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RESUMO

A floresta amazonica, por ser rica na sua biodiversidade, existe espécies vegetais
que ainda ndo foram estudadas, correndo o risco de serem extintas e com isso levando a
perda de compostos quimicos que podem ser importantes. Esses compostos quimicos sdo
chamados de metabdlitos secundarios que séo produzidos pelas plantas e fundamentais
para a sua adaptacédo e defesa, podendo também serem utilizados na medicina cientifica
e popular, e podem ainda ser Uteis para a agricultura na producdo de fertilizantes e
herbicidas naturais. N&o obstante, para que isso seja levado a prética, é necessario que se
identifique possiveis riscos toxicologicos associados a essas aplicacBes. Este trabalho
teve como objetivo analisar o potencial citogenotoxico do extrato aquoso da espécie
Selaginella amaz6nica, que é uma samambaia nativa da floresta amazoénica. Para a analise
do potencial citogenotdxico dessa espécie, foram preparados extratos aquosos nas
concentracdes de 10mg/ml, 25mg/ml e 50mg/ml, posteriormente submetidos a avaliacédo
por meio do teste Allium cepa e comparados com um controle negativo contendo agua
destilada e um controle positivo contendo glifosato a 15%. Para a realizagdo desses testes,
foi avaliado o indice mitético (IM) e o indice genotdxico (IG). Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia de Kruskal-Wallis sendo, as médias foram
comparadas pelo teste de Dunnet. Os resultados mostraram atividade citotoxica na
concentracdo de 50 mg/ml, sendo estatisticamente igual ao controle positivo. Na
concentracdo de 10 mg/ml mostrou um alto IM e consequentemente um alto IG em

relacdo a concentracdo de 50 mg/ml que apresentou baixo IM e baixo 1G.

Palavras-chave: Citotoxico, indice mitdtico, Teste Allium Cepa.



LISTA DE TABELA DE FIGURAS

Figura 1. Selaginella amaziniCa, SPriNg ........cccoiveiiiiieiiere e 11

Figura 2. Sistema teste AHTUM CEPA ........coiiiiiiiieee e 12

Figura 3. Esquema de um bioensaio. (Bulbos de cebolas em contato com extrato e suas
reSPECtiVas CONCENTIACHES) ...evverveireeieiiesieeiteeeese e e st e ste e e st e s e e te s esreeaesraesreaneesneennas 14

Tabela 1. Namero de células em fases da mitose submetidas ao extrato aquoso de S.
amazénica e o indice mitdtico (IM) de cada tratamento. IM na vertical seguido por
alguma letra igual ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste
08 TUKEY et ne et 16

Figura 4. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento de 10 mg/ml do
extrato aquoso das folhas de S. amaz6nica. a. Profase. b. Metéfase. ¢. Anafase. d.
TRIOTASE ..ottt 16

Figura 5. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento de 25 mg/ml do
extrato aquoso das folhas de S. amaz6nica. a. Profase. b. Metéfase. ¢. Anafase. d.
TRIOTASE ..o bbb 17

Figura 6. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento de 50 mg/ml do
extrato aquoso das folhas de S. amaz6nica. a. Profase. b. Metéfase. ¢. Anafase. d.
TRIOTASE ..ottt 17

Figura 7. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento controle negativo.
a. Préfase. b. Metéfase. c. Anafase. d. TelOTase ......cccccovevevviiiicieeecccce e 17

Figura 8. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento controle positivo.
D, MELATASE ... e 17

Tabela 2. Namero de células com alteragGes cromossémicas e o indice de
genotoxicidade (IG) submetidas aos tratamentos do extrato aquoso de Selaginella
amazonica. IG na horizontal seguido por alguma letra igual ndo diferem
estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey ........ccceevvevivennenne. 19

Figura 9. Células meristematicas de A. cepa com alteracGes cromossdmicas submetidas
ao controle negativo e concentracdo de 10 mg/ml do extrato aquoso das folhas de S.
amazonica. a. Profase irregular. b. Metafase irregular. c. Metafase com aderéncia
cromossdmica. d. Metafase com perca de cromossémica. d. Metafase com cromossomo
em anel. f. Anafase irregular. g. Ponte anafésica. h. Anafase com perca de
cromossomos. i. Anafase com aderéncia cromossémica. j. Tel6fase irregular ............. 20



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt 8
1.1 ESPECIE SELECIONADA .......ooveieeeeeeeeeeeeerieses st ss s ssnen s enen e, 8
2.3.1 Selaginella amazonica, SPriNg ......cccccceiieiieieieese e 8

1.2 FLORESTA AMAZONICA ...ooveieeeeeeeeeeesteeeses et ss st annensons 9
1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS ....cvvvmiririiiirinissiessessssssssssssssnssssns 9
1.3.1 Aplicacao dos metabdlitos SECUNTANIOS ........ccccovveieiieiiecie e, 10

1.4 CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE ..o 11
1.4.1 Sistema teste Allium cepa L. ....cccoveveiiiiieec e 11

2. OBIETIVOS ...ttt nb e r e 12
2.1 OBIETIVO GERAL.....coiei et 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......cooiieeieeieeseseseeseeses s esissessessess s, 12
3. METODOLOGIA. ..ot ne e 13
3.1 COLETA DE DADOS...... .ot 13
3.2 PREPAROS DOS EXTRATOS ...t 13
3.3 BIOENSAIOS ... 13
3.4 ANALISES DOS DADOS .....oovevreeeeeesesieseesesesissssessssessesesss s sessesssanensanes 14
4. RESULTADOS E DISCUSSOES.........ciiiieiieieeeieieseeiesseeeesesissssessssssesessenasnenns 16
5. CONSIDERACOES FINAIS ....oovtiiieeeteeeeeeteeee e eee et eses st 21

6. REFERENCIAS ......oooiieieiee ettt 22



1. INTRODUCAO
1.1 ESPECIE SELECIONADA

1.1.1 Selaginella amazonica, Spring

A espécie Selaginella amazonica, Spring. (Figura 1), € uma licéfita nativa da
floresta amazonica com principal distribuicdo na regido norte (Amazonas e Pard). Essa
espécie ¢ caracterizada por formar “tapetes” sobre o chao da floresta e pode se espalhar
rapidamente, possui caule tetrdgono, mais ou menos ereto, ramificado somente na base,
folhas caulinares em espiral, crescendo sobre solos com conteudo intermediario de

nutrientes (CASTELLANI & FREITAS, 1992; GOES-NETO, BARCELLOS & SPINEL,

2020; ZUQUIM, 2008).

Fonte: Arquivo pess;oal.

Rebelo et al. (2003) afirma que algumas espécies do género Selaginella como a S.
tamariscina, apresentar atividades antitumorais e antiproliferativo em cultura de células
leucémicas e a S. moellendorffii apresenta atividades inibidoras do crescimento de células
de adenocarcinoma de ovario, ele afirma também, que ainda ndo ha estudos quimicos e/ou
bioldgicos sobre a espécie S. amazbnica. Por este fato, é importante a realizagdo de
estudos para que seja identificado possiveis atividades citogenotdxicas e quais 0s

compostos que sdo responsaveis por tal atividade.



1.2 FLORESTA AMAZONICA

A floresta amaz6nica € um dos biomas mais ricos em biodiversidade com mais de
14 mil espécies de plantas (CARDOSO et al., 2017), muitas das quais estdo em perigo de
extincdo devido as diversas atividades humanas que levam a degradacao ambiental (TER
STEEGE et al., 2013; MMA, 2020).

Com o rapido crescimento da populacdo mundial, grandes areas da Floresta
Amazonica foram colonizadas para obtencdo de madeira, criacdo de pastagens e terras
agricolas, fazendo com que o desmatamento aumentasse drasticamente, acarretando
perigo de extin¢do de espécie vegetais (BRITANNICA, 2019) e que poderiam apresentar
compostos quimicos importantes para construgdo de farmacos, herbicidas e fertilizantes
naturais.

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas vasculares apresentam uma ampla variedade de compostos quimicos
denominados metabdlitos secundarios que se diferenciam de acordo com a familia e a
espécie, contribuindo de forma essencial para os odores, sabores e cores especificas das
plantas, também, sdo elementos fundamentais para a interacdo da planta com o seu
ambiente, para adaptacdo e defesa contra herbivoros e patdgenos, bem como uma
protecdo contra tensbes ambientais (YANG, Li et al.,2018; BENNETT & WALLS
GROVE, 1994; ZAYNAB et al., 2018).

Os metabolitos secundarios sdo podem ser divididos em trés grandes grupos: 0s
terpendides, fendlicos e os alcaldides que contém atomos de nitrogénio (CROTEAU et
al., 2000).

Os terpenoides é a classe de produtos naturais vegetais mais variados
estruturalmente e sua volatilidade fornece para plantas a interacao planta-planta, atraindo
polinizadores e repelindo insetos. Os monoterpenos, por exemplo, sdo substancias
volateis devido seu baixo peso molecular, portanto, denominados 6leos essenciais e
alguns compostos interessantes sdo muito utilizados na inddstria como aromas,
fragrancias, especiarias (CROTEAU et al., 2000; VIZZOTTO et al.,2010; KABERA et
al., 2014).

O grupo dos fendlicos sdo bastante presentes no nosso dia a dia, pois, seus
componentes sdo responsaveis por dar sabor, odor e coloracdo a diversos vegetais, sendo
atrativos para 0 homem e muitos outros animais, 0s quais séo atraidos para realizar a
polinizacdo ou dispersdo de sementes. Esse grupo também possui alguns beneficios para

a salde, pois, sdo caracterizados por suas propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias,
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anticancerigenas e outras propriedades bioldgicas, como exemplo, um composto desse
grupo chamado de flavonoides sdo bem conhecidos por terem propriedades medicinais e
desempenharem um papel importante nos tratamentos méedicos bem-sucedidos desde 0s
tempos antigos por possuir potentes antioxidantes soltveis em agua e eliminadores de
radicais livres, que previnem danos celulares oxidativos e tém forte atividade
anticancerigena (VIZZOTTO et al.,2010; KABERA et al., 2014; JAIN et al., 2019).

Os alcaloides sdo compostos orgénicos que possuem pelo menos um atomo de
nitrogénio e é considerada a maior classe de metabolitos secundarios. Essa classe de
compostos é famosa pela presenca de substancias que causam efeitos no sistema nervoso,
sendo muitas delas utilizadas como venenos ou alucindgenos, sdo conhecidos, também,
por terem efeitos farmacoldgicos e sdo usados em medicamentos. Como metabolitos
secundarios, acredita-se que os alcaloides desempenhem um papel defensivo na planta
contra herbivoros e patégenos (VIZZOTTO et al.,2010; KABERA et al., 2014; JAIN et
al., 2019).

1.3.1 APLICACAO DO METABOLITOS SECUNDARIOS

O homem, desde o principio, fez uso das plantas para diversas finalidades
distinguindo-as adequadamente para 0 uso na alimentacdo, fins medicinais e
farmacoldgicos (YANG, Li et al.,2018). Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de
Saude) 65 a 80% da populacdo mundial ainda utilizam e confiam muito em plantas e ervas
para 0 uso na medicina tradicional, nas prevencdes ou até mesmo no tratamento de
doencas (RAHMAN & SINGHAL, 2002). Véarios medicamentos fitoterapicos feitos com
plantas, microorganismos e fungos foram aprovados nas Ultimas décadas para uso
medicinal (SHAKYA, 2016).

Algumas plantas, além de serem usadas para fins medicinais, também sdo
utilizadas na agricultura para controle de pragas como herbicidas ecologicamente
seguros, pois no extrato vegetal ha a presenca de biomoléculas ativas com potencial
inibidor na germinacao e/ou crescimento de outros organismos (LENGAI et. al., 2020;
TAVARES et al., 2009).

A utilizaco de herbicidas naturais € um método menos nocivo ao ambiente e aos
seres vivos, além de reduzir custos, fazendo que seja oportuna essa utilizacdo para
agricultura sustentavel, além de existir ainda, muitos estudos para a descoberta de plantas
que possam contribuir na producdo de herbicida. No Brasil, existe uma diversidade de
espécies vegetais que possuem metabodlitos secundarios com atividade de grande
potencial para esse tipo de pesquisa (DE SOUZA; JUNIOR, 2009; LENGAI et. al., 2020).
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1.4 CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE

Alguns fitoquimicos tém a capacidade de causar danos ou altera¢es na divisdo
celular quando submetidos a eles, quando causa altera¢des no indice mitotico este efeito
é denominado citotoxicidade (FRESHNEY, 2005; ACAR et al., 2015). Logo ¢é importante
estudar as acOes dos fitoquimicos a nivel celular, entretanto as pesquisas realizadas nos
ultimos anos relacionadas as atividades alelopéticas referem-se apenas aos impactos que
esses compostos causam no crescimento e germinagédo das plantas (SOUZA FILHO &
ALVES, 2000).

No momento em que os fitoquimicos causam danos ou alteracGes fisicas no
material genético é denominado de genotoxicidade (FRANCHI, 2012), quando esse efeito
apresenta-se no extrato vegetal, pode resultar em alteragdes cromossdmicas, conhecidas
também como anomalia cromossdmica (LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Objetivando analisar o potencial citotdxico e genotoxico em substancias é possivel
que se use plantas conhecidas como bioindicadores, tais como Allium cepa, Vicia faba,
Zea mays, que sdo claros indicadores dos efeitos desses compostos quimicos
(GUIMARAES et al., 2000; LEME & MARIN-MORALES, 2009;)

1.4.1 TESTE ALLIUM CEPA L.

O teste Allium cepa L. foi reconhecido e validado com um 6timo teste para analise
e monitoramento in vitro de substancias ambientais pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS) e pelo Programa Ambiental das NacGes Unidas (UNEP)
(CABRERA & RODRIGUEZ, 1999). Apesar de terem desenvolvidos varios métodos
para a verificacdo do potencial citotdxico e genotoxico, o teste vegetal Allium cepa L.
(Figura 2) é o mais utilizado em virtude de a espécie possuir grandes cromossomaos, por
serem faceis de observar com um microscopio de luz, além de ter muitas vantagens como,
realizacdo em curto prazo, baixo custo etc. (BELCAVELLO etal., 2012; BONCIU et al.,
2018).

[

a-
=
[

f
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®re

Fonte: Arquivo pessoal.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial citogenotéxico do extrato aquoso da espécie Selaginella

amazonica Spring.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o indice mitotico de células meristematicas radiculares em Allium cepa sob 0s
efeitos do extrato vegetal das folhas da S. amazonica;

- Verificar se 0 extrato vegetal das folhas da S. amazonica é capaz de induzir alteracdes
cromossémicas em células meristematicas radiculares em Allium cepa;

- Classificar e contabilizar as alteragdes cromossomicas em Allium cepa ocasionados pelo

extrato vegetal das folhas da S. amazonica;

12



3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE DADOS

Foram coletadas folhas jovens, saudaveis e ndo danificadas da espécie
selecionada, esse material vegetal foi armazenado em sacos plésticos, encaminhado ao
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
Federal do Para do Campus de Altamira. Apds a coleta, de imediato, foi realizada a

preparacéo do extrato.

3.2 PREPAROS DOS EXTRATOS

Para o preparo do extrato aquoso das folhas, o material vegetal da espécie (3800
gramas) foi triturado em liquidificador juntamente com 380mL de &gua destilada
autoclavada, em seguida o material foi filtrado em papel filtro, armazenado em um
recipiente de vidro escuro e deixado em descanso por 17 horas.

O extrato foi diluido seguindo a proposta de Owolarafe et al. (2020) com
modificagOes. As dilui¢es foram realizadas nas concentragdes de 10 mg/L, 25 mg/L e
50 mg/L. Foi utilizado um grupo de controle em agua destilada como controle negativo e
outro grupo de controle em glifosato 15% como controle positivo (BITTENCOURT,
2010).

3.3 BIOENSAIOS

Foi realizado um bioensaio aplicado ao sistema teste Allium cepa. Foram
utilizados 30 bulbos de cebola no bioensaio, os quais ficaram trés dias em recipientes
contendo &gua destilada autoclavada em processo de enraizamento dentro da B.O.D em
uma temperatura de 25°C e os dez bulbos que apresentaram o comprimento radicular com
maior diferenca apos esse periodo, foram descartados.

Foram utilizados no bioensaio, tratamentos com trés concentracbes de extrato,
somados aos grupos de controle positivo e negativo, e em cada tratamento foi utilizado
quatro bulbos previamente submetidos ao enraizamento com agua destilada, os mesmos
continuaram com as raizes imersas nos tratamentos durante 72 horas na B.O.D em uma

temperatura de 25° C (Figura 3).

13



Figura 3. Esquema de um bioensaio. (Bulbos de cebolas em contato com extrato e suas
respectivas concentragoes)

Controle Controle
10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL negativo positivo

!

Fonte: Arquivo pessoal.

Foram retiradas sete raizes de cada bulbo e sujeitos aos procedimentos propostos
pela metodologia de Guerra e Souza (2002): colocar em um frasco de vidro com fixador
de Carnoy 3:1 por duas horas, lavar duas vezes com agua destiladas (5 min. cada
lavagem), enxugar as raizes com papel filtro e coloca-las em HCL 5N durante vinte
minutos para realizar a hidroélise, lavar novamente trés vezes para a retirada completa do
HCL (5 Min. cada lavagem), enxugar as raizes com papel filtro e manter em um recipiente
fechado com duas gotas de hematoxilina a 1% por 30 minutos, colocar uma raiz em cada
lamina com uma gota de &cido acético a 45% e cobrir com uma laminula.

Foram observadas 8 laminas por tratamento, totalizando, 40 1dminas no bioensaio.
Foi realizada a observacgdo na lente objetiva de 40x, 3.000 células por tratamento com o
de microscdpio bioldgico trinocular, design BX2 da marca Motic Instruments, modelo
BA410FL juntamente com a camera XCAM Familly 1080P HDMI+USB Output e 0

programa computacional ImageView.
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3.4 ANALISE DE DADOS:

Para contabilizar o indice mitético (IM) das células meristematicas de Allium cepa
foi calculado a frequéncia de cada uma das fases da mitose através do calculo: IM = (m/T)
x 100, sendo m = ndmero de células em mitose e T = numero total de células. Para
contabilizar o indice de alteragdes cromossdmicas foi utilizado a seguinte equacao: IG =
(9/T) x 100, sendo g = nimero de células com alteragcdes cromossdmicas e T = numero
total de células (PIRES et al., 2001). Foram submetidos a analise de variancia Kruskal-
Wallis os resultados dos testes e os resultados das analises foram confrontados pelo teste
de Dunnet (MACEDO, 2021). no programa Statistica, versdo 8.0 (StatSoft, 2008).

15



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao analisar as células meristematicas de A. cepa submetidas as respectivas
concentragdes do extrato aquoso das folhas de S. amazonica e nos controles, foi possivel
observar que nos tratamentos de concentracdo 10 mg/mL a fase mitética mais encontrada
foi a préfase, mas também foi possivel observar todas as outras fases, ja na concentracéo
de 50 mg/mL foi possivel observar que a quantidade de préfases e metafases encontradas
foram iguais, nos controles, a fase mais encontrada foi a metéfase. Os numeros de celulas

em cada fase da diviséo celular dentro dos tratamentos estdo quantificados na tabela 1.

Tabela 1. Namero de células em fases da mitose submetidas ao extrato aquoso de S. amazbnica e o indice
mitético (IM) de cada tratamento. IM na vertical seguido por alguma letra igual ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Dunnet.

TRATAMENTOS | INTERFASE | PROFASE | METAFASE | ANAFASE | TELOFASE IM
10 mg/ml 3033 114 39 37 37 7,51c
25 mg/ml 3078 16 20 17 5 1,26a
50 mg/ml 3768 7 7 5 1 0,56ab
CONTROLE 3776 29 40 29 13 1,95a
NEGATIVO

CONTROLE 4669 0 1 0 0 0,01b
POSITIVO

Nos tratamentos 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL e controle negativo foi possivel

verificar células em diferentes fases da mitose (Figura 4, 5, 6 e 7), diferentemente do
controle positivo que foi possivel observar apenas uma metafase (Figura 8). Ao ser
observado o grande indice de préfases nas concentracdes de 10 mg/mL, pode-se indicar

gue possivelmente as proximas fases da mitose foram inibidas (PORTIS et al., 2016).

Figura 4. Células meristeméticas de A. cepa submetida ao tratamento de 10 mg/ml do extrato
aquoso das folhas de S. amazénica. a. Préfase. b. Metafase. c. Anafase. d. Teldfase.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento de 25 mg/ml do extrato
aquoso das folhas de S. amazonica. a. Profase. b. Metéafase. c. Anafase. d. Tel6fase.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento de 50 mg/ml do extrato
aquoso das folhas de S. amazonica. a. Profase. b. Metafase. c. Anafase. d. Tel6fase.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 7. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento controle negativo.
a. Profase. b. Metafase. c. Anafase. d. Tel6fase.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 8. Células meristematicas de A. cepa submetida ao tratamento controle positivo.
b. metafase.
oy v
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Fonte: Arquivo pessoal
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Ao realizar as analises do indice mitdtico (IM) das células submetidas ao extrato
aquoso de S. amazoénica foi possivel observar que o tratamento de 10mg/ml apresentou o
maior IM, seguindo do controle negativo e das concentracdes de 25 e 50 mg/ml, ambos
sendo significativamente diferentes do tratamento de 10 mg/ml. Ocorreu diminuigdo no
IM de acordo com o aumento das concentracdes (Tabela 1). Ao avaliar os efeitos
citotoxicos do extrato aquoso da S. amazonica, foi observado que os resultados foram
semelhantes aos resultados do trabalho de Borges et al. (2011), que ao analisar os efeitos
citotoxicos do extrato aquoso das folhas secas de Ricinus communis o aumento das
concentracdes promoveu divergéncia nos indices mitoticos de forma crescente. Quando
analisada a concentracdo de 10 mg/ml, observa-se que o indice mitético foi maior que o
tratamento de controle negativo, no qual utilizamos como referéncia de IM normal, sendo
também, a concentracdo de 10 mg/ml estatisticamente diferente de todos os tratamentos
relacionado ao IM. Trabalho semelhante a este acontecimento € de Younis et. al. (2019)
onde seus resultados demonstraram que os tratamentos induziram o aumento do indice
mitético em relacdo ao controle, podendo servir de subsidio para estudos posteriores na
criacdo de fertilizantes naturais. Pangaribuan et. al. (2019) utilizou fertilizante organico
derivado de mistura de extratos derivados de folhas de lamtoro, cascas de banana e fibras
de coco para observar o crescimento, rendimento, qualidade e absor¢do de nutrientes do
milho doce, obtendo resultados satisfatorios na utilizacao desse fertilizante natural. Ja na
concentracdo de 50 mg/ml, observa-se que o IM € estatisticamente igual ao controle
positivo, podendo ser considerado um possivel herbicida natural. Ben Kaab et. al. (2020)
utilizou o extrato de C. cardunculus sobre T. incarnatum para avaliar seu potencial
herbicida, onde o extrato de C. cardunculus afetou o processo de divisdo celular e
alongamento durante a germinacao das sementes de T. incarnatum.

Ao observar as células com alteracdes cromossomicas submetidas as diferentes
concentracfes do extrato aquoso de S. amazbnica, foram encontradas algumas células
com anormalidades mitéticas que estdo quantificadas na tabela 2, foi possivel observar
no tratamento de 10 mg/ml (Tabela 2 e Figura 9) o maior indice de anomalias, tendo
uma diferenca significativa do seu indice de alteragcGes cromossomicas (IG) em relacdo

ao controle negativo.
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Tabela 2. NUmero de células com alteragdes cromossémicas e o indice de genotoxicidade (IG) submetidas
aos tratamentos do extrato aquoso de Selaginella amazénica. IG na horizontal seguido por alguma letra
igual ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunnet.

) i TRATAMENTOS
ALTERACOES CROMOSSOMICAS 10 25 50 CONTROLE | CONTROLE
mg/ml | mg/ml | mg/ml | NEGATIVO | POSITIVO

Profase irregular 6 5 0 0 0
Metafase irregular 8 8 2 7 0
Metéafase com aderéncia cromossdmica 16 3 9 17 0
Metafase com perda cromossémica 1 0 0 1 0
Metéafase com cromossomo em anel 0 0 0 1 0
Anéfase irregular 2 6 0 11 0
Ponte anafasica 6 4 0 5 0
Anéfase com aderéncia cromossémica 0 1 0 1 0
Anafase com perda cromossdmica 4 0 0 1 0
Teldfase irregular 4 0 5 2 0

IG 2,43c | 0,58ab | 0,03a 1bc Oa

O tratamento de 10 mg/ml, com o maior indice mitotico, apresentou um indice de
anomalia cromossdmica significante em relacdo aos outros tratamentos, também sendo
estatisticamente igual ao controle negativo. A quantidade de alteracGes encontradas
(Tabela 2) mostra que o tratamento de 10 mg/ml teve o maior IG porque o IM também
foi alto em relacdo aos outros tratamentos, inclusive ao controle positivo, que teve o IG 0
pelo fato de o glifosato ser muito citotoxico em plantas ao ponto de ndo haver células em
divisdo para serem alteradas (JUNIOR et. al.,2002). De acordo com DATTA etal. (2018)
a porcentagem de anomalia cromoss6mica das células aumenta de acordo com o aumento
da concentracdo. As agdes dos efeitos genotoxicos de compostos quimicos acarretam

alterac6es cromossdmicas (GUO et al., 2020).

Figura 9. Células meristematicas de A. cepa com alteracfes cromossdmicas submetidas ao
controle negativo e concentracdo de 10 mg/ml do extrato aquoso das folhas de S. amazonica.

a. Profase irregular. b. Metéfase irregular. c. Metafase com aderéncia cromossomica. d. Metéfase
com perca de cromossdmica. d. Metafase com cromossomo em anel. f. Anéafase irregular. g. Ponte
anaféasica. h. Anafase com perca de cromossomos. i. Anafase com aderéncia cromossdmica. j.
Tel6fase irregular
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Fonte: Arquivo pessoal.

A formacdo de ponte cromossdmica sdo alteragdes estruturais cromossémicas
podendo ser atribuida a trocas desiguais que levam a formagdo de cromossomos
dicéntricos que sdo igualmente puxados em ambos os polos no estagio de anafase ou da
baixa atividade de enzimas de replicagdo. A formacdo de cromossomos em anel pode
explicada pela producdo de duas quebras no mesmo cromossomo e a subsequente unido
de fragmentos ndo centroméricos (DATTA et al., 2018; BONCIU et al., 2018).

As alteragcdes mais encontradas foram anafase irregular e metafase com aderéncia
cromossémica. A aderéncia cromossdmica pode ocorrer devido a despolimerizagdo do
DNA, dissolucéo parcial de nucleoproteinas, quebra e troca das unidades basicas de fibras
dobradas das crométides e a remocao da cobertura proteica do DNA nos cromossomos,
sendo que os cromossomos com aderéncias é um efeito irreversivel e altamente toxico,
que pode ocasionar a morte celular (MERCYKUTTY & STEPHEN, 1980; AHMED,
2018).

Portanto, o extrato aquoso das folhas de S. amazbnica apresentaram potencial
citotoxico e genotdxico na concentracdo de 50 mg/mL sendo estatisticamente igual ao
controle positivo, inibindo a divisdo celular, tornando o consumo desse extrato perigoso
para a salde humana e potencial para uso na medicina e na agricultura.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com as analises realizadas neste estudo, conclui-se que o0 extrato aquoso
das folhas de S. amazbnica possui atividade citotoxica na concentracdo de 50 mg/mL,
sendo estatisticamente igual ao controle positivo. O extrato aquoso das folhas de S.
amazonica possui atividade genotoxica nas concentragcdes mais altas e apresentou o mais
alto indice de atividade genotdxica na concentracao mais baixa (10mg/mL) devido a essa
concentracdo ter tido o maior IM. Sera necessario que futuros estudos sejam realizados
para saber gquais 0s metabolitos secundarios sdo responsaveis pelos resultados vistos nesse

trabalho.
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