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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre os diversos reinos, o reino vegetal € o que vem contribuindo de forma
significativa com substancias terapéuticas e farmacoldgicas no tratamento de doencas que
acometem o0s seres humanos, representando um reservatorio importante de composto
terapéutico (MOREIRA, 2009). O uso de plantas medicinais em tratamento de doencas é uma
pratica milenar, tdo antiga quanto a espécie humana (SILVA, 2013). O conhecimento sobre
ervas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades,
1SS0 gera uma riqueza de conhecimentos tradicionais acumulados na populagédo, que se tornou
ndo apenas cultural, mas também algo social. Nos paises em desenvolvimento a populacéo
acaba optando pelo uso das plantas medicinais, por serem mais acessiveis comparadas as
drogas farmacéuticas (MACIEL; PINTO e; JUNIOR, 2001).

Os estudos cientificos relacionados as ervas medicinais vém crescendo
constantemente no Brasil, por estas plantas terem uma grande diversidade bioldgica e
potencial para a cura de vérias patologias, assim vém despertando a atencdo da comunidade
cientifica nacional e internacional, pois aqui se encontra uma das mais ricas floras do mundo.
(SOUZA e FELFILI, 2005).

Dentre as espécies de plantas ditas como medicinais no Brasil, esta a espécie
Schinopsis brasiliensis Engl conhecida popularmente como bralna do sertdo ou baralna,
pertence a familia Anacardiaceae, constituida por aproximadamente 600 espécies agrupadas
em cerca de 76 géneros bastante promissores na busca de substancias bioativas. Sua estrutura
como arvore pode atingir até 12 metros de altura e 20 a 60 cm de diametro, tipico da caatinga
nordestina. Sua utilidade vai do uso da madeira até o consumo como erva medicinal, para
tratamento de diversos tipos de diabetes, depressdo, cancer, doencas cardiacas, derrame e
osteoporose. (MONTANARI e BOLZANI, 2001). Sendo que na medicina popular sdo
utilizadas desde as folhas até a casca. Diversos estudos apontam uma maior eficcia na casca
da S. brasiliensis, sendo utilizada como anti-inflamatério para alivio de alguns sintomas e
doencgas, como gripe, febre, tosse, diarreia e disenteria (SILVA, 2013).

O uso milenar, constante e indiscriminado, apontou que no decorrer do tempo
determinados compostos quimicos constituintes de partes anatbmicas das plantas medicinais
apresentaram efeitos toxicos e perigosos a saude humana. Através de pesquisa foi possivel
mostrarem que muitas ervas medicinais possuem substancias potencialmente agressivas as
células e consequentemente ao organismo humano, e acreditam que o uso deve ser feito com

cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos (MOREIRA, 2009).
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A nivel celular, diversas substancias isoladas de espécies vegetais utilizadas como
fitofarmacos mostraram atividades citotdxicas e/ou genotdxicas e evidenciaram em alguns
estudos incidéncias de neoplasia (JUNIOR, 2005). Pesquisas realizadas para avaliacdo do uso
seguro de plantas medicinais e fitoterapicas no Brasil vem crescendo no decorrer dos anos, e
assim vem chamando a atengdo para o controle de vendas dessas ervas em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais (JUNIOR e PINTO, 2005; SANTOS, 2017).

Portanto, para assegurar que a utilizacao das plantas medicinais seja segura e eficiente
para a populacdo, necessita-se investir em pesquisas cientificas que avaliem os efeitos
benéficos bem como os efeitos toxicoldgicos de diversos compostos presentes nas
determinadas espécies vegetais utilizadas na medicina popular. A braina (Schinopsis
brasiliensis) foco do presente estudo € bastante utilizada pela populacdo brasileira no
tratamento de vérias patologias como osteoporose, gripe, febre, micoses e impoténcia
(SILVA, 2013).

Diante do exposto e visto que a brauna (S. brasiliensis) € uma planta de grande
utilizacdo popular para tratamento de patologias com incidéncias na sociedade brasileira, esse
trabalho teve como finalidade avaliar o potencial toxico, citotdxico e mutagénico do extrato
da entrecasca da referida espécie em diferentes concentragdes, utilizando os testes de

letalidade com Artemia salina e estudos in vivo com células sanguineas de Mus musculus.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Plantas medicinais e a importéancia dos produtos naturais

As plantas medicinais vém desempenhando um papel importante e significativo dentro
da historia do sistema de salide em todo mundo. E ao longo de todos esses anos, estudos
mostram que as espécies vegetais ditas como medicinais sdo utilizadas para tratamento e cura
de doengas. No entanto, os cientistas passaram a observar que havia a necessidade de saber
qual constituinte presente naquela erva medicinal que promovia aquela reacdo benéfica em
nosso organismo como fonte terapéutica, e assim o foco nas pesquisas referentes as plantas
medicinais tomaram um importante rumo em todo o mundo, pois esse estudo foi recolhido
para demonstrar o imenso potencial de plantas utilizadas em varios sistemas tradicionais
(SILVA, 2013).

Existe, atualmente, um grande interesse da medicina em relagdo aos medicamentos de
origem vegetal, muitos acreditam que as drogas derivadas de plantas se devem principalmente
a crenca de que a “Medicina verde”, além de serem mais acessiveis para a populacdo em
paises em desenvolvimento, os medicamentos de origem vegetal podem ser menos agressivos
do que as drogas sintéticas caras, em que muitas das quais causam efeitos negativos (SINGH
e RAGHAYV, 2012). Com o avan¢o dos estudos, pode-se evidenciar que a etnofarmacologia
tem contribuido crescentemente para a saude humana, evidenciando ser uma ferramenta
importante da descoberta de produtos naturais em acdo terapéutica (FERRAZ, 2005).

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas,
dentre outros, tem sido objeto de estudos, onde j& foram comprovadas as acOes
farmacoldgicas através de teste pré-clinicos com animais e muitas destas substancias tém
grandes possibilidades de futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais
(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). Fatores como a féacil obtencédo e a grande tradi¢do do
uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacGes carentes, que vao
desde 0 acesso aos centros de atendimento hospitalares e obtencdo de exames e medicamentos
que favorecem o uso de plantas medicinais por essa populacdo (MOREIRA, 2009).

E notavel o consumo de plantas medicinais também nos paises mais ricos. Na
Alemanha, onde se consome metade dos extratos vegetais comercializados em toda a Europa
(cerca de US$ 3,5 bilhGes do total de US$ 7 bilhdes, ou US$ 42,90 per capita, em valores de
2010), plantas medicinais sdo utilizadas pela populagdo para tratar resfriados (66%), gripe
(38%), doencas do trato digestivo ou intestinal (25%), dores de cabeca (25%), insonia (25%),
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Ulcera estomacal (36%), nercosismo (21%), bronquite (15%), doencas de pele (15%), fadiga e
exaustdo (12%) (VEIGA JUNIOR et al., 2011). Neste contexto, as plantas s&o valiosas fontes
de novos compostos ativos e com baixa toxicidade (NEWMAN et al., 2003).

Por fim, o mercado farmacéutico mundial foi estimado em 505 bilhdes de ddlares, em
2004. Este valor exemplifica a importancia econdmica do setor industrial farmacéutico e,
portanto, a dos produtos naturais, uma vez que segundo Newman et al., (2000) ndo ha duvidas
da influéncia destes no processo de descobrimento de novas drogas. Desta forma o Brasil ndo
deve abdicar de sua vocagdo para 0s produtos naturais, visto que possui a maior floresta
equatorial e tropical umida do planeta e é detentor da maior biodiversidade do mundo,
estimada em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Segundo Calixto (2003)
”esse imenso patrimdnio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade
valor econbmico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas € no campo do

desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade”.

2.1.1 O género Schinopsis e a espécie Schinopsis brasiliensis Engl

O género Schinopsis é constituido por 14 espécies (Tabela 1) conhecidas devido a
utilizacdo de suas madeiras nos meios rurais e urbanos para curtimento de couro ou na
industria madeireira devido a resisténcia a degradacdo por umidade, ataque de insetos e
radiacdo ultravioleta (WILLIANS et al.,, 2001). Assim, em virtude da sua estrutura e
constituicdo quimica, espécies desse género sofrem menos ataques de varios organismos
deterioradores, principalmente de fungos e cupins. A resisténcia a deterioracdo pode ser
atribuida a presenca de taninos e substancias fendlicas complexas, que sdo toxicas aos
organismos xiféfagos (CARDOSO, 2007).
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Tabela 01: Espécies do género Schinopsis com seus nomes populares.

Espécies

Nome comum

S. balansae Engl.

Quebracho, Quebracho Vermelho,
Quebracho Colorado, Chagueno e Quebracho
Colorado, Santafesino.

S. balansae var. pendla Tortorelli

S. brasiliensis Engl

Barauna, Quebracho, Soto, Barauva, Brauna,
Brauna Parda, Brauna-do-sertao,
Chamacoco, Chamucoco, Pau Preto e
Yvyrau

S. brasiliensis var glaba Engl.

S. cornuta Loes

S. Engl

S. glabra (Engl) Buril. Ex. Mey

S. haenkeana Engl. syn. S. lorentzii var.

marginata ( Engler Carb.)

Quebracho Colorado, Soto, Orko Quebracho,
Tiquira, Quebracho Montano, Quebracho,
Crespo e Schinopsis

S. heterophylla Ragon & J. Castigl

S. lorentzii ( Griseb.) Engler syn.

Quebracho Vermelho, Quebracho Colorado
Santiagueno, Paad, Paaj, Maasit, Taining.

S. marginata Engl.

S. pearcei Engl.

S. peruviana Engl.

S. ssp

Barauva, Brauna, Quebracho Hembra.

- N&o encontrado. Fonte: Moreira (2009).

Entre as espécies da familia Anacardiaceae e género Schinopsis encontra-se uma arvore

endémica do Brasil chamada Schinopsis brasiliensis Engl (Figura 01). E popularmente

conhecida como baralna, bratna, quebracho e chamacoco (BRAGA, 1960; PRADO et al.,
1995; CARDOSO et al., 2005). Diferentes partes de S. brasiliensis, como as folhas, a casca, o

caule e a fruta, sdo utilizadas na medicina popular como agentes antiinflamatérios para varias

doencgas, como gripe, febre, tosse, diarreia, impoténcia e osteoporose (ALMEIDA et al., 2005;
ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007). A S. brasiliensis também é usada

como antisséptico natural para tratar feridas e micoses superficiais (SARAIVA, 2007), bem

como para o tratamento de zoonoses veterinarias (CARDOSO, 2001).
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Figura 1: Casca, sementes e folhas de Schinopsis brasiliensis Engl.

Fonte: www.arvoresdobiomacerrado.com.br. 2017.

S. brasiliensis é uma arvore caracteristica da caatinga e uma planta xer6fita, heliofita,
totalmente decidua durante o periodo seco, florescendo em épocas variaveis de um ano para o
outro, 0 mesmo ocorrendo com sua frutificagdo e maturacdo dos frutos. Ocorre sempre em
solos de véarzea ricos em calcio e nutrientes, bem suprido de matéria organica e umidade em
profundidade (VALENTE, 2009).

Na medicina popular o caule, casca do caule, folhas, frutos e resina da baraina sdo
usados no tratamento de fraturas, inflamagBes em geral, impoténcia sexual, tosse, gripe e
diarreia (ALBURQUERQUE et al. 2007). Segundo Agra (2007) a forma de uso e o0 modo de
administracdo da casca do caule em um litro de 4gua com acucar, assim forma como uma
espécie de xarope caseiro, tomando de trés a quatro vezes ao dia até os sintomas
desaparecerem ou a outra forma que se dar por um punhado da casca do caule em um litro de
agua, tomando como cha. No entanto, essa forma de uso e 0 modo de administracdo variam
muito de regido para regido e é dependente da parte da planta usada. (CARDOSO, 2007,
SILVA et al. 2008).
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O uso de plantas medicinais para fins fitofarmaco por parte da populacgéo é questionavel
e perigoso no que diz respeito a toxicidade de planta e de seus compostos bioativos. Assim,
sdo necessarios estudos toxicoldgicos para se conhecer melhor os beneficios e os efeitos

adversos que plantas como, por exemplo, a Bratna podem trazer para o organismo humano.

2.2 A IMPORTANCIA DOS TESTES TOXICOGENETICOS

A fim de descobrir os efeitos adversos de infusdes medicinais, € importante realizacao
de testes que assegurem que as plantas medicinais tenham fins terapéuticos, e assim se possa
chegar a substancia para novos medicamentos vegetais. Os testes toxicogenéticos possuem
papéis importantes e fundamentais nas fases precoces do desenvolvimento de novos farmacos,
sendo que adianta os riscos e, portanto, reduzem as possibilidades de que um novo farmaco
promissor falhe em etapas mais avancgadas. Assim, proporciona a seguranca de que a saude do
ser humano ndo seja colocada em risco (CUNNIHGAM, 2000; DORATO e BUCKLEY,
2006).

No decorrer dos anos € notorio o crescimento de ensaios toxicoldgicos, tornando
menos dispendiosos e mais eficazes na previsdo dos efeitos adversos a saude humana. De
fato, ha cada vez mais interesses em estudar e evidenciar a importancia dos ensaios
toxicoldgicos durante as pesquisas e desenvolvimento de novos farmacos. (DORATO e
BUCKLEY, 2006).

2.1.Lutilizacdo do Teste de Letalidade de Artemia Salina3

O uso de extratos de plantas medicinais para alivio de dores e cura de algumas
doencas, cresce mundialmente. Esses estudos estdo sendo feitos para assegurar a populacéo de
gue o consumo ndo seja prejudicial aos 6rgdos do individuo por consumo em dosagens
erradas e, assim, para estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, diversos ensaios
estdo sendo utilizados na procura dessa estabilidade (FERRAQ, 2017).

A avaliacdo de citotoxicidade é indispensavel para considerar uma substancia ou
tratamento seguro. Compostos bioativos sdo quase sempre tdxicos em altas doses, portanto, a
avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para um
monitoramento simples e rapido durante o fracionamento de extratos. O ensaio de letalidade
para larvas de Artemia salina tem sido introduzido na rotina de muitos grupos de pesquisa

envolvidos com isolamento, purificacdo e elucidagdo estrutural (RUIZ et al., 2005), se
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popularizando como bioensaio principalmente a partir da década de 90 (LHLLIER et al.,
2006).

O teste de citotoxicidade com Artemia salina é um método simples na pesquisa
toxicolégica (MEYER et al., 1982) onde os cistos dos microcrustaceos (Figura 2. A) sdo de
baixo custo, além de permanecerem vidveis por anos no estado seco, possuindo uma boa
correlagéo tanto com testes de toxicidade aguda oral in vivo (PARRA et al., 2001), quanto
com linhagem de celulas humanas (CARBALHO et al., 2002). O ensaio determina valores de
concentragdo letal média (CLso), em pg/mL, de compostos e extratos, sendo que inimeras

substancias ativas conhecidas apresentam citotoxicidade por este teste (MEYER et al., 1982)..

Figura 02: Cistos (A) e o processo de crescimento e diferenciacdo (B) do microcrustaceo A.
salina

Fonte: <https://br.pinterest.com/pin/551479916862349905>.

2.2.3 Utilizacao de Células De Roedores

Ensaios com células de roedores vém apresentando beneficios em relacdo aos outros,
entre as quais podem ser citadas sensibilidade, custo e confiabilidade. Esses testes podem ser
feitos em qualquer populacdo de células, desde que esteja passando constantemente por
divisdo, sendo a medula 6ssea de mamiferos uma das regides mais adequadas, visto que as
células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo de divisdo (HEDDLE, 1973).

Alguns vegetais podem conter compostos quimicos com a capacidade de causar
mutacdes na estrutura do DNA, por isso, ha a necessidade de estudar esses compostos bem
como que tipos de mutacdes sdo capazes de induzir. Para roedores como Mus musculus, 0
teste de micronucleo € um dos mais utilizados. Este teste em medula Ossea é de facil
manuseio, e estd sempre & procura de detectar e quantificar a acdo mutagénica ou anti-

mutagénica de agentes indutores, tendo uma grande aceitagdo pelas agéncias internacionais e
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instituicbes governamentais como uma importante bateria de testes a procura de registros de
novos produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial
(CHOY, 2001).

O teste de micronudcleo se fundamenta na ocorréncia de quebras cromossémicas ou
falhas na ligacdo de cromossomos ao fuso, de modo que o0 processo de maturacdo destas
celulas, quando ocorre a expulséo do nucleo, esta ndo faz de modo integral, permanecendo no
citoplasma estruturas resultantes destes eventos os micronucleos. O teste de microndcleo em
eritrocitos policrométicos de roedores € utilizado para avaliagdo do potencial de um dado
agente em induzir danos cromossomicos (MEIRLES et al., 2013; SANTOS, 2015).

Micronlcleos (MN) sdo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de
fragmentos cromossémicos que, durante a divisdo 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 agente aneugénicos e de agentes clastogénicos. Em eritrocitos apresentam forma
arredondada e medem cerca de 1/10 a 1/5 do didmetro do eritrocito (RIBEIRO, 2003).

Figura3: Fotomicrografia de eritrocito policromatico micronucleado em
medula 6ssea de Mus Musculus (1000X).

; By
e o ©
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Fonte: Santos, 2015.

-k

O referido teste em eritrocitos policromaticos (PCE), que sdo eritrocitos jovens, foi
pioneiramente proposto por Schmid, Matter e Von Ledebuir (1971) e posteriormente
modificado por Heddle (1973). Assim, na conducdo do teste de microndcleo em eritrécitos

policrométicos, é fundamental conhecer a dindmica de maturacdo de linhagem que origina os
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eritrocitos. A primeira célula da linhagem eritrobléstica, formada a partir da célula
indiferenciada, é o pro-eritroblasto. Este, ap6s quatro divisdes origina os eritroblastos, que
passam por uma sé divisdo e ddo origem as celulas nas quais o nucleo € expulso e que se
diferenciam primeiramente em eritrdcitos policromaticos e, posteriormente, em eritrocitos
normocromaticos (NCE) (HOLLAND et al., 2008; VASQUEZ et al., 2010)

O teste de micronicleo em eritrocitos de camundongos apresenta muitas vantagens,
como: micronucleos sdo observados em células de intérfase, dispensando procedimentos de
cultura; teste € realizado é de baixo custo, a analise é simples e as estruturas sdo facilmente
identificadas; teste detecta a acdo de agentes aneugénicos e clastogénicos. Adicionalmente a
genotoxicidade, o teste de microndcleo propicia também a avaliagdo da citotoxicidade de uma
dada substancia atraves do computo da relacio PCE/PCE+NCE (VILAR et al., 2008;
BORGES et al., 2011). Porém apresenta algumas limitacfes, tais como: microndcleos séo
observados apenas em células que passaram anteriormente por uma diviséo, eventos de ndo
disjuncdo mitotica ndo sdo detectados, quebras que promovem rearranjos cromossémicos sem

a ocorréncia de fragmentos ndo sao expressas.
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RESUMO

A Schinopsis brasiliensis Engl € uma planta bastante utilizada na medicina popular,
amplamente distribuida por todo o Nordeste. Tem seu valor econdmico bem estabelecido
tanto por seu consumo da casca, folha e raiz, como por sua madeira que é bastante valorizada.
Esta planta é utilizada na medicina tradicional para o tratamento de fraturas, inflamagdes em
geral, impoténcia sexual, tosse, gripe e diarreia, porém os estudos sobre os efeitos
toxicologicos e genotdxicos do extrato e de seus compostos quimicos ainda ndo foram
determinados e definidos. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
toxicogenéticos do extrato etandlico da entrecasca utilizando diferentes concentracfes e
tempos de exposicdo. Os bioensaios utilizados foram o teste de letalidade de Artemia salina
para avaliacdo toxica e o teste de micronucleo (MN) em Mus musculus para avaliacdo
citotoxica e mutagénica. Os resultados mostraram que o extrato etandlico de Schinopsis
brasiliensis é toxico apresentando CLso de 259,9 pg/ml, porém ndo apresentou citotoxicidade
e nem causou dano mutagénico as células sanguineas analisadas. Estudos adicionais se tornam
necessarios para definicdo dos mecanismos de toxicidade do referido extrato.

Palavras chaves: Plantas medicinais, toxicologia, viabilidade celular, mutacGes.
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1.1 Introdugéo

Os conhecimentos populares associados as barreiras geograficas e econdmicas para a
obtencdo de cuidados de saude contribuem para o uso de plantas medicinais, como chés e
extratos, especialmente nos paises em desenvolvimento, para suprir 0s requisitos basicos
primarios (Firenzuoli e Gori, 2007; OMS, 2011; Akram et al., 2014; Tuttolomondo et al.,
2014; Araujo et al., 2015). No entanto, a exposi¢ao continua a produtos quimicos sintéticos ou
naturais presentes nestas preparacdes pode levar a danos estruturais e funcionais as
macromoléculas, devido a possiveis efeitos toxicos que podem ser medidos por Varios testes
genotoxicos e mutagénicos (Speit e Rothfuss, 2012; Hussin et al., 2014).

Schinopsis brasiliensis Engl é uma espécie pertencente a familia Anacardiaceae,
ocorrendo na caatinga brasileira, com prevaléncia na regido nordeste do pais, de valor
econdmico bastante importante ja que suas folhas, caule, casca e raizes sdo utilizadas na
medicina natural como agentes antiinflamatdrios e para variados tipos de doencas, como
gripe, febre, tosse, diarréia, impoténcia e osteoporose (Almeida et al., 2005; Albuguerque,
2006; Albuquerque et al., 2007). A S. brasiliensis também ¢é usada como antisséptico natural
para tratar feridas e micoses superficiais (Saraiva, 2007), bem como para o tratamento de
zoonoses veterindrias (Cardoso, 2001).

Alguns compostos quimicos ja foram isolados das principais partes anatdmicas dessa
espécie, tais como flavonoides glicosilados, biflavonoides, taninos, monoterpernos como 0s
mircenos, além de derivados de esteroides (Cardoso et al., 2005; Santos et al., 2014). Esses
bioativos estdo presentes na maioria das espécies vegetais utilizadas na medicina popular,
tendo como atividades principais acdo antioxidante e antiinflamatdrias (Santos et al., 2014).
Nesse caso, a principio, a utilizacdo dessa espécie se torna benéfica, entretanto, o uso em
excesso de chas ou infusdes da mesma podem causar problemas toxicolégicos e genotdxicos
considerando as altas dosagens desses biativos bem como de estruturas quimicas ainda nao
estudadas presentes nessa planta (Morais et al., 2016).

Testes toxicogenéticos, nesse caso, se tornam importantes para avaliar os possiveis
efeitos maléficos que espécies vegetais e seus compostos quimicos podem trazer a saude
humana. O teste de letalidade com Artemia salina € bastante utilizado para detectar
compostos bioativos em extratos vegetais, pois 0 mesmo tem um baixo custo e ¢é
relativamente seguro em seus resultados (Ruiz et al., 2005). Ja os testes em in vivo com

animais sdo os principais testes que pode ser feito, pois a fisiologia dos camundongos
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assemelha-se a do homem, entéo quando se faz testes com animais como em Mus musculus,
normalmente os resultados séo extrapolados para o organismo humano (Pourrut et al., 2015).
Desse modo, visto que se trata de uma planta bastante utilizada na medicina popular
para sintomas e doengas com alta incidéncia no pais, bem como da necessidade constante de
avaliagdes toxicologicas com plantas medicinais e seus compostos quimicos, o presente
estudo visou avaliar a toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade do extrato etandlico da

entrecasca de Schinopsis brasiliensis Engl em testes pré-clinicos.

1.2 Metodologia
1.2.1 Obtencéo do extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis

O material vegetal foi limpo e submetido a secagem em estufa de circulagdo 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 po resultante foi mantido a temperatura ambiente em
recipiente de plastico hermeticamente fechado e protegido da luz. O extrato etandlico foi
obtido por extracéo assistida por ultrassom a 40 °C durante 60 min, utilizando como solvente
etanol: 4gua 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 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 dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) em 20%, em relacdo ao residuo seco.

1.2.2 Bioensaio de letalidade em Artemia salina (BSLB)

Para a preparacdo da A. salina, os cistos do microcrustdceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método descrito
por Meyer et. al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia salina) em
becker contendo uma mistura 50:50 de solugdo salina (dgua do mar artificial: 23,0 g de
NaCl, 11,0 g de MgCl..6H-0, 4 g de Na2S04, 1,3 g de CaCl2.2H-0, 0,7 g de KClem 1 L de
agua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando Na>COs, 1N) e agua mineral sob
arejamento constante durante 48 h a 27 = 3° C. Ap0s incubacao, os nauplios ativos livres de
conchas do microcrustaceo foram recolhidos a partir da por¢do mais iluminada da camara
de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio de uma
pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solugéo salina. O
experimento foi realizado por diluigdes seriadas, onde a concentragdo inicial do extrato

etanolico de Schinopsis brasiliensis foi de 1000 pug/ml. Em cada experimento, adicionou-se
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0,5 mL da amostra teste a 4,5 mL de solucdo de salina, mantendo a mesma temperatura de
ecloséo, sob a luz, os nduplios sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés tubos
para cada tratamento. A mortalidade de A. salina foi contada apds 24 horas de exposicao a
extrato vegetal testado. A definicdo da toxicidade do extrato foi baseado nas escalas de
toxicidade de Meyer et al., (1982), de acordo com a escala, os valores de concentragéo letal
(CL)so < 500 pg/ml indicam toxicidade, os valores de (CL)so < 1000 pg/ml indicam
toxicidade moderada enquanto os valores de (CL)s0 < 500 pg/ml sugerem uma falta de

toxicidade.

1.2.3 Ensaio toxicogenético utilizando sistema teste animal

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

administracdo realizados nos camundongos

Neste trabalho, foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus L., linhagem
Swiss, machos e fémeas, com trés meses de nascidos e 40 g de peso corporeo, fornecidos pelo
Biotério central da Universidade Federal do Piaui. Os animais permaneceram durante todo o
tempo de experimento em gaiolas plésticas, em sala climatizada sob temperatura constante de
26 *+ 2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas. O regime alimentar foi o classico, com racéo
comercial padrdo e agua fornecida ad libitum.

Foram estabelecidos cinco grupos experimentais para andlise, que foram: Grupo
controle negativo (CN), T1, T2 e T3 — animais tratados com extrato etandlico de Schinopsis
brasiliensis nas concentragdes de 1,0; 0,5 e 0,1 mg/ml e Controle positivo (CP) — tratados
com ciclofosfamida (50 mg/kg), dose equivalente a 36,4% da dose letal (137 mg = kg);

Para cada grupo, utilizaram-se 05 camundongos, escolhidos de forma aleatéria quanto
ao sexo. O extrato vegetal foi administrado aos animais via gavagem, semelhante a utilizacédo
de chés e infusdes pelo homem, em aplicacdo diéria durante sete dias, por meio de seringa
adaptada a aplicacdo oral de pequenas dosagens. Ja 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 para 0 sangue
periférico foram 48, 72 e 168 horas e medula 6ssea apenas o tempo de 168 horas.

Os animais utilizados nesta pesquisa foram tratados conforme os principios definidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo 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 Experimentacdo Pesquisa
Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piaui (n° 034/2016).

1.2.3.2 Avaliagao da viabilidade celular utilizando o corante Azul de Tripan

Para a realizacdo do teste de viabilidade celular foi utilizado o corante de excluséo
Azul de Tripan. A visualizagdo da citotoxicidade celular foi determinada uma vez que as
celulas sanguineas vivas possuem a membrana celular intacta, ndo permitindo que as mesmas
sejam coradas. Assim, as células coradas indicaram morte celular. Para tanto, utilizou-se 10
uL de sangue periférico retirado através de puncao caudal diluida em 90 puL do corante, sendo
a leitura realizada na camara de Neubauer. A viabilidade celular foi calculada pela seguinte
formula:

Total de células viaveis (ndo coradas)
(V[0 () I — —— x 100
Total de células ndo-viaveis (coradas) + total de células viaveis

1.2.3.3 Teste do Micronucleo via células sanguineas e de medula éssea de camundongos,
preparacdo e andlise das laminas

O teste de micronucleos (MN) utilizando células sanguineas periféricas e medula
6ssea foi realizado de acordo com metodologia descrita previamente por Krishna e Hayashi,
2000. Para a determinacdo da frequéncia de eritrocitos policroméaticos micronucleados
(EPCMN) em sangue periférico da veia caudal, o que caracterizou o efeito mutagénico do
extrato foi observacdo de 2000 eritrécitos policromaticos (EPC) por animal em cada amostra
de sangue, totalizando 10.000 células por tratamento para cada tempo de exposicao 48, 72 e
168hs. Para esta analise foi utilizado microscépio 6ptico com objetiva de aumento de 100x.
Para determinar a citotoxicidade do extrato na medula 6ssea dos animais, foi contabilizado
um total de 400 eritrocitos (EPC+ENC) por animal (200/lamina) e 2000 células por
tratamento. Nesse caso, a relagcdo de citotoxicidade para a medula 6ssea foi calculado por
(EPC/PCE+ENC). A quantidade de MN em eritrdcitos policromaticos (EPCMN) na medula

Ossea foi contabilizada pela leitura de 2000 células por animal.

1.2.4 Andlise estatistica para os dados obtidos com animais
Os valores de CL50 e seu respectivo intervalo de confianga (IC 95%) para o teste de
letalidade de Artemia salina foi calculado a partir de regressdo ndo — linear. Além disso, 0s
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dados obtidos por meio do ensaio em A. salina e Mus musculus foram avaliados pelo método
estatistico ANOVA seguido do Pds-teste de Tukey, através do programa computacional
Graph Prism 7.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA),e 0 p <0.05, p <

0.01 e p < 0.001 foram utilizados como valores de significancia.

1.3 Resultados

1.3.1 Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB).

O extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis nas concentragdes de 125 a 1000 pg/mi
apresentou as maiores letalidades, tendo valores estatisticamente significantes em relagcdo ao
CN e o veiculo (p < 0,01 e p < 0,001) para o tempo de exposi¢do analisado (24h). Com as
concentragOes utilizadas na diluicdo seriada, o valor de CLso foi determinado: 259,9 pg/ml.
Assim, baseado na classificacdo de Meyer et al., (1982) o extrato vegetal se mostrou tdxico.
Este resultado demonstra que concentragdes a partir de 125 pg/ml do extrato podem impactar
negativamente o metabolismo de A. salina. N&o foi observada mortalidade significante para o

veiculo utilizado quando comparado ao CN (Figura 01).

Figura 01: Atividade téxica do extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis em diferentes concentragdes
(Hg/ml) por meio do Bioensaio de Letalidade em Artemia salina (BSLB) utilizando o tempo de exposi¢éo de 24

100 1

ab*** ab**~*

% Mortalidade

Concentrag¢cado (pg/mkL)

CLso (ug/ml) 259,9
IC (ug/ml) 189,90 - 370,10
r? 0,898

CP (KDCr, 16 uM); Valores sdo as médias e desvio padrdo, @ comparado com o CN, "comparado com o
veiculo (DMSO a 0,5%). ** p<0,01; *** p<0,001. Anova oneway, com pd@s teste de Tukey. Cada
concentracdo foi executada com trés tubos (10 nauplios vivos / tubo); CLso: Concentragdo letal 50% em
pg/ml. IC: Intervalo de confianga; r%: Determinagio de coeficiente.
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1.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade em células sanguineas de M. musculus

O extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis ndo causou morte celular significante
em células animais nos tempos de exposicdo (TE) analisados, com excecdo da maior
concentracdo (1,0 mg/ml) no TE de 72h. Ao contrério disso, o extrato vegetal avaliado foi
estatisticamente significante em relacdo ao CP (p < 0,001) o que comprova a nhdo
citotoxicidade do extrato nessas concentragdes diante dessas células. Comparando por TE, as
concentragfes do extrato vegetal também ndo apresentaram valores significantes, com
excecdo a concentracdo de 1,0 mg/ml no TE 72h, onde foi estatisticamente significante (p <
0,05) em relacdo aos outros 02 TE avaliados (48 e 168h) (Figura 02).

Figura 02: Efeito do extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis Engl na viabilidade de
células sanguineas de Mus musculus, determinado por exclusdo de azul de tripan em
diferentes tempos de exposi¢do. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicdo da amostra (DMSO puro). A quimioterépica ciclofosfamida (20
mg/kg) foi usada como controle positivo (CP).
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Os dados foram expressos como a média + desvio padrdo da média. 2; diferente quando comparado ao controle
negativo no mesmo TE e P: diferente quando comparado ao controle positivo no mesmo TE; ¢: 1,0 mg/ml no TE
72h diferente quando comparado aos outros TE por ANOVA seguido de Tukey. p < 0,05 e p <0,001.

Em relagdo aos resultados toxicogenéticos de sangue periférico e medula dssea, o
extrato etanolico de Schinopsis brasiliensis ndo apresentou efeitos citotoxicos e mutagénicos

significantes, ou seja, ndo teve acdo aneugénica e clastogénica no DNA como também nao
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apresentou capacidade de parada do ciclo celular nas células mieloides de M. musculus
(Tabela 01) (Figura 03).

Tabela 01. Avaliacdo da acdo mutagénica e citotdxica do extrato etanélico de Schinopsis brasiliensis em células
de medula dssea de Mus musculus por meio do teste de micronicleos (MN).

Mutagenicidade e Citotoxicidade

Tratamentos Micronucleos EPC/EPC+ENC
Sem tratamento 1,50+ 0,57 0,91 +£0,02
Ciclofosfamida (CP) 20,25 + 0,632 0,43 £ 0,022
1,0 mg/ml 3,75+1,93° 0,91 +0,02°
0,5 mg/ml 2,37 +£1,88° 0,94 +0,03°
0,2 mg/ml 0,87 £1,1° 0,92 +0,04°

CP: controle positivo (20 mg/kg). Relac¢do entre o nimero de eritrocitos policromaticos e a soma de eritrdcitos
policrométicos (EPC) e normocrométicos (ENC) em 400 células analisadas (EPC/EPC+ENC). ANOVA-One-
way e pos-teste de Tukey. n=5. Valores significantes (MD+DP) de p<0,05 para ® comparado ao grupo sem
tratamento, ® & CP.

Figura 3: Avaliacdo mutagénica do extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis em células de
sangue periférico de Mus musculus.
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CN: controle negativo; CP: controle positivo (20 mg/kg de ciclofosfamida). ANOVA-One-way e pés-

teste de Tukey. n=5. Valores significantes (MD+DP) de p<0,05 para @ comparado ao grupo sem tratamento (CN),
b4 CP.

1.4 Discussao

Para o uso de plantas com a finalidade de tratamento e cura de doengas, alguns

cuidados devem ser observados, pois as mesmas possuem substancias extremamente toxicas
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para as células e consequentemente para 0 organismo, por isso, é importante analisar a
toxicidade da planta, que é definida como a capacidade de causar sérios danos ou a morte de
um organismo ou célula. Ainda sdo poucos as informacdes encontradas na literatura acerca do
potencial toxico e genotdxico da espécie Schinopsis brasiliensis Engl bem como do género
Schinopsis, entretanto, o isolamento e a presenca dos compostos quimicos em diferentes
partes anatbmicas dessa espécie sdo bem definido.

Quanto a sua importancia bioldgica, a S. brasiliensis possui atividade antimicrobiana e
antioxidante, porém com possivel toxicidade para seu extrato metanolico segundo Saraiva et
al. (2011). Essa possivel toxicidade, foi confirmada no presente estudo, com valor de CL50 de
259,9 pg/ml. De acordo com McLaughlin et al. (1992) e Rajabi et al. (2015), para valores de
CL50 entre 100 a 500 pg/ml, o extrato ou composto quimico em questdo € considerado
moderadamente toxico. Entretanto Santos et al. (2014), detectou a presenca abundante de
flavonoides e taninos no extrato hidroalcoolico das cascas de S. brasiliensis, aléem da auséncia
de toxicidade dessa planta o qual vai de encontro com o presente estudo.

Flavonoides representam uma das maiores classes de substancias naturais, encontrada
em diferentes tipos de espécies vegetais, incluindo frutas, sementes e plantas medicinais
(David et al, 2004). S&o descritas atividades antiiflamatorias, antiipertensivas, antiarritmicas,
anti-colesterolémicas, entre muitas outras. Sua atividade mais importante € a como
antioxidante (PIETTA, 2000). Nos estudos de Moreira (2009) foram encontrados e isolados
no extrato da Schinopsis brasiliensis a presenca de diversos compostos, com uma abundancia
em flavonoides glicosilados e biflavonoides, estes resultados demonstram uma diversidade
estrutural da espécie, 0o que nos leva a acreditar que esses compostos quimicos que sao
benéficos, caso ndo seja utilizado em dosagem corretas venha a ser responsavel por essa
moderada toxicidade. Isso pode ser explicado pela alta concentracdo de polifendis (taninos,
flavonoides e outros compostos fendlicos), que é bem conhecido por sua toxicidade contra A.
salina (Santos et al., 2010).

No presente estudo o extrato etandlico ndo causou morte celular e nem danos
genotoxicos nas células sanguineas de Mus musculus. A toxicidade aguda em camundongos
também foi avaliada por Santos et al., (2003) e por Chaves et al., (2015) a uma concentragdo
de 2000 mg/ml e ndo foi observado nenhum dano aos orgdos ou morte do animal,
considerando o extrato de folha com baixa toxicidade. Saraiva (2012) avaliou a citotoxicidade
contra macrofagos saudaveis e linhagens de células tumorais por ensaio com MTT {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}, onde o extrato metandlico da folha de

S. brasiliensis ndo apresentou toxicidade para células saudaveis corroborando com o presente
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estudo, porém causou citotoxicidade seletiva para as linhagens K562 (IC50: 43,06 pg/mL),
NCI-H292 (1C50: 27,28 png/mL), HEP-2 (IC50: 32,53 pg/mL) 0 que caracteriza potencial para
atividade antitumoral.

Ha uma diversidade de pesquisas na area de produtos naturais e existe uma dificuldade
para comparagdes dos estudos, devido as divergéncias de metodologias, parte da planta
estudada, composto quimico majoritario dentre outros. Porém as pesquisas em buscas de
possiveis efeitos toxicoldgicos e farmacologicos de plantas medicinais e seus compostos
quimicos devem ser constantes. Os resultados aqui encontrados servem como banco de dados
para a espécie em questdo em relagéo ao seu efeito toxico para o organismo. Ademais, estudos
adicionais com essa espécie devem ser encorajados para descobertas de novas acbes

farmacoldgicas.

1.5 Conclusao

O extrato etandlico de Schinopsis brasiliensis se mostrou toxico em sistema teste

animal, entretanto, em estudos in vivo, ndo apresentou efeitos citotéxicos e mutagénicos.
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