutina. Os resultados obtidos por esses autores indicam que o extrato
das folhas, nas concentragdes de 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg nao apresenta acao
genotoxica, pois a incidéncia de micronucleos nao diferiu significativamente do grupo
controle.

Provavelmente os compostos secundarios diretamente responsaveis pela
genotoxicidade observada foram os alcaldides e/ou flavondides que s&o considerados
potencialmente mutagénicos, pois a agao terapéutica de alguns deles esta associada a
sua interacdo com o DNA (Henriques et al., 1991 apud Sanchez-Lamar et al., 2008). Os
taninos, que demonstraram atividade genotdxica causando quebras de fita simples
(Labieniec & Gabryelak, 2003), podem ter colaborarado com essa mutagenicidade, agindo
como mutagénicos ou potencializando os efeitos dos alcalbides e/ou flavondides.

Assim, observa-se que os efeitos dos produtos naturais resultam da interagao entre

0s compostos quimicos presentes no extrato e deles com o sistema biolégico, onde os
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danos ocasionados por esses compostos estdo relacionados com a estrutura quimica e
0s elementos presentes na molécula e a variagées nas concentragcoes desses compostos.
Analisando a relacéo entre a porcentagem de eritrécitos policromaticos (PCE) e o
total de eritrocitos (PCE+NCE), do extrato da folha (Figura 4) e da inflorescéncia (Figura 5)
de E. mulungu, ndo se constatou diferenca significativa em relacdo ao controle negativo,

em nenhum dos extratos.

0,9
0,8 -
0,7 A
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1
0 g
CN CP 200 mg/Kg 400 mg/Kg

O Fémeas B Machos

PCE/PCE+NCE

FIGURA 4: Relagao entre eritrocitos policromaticos (PCE) e o total de eritrécitos (PCE+NCE) em medula
O0ssea de camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg/kg e 400 mg/kg de extrato hidroalcodlico
das folhas de Erythrina mulungu Mart ex. Benth.

A razdao PCE/PCE+NCE pode indicar a toxicidade de uma substancia, pois o
decréscimo dessa relacao indica que a substituicdo dos PCE, originados do eritoblasto,
esta deprimida. Dessa forma, esses resultados, que ndo demonstram reducao na relacgéo,
indicam que os extratos analisados néao estao afetando a maturacédo dos PCE, nem a sua

formagéo no ciclo mitético seguinte, ndo exibindo atividade citotdxica.
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FIGURA 5: Relagao entre eritrocitos policromaticos (PCE) e o total de eritrécitos (PCE+NCE) em medula
O0ssea de camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg/kg e 400 mg/kg de extrato hidroalcodlico
das inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart ex. Benth.

Assim, observa-se que apesar da folha e inflorescéncia apresentarem resposta
diferenciada com relagcdo a DLsy, ambas apresentaram auséncia de citotoxicidade em
medula O6ssea de roedores. Contudo, folha e inflorescéncia demonstraram, nas
concentracbes utilizadas, capacidade de alteracdo no DNA, sendo essa caracteristica
dose-dependende e independente da dose, respectivamente, caracterizando-as como

potencialmente genotdxicas.
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RESUMO: O presente trabalho visou avaliar os potencias efeitos alelopdticos e mutagénicos dos
extratos hidroalcodlicos de folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.) sobre
Allium cepa (L.). A andlise aleldpatica, consistiu de 8 tratamentos (0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,6 mg/mL e 4dgua destilada) com cinco repeticdes de 20 sementes cada. As varidveis analisadas
foram velocidade de germinagdo (IVG), primeira contagem, porcentagem de germinacdo (G) e
média radicular. Para a andlise mutagénica, as sementes foram submetidas ao tratamento continuo e
descontinuo (20 e 72 horas) para 2 concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos extratos e para a dgua
destilada (CN). Os resultados indicaram atividade alelopédtica das folhas e inflorescéncias sobre o
crescimento da raiz. Com relacdo a atividade mutagénica, observou-se reducao do indice mitético e
auséncia de efeito aneugénico em ambos os orgidos e presenca de efeito clastogénico nas
inflorescéncias.

Unitermos: Erythrina mulungu, alelopatia, mutagénese, Allium cepa

ABSTRACT: ‘“Potential allelopathic and mutagenic effects of Erythrina mulungu (Mart. ex.
Benth.) in Allium cepa (L.).”” This study aimed to assess the potential allelopathic and mutagenic
effects of hydroalcoholic extracts of leaves and inflorescences of Erythrina mulungu (Mart. ex
Benth.) on Allium cepa (L.). The analysis allelopathy consisted of 8 treatments (0,025; 0,05; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,6 mg/mL and distilled water) with five repetitions of 20 seeds each. The variables were
analyzed germination speed, the first count, the germination percentage and the media root. For the

mutagenic analysis, the seeds were submitted to the continuous and discontinuous treatment (20 and
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72 hours) for 2 concentrations (0,4 and 0,6 mg/mL) of the extracts and the distilled water. The

results indicated allelopathic activity of the leaves and inflorescences on the growth of root.
Regarding the mutagenic activity, was observed reduction of mitotic index and lack of aneugenic
effect in both bodies and presence of clastogenic effect on the inflorescences.

Keywords: Erythrina mulungu, allelopathy, mutagenesis, Allium cepa

INTRODUCAO

Atualmente, a fitoterapia tem sido revalorizada (Carvalho, 2004; Bieski, 2005; Turolla;
Nascimento, 2006) e segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) cerca de 80% da
populacdo mundial, a utilizam in natura ou através de formulagdes medicamentosas como principal
recurso no atendimento bdsico de saude (Elisabetsky, 2002). Isto se deve ao fato de ser um
tratamento acessivel e classificado, de acordo com o senso comum, como natural, ndo perigoso a
saude e isento de reagdes adversas e/ou contra-indicacoes.

Contudo, muitas plantas que possuem poder curativo podem apresentar substancias téxicas
ou composicao quimica varidvel (Capasso et al., 2000), podendo levar a diversos tipos de agravos a
saude, tais como, reacdes alérgicas ou toxicas, efeitos adversos, interacdes medicamentosas e
efeitos mutagénicos (Alves, 2004). Esta toxicidade € atribuida a diversidade de compostos quimicos
oriundos do metabolismo secunddrio, que atuam tanto como principios ativos em medicamentos
(Ferreira; Aquila, 2000) quanto como compostos toxicos, causando toxicidade sobre vérias plantas
e/ou animais (Chou; Kuo, 1986 apud Souza et al., 2005).

A Erythrina mulungu Mart. ex Benth., planta encontrada na parte central do Brasil e
popularmente conhecida como mulungu, € uma espécie utilizada farmacologicamente como
sedativa e hipotensiva (Lorenzi; Matos, 2002) e pertence ao género escolhido como arvore-simbolo
da Embrapa Agrobiologia, devido as intimeras aplicagdes ligadas a agroecologia, sendo
recomendado como moirdo vivo, no enriquecimento e arborizacdo de pastagens, na recuperagao de

matas ciliares e de ecossistemas degradados e na manutencao da fauna silvestre (Neves, 2006).
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Contudo, € um género composto por espécies que manifestam tanto potencial téxico quanto
alelopético.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar os potencias efeitos alelopaticos e
mutagénicos dos extratos hidroalcodlicos de folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu (Mart.

ex Benth.) sobre a germinac¢do, desenvolvimento inicial e indice mitético de Allium cepa (L.).

MATERIAL E METODOS

Folhas e Inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth foram coletados no Horto
Municipal de Vitdria, localizado no municipio de Cariacica-ES. Os extratos hidroalcodlicos, foram
obtidos através da maceracdo de 60 g do p6 da folha e da inflorescéncia em 700 mL de etanol 70%,
a temperatura ambiente (25 a 30°C), e ao abrigo da luz, por 72 horas. Apds esse periodo, foi
realizada a filtracdo a vicuo dos extratos e a fase liquida foi submetida a rotaevaporagdo a pressao
reduzida e temperatura de 60°C. Os extratos foram levados a estufa para completa secagem e
mantidos na geladeira até o momento da realiza¢do dos protocolos experimentais. As concentragdes
e doses dos extratos utilizadas neste estudo foram baseadas em sua massa seca. Os extratos foram
dissolvidos em dgua destilada para obten¢do das fragdes aquosas.

Para a andlise alelopdtica, as sementes de cebola foram acondicionadas em placas de petri,
forradas com papel filtro, € embebidas diretamente em extrato vegetal (nas concentracdes de 0,6
mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL e 0, 025 mg/mL) e em 4gua
destilada (controle negativo). O delineamento foi inteiramente casualizado, composto de 8
tratamentos e cinco repeticdes com 20 sementes cada.

As varidveis analisadas foram indice de velocidade de germinac¢do (IVG), teste de primeira
contagem, porcentagem de germinacdo (G) e média da radicula. As sementes foram consideradas
germinadas quando a protrusdo da radicula através do tegumento se tornou visivel (Adegas; Voll;

Prete, 2003; Alves et al., 2004). As contagens foram didrias e no mesmo hordrio até o 6° e 12° dia
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apods a implantacdo do experimento para o teste de primeira contagem e porcentagem de germinacao,
respectivamente (Souza, 2005).

A porcentagem de germinacdo foi calculada de acordo com Labouriau; Valadares (1976,
apud Linhares et al., 2005):

G= nimero total de sementes germinadas x 100
numero total de sementes colocadas a germinar

A determinag¢do do indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes foi feita
conforme Maguire (1962, apud Fontes; Davide; Davide, 2001; Adegas et al., 2003) através da
férmula:

IVG= G +G+G3+...+Gy
N1 N2 N3 NH

Onde Gj, Gy, G3 e G, correspondem ao nimero de sementes germinadas no 1°, 2°, 3° e
ultimo dia do experimento, e N, N», N3 e N, correspondem ao niimero de dias apds a implantacao
do experimento.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e comparacdo de médias através do
teste de Tukey, com a = 0,05 para as diferencas estatisticas significativas, utilizando-se o pacote
computacional ASSISTAT (Silva, 2007).

Para a andlise mutagénica, as sementes de cebola foram submetidas a dois tipos de
tratamentos: 1- Tratamento Continuo: embebicao e germinagdo das sementes diretamente na dgua
destilada (controle negativo) e nos extratos vegetais (0,4 mg/mL e 0,6 mg/mL); 2. Tratamento
Descontinuo: sementes inicialmente germinadas em dgua destilada até atingirem cerca de 1 cm de
protusdo radicular, sendo posteriormente transferidas para os tratamentos com os extratos(0,4
mg/mL e 0,6 mg/mL). Apds 20 horas (tratamento agudo), algumas sementes foram coletadas
aleatoriamente e o restante permaneceu recebendo o tratamento correspondente por 72 horas
(tratamento cronico). As raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (dlcool:acido acético) por 24 horas a

temperatura ambiente e, apds esse periodo foram acondicionadas na geladeira.
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A preparacdo do material para posterior andlise foi realizada segundo metodologia descrita
por Fontes, Davide e Davide (2001), com algumas modifica¢des. Para a preparagdo citoldgica, as
raizes foram lavadas em 4gua destilada e submetidas a hidrélise com HCI 1N a 60°C por 5 minutos.
ApOs esse periodo as raizes foram lavadas em dgua destilada e coradas com reativo de Schiff por 2
horas em local escuro. Todas as laminas foram confeccionadas pelo método do esmagamento suave
(Guerra; Souza, 2002), e a regido meristematica excisada foi macerada em 1 gota de carmim acético
1%. As laminulas foram descoladas em nitrogénio liquido e as 1aminas foram tornadas permanentes
utilizando-se entellan.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico, com objetiva de aumento de 40X. Para
cada 1amina foram avaliadas 1000 células, perfazendo um total de 5000 células por tratamento.

As células foram analisadas quanto a presenca de alteragdes morfolégicas e cromossdmicas.
Para andlise do efeito citotéxico foi utilizado o Indice Mitético (IM) e para andlise do efeito
genotéxico foram usados o Indice de Efeito Aneugénico (IEA) e Indice de Efeito Clastogénico
(IEC).

O IM foi determinado através da férmula:

IM = nimero de células em divisdo x 100
total de células analisadas

Calculou-se o IEA, considerando-se andfase multipolar, c-metafase, aderéncia, atraso, célula
binucleada e perda como células aneugénicas, através da formula:

IEA = ndmero de células aneugénicas x 100
total de células analisadas

Considerou-se ponte, quebra, micronucleo e morte celular como células clastogénicas e
calculou-se o IEC através da formula:

IEC = numero de células clastogénicas x 100
total de células analisadas

A analise estatistica foi realizada através do método Qui-Quadrado (Xz) (Beiguelman, 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas sementes de cebola tratadas com o extrato das folhas de E. mulungu, observou-se que a
porcentagem de germinacdo nao foi afetada pelas diferentes concentracdes. Contudo, o teste de
primeira contagem e o indice de velocidade de germinacdo, indicativos de vigor das sementes,
revelaram diferengas significativas, principalmente na maior concentracdo analisada. Da mesma
forma, observou-se uma tendéncia de reducdo do crescimento normal da raiz, com o aumento da

concentracdo (Tabela 1).

Inserir Tabela 1: Teste de Primeira Contagem (PC), Porcentagem de Germinacdo (G), Indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG) e Comprimento da Radicula (CR) de sementes de Allium cepa (L.) submetidas a tratamento com
diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico da folha de Erythrina mulungu Mart. ex Benth.

Nas sementes de cebola tratadas com o extrato das inflorescéncias, ndo se observou
alteracdo na porcentagem de germinacdo, bem como no teste de primeira contagem e no indice de
velocidade de germinag¢do. O comprimento da radicula, por sua vez, apresentou redu¢do em relacao

ao crescimento normal, porém, nao foi dose-dependente (Tabela 2).

Inserir Tabela 2: Teste de Primeira Contagem (PC), Porcentagem de Germinagdo (G), Indice de Velocidade de
Germinagdo (IVG) e Comprimento da Radicula (CR) de sementes de Allium cepa (L.) submetidas a tratamento com
diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico da inflorescéncia de Erythrina. mulungu Mart. ex Benth.

Os dados de porcentagem de germinagdo sdo corroborados por Payne & Foley (1992, apud
Garcia-Mateos; Pefia-Valdivia; Soto-Hernandez, 2002), os quais observaram que o extrato da
semente de E. americana nao inibiu a germinacdo do milho e do feijao e por Soares et al. (2002) e
Virtuoso (2005), que observaram, respectivamente, que extrato das folhas de E. speciosa e os
extratos e fracdes das cascas de E. velutina ndo inibiram a germinagao de sementes de alface.

Resultados similares, em relacdo ao desenvolvimento normal da plantula, foram encontrados
por Anthofer, Hanson e Jutzi (1998), que detectaram efeitos inibidores de E. abyssinica sobre o
desenvolvimento de plantulas de trigo e por Soares et al. (2002) e Virtuoso (2005) que
evidenciaram, respectivamente, o efeito alelopatico de folhas de E. speciosa e casca de E. velutina

sobre o desenvolvimento de plantulas de alface. Esses resultados ratificam o fato de muitas vezes o
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efeito alelopatico ndo incidir sobre a porcentagem de germinagdo, mas sim sobre a sua velocidade
ou outro aspecto do processo (Ferreira; Aquila, 2000).

Dessa forma, um método eficiente para avaliar o efeito alelopatico é a andlise do indice
mitético, pois a reducdo do crescimento da planta € associada a uma forte inibi¢do da mitose e/ou
rompimento da estrutura das organelas (Almeida et al., 2008). Esse conhecimento € importante pois
compostos alelopaticos podem ter potencial genotoxico e mutagénico (Nunes e Aradjo, 2003 apud
Souza et al., 2005).

A andlise do indice mitético do tratamento continuo (figura 1) demonstrou reducido desse
indice em ambos os 6rgdos analisados, sendo obtido valores inferiores para o tratamento com as
inflorescéncias. O efeito dos extratos, nas concentragdes testadas, foi suficiente para retardar os
processos de prolongamento da raiz.

Esses resultados sdo, em parte, distintos dos encontrados por De Bona (2006). A autora,
analisando a tintura de E. mulungu, produzida a partir das folhas, ndo observou, na menor dose
utilizada (60 mg/mL), diferenca significativa do indice mitético em relacdo a 4gua destilada.
Contudo foi detectada uma reducdo do desenvolvimento radicular normal. Além disso, as maiores
concentracoes (120 mg/mL e 240 mg/mL) inibiram a germinagdo da semente. Dessa forma, pode-se
sugerir que o efeito alelopético da tintura sobre a germinacdo da semente, foi ocasionada pelo teor

de dlcool no fitoterdpico.

Inserir Figura 1: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos
extratos hidroalcodlicos de inflorescéncias e de folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento
continuo. Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo: ** p<0,01; Diferenga significativa em relagdo a
concentragdo de 0,4 mg/mL: # p<0,05.

O indice de efeito aneugénico das folhas e das inflorescéncias e o indice de efeito
clastogénico das folhas ndo diferiu estatisticamente do controle, em nenhuma das concentragdes
analisadas. Por outro lado, o indice de efeito clastogénico das inflorescéncias, apresentou valores
superiores ao controle negativo apenas na concentracdo de 0,4 mg/mL (tabela 3). Esse resultado
deveu-se a presencga de células em morte celular, que pode ter contribuido para a redugdo do indice

mitdtico nessa concentracao.
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Inserir Tabela 3: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle
negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos de inflorescéncias e de
folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento continuo. Diferenca significativa em relacdo ao
controle negativo: ** p<0,01.

A auséncia de efeitos aneugénicos e clastogénicos nas folhas, coincide com a auséncia dos
mesmos na tintura (De Bona, 2006), indicando que as folhas, mediante tratamento continuo, nao
apresentam propriedades clastogénicas e aneugénicas.

No tratamento descontinuo com o extrato das folhas de E. mulungu, houve redugdo
significativa do indice mitético em ambas as concentragdes no tratamento de 72 horas, e para o

tratamento 0,6 mg/mL de 20 horas (Figura 2).

Inserir Figura 2: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do
extrato hidroalcodlico de folhas de Erythrina mulungu Mart. Ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e
cronico (72 h). Diferenca significativa em relag@o ao controle negativo: ** p<0,01.

Da mesma forma, o tratamento descontinuo com as duas maiores doses da tintura (120
mg/mL e 240 mg/mL), apresentou reducdo do indice mitético (De Bona, 2006). Assim, os dados
permitem sugerir que a interferéncia da tintura na divisdo celular, com conseqiiente efeito sobre o
desenvolvimento radicular, é ocasionada pelo composto vegetal, com contribuicio do dalcool
presente na formulagao do fitoterapico.

Para os indices de efeito aneugénico e clastogénico nao houve diferenca estatistica entre as

concentracdes do extrato das folhas analisadas e a dgua destilada (tabela 4).

Inserir Tabela 4: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle
negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do extrato hidroalcodlico de folhas de Erythrina
mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e crénico (72 h).

Esses resultados sdo, em parte, similares aos encontrados por De Bona (2006), que nao
observou efeito aneugénico nas doses expostas aos tratamento agudo e cronico. Porém, indicou
presenca de efeito clastogénico, causada pela incidéncia de micronucleos, quebras, células com
nucleo anormal, células em processo de morte celular e células em divisdo com aspecto alterado,
dependendo da dosagem analisada. Assim, possivelmente, esse efeito clastogénico observado no

tratamento com a tintura pode ser atribuido ao dlcool.
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Com relacdo ao extrato das inflorescéncias de Erythrina mulungu, houve redugdo
significativa do indice mitdtico e uma tendéncia a diminuicdo da mesma com o aumento da

concentracao (figura 3).

Inserir Figura 3: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do
extrato hidroalcodlico de inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. Ex Benth. mediante tratamento descontinuo
agudo (20 h) e cronico (72 h). Diferenca significativa em relacao ao controle negativo: ** p<0,01.

Apesar de tanto a inflorescéncia quanto as folhas incidirem sobre o ciclo celular de cebola,
observou-se que o extrato das folhas € menos citotéxico que o das inflorescéncias.

Com relacdo ao indice de efeito aneugénico, ndo foram observadas alteracdes significativas
das concentragdes expostas aos tratamentos agudo e cronico em relagdo ao controle. Contudo, o
indice de efeito clastogénico, que ndo diferiu do controle no tratamento de 20 horas, apresentou
aumento significativo no tratamento de 72 horas, em ambas as concentracdes analisadas. O indice
teve significancia devido a presenca de células em processo de morte celular, e apresentou

tendéncia de aumento com a concentracao (tabela 5).

Inserir Tabela 5: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle
negativo (CN) e das diferentes concentracdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do extrato hidroacodlico de inflorescéncias de
Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e cronico (72 h). Diferenca
significativa em relag¢@o ao controle negativo: ** p<0,01.

Dentre os compostos com atividade alelopética, as folhas possuem saponinas, fendis, taninos,
flavonoéides, alcaldides e cumarinas que podem ser os responsdveis pelo potencial alelopatico
apresentado por ela no crescimento inicial de cebola. As inflorescéncias, por sua vez, possuem
metabodlitos capazes de alterar a permeabilidade da membrana plasmética das células
meristematicas de Allium cepa ou capazes de atuar no citoesqueleto dessas células, levando-as a
morte. Esse efeito pode ser devido a presenca de fendis, taninos, flavondides, alcaldides, cumarinas
e glicosideos.

Assim, esses resultados demonstram a existéncia de um padrao diferenciado de sintese e/ou
conteido de substancias alelopdticas entre os 6rgdos, o que acarreta uma toxicidade diferecial das

substancias alelopdticas entre as folhas e as inflorescéncias. Além disso, para um manejo mais
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adequado de dreas degradadas ou agricolas, é importante que o emprego de E. mulungu seja
efetuado de forma cautelosa, pois o efeito alelopdtico pode ocorrer sobre as demais espécies,
prejudicando o estabelecimento das mesmas e reduzindo a eficiéncia dos reflorestamentos.

Em suma, a andlise desses dados permite apontar, que tanto o extrato hidroalcodlico das
folhas, quanto o das inflorescéncias, nas concentracdes analisadas, apresentam atividade alelopética
sobre o desenvolvimento da cebola e ndo apresentam-se como agentes aneugénicos, uma vez que
ndo induzem alteracdes no fuso mitético. Todavia, o extrato das inflorescéncias, diferente do das
folhas, demonstra um potente efeito mutagénico, visto pelo aumento da incidéncia de altera¢des na

estrutura do cromossomo.
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Tabelas

Tabela 1: Teste de Primeira Contagem (PC), Porcentagem de Germinacido (G), indice de Velocidade de
Germinacao (IVG) e Comprimento da Radicula (CR) de sementes de Allium cepa (L.) submetidas a tratamento
com diferentes concentra¢des do extrato hidroalcodlico da folha de Erythrina mulungu Mart. ex Benth.
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Tratamento PC G IVG CR
CN 98a 100a 7.008ab 6.9940a
0.025 mg/mL 97a 99a 6.698abc 6.6474a
0.05 mg/mL 98a 99a 6.856abc 6.7224a
0.1 mg/mL 95ab 98a 6.576abc 6.3496ab
0.2 mg/mL 98a 100a 7.166a 6.4160ab
0.3 mg/mL 96ab 98a 6.718abc 6.7574a
0.4 mg/mL 95ab 97a 6.162 bc 6.3244ab
0.6 mg/mL 86 b 96a 5990 c¢ 5.1410 b

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2: Teste de Primeira Contagem (PC), Porcentagem de Germinacido (G), Indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG) e Comprimento da Radicula (CR) de sementes de Allium cepa (L.) submetidas a tratamento
com diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico da inflorescéncia de Erythrina mulungu Mart. ex Benth.

Tratamento PC G IVG CR
CN 98a 100a 7.008a 6.9940a
0.025 mg/mL 99a 100a 6.900a 5.2150b
0.05 mg/mL 100a 100a 7.266a 4.7660b
0.1 mg/mL 98a 98a 7.218a 5.0096b
0.2 mg/mL 95a 98a 6.702a 5.2516b
0.3 mg/mL 98a 98a 7.114a 5.2636b
0.4 mg/mL 94a 95a 6.550a 5.3528b
0.6 mg/mL 96a 97a 6.660a 5.6012b

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 3: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle negativo (CN)
e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos de inflorescéncias e de folhas de
Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento continuo. Diferenca significativa em relacdo ao controle
negativo: ** p<0,01.

FOLHA INFLORESCENCIA
IEA IEC IEA IEC
CN 0,32 +£0,15 0,02 £ 0,02 0,32 +£0,15 0,02 £ 0,02
0,4 mg/mL 0,04 +£0 0,11 +0,09 0,140 0,90 £ 0,40 (**)
0,6 mg/mL 0+0 0,12+0 0+0 0,17 £ 0,18

Tabela 4: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle negativo (CN)
e das diferentes concentracdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do extrato hidroalcodlico de folhas de Erythrina mulungu Mart. ex
Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e cronico (72 h).

20 horas 72 horas
IEA IEC IEA IEC
CN 0,32 £ 0,15 0,02 £ 0,02 0,32 +0,15 0,02 +0,02
0,4 mg/mL 0,06 £ 0,04 00 0,03 +£0,03 0+0
0,6 mg/mL 0,03 +£0,03 0+0 0+0 0+0

Tabela 5: Indice de Efeito Aneugénico — IEA (%) e Indice de Efeito Clastogénico — IEC (%) do controle negativo (CN)
e das diferentes concentragdes (0,4 e 0,6 mg/mL) Do extrato hidroAlcodlico de inflorescéncias de Erythrina mulungu
Mart. ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e cronico (72 h). Diferenca significativa em relagdo ao
controle negativo: ** p<0,01.

20 horas 72 horas
IEA IEC IEA IEC
CN 0,32 0,15 0,02 £0,02 0,32 +0,15 0,02 £0,02
0,4 mg/mL 0+0 0+0 0+0 0,48 £ 0,30 (%)
0,6 mg/mL 0,04 + 0,03 0,02 £0,02 0+0 0,70 = 0,44 (%)
Figuras

60
50
40

otico (%)




61

Figura 1: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentracdes (0,4 e 0,6 mg/mL) dos extratos
hidroacodlicos de inflorescéncias e de folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento continuo.
Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo: ** p<0,01; Diferenca significativa em relacdo a concentracio

de 0,4 mg/mL: # p,0,05.
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Figura 2: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentracdes (0,4 e 0,6 mg/mL) do extrato
hidroalcodlico de folhas de Erythrina mulungu Mart. Ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h) e

cronico (72 h). Diferenca significativa em relagdo ao controle negativo: ** p<0,01.
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Figura 3: Indice Mitético (%) do controle negativo (CN) e das diferentes concentrac¢des (0,4 e 0,6 mg/mL) do extrato
hidroalcodlico de inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth. mediante tratamento descontinuo agudo (20 h)

e cronico (72 h). Diferenca significativa em relacéo ao controle negativo: ** p<0,01.
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5 CONCLUSOES

A prospeccgao fitoquimica preliminar, para a identificacdo de alguns grupos de
metabolitos secundarios, indicou para o extrato hidroalcodlico das folhas, a presenca
de saponina espumidica, acgucares redutores, fendis e taninos, proteinas e
aminoacidos, flavondides, alcalbiides, depsideos e depsidonas, derivados de

cumarina, esteroides e triterpenos.

Nas inflorescéncias, identificou-se a presenca de acucares redutores, fendis e
taninos, proteinas e aminoacidos, flavondides, alcalbiides, depsideos e depsidonas,

derivados de cumarina, glicosideos cardioténicos e glicosideos antraquinénicos.

Em relagdo as classes dos flavondides, observou-se nas folhas a presenca de
catequinas e flavonas, chalconas e xantonas, e nas inflorescéncias, a presenca de
antocianinas e  antocianidinas, chalconas e auronas, flavanondis,

leucoantocianidinas e flavanonas

Ambos os extratos apresentaram potencial alelopatico, que nao incidiu sobre a
porcentagem final de germinacdo, mas sim sobre o desenvolvimento da planta,
afetando a velocidade de germinacdo e o comprimento da radicula no tratamento
com a folha, e apenas o comprimento da radicula, no tratamento com as

inflorescéncias.

A analise mutagénica realizada através do sistema-teste Allium cepa, demonstram
que tanto as folhas quanto as inflorescéncias sao citototoxicas, sendo estas ultimas
mais toxicas que as anteriores. Além disso, nenhum dos exiratos apresenta
potencial aneugénico. As inflorescéncias, por sua vez, demonstram potente efeito

mutagénico.
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O ensaio de toxicidade aguda em camundongos (DLsg), determinou para as folhas
baixa toxicidade e para as inflorescéncias, toxicidade moderada, com uma DLs, igual

a 1,37 g/kg.

A andlise da medula 6ssea de roedores indica auséncia de citotoxicidade para as
folhas e inflorescéncias e potencialidade genotoxica dose-dependente para as folhas

e independente da dose para as inflorescéncias.
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