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1 INTRODUCAO GERAL

Desde a antiguidade, as plantas vém sendo utilizadas como agentes medicinais, sendo
que varias abordagens tém sido realizadas, ao longo dos anos, a fim de selecionar plantas
como candidatas para a descoberta de novas drogas (AKRAM et al., 2014,
TUTTOLOMONDO et al., 2014). As plantas medicinais alcangaram uma grande importancia
no sistema de salde em todo o mundo, pois sdo utilizadas como recursos terapéuticos, tanto
para seres humanos quanto para animais (ARAUJO et al., 2015).

De acordo Singh e Raghav (2012), as plantas ndo sdo utilizadas apenas para
tratamento e cura, mas também na prevencdo de doencas e manutencdo da satde. Contudo,
torna-se necessario conhecer quais os componentes de ervas medicinais responsaveis para fins
terapéuticos, pois muitas destas plantas ditas como medicinais contém compostos
farmacologicamente ativos e poucas delas tém sido estudadas cientificamente para assegurar
sua qualidade, seguranca e evitar que a planta seja usada equivocadamente (SPEIT E
ROTHFUSS, 2012).

A riqueza floristica brasileira, juntamente aos levantamentos etnoboténicos,
etnofarmacoldgicos, farmacogndsticos e fitoquimicos, permite aos pesquisadores isolar
compostos biologicamente ativos a partir de diferentes espécies vegetais. Existem varios
estudos com ervas medicinais no Brasil que tratam especialmente da extragéo, isolamento,
identificacdo, quantificacdo e atividade biologica de metabdlitos secundarios de vérias
espécies de plantas (HIRUMA, LIMA et al., 2009; ZANUTTO et al., 2013; MININEL et al.,
2014).

O Bioma Caatinga é exclusivo do Brasil, tendo localizacdo na regido nordeste,
possuindo um clima semiarido quente e seco, tendo como resultado uma vegetacgdo xerofitica
com uma riqueza floristica significativa (RODAL; NASCIMENTO, 2006). As plantas
medicinais sdo algumas vezes disponivel para o tratamento de doencas na regido da caatinga,
com isso 0s habitantes locais possuem uma riqueza de conhecimentos tradicionais
acumulados, tornando essas ervas um componente social e cultural (TRENTIN et al., 2011).
A Poincianella pyramidalis antigamente conhecida como Caesalpinia pyramidalis conhecida
vulgarmente como catingueira, € uma das espécies de mais ampla distribuicdo neste bioma,
ocorrendo nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e também Mato Grosso (MEDEIROS et al. 2012).
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A catingueira que tem como género Poincianella, e pertence familia Leguminasea, sdo
compostos por 150 géneros, 2.200 espécies, possui plantas de grande potencial econémico,
ecologico e medicinal (SANTOS et al. 2013). Em um estudo efetivado por Agra et al. (2008)
nos estados da regido nordeste do Brasil, constatou-se que em um total de 126 espécies tidas
como medicinais, 6 eram do género Poincianella, onde a Catingueira (P. pyramidalis), foi
uma das plantas mais mencionadas pelos populares. Séo utilizadas na medicina popular, em
lugares de clima tropical e subtropical, flores, frutos, entrecascas, vagem e raizes (RIBEIRO
et al. 2013), porém no Brasil é mais utilizada a entrecasca (AGRA et al. 2008).

Apesar da extensa utilizagdo na medicina tradicional e de existirem estudos cientificos
comprovando atividade terapéutica, as partes botanicas citadas acima e seus constituintes
quimicos possuem pouca informacéo sobre sua toxicidade em nivel celular (MENEGUETTI
et al. 2014). De acordo com Polleto et al. (2012) e Hussin et al. (2014), informac6es sobre a
acdo em nivel celular de extratos etandlicos de plantas medicinais sdo importantes para a
incrementar a seguranca do uso pela populagéo e estimular estudos, mais elaborados, sobre o
mecanismo de acdo de compostos quimicos presentes nestes organismos.

Devido a necessidade da descoberta de novas drogas, varios estudos de caracterizacéo
bioldgica e pesquisa sobre os efeitos colaterais tém sido intensificados com principios ativos
isolados de plantas (MOHANTY et al, 2014; PRZEDPELSKA-WASOWICZ e
WIERZBIKA 2010). Compostos com atividades bioldgicas continuam sendo reconhecidos,
entretanto, muitos deles ainda ndo podem ser utilizados na terapéutica devido as suas
propriedades tdxicas, carcinogénicas e mutagénicas (GAVAMUKULYA et al., 2014).

Na producdo de uma nova droga, os resultados de testes de genotoxicidade
representam consideravel peso, pois, a maioria das industrias farmacéuticas delibera o
processamento de um novo agente terapéutico com base nos resultados de testes de
genotoxicidade in vitro e in vivo (POURRUT et al., 2015). Sabendo-se da utilizacdo das
plantas medicinais pela populacéo e dos escassos estudos toxicogenéticos, o presente trabalho
teve como finalidade avaliar o potencial citotéxico e mutagénico do extrato hidroalcodlico de
Poincianella pyramidalis em diferentes concentracGes em células de roedores e Allium cepa,
visto que se trata de uma planta bastante utilizada na medicina popular. Diante do exposto,
visou-se responder 0 seguinte questionamento: Sera que o extrato hidroalcodlico da
catingueira (P. pyramidalis) apresenta efeito citotoxico e mutagénico em células de roedores e

Allium cepa, e potencialmente para a saide humana?
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Extratos vegetais e atividades farmacoldgicas

Atualmente, o foco em pesquisas sobre plantas tem aumentado em todo o planeta, e
uma ampla quantidade de evidéncias coletadas tem mostrado um potencial imenso em
diversos sistemas tradicionais de remédios. Na medicina tradicional, existe um grande
interesse e uma crescente demanda por mais medicamentos a partir de fontes vegetais. Este
renascimento do interesse em medicamentos derivados de plantas é principalmente devido a
crenca generalizada de que a "medicina verde™ € mais confiavel e segura do que as drogas
sintéticas caras, muitas das quais causam efeitos negativos (NAYAK; SHETTIGAR, 2010;
GUPTA,; PATEL, 2013).

Na terapia moderna as plantas constituem uma fonte efetiva para a descoberta e
desenvolvimento de farmacos (SINGH; RAGHAYV, 2012). De acordo com Reyes-Garcia
(2010), na busca para a satude humana a etnofarmacologia tem contribuido, com uma viséo
interdisciplinar, e tem evidenciado ser uma ferramenta importante na descoberta de produtos
naturais com acdo terapéutica.

Cerca de 88% da populacdo dos paises em desenvolvimento faz uso de plantas
medicinais, principalmente extratos de plantas, de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), pois a droga vegetal € um produto mais tolerado pelo organismo do que as
drogas sintéticas, além de mais acessivel e de trazer mais beneficios a um grande nimero de
pacientes (CARVALHO, 2004).

No que se refere ao interesse global por produtos derivados da biodiversidade, o Brasil
é privilegiado, por possuir inimeras espécies vegetais com potencial medicinal em sua imensa
diversidade bioldgica (ALMEIDA, 2009; AGARWAL et al., 2010). Diante disso, o pais é
favorecido na pesquisa e no desenvolvimento de fitoterdpicos e, portanto, a Portaria do
Ministério da Saude de n° 971 de 03 de maio de 2006, aprovou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS), trazendo em suas
diretrizes a elaboragdo de Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e de Interesse ao SUS
(RENISUS) (BRASIL, 2006a).

O Ministério da Saude reconhece o potencial terapéutico das plantas medicinais e tem
como objetivo promover um maior aproveitamento desses recursos pela populacéo brasileira,
aprovando a RENISUS, que inclui 71 espécies vegetais selecionadas pelo amplo uso popular.

Além disso, a finalidade da relacdo também é orientar estudos e pesquisas cientificas que



13

possam auxiliar a elaboracdo da lista de plantas medicinais e fitoterapicas a serem
disponibilizados para uso da popula¢do, com seguranca e eficicia para o tratamento de
doencgas (BRASIL, 2009).

O conhecimento popular juntamente com o potencial farmacoldgico de certos
vegetais, precisa-se esta coligado ao aprimoramento no isolamento, purificacdo e elucidagéo
estrutural de compostos quimicos e a credibilidade na eficacia e seguranca clinica,
favorecendo assim a expansdo mundial do mercado dos fitomedicamentos (CALIXTO, 2005).

Portanto, ¢ de grande importancia a avaliacdo das atividades farmacologicas e da
toxicidade de extratos vegetais, pois 0s mesmos constituem a principal forma de preparacéo
utilizada pela populagéo no tratamento de diversas doencas.

2.1.1 Género Poincianella

O género Poincianella (Caesalpinia) pertence a familia Fabaceae ou Leguminasae
(Leguminosas), que tem ampla ocorréncia geografica. Este género é constituido por 150
géneros e 2.200 espécies distribuidas em regides de clima tropical de todo o mundo, possuli
plantas de grande potencial econémico, ecoldgico e medicinal (SANTOS et al. 2013).

Em um estudo realizado por Agra et al. (2008) em estados da regido nordeste do Brasil
verificou-se que em um total de 126 espécies tidas como medicinais, 6 pertenciam ao género
Caesalpinia, onde as plantas mais citadas pela populacdo foram a Catingueira (Caesalpinia
pyramidalis, atualmente, conhecida como Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz), o
Pau-ferro (Caesalpinia ferrea) e o Flamboyazinho (Caesalpinia pulcherrima). S&o utilizadas
na medicina popular de paises de clima tropical e subtropical diferentes partes botanicas
destas trés espécies, como frutos, flores, entrecasca, vagem e raizes, (RIBEIRO et al. 2013),
porém, no Brasil comumente é mais utilizada a entrecasca, a vagem e as folhas da
Catingueira, Pau Ferro e Flamboyazinho, respectivamente (AGRA et al. 2008).

A entrecasca da P. pyramidalis, em infusdo com agua € utilizada tradicionalmente
como antitérmica, anti-inflamatdria, expectorante, depurativa e no tratamento de infeccGes
intestinais e bronquites (MEDEIROS et al. 2012). A C. férrea utilizada na forma de cha. A
vagem de C. férrea € usada como antidiarreicas, cicatrizantes e antitérmica e como eficiente
no tratamento de Ulceras (WYREPKOWSKI et al. 2014). As folhas de C. pulcherrima séo
utilizadas tradicionalmente em infusdo como laxante, ténico, antitérmico e anticonvulsivante
(KUMAR et al. 2010) e, em estudos laboratoriais demonstraram potencial para o tratamento

de ulceras gastricas, infeccdes do trato respiratorio e de dermatites, e atividade emenagoga
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(MEDEIROS et al. 2012). Contudo, apesar de serem muito utilizadas na medicina popular e
com estudos cientificos comprovando a atividade terapéutica, as partes boténicas citadas
destas trés leguminosas possuem pouca informacdo sobre sua toxicidade em nivel celular
(MENEGUETTI et al. 2014).

2.1.2 Espécie Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz

Caesalpinia pyramidalis, popularmente conhecida como catingueira, atualmente é
definida taxonomicamente como Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz. Esta, entre
outras espécies do mesmo género sdo bastante utilizadas pela populacdo como planta

medicinal (AGRA et al. 2008) (Figura 1).

Figura 1: Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz.

by Eliton

Fonte: http://www.resecol.wur.nl/gest/privateGEST/South%20America/Pictures. 2016.

P. pyramidalis € uma espécie de ampla dispersdo no Nordeste semiarido, podendo ser
encontrada em diversas associagdes vegetais, crescendo bem nas varzeas Umidas, o qual
chega a atingir mais de 10 m e poucos centimetros de didmetro na base. Sdo encontradas nos
Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e

Bahia, sendo considerada endémica da caatinga (MAIA, 2004).
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A entrecasca de P. pyramidalis (Figura 2) possui em sua composi¢cdo quimica
flavonoides, triterpenos e fenilpropandides (RIBEIRO et al. 2013), e a sua infusdo em agua é
usada popularmente como antitérmica, anti-inflamatdria, expectorante, depurativa e no
tratamento de infeccdes intestinais e bronquites (MEDEIROS et al. 2012). Estudos de
avaliacdo terapéutica desta entrecasca demonstraram atividade anti-inflamatoria (SANTOS et
al. 2011), antinociceptiva (SANTANA et al. 2012) e eficaz no tratamento de Ulceras géastricas
(RIBEIRO et al. 2013).

Figura 2: Entrecasca de Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz.

Fonte: http://www.baraoervas.com.br/catingueira-casca. 2016.

Sabe-se que as plantas sempre foram empregadas como fonte comum de
medicamentos. Mas atualmente, avalia-se que mais de 80% da populacdo das espécies
vegetais podem conter constituintes que apresentam efeitos colaterais indesejaveis (BRASIL,
2009). Assim, os fitoterapicos devem ser avaliados sob diversos aspectos, como eficacia,

qualidade e seguranca toxicologica (YU et al., 2011).

2.2 Ensaios toxicoldgicos

Para o desenvolvimento de novos farmacos sdo necessarios estudos toxicolédgicos pré-
clinicos com o objetivo de se obter informacfes que comprovem a seguranca dos novos
compostos nos ensaios clinicos e, posteriormente, na sua comercializagdo (FAQI, 2013).

Os ensaios toxicologicos pre-clinicos contém estudos para avaliacdo de toxicidade
geral (por dose Unica e repetida), genotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade e
toxicidade sobre a funcdo reprodutora. Além destes, podem ser efetuados ensaios


http://www.baraoervas.com.br/catingueira-casca
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toxicoldgicos complementares, como 0s ensaios de tolerancia local, sempre que a via de
administracdo e/ou efeito produzido pelo novo farmaco o exija. O objetivo deste conjunto de
ensaios é avaliar a seguranca atraves da caracterizacdo dos efeitos toxicos nos érgaos-alvo, da
relacdo dose-resposta e, quando adequado, da reversibilidade de determinado efeito
(NUALSANIT et al., 2012; AZIZ et al., 2014).

A informacdo adquirida durante a realizagdo destes ensaios serve para conferir a dose
inicial a ser administrada, o intervalo terapéutico a ser utilizado durante os ensaios clinicos e
os efeitos adversos que poderdo surgir, visto que cada ensaio apesar de estar confinado a
determinados pardmetros encontra-se rigorosamente delineado para caracterizar os potenciais
efeitos adversos que possam surgir nos ensaios clinicos (NUGENT et al., 2013). Portanto, é
notavel a importancia e necessidade de ensaios toxicoldgicos na avaliacdo de substancias a

fim de garantir a seguranca e eficacia de novo farmaco.

2.2.1 Teste do microndcleo em Mus musculus

O teste de micronucleo se fundamenta na ocorréncia de quebras cromossdémicas ou
falhas na ligacdo de cromossomos ao fuso, de modo que, 0 processo de maturagdo destas
celulas, quando ocorre a expulsdo do nucleo, esta ndo se faz de modo integral, permanecendo
no citoplasma estruturas resultantes destes eventos os micronlcleos. O teste de micronucleo
em eritrécitos policromaticos de roedores € utilizado para avaliacdo do potencial de um dado
agente em induzir danos cromossémicos (MEIRELES et al., 2013; SANTOS, 2015).

Micronucleos (MN) séo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de
fragmentos cromossémicos que, durante a divisao celular, falham em se ligar as fibras do fuso
e, assim, ndo sdo incluidos no nucleo das células filhas (Figura 3). Detectam, portanto, a acdo
de agentes aneugénicos e de agentes clastogénicos. Em eritrocitos apresentam forma
arredondada e medem cerca de 1/20 a 1/5 do didmetro do eritrocito (RIBEIRO, 2003).

Figura 3: Fotomicrografia de eritrocito policromatico micronucleado em
medula éssea de Mus Musculus (1000X//).
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Fonte: Santos, 2015.
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O teste de micronucleo em eritrocitos policromaticos (PCE), que séo eritrocitos
jovens, foi pioneiramente proposto por Schmid, Matter e Von Ledebur (MATTER e
SCHMID, 1971; LEDEBUR e SCHMID, 1973; SCHMID, 1975) e modificado por Heddle
(1973). Assim, na conducdo do teste de micronicleo em eritrocitos policromaticos, é
fundamental conhecer a dindmica de maturacdo da linhagem que origina os eritrécitos. A
primeira célula da linhagem eritroblastica, formada a partir da célula indiferenciada, é o pro-
eritroblasto. Este, ap6s quatro divisdes origina os eritroblastos, que passam por uma sé
divisdo e dao origem as células nas quais o nucleo é expulso e que se diferenciam
primeiramente em eritrocitos policromaticos e, posteriormente, em eritrocitos
normocromaticos (NCE) (HOLLAND et al., 2008; VASQUEZ et al., 2010).

Dois aspectos devem ser destacados na utilizacdo deste teste: 1) Os eritrocitos po-
licromaticos sdo ricos em acido ribonucleico (RNA) e, assim, apresentam a cor azulada
quando as preparac@es sao coradas pelo método de Leisham (RIBEIRO, 2003) e; 2) O periodo
entre a formacdo do eritrocito policromatico e sua diferenciacdo em eritrocito
normocromatico é de 10h a 24h de modo que seu cOmputo deve ser feito antes que se esgote
este periodo (RABELO-GAY, 1991).

O teste de micronudcleo em eritrocitos de camundongos apresenta muitas vantagens,
como: Micronucleos séo observados em células de interfase, dispensando procedimentos de

cultura; O teste é realizado a baixo custo; A analise é simples e as estruturas sdo facilmente
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identificadas; O teste detecta a acdo de agentes aneugénicos e clastogénicos. Adicionalmente
a genotoxicidade, o teste de micronucleo propicia também a avaliacdo da citotoxicidade de
uma dada substancia através do computo da relacdo PCE/PCE+NCE (VILAR et al., 2008;
BORGES et al., 2011). Porém apresenta algumas limitacdes, tais como: Micronucleos séo
observados apenas em células que passaram anteriormente por uma divisdo; Eventos de ndo-
disjuncdo mitodtica ndo sdo detectados; Quebras que promovem rearranjos Cromossémicos

sem a ocorréncia de fragmentos ndo sdo observaveis.

2.2.2 Utilizacao de células de Allium cepa

A avaliacdo do potencial citotéxico/mutagénico de espécies de plantas medicinais
pode ser realizada através de um dos testes citogenéticos mais empregados, 0 sistema teste de
Allium cepa (BAGATINI, 2006). Regularizado pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das NacBes Unidas (UNEP) o método de
avaliacdo de ceélulas meristematicas utilizando as variaveis indice mitético e alteracGes
cromossémicas em raizes de Allium cepa (Figura 4) é um teste eficiente para a analise e
monitoramento da genotoxicidade de varias substancias quimicas que vdo desde xenobioticos

ambientais a extratos vegetais (SILVA et al., 2004).

Figura 04: Células meristeméticas de Allium cepa em diferentes fases do ciclo celular.
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Sistemas testes vegetais como o de Allium cepa, tém sido empregados para o estudo
dos efeitos toxicolégicos de extratos de plantas, tendo em vista a deteccdo de genotoxicidade
(TEIXEIRA et al., 2003; FACHINETTO et al., 2007). A importancia e a utilidade de sistemas
testes vegetais na avaliacdo de riscos de genotoxicidade foi destacada por Fiskesjo (1993,
1994), e enfatizou que apesar das diferengas entre os metabolismos de plantas e animais,

também existem similaridades na resposta toxicoldgica.

Para o estudo do efeito de citotoxicidade de plantas medicinais, o sistema de teste
Allium cepa é bem aceito, porque as suas raizes ficam em contato direto com a substancia
estudada, permitindo a avaliacdo de concentracdes diferentes. As alteragdes cromossémicas e
de divisdo das céelulas meristematicas da raiz de cebola sdo comumente usadas para alertar a
sociedade sobre o consumo de diferentes produtos (VICENTINI et al., 2001).

Os efeitos dos chas de plantas medicinais sobre o ciclo celular de Allium cepa tém sido
descritos por varios autores (KNOLL et al., 2006; FACHINETTO et al., 2007), os quais
mostraram que os efeitos principais que ocorrem sdo a mutagenicidade e anti-mutagenicidade,
bem como aumento e diminui¢do da proliferagdo celular das pontas das raizes tratadas, o que
caracterizaria o efeito citotoxico.

O sistema teste vegetal de Allium cepa se mostra, nesse caso, como um bom
bioindicador da genotoxicidade de infusbes de plantas medicinais, por conta do baixo custo,
confiabilidade e concordancia com outros testes de genotoxicidade, auxiliando os estudos de

prevencdo de danos a salide humana.
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RESUMO

A Poincianella pyramidalis ¢ uma espécie arborea, endémica da Caatinga, amplamente
distribuida na regido semiarida brasileira. Esta planta € utilizada na medicina tradicional para
o tratamento de diversos tipos de doengas humanas, porém com poucos estudos sobre seus
efeitos toxicoldgicos. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade citotdxica
e mutagénica do extrato hidroalcodlico de sua entrecasca utilizando dois sistemas testes:
vegetal (teste de Allium cepa) e animal (teste do micronucleo com Mus musculus). Foram
avaliadas para cada sistema teste trés concentracdes com diferentes tempos de exposicao.
Juntamente com as concentracfes testadas foram utilizados dois controles: Negativo (dgua
destilada) e positivos (sulfato de cobre e ciclofosfamida). Os resultados mostram que para 0s
dois bioindicadores utilizados, o extrato hidroalcoodlico de P. pyramidalis mostrou-se toxico
e citotoxico para suas células, porém sem efeitos mutagénicos significantes. Conclui-se,
portanto, que o extrato apresentou efeitos toxicogenéticos importantes, com énfase para a
acdo antiproliferativa, podendo o mesmo ser estudado para uma possivel atividade
antitumoral.

Palavras chaves: Plantas medicinais; Poincianella pyramidalis; Genotoxicidade; Allium
Cepa; Camundongos.
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1.1 Introdugéo

As plantas tém sido uma rica fonte de agentes terapéuticos desde a antiguidade. Na
industria farmacéutica cerca de 25-30% de todas as drogas disponiveis sdo derivadas de
produtos naturais (plantas, microrganismos e animais) (Efferth e Koch, 2011; Rather et al.
2013).

Para o tratamento de doencas muitas plantas medicinais de conhecimento popular séo
usadas mundialmente. Conforme a Organizacdo Mundial da Salde, cerca de 60-80% da
populacdo mundial nos paises em desenvolvimento, dependem basicamente de plantas para
cuidar de sua saude, devido a pobreza e falta de acesso a medicina tradicional. Todavia,
poucas espécies (15 a 17%) tém sido estudadas cientificamente para a avaliagdo de suas
qualidades, seguranca e eficacia (George et al., 2010; Cort e Ozben, 2015).

O Bioma Caatinga apresenta uma grande diversidade de espécies vegetais. Dentre as
espécies utilizadas na medicina popular que ainda necessitam de estudos encontra-se a
catingueira Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz (anteriormente conhecida como
Caesalpinia pyramidales). P. pyramidalis é uma espécie de ampla dispersdo no Nordeste
semiarido ocorrendo nos Estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e uma pequena faixa no norte de Minas Gerais (Prado,
2003).

A espécie P. pyramidalis possui algumas atividades farmacolédgicas conhecidas tais
como: diurético, digestivo, antidispeptico, estomatico e antitérmico. Apresenta sua
composicdo quimica triterpenos, esteroides, flavonoides, biflavonoides e acidos fendlicos.
(Oliveira, 2010).

Em um estudo realizado por Agra et al. (2008) em estados da regido nordeste do Brasil
verificou-se que dentre as espécies tidas como medicinais, as plantas do género Poincianella,
foram as mais citadas pela populacdo. Entretanto, apesar da ampla utilizacdo na medicina
popular e de existirem estudos cientificos comprovando atividades terapéuticas, as partes
botanicas utilizadas destas leguminosas ainda possuem pouca informacdo sobre sua
toxicidade em nivel celular (Meneguetti et al. 2014). De acordo com Polleto et al. (2012) e
Bagatini et al. (2007), conhecimentos sobre a acdo em nivel celular de extratos de plantas
medicinais tem grande importancia para aumentar a seguranca do uso pela populagédo e
estimular estudos, mais detalhados, sobre o mecanismo de acdo de compostos quimicos

presentes nestes organismos. Os extratos provenientes de plantas devem ser estudados em
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diversos sistemas-testes, em diferentes concentragdes e tempos de exposi¢do, para a obtengédo
de uma completa avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade (Przedpelska-Wasowicz;
Wierzbika, 2010). A exposicao continua a produtos quimicos sintéticos ou naturais presentes
em preparacdes a base de plantas medicinais pode levar a danos estruturais e funcionais a
macromoléculas. Devido a possiveis efeitos toxicos, que podem ser medidos por Vvérias
metodologias de testes genotdxicos e mutagénicos (Speit e Rothfuss, 2012; Hussin et al.
2014). Entre os varios testes toxicogenéticos disponiveis atualmente, o teste de Allium cepa e
0 teste de micronucleos (MN) em roedores, juntamente com o Ensaio Cometa sdo 0s mais
utilizados (Moraes et al., 2016).

O teste de Allium cepa é usado para avaliar os danos no DNA, tais como aberra¢des
cromossdmicas e avaliar alteragdes no ciclo mitético. A utilizacdo de A. cepa como um
sistema-teste para detectar agentes mutagénicos remonta a década de 40 e ele tem sido usado
até hoje para avaliar um grande nimero de agentes quimicos, o que contribui para aumentar a
sua aplicacdo em estudos de atividade toxicol6gica de plantas medicinais (Leme; Marin-
Morales, 2009). O teste de Micronucleo tem seu lugar entre os testes de biomonitoramento,
pois proporciona um procedimento técnico mais facil em relacdo aos ensaios de aberracdes
cromossdmicas. Além do facil manuseio o teste do microntcleo em medula 6ssea de roedores
in vivo busca detectar e quantificar a acdo mutagénica e/ou anti-mutagénica de agentes
indutores, sendo amplamente aceito pelas agéncias internacionais e instituicdes
governamentais como parte de uma bateria de testes aconselhados para se estabelecer a
estimativa e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no
mercado mundial (Magalh&es et al. 2010; Bona et al. 2012; Queiroz et al. 2013).

Devido a necessidade constante de estudos sobre os efeitos toxicolégicos de extratos
de plantas medicinais, este objetivou avaliar o potencial citotoxico e mutagénico do extrato
hidroalcooodlico da entrecasca de P. pyramidalis, utilizando os testes de Allium cepa e o teste

de Micronucleos em Mus musculus.

1.2 Metodologia

1.2.1 Material vegetal e a obtencdo do extrato hidroalcoolico de Poincianella pyramidalis

A entrecasca de P. pyramidalis foi coletada na fazenda “Farinha”, municipio de
Pocinhos, PB, Brasil (7 ° 07'54,53"S e 36 ° 07'14,51"0), em janeiro de 2015. Um exemplar da
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espécime (CSTR 5036) foi depositado no herbario do Centro de Saude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande.

O material vegetal foi limpo e submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar a
40°C até a manutencdo do peso constante. Posteriormente, foi triturado em moinho de facas
com tamanho de particula de 10 mesh. O pé resultante foi mantido a temperatura ambiente em
recipiente de plastico hermeticamente fechado e protegido da luz. O extrato hidroalcodlico foi
obtido por extracdo assistida por ultrassom a 40 °C durante 60 min, utilizando como solvente
etanol:agua 50% (v/v). Em seguida foi submetido a secagem por aspersdo em um Mini Spray
Dryer Labmag PS-1 (Labmaq do Brasil Ltda), com temperatura de entrada foi de 120°C,
fluxo de ar 40 L.min%, vazdo de ar de secagem 3 mL.min%. O extrato nebulizado (ENPp) foi
seco com o adjuvante didxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) em 20%, em relagdo ao

residuo seco.

1.2.2 Obtencdo das células meristematicas de raizes de A. cepa

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os bulbos de cebola
foram colocados em frascos com &gua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as
raizes atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solucdes de tratamento. Para verificar a atividade
citotoxica e mutagénica dos compostos estudados, foram realizados cinco tratamentos com
cinco repetigdes cada: T1 — controle negativo-CN, onde as raizes dos bulbos foram tratadas
com 4agua destilada; T2 — 0,1 mg/100ml do extrato hidroalcoolico de Poincianella
pyramidalis; T3 - 0,2 mg/100ml do extrato hidroalcoolico de Poincianella pyramidalis; T4 -
0,5 mg/100ml do extrato hidroalcoolico de Poincianella pyramidalis e T5 — Controle positivo
(CP) tratados com sulfato de cobre (0,0006 mg/ml). Os bulbos ficaram submersos nos
tratamentos durante os tempos de exposi¢édo de 24, 48 e 72 horas. Foram observados em cada
um desses tempos de exposicdo (TE) o crescimento de duas raizes selecionadas em cada um

dos bulbos, através da medicao com o auxilio de uma régua como medida de toxicidade.

1.2.2.1 Preparo, leitura das laminas e analise citogenética para o teste A. cepa

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguindo o protocolo proposto

por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio 6ptico em objetiva de 40x. Para cada
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bulbo, analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada tratamento. Foram
observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e teldfase.

Calculou-se 0 numero de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo
de exposicdo, e em seguida foi determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético
(IM) para avaliacdo do efeito citotoxico. Avaliou-se também a acdo mutagénica dos extratos
por meio do numero de células com alteragBes cromossdmicas: micronucleos, metafases

colchicinicas, pontes anafasicas, pontes telofasicas e metafases polipldides.

1.2.3 Ensaio toxicogenético utilizando sistema teste animal

1.2.3.1 Obtencdo e acondicionamento dos animais, grupos tratamentos e procedimento de

administragdo realizados nos camundongos

Neste trabalho, foram utilizados camundongos ““swiss” (Mus musculus L.), machos e
fémeas, com trés meses de nascidos e 30-35 g de peso corpéreo, fornecidos pelo Biotério da
Universidade Federal do Piaui. Os animais permaneceram durante todo o tempo de
experimento em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura constante de 26 + 2°C,
com ciclo claro-escuro de 12 horas. O regime alimentar foi o classico, com ra¢do comercial
padrdo e agua fornecida ad libitum.

Foram estabelecidos cinco grupos experimentais para analise, que foram: Grupo
controle negativo (CN), T2, T3 e T4 — animais tratados com extrato hidroalcoolico de
Poincianella pyramidalis nas concentragdes de 100, 200 e 500 mg Kg™* e T5 — tratados com
Controle positivo (CP) com ciclofosfamida (50 mg/kg), dose equivalente a 36,4% da dose
letal (137 mg = kg);

Para cada grupo, utilizou-se trés camundongos, escolhidos de forma aleatéria
guanto ao sexo. Os tratamentos com extrato hidroalcoolico de P. pyramidalis foram
administrados aos animais via gavagem, em aplicacdo diaria durante sete dias, por meio de
seringa adaptada a aplicacdo oral de pequenas dosagens. Os camundongos do grupo controle
positivo receberam tratamento diferenciado, onde se aplicou ciclofosfamida na concentracéo
50 mg/kg (Carvalho et al., 2010), via intraperitoneal. Os tempos de exposi¢do foram para o
sangue periférico 48, 72 e 168 horas e medula dssea apenas o0 tempo de 168 horas.

Os animais utilizados nesta pesquisa foram tratados conforme os principios definidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e em conformidade aos
preceitos da legislacdo brasileira (Lei Arouca - Lei n® 11794, de 8 de outubro de 2008). O
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protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade
de Ciéncias Médicas de Campina Grande (protocolo niumero 5618092015).

1.2.3.2 Teste do micronucleo via células sanguineas e de medula dssea de camundongos

O teste de microndcleos (MN) utilizando células sanguineas periféricas e medula
Ossea foi realizado de acordo com metodologia descrita previamente por Krishna e Hayashi,
2000. Para a determinacgdo da frequéncia micronucleos em sangue periférico e medula 6ssea,
0 que caracteriza o efeito mutagénico do extrato foram observados 2000 eritrdcitos por animal
em cada amostra de sangue para os tempos de exposicdo (TE) de 48, 72 e 168hs e 400
eritrocitos policromaticos na medula por tratamento para o TE 168hs. Para esta analise foi
utilizado microscépio Optico com objetiva de aumento de 100x. Para determinar a
citotoxicidade do extrato, foi utilizado a equacdo EPC / EPC+ENC, onde EPC: é o nimero de
eritrocitos policromaticos e ENC: o numero de eritrécitos normocromaticos. Foram contados
1000 células em amostras de sangue periférico enquanto que, para amostras da medula 6ssea
foi contabilizado um total de 400 eritrocitos (EPC+ENC) por animal (200/lamina) e 1200

células por tratamento.

1.2.4 Analise estatistica para os dados obtidos com animais

Os dados obtidos neste trabalho por meio do ensaio em Allium cepa e Mus musculus
foram avaliados pelo método estatistico ANOVA seguido pelo teste de Tukey, através do
programa computacional Graph Prism 7.0, e o p < 0.05 foi utilizado como valor de

significancia.
1.3 Resultados e Discussao
1.3.1 Teste de Allium cepa

A caracterizagdo toxicogenética do extrato hidroalcoolico de P. pyramidalis foi realizado
por pardmetros macroscopicos: Tamanho das raizes (TR) e citogenéticos: indice mitdtico (IM) e
Alteragdes cromossdmicas (AC). Diferengas estatisticamente significantes para TR, IM, mas
nédo para AC, foram observadas em comparagdo ao controle negativo (CN), indicando efeitos

toxicos e citotoxicos do extrato nas células avaliadas (Figura 01 e 02).
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A avaliacdo do efeito toxico representado pela varidvel TR nas trés concentraces,
durante os trés tempos de exposicdo (TE) apresentaram significante (p < 0,001) efeito toxico
em comparacao ao CN. Quanto a comparacdo com o controle positivo (CP), as concentracdes
testadas foram estatisticamente igual, o que confirma o efeito toxico das concentragdes, com
excecdo a concentragdo 0,1 mg/100ml no tempo de exposi¢édo de 24 horas (p < 0,01) (Figura
01).

Figura 1: Efeito téxico (tamanho de raizes) de diferentes concentragdes do extrato hidroalcoolico de
Poincianella pyramidalis em células meristematicas de Allium cepa. ANOVA-One-way e pos-teste de Tukey.

Valores de significancia, a: comparado ao controle negativo (CN); b: comparado ao Controle positivo (CP); c:
0.1 mg/100mI comparado a 0.5 mg/100ml. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05.

——
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0.5 mg/100mi 0.75a***
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0.2 mg/100ml 0.88ax***

0.1 mg/100m] 1.17a**%c*
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0.1 mg/100ml

CN

CP
0.5 mg/100ml
24hs
0.2 mg/100ml
0.1 mg/100mil

CN

Tamanho de raizes em cm (TR)

Em nivel celular (indice mit6tico — IM), as trés concentracdes avaliadas apresentaram
efeitos citotoxicos significantes (p < 0,001) para os trés tempos de exposicdo, obtendo valores
estatisticamente iguais em comparacdo ao controle positivo, com excecfes apenas das

concentragdes 0,1 e 0,2 mg/100ml no primeiro TE (24hs) (Figura 02).

Figura 2: Efeito citotoxico (indice mitético) de diferentes concentragdes do extrato hidroalcoolico de
Poincianella pyramidalis em células meristematicas de Allium cepa. ANOVA-One-way e pds-teste de Tukey.
Valores de significAncia, a: comparado ao controle negativo (CN); b: comparado ao Controle positivo (CP); c:
0.1 mg/100mI comparado a 0.5 mg/100ml. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05.
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No teste de A. cepa, resultados de estudos macroscopicos (TR) e microscopicos (IM)
sdo relacionados entre si e geralmente um da suporte ao outro (Radi¢ et al. 2009; Sousa et al.
2013). Portanto, a inibicdo de crescimento da raiz pelo extrato hidroalcoolico pode ser
explicada devido os inferiores 1M estatisticamente observados (p < 0.001) em comparacao ao
CN. Em contrapartida, valores baixos de IM, podem dificultar a anélise de AC, tendo em vista
que a observacdo de mutacOes nesse tipo de bioensaio é feito em células em diviséo celular.
Para o bioensaio com Allium cepa, ndo foram observados valores significantes de alteracdes
cromossémicas.

Melo et al. (2013) constataram que o p6len produzido por P. pyramidalis apresentou
toxicidade para Apis mellifera em condigBes laboratoriais. Outras espécies do Geénero
Caesalpinia ja foram avaliadas quanto ao potencial citotoxico, em concentragcbes e
organismos diferentes, tais como o estudo realizado por Grupta et al. (2004) que
demonstraram a atividade citotoxica das folhas da espécie Caesalpinia bonducella, em células

de tumor mamario de camundongos.

Indicios de citotoxicidade de extratos aquosos de folhas de P. pyramidalis foram
encontrados por Silva et al. (2015), utilizando o teste de Allium cepa. O extrato aquoso desta
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planta apresentou potencial antiproliferativo estatisticamente significativo em ceélulas
meristematicas de raizes de A. cepa nas concentragBes de 1000 e 2000 pug mL™. Por outro
lado, foram encontrados indicios de atividade antimutagénica dessa planta, visto que as
mesmas proporcionaram a reducdo do numero de alteragcBes cromossdmicas induzidas pelo
paracetamol.

Além de estudos sobre a toxicidade das espécies do género Caesalpinia e
Poincianella, tem-se a necessidade da realizacdo de estudos mais aprofundados sobre as
atividades farmacologicas e sobre a composicao quimica, por ser Géneros que contém muitas
espécies com fins medicinais. O Estudo fitoquimico de Chaves et al., 2016 com a casca de P.
pyramidalis constatou a presenca de metabolitos secundarios como polifenois, flavonoides,
taninos condensados e saponinas. No mesmo estudo, eles constataram por cromatografia
gasosa a presenca de acido cafeico, acido galico, catequinas, quercetinas e rutina.

Segundo Sayeed et al. (2004) a acdo em nivel celular da entrecasca da Caesalpinia
pulcherrima possui agdo em nivel celular bem definida, onde os flavonoides existentes em sua
composicdo quimica tém papel importante quanto ao potencial citotoxico frente a linhagens
celulares normais e tumorais. Oliveira (2010) demonstrou que diferentes compostos quimicos
existentes na composicdo de P. pyramidalis quando testados isoladamente possuem acdes,
sejam elas terapéuticas ou ndo. Nesse estudo quimico, foi possivel detectar a presenca de
efeitos citotoxicos dos flavonoides e biflavonoides presentes na casca da P. pyramidalis, tais
como  lupeol, acacetina e  7-hidroxi-4’-metoxiflavona-5«-2,4-  dihidroxi-4’-

metoxidihidrochalcona.

1.3.2 Teste de Micronucleos

A frequéncia de EPCMN e a relagdo EPC/EPC+ENC de amostras obtidas do sangue
periférico e da medula 6ssea dos camundongos tratados com o extrato hidroalcoolico de P.
pyramidalis estdo contidas nas tabelas 1 e 2. A genotoxicidade é indicada pelo aumento
significativo na frequéncia de microndcleos, enquanto a citotoxicidade € indicada pela
reducdo significativa de EPC. O extrato apresentou citotoxicidade em células sanguineas
periféricas nas duas concentracBes mais elevadas nos tempos de exposicdo (TE) de 48 e
168hs. Em relacdo a mutagenicidade, o extrato promoveu efeitos mutagénicos apenas na
concentragdo de 100 mg kg no TE de 168hs. Nas laminas preparadas com a medula 6ssea no
TE de 168hs, o extrato apresentou efeito citotoxico nas duas concentracbes mais elevadas.

Nenhum efeito mutagénico foi observado para o extrato na medula.
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Tabela 1: Freqiiéncia de micronicleo (MN) em eritrocitos de sangue periférico de camundongos e a relagdo
EPC/ EPC+ENC apés, 24, 48 e 168 horas de tratamento com extrato de hidroalcdolico de P. pyramidalis em

diferentes concentracdes.

Tratamento TE Eritrécitos com EPC/EPC+ENC
MN
48hs 3.8+15 0.16 £ 0.01
CN 72hs 3.0+£23 0.1+0.0
168hs 3.0+20 0.12+0.0
48hs 4.0+ 1.66 0.07 £0.03
0,1g/ml 72hs 5+7.66 0.08 £0.01
168hs 14.3 + 6.4* 0.09 £0.01
48hs 3.0+1.0 0.01 +£0.03*
0,2g/ml 72hs 82+21 0.09 £0.01
168hs 6.0 £3.3 0.018 £ 0.01*
48hs 55+4.3 0.016 £ 0.02*
0,5g/ml 72hs 25+1.16 0.8+0.24
168hs 2.8+244 0.01 £ 0.02*
48hs 195+ 2.1* 0.01 £0.0*
CP 72hs 34.2 £ 2.5* 0.009 + 0.0*
168hs 30.2+2.7* 0.02 £ 0.01*

TE: tempo de exposicéo; CN — Controle negativo; CP: controle positivo; * médias diferem do CN no mesmo TE
analisado para p < 0,05 utilizando o teste de RM-MANOVA seguido de Tukey.

Tabela 2: Freqliéncia de microntcleo (MN) em eritrocitos policromaticos (EPC) da medula dssea de
camundongos e a relagdo EPC/EPC+ENC apds o TE de 168 horas de tratamento com extrato de hidroalcoolico
de P. pyramidalis em diferentes concentragdes.

Tratamento TE EPC-MN EPC/EPC+ENC
CN 168hs 1.0+0.0 0.81+0.08
0,1g/ml 168hs 0.66 = 0.44 0.74 +0.18
0,2g/ml 168hs 3.16+£1.22 0.63 £ 0.07*
0,5g/ml 168hs 6.0+ 1.33 0.59+0.17*
CP 168hs 29.16 +4.1* 0.53 +0.08*

TE: tempo de exposicdo; CN — Controle negativo; CP: controle positivo; * médias diferem do CN no mesmo TE
analisado para p < 0,05 utilizando o teste de RM-MANOVA seguido de Tukey.

Ainda sdo poucas as informagbes acerca do potencial toxico e mutagénico de P.

pyramidalis. Luna et al., 2005, verificaram a toxicidade do extrato etandlico da casca e
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fracOes acetato de etila, metanolica e butandlica da planta, constatando a presenca de efeitos
toxicos para os bioindicadores Artemia salina e Aedes Aegypty.

Preparagdes a base de plantas podem conter substdncias conhecidas por sua
toxicidade. Substancias de origem vegetal como alguns flavonoides e compostos aromaticos
como estragol, safrol e metileugenol apresentam potencial mutagénico e carcinogénico
(Rietjens et al., 2005) Van den Berg et al. (2011) listaram compostos de origem vegetal que
possuem as caracteristicas citadas, dentre eles, além dos citados, estdo monoterpenos,

cumarina, polifenois, alcaloides e antraquinonas.

Entretanto, outros metabdlitos secundarios vegetais atuam de maneira inversa aos
referidos compostos com atividade mutagénica. Ensaios realizados com espécies da mesma
familia de P. pyramidalis (Fabaceae) revelaram auséncia de mutagenicidade através de
diversos testes, a exemplo de Caesalpinia ferrea pelo teste Salmonella/microsome assay
(Wyrepkowski et al., 2014); Hymenaea courbaril pelos testes SMART em Drosophila
melanogaster e microntcleo em camundongos (Vale et al., 2013) e Mimosa tenuiflora pelos

testes Salmonella/microsome assay e micronucleo em camundongos.

Ahmad et al. (2013) avaliaram o potencial antimutagénico de Caesalpinia bonducella
contra genotoxicidade em linfécitos humanos e medula 6ssea de camundongos induzida por
metil metano sulfonato. O extrato etandlico da planta reduziu significativamente as aberracdes
cromossdmicas em até 51.75%, assim como o numero de aberragfes por célula in vitro.

Resultados semelhantes aos encontrados por Silva et al., (2015) ja citado anteriormente.

Os resultados na literatura e observados no presente estudo para P. pyramidalis
mostram sua capacidade citotdxica, provavelmente pela presenca elevada de flavonoides e
biflavonoides, a auséncia de genotoxicidade em diferentes testes e sua capacidade
antimutagénica. Chaves et al., 2016, por meio do teste de capacidade de eliminar o radical
DPPH, observaram a atividade antioxidante da planta em questdo o que colabora para sua
atividade antimutagénica logo que o estresse oxidativo estd diretamente relacionado com o

aumento de mutacdes e 0 desenvolvimento de doencas importantes como o cancer.

Estudos como de Sandoval et al. (2016) observaram a atividade antitumoral do extrato
de Caesalpinia spinosa em linhagem de células tumorais de pulmd bem como o aumento
dessa capacidade quando conjugado com a doxorrubicina. Galotaninos também presentes em

P. pyramidalis, foram encontrados em C. spinosa o que justificaria a presenca de tal
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atividade. Outros estudos como de Castarieda et al. (2012) e Uruefia et al. (2013) observaram
a mesma atividade antitumoral, o que pode indicar que espécies do Género Caesalpinia
podem ter constituintes quimicos com efeitos citotoxicos para células tumorais. Porém,
estudos adicionais precisam ser realizados para confirmar tal atividade além de explicitar os

seus mecanismos de morte celular tumoral.
1.4 Conclusao

O extrato hidroalcodlico da entrecasca de Poincianella pyramidalis apresentou efeito
toxico e citotdxico em ensaios toxicogenéticos in vivo o que sugere estudos toxicologicos
adicionais em humanos devido a espécie ser utilizada como planta medicinal bem como

investigar seu possivel potencial antiproliferativo/antitumoral.
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