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Equisetum hyemale L. 2014. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Faculdade de
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RESUMO

Alguns bioacumuladores sdo bioindicadores, pois determinam a presenca de substancias
toxicas. Estes sdo constituidos de organismos que podem sobreviver em um restrito espectro
de condigcbes naturais e as alteragcbes ambientais podem causar modificagdes nas funcoes
bioldgicas e no seu material genético. Os mutagenos sdo agentes que causam alteracdes na
sequéncia do DNA correspondendo as muta¢des induzidas, sendo os metais pesados 0s
mutagenos mais comuns em ambientes aquaticos. Baccharis trimera Less (carqueja) € uma
planta arbustiva que se destaca pela sua capacidade de acumular metais pesados presentes na
agua. Equisetum hyemale L. (cavalinha) € uma planta vascular sem semente considerada
como um depdsito de minerais e vitaminas. O objetivo deste projeto foi avaliar o potencial
mutagénico e bioacumulador de metais pesados de B. trimera Less e E. hyemale L. Os
espécimes de carqueja e cavalinha foram cultivados e expostos a solucdo de metal e controles
por 30 dias. As partes vegetativas coletadas foram trituradas e secas em estufa para a
preparacdo dos extratos. Os extratos etandlico e aquoso foram preparados em diferentes
concentragcbes com &gua ultra pura. Os metais pesados presentes nos extratos foram
quantificados por meio da anélise de absorcdo atdbmica. O Teste de Allium cepa foi realizado
para analisar a atividade genotoxica dos extratos. Baccharis trimera e Equisetum hyemale sao
espécies bioacumuladoras de diferentes metais pesados. O extrato etandlico e infuso de B.
trimera e E. hyemale interferem no indice mitético e sdo capazes de promover atividade

genotdxica em células meristematicas de raiz de Allium cepa.

Palavras-chave: Bioindicadores. Carqueja. Cavalinha. Mutagenicidade. Bioacumuladores.
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ABSTRACT

Some biomarkers are bio-accumulators, as they determine the presence of toxic substances.
These are made up of organisms that can survive in a restricted range of natural conditions
and environmental changes can cause changes in biological functions and their genetic
material. The mutagens are agents that cause alterations in the DNA sequence corresponding
to the induced change, the heavy metals being the most common mutagens in aquatic
environments. Baccharis trimera Less (gorse) is a shrubby plant that stands out for its ability
to accumulate heavy metals present in the water. Equisetum hyemale L. (horsetail) is a
vascular seedless considered a deposit of minerals and vitamins plant. The objective of this
project was to evaluate the mutagenic potential of heavy metals and bioaccumulative B.
trimera Less and E. hyemale L. specimens of gorse and horsetail were cultured and exposed
to the metal solution and controls for 30 days. The collected vegetative parts were ground and
dried in an oven for the preparation of extracts. The ethanolic and aqueous extracts were
prepared at different concentrations with ultrapure water. Heavy metals present in the extracts
were quantified by atomic absorption analysis. The Allium cepa test was performed to analyze
the genotoxic activity of the extracts. Baccharis trimera and Equisetum hyemale
bioacumuladoras are different species of heavy metals. The ethanol extract and infusion of
B.trimera and E. hyemale interfere with the mitotic index and are able to promote genotoxic

activity in root meristematic cells of Allium cepa.

Key words: Bioindicators, Gorse, Horsetail, Mutagenicity, Biaccumulators.
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1- INTRODUCAO

1.1 — Bioacumuladores Naturais

Ha interesse em se detectar possiveis contaminacGes de metais em solo e agua e
encontrar meios que possibilitem a descontaminacdo do ambiente (UGOLINI et al., 2013).
Estudos sobre biorremediacdo apresentam uma tecnologia emergente conhecida como
fitorremediacdo (MCCUTCHEON e JORGENSEN, 2008; GERHARDT et al., 2009; SILVA
et al.,, 2014a). Que se caracteriza pelo emprego de vegetais superiores na remogcéo,
transferéncia ou na estabilizacdo de elementos nocivos de locais contaminados (PLETSCH,
2004; BALI et al., 2010; ALI et al., 2013). Esta técnica estd gerando grande interesse
mundial, por apresentar custos financeiros viaveis e produzir menor impacto ao ambiente
(SUSARLA et al., 2002; MEGATELI et al., 2009; JAGTAP et al., 2014).

Algumas espécies de plantas apresentam complexo mecanismo para minimizagdo dos
efeitos deletérios dos metais pesados, controlando a absorcéo, a acumulacéo e a translocacéo
desses elementos no tecido vegetal (RASKIN et al., 2001; GERHARDT et al., 2009;
OLOWOYO et al., 2012). Experimentos conduzidos nas ultimas duas décadas mostram que
diversas espécies de plantas extraem quantidades elevadas de metais de solos contaminados,
sendo estas denominadas de bioacumuladoras das condicdes naturais (KAERENLAMPI et al.,
2000; PULFORD e WATSON, 2003; ABHILASH et al., 2009; BALI et al., 2010). O
conceito de bioacumuladores foi desenvolvido para a realizagdo de monitoramento das
condi¢des ambientais (ARIAS et al., 2007; CRISPIM et al., 2012).

Os bioacumuladores podem ser animais, vegetais, células e substancias moleculares.
Os representantes dos vegetais sdo as algas (PERES, 2002) e plantas arbustivas (MOREIRA
et al., 2007; UGOLINI et al., 2013). E os representantes celulares sdo realizados o teste de
micronucleo em ceélula de vegetais e/ou animais e para 0os moleculares observa-se como

exemplo a dosagem de acetilcolinesterase (ARIAS et al., 2007; BAGATINI et al., 2009).
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A poluicdo por mutagenos na atmosfera e no ambiente aquético, por fontes
antropogénicas, € avaliada por meio de bioindicadores, tais como: musgos, plantas, liquens,
fungos, bactérias e animais (MONNET et al., 2005; ALI et al., 2013), os mesmos também
vém sendo utilizados para biomonitorar o solo no estudo da poluicdo ao longo das ultimas
décadas (BATZIAS e SIONTROU, 2006; BALI et al., 2010; JAGTAP et al., 2014).

Ha interesse em pesquisas ambientais relacionadas ao estudo de organismos
bioacumuladores como ferramenta para monitoracdo da polui¢do por elementos quimicos
(PULFORD e WATSON, 2003; JAGTAP et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2014a). Plantas
bioacumuladoras naturalmente concentram elementos quimicos em maior quantidade em
comparacdo com as demais espécies ocorrentes em um mesmo habitat, sendo reflexo de sua
habilidade de concentrar e das caracteristicas do meio (BALI et al., 2010; SILVA et al.,
2014b).

1.2 - Mutagenos ambientais e metais pesados

Mutagenos sdo agentes que causam mutacOes, ou seja, alteragdes na sequéncia do
DNA correspondendo as mutacGes induzidas, as quais podem ser atribuidas a causas
ambientais conhecidas (GROVER e KAUR, 1999; OLOWOYO et al., 2012). Muitas
substancias no ambiente sdo sabidamente mutagénicas, incluindo as radia¢es ionizantes e
ndo-ionizantes e as centenas de compostos quimicos diferentes de origem urbana, agricola e
industrial (JORDE et al., 2004; CRISPIM et al., 2012).

A irrigacdo com aguas residuais contribui para 0 aumento no teor de metais pesados
no solo (YANG et al., 2014). Os metais pesados séo prejudiciais devido a sua natureza nao
biodegradavel e seu potencial para acumular-se em diferentes 6rgdos do corpo (SILVA et al.,
2007). A maior parte dos metais pesados € extremamente toxica devido a sua solubilidade na
agua e mesmo em baixas concentracfes sdo prejudiciais para 0 homem e os animais (ARORA

et al., 2008). Atualmente os metais pesados sdo o0s poluentes ambientais mais comuns por
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causa da sua excessiva utilizacdo em aplicacdes industriais e seu acimulo nos solos agricolas,
afetando assim a qualidade e a seguranca alimentar (POLETO e MARTINEZ, 2011; ALI et
al., 2013).

Ainda sobre os metais pesados, 0s mesmos sdo um dos poluentes mais comuns em
ambientes aquaticos, seja a partir de fontes naturais, tais como intemperismo geoldgico ou
fontes antropogénicas (BENAVIDES et al., 2005). Podem ser absorvidos em sedimentos
fluviais ou acumulados em organismos bentdnicos, as vezes em niveis toxicos (ARIAS et al.,
2007). Além disso, podem contaminar a cadeia alimentar por meio da lixiviacdo para aguas
subterraneas ou pela absor¢do vegetal (bioacumulacdo) (BATISTA e FREIRE, 2010). Podem
ameacar a saude humana, pois 0s metais podem estar associados a neurotoxicidade,
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade em seres humanos (HANG et al., 2008; DIVAN JUNIOR,
2009; MACHADO et al., 2001).

Diante disso, torna-se importante a realizacdo de bioensaios para deteccdo de
mutagenicidade e genotoxicidade decorrentes da presenca de metais pesados no ambiente.
Além da necessidade da identificacdo das fontes contaminantes (HOUK, 1992), considerando
também a avaliac@o das reacfes de organismos vivos, para a poluicdo ambiental e para uma
indicacdo dos potenciais efeitos sinérgicos de varios poluentes (SMAKA-KINCL et al., 1995;
CRISPIM et al., 2012).

1.3- Teste de Allium cepa

Entre as diferentes espécies utilizadas como bioindicadoras para avaliacdo da
genotoxicidade ambiental, a espécie Allium cepa L. tem sido considerada um organismo teste
eficiente para indicar a presenca de produtos quimicos mutagénicos (FISKESJO, 1985),
devido a sua sensibilidade e boa correlagdo com sistemas teste de mamiferos (CHAUHAN e
GUPTA, 2005), as suas caracteristicas cinéticas de proliferacdo e presenca de cromossomos

grandes (2n=16) adequados para este tipo de estudo (MATSUMOTO et al, 2004,
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MATSUMOTO et al., 2006). Este sistema teste é de curto prazo (MAJER et al., 2005)
especialmente em ambientes aquaticos (SMAKA-KINCL et al., 1996). Tem sido utilizado
pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (EPA-E.U.A) para avaliar a toxicidade
e genotoxicidade, por meio da determinacdo de distlrbios citogenéticos provocados em
células meristematicas de raiz, por efluentes industriais (FISKESJO, 1993; GRANT, 1994).
Tem sua utilidade afirmada pela sua aplicacdo repetida para avaliar os riscos genotdxicos
presentes em 4guas naturais, como rios e lagos, aguas residuais e agua potavel
(BLAGOJEVIC, et al 2009; LEME e MARIN-MORALES, 2009; MANN et al., 2011).

Além do monitoramento ambiental o teste de genotoxicidade em A. cepa esta sendo
aplicado em andlises de compostos quimicos naturais, principalmente para verificar a
seguranga e a genotoxicidade de extratos de plantas empregadas na medicina popular
(CAMPAROTO et al., 2002; KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007; AKINBORO

e BAKARE, 2007; PINHO et al., 2010).

1.4 — Baccharistrimera Less e Equisetum hyemale L

Duas espécies destacam-se por apresentar relatos de atividade bioacumuladora
Baccharis trimera Less e Equisetum hyemale L (BROOKS et al., 1981; SOUZA et al., 2007,
SILVA et al., 2012). A primeira espécie tem demonstrado capacidade de acumular metais, tais
como Mn e Zn, que sdo encontrados em quantidade mais elevadas nas folhas, além de
apresentar efeito mutagénico do cha em células vegetais (Allium cepa) sugerindo maior
cautela no consumo desta planta (PINHO et al., 2010) mesmo quando utilizada em infusdes
(SOUZA et al., 2007; PINHO et al., 2010). Estudos recente tém demonstrado acimulo de Cu,
Cd, Pb e Zn nas folhas desta espécie, refletindo diretamente na citotoxicidade e
genotoxicidade do extrato e do infuso obtido da planta (SILVA et al., 2012) E. hyemale
espécie é uma planta vascular sem semente considerada como um depdsito de minerais e

vitaminas (WRIGHT et al., 2007).
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Baccharis trimera Less. € conhecida popularmente como carqueja ou carqueja-
amarga, é um subarbusto ramificado com ramos principais tetra- e trialados na base, bialados
nas ramificacdes laterais e com alas interrompidas formando articulas de alturas variaveis
(OLIVEIRA et al., 2012). As flores sdo pequenas, alvas, dispostas em capitulos geralmente
aglomerado, formando espigas interrompidas, ordenadas como paniculas. O fruto € tipo
aquénio linear, glabro, com cerda de 1,5mm (DURIGAN et al., 2004).

Trabalhos fitoquimicos com esta espécie demonstraram a presenca de diterpenoides,
flavonoides, saponinas e 6leos essenciais (BORELLA et al., 2006). Esta planta é nativa dos
campos e beiras das matas do sul do Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai e norte da Argentina
(BONA et al., 2005). Ocorre em fisionomia campestre de cerrado, especialmente em terrenos
mal-drenados (DURIGAN et al., 2004; ABOY et al., 2012).

Preparagbes como infusdes e/ou decoctos desta planta séo utilizadas na medicina
popular para tratar doencas do figado, reumatismo, diabetes, bem como doencas do sistema
digestivo, hepatico e renal (JANUARIO et al., 2004), sobretudo pelas populacdes de baixa
condicdo socioecondémica (GRANCE et al., 2008; TROJAN-RODRIGUES et al., 2012).

Equisetum hyemale L., também conhecida como rabo de cavalo ou cavalinha, é nativa
da América Central e do Sul encontrada em locais quentes e umidos (WRIGHT et al., 2007).
E utilizada na medicina popular na forma de cha, produzido com a sua parte aérea. O cha é
considerado diurético, hemostatico e adstringente, sendo também adequado para diarreia,
gonorreia e tratamento de pedras nos rins (MILOVANOVIC et al., 2007; TELLEZ et al.,
2007). Devido ao seu elevado teor de minerais, a planta é também recomendada para a
revitalizacdo das unhas e cabelo, entre outras aplicacfes (GUTIERREZ et al 1985; LEAL et
al., 1999; DANIELSKI et al., 2007).

Além disso, E. hyemale contém grande quantidade de alcaloides, saponinas e

flavonoides, tais como isoflavonas e flavondis (DANIELSKI et al., 2007; HUSBY et al.,
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2011). Por seu alto conteudo mineral, principalmente o silicio, a cavalinha é muito usada para
recompor o tecido conjuntivo, por aumentar a atividade dos fibroblastos e a elasticidade dos
tecidos, 0 que a torna util na osteoporose e reumatismos (ZIN e WEISS, 1980). Por outro
lado, tendo potassio, equisetonina e acido galico, € um bom diurético e anti-hipertensivo, além
de ajudar nos tratamentos para emagrecer (VEIT et al., 1995).

2- OBJETIVO

O presente projeto teve por objetivo avaliar o potencial bioacumulador de metais
pesados de Baccharis trimera Less e Equisetum hyemale L. Além de avaliar o potencial
mutagénico dos extratos dessas espécies por meio do teste de aberragcbes cromossémicas,

determinacédo da frequéncia de micronucleos em raiz de Allium cepa.
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Resumo

Baccharis trimera (carqueja) é uma planta utilizada na medicina popular para o tratamento de
doencas do figado e do trato gastrointestinal. Equisetum hyemale (cavalinha) tem sido
utilizada na medicina tradicional para tratamento da hipertensdo e doencas inflamatorias. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial mutagénico e bioacumulador de metais pesados
de B. trimera Less e E. hyemale L. Os espécimes de carqueja e cavalinha foram cultivados e
expostos a solugdo de metal e controles por 30 dias. As partes vegetativas coletadas foram
trituradas e secas em estufa para a preparacdo dos extratos. Os extratos etandlico e aquoso
foram preparados em diferentes concentragdes com &gua ultra pura. Os metais pesados
presentes nos extratos foram quantificados por meio da anélise de absorcéo atémica. O Teste
de Allium cepa foi realizado para analisar a atividade genotoxica dos extratos. Os extratos
aquoso e etandlico foram os que mais acumularam metais. E a concentragdo de 100pg/mL do
extrato etandlico de B. trimera e os extratos de E. hyemale interferiram no indice mitético.
Conclui-se que B. trimera e E. hyemale sdo espécies bioacumuladoras de diferentes metais
pesados. Os extratos de B. trimera e E. hyemale interferem no indice mitético e sdo capazes

de promover atividade genotoxica em células meristematicas de raiz de Allium cepa.

Palavras Chave: mutagenicidade, Allium cepa, genotoxicidade, bioacumulagéo.
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1. Introducéo:

A poluigdo do solo e agua por metais pesados tem se tornado um desafio nos ultimos
tempos e surgiu devido ao rapido crescimento industrial e avangos nas préaticas agricolas
(Orisakwe et al., 2012, Brudzinska-Kosior et al., 2012; Zhou et al., 2014). A dispersdo desses
elementos no ambiente tem ocasionado a sua entrada na cadeia alimentar, pois tais metais
podem atingir e contaminar as plantas por meio da agua e do solo durante o cultivo (Olowoyo
etal., 2012, Awodele et al., 2013; Mahmood et al., 2013).

Solos contaminados podem elevar a fitodisponibilidade de metal em relacdo aos solos
ndo contaminados (Sharma et al., 2007; Silva e Vitti, 2008). Os elementos essenciais tais
como de Cu e de Zn, em baixas concentragdes, atuam como micronutrientes para manter a
funcdo normal do corpo, a excessiva ingestdo destes pode ser prejudicial para o homem
(Powers et al., 2003. Além disso, a ingestdo de elementos ndo essenciais, tais como Cd e Pb,
pode causar efeitos deletérios sobre a salde humana (Jarup, 2003; Khlifi Hamza-Chaffali,
2010). Do mesmo modo, a agua de irrigagdo que contém metais pesados pode contaminar
plantas cultivadas em solo ndo contaminado (Katsou et al., 2011; Stasinos e Zabetakis, 2013).

A liberacdo de metais por meio de atividades humanas para 0 meio ambiente tem
aumentado ao longo dos anos (Olowoyo et al., 2010; Olowoyo et al., 2012). A acumulacdo de
metais pelas plantas é uma preocupacdo ambiental crescentemente, pois a contaminacdo por
metais pesados em ambientes agricolas pode ocorrer por meio das formulagdes de pesticidas,
por fertilizantes quimicos e irrigacdo com agua de mé qualidade (Marcovecchio et al., 2007,
Ye et al., 2013; Yang et al., 2014), sendo que os metais pesados estdo entre os principais
contaminantes de legumes e plantas medicinais (Ajasa et al., 2004; Carvalho et al., 2010).

A bioacumulacdo de metais pesados por meio da alimentacdo podem causar riscos
para a saude, tanto a médio quanto em longo prazo, tais como dor abdominal, problemas para
0 concepto (causando aborto ou parto prematuro) entre outras teratogéneses (Awodele et al.,
2013; Shachar et al., 2013). Adultos também podem apresentar pressdo arterial elevada,
fadiga, distdrbios renais e cerebrais (Hifsa et al., 2009). A ingestdo cronica de metais pesados
também pode levar a erupgdes cutaneas, Ulcera intestinal e diferentes tipos de cancer
(Turkdogan et al., 2002; Shad et al., 2008; Khlifi ¢ Hamza-Chaffai, 2010). O consumo de
plantas medicinais, seja na forma de infusdes ou extrato, contaminados com metais pesados,
pode resultar na acumulacdo crénica destes em 6rgdos (Ajasa et al., 2004; Ang e Lee, 2006;
Arzani et al., 2007).

Experimentos tém demonstrado que diversas espécies de plantas podem representar

importantes ferramentas para descoberta de novos bioindicadores e bioacumuladores. Esta
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caracteristica se deve a capacidade destas espécies em extrair quantidades elevadas de metais
pesados e outros xenobioticos de aguas e solos contaminados (Cunningham et al., 1995;
Prasad e Freitas, 2003; Bali et al., 2010).

Baccharis trimera (Less) DC, popularmente conhecida como carqueja, € muito
comum na Ameérica do Sul. InfusBes, decoctos, e tinturas de suas partes aéreas sao usadas na
medicina popular brasileira (Oliveira et al., 2012 e Trojan-Rodrigues et al., 2012). Anélises
fitoquimicas verificaram que B. trimera contém lactonas, diterpenos, sesquiterpenos,
flavonoides, saponinas, taninos, compostos fenolicos e os 06leos essenciais, cuja substancia
ativa principal é carquejol (Borella et al., 2006). Algumas das suas propriedades
farmacoldgicas estdo relacionadas com o tratamento de doengas do figado e do trato
gastrointestinal (Grance et al., 2004, e Januario et al., 2004), processos inflamatorios
(Nogueira et al., 2011) e diabetes (Oliveira et al., 2005). Seu composto de gosto amargo, de
acdo diurética, é relatado como depurador do sangue (Grance et al., 2008). Recentemente, a
atividade esquistossomicida de B. trimera foi evidenciada por testes in vitro utilizando 6leos
essenciais, extrato hidroalcodlico bruto e fracdo hexanica em vermes adultos de Schistosoma
mansoni (Allegretti et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Oliveira et al., 2013). Pinho et al (2010)
demonstraram um efeito mutagénico do cha de B. trimera em células vegetais de Allium cepa
e em linfocitos humanos (aberracdes cromossémicas) cultivadas. Silva et al (2012)
demonstraram que B. trimera é capaz de bioacumular metais pesados de solo contaminado e
ainda podem promover a atividade genotoxica em células meristematicas de A. cepa.

Equisetum hyemale é uma das plantas herbaceas mais comum e amplamente
distribuidas em quase todo o mundo, exceto na Australia e Nova Zelandia (WHO, 1998). Esta
planta tem sido utilizada na medicina tradicional para tratamento da hipertensdo (WHO,
1998), doencas inflamatdrias (Park e Jeon, 2008), acidente vascular cerebral agudo (Sucher,
2006), hemorragia e cancer (WHO, 1998). As analises quimicas verificaram que E. hyemale
contém compostos fenolicos (Dogan et al., 2010), flavonoides e alcaléides (Andrade - Cetto e
Heinrich, 2005).

Este estudo teve como objetivo quantificar os metais pesados presentes nas espécies de
plantas medicinais Baccharis trimera e Equisetum hyemale, assim como quantificar os metais
no solo utilizado para o plantio e também avaliar o potencial mutagénico dos extratos dessas

espécies.

2.Materiais e métodos:

2.1 Preparacdo da Solucgéo aquosa de metal pesado
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Os seguintes sais metalicos foram utilizados na preparacao da solugdo aquosa de metal
pesado: K,Cr,O7, CuSO4.5H,0, ZnS0,4.7H,0, CdCl,.H,0 e Pb(NO3),. A solucdo sintética
contendo os metais pesados foi preparada por dissolucdo com agua ultra-pura a uma
concentracdo de 0,25mM de acordo com as metodologias propostas por Li et al (2010);
Meunier et al (2003) e Katsou et al (2011). A solucgéo foi utilizada para irrigar o grupo tratado
de Baccharistrimera e Equisetum hyemale.

2.2 - Exposicao e coleta das plantas

Os espécimes de B. trimera e E. hyemale foram cultivados na Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho-UNESP, Campus de Assis (22°38°49.85”S e 50°26°14.54”0;
altitude 577m) em vasos de poliestireno de 3000g de capacidade, por um periodo de 30 dias.
Durante este periodo um grupo de plantas recebeu uma solucdo contendo metal pesado
previamente preparado em laboratério (item 2.1) e outro grupo recebeu agua isenta de
qualquer contaminante metélico. Este fornecimento foi realizado de acordo com o
delineamento estatistico estabelecido, onde foram realizados seis repeti¢cbes para 0s grupos:
tratado com a solucdo de metal pesado e o controle que recebeu agua potavel. O volume
diario por vaso foi de 300 mL dos tratamentos, de acordo com a capacidade de absorcdo e
vazdo, em consideracao ao volume do vaso e quantidade de substrato utilizado.

No trigésimo dia de tratamento as partes vegetativas das plantas foram coletadas,
selecionadas e colocadas em estufa para secagem por 48 horas, na temperatura média de
40°C. Logo apo6s foram trituradas, pulverizadas e armazenadas em local seco e protegido da

luz.

2.3 Determinacgdo de metais pesados no solo

Foram pesados 20g de amostra do solo do grupo controle e 20g do grupo tratado com
metal, em frascos conicos de polietileno e adicionou-se 40 mL de solugéo extratora DTPA —
4cido dietilenotriaminopentaacético (DTPA 0,005 mol.L™) +trietanolamina (TEA 0,1 mol.L™)
+ cloreto de célcio (CaCl, 0,01 mol.L™), pH 7,3. Em seguida as misturas foram agitadas por
duas horas a 220 rpm em agitador mecanico orbital e filtradas imediatamente, a suspenséo foi
utilizada para quantificacdo dos metais. As concentragdes dos metais pesados foram
determinadas em triplicata em Espectrometro de Absorcdo Atémica em Chama (AAS) em
aparelho Varian modelo AA-1275, de acordo metodologia descrita por Lindsay e Norvell,
1978.
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2.5 Determinacdo de metais pesados nos extratos

Para o preparo do extrato etandlico as partes vegetativas de B. trimera e E. hyemale
foram pulverizadas e extraidas por meio maceracdo mecanica com solvente organico, alcool
etilico absoluto na proporcdo 1:10 (peso/volume), a temperatura ambiente por 24 horas. Apds
esse periodo o extrato foi filtrado. O infuso foi preparado na proporgdo 1:10 (peso/volume)
dos pulverizados B. trimera e E. hyemale em &gua ultra pura a temperatura de 97+2°C. O
infuso foi deixado em repouso até atingir a temperatura ambiente, ap0s esse periodo foi
realizada a filtragem por meio de um funil revestido com papel de filtro de acordo com
metodologia descrita por Barthwal et al. (2008).

Para a analise de metais pesados no extrato etandlico e no infuso, foram retirados
100mL de cada extrato e adicionado 20mL de &cido nitrico P.A. sendo levado ao aquecimento
até evaporar 60mL de cada solucdo. Apos atingir a temperatura ambiente, foram adicionados
40mL de agua ultra pura a fim de obter uma solucéo final de 100mL de amostra para analise.

Para o extrato aquoso, 3g do pulverizado de cada espécie de planta foi diluido em
100mL de agua ultra pura (30g/L). Em seguida foi acrescentado 10mL da mistura de &cido
nitrico (HNO3) e acido perclorico (HCIO,4) na proporcdo de 6:1. As solugbes foram aquecidas
até obtencdo de um precipitado branco, que foi separado e dissolvido em um baldo
volumétrico com 10mL HNO3 (0,1N) de acordo com metodologia descrita por Barthwal et al.
(2008).

A leitura dos metais pesados presentes nos extratos foi realizada em triplicata e obtida
por meio do espectrofotdmetro de absorcdo atbmica (Varian AA-1275). Neste estudo foram
analisados os seguintes metais: Chumbo (Pb), cobalto (Co), Cobre (Cu), Cromo(Cr), Ferro
(Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn). Os gases utilizados para a leitura foram acetileno e ar
comprimido em andlise de chama com lampadas de catodo oco, procedimento realizado de

acordo com Santos et al. (2006).

2.5 - Preparacdo dos extratos para o Teste Allium cepa

2.5.1 - Infuso

O pé das folhas de B. trimera e da parte aérea E. hyemale foi pesado para realizacao
dos infusos em diferentes concentragdes (1,0; 0,5 e 0,01mg/mL), logo apds foram colocados
em agua ultra pura a temperatura de 97£2°C. Os infusos foram deixados em repouso até
atingir a temperatura ambiente, apds esse periodo foi realizada a filtragem por meio de um

funil revestido com papel de filtro.
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2.5.2 - Extrato etandlico

As partes vegetativas de B. trimera e E. hyemale foram pulverizadas e extraidas por
meio macera¢do mecanica com solvente organico, alcool etilico absoluto na propor¢édo 1:10
(peso/volume), a temperatura ambiente por 24 horas. Apés este periodo o extrato foi filtrado e
o residuo extraido novamente, sendo este procedimento realizado em trés repeticdes.

O extrato obtido foi reunido e evaporado em aparelho rotaevaporador até secura total
do mesmo. O extrato seco obtido foi quantificado e diluido em &gua ultra pura nas

concentragdes (1, 10, 50 e 100pug/mL) para a realizacdo dos ensaios.

2.6 Teste Allium cepa

O teste do Allium cepa foi realizado de acordo com metodologia descrita por Carita e
Marin-Morales (2008). Cem sementes foram colocadas para germinar em estufa BOD
(fotoperiodo 12/12, a 25°C) em placas de Petri forradas com papel filtro e com 2 mL de adgua
destilada. ApOs as sementes germinarem e as raizes atingirem 1 cm de comprimento
(aproximadamente 72 horas) as placas de Petri foram trocadas e colocadas 40 sementes por
tratamento. Foram adicionados nas placas de Petri 2 mL de cada concentracdo dos extratos de
cada planta, sem e com tratamento com metal pesado, etandlico (1, 10, 50 e 100ug/mL) e
aquoso (1,0; 0,5 e 0,01mg/mL). Para o controle negativo foi utilizada adgua destilada e o
controle positivo solu¢do de MMS (metil metanosulfonato). As sementes foram mantidas em
BOD por 48 horas, na mesma temperatura e fotoperiodo.

Apos esse periodo as sementes foram coletadas e fixadas em alcool-acido acético (3:1)
por 24 h. Em seguida foram lavadas com agua destilada e hidrolisadas com HCI 1N a 60°C
por 11 minutos. As raizes foram transferidas para um recipiente de vidro ambar contendo
reativo de Schiff por 45 minutos. As laminas foram preparadas utilizando a regido
meristematica Fle as laminulas foram montadas com duas gotas de carmim acético 2%.
Foram analisadas 5000 células para cada tratamento, a fim de avaliar e quantificar aberracdes
cromossémicas, micronucleos, indice de mutagenicidade, indice de alteragcbes cromossémicas
indice mitotico, sendo este Ultimo parametro de andlise calculado pelo nimero de células em
divisdo por 1000 células observadas (Fiskesjo, 1985; Fiskejo et al., 1997). Os micronucleos
foram quantificados e expressos em MN/5000 células (Akinboro e Bakare, 2007).

O indice mitético, de mutagenicidade, de alteragfes cromossémicas, as frequéncias de
cromossomos aberrantes e micronucleos obtidos para cada tratamento durante o periodo de

exposicdo e entre as amostras foram comparadas com o0s controles e analisadas



28

estatisticamente por meio do teste de Kruskal-Wallis (p<0.05), conforme descrito por
Grisolia et al (2005) e Leme e Marin-Morales et al (2009).

3. Resultados

Na tabela 1 sdo apresentados os teores de metais pesados presentes no solo do plantio
de Baccharis trimera e Equisetum hyemale, controle e tratado com a solucdo de metal. Na
Tabela 2 estdo os valores orientados de referéncia de metais em solo de acordo com a
CETESB (2009) Valor de Referéncia de Qualidade: solo considerado limpo ou de aguas
subterraneas em seu estado natural. Valor de Prevencdo: Indica uma possivel alteracdo da
qualidade natural dos solos. Nos solos controles todos 0s metais quantificados apresentaram
valores inferiores ao recomendado pela CETESB (2009). No solo de B. trimera tratado com a
solucdo de metal, os metais Pb, Co e Zn apresentaram teores superiores ao recomendado pela
CETESB (2009). E os metais Cu e Cr apresentaram valores inferiores ao recomendado pela
CETESB (2009), porém houve um aumento em relacéo aos solos controle. J& no solo tratado
de E. hyemale os metais Pb, Cu, Co e Zn apresentaram valores superiores aos valores de
referéncia e de prevencdo recomendados pela CETESB (2009). Cr apresentou valor inferior
ao recomendado pela CETESB (2009). A CETESB (2009) ndo apresenta parametros de
referéncia para os metais Mn e Fe.

Tabela 1 - Teores (mg/L) de metais pesados (Pb, Cu, Co, Mn, Zn, Fe e Cr) presentes no solo

do plantio de B. trimera, controle e tratado com a solugédo de metal.

Metais no Solo (mg/L)

Especie Solo Pb Cu Co Mn Zn Fe Cr
5 o Controle 04531005 0633005  0,7740,05 170002000 _ 43,00:000 143332003  0,1020,00
Jrimera poodo 6033+152 2460402 1437#011 153334032  173,33+020  132,00:046  2,93+0,21
Eh Controle  04,230.05 06,53+0,11 0,73+0,05  21333+0,11  43,66+057  108,0041,00 0,10+0,00
hyemale Lo do 93004100 8690:1.76 33,80£0.01 182.33:030  252.67£020  127.33+047 4,074015

Tabela 2 - Valores Orientadores para solo no Estado de S&o Paulo (CETESB, 2005).

Orientacoes

Metais no Solo (mg/Kg)

Pb Cu Co Zn Fe Cr
Referéncia 17 35 13 60 - 40
Prevencdo 72 60 25 300 - 75
Agricola 180 200 35 450 - 150
Residencial 300 400 65 1000 - 300
Industrial 900 600 90 2000 - 400
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A tabela 3 apresenta a andlise da quantificacdo dos metais presentes nos diferentes
extratos de B. trimera. Quanto ao metal Pb, os extratos tratados, aquoso e etandlico,
apresentaram diferenca estatistica entre os controles, sendo que o infuso ndo apresentou
diferenca dos controles. Para o Cu os extratos tratados, aquoso e etandlico apresentaram
diferenga entre os controles. Para os metais Co, Mn, Zn Fe e Cr os extratos tratados
apresentaram diferenca entre os controles. Na Figura 1-A observa-se 0s espécimes de B.
trimera cultivadas sem tratamento com a solucdo de metal. Na Figura 1-B B. trimera

cultivada com o tratamento da solucdo de metais pesados.

Tabela 3 - Teores (mg/L) de metais pesados (Pb, Cu,Co, Mn, Zn, Fe e Cr) presentes nos
diferentes extratos de B. trimera.

Extrato Metais Avaliados (mg/L)

Pb Cu Co Mn Zn Fe Cr

Controle

Aquoso 0,74+0,03a  0,72+0,04a 0,08+0,005a 1,42+0,06a 2,91+0,0la 2,74+0,12a 0,14+0,005a
Etandlico  0,74+0,05a  0,35+0,01b  0,09+0,007a 0,60+0,04b 0,80+0,02b 2,07+0,10b 02,07+0,01la
Infuso 0,42+0,02a 0,07+£0,005¢c 0,05+0,005a 0,11+0,01c 0,22+0,01c 1,07+0,04c 0,13+0,005a

Tratamento

Aquoso 28,08+0,91b 3,27+0,12d  2,43+0,04b  3,19+0,03d 5,43+0,06d 3,10+0,06d 4,62+0,07b
Etanélico 18,34+0,20c  1,43+0,0le 0,76+0,01c 0,86+0,03e 1,37+0,02e 3,64+0,07e  3,23+0,07c
Infuso 01,07+0,02a 0,29+0,01b  0,37+0,01d 0,22+0,01f 0,36+0,01f 0,61+0,01f 0,37+0,01d

Letras iguais em coluna néo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Figura 1. Baccharistrimera sem tratamento (A) e tratadas com metal pesado (B).

Na tabela 4 estdo os resultados para a quantificagdo dos metais nos extratos de E.
hyemale. Quanto a determinacdo de Pb, os extratos tratados, aquoso e etanolico, apresentaram
diferenga estatistica entre os controles e , sendo que o infuso ndo apresentou diferenca entre o
extrato aquoso controle. Para os metais Co, Fe e Cr o0s extratos tratados apresentaram
diferencas entre os controles. Para o Cu e Mn, os extratos tratados, aquoso e etandlico,

apresentaram diferencas estatisticas entre os controles, sendo que o infuso ndo apresentou
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diferenca entre os controles. Para 0 Zn os extratos tratados, aquoso e etandélico apresentaram
diferengas estatisticas entre os controles, sendo que o infuso ndo apresentou diferenca entre o
infuso controle. Na Figura 2-A se podem observar 0s especimes de E. hyemale cultivadas sem
tratamento com a solucdo de metal. Na Figura 2-B E. hyemale cultivada com o tratamento da

solugédo de metais pesados.

Tabela 4: Teores (mg/L) de metais pesados (Pb, Cu, Co, Mn, Zn, Fe e Cr) presentes nos
diferentes extratos de E. hyemale.

Extrato Metais Avaliados (mg/L)
Pb Cu Co Mn Zn Fe Cr

Controle

Aquoso 0,65+0,03abc  0,73+0,02a  0,08+0,01a  1,05+0,04a  3,70+0,25a 6,68+0,07a 0,11+0,0la
Etanolico  0,84+0,04b  0,15+0,005b 0,08+0,005a 0,08+0,005b 0,91+0,01b  2,41+0,01b 0,16+0,005a
Infuso 0,50+0,02c  0,07+0,005b 0,05+0,005a 0,08+0,005b  0,19+0,01c  1,65+0,06c 0,16+0,005a

Tratamento

Aquoso 19,2540,10d  3,17+0,06c  1,43+0,04b  1,7240,03c 5,90+0,1d  4,10+0,22d  2,73+0,05b

Etanolico 10,32+0,07e 1,55+0,03d 0,44+0,01c  0,37+0,01d 5,05+0,05e  3,60+0,02e  1,69+0,01c

Infuso 0,66+0,02a 0,16+0,01b  0,17+0,01d 0,07+0,005b 0,17+0,005¢c  0,56+0,04f  0,23+0,01d
Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 2. Equisetum hyemale sem tratamento (A) e tratada com metal (B).
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Na tabela 5 estdo apresentados os comprimentos das raizes de Allium cepa tratadas
com extrato etanolico e infuso de Baccharis trimera sem tratamento com metal. Observa-se
que o comprimento das raizes de todas as concentracbes do extrato etandlico diferiram dos
controles, apresentando uma diminuicdo do comprimento das raizes em relacdo ao controle
negativo. Em relacdo ao infuso o mesmo ocorreu a partir da concentracdo de 1mg/mL.
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Tabela 5 — Comprimento das raizes (mm) de Allium cepa tratadas com extratos etanolico e
infuso de Baccharistrimera. Controle negativo (CN) tratado com agua destilada e Controle
positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS) a 10mg/L. Grupo Controle.

Tratamento Comprimento das raizes (mm)
CN 42,00+1,44a
Extrato etandlico (pg/ml)

1 28,00+1,27b

10 36,32+1,89¢c

50 39,72+1,45¢c

100 24,69+1,63d

Infuso (mg/mL)

0,01 45,56+1,52a

0,5 44,23+1,61a

1 38,65+1,64c

CP 14,92+1,04e

10 raizes analisadas. Médias + Desvio padrdo.Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias avaliadas com
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Na tabela 6 estdo apresentados os comprimentos das raizes de Allium cepa tratadas
com extrato etandlico e infuso de Baccharis trimera com tratamento com metal. Observa-se
que o comprimento das raizes de todas as concentracbes do extrato etanélico diferiram dos
controles, apresentando diminuicdo, de aproximadamente duas vezes, 0 comprimento das
raizes em relacdo ao controle negativo. O comprimento das raizes de todas as concentragc6es

do infuso n&o diferiram do controle negativo.

Tabela 6 — Comprimento das raizes (mm)de Allium cepa tratadas com extratos etanolico e
infuso de Baccharistrimera tratados com a solucéo de metal. Controle negativo (CN) tratado
com agua destilada e Controle positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS) a
10mg/L. Grupo Tratado.

Tratamento Comprimento das raizes (mm)
CN 42,00+1,442
Extrato etandlico (ug/ml)
1 25,69+1,05b
10 19,35+1,65¢
50 24,69+1,77b
100 13,64+1,98d
Infuso (mg/mL)
0,01 44,70+1,342
0,5 44,05+1,892
1 42,68+1,94°
CP 14,92+1,04d

10 raizes analisadas. Médias + Desvio padrao.Letras iguais em coluna nao diferem estatisticamente, médias
avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Na tabela 7 estdo apresentados os valores para o Teste de Allium cepa das raizes
expostas aos diferentes extratos de B. trimera cultivadas em solo sem tratamento, na qual
observa-se que o indice mitdtico de todas as concentraces do infuso e a concentragdo de
1ug/mL do extrato etandlico ndo diferiram do controle negativo, porém o indice mitotico
obtido com as concentra¢es de 10, 50 e 100ug/mL do extrato etandlico diferiram dos
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controles negativo e positivo apresentando diminuigdo no indice mitdtico. Para metéfase
aberrante, as concentragdes 100, 50 e 10pg/mL extrato etandlico e a concentracdo de
1,0mg/mL do infuso diferiram do controle negativo apresentando aumento na frequéncia de
metafase aberrante. As concentracdes de 0,5 e 0,01lmg/mL do infuso e a concentracdo de
lpg/mL do extrato etandlico ndo apresentaram diferenca entre o controle positivo. Para
anafase aberrante as concentragdes de 1,0 e 0,5 mg/mL do infuso ndo apresentaram diferenga
com o controle positivo. As demais concentracdes diferiram do controle negativo
apresentando aumento significativo na frequéncia de anafase aberrante. Para tel6fase
aberrante as concentra¢fes de 50ug/mL do extrato etandlico e de 0,01mg/mL do infuso nao
diferiam em relacdo ao controle positivo. As demais concentracfes diferiram do controle
negativo apresentando aumento significativo na frequéncia de tel6fase aberrante. Para o
indice de aberracGes cromossémicas (IAC) a concentracdo de 0,01lmg/mL ndo diferiu do
controle positivo. As demais concentraces diferiram do controle negativo apresentando
aumento significativo no indice de aberracbes cromossomicas. Para o indice de
mutagenicidade (IMt) pode-se observar que a concentracdo de 1,0mg/mL n&o apresentou
diferenca entre o controle positivo. As concentracdes de 1, 10 e 50ug/mL do extrato etandlico
e a concentracdo de 0,01mg/mL do infuso ndo apresentaram diferenga com controle negativo.
As concentracfes de 100pug/mL do extrato etandlico e a de 0,5mg/mL do infuso apresentaram
diferenca em relacdo aos controles. Quanto ao microndcleo, a concentracdo de 1ug/mL do
extrato etandlico ndo apresentou diferenca entre o controle negativo. As concentragdes de 50
e 100ug/mL do extrato etandlico e todas as concentraces do infuso apresentaram diferenca

em relacdo ao controle negativo apresentando aumento na frequéncia de micronucleo.
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Tabela 7 - indice Mitético (IM), Aberracbes cromossdmicas, Indice de alteracdes
cromossdmicas (IAC), indice de Mutagenicidade (IMt) e Microntcleo para extrato etanolico e
infuso de Baccharis trimera. Controle negativo (CN) tratado com Agua mineral e Controle
positivo (CP) tratado com Metil metanosulfonato (MMS). Grupo Controle.

Extratos IM? Metéafase Anéfase Tel6fase IACP IMt° Microntcleo
Aberrante Aberrante Aberrante

CN 13,2+1,97a 2,41+0,16a 1,2840,17a 0,24+0,21a 0,67+0,45a 0,12+0,05a 0,75+0,95a
Etandlico
(Mg/mL)

1 14,20+0,28a 6,40+1,14b 5,60+1,14b 2,40+0,54b 2,62+0,23b 0,424+0,13a 1,08+0,84a

10 11,90+£0,02b 11,8+1,92c 10,2+0,84c 3,80+0,57c  3,39+0,36c  0,62+0,23a  2,40+0,81b

50 9,98+0,67c 12,8+1,64c 11,8+1,64c 5,60+1,34d 3,02+0,13¢c  0,72+0,16a  1,60+0,54c

100 11,64+0,07b 14,6+1,07d 11,2+0,84c  7,40+0,89e  3,32+0,25c 1,02+0,13b 1,80+0,44c

Infuso

(mg/mL)

0,01 13,44+1,35a 4,60+1,01b 5,80+0,84b 5,80+0,84d 1,68+0,08d  0,92+0,19a  2,08+0,84c

0,5 12,48+1,52ab 5,60+0,57b  7,60+1,14d 7,60+1,14e 2,14+0,36b  1,04+0,11b  2,20+0,84cb

1,0 14,68+1,43a 10,2+0,57c 8,20+1,09d 8,20+1,09e  3,20+0,25¢  1,84+0,31c  4,80+0,84d

CP 8,60+0,72d 7,56+1,30b 7,64+1,67d 6,26+1,34d 1,98+0,59d  1,22+0,27c 7,84+1,29%
%indice Mitético (n° total de células em divisdo/n® total de células analisadas x 100), “indice de alteracdes
cromossOmicas (n° total de células alteradas/n® total de células analisadas x 100) e “indice de mutagenicidade (n°
de células com microntcleo e quebras/n® total de células analisadas x 100).
Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, medias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Na tabela 8 estdo apresentados os valores para o Teste de Allium cepa das raizes

expostas aos diferentes extratos de B. trimera cultivadas em solo com o tratamento de metais
pesados. Para o indice mitdtico (Figura 3) observa-se que as concentracfes de 10ug/mL do
extrato etandlico e a de 1,0mg/mL do infuso ndo diferiram entre o controle negativo. As
concentragfes de 0,01 e 0,5mg/mL do infuso e a concentracdo de 1pug/mL do extrato etandlico
nédo apresentaram diferencga entre o controle positivo. As concentragdes de 50 e 100pg/mL do
extrato etandlico apresentaram diferencga entre o controle negativo, apresentando aumento no
indice mitotico. Para metéafase aberrante (Figura 4) as concentracfes de 0,01 e 0,5mg/mL de
infuso ndo diferiram entre o controle positivo. As demais concentragdes diferiram do controle
negativo apresentando aumento da frequéncia de metéafase aberrante. Para anafase aberrante
(Figura 4) as concentracdes de 1jpg/mL do extrato etandlico e a de 0,01mg/mL do infuso nao
apresentaram diferenca entre o controle positivo. As demais concentracdes diferiram do
controle negativo apresentando aumento da frequéncia de anafase aberrante. Para tel6fase
aberrante (Figura 4) as concentragdes de 0,01 e 0,5mg/mL do infuso e a de 1pug/mL do extrato
etanolico ndo apresentaram diferenca entre o controle positivo. As demais concentracdes
diferiram do controle negativo apresentando aumento da frequéncia de telofase aberrante.
Quanto ao indice de aberragdes cromossdémicas (IAC) e indice de mutagenicidade (IMt) as
concentragOes de 0,01 e 0,5mg/mL do infuso e a concentracdo de 1pug/mL do extrato etandlico
ndo apresentaram diferenca em relacdo ao controle positivo. As demais concentracfes
diferiram do controle negativo apresentando aumento no indice de aberragcdes cromossémicas.

Quanto a frequéncia de micronucleo a concentracdo de 50ug/mL do extrato etandlico ndo
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apresentou diferenca entre o controle positivo. As demais concentracgdes diferiram do controle
negativo apresentando aumento da frequéncia de microntcleo.

Tabela 8 — Indice Mitdtico (IM), Aberracdes cromossdmicas, Indice de alteracdes
cromossdmicas (IAC), indice de Mutagenicidade (IMt) e Micronicleos para extratos
etandlico e aquoso de Baccharis trimera tratados com a solucdo de metal. Controle negativo
(CN) tratado com Agua mineral e Controle positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato
(MMS). Grupo Tratado com a solucdo de metal.

Extratos 1Yk Metafase Anéfase Teldfase IACP IMt° Microntcleo
Aberrante Aberrante Aberrante

CN 13,2+1,97a 2,41+0,16a 1,28+0,17a 0,24+0,212 0,67+0,45a 0,12+0,15a 0,750,952
Etanolico
(Mg/mL)

1 8,78+0,83b  9,23+1,30b 8,05+1,29b 7,09+1,58b 2,42+0,24b 1,24+0,20b 3,23+0,95b

10 11,44+1,02a 15,4+1,95c 12,0+1,53c 10,2+1,30c 3,76+0,47c 2,12+0,19c 5,82+0,84c

50 16,52+1,15¢c 28,8+1,07d 22,6+1,52d 11,0+1,58¢c 6,24+0,10d 3,07+0,65¢ 8,25+1,25d

100 22,04+1,67d 39,6+1,15e 28,0+1,41e 17,8+1,52d 8,54+0,63e 5,18+0,58d 12,2+1,82¢e
Aquoso
(mg/mL)

0,01 8,44+0,30b  5,61+1,14f 7,09+1,58b 7,01+1,58b 1,96+0,35b 1,24+0,15b 4,43+1,14b
0,5 9,68+0,70b  7,82+1,15f 12,2+1,29¢ 6,63+1,51b 2,46+0,36b 1,40+0,20b 6,28+0,84c
1,0 13,26+1,25a 15,67+1,9c 13,0+1,58¢c 9,49+1,52¢ 3,18+0,71c 2,14+0,46¢ 12,0+1,12¢e
CP 8,60+0,72b  7,56+1,30f 7,64+1,67b 6,26+1,34b 1,98+0,59b 1,22+0,77b 7,84+1,29d

Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Na tabela 9 estdo apresentados os comprimentos das raizes de Allium cepa tratadas

com extrato etandlico e infuso de Equisetum hyemale sem o tratamento com metal. O
comprimento das raizes tratadas com extrato etandlico, somente a concentracdo de 1pg/mi
nédo diferiu do controle negativo, as demais concentracdes diferiram dos controles positivo e
negativo, apresentando uma diminuicdo no comprimento das raizes. O comprimento das
raizes tratadas com infuso a concentragdo de 0,5mg/mL ndo diferiu do controle negativo. As
concentragdes de 1 e 0,0lmg/mL diferiram dos controles, sendo que a concentracdo de
0,01mg/mL apresentou um aumento no comprimento da raizes em relacdo ao controle
negativo.

Tabela 9 — Comprimento das raizes de Allium cepa tratadas com extratos etandlico e infuso de
Equisetum hyemale. Controle negativo (CN) tratado com agua destilada e Controle positivo
(CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS) a 10mg/L. Grupo Controle.

Tratamento Comprimento das raizes (mm)

CN 42,00+1,44a
Extrato Etanélico (ug/ml)

1 42,58+1,24a

10 29,62+1,90b

50 23,87+1,85¢c

100 23,71+1,37c
Infuso (mg/ml)

0,01 58,10+1,45d

0,5 46,10+1,30a

1 33,67+1,79%

CP 14,92+,104f

10 raizes analisadas. Médias + Desvio padrao.Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias
avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Na tabela 10 estdo os comprimentos das raizes de Allium cepa tratadas com extrato
etandlico e infuso de Equisetum hyemale tratados com a solugdo de metal. Pode observar que
0 comprimento de todas as concentracfes, tanto do extrato etandlico quanto do infuso,
diferiram com os controles, apresentando uma diminuicdo no comprimentos das raizes.

Tabela 10 — Comprimento das raizes de Allium cepa tratadas com extratos etanolico e infuso

de Equisetum hyemale tratados com a solugéo de metal. Controle negativo (CN) tratado com

agua destilada e Controle positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS) a 10mg/L.
Grupo Tratado com a solugédo de metal.

Tratamento Comprimento das raizes (mm)
CN 42,00£1,44a
Extrato Etanolico (pug/ml)
1 31,66+2,16b
10 37,01+1,14c
50 34,44+1,44b
100 27,15+1,47d
Infuso (mg/ml)
0,01 30,09+1,23b
0,5 35,53+1,77¢c
1 29,35+1,70d
CpP 14,92+1,04e

10 raizes analisadas. Médias + Desvio padrdo.Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias
avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)

Na tabela 11 estdo apresentados os resultados do teste Allium cepa para as raizes
expostas aos diferentes extratos de E. hyemale, cultivadas em solos sem tratamento, o indice
mitoético das concentragfes de 1, 10 e 50ug/mL do extrato etandlico e a concentracdo de
0,5mg/mL do infuso ndo diferiram e em relacdo ao controle negativo. As demais
concentragOes diferiam em relacdo aos controles apresentado aumento no indice mitético.
Para metéfase aberrante todas as concentragdes do infuso e a concentragdo de 50ug/mL do
extrato etanolico ndo diferiram do controle positivo. As demais concentragdes diferiram em
relacdo ao controle negativo apresentando aumento na frequéncia de metafase aberrante. Para
anafase aberrante todas as concentracdes do infuso e as concentra¢bes de 10 e 50ug/mL do
extrato etanolico ndo diferiram do controle positivo. As demais concentragdes diferiram em
relacdo ao controle negativo apresentando aumento na frequéncia de anafase aberrante. Para
telofase aberrante a concentracdo de 1,0mg/mL do infuso ndo diferiu estatisticamente do
controle positivo. As demais concentragOes diferiram em relacdo ao controle negativo
apresentando aumento na frequéncia de tel6fase aberrante. Para o indice de aberracGes
cromossomicas (IAC), todas as concentracfes do infuso e a concentragdo de 10 e 50ug/mL do
extrato etandlico ndo apresentaram diferenca em relacdo ao controle positivo. As demais
concentragOes diferiram em relagdo ao controle negativo apresentando aumento no indice de
aberracOes cromossémicas. Para o indice de mutagenicidade (IMt) as concentracfes de 10, 50

e 100pg/mL do extrato etanolico e a concentragcdo de 1,0mg/mL do infuso ndo apresentaram
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diferenga entre o controle positivo. As demais concentragdes diferiram em relagdo ao controle
negativo apresentando aumento no indice de mutagenicidade. Em relagdo ao micronucleo,
todas as concentracdes tanto do infuso quanto do extrato etandlico diferiram em relagcdo aos
controles apresentando aumento na frequéncia de micronucleo.

Tabela 11 - Indice Mitético (IM), Aberracbes cromossémicas, Indice de alteracdes
cromossdmicas (IAC), indice de Mutagenicidade (IMt) e Micron(cleo para extrato etanolico e
infuso de Equisetum hyemale. Controle negativo (CN) tratado com Agua mineral e Controle
positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS). Grupo Controle.

Extratos IM? Metafase Anafase Tel6fase IACP IMt© Microntcleo
Aberrante Aberrante Aberrante
CN 13,2+1,97a 2,41+0,16a 1,28+0,17a 0,2440,21a 0,67+0,45a 0,12+0,15a 0,75%0,95a
Etandlico
(Mg/mL)
1 14,4+0,16a 4,2040,95b 2,80+0,84b 4,08+1,29b 1,10+0,29b 0,6040,14b 1,80+0,45b
10 12,0+1,14a 11,2+1,29c 6,60+0,89¢c 9,40+1,29¢c 2,22+0,36¢ 1,38+0,23c 2,60+0,83c
50 14,2+0,22a  8,08+0,95d 8,02+#1,30c  4,80+1,15b 2,62+0,46¢ 1,28+0,10c 4,00+1,22d
100 21,4+0,46b  13,4+152c  10,2+1,29d  6,02+0,95d 2,98+0,24d 1,92+0,62¢ 6,60+1,50e
Infuso
(mg/mL)
0,01 18,0+1,44c 7,40+1,70d 5,80+1,53c 9,40+1,70c 2,26+0,50c 0,68+0,32b 1,40+0,54b
0,5 14,5+1,68a 7,60+1,15d 5,89+1,52¢ 8,60+1,25¢c 2,20+0,45¢ 0,9240,31b 1,60+0,55b
1,0 17,0+1,02c 9,50+1,29d 7,67+1,64c 6,83+1,52d 2,40+0,31c 1,22+0,11c 2,17+0,44c
CP 8,60+0,72d 7,56+1,30d 7,64+1,67¢c 6,26+1,34d 1,98+0,59c 1,22+0,77c 7,84+1,29%¢

%Indice Mitético (n° total de células em divisdo/n® total de células analisadas x 100), “indice de alteracdes
cromossOmicas (n° total de células alteradas/n® total de células analisadas x 100) e “indice de mutagenicidade (n°
de células com microntcleo e quebras/n® total de células analisadas x 100).

Letras iguais em coluna nédo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Na tabela 12 estdo apresentados os resultados estdo apresentados os resultados do teste
Allium cepa para as raizes expostas aos diferentes extratos de E. hyemale, cultivadas em solos
com tratamento com metal pesado. O indice mitético das concentra¢fes de 0,01 e de 0,5
mg/mL do infuso e a concentracdo de 1pug/mL do extrato etandlico ndo diferiram em relacéo
ao controle negativo. As demais concentragdes diferiram em relagcdo ao controle negativo
apresentando aumento no indice mitético. Para anafase, metafase e telofase aberrantes todas
as concentragdes tanto do infuso quanto do extrato etandlico diferiram em relacdo aos
controles apresentando aumento significativo na frequéncia destas aberracdes. Da mesma
maneira para os indices de aberragdes cromossomicas (IAC) e mutagenicidade (MMt) todas
as concentragdes tanto do infuso quanto do extrato etanolico diferiram em relacdo aos
controles apresentando aumento significativo destes indices. Para a frequéncia de
micronucleos observa-se que concentragdo de 50ug/mL ndo apresentou diferenca em relacéo
ao controle positivo. As demais concentracdes diferiram em relacdo ao controle negativo

apresentando aumento na frequéncia de micronucleo.
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Tabela 12— indice Mitdtico (IM), Aberracbes cromossémicas, Indice de alteracdes
cromossdmicas (IAC), indice de Mutagenicidade (IMt) e para extratos etandlico e aquoso
de Equisetum hyemale tratados com a solucdo de metal. Controle negativo (CN) tratado
com Agua mineral e Controle positivo (CP) tratado com Metilmetanosulfonato (MMS).

Extratos Im? Anafase Metafase Tel6fase IACP IMt¢ Microntcleo
aberrante Aberrante Aberrante

CN 13,2+197a 2,41+0,16a 1,28+0,17a 0,24+0,21a 0,67+0,45a  0,12+0,15a 0,75+0,95a

Etandlico
(Hg/mL)
1 12,74+1,48a 25,4+1,32b 15,0+0,85b 13,4+1,22b 5,38+1,08b  3,02+0,66b 4,80+1,30b
10 17,15+0,40b 31,0+0,69c 20,8+0,39¢c 19,4+0,30c 7,12+0,77¢c  3,60£0,52b 5,01+1,58b
50 19,32+1,46b 35,4+1,44d 24,0+0,71d 18,2+1,39¢c 7,76x1,20c 4,36+0,69c¢ 8,20%0,77c
100 24,84+1,35¢c 43,0+1,16e 29,2+0,76e 24,4+1,28d 9,66+0,91d 5,30+0,32¢c 10,0+1,58d
Aquoso
(mg/mL)

0,01 12,34+1,07a 30,6+0,97c 21,2+1,11c 15,6+1,36e 6,84+0,60c 3,62+0,38b 5,6041,14b
0,5 14,92+0,94a 43,0+1,32¢e 23,0+0,70d 16,6+0,58e 8,16+0,93c 4,94+0,52¢ 6,40+1,40b
1,0 19,0£0,91b  46,8+0,79f 25,8+1,32d 18,4+1,07¢ 9,10+0,37d 5,76+0,53c 10,8+0,70d
CP 8,60+0,72d  7,56+1,30g 7,64+1,67F 6,26+1,34f 1,98+0,59% 1,22+0,77d 7,84+1,29c

%indice Mitético (n° total de células em divisio/n°® total de células analisadas x 100), “indice de alteragdes
cromossOmicas (n° total de células alteradas/n® total de células analisadas x 100) e “indice de mutagenicidade (n°
de células com microntcleo e quebras/n® total de células analisadas x 100).
Letras iguais em coluna ndo diferem estatisticamente, médias avaliadas com teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 4. Células aberrantes da divisdo mitética.

4 Discussao
De acordo com Koedrith et al (2013), Huang et al (2014) e Khlif e Hamza-
Chaffai(2010) os metais pesados sdo poluentes ambientais com maior potencial mutagénico,

resultando em varios tipos de cancer. Os metais sdo notaveis por sua ampla dispersdo
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ambiental, sua tendéncia para se acumular em tecidos do corpo humano, e seu potencial é
toxico mesmo com baixo nivel de exposicdo. Estes elementos toxicos ndo sdo biodegradaveis
no solo e, por conseguinte, sdo extremamente persistentes no ambiente. Fato este que
corrobora com os resultados obtidos quanto aos teores de metais quantificados nos solos, onde
observa-se que o0s teores de todos os metais aumentaram nos solos tratados (Tabela 1),
portanto, permanecendo estes metais disponiveis para a absorcdo pelos vegetais.

Perry et al (2010) demonstraram que a Psidum guajava (goiaba) é bioacumulador e
bioindicador de niquel, indicando os locais que sdo mais sujeitos a exposicdo por este metal.
Wang e Jia (2009) demonstraram que a espécie Phragmites australis absorve do solo o metal
Cd, e ainda imobiliza esse metal nas raizes com pouca translocacdo para parte aérea. Souza et
al (2007) evidenciaram que a espécie B. trimera pode ser considerada bioindicadora da
presenca de Zinco e Manganés no solo, mesmo em quantidades muito baixas. Silva et al
(2012) demonstraram que B. trimera € capaz de bioacumular metais pesados e ainda que estes
podem promover a atividade genotoxica em células meristematicas de A. cepa. Estes
resultados cientificos nortearam a selecdo da espécie B. trimera para avalicdo neste estudo e
assim também foi possivel constatar a presenca de diferentes variedades de metais pesados
(Pb, Cu, Co, Mn, Zn, Fe, Cr) passiveis de serem absorvidos por esta espécie (Tabela 3).

Quanto a espécie E. hyemale, Brooks et al (1981) evidenciaram que 0 género
Equisetum contém espécies que sdo na verdade indicadores de locais contaminados com
arsénio.Juarez-Santillan et al(2010) demonstraram que E. hyemale é uma espécie
bioacumuladora do Manganés. A presenca dos niveis elevados de diferentes metais pesados
nos extratos tratados de E. hyemale encontrado neste estudo é devido a capacidade das espéecie
em acumular metais pesados presentes no solo, principalmente nos extratos aquosos e
etanolicos. Além de ser um dado importante para caracterizar a espécie como bioacumuladora
para diferentes metais, principalmente aquele ainda ndo relatado na literatura cientifica.

Laughinghouse et al (2012) demonstraram que o teste A. cepa € uma das espécies de
plantas mais utilizadas para avaliar danos de DNA, alteracfes cromossémicas e perturbacdes
do ciclo mitotico. EI-Shahaby (2003) reforcou a importancia de utilizar o teste de A. cepa para
detectar toxicidade e genotoxicidade, e da importancia como um indicador para a salde
humana. Leme e Marin-Morales (2009) comprovaram a utilizacdo do bioensaio para testar a
contaminacdo ambiental, reconhecendo o bioensaio como excelente modelo genético para
detectar mutagénicos ambientais frequentemente utilizados em estudos de monitoramento.
Diante disso, as analises dos diferentes extratos obtidos das plantas, por meio do teste do A.

cepa, apresentaram aberracdes cromossomicas e aumento na frequéncia tanto para metafases,
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anafases, tel6fases, micronucleo e alteragdes dos indices: mitdtico, de mutagenicidade e
alteraces cromossdémicas em ambas as espécies (Tabelas 6 e 10). Para a espécie B. trimera,
os resultados estdo de acordo com os descritos por Pinho et al (2010) que evidenciaram, efeito
mutagénico do cha de B. trimera em células vegetais (Allium cepa) e em células humanas
(aberragBes cromossémicas) cultivadas. Os resultados observados para a espécie E. hyemale
de aberragcBes cromossdmicas e aumento na frequéncia tanto para metafases, anéafases,
telofases, micronucleo e alteracdes dos indices mitdtico, de mutagenicidade e alteracGes
cromossomicas (Tabela 10), foram primeiramente relatados neste estudo.

Conforme Fernandes et al (2007) o nivel de citotoxicidade de um composto teste pode
ser determinado com base no aumento ou diminuicdo do indice mitético (IM), que pode ser
utilizado como um parametro de citotoxicidade em estudos de biomonitoramento ambiental.
Os resultados do teste de A. cepa (tabelas 8 e 12) encontrados para ambas as espécies tratadas
com a solucéo de metal estdo de acordo com Silva et al (2000) e Borboa e De la Torre (1996)
que demonstraram que produtos quimicos, como metais pesados, podem causar a morte
celular e alteracdo no IM, podendo interferir no desenvolvimento normal da mitose. A
diminuicdo do crescimento da raiz indica o retardo de crescimento e citotoxicidade (tabelas 7
e 11). Dimitrova e lvanova (2003) relataram que algumas concentra¢cdes de metais pesados

inibiu o crescimento de Orgaos vegetativos em algumas espécies de plantas.

5 Concluséo

Diante do exposto conclui-se que Baccharistrimera e Equisetum hyemale sdo espécies
bioacumuladoras de diferentes metais pesados, sendo que o0s extratos aquosos e etanolicos
foram os que mais acumularam metais. O extrato etandlico e infuso de B. trimera e E.
hyemale interferem no indice mitético e sdo capazes de promover atividade genotdxica em
células meristematicas de raiz de Allium cepa. Os diferentes tipos de metais pesados presentes
nos extratos e infusos de ambas as especies possivelmente causaram as alteragdes no indice
mitotico, indice de mutagenicidade, indice de alteracbes cromossdmicas e frequéncia de

micronucleos e aberragdes cromossémicas.
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Consideracoes finais

Diante do exposto foi possivel concluir que Baccharis trimera e Equisetum hyemale
sdo espécies bioacumuladoras de diferentes metais pesados, sendo que 0s extratos aquosos e
etanolicos foram os que mais acumularam metais. O extrato etandlico e infuso de B. trimera e
E. hyemale interferem no indice mitético e sdo capazes de promover atividade genotoxica em
células meristematicas de raiz de Allium cepa. Os diferentes tipos de metais pesados presentes
nos extratos e infusos de ambas as espécies possivelmente causaram as alteragdes no indice
mitotico, indice de mutagenicidade, indice de alteracbes cromossdmicas e frequéncia de

micronucleos e aberracdes cromossémicas.



