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RESUMO

A tintura jalapa € um fitoterapico extraido da planta Operculina alata (Ham) Urban,
pertencente a familia Convolvulaceae composta por 51 géneros de ampla distribuicao
nas regides tropicais e subtropicais do Brasil. Ela é conhecida popularmente por
aguardente alema e comumente utlizada como purgativa e laxativa, embora também seja
utilizada no tratamento de estados congestivos e inflamatorios do aparelho respiratério,
na amenorreia e nas lesdes cerebrais de causas diversas. Devido a escassez de estudos
relacionados a toxicidade desse fitoterapico, o presente estudo teve como objetivo
verificar a citotoxicidade e mutagenicidade do fitoterpico em diferentes concentracdes,
avaliados através da razdo eritrécitos policromaticos e eritrcitos totais e teste de
micronucleo em sangue periférico de camundongos swiss, respectivamente. Para o
estudo em questdo, foram utilizados controles positivo e negativo,além de 3 doses
diferentes de 5ul, 10ul e 20ul de aguardente alemad (gavagem) conjugada com
ciclofosfamida (50mg/kg), intra peritonialmente. Os resultados obtidos constataram que
a aguardente alema ndo foi citotdxica e atuou como antimutagenica, visto que ela
atenuou os efeitos téxicos do quimioterapico ciclofosfamida. Para pacientes em

tratamento oncoldgico, o uso de aguardente alema deve ser suspenso.

Palavras chaves: Citotoxidade, Mutagenicidade, Operculina alata, Aguardente alema.



ABSTRACT

The jalapa dye is extracted from herbal plant Operculina alata (Ham) Urban, belonging
to the Convolvulaceae family of 51 genera widely distributed in tropical and subtropical
regions of Brazil. It is popularly known as Aguardente Alem& and commonly used as
purgative and laxative, although it is also used in the treatment of congestive and
inflammatory conditions of the respiratory tract, in amenorrhea and in brain lesions of
various causes. Due to lack of studies related to toxicity of this herbal medicine, this
study aimed to determine the cytotoxicity and mutagenicity of herbal medicines in
different concentrations, measured by the ratio of polychromatic erythrocytes and total
erythrocytes and micronucleus test in peripheral blood of Swiss mice, respectively. For
the present study, we used positive and negative controlsand additionally 3 different
doses of 5ul, 10ul and 20ul of German brandy (gavage) combined with
cyclophosphamide (50 mg / kg). The results verified that the Aguardente Alema was not
cytotoxic and served as antimutagenic, since it attenuate the toxic effects of
chemotherapy cyclophosphamide. For patients undergoing cancer treatment, the use of
Aguardente Alema shall be suspended.

Palavras chaves: Citotoxidade, Mutagenicidade, Operculina alata, Aguardente alema.
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1. INTRODUCAO

O uso de medicamentos fitoterdpicos vem desde a antiguidade, surgindo com a
necessidade humana de curar enfermidades (Phillips; Gentry,1993). As plantas sempre
foram empregadas como fonte comum de medicamentos e estima-se que mais de 80%
da populacdo mundial faz seu uso como fonte priméaria de produtos medicinais (Pintos
et al 2002). Atualmente, a diferenga entre plantas comestiveis e plantas que tem
potencial terapéutico € melhor compreendida, mas todos os fitoterapicos devem ser
avaliados sob diversos aspectos, tais como eficécia, qualidade e seguranca, o que inclui
0 potencial citotoxico e mutagénico.

Com o desenvolvimento da quimica a partir do século XI1X, a fitoterapia teve um
grande avanco cientifico, onde os estudos comecaram a analisar, identificar e separar 0s
principios ativos das plantas, ocasionando um grande avango na area medica (SANTOS
2009). Atualmente, sabe-se que o uso desses fitoterapicos vem crescendo muito,
preocupando os governantes, onde a populacdo acredita que por se tratar de uma
medicacdo natural, ndo produza maleficios a sua saide (SANTOS 2009)

No Brasil, o 6rgdo responsavel pela regulamentacdo desses medicamentos é a
Agencia Nacional de Vigilancia em Salde (Anvisa) que tem como papel proteger a
salde da populacdo garantindo a seguranca sanitaria de servicos e produtos através da
sua adequacdo aos registros de salde.

A tintura jalapa, conhecida popularmente por aguardente alema foi introduzida
na terapéutica por Cadet (Goncalves,2003). A jalapa é empregada como laxante, suas
preparacOes farmacéuticas sdo o po, a resina e a tintura obtidos a partir da droga seca.
Além disso, sua acao purgativa vem sendo comumente usada no tratamento de estados
congestivos e inflamatdrios do aparelho respiratério, amenorreia e nas lesdes cerebrais

de causas diversas (Cruz,1980).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas medicinais

A histéria dos fitoterdpicos e bem antiga, pois desde o inicio dos tempos o
homem procurou curar suas enfermidades (Philipes; Gentry,1993). O uso das plantas
medicinais pelos povos antigo também era muito relacionado com seu culto aos deuses.
Muitas vezes, a sua utilizagdo estava atribuida a uma intervencéo divina e era comum as

pessoas utilizarem as plantas para fazer rituais religiosos (Goff,1997).

Segundo Luz e colaboradores (2012) ha milhares de anos o homem utiliza 0s
recursos vegetais com fins terapéuticos (Luz et al. 2012). As propriedades curativas das
plantas se tornaram parte da cultura popular através da observacdo e experimentacao

pelos povos (Ko,1999)

As primeiras testemunhas do uso das plantas na medicina foram 0s papiros
egipcios, os escritos chineses nas folhas de bambu e as taboas de argila dos Sumérios.
No papiro de Ebers, de 1550 a. C., descoberto em meados do século passado, em Luxor,
no Egito, foi mencionado cerca de 700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas,

metais (chumbo e cobre) e veneno de animais.

Na Grécia antiga, as plantas e seu valor terapéutico ou toxico eram bastante
conhecidos. Os gregos costumavam cultivar plantas medicinais em seus jardins e hortas.
Hipocrates (470-377 a.C.) pai da medicina reuniu em sua obra corpus hipocratium
conhecimento medico de seu tempo indicando para cada enfermidade o remédio vegetal
e o tratamento adequado. As plantas com propriedades medicinais eram prioridades em

suas prescricdes (Martins et al ,2000).

A partir do inicio da sintetizacdo de substancias de estrutura quimica definida e
de acdo farmacoldgica iniciou a Fitoterapia um ciclo declinante, com a diminuicdo da
prescricdo medica de produtos vegetais. As plantas medicinais foram praticamente
esquecidas, cedendo lugar as sintéticas. Tal fase percorre o inicio da década de 50 até o
final dos anos 70 (Rates,2001;Reis,2009). Os grandes centros de pesquisas em todo
mundo direcionaram, com 0 Vivo entusiasmo, vultosos recursos, tanto governamentais
como de iniciativa privada, para a pesquisa de propriedades curativas das plantas
medicinais. Multiplicaram-se na imprensa informagGes sobre as vantagens da

farmacobotanica. Tal movimento naturalmente acompanhado pelo surgimento de um
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Numero expressivo de estabelecimentos comerciais especializada

Lima e colaboradores (2013) Fala que as plantas medicinais representam opgéo
terapéutica de grande importancia para a manutencdo das condi¢cdes de salde das
pessoas, especialmente para a populacdo de baixa renda (Lima et al. 2013). A diferenga
entre planta medicinal e produto fitoterapico reside no fato de que para ser considerado
fitoterapico deve ser elaborada uma formulacdo especifica da planta medicinal (RDC N
%48 de 16-03-04 — ANVISA).

Atualmente o uso dos fitoterapicos vem crescendo bastante, estima-se que cerca
de 60% dos farmacos antitumorais que ja estdo sendo comercializados ou que estdo em
fase de pesquisas clinica sejam de originados de plantas (Shu,1998).

Segundo Pereira e colaboradores (2014), estudos recentes mostram que
substancias presentes em preparacdes medicinais podem causar efeitos tdxicos, como
danos no DNA, devido a sua cito toxicidade, mutagenicidade e propriedades
carcinogénicas (Pereira et al. 2014). A avaliagdo dos danos causados sdo de extrema
importancia para minimizar os riscos destes agentes, principalmente em tratamentos em

longo prazo. (Sisenando et al., 2009)

2.2 Aguardente

A Operculina sp. € uma planta pertencente a familia Convolvulaceae, que €
composta por 51 géneros e 1800 espécies com distribuicdo principalmente em regides
tropicais e subtropicais. No Brasil é encontrada em varios estados recebendo assim
diversos sindnimos populares, dentre os mais citados na literatura estdo: Jalapa-do-
Brasil, Batata-de-Purga, Ipu, Purga de Amaro Leite, Bri6nia da América, Jalapa de Séo
Paulo, Escamoneéia da Ameérica, Xalapa (Goncalves,2003; Gongalves,2007). Apresenta
duas espécies principais, ambas trepadeiras de raizes tuberosas e que recebem o nome
popular de jalapa popular (Goncalves ,2003). A batata de purga ou jalapa brasileira é
empregada como laxante. Suas prepara¢des farmacéuticas séo o po, a resina e a tintura,
obtidos a partir da droga seca, que é comercializada como aparas de batata
(Matos,2000). Além de sua a¢do purgativa, a jalapa brasileira vem sendo usada, embora
sem comprovacdo cientifica, no tratamento de estados congestivos e inflamatorios do
aparelho respiratério, na amenorreia e nas lesbes cerebrais de causas diversas
(Cruz,1980).



14

A jalapa exerce sua acdo purgativa no intestino delgado, aumentando o
peristaltismo e facilitando a evacuacgdo, podendo ser classificado como um laxante
estimulante dréstico. Esta acdo € devido ao elevado teor de resinas presentes no
tubérculo, tendo na sua constituicdo glicosideos, os quais na presenca da bile,
hidrolisam-se em acucar e glicina, liberando o &cido graxo livre correspondente. Os
acidos graxos livres irritam a mucosa intestinal aumentando o peristaltismo e facilitando

a evacuacao (Teske, Trentiini,1997).

Segundo Pontes e colaboradores, a espécie Operculina alata é conhecida
popularmente como “batata-de-purga”; também ¢é utilizada na medicina popular no
tratamento de bronquite, hemorragia, hipertensdo, inflamacGes e em disturbios do trato
gastrintestinal no tratamento da constipacdo e inapeténcia devido a sua propriedade
laxante (Pontes et al. 2012).

A grande utilizagio da jalapa levou a inclusdo na primeira e segunda edicéo da
farmacopeia brasileira (Brandao ET al,2008). Seu uso em doses maiores que a indicada,
especialmente da resina, podem causar grave intoxicacdo. Seu uso € contra indicado
sempre que houver sinais de inflamacdo no intestino ou outros 6rgdos abdominais
(Matos,2000). Comercialmente, a Jalapa-do-Brasil (Aguardente alema®) é explorada na
forma de tintura por sua atividade laxante através do laboratério SOBRAL-PI (Santos
,2009; Gongcalves, 2003; Goncalves,2007). Percebe-se que existe uma profunda caréncia
de estudos farmacolodgicos e toxicoldgicos em relacdo a Operculina alata, apesar da sua
ampla comercializacdo como fitoterapico. Nesse sentido, pareceu-nos atraente avaliar

sua possivel atividade toxica, na forma de extrato hidro alcodlico (EHA) a nivel celular.

2.3 Testes do micronucleo

O teste do micronucleo é o ensaio, in vivo, mais amplamente utilizado para a
deteccdo de agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) e aneugénicos (que
induzem aneuploidia ou segregacdo cromossdmica anormal), internacionalmente aceito
como parte da bateria de testes recomendada para a avaliacdo do potencial mutagénico e
para 0 registro de novos produtos quimicos que entram anualmente no mercado
mundial. Este teste foi desenvolvido de inicio, em eritrocitos de medula Gssea de

camundongos, mas é também realizado em ratos (Neto Almeida 2005).

Segundo Pereira e colaboradores 2014), o método do microndcleo baseia-se na

analise da frequéncia de danos ocorridos ao DNA, o0s quais sdo resultantes de mitoses
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ou meioses celulares que em contato com agentes clastogénicos e aneugénicos, podem
gerar a perda de fragmentos ou de cromossomos inteiros, formando assim o0s
micronlcleos (PEREIRA ET AL. 2014). A anélise da relacdo entre eritrocitos
policromaticos e normocromaticos fornece o indicativo do extrato estar diminuindo a
producdo de novos eritrocitos (policromaticos). Se isto ocorrer, a droga podera ser

considerada citotoxica. (Fernandes et al 2011)

O termo micronucleo foi sugerido por Boller ET al. em 1970, designando corpos
cromaticos com didmetro menor que 1/3 do didmetro do nucleo celular, produzidos ao
longo da anafase devido aos defeitos nos centrémeros ou fragmentos cromossémicos ou
cromossomos inteiros perdidos em funcdo de danos recentemente induzidos. (Araldi,
2013).

O procedimento original foi desenvolvido por Schmid e colaboradores em 1971
e subsequente, modificado por Hendle (Neto Almeida 2005, Araldi et al 2013). Agentes
cladogénico ou que interfere na formagéo de fusos mitoticos alterando a distribuicéo dos
cromossomos durante a divisdo celular podem ser detectados pelos testes de

micronucleo (Queiroga, 2011).

Segundo ainda Queiroga (2011) o micronlcleo se constitui de uma pequena
massa nuclear delimitada por membrana e separada do nucleo principal. Os
microntcleos sdo formandos durante a teléfase da mitose ou meiose, quando o envelope
e reconstituido ao redor dosa cromossomos da célula filha. Este teste detecta alteracdes
gendmicas ou/e dano ao aparato mitético, sendo os micronucleos indicativos de perdas
irreversiveis de DNA. (Valadares et al, 2007) e amplamente aceito pelas agéncias
internacionais e instituicbes governamentais como parte da bateria de testes
recomendada para se estabelecer a avaliacdo e o registro de novos agentes quimicos e
farmacéuticos que entram no mercado mundial, utilizado também para avaliar

compostos mutagénicos (Ribeiro et al ,2003; Choy,2001).

O teste de micronucleo é uma das ferramentas amplamente utilizadas para a
pesquisa e aferi¢cdo da seguranca de inimeras substancias, classificando-as ou ndo como
genotoxicas/mutagénicas e fornecendo resultados com forte suporte estatistico (Albas
ET al, 2014).
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Araldi et al., 2013 também falam que o teste do micronucleo consiste em uma
importante técnica citogenetica ndo invasiva que permite detectar mutacOes

cromossOmicas que sdo a chave para 0s eventos carcinogénicos.

Estudos de micronucleo feitos com extratos de plantas mostrou que a mesma nédo

possui genotoxidade para llex paraguariensis(erva mate),Albas ET al. 2014;para o

estrato das folhas da_Plantago major ndo mostrou acdo mutagénica mas a mesma

provoca alteragbes na divisao celular( Luz ET al ,2012); Pterogyne nitens apresentou

afeito antimutagenico(Ferreira ET al ,2009);Para andlises feitas com folhas e

inflorescéncias de _Erythrina mulungu verificou-se que nas condicdes do estudo a

mesma tem a capacidade de induzir danos ao DNA (De Bona ET al ,2012);para estudos

com extrato etandlico de Synadenium umbellatum (EESU) evidenciou que a mesma

possui efeito citotoxico e mutagénico necessitando de mais estudos para expandir sobre
0s conhecimentos toxicoldgico do EESU(Valadares ET al,2007); Observou-se que na
dose usual, a solucdo de Aloe vera ndo foi mutagéncia para o sistema de teste vegetal e

nem para o humano.
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3 OBJETIVOS:
3.1 Objetivo geral
e Auvaliar os efeitos citotoxicos e mutagénicos do consumo de aguardente alema

utilizando camundongos como modelo experimental

3.2 Objetivos especificos
o Verificar possibilidade de efeito dose-dependente de alteracbes moleculares ao

nivel de DNA;
e Verificar a frenquencia de micronucleos nas celulas do sangue dos

camundongos.
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4. DELINEAMENTOS EXPERIMENTAL
e Este trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Citogenética Vegetal e Animal
do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do
Piaui, Municipio de Picos estado Do Piaui, no periodo de maio a julho do ano de
2014,

4.1 Obtencao das dosagens do tratamento

e O experimento foi desenvolvido em cinco grupos de camundongos Swiss,
constituidos cada por cinco animais. Foram testadas trés doses do fitoterapico
com limite maximo de 20 pl para camundongo de peso corpéreo entre 25-30g e
outras doses de 10ul e 5 pl. As doses foram baseadas na recomendacdo de
consumo diario de 15ml para um individuo de 70kg.

e Os animais de cada grupo foram tratados com doses diarias do fitoterapico no
tempo limite de 72hs, como descrito a seguir:

e Tratamento 1: foi administrado 0,2 ml de &gua destilada com 10ul de aguardente
alemd para avaliar as taxas de toxidade nas células dos camundongos.

e Tratamento 2, 3 e 4: Os camundongos foram tratados com 0,2 ml de
ciclofosfamida na concentragcdo de 50 mg/kg do animal. No tratamento 2 foi
administrados 0,2 ml de ciclofosfamida associada com 5ul de aguardente alema;
no tratamento 3 foi administrados 0,2 ml de ciclofosfamida 10ul de aguardente
alemd; no tratamento 4 foi administrado 0,2 ml de ciclofosfamida e 20 pl de
aguardente alemd todos via oral, sendo os animais submetidos a eutanasia 72
horas apds a aplicacdo. Cerca de 10ul de sangue da veia orbital foi coletado dos
animais no tempo de 24, 48 e 72 horas para realizacdo dos esfregacos do teste de
micronucleo.

e O tratamento 5 foi o grupo controle negativo, no qual foi administrado 0,2mL de

agua destilada via gavagem.

4.2 Analise de mutagenicidade através do Teste de Micronucleo em sangue
periféerico.

Para a determinacdo da mutagenicidade, um total de 2.000 celulas foram
analisados/animal (1000/Iamina), para o registro da frequéncia de MNPCEs.. As
laminas foram analisadas em teste cego, utilizando microscopio éptico com aumento de
1.000x.
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Apds administracdo da substancia por via oral ou intraperitoneal, realizou-se a
coleta de duas a trés gotas de sangue periférico do animal, a partir da veia orbital, nos
tempos de 24h, 48h e 72h ap0s o tratamento com as respectivas substancias envolvidas
no experimento; onde foi feita a transferéncia das gotas de sangue para uma lamina de

microscopia e fez-se um esfregaco;

Com os esfregacos prontos deixa-se as ldaminas secar no ar, onde serdo fixadas em
alcool 70% durante 10 minutos, ap6s as laminas estando secas serdo coradas com
giemsa diluido 1:10 de tampdo fosfato ph 6,8 durante 15 minutos; posteriormente lava-
se as laminas com agua destilada pra retirada do excesso de corante finalmemte apos as
laminas estarem secas as mesmas serdo armazenadas em caixas apropriadas para
posterior analise das mesmas .(Para cada animal serdo observados 2000 eritrécitos por
tempo de exposicao, totalizando 4000 eritrécitos policromaticos por tratamento)

4.3 Colorag0es das Laminas

A coloracdo das laminas foi feita com o corante Giemsa diluido em solucéo
tampdo fosfato com PH 6,8, na propor¢do de 1:10, durante 15 minutos. Apé6s a
coloracdo, as laminas foram lavadas com &gua destilada para remocdo do excesso de
corante e deixadas secar ao ar.

De acordo com Ribeiro et al (2003), a coloragéo serve para diferenciar eritrocito
policromético (PCE) de eritrocito normocromatico (NCE). Eritrocitos policromaticos
(PCE) ou jovens se coram de azul claro e eritrocitos normocromaticos se coram de

vermelho-telha.

4.4 Leituras das Laminas

Para a leitura das laminas serdo realizados 0s seguintes procedimentos:

» Utilizagdo de microscopio dptico com objetiva de aumento de 100 vezes;

* Contagem e andlise de 1000 eritrocitos policromaticos (PCE) e apenas a contagem de
eritrocitos normocromaticos (NCE) em 200 PCEs para cada esfregaco;

* A leitura do campo laminar foi feita em ziguezague;
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4.5 Analise da relacdo entre eritrdcitos policrométicos / normocromaticos.
(Citotoxicidade)

Nessa avaliacdo foram analisados 1000 eritrocitos do sangue periférico para
cada tempo de coleta (24,48h e 72h), sendo estabelecido a relacdo entre 0 niumero de
eritrocitos policromaticos/normocromaticos em 1000 células.

A andlise da relagdo entre eritrocitos policroméaticos e normocromaticos pode
fornecer indicios de que a substancia est4 diminuindo a produgdo de novos eritrocitos

(policromaticos). Se isso ocorrer, a droga podera ser considerada citotoxica.



21

5 RESULTADOS:

5.1Avaliacéo da citotoxicidade da aguardente alema:

Para avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado o teste de giemsa, no qual
verificou o percentual de eritrocitos normocromaticos e policromaticos. Os resultados
mostram que a aguardente aleméa né&o apresentou citotoxicidade quando administrada em
doses de 10ul em relacdo ao controle negativo (agua destilada). O uso combinado de
ciclofosfamida com diferentes doses de aguardente alema ndo foi capaz de atenuar os
efeitos citotoxicos do CP, demonstrando nenhuma capacidade citoprotetora (Tabela 1).
Além disso, verificou-se que a aguardente mesmo em diferentes doses, ndo foi

citoprotetora.

Tabela 1 - Média e Desvio Padrdo (DP) de Micronucleos (MN) em eritrécitos policrométicos
(EPC) do sangue de camundongos e a relacdo EPC/ENC (citotoxicidade) ap6s os tempos de
24, 48 e 72hs com tratamento de aguardente alema.

Tratamento TE Total de EPC/ENC MN
células
24hs 0,06 £0,01 4816
CN 48hs 10.000 0,06 £0,03 4716
72hs 0,05+0,01 32+18
24hs 0,02 +£0,01 41+0,9
10ul 48hs 10.000 0,05 £ 0,022 58+4,112
72hs 0,03 £ 0,022 5,7+ 3,52
24hs 0,01 +0,01* 36+1,8
5ul + CP 48hs 10.000 0,03 +£0,02 55+ 3,52
72hs 0,01 £0,02* 5,7 +3,5?
24hs 0,02 +0,01* 39+0,9
10ul + CP 48hs 10.000 0,01 +0* 52+2,8?
72hs 0,01 £0* 6,2 £2,1°
24hs 0,02 £0,01* 3,1+1,19
20 ul +CP 48hs 10.000 0,01 +0* 2,9+0,9
72hs 0,01 +0* 8,9 +3,4*
24hs 0,03 £ 0* 16,2 + 3,8*
CP 48hs 10.000 0,01 £0* 16,8 +4,7*

72hs 0,01 £ 0* 18,4 + 4,6*
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CN e CP: Controle Negativo e positivo. * Estatisticamente significante em relacdo ao CN para
p < 0,01. a: Estatisticamente significante em relacdo ao CP para p < 0,05. RM- MANOVA com
Pds Teste de Tukey.

Para as frequéncias obtidas no tempo de 24hrs de EPC/ENC observou-se uma
diminuicdo em relacdo aos controles. Para os tempos de 48hrs e 72hrs nos tratamentos
10pe de 20u os resultados foram iguais entre si em relagéo ao CP.

5.2 Avaliacao de genotoxicidade da aguardente alema

Para avaliacdo da genotoxicidade, foi utilizado o teste de micronucleo, no qual
verificou o percentual de eritrécitos policromaticos que apresentaram formacdo de
microndcleo. Os resultados mostram que a aguardente alema nao foi genotoxica quando
comparada ao CN. A Aguardente combinada com o CP nas 3 diferentes doses e nos 3
diferentes tempos de exposicdo, de 24, 48 e 72hs, reduziu os efeitos genotoxicos

causados pelo CP (Tabela 1). Apresentando resultados semelhante ao CN.
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6. DISCUSSAO

Recentemente, apesar de varias drogas cléssicas derivadas de plantas terem
perdido muito espago para os farmacos de origem sintética, outras tém aparecido e
recebido atencéo especial e prestigio terapéutico, evidenciando que farmacos derivados
de plantas e fitoterapicos tém o mesmo valor farmaco- econémico (DE SMET, 1997).

Ainda que exista uma ampla variedade de compostos ativos de origem natural
que possam ser futuramente relacionados como medicamentos, 0s desafios estdo
centrados principalmente em métodos farmacologicos apropriados e ensaios bioldgicos
que possam predizer uma certa eficdcia clinica a substancia em estudo
(SERPELONE,2008; HOSTETTMAN; MArSTON; HOSTETTMAN, 1997).

No presente estudo, a ciclofosfamida, droga empregada no tratamento de uma
série de neoplasias, artrites reumatoides e também usada como imunossupressora em
casos de transplantes de orgdos, foi utilizada como controle-positivo. Em células
somaticas, a ciclofosfamida produz micronicleos em ratos, camundongos e hamsters
chineses, principalmente por quebras cromossomicas (ANDERSON et al., 1995;
SERPELONE ,2008). No presente estudo observou-se que a frequéncia de MN de
grupos tratados com aguardente alemd é significantemente menor que a frequéncia
observada no CP, resultando em uma menor frequéncia de MN.

A ciclofosfamida tem sido amplamente usada como um controle positivo em
ensaios de micronucleo em roedores (MAGALHAES ,2010) devido a capacidade de
inducdo de EPCMN. Todavia a diminuicdo das frequéncias de EPCMN comparados
com os respectivos controles sugere que a aguardente alemd ndo age como uma
genotoxina, podendo inclusive possuir componentes que exercem um efeito
antigenotoxico. O efeito genotoxico da aguardente alemd em sangue periférico em
camundongos foi estudada pela primeira vez nesse trabalho. Os resultados indicam que
0s componentes da aguardente alemd ndo causam o0 aumento significativo no nimero
médio de células de micronucleo quando administrado em doses de 5 pl,10ul,20ul para
animais com peso médio de 30g.

Gongalves e colaboradores (2007) atraves do uso crénico do EHA de Operculina
alata mostraram que ndo houve sinais de toxidade aguda ou morte em ratos swiss , 0
estudo consistiu em avaliar a toxidade aguda da aguardente alem& em ratos onde para o
teste de toxidade aguda foi utilizado o teste DL50 sendo administrado doses crescentes
(0,625;1,25;2,5;5mg/kg)do estrato EHA avaliando a morte das ratas durante o periodo
de 14 dias; para toxidade cronica, foi utilizado doses de 25, 125,625 mg /kg em 40 ratas
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divididas em 4 grupos por 90 dias , durante esse periodo foi observado a massa corpérea
, comportamentos adversos , consumo de agua e ragdo a fim de detectar sinais clinicos
de toxidade. No estudo para toxidade aguda ndo foi possivel avaliar a DL50 pois ndo
houve morte durante o estudo; para a toxidade cronica ndo teve diferencas de
comportamento e peso comparados com 0s controles dando assim ao fitoterapicos no
seguinte estudo caracteristicas que ndo classificam a substancia como toxica (Goncalves
et al, 2007).

Por outro lado, uma pesquisa feita com bioensaio de toxicidade em larvas de
Artemia salina obteve resultados diferentes, apresentando efeitos tdxicos danosos a
integridade celular, . Nesse ensaio, as larvas da Artemia salina foram expostas a
concentragdo de 100%, 50%,25%, 12,5%6,25% e 3,13% do estrato hidroalcolico da
Operculina alata, onde as mesmas permaneceram por 24 horas. Apos esse periodo,
foram feitas analises e contadas as larvas mortas em vidro rel6gio, obtendo morte de
todas as larvas da concentracdo 100% ate 6,25%; obtendo sobrevida de 10% na
concentracdo de 3,13%. No mesmo estudo, para avaliar a genotoxidade foi feito
empregado as mesmas concentracdes (100%,50%,25%,12,5%,6,25 %e 3,13%) do EHA
da Operculina alata em bulbos de Alium cepa durante 48 horas com auséncia de luz.
Observou-se que houve a auséncia total de crescimento radicular impossibilitando a
analise genotoxica do EHA da Operculina alata (Beiréo et al, 2015). O presente estudo
mostrou resultados conflitantes quando comparado com os estudos anteriores, porém, é
importante salientar que a aguardente alema tem uma concentragdo muito mais baixa

que o EHA de Operculina alata utilizado nesses estudos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a utilizacdo do fitoterapico estudado ndo apresenta valores
significativos de anormalidades e divisbes de micronlcleo comparados com o CP nas
concentracdes apresentadas no trabalho sendo considerada uma substancia néo

citotoxica e antimutagenica.

A partir dos dados observados, pode-se inferir que a aguardente alemd, nas
condicdes testadas, ndo € perigosa aos seres humanos e seu uso para fins farmacoldgicos
¢ seguro. Para pacientes em tratamento oncoldgico, o uso regular de aguardente Alema
deve ser evitado, visto que ele foi capaz de atenuar os efeitos do quimioterapico
ciclofosfamida. Além disso, em concentracbes mais altas, podem ser prejudiciais
(mutagenica e citotoxica) e seu uso indiscriminado deve ser evitado. O presente estudo
proporciona evidencias que o teste in vivo de micronlcleo em roedores sdo sistemas
versateis e sensiveis para determinacdo de atividade ndo genotoxica para aguardente

alema.
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