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RESUMO

A espécie Clibadium surinamense conhecida popularmente como Cunambi tem um
efeito que causa asfixia nos peixes. O presente estudo objetivou realizar uma
andlise mutagénica do extrato do Cunambi Amazoénico (C. surinamense: John
Pruski: Asteraceae), através do teste micronucleo em Allium cepa. O experimento foi
realizado com extratos obtidos das folhas de C. surinamense onde foi dividido em
cinco tratamentos com aliquotas diferentes de extrato (0,05mL; 0,10mL; 0,25mL;
0,50mL e 1mL) em 50mL de H,O destilada, sendo 10 repeticbes para cada aliquota.
As laminas foram analisadas em microscopia Optica, com objetiva de 40x e ocular de
10x tendo um aumento de 400x. Os micronucleos foram observados a cada 1000
células por lamina. Constatou-se que todos os tratamentos do extrato da folha de C.
surinamense, nao apresentaram significancia estatistica (P>0,05) em relacédo ao
controle negativo (CN), ja o controle positivo (CP) com FeSO, apresentou
significancia estatistica em relagdo ao CN.

Palavras-chaves: Mutagenicidade, Clibadium surinamense, Micronucleo e Allium
cepa.



ABSTRACT

The species Clibadium surinamense known as Cunambi has a affect that causes
asphyxia in fish. The present study aimed to perform an analysis of the mutagenicity
of pure extract of the Amazonian Cunambi (C.surinamense John Pruski; Asteraceae)
though the micronucleus test in Allium cepa. The experiment was perfrmed with
extracts obtained fron leaves of C. surinamense which was divided into five
treatments with different percentage of extract (0, 5 ml; 0, 10 ml; 0, 25 ml; 0, 50 ml
and 1 ml) in 50 ml of distilled H,O, with 10 repetition for each percentage. The slides
were examined in optcal microscopic with a 40x objective and 10x ocular wera an
increase of 400x. The micronucleus were observed at 1000 cells for slides. Had a
confirmation that both treatment with small and hight doses of leaf extract of. C.
surinamense showed no statistical (P> 0,05), in relation to the negative ontrol (CP),
with FeSO,4 showed significance in relation the CN.

Key words: Mutagenicity, Clibadium surinamens ,Micronucleos Allium cepa.
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INTRODUGAO

As plantas brasileiras, na sua grande maioria ndo tém suas composi¢cdes
quimicas conhecidas pela ciéncia (SANTOS, 2009). Segundo Carneiro (2004) no
descobrimento da América a botanica era um ramo da medicina e as investigagdes
no mundo vegetal obedeciam aos interesses utilitarios das aplicagbes fitoterapicas,
as plantas eram estudadas para a busca de suas propriedades como alimentos e
como drogas.

Quase todas as espécies do género Clibadium sao encontradas na regiao
amazodnica, as quais sao utilizadas pela populagao ribeirinha como forma de facilitar
a pesca. Peixes que tiveram contato com a isca da folha de Cunambi apresentam
quadro de agitacéo e hiperatividade seguida de paralisagdo e morte (FILGUEIRAS,
2010).

Algumas substancias toxicas encontradas nas plantas podem provocar
efeitos indesejaveis ao material genético, como mutagdes celulares, evidenciadas
pela presenca de micronucleos nas células. Os micronucleos sdo pequenos corpos
contendo Acido Desoxirribonucléico (DNA) e se formam a partir da perda de partes
de cromossomos, ou cromossomos inteiros que nado se prendem ao fuso mitético
durante a anafase, este é envolvido por uma membrana nuclear formando um
pequeno nucleo (DIETZ et al., 2000).

Alguns testes sdo realizados para identificar e quantificar a presenca de
micronucleos, o teste de micronucleo em Allium cepa é bem aceito devido sua
reprodugdo celular assemelhar-se com a reprodugdo celular em humanos
(FISKESJO, 1993: POLETTO 2011).

Segundo Bagatini (2007) para a avaliagdo dos efeitos ou danos que os
agentes mutagénicos podem causar, faz-se necessario que a amostra esteja em
constante divisdo mitdtica, objetivando identificar os efeitos toxicos e alteragdes
ocorridas ao longo de um ciclo celular.

Para o teste de micronucleo em A. cepa nao ha exigéncia de equipamentos
elaborados e de aprovacdo de comité de Etica e Pesquisa (CEP), é de baixo custo
tem um curto periodo de tempo necessario para elaboragdo, sendo bem visto pela
comunidade cientifica mundial e além do curto periodo de tempo necessario para a
elaboracédo do teste (POLETTO, 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CUNAMBI

Clibadium surinamense L é uma espécie pertencente a familia Asteracea
encontrada na regido Norte do Brasil (Bacia do Baixo Amazonas). Conhecida
popularmente como Cunambi, é usada pela populagdo ribeirinha na pesca
predatéria (COSTA 2006). Apos a ingestdo das iscas preparadas com esta planta,
0s peixes apresentam um quadro de intoxicacdo que se caracteriza normalmente
por uma grande movimentagado na agua seguida por um periodo quiescente no qual
permanecem boiando, este quadro pode evoluir para a morte ou retorno do animal a
normalidade, na dependéncia da quantidade de iscas ingeridas (COSTA 2006).

No Brasil a espécie Clibadium surinamense conhecida popularmente pelos
nomes de cunabi, cunambi (Maranhao e regido dos Rios Negro e Branco) e também
conhecido em outras regides por conabi, conambim, counambi, timbd, tingui
(CORREA 1984)

Em outros paises como na Colémbia é conhecida como conami, levaplatos,
manrubio, pitandilla, salvia e salvia amarga, ja na Venezuela tém os nomes de
barbasco, barbasco amarillo, juque, matagusanos e waca (CORREA 1984).

América do Norte e parte da América do Sul, encontram-se cerca de 20 a 25
especies Clibadium, sendo que todas as suas espécies podem levar o individuo a
morte com a ingestdo de suas folhas por serem venenosas Ou possuir agao
ictiotéxica (PEREZ 2006).

2.2 MUTAGENICIDADE

Segundo Poletto (2011) as substancias mutagénicas podem causar danos
celulares aos organismos vivos que estdo frequentemente expostos a estas
substancias, danos que geralmente séo induzidos por agentes fisicos, quimicos ou
biolégicos que acabam afetando processos como a transcricdo e duplicagao

genética e alteragbes cromossémicas, 0 que leva a processos cancerosos € morte
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celular. As substancias que causam lesdes nos materiais genéticos s&o conhecidas
como genotoxicas.

A presenca de substancias mutagénicas nas espécies vegetais que causam
alteracbes cromossdmicas pode ser detectadas durante o ciclo celular de uma
espécie (BAGATINI 2007).

Segundo Fao (2012) os efeitos mutagénicos podem ser observados por
meio da formagdo de micronucleos, que sdo pequenos corpos contendo DNA,
localizados no citoplasma, resultantes de quebras cromossémicas, formando
fragmentos acéntricos ou com sequéncias de cromossomos inteiros que n&o se
prendem ao fuso mitético e dessa forma, ndo chegam aos pélos das células durante
a mitose ou a meiose.

Uma das alteragbes mutagénicas visiveis em microscopia optica € pequenos
corpos contendo DNA e localizados no citoplasma, que s&o definidos como
micronucleos (DIETZ et al., 2000), como pode ser visto na (Figura 01) onde um
Cromossomo inteiro ou fragmento cromossémico acéntrico ndo se integra ao novo
nucleo (por ndo estar unido), constituindo assim pequeno nucleo individual,
chamado de micronucleo (POLETTO, 2011).

Figura 1. Formagao de micronucleos em células
Fonte: (Poletto, 2011)
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2.3 TESTE DE MICRONUCLEO EM Allium cepa

O teste de micronucleo detecta danos ao fuso mitético. Micronucleos séo
identificados em qualquer tipo de célula, esses podem ser avaliados para o
diagnostico de doengas malignas hematolégicas em células epiteliais orais, trato
urinario e  também monitorar  ambientes por meio de testes
em animais e plantas (FAO, 2012).

O sistema de teste de micronucleo em raizes da espécie A. cepa, € definido
como sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e
mutagenicidade de plantas medicinais, por sua sensibilidade e exatidao, e, porque
as raizes da A. cepa possuem processo de divisdo celular similar aos do homem. Na
regidao do vale do Jamari, que abrange o municipio de Ariquemes - RO, o método
utilizando raizes de A. cepa, foi adaptado para aplicabilidade em estudos ambientais
e farmacoldégicos, sendo o mesmo descrito por Meneguetti et al ( 2011).

Apesar das diferengcas entre metabolismo de animais e plantas, existem
similaridades, e que a ativagcdo de pro-mutagénicos em plantas possui alta
relevancia, visto que seres humanos consomem plantas tratadas com agentes
quimicos, ressaltando a importancia e a utilidade de sistemas de testes de vegetais
na avaliagao de genotoxicidade (FISKESJO, 1994).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a mutagenicidade do extrato das folhas do Cunambi amazbnico
Clibadium surinamense (John Pruski: ASTERACEAE), através do teste micronucleo
em A. cepa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o¢Obter o extrato puro da folha de Clibadium surinamense;
eDeterminar a mutagenicidade do extrato obtido a partir das folhas de C.

Surinamense;
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4 METODOLOGIA

4.1 CLASSIFICAGAO CIENTIFICA

A identificacao da espécie em estudo foi realizada com base no Herbarium,
que é um sistema online que reune fotos em alta qualidade de exsicatas das
colegcbes William and Lynda Steere Herbarium, desenvolvido por The New York
Botanical Garden (HERBARIUM, 2012).

Dentro do sistema foi selecionada a (Familia: Asteraceae; Género:
Clibadium), onde foi possivel encontrar 12 espécies, as mesmas que foram
comparadas com o espécime coletado, confirmando a espécie C. surinamense
(John Pruski).

A exsicata analisada tem as seguintes especificagbes (no: 12080; Family:
Asteraceae; Collector: T. C. Plowman; NY Specimen ID: 01138463; location:
BRASIL: Amazonas - Tefé; (HERBARIUM, 2012) (Figura 2).

LTI
Ly

Figura 2. A) exsicata de C. surinamense (HERBARIUM, 2012); B) visao superior da
folha de C. surinamense; C) visao superior da folha de C.surinamense.
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4.2 OBTENGCAO DO EXTRATO

As folhas da C. surinamense foram coletadas no dia 06 de Abril de 2012 no
sitio 2 Irmaos, Lote 12, Gleba 02, Linha c-74, KM 09, municipio Vale do Anari
Rondénia - RO, sendo encaminhadas para o laboratorio de Quimica da Faculdade
de Educacgao e Meio Ambiente (FAEMA).

As folhas foram postas para secar em estufa por 120 horas a 40°C até total
perca de umidade, sendo posteriormente trituradas para uma maior superficie de
contato.

Foi utilizado Metanol como solvente extrator devido as suas caracteristicas
de polaridade, 0 que permite a extragdo de um maior numero de compostos. As
amostras foram deixadas em contato com o solvente por 48 horas em recipiente
fechado até ensaios posteriores.

O extrato puro foi obtido a partir da evaporagéao do solvente, sendo utilizado
Evaporador Rotativo (Q344B-QUIMIS).

4.3 ANALISE MUTAGENICA

Adotou-se o teste em A. cepa, devido ao baixo custo, disponibilidade de
allium cepa, boa visibilidade pela comunidade cientifica mundial, ndo exigéncia de
equipamentos elaborados e de aprovacdo em Comité de Etica e Pesquisa, curto
periodo de tempo necessario para a elaboragédo dos testes, além de boa correlagao
com resultados de outros testes (POLETTO, 2011).

As analises tiveram inicio no dia 26 de Abril e término no dia 16 de Maio de
2012. Os exemplares de A. cepa utilizados foram adquiridos no mercado popular do
municipio de Ariguemes - RO, sendo estes exemplares de tamanho pequeno,
uniforme, de mesma origem, ndo germinados e saudaveis.

Os bulbos foram postos para germinar com a parte inferior mergulhada em
solugdo contendo 50 mL de agua destilada e o extrato vegetal em teste, por um
periodo de quatro dias em temperatura de 24°C.

O experimento foi realizado com extratos obtidos das folhas de C.
surinamense, tendo como controle negativo H,O destilada e controle positivo de

Sulfato de Ferro (FeSO,). O extrato obtido das folhas foi dividido em 05 tratamentos
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com de 0,05mL; 0,10mL; 0,25mL; 0,50mL e 1mL diluidos em 50mL de H,O

destilada, sendo executadas 10 repeticbes para cada concentragao (Figura 3).

~ oL ol = :: b
v AN 2
n / A e o e

Figura 3. A) germinagao de A. cepa em extrato da folha de C. surinamense; B)

detalhe da germinacao do A. cepa
Imagem: Paulo Sergio Santos da Cruz

Os meristemas foram coletados quando atingiram comprimento de 0,5 a 3,0
cm, sendo realizada hidrolise dos mesmos em uma solugao de HCI 1N por 10
minutos em banho-maria a uma temperatura de 60 °C, e posterior lavagem em agua
destilada. Em seguida realizaram-se os esfregacos em duas |aminas para cada
repeticao, aguardando secagem em temperatura ambiente.

Apés secas, as laminas foram coradas, segundo Meneguetti et al., (2011),
com o Kit Pandtico Rapido LB que é composto de trés recipientes: um contendo
triariimetano 0,1 %, o segundo com xatenos a 0,1 % e o terceiro com tiazinas a 0,1
%, as laminas foram mergulhadas 10 vezes em cada recipiente com submersdes de
um segundo, sendo lavadas em seguida com agua destilada e postas a secar em
temperatura ambiente.

As laminas foram analisadas em microscopia Optica, com objetiva de 40x e
ocular de 10x tendo um aumento de 400x. Os micronucleos foram observados a

cada 1000 células por lamina (Figura 4).
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Figura 4. A) Células de A. cepa (ocular:10x, objetiva 10x), B) Micronucleo em célula

de A. cepa (ocular:10x, objetiva 40x)
Fonte: (Poletto et al, 2011)

Durante as analises, ndo se tinha o conhecimento dos tratamentos aplicados
nas laminas que se analisava, para ndo haver influéncia sobre os resultados, uma
vez que para tratamentos com concentragdes elevadas pode-se ocorrer a alto —
influéncia para mais micronucleos.

Para a anadlise estatistica, utilizou-se o teste de variancia, (ANOVA) e o
TUKEY, feito pelo Software Graphad PRISM 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRATO

Apoés a retirada do solvente (metanol), com o uso de evaporador rotativo a
uma temperatura constante de 55°C, obteve-se uma quantidade de 62,22 g de
extrato a partir de uma quantidade de 400,60g de folhas secas obtidas do montante
de 1,6 Kg de folhas verdes da planta estudada, tendo um rendimento de 15,53% de

extrato puro em relagdo a matéria seca.

5.2 MUTAGENICIDADE

Os resultados obtidos através da analise mutagénica do extrato da folha
estdo apresentados na (Tabela 1).

Tabela 1. Numero e média de micronucleo, em A. cepa a cada 1000 células por
laminas e tratamentos realizados com extrato da folha do Clibadium surinamense.

Frasco 01 5 25 8 7 13 11 16
2 15 4 1 12 3 7
Frasco 02 4 19 5 8 3 5 14
4 17 5 13 9 9 7
Frasco 03 6 23 6 5 5 8 13
6 11 8 3 8 4 7
Frasco 04 5 16 5 6 5 6 8
5 15 3 4 6 2 4
Frasco 05 8 18 8 4 6 4 8
7 15 5 16 7 13 5
Frasco 06 3 18 9 8 5 4 8
8 16 2 4 5 11 5
Frasco 07 4 14 4 9 9 9 9
2 24 3 8 5 10 4
Frasco 08 6 9 8 8 3 4 4
3 21 5 6 8 7 3
Frasco 09 7 16 3 8 12 8 6
4 20 1 9 3 8 2
Frasco 10 4 16 3 8 12 8 6
3 21 8 3 4 3 9

Média 4,8 17,8

o
—
N
N
&
[(e]
\l
N
—_—




19

Analisando a (Tabela 1), nota-se a presencga de 4,8 micronucleos em média
por ldmina no CN, mostrando que o CN estad normal, ja CP apresentou média 17,8
micronucleos por lamina, apresentam significancia estatistica em relagdo ao CN (P
<0,001). Para os tratamentos contendo 0,05 mL, 0,10mL 0,25 mL, 0,50 mL e 1 ml de
extrato, obteve-se respectivamente 5,1; 7,4; 6,9; 7; 7,1 micronucleos por 1000
células (P>0,05), levando em consideragao o desvio padrao, ndo houve significancia

estatistica dos mesmos em relagdo ao CN, observados na (Figura 5).
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Figura 5. Média de numeros de micronucleos encontrados em 1000 células de A.
cepa, por dosagem em amostra de extrato da folha de C. surinamense.

Apesar da familia Asteraceae compreender uma das mais antigas e mais
valorizadas plantas medicinais (Paulsen, 2002), diferentes géneros desta familia
apresentam compostos téxicos como acidos taninicos, hidrocianicos, formicos e
malicos, rutina e furfural (Duke, 2000) como é o caso da C. surinamense, que tem
efeito alucindgeno nos peixes causando asfixia e muitas vezes a morte.

Fachinetto e Tedesco, 2009, fazem relatos de um género da Asteraceae, onde foram
feitos analises de micronucleo em A. Cepa onde a B. articulata apresentou atividade

mutagénica quando estudada em doses semelhantes as deste trabalho.
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Além disso, Borgo et al. (2004) também demonstraram haver atividade mutagénica
dos extratos aquosos de B. articulata através do ensaio Salmonella/Microssoma.

Através de nossos resultados, foi possivel verificar a ndo presenga de atividade
mutagénica da espécie estudada, mesmo assim é indicado que sua utilizagao pela
populagdo ainda seja cautelosa, pois como visto géneros diferentes da familia

Asteraceae apresentam atividade mutagénica.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos através do estudo mutagénico do extrato da folha de
C. surinamense em todos os tratamentos executados, nao apresentaram
significancias estatisticas (P<0,001) em relacdo ao CN, somente no caso do CP que
apresentou significancia estatistica (P>0,05) quando comparado ao CN, além disso,
cabe ressaltar que estes resultados sao preliminares e outros estudos como os de
analises mutagénicas em células sanguinea em ratos sdo necessarios para se mais

comprovagao dos resultados obtidos.
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