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DETERMINACAO DE ALCALOIDES,
LECTINA E TOXICIDADE SOB
NAUPLIOS DE Artemia sp. DO EXTRATO
AQUOSO DE SEMENTES DE Crotalaria
ochroleuca

RESUMO

O género Crotalaria, pertencente a familia Leguminosae, é
utilizado principalmente por agricultores para fins de adubacéo e
controle de fitonematdides, sendo a Crotalaria ochroleuca, uma
das espécies mais utilizadas. Porém, essas plantas podem ser
toxicas tanto para animais quanto para os seres humanos, seja
devido a presenga de alcaloides ou de outras moléculas, como as
lectinas. O presente trabalho teve como objetivo determinar
quantitativamente alcaloides e proteinas em sementes de C.
ochroleuca, identificar preliminarmente a presenca de lectina e
realizar um ensaio de toxicidade. O teor de alcaloides totais foi
determinado por volumetria, a concentracdo proteica do extrato
foi determinada pelo método de Bradford, a identificacdo da
lectina foi realizada através da atividade hemaglutinante e o
ensaio de toxicidade foi realizado sob nauplios de Artemia sp. As
sementes de C. ochroleuca apresentaram um teor de 2,01% e 2,18
mg.mL? de alcaloides e proteinas totais, respectivamente. A
atividade hemaglutinante resultou em 1.024 U.H.mL™. O extrato
aquoso das sementes demostrou-se toxico contra 0s crustaceos
testados, uma vez que apresentou LCso de 500 pug.mL™. Portanto,
foi possivel quantificar o teor de alcaloides e proteinas totais de
sementes de C. ochroleuca, identificar a presenca de uma possivel
lectina, bem como verificar o potencial téxico sob Artemia sp.
Ademais, sdo necessarios mais estudos para identificacdo do
agente tdxico, seja uma lectina, alcaloide ou um possivel
sinergismo entre os dois. Posteriormente, estudos de
caracterizacdo molecular e dos mecanismos de acdo poderdo
colaborar para o desenvolvimento de algum produto com
aplicagdo biotecnoldgica.

Palavras-chave: Crotalaria ochroleuca. Alcaloides. Lectinas.
Artemia sp. Toxicidade.

DETERMINATION OF ALKALOIDS,
LECTIN AND TOXICITY IN Artemia sp.
NAUPLII OF THE WATER EXTRACT

OF SEEDS OF Crotalaria ochroleuca

ABSTRACT

The Crotalaria genus, belonging to the Leguminosae family, is
used mainly by farmers for fertilization and phytomelid control,
with Crotalaria ochroleuca being one of the most used species.
However, these plants can be toxic to both animals and humans,
whether due to the presence of alkaloids or other molecules, such
as lectins. The present study aimed to quantitatively determine
alkaloids and proteins in C. ochroleuca seeds, preliminarily
identify the presence of lectin and perform a toxicity test. The
content of total alkaloids was determined by volumetry, the
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protein concentration of the extract was determined by the
Bradford method, the identification of the lectin was carried out
through the hemagglutinating activity and the toxicity test was
carried out under Artemia sp nauplii. The seeds of C. ochroleuca
had a content of 2.01% and 2.18 mg.mL-1 of alkaloids and total
proteins, respectively. The hemagglutinating activity resulted in
1,024 U.H.mL-1. The aqueous extract of the seeds proved to be
toxic against the tested crustaceans, since it presented LCso of 500
ug.mL*. Therefore, it was possible to quantify the content of
alkaloids and total proteins of C. ochroleuca seeds, to identify the
presence of a possible lectin, as well as to verify the toxic
potential under Artemia sp. In addition, further studies are needed
to identify the toxic agent, be it a lectin, alkaloid or a possible
synergism between the two. Subsequently, studies of molecular
characterization and mechanisms of action may collaborate for
the development of some product with biotechnological
application.

Keywords: Crotalaria ochroleuca. Alkaloids. Lectins. Artemia
sp. Toxicity.

1. INTRODUCAO

As plantas do género Crotalaria
pertencem a familia Leguminosae, caracterizam-
se por apresentar porte herbaceo ou arbustivo,
sdo pouco ramificadas e eretas, ocorrem
principalmente em habitats abertos de baixa a
média altitude, apresentam flores papiloides
tipicas, compostas por pétalas padrdo, asa e
quilha de coloracdo amarela, as vezes com
manchas vermelhas ou acastanhadas. Sao plantas
com alta adaptacdo em regibes tropicais e
apresentam rapido crescimento (SILVA-LOPEZ;
PACHECO, 2010).

O nome Crotalaria advém do barulho
das vagens secas com as sementes quando sdo
sacudidas pelo vento, que se assemelha com o
som emitido pelo guizo de cobras cascavéis
(Crotalus sp.), sendo popularmente conhecidas
também como guizo-de-cascavel e xique-xique
(MARTINEZ et al., 2013).

Umas das espécies de Crotalaria mais
usada pelos agricultores é a Crotalaria
utilizada

ochroleuca, principalmente  na

adubac&o verde por ter um potencial de producéo
de biomassa mesmo em solos pobres e por sua
capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio,
além de colaborar com a supressdo de ervas
daninhas (BOTINI et al., 2015) e reduzir a
populacdo de fitonematoides, por atuarem como
antagonistas

desses organismos (COTRIM et al., 2019),
dentre eles estdo o Pratylenchus brachyurus, que
causam lesdes reticulares em plantas (TOEBE et
al., 2018) e o Heterodera glycines, considerado
um dos principais problemas fitossanitarios da
cultura de soja (MATSUO et al., 2012).

Apesar do amplo uso de espécies de
Crotalaria na agricultura, algumas podem ser
toxicas para animais, principalmente para
caprinos e bovinos, devido o seu alto teor de
alcaloides, que podem causar efeitos tanto
hepatotoxicos quanto neurotdxicos (HONORIO
JUNIOR et al., 2010; PIRES et al., 2015).

Os alcaloides sdo compostos formados a
partir do metabolismo secundario,
principalmente de plantas e séo

taxonomicamente e quimicamente diversificados,
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apresentando uma significativa variedade de
estruturas quimicas. Essas moléculas apresentam
um nitrogénio como heterodtomo de cadeias
carbénicas ciclicas, normalmente se apresentam
como estruturas cristalinas que na presenca de
acidos formam sais, sendo formados por 4&tomos
de carbono, hidrogénio e nitrogénio, porém,
podem conter &tomos de oxigénio em sua
estrutura (AMIRKIA; HEINRICH, 2014; SILVA
etal., 2015).

Os alcaloides pirrolizidinicos (APs)
compreendem um dos alcaloides mais
abundantes em plantas, s&o compostos por
ésteres de aminodalcoois com um ndcleo
pirrolizidinico (necina) e cidos alifticos (acidos
nécicos), que podem se apresentar na forma de
mono, di e diésteres ciclicos (LUCENA et al.,
2010). As necinas caracterizam-se por apresentar
um sistema biciclico com um nitrogénio terciario
como ‘“cabeca de ponte”, um grupamento
hidroximetila em C1 e uma hidroxila em C7
(SANDINI et al., 2013). Os APs podem
apresentar a necina insaturada entre os carbonos
Cl e C2, sendo esta caracteristica um pré-
requisito para a sua toxicidade aguda e cronica.
Os APs que possuem a necina saturada ndo sao
toxicos aos mamiferos (SILVA et al., 2006).

Dentre os APs estd a monocrotalina, o
primeiro alcaloide isolado de plantas do género
Crotalaria. Ela é ativamente oxidada in vivo pelo
citocromo P450 no figado, formando
intermediarios altamente reativos do tipo
pirrélicos que sdo responsaveis pela ligacdo
cruzada do DNA-DNA e DNA proteina,
causando danos moleculares (HONORIO
JUNIOR et al., 2010; POLONIO et al., 2014).

Além dos alcaloides, a toxicidade das

plantas, sobretudo das sementes, pode ser devido

a presencga de moléculas proteicas, sobretudo de
biomoléculas como as lectinas (STILLMARK,
1888; MALAJOWICZ; KUSMIREK, 2019), que
sdo proteinas de origem ndo imunoldgica com
capacidade de se ligar de forma reversivel e
especifica a glicidios e/ou glicoconjugados sem,
portanto, modifica-los
(FIORENTINO et al., 2018; CAVADA et al.,

2020a), como por exemplo a lectina PpalL,

bioquimicamente

isolada de sementes de Parkia panurensis
(CAVADA et al., 2020b), e, a CoxyL, isolada de
sementes da Canavalia oxyphylla (SANTIAGO
etal., 2014).

As lectinas estdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
em seres unicelulares, animais e em vegetais.
Lectinas de plantas, sobretudo de leguminosas,
dominam o cenario da lectinologia por serem
amplamente distribuidas na natureza (MOURA
et al., 2006; MARTINEZ-ALARCON et al.,
2018). Sdo detectadas através do ensaio de
hemaglutinacdo, na qual a lectina se liga a
carboidratos da superficie de eritrdcitos através
de seus sitios de ligacdo, possibilitando uma
aglutinacdo visivel de forma macroscdpica
(OLIVEIRA et al., 2013; PINEDO et al., 2015).

Dados quantitativos de alcaloides em
espécies de Crotalaria sdo escassos na literatura,
sobretudo de C. ochroleuca, assim como a
identificacdo de lectinas e principalmente ensaios
de toxicidade, na qual garante o uso seguro dessa
planta, tanta para animais quanto para 0S seres
humanos. Além disso, estudos de espécies pouco
estudadas poderdo colaborar para a valorizacéo
da mesma e evitar a sua extingdo. Assim, 0
presente trabalho teve como objetivo determinar
quantitativamente alcaloides e proteinas totais

em sementes de C. ochroleuca, realizar uma
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identificacdo preliminar da presenca de lectina e
determinar a citotoxicidade sobre nauplios de

Artemia sp.

2. METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no laboratorio
de Quimica Geral e no Nucleo de Bioprospec¢éao
e  Experimentagdo  Molecular
(NUBEM) no Centro Universitario Inta
(UNINTA), nos meses de agosto e setembro de

2019.

Aplicada

2.1 Sementes de Crotalaria ochroleuca
As sementes de C. ochroleuca foram
coletadas na cidade de Alcéntaras - CE,
localizada na Mesorregido do Noroeste Cearense.
Para as andlises, as sementes foram
trituradas e peneiradas para obtencéo de uma fina

farinha.

2.2 Determinag&o de alcaloides totais

Os alcaloides totais foram determinados
pelo método de Clarke (1970) e Harbore (1998),
com modificagdes. Primeiramente pesou-se e
transferiu 5 g da farinha da semente de C.
ochroleuca para um erlenmeyer e adicionou-se 4
mL de hidroxido de amdnia 40% e 50 mL de
hexano. A solugdo foi colocada em agitador
magnético por 30 minutos. O frasco foi tampado
com papel aluminio. Ap6s o processo de
extracdo, separou-se a fase organica e adicionou-
se ao residuo, 2 mL de hidroxido de amémia
40% e 20 mL de hexano. Separou-se a fase etérea
e repetiu 0 mesmo procedimento por mais trés
vezes. Em seguida, combinou-se 0s extratos

étereos e secou-se em cépsula de porcelana em

banho-maria a 50 °C. O residuo foi dissolvido
em 5 mL de etanol absoluto e em seguida
adicionou-se 30 mL de &gua destilada a
temperatura ambiente. Para a titulacdo utilizou-se
trés gotas de uma solucdo indicadora (vermelho
de metila e azul de metileno). A solu¢do amostra
foi titulada com acido cloridrico 0,01 M até a cor
da solucdo mudar de verde-claro para cinza-
azulado. O teor de alcaloides totais foi expresso
em porcentagem segundo a férmula:
TA=Vx6,037 x0,1

m

Em que:

TA = teor de alcaloides totais expressos em aco-
nitina % (p/p);

V= volume de acido cloridrico 0,01 M, em milili-
tros, consumido na titulacao;

m = massa utilizada, em gramas.

2.3 Preparo da amostra para a quantificagdo das
proteinas totais solUveis, determinagdo da
atividade hemaglutinante e ensaio de toxicidade
Para a extracdo aquosa de proteinas
totais, foi seguida a metodologia de Cavada et al.
(2020b), na qual foi utilizado 0,4 g da farinha das
sementes de C. ochroleuca na proporcéo de 1:10
(m:v) por 16 h. Decorrido o tempo, a solugdo foi
centrifugada a 9.000 x g por 20 min a 4 °C, em
sequida, foi colhido o sobrenadante (extrato
bruto), para a quantificacdo de proteinas totais
sollveis, atividade hemaglutinante e ensaio de

toxicidade.

2.4 Proteinas totais sollveis

As proteinas totais solUveis foram deter-
minadas através do método de Bradford (1976),
com modificacBes. Em uma placa de 96 po¢os

foram adicionados 8 puL do extrato em triplicata.
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Em seguida adicionou-se 200 pL do reagente de
Bradford. Ap6s 10 minutos foi realizada a leitura
da absorbancia em comprimento de onda de 595
nm. A concentragdo de proteinas totais solUveis
na amostra analisada foi determinada a partir da
curva padrdo obtida com o uso de solucdes de
concentragdes conhecidas de BSA (Proteina do
Soro Bovino). Os resultados foram expressos em

mg.mL™.

2.5 Determinag&o da atividade hemaglutinante
A determinacao da atividade

hemaglutinante do extrato proteico foi realizada
de acordo com Moreira e Perrone (1977), com
adaptagdes. Para tanto, foi feito dupla diluicdo
seriada do extrato (50 puL) em 150 mM de NaCl
(50 pL) em placa de microtitulagéo.
Posteriormente, em cada pogo foram adicionados
50 pL de suspensao de eritrécitos de coelho a 2%
nas condigdes nativas e tratadas enzimaticamente
com tripsina e papaina. A placa foi incubada a 37
°C por 30 min e mais 30 min em temperatura
ambiente. Em seguida, o resultado foi
determinado macroscopicamente e expressa em
titulo de Unidade de Hemaglutinacdo por
mililitro (UH.mL™).

2.6 Ensaio de toxicidade sob nauplios de Artemia
sp.

Foi escolhido o teste de toxicidade contra
nduplios de Artemia sp. por apresentar a
vantagem de ser rapido, facil de executar,
versatil, de baixo custo, requer pequenas
quantidades de amostra e é ainda um dos ensaios
agudo-letal mais reproduzido e padronizado no
meio cientifico (PIMENTEL et al., 2011).
Apresenta uma boa correlacdo com distintas
atividades bioldgicas, tais como, antiplasmddica
(AMARANTE et al., 2011), antitumoral

(ARCANJO et al.,, 2012), citotoxicidade de
pesticidas (VARO et al., 2002), entre outras
aplicacGes, poupando muitas vezes a necessidade
de testes caros ou em organismos mais
complexos (in vivo) (HIROTA et al., 2012).

O ensaio foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Meyer (1982), com
modificagdes. Primeiramente o0s cistos de
Artemia sp. foram eclodidos em agua do mar
esterilizada na proporgdo de 1:10 (m/v), em
temperatura ambiente, aeragdo constante e sob
luz por 48 h, para obtencéo dos nuplios.

Numa placa de 24 pogos foi adicionado
em cada poco (em triplicata) 1 mL de &gua do
mar esterilizada, 10 nduplios e 1 mL do extrato,
nas concentragdes: 2,18, 1,09, 0,55 ¢ 0,27 ug.ulL-
1. O controle negativo e positivo ambos
correspondeu a trés pogos com agua do mar e
nauplios, sendo que apenas o positivo havia SDS
(dodecilsulfato de sédio) a 10 mg.mL™ A
guantidade de crustaceos mortos foi lida com 24
e 48 h com auxilio de uma lupa e logo apés
calculado os valores da LCsy do extrato, sendo
classificado toxico e atéxico quando a LCs era
menor ou maior que 1.000 pg.mL?

respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinag&o de alcaloides totais

As sementes de C. ochroleuca
apresentaram 2,01% de alcaloides totais. O
resultado é semelhante com o de outras espécies
de Crotalaria estudadas, como a Crotalaria
agatiflora, Crotalaria laburnifolia e Crotalaria
axillaris que apresentam teor de alcaloides totais

de 1,88%, 1,91% e 2,88%, respectivamente
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(ASRES, SPORER, WINK, 2004). A literatura
aponta a identificacdo desse composto em
diversas outras espécies, como a Crotalaria
incana (LEAL et al, 2019), Crotalaria
spectabilis (UBIALI et al.,, 2011), Crotalaria
pallida (COGNI; TRIGO, 2016), Crotalaria
retusa (NETO et al., 2016), Crotalaria juncea
(PESSOA et al., 2013), Crotalaria assamica
(CHENG et al 2013) Crotalaria albida (SUN et
al., 2013) e a Crotalaria sessiliflora (TANG et
al., 2017). Porém, estudos quantitativos de
alcaloides ainda s&o escassos em muitas dessas
espécies. Todavia, o género Crotalaria ja é
conhecido na literatura por ser rico em alcaloides
pirrolizidinicos (AP), que sdo as principais
toxinas derivadas de plantas que acometem
humanos e animais (HONORIO JUNIOR et al.,
2010), sendo a monocrotalina o principal AP
encontrado e também o primeiro a ser isolado nas
plantas desse género. Esses derivados sdo
altamente reativos, sdo capazes de inibir a
mitose, causando megalocitose e morte celular,
além de necrose de hepatécitos quando ingeridos
em altas doses (LUCENA et al. 2010; UBIALI et
al., 2011).

3.2 Determinacéo da atividade hemaglutinante
Além dos alcaloides, outras moléculas
proteicas como as lectinas,  presentes
principalmente em sementes, também podem
apresentar propriedades tdxicas (STILLMARK,
1888; MALAJOWICZ; KUSMIREK, 2019). As
lectinas apresentam a capacidade de se ligar a
carboidratos da superficie de células, tal
capacidade possibilita que sejam detectadas
através de testes de hemaglutinagdo com
eritrocitos  (FIORENTINO et al,, 2018;

CAVADA et al., 2020a).

O teste de atividade hemaglutinante
realizado com o extrato aquoso de C. ochroleuca
apresentou 1.024 U.H.mL™, podendo ser um
indicativo da presenca de lectina. Para confirmar
se de fato ha lectina sdo necessarios outros testes,
como por exemplo, aguecer o extrato a 100 °C
por 1 h, tendo em vista que nessa temperatura,
geralmente, as proteinas perdem sua estrutura
tridimensional, consequentemente perdendo sua
atividade (CAVALCANTI et al., 2010). Assim,
se mesmo depois de aquecida a hemaglutinacdo
prevalecer, pode-se inferir que a atividade era
devido outra molécula e ndo por causa da
presenca de lectina.

Lectinas tem sido purificadas de vérias
espécies de Crotalaria, tais como a C. spectabilis
(SALLES et al., 2014), C. juncea (ERSSON,
1977), C. pallida (REGO et al., 2002), C. striata
(KHANG et al., 1990), C. paulina (PANDO et
al., 2004). Assim aumentando a possibilidade de
que a atividade hemaglutinacdo observada pode
ser devido a presenca de lectina. Porém, ensaios
de toxicidade de lectinas sdo escassos nesse
género.

Ademais, estudos de toxicidade contra
nauplios de Artemia sp. com sementes de plantas
da familia Leguminosae, detectou a presenga de
diversas lectinas com potencial téxico, dentre
essas lectinas estdo a PpalL, CoxyL, ConA e
ConBr, isoladas de sementes de Parkia
panurensis (CAVADA et al., 2020b), Canavalia
oxyphylla (SANTIAGO et al., 2014), Canavalia
ensiformis e de Canavalia brasiliensis
(ARRUDA et al., 2013), respectivamente.

3.3 Ensaio de toxicidade sobre nauplios de

Artemia sp
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Os resultados apontaram um potencial
toxico para o extrato aquoso das sementes de C.
ochroleuca, pois 0 mesmo apresentou uma LCso
de 500 pg.mL?. Meyer e colaboradores (1982)
estabeleceram uma relacdo entre o grau de
toxicidade e a dose letal média, LCso (Lethal
Concentration 50%), apresentada por extratos de
plantas sobre nduplios de Artemia. Desde entdo,
considera-se que quando 0s extratos apresentam
LCso acima ou abaixo de 1.000 pg.mL™, estes sdo
considerados atoxicos ou toxicos,
respectivamente. Tendo em vista que a LCso € a
concentracdo que causa a morte de 50% dos
organismos-teste  durante certo tempo de
exposicdo (DAMATO; BARBIERI, 2011).

Por ter sido determinada em relacdo a
concentracdo de proteina, a LCso pode sugerir
que a toxicidade é devido a presenca de proteina,
como por exemplos as lectinas. Tendo em vista
gue diversos trabalhos tém mostrado que essas
proteinas apresentam potencial téxico sob
nauplios de Artemias como relatado acima.
Entretanto, como foi observada a presenca de
alcaloides no extrato aquoso da farinha de
semente de Crotalaria, entdo pode sugerir que a
toxicidade também possa ser pela presenca
desses compostos. Ademais, segundo Peixoto e
colaboradores (2015), a presenca simultanea de
dois ou mais compostos pode promover uma
potencializacdo dos efeitos toxicos de uma
substancia, desta forma, é provavel também que
a toxicidade observada nesse estudo seja devido
ao sinergismo entre alcaloides e a possivel
lectina.

Vale ressaltar que a toxicidade
comprovada do extrato aquoso das sementes de
C. ochroleuca é condizente com outros estudos

realizados com distintas espécies desse mesmo

género, em diferentes modelos de ensaio de
toxicidade. Cheng e colaboradores (2013)
estudaram os efeitos toxicos em ratos do extrato
aquoso de sementes de C. assamica, um dos
fitoterapicos chineses contendo alcaloides da
pirrolizidina. As sementes demonstraram serem
toxicas para os pulmdes e para o figado dos
roedores. O possivel mecanismo sugerido pelos
autores para a toxicidade hepatica é a formacéo
de metabdlitos de pirrol, formados a partir de
APs.

A formacdo de pirrois, além de ser
toxica, também ¢é carcinogénica, tanto para
animais quanto para humanos, isso é possivel
porque essa molécula pode causar danos
moleculares devido a capacidade de reagir com
macromoléculas celulares formando adutos com
a molécula de DNA, levando ao inicio de acdo
toxica aguda ou crbnica, causando efeitos
mutagénicos nos cromossomos de mamiferos
(SILVA-LOPEZ; PACHECO, 2010; KEMPF et
al., 2010).

Um estudo realizado por Leal e
colaboradores (2019) demonstrou um potencial
toxico para a planta C. incana, na qual foi capaz
de causar encefalopatia hepatica em bovinos que
se alimentaram desta planta. Uma analise da
composicdo quimica por espectroscopia de
ressonancia magnética detectou a presenca de
dois principais alcaloides, 0 1,2-
desidropirrolizidina e o N-6xido, que poderiam
ser 0s responsaveis pela toxicidade dessa espécie
de Crotalaria.

Um estudo in vivo executado com suinos
gue se alimentaram de sementes de C. spectabilis
apontou que doses diarias de 0,5 e 1,25 g/kg
causaram fibrose hepatica nesses animais e 0s

sinais clinicos, caracterizados por depressdo,

Revista da Universidade Vale do Rio Verde | v. 19 | n. 1| 2021/1 | p. 212



letargia, apatia, inapeténcia, vOmito, mucosas
ictéricas ou palidas, ascite, decubito esternal,
decubito lateral com movimentos de pedalagem e
convulsBes, podem se apresentar com até 48
horas apds o consumo dessa leguminosa, sendo
letal ap6s 60 horas. Os responsaveis pelo estudo
também sugerem que a presenca de APS nessas
sementes pode ser a causa da intoxicacdo
(UBIALI et al., 2011).

Os efeitos toxicos de espécies de
Crotalaria também foram estudados em equinos.
Pessoa e colaboradores (2013) administraram
sementes de C. juncea contendo 0,074% de
alcaloides desidropirrolizidinicos (DHPAS) em
trés burros com 0,3, 0,6 e 1 g/kg de peso corporal
diariamente por 365 dias. Ndo foram observados
sinais clinicos e, nas bidpsias hepéticas e
pulmonares, a Unica lesdo foi uma megalocitose
hepatica leve nos burros que ingeriram 0,6 e 1
g/kg/dia. O estudo também avaliou o efeito
toxico de sementes de C. retusa contendo 5,99%
de monocrotalina em doses diarias de 0,025, 0,05
e 0,1 g/kg por 365 dias, ao final, os burros
apresentaram megalocitose hepatica moderada.
Em contrapartida, doses de 5 g/kg a 1 g/kg por
pelo menos 7 dias, causaram necrose hepética
centrolobular difusa. Segundo os autores, a
ocorréncia de lesbes pulmonares ou hepéticas se
correlaciona com o tipo de DHPAs contidos nas
sementes, na qual alguns podem causar doengas
hepéticas e outros doencas pulmonares.

Além dessas espécies, sementes de C.
lanceolata e de C. pallida podem causar diversos
maleficios em frangos, como edema subcuténeo,
ascite, hidropericérdio, vesicula biliar distendida,
tumefacdo e degeneracdo  vacuolar de
hepatdcitos, além de inapeténcia, penas com

folhos e diarréia marrom. A toxicidade dessas

sementes nessas aves foi comprovada através de
um ensaio in vivo realizado por Savaris e
colaboradores (2019).

Ensaios de toxicidade, sobretudo sob
nduplios de Artemias sp., sdo extremamente
importantes por dois principais motivos, primeiro
que esse é um dos ensaios agudo-letal de maior
confiabilidade no meio cientifico, por sua
padronizacdo e reproducdo (PIMENTEL et al.,
2011). Além de possibilitar ajustar uma dose letal
para ensaios de toxicidade mais complexos,
usando organismos vertebrados mais
desenvolvidos. Em segundo, estudos
toxicoldgicos sobre a espécie de C. ochroleuca
ainda sdo escassos na literatura, tendo em vista
gue essa espécie é frequentemente usada na
agricultura na adubacdo, supressdo de ervas
daninha (BOTINI et al., 2015), além de reduzir a
populagdo de  fitonematoides, como o
Pratylenchus brachyurus, que causam lesdes em
plantas (TOEBE et al., 2018) e o Heterodera
glycines, que afeta a cultura de soja (MATSUO
et al., 2012). Assim, essa espécie pode oferecer
algum tipo de risco, ndo sO para 0s animais que
por ventura se alimentarem dessa planta, mas

também para 0s seres humanos.

4 CONCLUSAO

Foi possivel detectar e quantificar o teor
de alcaloides e proteinas a partir de sementes de
C. ochroleuca, bem como determinar a LCso para
0 extrato aquoso, na qual apresentou um
potencial toxico sobre nduplios de Artemia sp. O
extrato também apresentou indicios de uma
suposta lectina. Desta forma, sdo necessarios

mais estudos para comprovar se a toxicidade
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dessa semente é devido a presenca de alcaloides
ou de lectina ou pelo sinergismo entre eles. Por
fim, uma vez identificado qual molécula causa a
toxicidade, a mesma seré caracterizada e utilizada em
estudos para a identificacdo e compreensdo dos
mecanismos desse efeito, possibilitando assim, o
desenvolvimento de alguma aplicagdo biotecnoldgica
com os achados.
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