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Resumo O presente estudo teve avaliou os potenciais efeitos
toxico, citotoxico e genotoxico do extrato bruto hidroalcodlico de
folhas das espécies Solanum cordifolium e Solanum torvum, por
meio da dose letal mediana (DL50) em camundongos albinos Swiss
(Mus musculus), do ensaio de Allium cepa (1, 2 e 3mg/mL) e da
andlise de micronucleo em medula 6ssea de ratos Wistar (200mg/
rato/dia). Os resultados do ensaio de Allium cepa demonstraram
que aespécie S. cordifolium nio apresenta efeito toxico, citotoxico
ou genotdxico em nenhuma das concentragdes testadas, porém
apresenta alta toxicidade no teste de DL50 (323mg/kg) além de
apresentar efeito citotoxico em eritrocitos de medula dssea dos
roedores. O extrato de S. forvum apresentou menor toxicidade
nos testes de DL50 em camundongos (11.733mg/kg) além de
apresentar efeito clastogénico nos ensaios de Allium cepa e de
microndcleo em medula de roedores.

Palavras—chaves:Solanum, aberracdes cromossomicas,
genotoxicidade, micronucleo.

Abstract This study evaluated the toxic, citotoxic and genotoxic
effects of the hidroalcoholic crude extract from leaves of the species
Solanum cordifolium and Solanum torvum, using the median
lethal doses assay (ML50) in Swiss mice (Mus musculus), the
Allium cepa test system (1, 2, and 3mg/mL) and the micronucleus
assay on rat bone marrow cells. The results from the Allium cepa
test showed that S. cordifolium do not present toxic, citotoxic
or genotoxic effects in the tested concentration, but have high
toxicity in the LD50 test (323mg/kg) and present citotoxic effect
on rat bone marrow erythrocytes in the micronucleus assay. The
extract from §. torvum presented less toxicity in the LD50 test in
mice (11.733mg/kg), but presented clastogenic effect in the Allium
cepa test and micronucleus assay.

Keywords: Solanum, toxicity, chromosome aberrations, genotoxicity,
micronucleus.

Introducao

A familia Solanaceae é composta por cerca de 3.000 espécies
e 90 géneros de ervas (Joly 1977), sendo o género Solanum um
dos maiores e mais complexos géneros dessa familia, com mais
de 1.500 espécies (Agra e Bhattacharyya 1999). As solaniceas
possuem diversas substincias bioativas de interesse farmacoldgico,
especialmente alcaloides e flavonoides (Carvalho et al. 2003).
Estudos tém demonstrado que S. torvum apresenta alta atividade
antimicrobiana (Ajaiyeoba 1999, Chah et al. 2000, Wiart et al.
2003), a qual pode ser relacionada a alta quantidade de alcaloides,
taninos e esteroides presentes na planta (Ajaiyeoba 1999). Virias
espécies, incluindo Solanum cordifolium, Solanum torvum e
Solanum stipulaceum, revelaram acio hipotensora sobre o sistema
cardiovascular (Ribeiro 2001, Batitucci 2003).

A avaliacio da toxicidade e genotoxicidade de produtos
naturais ¢ um passo fundamental para que as industrias
farmacéuticas deliberem um novo agente terapéutico. Dentre os
métodos disponiveis para avaliacio destacam-se o ensaio em Allium
cepa (cebola) e o teste de micronidcleo em células da medula 6ssea
de roedores. O sistema teste vegetal de A. cepa é um excelente
bioindicador para o primeiro screening da genotoxicidade de
plantas medicinais, devido ao seu baixo custo, confiabilidade e
concorddncia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os
estudos de prevencao de danos a satde humana (Bagatini et al.
2007, Leme e Marin-Morales 2009).

O teste de microndcleo em células da medula déssea de
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camundongos tem sido amplamente empregado e aceito pelas
agéncias reguladoras e comunidade cientifica como parte da
avaliacio de seguranca de um produto (Choy 2001, Mateuca et al.
20006, Valadares et al. 2007). Assim como o teste em Allium cepa, o
ensaio do microntcleo detecta tanto clastogenicidade — quebra de
cromossomos, quanto aneugenicidade — aneuploidia ou segregacio
cromossomica anormal devido a disfuncoes no aparato mitético
(MacGregor et al. 1987, Hayashi et al. 1994, Krishna e Hayashi
2000, Morita et al. 2011). O aparecimento de microndcleos nas
células analisadas ¢ uma consequéncia de danos cromossomicos,
evidenciando claramente a manifestacio de disttrbios do processo
mitético (Ribeiro 2003, Grover e Kaur 1999). H4 uma correlacio
positiva entre o aumento da frequéncia de micronucleos e o
aparecimento de tumores em roedores e em humanos (Azevedo et
al. 2003, Bonassi et al. 2011).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
possiveis efeitos toxicos, citotoxicos e genotoxicos dos extratos
hidroalcodlicos brutos de folhas de S. torvum e S. cordifolium
por meio da andlise do ciclo celular e aberracdes cromossomicas
em células meristematicas de A. cepa e por meio do teste do
micronucleo, em células de medula Ossea de ratos Wistar. Os
resultados dessa avaliacio poderdo contribuir para a implantacio
de projetos que visem a utilizacio dessas espécies na producio de
firmacos e para o planejamento das agoes de orientacdo a populacio
quanto ao uso de medicamentos produzidos a base de plantas.

Métodos

Obtengio do extrato

Os espécimes de S. cordifolium Dunal e S. torvum Sw.
foram coletadas no municipio de Vila Velha, ES, Brasil. Exsicatas
foram depositadas no Herbdrio VIES da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) sob nimero de identificacio 12357-1 para
S. cordifolium e 12687-0 para S. torvum. As folhas das plantas
foram secas em estufa, com circulacio de ar, a 40°C, por 5 dias e,
entdo, pulverizadas. Os extratos hidroalcodlicos brutos de folhas
de . cordifolium (EHSC) e de S. torvum (EHST) foram obtidos
por maceracio na propor¢io de 60g do material pulverizado e
700mL de etanol 70%, a temperatura ambiente (25 a 30°C), por
72h. Apos esse periodo, as solugoes foram filtradas e submetidas a
rotaevaporagio com pressao reduzida, a temperatura de 60°C. Os
EHSC e EHST foram dissolvidos em dgua Milli-Q para obtencio das
fracoes aquosas e as concentracoes foram calculadas com base nas
massas secas dos extratos obtidas previamente.

Toxicidade aguda por meio da dose letal mediana (DL50)
Grupos de 10 camundongos (30-50g), obtidos no biotério
da UFES, receberam doses de 20, 40, 80, 160, 320 e 500mg/kg
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para EHSC e 1, 10, 100, 1000, 5000 e 10000mg/kg para EHST por
via intraperitoneal, enquanto no grupo controle foi administrada
solucdo salina. Os animais permaneceram nas gaiolas, em local
com temperatura e ciclo claro-escuro controlados e alimentagio
ad libitum, por um periodo de 24h, ap6s o qual foram observados
e registrado o nimero de 6bitos. A DL50 foi determinada segundo
Litchfield e Wilcoxon (1949).

Ensaio de Allium cepa

Para a avaliagio dos efeitos toxicos, citotoxicos e genotoxicos,
sementes de Allium cepa foram submetidas a germinacio em trés
concentracoes (1, 2 e 3mg/mL) de EHSC e EHST em dois tratamentos:
continuo, no qual as sementes foram germinadas diretamente
nas diferentes concentragoes dos extratos e descontinuo, no qual
as sementes foram inicialmente germinadas em dgua Milli-Q,
até atingirem aproximadamente 0,5cm de comprimento, sendo
posteriormente transferidas para as diferentes concentracoes dos
extratos. Apds 20h (tratamento agudo), algumas raizes foram
coletadas aleatoriamente e o restante das sementes permaneceu no
extrato até completarem 72h (tratamento cronico). Os controles
negativos (CN) correspondentes foram realizados com dgua Milli-Q.
Ap0s a coleta, as raizes foram fixadas em solucio Carnoy (3 etanol:
1 4cido acético) e as laminas foram preparadas pelo método de
esmagamento comum suave, coradas pelo método de Feulgen.

A anilise de toxicidade foi realizada por meio do indice de
germinacio (IG) das sementes submetidas ao tratamento continuo
com os extratos e dgua Milli-Q. Para andlise do efeito citotdxico,
calculou-se o indice mitético (IM) pela relagio entre o nimero de
células em divisio e o nimero total de células analisadas. Para anilise
de genotoxicidade, calcularam-se os indices de efeito clastogénico (IEC)
e de efeito aneugenico (IEA) por meio da relagio entre o nimero de
células aberrantes e o numero total de células analisadas. No cilculo
do IEC foram computadas células portadoras de microndcleos ou
quebras cromossomicas e no cilculo do IEA foram consideradas células
com aderéncias, perdas, atrasos e pontes cromossomicas, C-metafases,
brotos nucleares e andfases multipolares. Avaliou-se também o indice
de morte celular (IMC), através da relagio do nimero de células em
apoptose e o numero total de células observadas.

Ensaio com roedores

O ensaio do micronucleo foi realizado em medula 6ssea de
ratos Wistar machos, provenientes do biotério da UFES, mantidos
em gaiolas com dgua e racio ad libitum. Os animais foram separados
em quatro grupos experimentais (n=>5): controle negativo (CN,
solucdo salina 0,9%), tratamento com EHSC (200mg/rato/dia) e
tratamento com EHST (200mg/rato/dia) administrados por gavage,
por 5 dias consecutivos em intervalos de 24h entre as doses. O grupo
controle positivo (CP) foi realizado com ciclofosfamida, 50mg/kg; via
intraperitoneal, 24h antes da eutanasia. Os animais foram sacrificados
24h ap6s o Gltimo tratamento e as amostras de medula 6ssea foram
coletadas dos fémures para confeccao das 1dminas. As células foram
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coradas com solugdes de Giemsa e May Griinwald. Foram analisadas
2000 células por animal, computando-se o nimero de eritrdcitos
policromiticos micronucleados para avaliacio de genotoxicidade
e a relacio entre o numero de eritrdcitos policromdticos e
normocromaticos para avaliacio de citotoxicidade.

Anilise estatistica

Os dados foram analisados usando o teste Qui-Quadrado, para
o0 ensaio de Allium cepa, e o teste Kruskall-Wallis, para o ensaio de
microntcleo, com nivel de significincia 1%.

Resultados e discussao

Toxicidade Aguda - Dose Letal Mediana (DL50)

Os valores obtidos da dose letal mediana, em camundongos,
para a espécie S. cordifolium foi 1.225mg/kg e para S. torvum foi
11.733mg/kg. A diferenca na composicio de fitocompostos entre
espécies do género Solanum pode ser responsavel pela diferenca
nos valores de DL50, refletindo em atividade biol6gica distinta, o
que também foi demonstrado por Ajaiyeoba (1999), quando seus
resultados indicaram que as concentracoes de alcaloides, taninos e
esteroides, maiores em S. torvum que em S. macrocarpum, levaram
a um efeito distinto na atividade antimicrobiana dessas espécies.

Ensaio de Allium cepa

O indice de germinacio das sementes de A. cepa expostas ao
EHST decresceu significativamente, em comparacio as sementes nao
€xpostas ao extrato, o que nao ocorreu com o0 EHSC (Figura 1).
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Figura 1 indice de Germinacio (%) das sementes de Allium cepa, expostas
a0 tratamento continuo com agua Milli-Q (CN) e trés concentracoes (1, 2 e
3mg/mL) dos extratos hidroalcodlicos brutos de S. cordifolium e de S. torvum.
* — diferenca significativa: p<0,01.

Os indices mitoticos das células de A. cepa expostas
as diferentes concentracdes do EHSC e do EHST nio foram
estatisticamente diferentes do controle negativo (CN), tanto no
tratamento continuo quanto nos descontinuos, sugerindo que os
extratos das espécies em estudo nio afetam a divisao celular. O
indice de efeito clastogénico (IEC) foi significativamente maior,
em relacdo ao CN, apenas para o EHST, em todas as concentracoes
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testadas no tratamento continuo. As células expostas aos extratos
nos demais tratamentos nio apresentaram diferencas significativas
no IEC, quando comparadas ao CN (Figura 2).
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Figura 2 Indice de Efeito Clastogénico (IEC) para os tratamentos continuo
e descontinuos agudo (TD 20h) e cronico (TD 72h) com células de Allium
cepa expostas a dgua Milli-Q (CN) e a trés diferentes concentragoes (1, 2 e
3mg/mL) de EHST. * — diferenca significativa, p<0.01.

De acordo com Kovalchuck et al. (1998), a toxicidade,
avaliada pela diminui¢do no indice de germina¢io nio estd sempre
correlacionada com genotoxicidade, mas algumas aberracoes
cromossOmicas podem ser acompanhadas da inibi¢io de germinagio.
Nossos resultados, portanto, sugerem que para a espécie S. torvum
hd uma relacio entre a queda no indice de germinagio e o aumento
do efeito clastogénico no sistema teste A. cepa.

Os indices de efeito aneugénico e morte celular dos tratamentos
continuo e descontinuos (agudo e cronico) com os extratos de S.
cordifolium e S. torvum, nao foram significativamente diferentes,
quando comparados aos respectivos tratamentos controles,
demonstrando que os extratos nio possuem efeitos aneugénicos e nio
promovem morte celular. Tais resultados indicam que esses parimetros
nao foram os mais adequados para a avaliacio das espécies em estudo,
uma vez que os resultados obtidos foram muito heterogéneos e nio
refletiram um padrio adequado de resposta (Tabela 1).

Tabela 1 Indices de efeito aneugénico e de morte celular de células de Allium
cepa expostas a tratamentos continuo e descontinuos (agudo e cronico) com
dgua Milli-Q (CN) e trés concentragoes (1, 2 e 3mg/mL) do EHSC.

TD 20 horas (agudo)  TD 72 horas (cronico) ~ Tratamento Continuo
Tratamento —15y"00™ MC (%) IEA (%) MC IEA (%) MC
CN 0322 0683 0,241 0 0,316 0
1 mg/mL, 0131 058 0,329 0 0,173 0
2 mg/mL 0229 0,152 0,348 0,077 0,058 0
3 mg/ml. 0311 1671 0,212 0 0312 039

Legenda: TD: tratamento descontinuo; IEA: indice de efeito aneugénico; IEC: indice
de efeito clastogénico; IMC: indice de morte celular.

Ensaio de microntcleo em medula 6ssea de roedores

Os resultados do ensaio de microntucleo revelaram alta
citotoxicidade dos extratos de S. cordifolium e S. torvum em células
de ratos Wistar, uma vez que a diminui¢io do nimero de eritrdcitos
policromaticos determinada pela acio dos extratos aproxima-se dos
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valores encontrados para o controle positivo (Figura 3). No entanto,
esses resultados sao diferentes daqueles obtidos pelo teste de A.
cepa, para ambos os extratos, sugerindo uma acdo diferenciada em
células vegetais e animais, situagio que pode ser explicada pelas
diferencas existentes entre os dois grupos celulares.
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Figura 3 Relacio entre o nimero de eritrocitos policromdticos e o nimero
de eritrocitos normocromaticos (EPC:ENC) estabelecida em 200 eritrocitos
totais (EPC + ENC) por animal. * — diferenca significativa, p<0,01.
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A Figura 4 apresenta o nimero de eritrocitos policromaticos
micronucleados em 10.000 eritrocitos policromaticos computados em
medula 6ssea de ratos Wistar submetidos 2 administracio de EHSC e EHST,
na dose de 200mg/rato/dia e para os controles negativo e positivo.
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Figura 4 Frequéncia de microndcleos em 10.000 eritrdcitos policromdticos
de medula dssea de ratos Wistar (n=>5 animais/grupo) tratados durante
cinco dias com solucio salina (CN) ou com extrato hidroalcodlico bruto de
S. cordifolium e S. torvum (200mg/rato/dia). Os animais do grupo controle
positivo (CP) receberam uma unica dose de ciclofosfamida (50mg/kg).
* — diferenca significativa, p<0.01.

Observamos que o EHST apresenta atividade clastogénica,
verificada pelo aumento estatisticamente significativo no nimero de
eritrocitos policromaticos micronucleados, enquanto o EHSC nio
promoveu esse efeito. Esse resultado corrobora aqueles observados
no ensaio de A.cepa, para as espécies em estudo.

O fato de a espécie S. melongena, quando avaliada pelo
teste de micronicleo em ratos Wistar, ndo apresentar atividade
genotoxica ou antigenotdxica (Chacon et al. 2002), aliado aos
resultados encontrados no presente estudo, reforcam a ideia de
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que cada espécie pode ter uma acio diferente sobre as células e de
que o0s ensaios com extratos brutos podem apresentar resultados
heterogéneos, decorrentes da complexidade de interagoes possiveis
entre os diferentes compostos neles presentes e 0s componentes
celulares dos organismos testes (Sixel e Pecinalli 2005).

Sugerimos que os efeitos toxicos e citotoxicos das espécies
S. cordifolium e S. torvum podem ser explicadas pela acio dos
metabolitos secundarios dessas plantas sobre os sistemas animais, uma
vez que vérios autores consideram que nos vegetais, alguns metabolitos,
como os alcaloides e taninos, estao relacionados a0s mecanismos de
defesa contra herbivoria (Taiz e Zeiger 2004, Henriques et al. 2000).

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, concluimos que
ambas as espécies apresentam efeitos danosos em pelo menos um
dos bioensaios realizados, o que serve de alerta para a necessidade de
estudos adequados de toxicidade e genotoxicidade, antes da utilizacio
indiscriminada dessas plantas e de qualquer outro produto natural.
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