Universidade
Estadual de Goias

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE GOIAS
CAMPUS DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM CIENCIAS APLICADAS
A PRODUTOS PARA SAUDE

KASSIA ROBERTA XAVIER DA SILVA

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DAS CASCAS DE
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville EM DIFERENTES
MODELOS

Andpolis
2019



KASSIA ROBERTA XAVIER DA SILVA

INVESTIGAQAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DAS CASCAS DE
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville EM DIFERENTES MODELOS

Dissertacdo apresentada ao programa de
Po6s-Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias
Aplicadas a Produtos para Saude (nivel
mestrado) da Universidade Estadual de
Goias para obtencao do titulo de mestre em
Ciéncias Aplicadas a Produtos para Saude.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Monteiro Ayres

Co-orientadora: Profa. Dra. Andréia Juliana
Rodrigues Caldeira

Andpolis- GO
2019



BANCA EXAMINADORA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Mestrado em Ciéncias Aplicadas a
Produtos para Saude do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas
Henrique Santillo, da Universidade Estadual de Goias, como requisito necessario
para obtencdo do titulo de mestre.

Prof. Dr. Flavio Monteiro Ayres (UEG)
Orientador

Profa. Dra. Joelma Abadia Marciano de Paula (UEG)
Examinadora Titular Interna ao PPGCAPS

Profa. Dra. Elisa Flavia Luiz Cardoso Baildo (UEG)

Examinadora Titular Externa ao PPGCAPS

Profa. Dra. Valdirene Neves Monteiro (UEG)
Examinadora Suplente Interna ao PPGCAPS

Profa. Dra. Josana de Castro Peixoto (UEG)
Examinadora Suplente Externa ao PPGCAPS



DEDICO

Aos meus pais, Maria Valdeci e Edimar Pereira, ao meu irmado Marcos Paulo e ao

meu esposo, Paulo Henrique pelo amor, apoio e por sempre acreditarem em mim.



AGRADECIMENTOS
Primeiramente agradeco a Deus por ter me permitido chegar até aqui.

Aos meus pais, Edimar Pereira e Maria Valdeci, ao meu irmédo Marcos Paulo, e ao
meu esposo Paulo Henrique pela compreensdo, companheirismo e incentivo de

sempre. Amo VOcCés.

Ao Prof. Dr. Flavio Ayres, por ter confiado em mim, por ter abracado esse projeto,
pelas contribuicbes oferecidas, pela liberdade que me deu para trabalhar e por

contribuir para o meu crescimento.

A Profa. Dra. Elisa Flavia, por aceitar ser minha parceira nessa caminhada. Obrigada
pelo apoio, incentivo e por todas as vezes que precisei e sempre esteve disposta a

ajudar. Sua colaboragéo foi de extrema importancia para 0 n0sso projeto.

A Profa. Dra. Andréia Juliana, por ceder os dados da sua pesquisa no Hospital
Araujo Jorge para que nos pudéssemos selecionar a espécie de estudo.

Ao Prof. Dr. Leonardo Luiz, por estar disposto a ajudar e esclarecer minhas duvidas

sempre que precisei.

A Profa. Dra. Joelma de Paula, pelas diversas sugestdes para a melhoria desse

trabalho.

A equipe dos laboratérios: Pesquisa em Genética (LPG), Biotecnologia,

Microbiologia e Biodiversidade, por terem me recebido tdo bem.

A técnica, Dona Neuza por estar sempre disponivel a me ajudar na padronizacdo da

técnica A. cepa e por tudo que fez e faz pelos que passam pelo LPG.

Ao Me. Lucas Leonardo pelas inUmeras contribuicBes e disponibilidade em ajudar

sempre que precisei e pelos conselhos amigos a mim ofertados!

Aos amigos que fiz nessa jornada e que contribuiram para que a caminhada fosse

mais leve, Yasmim Queiroz, Rafaela Noleto, Gerci Neto e Sara Almeida.

A secretaria do CAPS, Divina Leila por me atender tio prontamente sempre que

precisei.

A CAPES/ FAPEG pelo apoio financeiro.



“Desistir?

Eu ja pensei seriamente nisso, mas nunca me levei realmente a sério.

E que tem mais chdo nos meus olhos do que cansago nas minhas pernas,
mais esperanc¢a nos meus passos do que tristeza nos meus olhos,

mais estrada no meu coracdo do que medo na minha cabeca.”

Cora Coralina



RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville (Fabaceae) € uma planta
pertencente ao bioma Cerrado, popularmente conhecida como barbatimao, e
amplamente utilizada na cultura popular como planta medicinal. O presente estudo
investigou a atividade biolégica do decocto das cascas de Stryphnodendron
adstringens cujo uso foi citado por pacientes diagnosticados com cancer. As cascas
de S. adstringens, foram coletadas em Janeiro de 2018 na Reserva Ecologica, Trilha
do Tatu da Universidade Estadual de Goias- Campus Henrique Santillo. O decocto
das cascas de S. adstringens foi liofilizado para analise do teor de sélidos,
rendimento do método extrativo e para o calculo das concentracdes do decocto
utilizados nos ensaios, expressos em relacdo a matéria seca extraida: 0,008, 0,016,
0,031 e 0,062 g/mL. A perda por dessecacao no p6 das cascas de S. adstringens foi
calculada para quantificacdo dos teores de fendis totais, taninos e flavonoides no
decocto. O potencial antimicrobiano foi testado pelo método de disco-difusdo com
cinco cepas bacterianas: Escherichia coli, Enterococus faecales, Pseudomonas
aeroginosa, Staphylococus aureus e Staphylococus epidermidis. O teste em Artemia
salina foi o utilizado para a avaliacdo da toxicidade preliminar, enquanto o teste do
Allium cepa avaliou o potencial citogenotéxico e mutagénico. A perda por
dessecacdo no po das cacas de S. adstringens foi de 11,34%. O teor de solidos
encontrado no decocto foi de 6,2% e o rendimento de extracdo foi de 31%. O teor de
fendis totais, taninos e flavonoides foram, respectivamente, 13,8%, 8,5% e 0,75%. O
decocto das cascas de S. adstringens apresentou potencial antimicrobiano frente as
cepas de E. faecales, S. aureus e S. epidermidis. E ndo apresentou toxicidade em A.
salina, CLsp= 14.625,000 pg/mL. No teste com A. cepa, 0 decocto apresentou
atividade citotoxica pela parada do ciclo mitético, enquanto as atividades genotdxica

e mutagénica nao foram detectadas nas concentracfes testadas.

Palavras-chave: barbatimdo, planta medicinal, potencial antimicrobiano, teste de

Allium cepa, citotoxicidade.



ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville (Fabaceae) is a plant belonging to
the Cerrado biome, popularly known as barbatim&do, and widely used in popular
culture as a medicinal plant. The present study investigated the biological activity of
the decoction of the bark of Stryphnodendron adstringens whose use was cited by
patients diagnosed with cancer. The barks of S. adstringens were collected in
January 2018 in the Ecological Reserve, Tatu Trail of the State University of Goias -
Campus Henrique Santillo. The decoction of the bark of S. adstringens was
lyophilized for analysis of the solids content, yield of the extractive method and for
the calculation of the decoct concentrations used in the tests, expressed in relation to
dry matter extracted: 0,008, 0,016, 0,031 and 0,062 g/mL. The loss by desiccation in
the powder of the S. adstringens barks was calculated for the quantification of the
total phenol, tannin and flavonoid contents in the decoction. The antimicrobial
potential was tested by the disc-diffusion method with five bacterial strains:
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococus
aureus and Staphylococus epidermidis. The test in Artemia salina was used for the
evaluation of preliminary toxicity, while the Allium cepa test evaluated the
cytogenotoxic and mutagenic potential. The loss by desiccation in the powder of S.
adstringens was 11.34%. The solids content found in the decoction was 6,2% and
the extraction yield was 31%. The content of total phenols, tannins and flavonoids
were, respectively, 13,8%, 8,5% and 0,75%. The decoction the bark of S. astringens
showed antimicrobial potential against strains of E. faecales, S. aureus and S.
epidermidis. And had no toxicity in A. salina, LCs0=14,625,000 pg/mL. In the A. strain
strain, the decoction showed cytotoxic activity due to the stop of the mitotic cycle,
whereas the genotoxic and mutagenic activities were not detected in the tested

concentrations.

Key words: barbatimdo, medicinal plant, antimicrobial potential, Allium cepa test,

cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O cancer é um problema de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento, com mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025
(INCA, 2016). A explicacéo para este crescimento esta na exposicao dos individuos
a fatores de riscos e a redefinicho dos padrbes de vida, nutricdo e consumo
desencadeados pelo processo global de industrializacdo. As alteragOes
demograficas, com reducdo das taxas de mortalidade e natalidade, indicam o
prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional, levando ao
aumento de doencgas cronico-degenerativas, como o cancer (GUERRA et al., 2005;
INCA, 2006; TORRE et al., 2016).

Tais mudancas no cotidiano das pessoas fazem com que o genoma esteja
constantemente sujeito a danos, por fatores externos em funcdo da constante
exposicao a diferentes agentes ambientais de natureza quimica, fisica ou biologica.
Ademais, ha fatores endodgenos que causam danos espontaneos ao DNA. O
potencial mutagénico de um agente pode provocar danos ao material genético,
induzindo mutagdes nas células somaticas e/ou germinativas (SLOCZYNSKA et al.,
2014; DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015). Mutacdes estaveis e em células
germinativas sdo transmitidas para a prole, enquanto as mutacdes somaticas nao
s&o herdaveis (SLOCZYNSKA et al., 2014; DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015).

O acumulo de mutacées em um ou mais genes, bem com a perda de integridade
do genoma por instabilidade genbémica, promovem a perda do controle do ciclo
celular e a progresséo neoplasica (INCA, 2006; ALBERTS et al., 2010; KAWAKAMI;
LIU; DMITROVSKY, 2018). Receber o diagndstico neoplasico € um choque tanto
para os pacientes como para os familiares, que se véem obrigados a defrontar-se
com a gravidade da doenca. O sentimento de ansiedade advindo da confirmacéo
desse evento patologico faz com que muitos pacientes busquem suporte fisico e
emocional de diversas formas. Entretanto, a esperanca de cura pelo tratamento
convencional € acompanhada por possiveis efeitos adversos ao organismo. Isso tem
incentivado a procura de outras medidas terapéuticas como o0 uso de plantas
medicinais a fim de auxiliar a terapéutica convencional e minimizar os efeitos
colaterais (JACONODINO; AMESTOY; THOFEHRN, 2008).
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Os motivos pelos quais as pessoas optam pelas plantas medicinais como
tratamento complementar sdo diversos, dentre eles, destacam-se a facil aquisi¢cao e
baixo custo dos remédios caseiros. Além disso, 0 uso de plantas medicinais € um
costume praticado no ambito familiar sendo indicado por pessoas do convivio diério
dos pacientes como vizinhos, amigos e parentes (JACONODINO; AMESTOY;
THOFEHRN, 2008). A utilizacdo de plantas medicinais e o préprio conhecimento
popular evidenciam a necessidade de pesquisas para 0 esclarecimento e
confirmacado das propriedades terapéuticas das plantas, visando minimizar os efeitos
colaterais e toxicolégicos que podem decorrer do uso dessas espécies, além de
assegurar que a administracao seja feita de modo confiavel e seguro (FIRMO et al.,
2011).

Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville, uma planta pertencente ao bioma
Cerrado, popularmente conhecida como barbatimdo destaca-se neste cenario. As
cascas, entrecascas e folhas dessa espécie sdo amplamente utilizadas na medicina
popular para tratamento de diversos males como, infeccbes microbianas e
parasitarias, infec¢cdes vaginais e uterinas, inflamacdo de garganta, complicacdes
pulmonares, infeccbes respiratorias, hemorragias, Ulceras de pele e estdbmago,
diarréia, problemas circulatérios (FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2013; BRASIL, 2014)
e, mais recentemente, como um tratamento popular para os efeitos colaterais
causados pela quimioterapia (OLIVEIRA; MACHADO; RODRIGUES, 2014). O uso
dessa espécie para tratamentos diversos deixa evidente a necessidade de estudos
gue investiguem o potencial toxico do barbatimdo em diferentes modelos,

contribuindo para o uso dessa espécie de forma segura.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade biolégica do decocto das cascas de Stryphnodendron
adstringens cujo uso foi citado por pacientes diagnosticados com cancer.

2.2 Objetivos Especificos

I. Obter e realizar a caracterizacéo fisico-quimica do material vegetal e do
decocto das cascas de S. adstringens.
[I.  Investigar o potencial antimicrobiano do decocto das cascas de S. adstringens
por meio do teste de disco-difusao.
lll.  Investigar o potencial toxico do decocto das cascas de S. adstringens em
Artemia salina.
IV. Investigar as atividades citotdxica, genotdoxica e mutagénica do decocto das

cascas de S. adstringens pelo teste de Allium cepa.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Cancer

O céancer é caracterizado pela proliferacdo anormal e descontrolada de
células que sofreram alteracdo no material genético, em algum momento do ciclo
celular. As alteragBes que fazem com que uma célula normal adquira caracteristicas
do cancer advém do acumulo de sucessivas mutacdes no decorrer do tempo
(ALBERTS et al., 2010; DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015).

O cancer é uma doenca genética, cujo fenotipo maligno resulta de uma
alteracdo que é transmitida da célula alterada para as células filhas (NUSSBAUM;
MCcINNES; WILLARD, 2016). O aparecimento e desenvolvimento de um clone de
células tumorais € um evento relativamente raro. Isso porque a célula necessita
romper uma série de barreiras fisiologicas para se tornar cancerigena, os chamados
pontos de checagem do ciclo celular (KAWAKAMI; LIU; DMITROVSKY, 2018).
Esses pontos de checagem correspondem a pontos de controle de qualidade, nos
guais eventos moleculares sensiveis a lesdes do material genético induzem
cascatas de sinais relacionados com bloqueio da progressdo do ciclo celular,
ativacdo da maquinaria de reparo e/ou apoptose (FERREIRA; ROCHA, 2010). O
conhecimento do ciclo celular e seus mecanismos de ponto de checagem sé&o
importantes para que haja a compreensdo da etiologia do cancer (SALMON;
KATZUNG, 1998).

3.2 Ciclo celular

Denomina-se ciclo celular, o processo pelo qual as células duplicam o
material genético e se dividem em duas (mitose) ou quatro (meiose) células-filhas.
Durante a mitose, constitui-se um elaborado aparelho para garantir que cada uma
das células-filhas receba um conjunto completo de informacdes genéticas. Este
resultado é obtido por meio de um mecanismo que distribui uma cromatide de cada
cromossomo para cada célula filha (NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2016).

Os mecanismos de vigilancia do ciclo celular, pontos de checagem, sdo 0s
responsaveis por garantir que as células filhas recebam um conjunto completo de

informacfes genéticas ao fim do ciclo celular. Esses pontos de checagem postergam
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0 inicio de cada etapa do ciclo celular até que a fase anterior seja finalizada com a
correcdo dos erros que ocorreram durante o processo. As mutagfes que causam
inativacdo ou alteracdo do funcionamento normal dos pontos de checagem
contribuem para o surgimento de células cancerosas, pois resultam em acumulo de
rearranjos cromossémicos e nimeros de cromossomos anormais, mutacdes génicas

e alteracdes na expressao génica (LODISH et al., 2014; JUSTMAN, 2017).

7

A entrada no ciclo celular é geralmente controlada pelas condicbes
ambientais da célula, que podem gerar sinais de estimulo ou de inibicdo. Esse
controle externo é de extrema importancia por diversas razées. Por exemplo, as
células ndo devem iniciar o ciclo celular quando o0s recursos necessarios para
completar o ciclo ndo estdo disponiveis. Igualmente prejudicial seria se as células
estivessem continuamente se dividindo, independente da atividade das células
adjacentes. Os organismos sdo comunidades de células cooperantes, e esta
cooperacao inclui controles estritos sobre quando as células se dividem (ALBERTS,
2010; LODISH et al., 2014; LIMA, 2016).

A progressdo do ciclo celular (Figura 2) € controlada por uma série de
proteinas chamadas “quinases dependentes de ciclinas” (CDKs). Essas proteinas
(CDKs) sdo assim denominadas, pois necessitam de uma ciclina parceira para
serem ativadas e, posteriormente, reconhecer e fosforilar (adicionar um grupo
fosfato -PQO,) proteinas-alvo, envolvidas em eventos do ciclo celular (POLUHA et al.,
1996). Caso nado ocorra a ligacdo da ciclina especifica, as CDKS permaneceréo
inativas (QUIRK et al., 2013; OVEJERO et al., 2018).

O complexo ciclinas/CDKs compde um sistema responsavel por manter a
homeostase da célula eucaridtica pelo controle do ciclo celular. Esse sistema
controlador atua como um relégio fazendo com que cada evento do ciclo celular
tenha um tempo determinado e limitado para ocorrer. O mecanismo em questao
mantém a ordem dos eventos e assegura 0 sucesso da operacdo por meio da
supervisdo do desempenho do ciclo celular em pontos de checagem (Figura 2) ja
estabelecidos onde séo verificadas a qualidade do DNA e as condi¢cdes do meio
para a progressao normal do ciclo, dentre outros (DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015).

Dessa maneira, a atuacdo das ciclinas e CDKs se da em fases especificas do ciclo
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celular como nas transi¢des das fases, G1 para S (ciclina E; CDK2) e de G2 para M
(mitose) (ciclina B; CDK1) (JORDAO; ANDRADE, 2012).

Figura 1- Visdo geral dos componentes celulares e as etapas que compdem o ciclo
celular.
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Fonte: (RIBEIRO; ZANATTA; STRAUSS, 2015).

Figura 2- Diagrama do ciclo celular, ilustrando a ordem dos pontos de checagem
(checkpoint) e as ciclina/CDKs envolvidas.
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O tempo de duracdo da fase G1 pode variar imensamente dependendo das
condi¢bes internas e dos sinais extracelulares de outras células. Em G1, ha a
preparacgdo da célula para a multiplicacdo, com a producgédo de constituintes celulares
gue serdo essenciais para a nova célula que sera gerada, além da preparagdo para
a sintese de DNA, que ocorrerd na fase S (LODISH et al., 2014; JUSTMAN, 2017).

Nas fases G1 e S, existem diversos mecanismos reguladores que irdo afetar
a multiplicacéao celular. Os fatores de proliferagdo, como os produtos de oncogenes,
ativam a multiplicacdo celular, enquanto que os controles de retroalimentagéo
(“feedback” sao inibidores da multiplicacdo celular. Estes controles s&o, por
exemplo, genes supressores tumorais, que detém a replicacdo celular quando ha
dano no DNA, para que ele seja reparado. Outro mecanismo regulador é a apoptose
gue promove a morte de células desnecessarias ou perigosas ao organismo
(SALMON; KATZUNG, 1998).

Os eventos que precedem a divisdo celular ocorrem na fase G2/M, que se
caracteriza como o segundo ponto de checagem do ciclo celular. Nesta fase, o
sistema de controle celular desencadeia eventos mitoticos iniciais que levam ao
alinhamento dos cromossomos no fuso metafasico (ALBERTS, et al., 2010). Em
seguida, tem-se inicio a fase M, mitose, em que ocorrera divisdo do material nuclear
e do conteudo citoplasmatico, dando origem a duas células filhas, com organelas e
demais constituintes celulares, finalizando o ciclo de replicacao celular e retornando
a fase GO (ALMEIDA et al., 2005; DIAZ; SAITO; CHAMMAS, 2015; LIMA, 2016).

A célula tumoral néo finaliza o ciclo de replicacéo celular, ou seja, ndo retorna
a fase GO, assim passa da fase M para nova fase G1 (ALMEIDA et al., 2005). O mau
funcionamento do sistema de reparo durante o ciclo celular pode resultar no
acumulo de lesdes tais como: translocacdo cromoss6mica, amplificacdo génica e
mutacdo pontual e o0s demais processos que estdo diretamente ligados a
carcinogénese (FERREIRA; ROCHA, 2010).
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3.3 Terapias complementares

Existem, atualmente, cinco possiveis formas de abordagem no tratamento de
uma neoplasia maligna: excisdo cirurgica, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia
e a fototerapia dindmica. Dentre essas, a quimioterapia é a mais utilizada para o
tratamento da doenca. Porém, ela ocasiona diversos efeitos adversos ao paciente. A
guimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas que atuardo
diretamente nas células, interferindo no ciclo celular. Esta opg¢éo terapéutica pode
levar a remissdo completa da neoplasia. No entanto, ainda é consideravel o nimero
de pacientes que nao respondem bem a este tipo de tratamento (OLIVEIRA; ALVES,
2002; FUKUMASU et al., 2008; REIS et al., 2008; PESSOA et al., 2016).

As limitagbes no tratamento do cancer com quimioterapia incluem:
incapacidade dos farmacos de acederem as células hipoxicas de tumores solidos;
agressao as celulas saudaveis por falta de especificidade dos agentes
antineoplasicos, em especial as células gastrointestinais e hematologicas, causando
inimeros efeitos adversos no organismo. Dentre esses efeitos pode-se destacar:
nauseas, vomito, constipacdo, anorexia, mucosite, diarreia, neutropenia, fadiga,
alteracdes nas unhas, hiperpigmentacdo da pele e alopecia (SANTOS;
ELISABETSKY, 1999; OLIVEIRA; ALVES, 2002; SOUZA et al., 2017). Esses sao
alguns dos motivos que levam muitos pacientes com cancer a recorrer a terapias
complementares e alternativas como tratamento adjuvante aos convencionais, como
0 uso de plantas medicinais (CASSILETH; DENG, 2004; ALMEIDA et al., 2005).

Algumas plantas apresentam efeitos quimiopreventivos e antineoplasicos
promissores (FUKUMASU et al., 2008). Desse modo, alguns compostos encontrados
nas plantas medicinais podem amenizar eficientemente os efeitos colaterais
advindos do tratamento de doencas graves, como o cancer (DAVID; WOLFENDER,;
DIAS, 2014). Entretanto, o principal problema ocorre quando plantas sao
consumidas sem o acompanhamento médico, simultaneamente com medicamentos
convencionais, podendo ocorrer interagdes medicamentosas perigosas. Deste
modo, € importante a analise dos aspectos quimicos e bioquimicos dessas espécies
com potencial quimioterapico (FUKUMASU et al., 2008; MARTINS et al., 2017).
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3.4 Histoérico de utilizagdo de plantas medicinais

As plantas sao fonte de moléculas com uma ampla variedade de aplicacoes, e
a humanidade aprendeu a aproveitar seus beneficios e reconhecer seus efeitos
toxicos ao longo da historia (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO,
2018). Neste cenéario, e ndo menos importante, temos 0s remédios caseiros
advindos de diferentes espécies de plantas e utilizados para tratar uma ampla gama
de doencas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os primeiros registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais datam de
2.600 a.C. e relatam a existéncia de um sofisticado sistema medicinal na
Mesopotamia com aproximadamente 1.000 substancias derivadas de plantas. A
medicina egipcia remonta de 2.900 a.C., mas o registro mais util preservado é o
"Papiro Ebers" de cerca de 1.550 a.C., contendo mais de 700 drogas, principalmente
de origem vegetal (BORCHARDT, 2002, DUARTE, 2006, CRAGG; NEWMAN,
2013). Algumas espécies citadas nesses manuscritos [Glycyrrhiza glabra L.
(alcaguz); Cupressus sempervirens L. (ciprestre) e Papaver somniferum L.(papoila
dormideira)] continuam sendo usadas nos dias atuais (DUARTE, 2006; CRAGG;
NEWMAN, 2013).

O conhecimento de plantas com potencial terapéutico tem sido transmitido ao
longo das geracbes e permanece até os dias atuais (ANTONIO; TESSER;
MORETTI-PIRES, 2014). Ha um forte sincretismo entre praticas africanas e
indigenas quando falamos do modo de uso e preparo de espécies vegetais
utilizadas nas praticas terapéuticas. Praticas essas, que teriam sido originadas a
partir da associacdo entre o conhecimento, crencas e as concepc¢des derivadas de
um vasto campo de experimentacdo empirica ao longo dos anos (MONTELES;
PINHEIRO, 2007).

A comercializacdo das plantas medicinais € feita principalmente por “raizeiros”,
conhecedores tradicionais, responsaveis por identificar a planta medicinal, coletar a
parte a ser utilizada, preparar e indicar o remédio caseiro. Os locais de atendimento
desses “raizeros” sao diversos, podendo ocorrer no domicilio em que residem ou
ainda em bancas nas ruas, feiras livres e mercados (DIAS; LAUREANO, 2010).
Porém, a partir da ampla divulgacdo algumas plantas medicinais também passaram

a ser comercializadas em farmacias e lojas de produtos naturais. Nesse caso, as
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preparacdes de plantas medicinais sdo adquiridas com rotulagcdo industrializada
regulamentada de acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
26/2014, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ARAUJO et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2007; BRASIL, 2014).

O uso de plantas como recurso terapéutico aumentou de modo acentuado
com o passar dos anos (RODRIGUES et al., 2017). Muitos fatores contribuem para
esse aumento, tais como: alto custo de medicamentos alopéticos, o dificil acesso da
populacdo a assisténcia médica, bem como a tendéncia o uso de produtos de
origem natural (COELHO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017). Desse modo, a
complementacgédo terapéutica com plantas medicinais € um fenémeno social inter-
relacionado com fatores biologicos, sociais, culturais e econdmicos (BAGATINI et al.,
2009; SANTOS et al., 2011; MENEGUELLI et al., 2017). Muitas das espécies nativas
utilizadas pela populagéo para fins medicinais sdo cultivadas domesticamente, o que
reduz ou elimina os gastos com medicamentos sintéticos, gastos que oneram o0
orcamento domeéstico de muitas familias brasileiras principalmente quando se tem
criancas ou idosos (CALIXTO; RIBEIRO, 2004).

Esse crescimento no mercado botanico desperta o interesse de empresas
farmacéuticas, estimula o surgimento de estudos farmacoldgicos, pré-clinicos e
clinicos randomizados bem controlados, a fim de comprovar a eficiéncia e seguranca
da espécie estudada. Revistas cientificas dedicam se a publicar estudos cientificos
tanto de abordagens basicas como clinicas sobre fitoterapicos, com objetivo de
fornecer subsidios futuros, para a prescricdo médica dos fitoterapicos. Apesar disso,
até o momento, as informacdes disponiveis sobre os fitoconstituintes e as
propriedades biolégicas de uma ampla variedade de plantas endémicas em biomas
pouco estudados permanecem nao identificados e ndo caracterizados (CALIXTO,
2000; FONSECA; PEREIRA, 2004; BALDIVIA et al., 2018).

Com relacdo a biodiversidade, o Brasil € o pais com a maior biodiversidade
do planeta, associada a uma rica diversidade étnica e cultural da qual advém um
vasto conhecimento tradicional com relacdo ao uso de plantas medicinais. Esses
fatores contribuem para o desenvolvimento de pesquisas com resultados
promissores no ambito tecnoldgico e terapéutico (BRASIL, 2006). E indiscutivel a

importancia das plantas medicinais em nosso pais, onde raizes culturais contribuem
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para a sobrevida do uso de plantas como remédio, 0 que preconiza a necessidade
de debates sobre seguranca, eficacia e legitimidade dessas préaticas terapéuticas
(ELGORASHI et al., 2003; SPADACIO; BARROS, 2008; SANTOS et al., 2011;
MENEGUELLI et al., 2017).

3.4.1 Metabolismo de Xenobidticos

A planta medicinal possui compostos que podem agir como xenobiéticos, ou
seja, compostos estranhos ao organismo humano que podem se tornar téxicos pelo
processo de biotransformacédo. Os efeitos advindos da biotransformacdo nem
sempre sao imediatos e facilmente correlacionados com a ingestao, podem ocorrer
efeitos que se instalam por longo prazo de forma assintomatica, podendo causar
quadro clinico severo, algumas vezes fatal (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).

A biotransformacéo ocorre principalmente no figado em duas fases distintas,
por meio de um grupo de isoenzimas denominadas citocromo 450. A fase | é
caracterizada por reacdes de oxidacdo/reducéo, transformando os compostos em
metabolitos mais hidrofilicos através da adicdo de grupos funcionais polares como
hidroxila (-OH) ou amina (-NH;) na cadeia do composto xenobiotico (OLIVEIRA,
2008; TANIGUCHI; GUENGERICH, 2014; BANDEIRA et al., 2014; PAIXAO et al.,
2016). Caso o metabolito ndo seja facilmente excretado, ocorre entdo a fase I,
caracterizada por reacfes de conjugacao/ hidrdlise. As reacfes de conjugacao
promovem a modificagcdo dos compostos por ligacdes de grupos hidrofilicos como o
acido glicurénico, tornando os conjugados mais polares e faceis de serem
excretados pelos rins na urina (TANIGUCHI; GUENGERICH, 2014).

Para que haja compreensao dos efeitos desses xenobidticos ao organismo,
inicialmente, é necessario investigar a acdo desses compostos em testes com
modelo animal ou em cultura de células. Os resultados encontrados nessas
investigacfes podem servir de subsidio para a conscientizacdo de que algumas
plantas medicinais apresentam compostos que podem causar efeitos toxicos ao
organismo (FUKUMASU et al., 2008). J& que a escassez de informacdes precisas e

atualizadas sobre os riscos do uso indiscriminado de plantas medicinais pode ser
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considerada um dos fatores que contribuem para a automedicacdo (MORAES;
ALONSO; OLIVEIRA-FILHO, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento utilizam as plantas medicinais como a principal opcgéo
terapéutica (BRASIL, 2006). Entretanto, ainda faltam muitas informagdes a respeito
do uso que as comunidades fazem das plantas, seja na tentativa de elucidar as
fontes disponiveis desses recursos para a populacdo, seja no intuito de entender
melhor os valores culturais agregados ao uso de plantas por essas comunidades ou
na formulacdo de apontamentos que priorizem a conservagado e o0 uso sustentavel
desses recursos (GUARIM- NETO; MORAIS, 2003).

3.5 Cerrado como fonte de plantas medicinais

O Cerrado esta localizado no Planalto Central do Brasil que, como area
continua, engloba os estados de Goias, Tocantins e Distrito Federal, e parte dos
estados da Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Piaui, Rondonia e Sdo Paulo (VALENTE, 2006; BRASIL, 2018). Classificado
como o segundo maior bioma no territério nacional, o Cerrado ocupa 22% do
territorio brasileiro, com cerca de 2.036.448 Km? (EMBRAPA, 2018). O clima dessa
regido é estacional, com duas estacdes bem definidas, o periodo chuvoso, que dura
de outubro a marco, e o periodo seco, de abril a setembro. A precipitacdo média
anual € de 1.200 a 1.800 mm e as temperaturas sao geralmente amenas ao longo
do ano (KLINK; MACHADO, 2005; REATTO; MARTINS, 2005).

Esse bioma é considerado a ultima fronteira agricola do planeta, cuja riqueza
deve-se: a) a localizacéo entre as florestas Amazoénica, Atlantica e a Caatinga; b) as
fitofisionomias que variam de campos abertos- o campo limpo, vegetacdo dominada
por gramineas, sem a presenca dos elementos lenhosos como arvores e arbustos;
c) matas de galeria, dispostas ao longo dos rios; d) cerraddes e matas secas, com
grande quantidade de arvores e aspecto florestal. No Cerrado encontramos ainda o0s
campos rupestres, caracterizados pela vegetacdo que nasce no meio de pedras e as
‘veredas’ que sdo areas muito umidas, brejadas, onde predomina o buriti, e sédo

procuradas pelos passaros e 0s animais para se esconderem do calor nos dias



28

quentes (DIAS; LAUREANO, 2010; SOUZA-KANESHIMA, et al., 2016; EMBRAPA,
2018; BRASIL, 2018).

O bioma Cerrado possui uma das maiores floras vegetais do mundo,
estimada entre 12.000 e 13.000 mil espécies, compondo um cenario de exuberante
diversidade bioldgica, heterogeneidade de habitats, ampla variedade de recursos
naturais e influente arcabouco cultural das populagcbes que nele vivem
(MENDONCA,; FELFINI; WALTER, 1998; SCARIOT; SOUSA-SILVA; FELFILI, 2005;
FORZZA et al., 2010; BRASIL, 2018).

Considerado como um dos hotspots mundiais de biodiversidade, o Cerrado
apresenta extrema abundancia de espécies endémicas e sofre uma excepcional
perda de habitat advinda da elevada pressdo antropica (MYERS et al., 2000;
BRASIL, 2018). O termo hotspots foi criado em 1988, pelo ecologo inglés Norman
Myers, com objetivo de definir areas prioritarias de conservacdo. O territorio
brasileiro possui dois biomas inclusos nessa lista, sendo eles: Mata Atlantica e o
Cerrado (TRISTAO, 2017).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, o Cerrado € o bioma brasileiro mais
ameacado em decorréncia da conversao para usos alternativos de solo, tendo como
consequéncia a perda de cobertura vegetal. A dindmica de substituicéo inclui tanto o
desmatamento quanto os incéndios florestais, fatores que favorecem: alteracédo da
paisagem, fragmentacdo dos habitats, extincdo de espécies, invasao de espécies
exoticas, podendo acarretar ainda, erosdo dos solos, poluicdo de aquiferos,

assoreamento dos rios e desequilibrio no ciclo do carbono (BRASIL, 2011).

Apesar da riqueza de espécies e importancia ecoldgica, varias espécies do
Cerrado foram inseridas na “Lista das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de
Extincado” (MMA n° 6/2008). No total, 472 espécies sao listadas, destas, 131 estdo
presentes no Cerrado. Por essas razfes e principalmente pela alta biodiversidade, o
Cerrado é considerado como um dos biomas mais ricos, mas também um dos mais
ameacados do mundo (BRASIL, 2011).

As espécies vegetais presentes no Cerrado sdo utilizadas pela populacdo
para diferentes fins, tais como: alimenticio, ornamental, forrageiro, medicinal, dentre

outros. As espécies com propriedades medicinais estdo entre as mais procuradas,
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evidenciando a importancia socioecondémica para as populacdes que vivem em zona
rural ou urbana (CALIXTO; RIBEIRO, 2004). Apesar de apresentar paisagens que a
primeira vista possam parecer monétonas, o Cerrado € uma abundante fonte de
plantas medicinais, com uma riqueza excepcional de ecossistemas, espécies e
recursos genéticos (KLINK; MOREIRA; SOLBRIG, 1993). Desse modo, os estudos
destinados a flora do Cerrado s@o importantes ndo sé pelo conhecimento cientifico
gerado, mas também como forma de conscientizar para a preservacao da

diversidade desse hotspot.

3.5.1 Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

O género Stryphnodendron Mart. pertence a Familia Leguminosae ou
Fabaceae, com 600 géneros e 12.000 espécies compreendidas em trés subfamilias:
Cesalpinioideae, Faboideae e a Subfamilia Mimosoideae, onde Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville se encontra (SOUZA-KANESHIMA et al.,, 2016). S.
adstringens (Figura 3) é uma espécie medicinal nativa do Cerrado brasileiro, tipica
do cerrado stricto sensu (LEWIS, 1987; LEWIS et al., 2005).

S. adstringens tem como sinonimia: Acacia astringens Martius, Mimosa
barbadetiman Velloso, Mimosa virginalis Arruda e Stryphnodendron barbatimam
Mart (BRASIL, 2014). O nome Stryphnodendron vem do grego Stryphnos, que
significa duro e Dendron significa arvore, enquanto o epiteto adstrigens significa
adstringente (PANIZZA et al., 1988). Popularmente, S. adstringens € conhecida
como barbatimdo. Entretanto, devido a variacdo regional, essa planta pode ser
encontrada sob outras denominacdes, como: chordozinho-roxo, casca da virgindade,
uabatimé, abaramotemo, casca-da-mocidade, ibatimd, paricarana, faveiro e enche-
cangalha (LORENZI, 2008; RODRIGUES, 2012 ).

As folhas do barbatiméo (Figura 3-C) sao bipinadas com seis a oito foliolos
compostos e peciolo medindo entre 6,5 a 9 cm (EURIDES et al.,, 2010; SOUZA-
MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018) e folidlulos de tamanho entre
30 a 60 mm, com a mesma coloracdo em ambas as faces. As folhas dessa espécie
nao apresentam tricomas, estruturas que atuam contra a perda de agua decorrente
do excesso de transpiracéo foliar (RODRIGUES, et al., 2015).
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A floragao ocorre entre os meses de setembro a novembro. A inflorescéncia
se da por espigas laterais que brotam de nés desfolhados, com 100 flores de 6 mm
de comprimento e de corola creme esverdeada (Figura 3-D). A frutificacdo acontece
entre o periodo de novembro a junho, os frutos sdo vagens cilindricas, indeiscentes,
de 6-9 cm de comprimento, com inlUmeras sementes de coloracdo verde, quando
imaturos, e de cor parda, quando maduros (Figura 3-E) (TOKARNIA et al., 2000;
LORENZI, 2008; EURIDES et al., 2010).

A maturacdo dos frutos ocorre durante o periodo de seca, pouco antes do
inicio da estacdo chuvosa, 0 que aumenta as probabilidades de germinacdo e
crescimento da plantula. Durante a estacdo chuvosa, ha um aumento na umidade e
abundancia temporaria de nutrientes em decorréncia do processo de decomposicéo
da serrapilheira acumulada no periodo de seca, permitindo o desenvolvimento de
um sistema radicular profundo antes da proxima seca, 0 que aumenta as chances de

sobrevivéncia de um novo individuo (FELFILI et al., 1999).

A espécie apresenta caracteristicas pioneiras, produzindo grandes
guantidades de sementes, sendo aproximadamente 13.100 unidades em um
quilograma de sementes. Entretanto, poucas as sementes prosperam para a
perpetuacdo da espécie (LORENZI, 2008; MEIRA et al., 2013). As sementes de S.
adstringens sdo muito predadas por insetos, mesmo as vagens em processo de
maturacao apresentam vestigios de predacdo. A maturacao dos frutos no periodo de
seca pode ser uma estratégia que a planta adquiriu para evitar a predacao, ja que

nesse periodo os insetos estdo em niveis baixos (FELFILI et al., 1999).

O padréo de floracao e frutificacdo anual agregada a grande fertilidade com
as arvores frutificando todos os anos, quando nao perturbadas pelas queimadas,
contribui de forma significativa para a manutencdo e abundancia dessa planta na
comunidade. Isto compensaria a desvantagem trazida do longo periodo de
maturacao dos frutos, quando ficam expostos ao ataque de insetos (FELFILI et al.,
1999).
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Figura 3- Aspectos gerais do barbatimdo (S. adstringens). A- planta inteira, B-corte
longitudinal no caule do barbatimdo, evidenciando a coloragdo avermelhada, em
funcdo da quantidade de taninos C- estrutura foliar do barbatiméo, D- inflorescéncia
do barbatiméo (seta), E- Frutos do barbatiméao.

Fonte: propria autora.

Na fase adulta, o barbatimédo pode atingir de quatro a seis metros de altura e
o diametro do tronco varia entre 20 a 30 cm (Figura 3) (EURIDES et al., 2010). As
cascas caulinares, quando secas, apresentam-se em fragmentos arqueados, com
dimensbes e formatos muito variados. Em seccdo transversal as cascas do
barbatimdo apresentam, em média, 0,6 mm de espessura quando secas, e de 10
mm a 12 mm de espessura quando hidratadas, tendo a regido floematica, mais

interna, coloragdo marrom clara, quando comparada a regido do suber, mais externa
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e de intensa coloracdo marrom-avermelhada. Nos caules jovens, o suber apresenta-
se, em vista frontal, de colorag&o escura e aspecto granuloso, homogéneo, portando
fissuras estreitas e profundas no sentido transversal. As porc¢des caulinares antigas
apresentam coloragdo marrom-escura ou marrom-acinzentada, quando na presenca
de liquens, sempre com profundas fendas, predominantes no sentido transversal, ou
com cinturas consecutivas, desprendendo-se em placas de dimensfes e formatos
variados, irregulares, deixando depressdes profundas no local. A fratura da casca é
do tipo granulosa em relacao a regiao do suber e fibrosa, estriada longitudinalmente,
esquirolosa, na regido floemética (BRASIL, 2010).

O barbatimdo é bem conhecido pelas comunidades rurais, pois os produtos
advindos dessa planta sdo fundamentais para a subsisténcia dessas comunidades,
as quais fabricam, comercializam e consomem remédios caseiros dessa arvore e
utilizam a madeira para a geracao de energia domestica. Além disso, o barbatimao
também é utilizado por algumas empresas florestais no processo de recuperacédo de
areas degradadas. Outras atribuicbes em que a espécie é utilizada: curtimento de
pele, fabricacdo de tintas e como planta ornamental (LORENZI, 2008; CHAVES et
al., 2017).

Segundo Brandao et al. (2008), a segunda espécie mais frequentemente
mencionada descrita pelos naturalistas do século XIX e descrita na 12 edicdo da
Farmacopeia é o S. adstringens, tradicionalmente usada como adstringente devido
ao alto teor de taninos (aproximadamente 30%) nas cascas. O valor comercial e
medicinal do barbatimdo estad relacionado a um grupo de compostos fendlicos

denominados taninos.

Os compostos fendlicos (polifendis) sdo os metabdlitos secundarios mais
abundantes no reino vegetal. Com mais de 8.000 estruturas fendlicas atualmente
conhecidas, estruturas altamente diversificadas e massas moleculares variando de
<100 Daltons para compostos fendlicos simples a >30.000 Daltons para estruturas
altamente polimerizadas. Os polifen6is possuem uma estrutura comum
compreendendo um anel benzénico aromatico com um ou mais substituintes
hidroxila (KY et al., 2016). Os taninos sdo um grupo heterogéneo de compostos
polifendlicos sollveis em agua com até 20 grupos hidroxila e estdo presentes em
plantas, alimentos e bebidas (JESUS et al., 2012).
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O termo “taninos” & derivado da antiga raiz |éxica celta “tann” que significa
carvalho e foi usado pela primeira vez em 1976 em curtumes. Esta palavra também
foi usada para designar a substancia de origem vegetal capaz de transformar couro
de animais em pele estavel (BELE; JADHAV; KADAM, 2010; KY et al.,, 2016;
HOYOS-MARTINEZ et al., 2019). Uma definicdo precisa e muita empregada
atualmente para taninos foi dada por Bate-Smith e Swain (1962), segundo o qual o
termo designa que: taninos sao compostos fendlicos sollveis em agua com pesos
moleculares entre 500 e 3.000 Daltons, além de apresentarem as reacdes fendlicas
usuais, possuem a capacidade de precipitar alcaldides, gelatina e outras proteinas
(BATE-SMITH; SWAIN, 1962; SOUZA-KANESHIMA et al., 2016;).

A categorizacdo dos taninos € feita com base nos aspectos estruturais e
caracteristicas quimicas. Tradicionalmente, os taninos eram classificados em duas
classes principais, sendo elas: taninos condensados (proantocianidinas) e
hidrolisaveis. Entretanto, atualmente dois outros tipos sdo também considerados,
isto €, taninos complexos (taninos hidrolisaveis e condensados) e florotaninos
(presentes nas algas) (HOYOS-MARTINEZ et al., 2019). Os taninos tém diversas
funcdes como: a) defesa contra ao ataque de herbivoros e patdgenos; b) suporte
mecanico; c) atracdo de polinizadores e dispersores; d) protecdo contra raios
ultravioleta e alelopatia (ALMEIDA et al., 2010; CHINI, 2013). Compostos tanantes
podem ser encontrados em diferentes partes da planta como: raizes, flores, frutos,
folhas, cascas e madeira (PAES et al., 2010).

Os taninos hidrolisdveis sdo compostos contendo um nucleo central de
glicose ou outro poliol esterificado com acido galico, também chamado de
galotaninos, ou com o acido hexa-hidroxidifénico, também chamado de elagitaninos
(Figura 4) (MACAKOVA et al., 2014; LADDHA; KULKARNI, 2019). Os taninos
hidrolisaveis podem ser hidrolisados por &acidos/bases fracos para produzir
carboidratos e acidos fendlicos (HAGERMAN, 2002; LADDHA; KULKARNI, 2019).
Algumas espécies de plantas contém galotaninos ou elagitaninos e outras contém
tanto taninos hidrolisaveis quanto condensados (SHIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI;
Pl1zZZl, 2018). Geralmente, os taninos hidrolisdveis sdo menos abundante em
madeiras do que os taninos condensados (QUEIROZ; MORAES; NASCIMENTO,
2002).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669018309075#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669018309075#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669018309075#!
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Figura 4- Formulas estruturais do acido gélico e acido eldgico, ambos, produtos da
hidrélise.

HO OH
OH

Acido galico Acido elagico

Fonte: (AMAROWICZ; JANIAK, 2018).

Os taninos condensados sdo os compostos fendlicos a base de flavonoides
gue consistem especificamente em polimeros e oligbmeros das subunidades flavan-
3-ol e flavan 3,4-diol. Catequina e epicatequina (Figura 5) sdo 0s constituintes
flavon-3-ol, ja a leucoantocianidinas é um exemplo de flavan-3,4-diol. Outro tipo
importante de tanino condensado séo as proantocinidinas, um polimero contendo 2-
50 ou mais unidades de flavonoides articuladas por ligacdes carbono-carbono
(LADDHA; KULKARNI, 2019). A estrutura das proantocianidinas oligoméricas e
poliméricas sédo formadas pela ligacdo do carbono-4 de uma catequina (flavan-3-ol)
com o carbono-8 ou carbono-6 da catequina monomérica seguinte (SIENIAWSKA,;
BAJ, 2017). Estes tipos de ligacbes conduzem a formacdo das denominadas
proantocianidinas do tipo B. As proantocianidinas tipo-A sdo caracterizadas por uma
ligacdo adicional éter entre os carbonos 2 e 7 das unidades de flavan-3-ol
(SMERIGLIO et al., 2017; BOURVELLEC; RENARD, 2018).

Os taninos condensados apresentam maior reatividade em funcao do carater
fortemente nucleofilico do anel A e, consequentemente, possuem maior capacidade
de policondensacdo de aldeidos ou, até mesmo, a autocondensacdo, sem
necessidade de qualquer outro agente catalisador externo. Esses taninos perfazem,
aproximadamente, a metade da matéria seca da casca de muitas arvores (CHAVES,
2018; LADDHA; KULKARNI, 2019).
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Figura 5- Formulas estruturais da catequina e epicatequina, ambos, taninos

condensados.
OH OH
OH OH
HO 0. . HO 0. .
OH “OH
H H

Catequina Epicatequina

Fonte: (LADDHA; KULKARNI, 2019).

As atividades farmacolégicas do barbatimdo estdo diretamente relacionadas
aos teores de taninos condensados, uma vez que tais substancias possuem
atividade no sequestro de radicais livres, acdo antioxidante e formacdo de
complexos com outras substancias, a exemplo de proteinas, polissacarideos e ions
metalicos. Além dos taninos presentes na casca, esse vegetal também apresenta
alcaloides, flavonoides, terpenos, estilbenos e esteroides e inibidores de proteases
como a tripsina (FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2013; BALDIVIA et al., 2018).

Na medicina popular, as pessoas utilizam as cascas, entrecascas, caules,
folhas, flores, favas, raizes, frutos e sementes do barbatiméo para tratar diferentes
males (BRASIL, 2014). Entretanto, a casca é a parte da planta comercializada por
apresentar uma alta concentracdo de substancias tanantes. Por diversas formas de
uso dessa planta, a eficacia terapéutica ficou comprovada pelo conhecimento
empirico. E, desde 2009, a espécie passou a fazer parte da Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS, 2009).

O decocto e o infuso das cascas do barbatimdo s&o usados na medicina
popular para o tratamento de distirbios gastrointestinais, na cicatrizacdo de feridas,
como anti-inflamatério, antimicrobiano, fungicida, antioxidante e também para tratar
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) (MINATEL et al., 2010; RICARDO, et
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al., 2018; DANTAS et al., 2018). A atividade do extrato das cascas sobre outros
distarbios como dor, diabetes, pressao arterial e como diurético foram avaliados,
mas o0s resultados obtidos foram insuficientes para comprovar cientificamente a
utiidade para essas indicagbes. Outras atividades ndo correlacionadas as
aplicacbes etnofarmacoldgicas, como antiprotozoarios e antivirais (ndo contra
influenza), também foram analisadas com resultados preliminares promissores
(SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018).

O uso, bem como, a eficacia e seguranca dos remédios caseiros podem ser
validados por meio de estudos clinicos formulados de acordo com a preparacao
tradicional ou extratos padronizados. Do ponto de vista farmacoldgico, nem sempre
a eficacia clinica de uma dada planta € explicada pela presenca de um unico
composto ativo. Geralmente, o uso de preparacdes tradicionais como a decoccgao e
a infuséo, corresponde a ingestdao de misturas complexas de compostos naturais
gue potencialmente, podem ter acdes em multiplos alvos (GERTSCH 2011; DAVID;

WOLFENDER; DIAS 2014).

A ampla utilizacdo do barbatimdo na cultura popular deixa evidente a
necessidade de se investigar o potencial dessa espécie. Nesse cenario, temos
diversos testes simples, rapidos, baratos e que nos permitem avaliar parametros de
toxicidade, acdo antimicrobiana, potencial citogenotdéxico e mutagénico. A andlise
desses parametros visa contribuir, para a comprovacao da eficacia do barbatiméo

e/ou conscientizar sobre os perigos do uso indiscriminado dessa espécie.

3.6 Teste de disco difuséo

A avaliacdo do potencial antimicrobiano de plantas utilizadas para fins
medicinais é muito relevante em decorréncia do crescente problema de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos em uso na terapéutica (SILVEIRA et al., 2009;
SOUZA et al., 2017). O teste de disco difusdo apresenta-se como o0 método mais
empregado no screening de plantas medicinais com propriedades antimicrobiana,

devido a simplicidade de execucao e baixo custo (OSTROSKY et al., 2008).

O método de disco-difusdo foi criado em 1966 por Bauer e Kirby (BRASIL,

2018). Apesar de ser uma das abordagens mais antigas para realizacao de testes de



37

sensibilidade antimicrobiana, o teste é adequado para testar varios patdgenos
bacterianos, incluindo bactérias fastidiosas mais comuns além de apresentar
versatilidade em relacdo a uma gama de agentes antimicrobianos a serem testados

e néo requer equipamento especial (BrCAST, 2016).

O teste de disco-difusdo tem como principio a utilizacdo de uma placa de
Petri, na qual é aplicado um disco de papel filtro contendo o antimicrobiano a
superficie do agar onde o microrganismo a ser testado foi inoculado. O resultado do
teste é a formacdo de um halo de inibicdo, e o didametro desse halo é o parametro

utilizado para classificar se a amostra bacteriana € suscetivel ou resistente ao
antimicrobiano (COSTA, 2016).

Alguns estudos atribuem a propriedade antimicrobiana de plantas medicinais
aos produtos do metabolismo secundario, tais como, compostos fenélicos como os
taninos (SOUZA et al., 2007). O barbatiméao € uma espécie rica em tanino deixando
evidente a importancia de se investigar a propriedade antimicrobiana do decocto

dessa espécie ja que uma das formas de preparo na medicina tradicional.

3.7 Toxicidade em Artemia salina Leach

A investigacdo da toxicidade preliminar de espécies medicinais é importante,
pois as plantas podem apresentar compostos que causam maleficios ao organismo.
O potencial toxico de plantas medicinais pode ser avaliado por meio de ensaios
biologicos simples. Dentre esses temos, a toxicidade sobre Artemia salina Leach,
um microcrustdceo da ordem Anostraca, encontrados em agua salgada e
comumente usados para alimentar peixes (NASCIMENTO et al., 2008). Trata-se de
um teste simples, rapido, de facil manuseio e baixo custo, favorecendo sua utilizacéao
em diversos estudos, além do que, os ensaios de letalidade sdo muito usados em
analises preliminares de toxicidade geral (LUNA et al., 2005, AMARANTE et al.,
2011).

No teste de toxicidade aguda o organismo teste fica em contato com a
substancia a ser testada por um periodo de 24 a 96 horas. Posteriormente, o
potencial toxico da substancia analisada é medida pela resposta da populagéo de A.

salina decorrente ao estimulo quimico da substancia teste. A toxicidade € dada pelo
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namero de individuos mortos na populagdo do microcrustaceo ou alguma outra
manifestagdo do organismo que a antecede como, por exemplo, o estado de
mobilidade (COSTA et al., 2008).

3.8 Teste do Allium cepa L.

O sistema teste vegetal de Allium cepa Lineu- Liliaceae € um excelente
bioindicador para o screening da citogenotoxicidade de plantas medicinais, devido
ao baixo custo, confiabilidade e concordancia com testes em mamiferos, auxiliando
os estudos de prevencdo de danos a saude humana (TEIXEIRA, 2003; BAGATINI et
al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Esse teste € muito utilizado para testar
diferentes compostos com potencial toxico (PRAJITHA; THOPPIL, 2016;
MANGALAMPALLI; DUMALA; GROVE, 2017; SOUSA et al., 2018; SILVA et al.,
2018). Os valores de indice mitotico (IM), alteracbes cromossdmicas (AC) e
alteracoes nucleares (AN) refletem os possiveis danos causados no organismo-teste
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; LEME; MARIN-MORALES,
2009).

Em casos de IMs com valores expressivamente abaixo ao observado no
grupo controle significa diminuicdo no processo de divisao celular, o que indica que
a substancia testada pode ter acarretado danos ao organismo-teste (LEME; MARIN-
MORALES, 2009). Ja em IMs significativamente superiores ao grupo controle,
conclui se sobre aumento na proliferacdo celular, provavelmente, devido a algum
estimulo causado pela substancia testada ao organismo-teste (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; TEIXEIRA, 2014).

Genotoxicidade refere-se ao estudo dos diferentes efeitos provocados por
agentes fisicos e quimicos ao material genético celular, e a subsequente expressao
dessas mudancas. Os agentes que provocam alteracdo na sequéncia do DNA séo
considerados “téxicos” para o gene sendo entdo classificados como genotdxico. A
genotoxicidade tem sido estudada utilizando plantas que respondem as alteracfes
ambientais, exibindo altas frequéncias de anormalidades celulares que, geralmente,
estdo associadas a instabilidade genética em funcdo da exposicdo a condicdes
desfavoraveis (BEZRUKOV; LAZARENKO, 2002; TEIXEIRA, 2014). Para possibilitar
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a avaliacao dos efeitos ou danos que agentes mutagénicos podem causar, faz-se
necessario que a amostra esteja em constante divisio mitética, objetivando
identificar os efeitos toxicos e alteracdes ocorridas ao longo de um ciclo celular, e 0
teste de Allium cepa tem sido amplamente empregado com esse proposito (SILVA et
al., 2018).

A espécie A. cepa é um bom organismo para identificacdo de danos
cromossémicos e distarbios no ciclo mitético em decorréncia das caracteristicas
cromossOmicas, tais como: crescimento rapido das raizes, elevado proliferacdo
celular, cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16) bem como a
disponibilidade durante o ano todo e facil manuseio (FISKESJO, 1985; LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Alem disso, as plantas e outros eucariotos compartilham
mecanismos reguladores comuns para controlar a maquinaria basica do ciclo celular
(KOMAKI; SUGIMOTO, 2012).

O teste de A. cepa foi introduzido por Levan (1938) pela primeira vez para
examinar o efeito das colchicinas nos fusos mitéticos e tem sido frequentemente
utilizado desde entdo. Na preparacdo do ensaio, os bulbos das cebolas tinham os
catafilos secos removidos e posteriormente germinavam em agua destilada a
temperatura ambiente. Quando as pontas das raizes atingiam 1-2 cm de
comprimento na agua, as cebolas eram expostas a tratamentos especificos
seguidos por observacbes macroscopicas e microscopicas apos certo periodo
(KHANNA; SHARMA, 2013).

O sistema de teste de Allium cepa € bem aceito para o estudo de efeitos de
citogenotoxicidade de plantas medicinais porque as raizes ficam em contato direto
com a substancia testada, permitindo a avaliacdo de concentracdes diferentes. As
alteracdes cromossémicas e de divisdo nas células meristematicas da raiz de cebola
sdo frequentemente usados para alertar a populacdo sobre o consumo do produto
testado (VICENTINI et al., 2001). O teste foi validado pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS, OMS, Programa Ambiental das Na¢des Unidas (UNEP) e
Programa Internacional de Bioquimicos Vegetais (IPPB) (BAGATINI et al., 2007,
2009; KHANNA; SHARMA, 2013).

Para os chas de plantas medicinais, esse teste é um bioindicador ideal de

rastreamento de citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e anti-
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mutagenicidade. Os parametros utilizados para andlise envolvem, por exemplo,
padrbes nucleolares atipicos, quebra de cromossomos e 0 aparecimento de
micronucleos (BAGATINI et al., 2007; 2009).

O presente estudo visa investigar o potencial téxico, citogenotoxico e
antimicrobiano do barbatimdo a fim de contribuir na promo¢cdo da saude dos
individuos que fazem uso dessa planta. A avaliacdo do potencial antimicrobiano de
espécies medicinais tem se mostrado de grande importancia, ja que a resisténcia de
cepas bacterianas a farmacos ja conhecidos tornou se um problema de saude

publica.

A anadlise do potencial citogenotdéxico e mutagénico de espécies medicinais
como o barbatimdo € importante na promocao da saude coletiva ja que muitas das
espécies utilizadas como medicinais apresentam toxicidade celular. Muitas pessoas
acreditam que as plantas medicinais ndo apresentam toxicidade ao organismo por
serem de origem natural, porém, isso ndo é verdade. As plantas podem ser danosas
a saude e em casos de individuos com saude debilitada, como pacientes em

tratamento oncolégico o dano a saude pode ser ainda mais desastroso.



41

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Selecédo da espécie para o estudo

A escolha da planta deu-se a partir do levantamento das plantas medicinais
utilizadas por pacientes em tratamento oncoldgico. A investigacdo foi realizada na
unidade de quimioterapia do Hospital Aradjo Jorge (Associacdo de Combate ao
Céancer em Goias, ACCG), localizado na rua 237, n° 143, setor Universitario,
Goiania-GO. Os procedimentos da pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica
e Pesquisa da ACCG (Parecer n°® 002/2011, datado de 14 de marco de 2011), de
acordo com as exigéncias do Conselho Nacional de Saude (Anexo 1). Esses dados

foram cedidos por colaboradores associados a esse projeto.

Os dados foram coletados pela aplicagcdo de questionarios (Anexo 2) no
periodo entre os meses de fevereiro de 2014 a fevereiro de 2015. Durante as
entrevistas, 0s pacientes citaram as espécies medicinais utilizadas por eles
concomitantemente ao tratamento contra o cancer, bem como o modo de uso, a
frequéncia com que eles as utilizavam e se perceberam melhoras com o uso da
planta. Todos os voluntarios foram esclarecidos e consentiram livremente em
participar do estudo, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo 3). Sigilo, privacidade, anonimato e a nao utilizacao das
informacfes em prejuizo das pessoas e/ou comunidade foram assegurados,
conforme a Resolucdo CNS/MS 196/96 (revogada e substituida pela atual
Resolucdo CNS/MS 466/12).

A partir de uma lista geral, contendo 76 espécies, foram selecionadas
aquelas citadas especificamente para o tratamento contra o cancer e que fossem
nativas do bioma Cerrado. Desta forma, fez-se a selecao inicial de quatro espécies,
a saber: Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeld- Bignoniaceae (catuaba),
Cochlospermum regium (Schrank) Pilger- Bixaceae (algodao-do-cerrado),
Hymenaea stigonocarpa (Mart) Hayne- Fabaceae (jatoba-do-cerrado) e
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville- Fabaceae (barbatiméo). Dentre essas
espécies, S. adstringens (barbatimdo) foi escolhida por ser uma espécie muito
difundida tanto entre os pacientes oncoldgicos, como na medicina popular, tendo o
uso atribuido a cura de diversas enfermidades. Ademais, poucos estudos para

verificar a citogenotoxicidade do decocto da casca dessa espécie foram realizados,
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e nao foram encontrados estudos na literatura que investiguem as potencialidades

do barbatiméo pelo teste de Allium cepa.

4.2 Coleta da espécie selecionada

Amostras das cascas de S. adstringens foram coletadas na Reserva
Ecoldgica, Trilha do Tatu da Universidade Estadual de Goias (UEG) - Campus
Henrique Santillo - (Figura 6). A coleta ocorreu no més de janeiro de 2018 nas
coordenadas: 16° 22’ 53” de latitude sul e 48° 56’ 43” de longitude oeste. A espécie
foi devidamente identificada pela Dra. Mirley Luciene dos Santos e uma amostra
testemunha (exsicata) foi arquivada sob o nimero de registro 11679 no Herbério da
Universidade Estadual de Goias - HUEG.

Figura 6- Area de estudo. Mapa do estado de Goids com enfoque na “Reserva
Ecoldgica” Trilha do Tatu, localizada no Campus de Ciéncias Exatas e Tecnologicas-

Universidade Estadual de Goias, Anapolis.
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Fonte: Adaptado de Barreto; Angelini (2003); Leonardo-Silva et al., (2018)
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Na medicina tradicional, as pessoas geralmente usam decocc¢des e infusbes
para tratar os pacientes. Por essa razdo, o presente estudo optou, como técnica de
preparo, pelo decocto baseado na RDC N° 26, de 13 de maio de 2014 do Ministério
da Saude, uma vez que a decoccdo é método indicado para as partes de drogas
vegetais com consisténcia rigida, como as cascas do barbatimdo utilizadas no
presente estudo. O decocto consiste na ebulicdo da droga vegetal em agua potavel
por um determinado periodo (BRASIL, 2014).

4.3 Preparo do decocto

As cascas de S. adstringens foram cortadas manualmente em pedacos
menores com auxilio de uma faca e colocadas em estufa com ventilacdo forcada
(Solab®, SL-102/1540) por quatro dias, a 39 °C para secagem. Posteriormente, 0
material foi triturado em um moinho de martelo (SPLabor®) para obtencdo de um po
homogéneo que foi usado no preparo do decocto. Para o preparo inicial do decocto,
20 g de po de S. adstringens foram pesados e adicionados a 100 mL de agua
destilada, conforme descrito por Coelho et al., (2010) adaptado. A mistura foi levada
a fogo baixo por 20 min. Em seguida, o decocto foi filtrado em papel filtro e resfriado
a temperatura ambiente. ApO0s o resfriamento, a solucdo mae foi utilizada na

proporcao de 0,2 g/mL e em outras trés diluicbes (0,1, 0,05 e 0,02 g/mL).

4.4 Caracterizacao Fisico-Quimica do decocto
4.4.1 Teor de sé6lidos e rendimento do método extrativo utilizado

O decocto das cascas do barbatimdo foi liofilizado para determinacdo da
concentracdo dos extratos (decocto) em relacdo a quantidade de material extraido
(teor de solidos) e também para verificar o rendimento da extragdo no método
utilizado. Para a liofilizacdo, 100 mL do decocto do barbatimédo na proporcéo de 0,2
g/mL foram inicialmente congelados e colocados no liofilizador (LS 3000, Terroni)
para o processo de secagem. Posteriormente, o material liofilizado foi pesado tendo
um rendimento de 6,2 g. O rendimento do método extrativo utilizado foi calculado

utilizando a seguinte férmula:
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RE - Massa do decocto liofilizado x 100

g de material vegetal inicial

Para a realizagao dos testes, o decocto liofilizado n&o foi utilizado. Entretanto,
a liofilizacdo foi feita para calcular a quantidade de material vegetal extraido na

decoccao.

4.4.2 Determinacao da perda por dessecacao

Para determinar a perda de volateis por dessecacao no pé das cascas de S.
adstringens, utilizou-se o0 método de aquecimento alégeno conforme proposto na
Farmacopeia Brasileira (2010). Para a quantificacdo dos volateis, 1 g do p6 das
cascas do S. adstringens foi adicionado a um coletor de aluminio na balanga com
aquecimento alogeno (Shimadzu-Uni bloc) e mantido a 105 °C, por
aproximadamente sete minutos para que todos os volateis da amostra fossem
retirados e o valor percentual da umidade estabilizasse no display do aparelho. O

teste foi realizado em triplicata e a média de perda por dessecacéo foi calculada.

4.4.3 Doseamento de Fendis Totais

Para a determinac&o quantitativa dos compostos fendlicos totais presentes no
decocto da casca de S. adstringens, utilizou-se o método de Hagerman e Butler
(WATERMAN; MOLE, 1987a). No método em questdo, a reacdo de complexacéo
dos compostos fendlicos presentes na amostra com uma solucdo de cloreto férrico
(FeCl3) produz coloracdo que pode ser medida no espectrofotbmetro a um

comprimento de onda de 510 nm.

O decocto da casca do barbatimdo foi previamente preparado na
concentracdo de 0,062 g/mL, posteriormente, o extrato aquoso foi filtrado e 1 mL do
decocto foi diluido em baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com
agua destilada (v/v). Uma aliquota de 1mL do decocto ja diluido foi transferido para
um tubo de ensaio. Ao tubo, 2 mL de solucdo de Lauril Sulfato de Sédio LSS [1%

(p/v)]/Trietanolamina [5% (v/v)] e 1 mL de solucéo de FeClI3 foram acrescentados.
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Apo6s 15 min de repouso a temperatura ambiente, a leitura da amostra foi realizada
em espectrofotometro a 510 nm.

O “branco” foi composto por 2 mL de solucdo de LSS/Trietanolamina, 1 mL de
solucdo de FeCl; e 1 mL de 4gua destilada. A curva padrao foi preparada com &cido
tanico nas seguintes diluicbes: 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 e 0,35 mg/mL. Cada ponto da
curva foi feito em triplicata. A partir da equacdo obtida pela curva padrdo, a
concentragcdo (mg/mL) e o teor fendis totais no decocto das cascas de S.

adstringens foi calculada utilizando as seguintes equagoes:

C-ABS-A X FD FT (%) =C x 100 x 100
B g
Em que:
A = Coeficiente linear C = Concentracéo de fendis totais
ABS = Absorbancia FT = Fendis totais
B = Coeficiente angular g = grama do p6 dessecado,
FD = Fator de diluigdo (100) considerando a perda por
dessecacao

4.4.4 Doseamento de Taninos Totais por Precipitacdo de Proteinas

Para o doseamento de taninos totais presentes no decocto das cascas de S.
adstringens, utilizou se o método de Hagerman e Butler (WATERMAN; MOLE
1987b). Essa técnica esta baseada na capacidade dos taninos formarem complexos

insolUveis em 4gua com proteinas.

Preparo das amostras: o decocto das cascas do barbatimdo foi previamente
preparado na concentracdo 0,062 g/mL (item 4.3 e 4.4), posteriormente, o extrato
aquoso foi filtrado e 1 mL do decocto foi diluido em baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com agua destilada (v/v). Uma aliquota de 1 mL do decocto
foi acrescentado a um tubo cénico de centrifuga com 2 mL de solugédo de albumina

bovina sérica [1mg/mL], preparada em solucdo tampédo de acetato [0,2 M], pH= 4,9,
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contendo cloreto de sodio [0,17 M]. Apdés 15 min em repouso a temperatura
ambiente, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm durante 15 min. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado dissolvido com 4 mL de solugédo de LSS [1% p/v]
[Trietanolamina [5% v/v] e 1 mL da solucédo de cloreto férrico foi adicionada. Depois
de 15 min, a leitura da absorbancia a 510 nm foi realizada. Cada amostra foi

preparada em triplicata.

O “pbranco” foi preparado com a seguinte composigao: 4 mL de lauril sulfato de
sodio/trietanolamina e 1 mL da solucéo de cloreto férrico (FeCls). A curva padrao foi
preparada com acido tanico utilizando as seguintes dilui¢ées: 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 e
0,50 mg/mL. A Curva de Calibracdo Padrédo Absorbancia x Concentracdo foi

construida. Cada ponto da curva foi preparado em triplicata.

C-ABS-AxFD T (%) -C x 100 x 100
B g
Em que:
A = Coeficiente linear C = Concentracao de taninos totais
ABS = Absorbéancia T = Taninos totais
B = Coeficiente angular g = grama do p6 dessecado,

FD = Fator de diluicdo (100) considerando a perda por

dessecacao

4.4.5 Doseamento de Flavonoides Totais (Fv)

O método adaptado de Rolim et al. (2005) foi utilizado para a determinacdo
guantitativa de flavonoides totais presentes no decocto das cascas de S.
adstringens. Essa técnica esta baseada na capacidade dos flavonoides absorverem

radiacéo eletromagnética no comprimento de onda de 361 nm.

O decocto da casca do barbatimdo na concentracdo de 0,062 g/mL foi utilizado
para o doseamento de flavonoides totais da amostra. Posteriormente, o extrato

aquoso foi filtrado e 1 mL do decocto foi diluido com solugdo de metanol: acido
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acético 0,02 M (99:1) em baldo volumétrico de 40 mL, completando o volume com
agua destilada (v/v). Em um tubo foram acrescentados: uma aliquota de 2 mL do
decocto de S. adstringens, amostra foi realizada em espectrofotdmetro a 361 nm.

A curva padréo foi preparada utilizando a rutina nas seguintes dilui¢des: 0,01;
0,02, 0,03, 0,04 e 0,05 mg/mL. Cada ponto da curva foi feito em triplicata. A
concentragédo (mg/mL) e o teor (%) de flavonoides foi calculada pela equacéo obtida

na curva padrédo, a partir das seguintes férmulas:

C-ABS-AXFD Fv (%) - C x 100 x 100
B g
Em que:
A = Coeficiente linear C = Concentracéo de flavonoides
ABS = Absorbancia Fv = Flavonoides totais
B = Coeficiente angular g = grama do p6 dessecado,
FD = Fator de diluicio (40) considerando a perda por
dessecacao

4.5 Investigacao da atividade antimicrobiana

O potencial antimicrobiano do decoto de S. adstringens foi investigado pelo
método de disco-difusdo conforme proposto por Clinical and Laboratory Standard
Institute- CLSI (2015). Duas cepas bacterianas gram-negativas (Escherichia coli
ATCC- American Type Culture Collection 25312 e Pseudomonas aeroginosa ATCC
27953) e trés gram-positivas (Enterococus faecales ATCC 19433, Staphylococus
aureus ATCC 29213 e Staphylococus epidermidis ATCC 12228), proveniente do
banco de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia da UEG/CCET, foram

utilizadas para realizacao do teste.

As cepas selecionadas para o teste foram semeadas em agar Muller Hinton
(MH) (Kasvi®) e incubadas por 24 h a 37 °C em estufa de cultura. Posteriormente,

transferiu-se de 3 a 5 col6nias isoladas para um tubo contendo 5 mL de solugéo



48

fisiologica a 0,9% e verificou-se a turvacdo correspondente 0,5 da escala de
McFarland (10° UFC mL ™). Para o teste, cada cepa foi inoculada no meio MH com
auxilio de swab estéril de forma a distribuir o in6culo uniformemente sobre a
superficie do &gar. As placas foram divididas em quatro setores, sendo depositado
um disco de papel de filtro de 5 mm de diametro, previamente esterilizado, em cada
setor. Cada disco foi embebido em 3 pL do decocto de S. adstringens nas seguintes
concentracdes relativas ao material extraido: 0,062, 0,031, 0,016 e 0,008 g/mL. Os
discos utilizados como controle positivo foram preparados em uma concentracao de
30 ug de cloranfenicol para as cepas gram-negativas e gram-positivas. As placas de
Petri foram vedadas e incubadas em estufa BOD-Biochemical Oxygen Demand,
(FANEM®) a 37 °C, por 24 h e entdo, verificou-se a formacao de halo de inibigcdo do
crescimento bacteriano ao redor do disco. Os resultados encontrados a partir dos

diametros dos halos de inibicdo foram expressos em média e desvio padrao.

4.6 Investigacao preliminar da toxicidade em Artemia salina Leach

A toxicidade do decocto de S. adstringens foi determinada conforme o método
descrito por Meyer et al. (1982), que constitui um bioensaio utilizado para a
investigacdo preliminar da atividade de produtos naturais. Esse método permite se
determinar a concentracgéo letal 50% (CLso) de componentes ativos e extratos em
meio salino, manifestada pela toxicidade de componentes ativos, fracdes ou extratos
de produtos naturais frente a larvas (nauplios) do microcrustaceo marinho Artemia

salina Leach.

Para eclosao dos cistos, 0 meio de agua marinha sintética foi preparado pela
dissolucéo de sal marinho em agua destilada 36% (p/v), suplementado com extrato
de leveduras (6g L™) e esterilizado em autoclave. A. salina comercialmente
disponivel foi encubada em funil de separacédo na propor¢do de 0,250 g de cistos
para 1 litro de agua marinha sintética. A incubacdo ocorreu em ambiente com
oxigenacao constante e controle de temperatura (25 °C). Ap6s 36 h de incubacéo,

0s nauplios que eclodiram foram coletados para realizacdo do ensaio.

Os nauplios de A. salina foram expostos, em microplaca de poliestireno de 96

pocos. Os decoctos foram preparados de modo que cada pogo ficasse com
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concentracéo final de: 0,062, 0,031, 0,016 e 0,008 g/mL. Dez nauplios, 100 uL de
solucao salina e 100 pL da diluicdo correspondente foram colocados em cada um
dos pocos. A solugdo marinha sintética foi utilizada como controle negativo. O
controle positivo foi feito com Dicromato de Potdssio na concentracdo de 12,5
mg/mL. A mortalidade foi avaliada apdés 24 h de exposicdo com auxilio de
estereoscopico (Bel). O teste foi realizado em triplicatas e a toxicidade foi expressa
como concentracdo letal de 50% da populacdo (CLsp), por meio da analise de
PROBIT, no software STATISTICA®.

4.7 Testes com Allium cepalL.

Para o teste de citogenotoxicidade e mutagenicidade, cebolas obtidas em
estabelecimento comercial com bulbo de aproximadamente 5 a 6 cm de diametro
foram utilizadas. Os catéfilos externos e as raizes antigas das cebolas foram
removidos com ajuda de um estilete, com cuidado para ndo danificar o bulbo e o
disco basal (Figura 7). ApOs esse processo, as cebolas foram lavadas em agua
destilada para reduzir o efeito de possiveis inibidores de crescimento e secas com
papel toalha a fim de evitar que os bulbos apodrecam durante o teste (LEAVAN,
1938; FISKESJO, 1985; GUERRA; SOUZA, 2002). Os bulbos foram colocados em
agua mineral por 48 h para que as raizes crescessem até atingir de 1 a 2 cm de
comprimento, essa etapa ocorreu com iluminacao indireta e trocas diarias da agua
(GUERRA; SOUZA, 2002).
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Figura 7- Etapas que comp®e o teste A. cepa. A - Os bulbos antes do preparo para
o teste; B - Bulbos sem os catafilos externos; C — Bulbo apo6s a remocéo das raizes
secas; D - Bulbos expostos a agua mineral para germinar; E - Bulbos expostos aos

tratamentos.

Fonte: propria autora

Para cada tratamento, oito bulbos foram expostos a 25 mL das diferentes
concentragcfes do decocto (0,062, 0,031, 0,016 e 0,008 g/mL) de S. adstringens por
24 h. O controle negativo foi feito apenas em agua mineral e para controle positivo
foi utilizada uma solucdo de 166 pg/mL de Metano Sulfonato de Etila (MSE)
(FISKEJO 1985; BAGATINI et al., 2007; PING et al., 2012).

Apés cada tratamento, de 2 a 2,5 cm do meristema apical das raizes foram
removidos dos bulbos e fixados em solugcédo de Carnoy (etanol e acido acético glacial
3:1, viv) por 24 h. Em seguida, as raizes foram colocadas em etanol 70% e
conservadas a temperatura de 4 °C até a confec¢do das laminas histologicas. Para o
preparo das laminas a partir das pontas das raizes, 0s seguintes passos foram
seguidos: a) retirada das raizes do etanol 70%; b) lavagem em agua destilada por 5
min (2x); c) hidrolise em HCI 1N por 10 min; d) lavagem em agua destilada (2x); e)
fragmentacdo do meristema com ajuda de uma lamina de barbear; e f) coloracao
das células meristematicas com carmim acético a 2% (GUERRA; SOUZA, 2002).

Para cada lamina confeccionada foram utilizados quatro meristemas.

A porcdo meristematica das raizes, ja trituradas, foi prensada com auxilio de
laminula. Um squash foi feito com o dedo polegar pressionando a laminula contra a

[amina com cuidado para que o material ndo saisse do local e para que néo
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guebrasse a laminula. As bordas das laminulas foram seladas com esmalte incolor
para conservacgao do material (GUERRA; SOUZA, 2002).

As laminas foram analisadas com objetivas de 40x e 100x ao microscépio
optico Primo Star Zeiss (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplado a um sistema de
captura de imagens Axiocam 105. Mil células foram analisadas por bulbo,
totalizando 6.000 células para cada tratamento e controle (positivo e negativo). As
laminas foram avaliadas quanto a organizacdo dos cromossomos, bem como quanto
ao numero de células em interfase, préfase, metafase, anafase e teléfase. O indice
mitotico (IM) foi determinado como indicador de proliferacao celular (GOMES et al.,
2015).

4.7.1 indice mitotico

Para analise de citotoxicidade, foram avaliadas alteracdes no indice mitotico
(IM) dos tratamentos em relacdo aos controles (Agua mineral e MSE). O IM
corresponde a percentagem de células em divisdo no total de células analisadas
(LEME; MARIN-MORALES, 2009; BAGATINI et al., 2009). Para o célculo de IM,

utilizou-se a seguinte férmula:

IM (%)= Numero total de células em divisdo x 100

Total de células avaliadas

4.7.2 Analise da genotoxicidade e mutagenicidade

A andlise de genotoxicidade foi realizada com base na frequéncia de
anormalidades nas diferentes fases do ciclo celular. As anormalidades foram
organizadas em categorias: (a) alteracdes cromossdmicas (AC) em que estdo
incluidas, as aderéncias cromossbmicas (stickness), C-metafase, perda
cromossOdmica, quebra cromossdmica, ponte cromossdmica; (b) alteracdes
nucleares (AN) que correspondem a brotos nucleares, nucleo lobulado e células
binucleadas e (c) frequéncia de micronucleos (MN). A frequéncia de AC, AN e MN

foram calculadas utilizando as seguintes férmulas (TEIXEIRA, 2014):
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AC (%)- Numero de alteracdo cromossémica observada x 100

Total de células avaliadas

AN (%)- Numero de alteracdo nuclear observada x 100

Total de células avaliadas

MN (%)- Namero de micronucleo x 100
Total de células avaliadas

4.8 Analise de dados

Os resultados do teste de citogenotoxicidade e mutagenicidade foram
expressos como media e desvio padrdo (DP). Antes da aplicacdo de um teste
paramétrico, os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. Os dados que nao apresentaram distribuicdo normal foram transformados
utilizando o software PAST 3.0 com o método de raiz quadrada. A comparacéo de
média dos tratamentos foi feita usando a Analise de Variancia one-way (ANOVA),

com um nivel de significancia de p < 0,05 seguida do teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo Fisico-Quimica do decocto
5.1.1Teor de sélidos e rendimento de extracdo do decocto

Um teor de sdlidos de 6,2% (6,2 g em 100 mL do extrato aquoso) foi obtido
para o decocto a partir da proporcdo 0,2 g/mL de material vegetal/dgua. A partir
desse valor o teor de sélido foi estimado para as demais concentracdes investigadas
(Tabela 1). O rendimento da extracdo do método utilizado foi de 31% (6,2 g de
solidos extraidos a partir dos 20 g iniciais de material vegetal).

Tabela 1- Concentracdo do decocto da casca do barbatiméo antes e pds 0 processo

de liofilizagéo.

~ Dados estimados a partir do decocto filtrado e liofilizado
Proporcédo (p/v) do

material vegetal/agua 5
g g Massa de material seco Concentraggo (p/v) em

no decocto 5 i
(para 100 mL de decocto) relagdo ao ,materlal
extraido
0,02 g/mL 0,89 0,008 g/mL
0,05 g/mL 169 0,016 g/mL
0,1 g/mL 3,19 0,031 g/mL
0,2 g/mL 6,29 0,062 g/mL

O solvente utilizado no preparo da amostra influencia diretamente no
rendimento da extracdo, devido a natureza dos metabolitos secundarios presentes
nas plantas medicinais. Neste cenario, o extrato preparado utilizando a 4gua como
solvente tem demonstrado um bom rendimento pela extracdo de diferentes
compostos. Isso pode ser decorrente da solubilidade de muitos carboidratos e
glicosideos dos metabdlitos secundarios encontrados em espécies com
propriedades terapéuticas (DIRAR et al., 2019). Outro fator que pode ter contribuido

7

no rendimento da extracdo é a composicdo da amostra estudada. J4 que S.

7

adstringens € uma espécie rica em taninos, um composto solivel em agua
(TANAKA; MATSUO; SAITO, 2018).
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5.1.2 Perda de voléteis por dessecac¢do na droga vegetal

A perda de volateis por dessecacao foi de 11,34% (+0,09) no pé das cascas
do barbatimdo. Os nossos resultados estdo de acordo com o padrdo de qualidade
estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (monografia), cuja perda de volateis na
droga vegetal pode chegar até 14% (BRASIL, 2014). Esse percentual de perda
corrobora que o processo de secagem, estabilizacdo e armazenamento da droga
vegetal foi eficiente na prevencao de deterioracdo dos constituintes da droga vegetal
por acdo de microorganismos e insetos (COUTO et al., 2009).

5.1.3 Doseamento de fendis totais

A concentracdo de fendis totais encontrados no decocto das cascas do
barbatimdo foi de 24,5 mg/mL (x1,5). Considerando a perda por dessecacédo do
material vegetal, constatou-se que o teor de fendis totais em 0,062 g/mL de material
extraidos é de 13,8%. A curva de calibracdo obtida para o acido tanico gerou um

coeficiente de determinacéo (R?) de 0,997 (Figura 8).

No presente estudo, o teor de fendis totais do decocto das cascas do
barbatimdo esta de acordo com os parametros estabelecido pela Farmacopeia
Brasileira (monografia), cujo teor de fendis totais na casca do barbatiméo pode variar
de 1,5 a 80% dependendo do extrato utilizado. Os maiores percentuais de
compostos fendlicos (>70%) sédo encontrados em extratos hidroalcodlicos e
hidroaceténicos (BRASIL, 2014).

O que pode ser devido a capacidade desses solventes extrairem uma
variabilidade maior de compostos. A maior extracdo dos compostos fendlicos pela
solucdo hidroalcodlica em comparacdo ao solvente puro, pode ser explicada pelo
aumento da hidrélise das ligacdes interflavénicas e a abertura do anel heterociclico
dos taninos, ocasionando um aumento no namero de sitios sujeitos a hidratacao,

aumentando a solubilidade em agua (P1ZZlI, 2008).
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Figura 8- Curva de calibracdo construida para fendis totais utilizando o &cido tanico
nas seguintes dilui¢ées: 0,15, 0,20, 0,25, 0,30 e 0,35 mg/mL.

1,2 - y = 3,041x - 0,029
10 - R2=0,997

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0,0 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentracéo do &cido tanico (mg/mL)

Absorbancia

5.1.4 Doseamento de taninos totais

A concentracdo de taninos totais presentes no decocto das cascas do
barbatimdo foi de 15,08 mg/mL (+ 0,02). Assim sendo, considerando a perda por
dessecacdo do material vegetal, constatou-se que, o teor de taninos em 0,062 g/mL
de material extraido é de 8,5%. A curva de calibracdo com acido tanico gerou um

coeficiente de determinacéo (R?) de 0,988 (Figura 9).

Sousa (2014) investigou o teor de taninos totais nas cascas de S. adstringens
utilizando o extrato hidroalcodlico na concentracdo de 0,1 g/mL. Para a doseamento
a autora inicialmente dilui uma aliquota de 1 mL do extrato em 100mL de acetona
(30%). O teor de taninos encontrados foi 43,41% (x 1,5). Valor acima do encontrado
no nosso estudo, o que pode ser devido a concentracdo testada e o tipo ao extrato

investigado.

O teor de taninos encontrado no decocto das cascas do barbatimdo em nosso
estudo esta de acordo com o estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (monografia),
gue diz que, a droga vegetal das cascas do barbatimdo deve apresentar no minino
8% de taninos (BRASIL, 2014). Uma vez que compostos fendlicos, como taninos
sdo citados como um dos compostos responsaveis pelas atividades farmacoldgicas

de S. adstringens € imprescindivel a determinacdo de seu teor na droga vegetal. A
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verificagdo do perfil de producdo desse metabdlito secundéario é importante no que
tange os requisitos propostos para a padronizagédo da droga vegetal (COUTO et al.,
2009).

Dentre as atividades farmacoldgicas atribuidas aos taninos a propriedade
cicatrizante € a mais citada na literatura, sendo investigada em diferentes espécies
como: ratos (HERNANDES, et al.,, 2010), bovinos (MOURA, 2011), equinos
(MARTINS et al.,, 2003) e humanos (MINATEL et al., 2010). Vérios estudos ja
comprovaram a eficicia desse composto fendlico na cura de feridas (MARTINS et
al., 2003; COELHO et al., 2010; MINATEL et al., 2010; HERNANDES, et al., 2010).

Figura 9- Curva de calibracao construida para taninos totais utilizando o acido tanico
nas seguintes dilui¢des: 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 e 0,50 mg/mL.

0.9 y =1,714x - 0,074
o8 R2=0,988

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia

0 0,2 0,4 0,6
Concentracdo do acido tanico (mg/mL)

5.1.5 Doseamento de flavonoides

A concentracao de flavonoides totais presentes no decocto das cascas de S.
adstringens foi de 1,33 mg/mL (x 0,02). Assim sendo, considerando a perda por
dessecacdo do material vegetal, constatou-se que, o teor de flavonoides em 0,062
g/mL de material extraido é de 0,75%. A curva de calibragcdo com a rutina gerou um
coeficiente de determinacdo (R? de 0,988 (Figura 10). Baldivia et al. (2018)
investigaram a concentracdo de flavonoides nas cascas de S. adstringens. As

cascas de S. adstringens foram coletadas na regido do Mato Grosso do Sul no més
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de outubro de 2014 e 2015. Para o preparo do extrato, 300 g cascas frescas do
barbatimdo fora maceradas em 2L de &gua destilada (0,15 g/mL) por 48 h,
posteriormente, o macerado foi liofilizado para o preparo do extrato aquoso. A
concentragdo de flavonoides encontrado no extrato liofiizado das cascas de S.
adstringens foi de 2,87 mg/g (+ 0,08), valor superior ao encontrado no decocto das

cascas de S. adstringens no nosso trabalho.

Figura 10 - Curva de calibracdo construida para flavonoides utilizando a rutina nas
seguintes dilui¢des: 0,01; 0,02, 0,03, 0,04 e 0,05 mg/mL.

1,2 1 y = 19x + 0,081
1 R2=0,988

0,8 -
0,6 -

Absorbancia

0 T T T T T 1
0 0,01 002 003 004 005 0,06

Concentracgdo de rutina (mg/mL)

A diferenca nos resultados encontrados pode estar relacionada a época de
coleta das cascas de S. adstringens, ja que, a espécie em questdo apresenta
diferenca na propor¢éo e composicdo dos fitoconstituintes ao longo do ano, sendo
os valores mais expressivos no periodo chuvoso (JACOBSON et al., 2005). As
cascas de S. adstringens utilizadas no nosso estudo foram coletadas no més de
janeiro (periodo chuvoso), entretanto, apesar de ambos os trabalhos utilizarem
extrato aquoso, nés nao utilizamos o extrato liofilizado nas andlises, esse pode ser
um dos fatores que contribuiram para a maior concentracdo de flavonoides no
trabalho de Baldivia et al. (2018). As diferencas metodoldgicas também podem ter
contribuido para a diferenca na concentracéo de flavondides entre 0 nosso estudo e
de Baldivia et al. (2018).

Outro fator que pode influenciar na concentracdo de flavonoides presentes em

7

uma amostra é o tipo de solvente utilizado no preparo do extrato. Os extratos
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etanolico (EtOH 50% e EtOH 70%) e acetdnico tem sido mais eficiente na extracdo

de flavonoides em comparacao a agua (DIRAR et al., 2019).

Os beneficios dos flavonoides para a salde humana tem sido alvo de
diferentes estudos (SILVA; BIESKI, 2018; DIRAR et al.,, 2019). Dentre as
propriedades benéficas dos flavonoides, a atividade antioxidante, eliminando
radicais livres, tem se destacado. Outras atividades atribuidas a esse composto sao:
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiproliferativa e modulagdo enzimética (SILVA,
BIESKI, 2018).

5.2 Atividade antimicrobiana

O decocto das cascas de S. adstringens apresentou potencial antimicrobiano
em trés das cinco cepas analisadas, sendo essas: Enterococus faecales,
Staphylococus aureus e Staphylococus epidermidis todas, gram-positivas (Figura
11). Observou-se, que para a menor concentracdo analisada (0,008 g/mL) somente
a cepa E. faecales apresentou um pequeno halo de inibicdo. A partir da
concentracédo 0,016 g/mL houve a formacdo de halo de inibicdo em todas as cepas
bacterianas gram-positivas investigadas. Ao comparar as concentracdes 0,031 e
0,062 g/mL foi possivel observar um aumento na dimenséo do halo de inibicdo para
E. faecales e S. aureus, sendo esse resultado mais expressivo para S. aureus.
Entretanto, para S. epidermidis, ndo houve diferenca no didametro do halo entre a
concentracdo meédia (0,031 g/mL) e maxima (0,062 g/mL) analisada. Para todas as
bactérias testadas o halo de inibicdo foi inferior ao controle positivo (cloranfenicol). O
halo de inibicdo foi ausente nos testes com Pseudomonas aeroginosa e Escherichia

coli, ambas gram-negativas.
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Figura 11- Relagéo entre a concentragdo de extraiveis do decocto das cascas de S.

adstringens e halos de inibicdo das cepas bacterianas investigadas.
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A atividade antimicrobiana das diferentes concentracbées (0,2, 0,1, 0,075,
0,005 e 0,025 g/mL) extrato etandlico das cascas S. adstringens contra as cepas
bacterianas S. aureus, S. epidermidis ja havia sido confirmada por Souza et al.,
(2007). Assim como nosso trabalho os autores constaram que o halo de inibicao
eram maiores nas maiores concentracdes investigadas. Entretanto, os autores
constataram que o extrato investigado também era eficiente contra a cepa E. coli, 0
gue nao ocorreu nos nossos testes. Os diferentes resultados para a cepa em
guestao pode ser em decorréncia ao tipo de extrato investigado ou as concentracfes

testadas.

Trés, das cinco cepas bacterianas (S. aureus, E. faecalis e E. coli)
investigadas no presente trabalho estdo dentre 0s micro-organismos mais
importantes em se tratando de resisténcia bacteriana (ALVES et al., 2016). A
resisténcia desenvolvida pelas bactérias frente aos antimicrobianos existentes tem
ocorrido com uma velocidade bem superior a descoberta de novos produtos capazes
de um eficaz tratamento contra as infec¢cdes causadas por esses microorganismos
(FERREIRA et al., 2010).

Essa resisténcia a antibiéticos desenvolve se em decorréncia da habilidade

da populagao bacteriana em se adaptar. Essa adaptacao ocorre por: a) mutacgoes; b)
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aquisicdo de plasmideos; c) producdo de enzimas que inativam o medicamento; d)
efluxo continuo do antibidtico; e) sintese de novas enzimas que ndo sofrem a acéo
do medicamento e que apresentam a mesma atividade metabdlica das enzimas que
seriam inativadas pelo farmaco em questdo (SILVEIRA et al.,, 2006; MURRAY,
ROSENTHAL; PFALLER, 2014; ALVES et al., 2016).

A atividade antimicrobiana de S. adstringens estd associada aos compostos
presentes na casca dessa espécie, como os flavonoides e a classe dos taninos,
(HASENACK et al.,, 2008; ALVES et al., 2016; SILVA; BIESKI, 2018). Em um
levantamento feito sobre os usos de S. adstringens, 100% dos autores referem-se
aos taninos como principal responsavel pela atividade terapéutica do barbatiméo
(FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2013).

A atividade antimicrobiana dos taninos € conhecida, sendo essa atividade
extinta quando os taninos sédo eliminados tanto de extratos aquosos quanto de
acetonicos (DJIPA; DELME; QUETIN-LECLERCQ, 2000). O potencial farmacolégico
dos taninos esta relacionado a trés caracteristicas: a) a capacidade dos compostos
formarem complexos com ions metéalicos, como o ferro, aluminio, calcio e cobre,
dentre outros; b) a atividade antioxidante pelo sequestro de radicais livres; (HOYOS-
MARTINEZ et al., 2019) e c) habilidade de formar complexos com proteinas e
polissacarideos (SOUZA-KANESHIMA et al.,, 2016). Essa capacidade de formar
complexos com proteinas e polissacarideos esta relacionada a propriedade
cicatrizante dos taninos, isso por que a ligacdo (tanino-proteina ou tanino-
polissacarideo) € insolivel em agua, desse modo, haverd a formacdo de uma
camada protetora sobre a lesdo e, abaixo dessa camada, ocorrerd naturalmente o
processo de cicatrizacdo (RODRIGUES, 2015).

A atividade de S. adstringens frente a bactérias gram-positivas, e auséncia
nas cepas gram-negativas, esta de acordo com a literatura, onde ha relatos de maior
sensibilidade de cepas gram-positivas aos metabdlitos secundarios (HASENACK et
al., 2008; ELLER et al., 2015; SOARES; PEREIRA 2016; ALVES et al., 2016). Isso
deve se ao fato da membrana externa de bactérias gram-negativas atuar como uma
barreira, dificultando a entrada de varias moléculas de antibioticos. Adicionalmente,
as enzimas do espaco periplasmatico sdo capazes de degradar moléculas vindas de
fora da célula (DUFFY; POWER, 2001).
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5.3 Toxicidade em Artemia salina Leach

O ensaio de toxicidade em Artemia salina mostrou que o decocto das cascas
de S. adstringens apresentou baixa capacidade letal frente a Artemia salina. Nao
houve mortalidade na menor concentracao investigada. A taxa de mortalidade ficou
acima de 50% em 24 h de exposi¢cdo somente para as duas maiores concentracoes
analisadas (0,031 e 0,062 g/mL) (Tabela 2). A auséncia de toxicidade do decocto de
S. adstringens foi confirmada pela CLso= 14.625,000 pg/mL.

Tabela 2- Frequéncia (%) de nauplios mortos apdés 24 h de exposicao a quatro

concentracOes do decocto das cascas de S. adstringens.

Concentracéo do decocto N° de A. salina % de mortos

de S. adstringens testadas
0,008 g/mL 90 0
0,016 g/mL 90 44.4
0,031 g/mL 90 76,6
0,062 g/mL 90 100
Dicromato de potéssio 90 100
Agua marinha sintética 90 0

De acordo com Dolabela (1997), o composto é considerado altamente téxico
em casos de CLso < 80 pg/mL; entre 80 pug/mL e 250 pg/mL, moderadamente téxico;
CLso >250 pg/mL baixa toxicidade ou ndo toxico. Varios estudos tém sido realizados
com objetivo de avaliar a toxicidade de plantas medicinais e, assim, contribuir para o
uso seguro de espécies popularmente utilizadas na medicina popular. Neste cenario,
o teste em A. salina tem sido bastante utilizado como “screening” de toxicidade de
plantas medicinais, devido a facil aplicabilidade, resultados rapidos além de
apresentar uma boa correlacdo com os testes em animais (PARRA-LARGATO et al.,
2001; RAMOS et al., 2009; SILVA et al., 2017).

A fracdo rica em proantocianidinas (tanino condensado) extraidas das cascas
de S. adstringens foi utilizada em trés concentracfes (F2: 10, 100 e 1000 pg/mL)

para a investigacdo de toxicidade em Artemia salina. Os autores constaram que a
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medida que aumentava a concentracao do extrato, o0 nimero de sobreviventes de A.
salina diminuia, entretanto, a DLsp obtida estava acima da concentragdo maxima
investigada de 1000 pg/mL, indicando uma baixa toxicidade de S. adstringens
(COSTA et al., 2010). Corroborando com 0s nossos resultados.

Ja Trolezi, et al. (2017) analisaram a toxicidade do extrato metandlico das
cascas de S. adstringens, em ratos. Na investigagdo os autores administraram 5
g/kg de extrato de casca do barbatimdo, por gavagem, em ratos Wistar. O teste de
toxicidade evidenciou que o extrato de S. adstringens, ndo apresentou toxicidade
aguda. Nao foram observadas altera¢des nos parametros bioquimicos das funcdes
hepéticas e renais ou no comportamento animal. As contagens de eritrocitos e

leucocitos também foram semelhantes aos animais controle.

As plantas medicinais sdo muito (teis no tratamento de diversas
enfermidades, principalmente em paises em desenvolvimento, em fun¢do do alto
custo dos medicamentos e a dificuldade de atendimento nos setores de saude. A
atividade terapéutica de algumas espécies vegetais advém dos diferentes
compostos naturais derivados do metabolismo primario e secundario, entretanto,
esses metabdlicos podem apresentar tanto efeitos terapéuticos como toxicos ao
organismo (ALMEIDA et al., 2009; BELCAVELLO et al., 2012 PRAJITHA; THOPPIL,
2016). Desse modo, investigar o potencial toxico de plantas medicinais é de extrema

importancia para 0 uso seguro dessas espécies.

5.4 Teste de Allium cepa L.

Nossos resultados mostram que ndo houve diferenca significativa para o
indice mitético (IM), alteracdes cromossdmicas (AC) e alteracdes nucleares (AN), em
relacdo ao controle negativo (Agua mineral), considerando um nivel de significancia

com valor de p< 0.05 (Tabela 3).

No presente trabalho, foi possivel visualizar todas as fases do ciclo mitético
nas raizes de A. cepa expostas a adgua mineral (controle negativo). Entretanto, as
raizes de A. cepa previamente tratadas com o decocto das cascas de S. adstringens
s6 apresentavam células em profase inicial (Tabela 3). A profase inicial é

caracterizada pela presenca de cromossomos compactados de tal forma que néo é
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possivel visualizar com exatiddo as cromatides cromossdmicas. A auséncia dos
demais estagios da mitose nas raizes de A. cepa pode ser um indicativo de que o
decocto da casca de S. adstringens apresenta toxicidade. Tendo em vista que em
0,062 g/mL de material extraido 8,5% s&o de taninos, a toxicidade observada pode
ser atribuida aos taninos, ja que estudos atestam tanto para a atividade
farmacoldgica quanto para a toxicidade dessa classe de composto (MINATEL et al.,
2010; VILAR et al., 2010).

O potencial genotoxico do decocto de S. adstringens foi avaliado por meio das
alteracbes cromossbmicas, observadas nas raizes de A. cepa (Figura 12). As
alteracbes encontradas nos tratamentos foram: C-metafase (0,06%) e aderéncia
cromossomica (0,03%). A C-metafase esteve presente nas concentracdes: 0,016,
0,031 e 0,062 g/mL. As aderéncias cromossOmicas foram visualizadas nos
tratamentos: 0,008 e 0,031 g/mL. A ocorréncia dessas AC nao diferiu
estatisticamente do controle negativo, o que indica que o decocto das cascas de S.
adstringens nao teve acao genotoxica nas concentracdes testadas no presente
estudo (Tabela 3).

Figura 12- Células em divisdo nas raizes de A. cepa. A- célula em interfase
(controle negativo); B - célula em préfase (0,062 g/mL); C- células em metafase
(controle negativo); D- células em anéafase (controle negativo); E- célula em tel6fase
(controle negativo); F- C-metéafase (0,016 g/mL); G- célula binucleada (0,031 g/mL);

H- aderéncia cromoss6mica (0,008 g/mL).
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A andlise do potencial mutagénico no decocto das cascas de S. adstringens
foi feita pela frequéncia de anormalidades nucleares, tais como: micronucleo e
células binucleadas no teste A. cepa, foi constatado que a espécie ndo apresenta
atividade mutagénica. Em nossas analises, ndo foi visualizado microndcleo em
qualquer das concentracfes testadas, a auséncia de micronlcleos pode ser um
indicativo que o decocto ndo apresenta mutagenicidade. Ou ainda, pode ser que a
mutagenicidade nao foi detectada por que o decocto foi tdo citotoxico a que a célula

nao concluiu a mitose.

A Unica alteracdo nuclear observada nos tratamentos foi presenca de células
binucleadas. Essa alteracéo esteve presente em todas as concentragdes analisadas.
A frequéncia de células binucleadas para cada tratamento foi: 0,13% para as
concentragcbes 0,008 e 0,016 g/mL; 0,1% na concentracdo de 0,031 g/mL; 0,08%
para a concentracdo maxima analisada (0,062 g/mL) e 0,08% para o controle
negativo. Entretanto, os valores encontrados nos tratamentos ndo diferem

estatisticamente do controle negativo (Tabela 3).
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Tabela 3- Total de células analisadas por tratamento, seguida da quantidade de células em processo mit6tico nas raizes de A.

cepa. Média e DP, do potencial citotdxico, genotéxico e mutagénico para S. adstringens no teste de A. cepa.

Numero de células nas fases do ciclo celular Atividade
Total de Citotoxica Genotédxica Mutagénica
Tratamentos células Interfase Pr6fase Metéafase Anéafase Tel6fase
analisadas IM % AC CB
S. adstringens 0,008
6000 5055 945 0 0 1 15,76+ 3,82 0,33+0,51% 1,33+0,51°%
g/mL
S. adstringens 0,016
6000 5051 949 0 0 0 15,81+ 2,82 0,33+0,51% 1,33+0,81°%
g/mL
S. adstringens 0,031
6000 4978 1022 0 0 0 17,03+4,72 0,33+0,81°% 1+0,89%
g/mL
S. adstringens 0,062
6000 5270 730 0 0 0 12,16+3,8% 0,16+0,40% 0,83+0,75%
g/mL
Agua mineral 6000 4878 972 54 45 51 16,2+3,2° 0,33+0,51% 0,83+0,98%
MSE 166 pg/mL 6000 5274 698 11 5 12 11,4 +2,08" 4,8+3,1" 2,66+1,03"

*Letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0.05)

IM: indice mitético / AC: alterac6es cromossdmicas/ CB: células binucleadas
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As ACs sao consequéncias do potencial genotoxico de diferentes compostos
intrinsecos e extrinsecos, aos quais estamos constantemente expostos
(NATARAJAN, 2002). A baixa taxa de alteragbes cromossOmicas e nucleares no
organismo-teste pode estar relacionada a atividade citotdxica da substancia testada,
que inibiu o processo mitético da raiz e, consequentemente, evitou a visualizagao de
efeitos dependentes do ciclo celular em A. cepa, pois se ndo ha divisdo, ndo ha
como analisar os efeitos nas fases mitéticas (SUDHAKAR et al., 2001,
FERNANDES; MAREZZO; MARIN-MORALES, 2007). Desse modo, os constituintes
citotoxicos podem causar problemas em ensaios baseados em células, uma vez que
podem mascarar a deteccdo de outras bioatividades ou a presenca de outros
compostos com a eficacia desejada (ATANASOV, 2015).

A citotoxicidade das cascas de S. adstringens ja foi comprovada em
diferentes sistemas (VILAR et al., 2010; BALDIVIA et al., 2018). Vilar et al. (2010)
investigou a citotoxicidade e mutagenicidade do extrato das cascas do barbatiméo
nos testes: SOS-Inductest, Chromotest e Teste de Ames. Corroborando com os
nossos resultados, o extrato de S. adstringens apresentou citotoxicidade em todos
0s sistemas testados. E ndo apresentou atividade mutagénica para as

concentracdes testadas.

O extrato aquoso das cascas de S. adstringens apresentou citotoxicidade
contra as células de melanoma B16F10Nex-2, ocasionando na morte celular por
apoptose em aproximadamente 19,6 e 36,7% das células previamente tratadas com
0 extrato nas concentracfes de 65 e 100 pg/mL. Essas células apresentaram um
aumento de 40% no indice das caspase-3, uma proteina pro-apoptética, apos 24 h

de exposicao ao extrato das cascas de S. adstringens (BALDIVIA et al., 2018).

A toxicidade do extrato das cascas de S. adstringens também foi constatada
em células hematologicas de camundongos, onde foi possivel constatar que os
animais tratados com 1600 mg/kg do extrato do barbatimdo por 30 dias
apresentaram uma diminui¢cdo no peso do timo. O grupo de animais tratados com a
dose 800 mg/kg pelo mesmo periodo também apresentaram efeitos toxicos ao
organismo. Evidenciando que o uso de S. adstringens por longos periodos pode
causar efeitos toxicos ao organismo ainda que em baixas doses (REBECCA, et al.,
2002).
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A possivel citotoxicidade das cascas de S. adstringens pode ser um indicativo
gue essa planta apresenta potencial antineoplasico, uma vez que o crescimento
desordenado é uma das caracteristicas de células tumorais e uma planta com
potencial de paralisar essa divisao celular pode ser uma candidata a futuros estudos
gue visem o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer. A
fracdo obtida das cascas do caule de S. adstringens, testada in vitro contra a
linhagem de célula B16F10Nex-2 (melanoma) evidenciou que a citotoxicidade do
barbatiméo foi capaz de aumentar os niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio, causar a disfuncdo do potencial de membrana mitocondrial e a ativacéo da
caspase-3 clivada, uma proteina pro-apoptoética, indicando inducdo de morte celular
nas células tratadas com S. adstringens (BALDIVIA et al., 2018).

A paralisacdo do processo mitdtico observada em nossos resultados pode
estar relacionada a acao do extrato das cascas de S. adstringens sobre as proteinas
a e B tubulinas que compdem fibras do fuso mitético. A desmontagem do
microtubulo que compde o fuso mitdtico pode atrasar a préfase por horas até que o
mesmo seja reestruturado e o processo de divisdo retomado (RIEDER; COLE,
2000). Ou ainda, pode ser que as células sofreram alteracdo no material genético
durante a préfase inicial e estejam retornando a interfase até que o erro seja
corrigido e a mitose seja retomada. O mecanismo de retorno a interfase envolve a
inibicdo da CDK1 juntamente com as histonas H1 e H3 (RIEDER; COLE 1998).

Quanto as AC observadas nas células meristematicas de A. cepa, tanto a
aderéncia cromossbmica como a C-metafase sédo efeitos predominantemente
aneugénicos (TEIXEIRA, 2014). A C-metadfase é um evento que ocorre em
decorréncia da ndo formacdo das fibras do fuso, resultando na dispersdo dos
cromossomos sobre as células (LEAVAN, 1938). Em relacdo a aderéncia
cromossOmica, elas sdo assim classificadas por se tratarem de agrupamentos
cromaticos envolvendo poucos cromossomos ou todo o genoma. A aderéncia é
resultado do aumento da contracdo e condensacdo cromossdmica e parcial
dissolucdo de proteinas nucleares. Essa alteracdo € do tipo irreversivel e
provavelmente acarretara na morte celular (KHANNA; SHARMA, 2013; GOMES et
al., 2015).
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A auséncia de genotoxicidade no extrato das cascas de S. adstringens ja foi
constatada em diferentes testes. Costa et al. (2010), analisaram a fracao rica em
polimeros de proantocianidinas extraidas da casca de S. adstringens pelo ensaio do
micronucleo utilizando eritrocitos de camundongos. Os autores constataram que
nenhuma das concentracbes avaliadas apresentou atividade genotéxica. Coelho
(2015) investigou o potencial genotéxico da pomada das cascas de S. adstringens
(10%) sobre o processo de reparacao tecidual utilizando ensaio do micronucleo em
sangue periférico de ratos Wistar. A frequéncia de micronucleo foi calculada apo6s
24, 48 e 72 h de tratamento com a pomada. S. adstringens néo apresentou atividade
genotoxica nos tratamentos. Os estudos de Costa et al. (2010) e Coelho (2015)

corroboram os resultados encontrados em nosso estudo pelo teste de A. cepa.

Ja Vilar et al. (2010) analisaram a atividade genotoxica do extrato das cascas
do barbatimdo pelo ensaio SOS-Inductest, e constatou que a espécie apresentou
genotoxicidade pela diminuicdo da sobrevida da cepa bacteriana analisada
(Escherichia coli). Ainda segundo os autores, a genotoxicidade encontrada pode ser
explicada em parte pela presenca dos taninos nas cascas de S. adstringens, esses
compostos tém a capacidade de se ligarem a proteinas ocasionando na formacéo de
grandes agregados protéicos, propriedade essa que poderia afetar tanto a atividade
enzimatica quanto a replicacdo de DNA pela formacédo de ligacdes cruzadas com
proteinas necessarias. Os diferentes resultados encontrados também podem estar
associado as diferencas metodoldgicas, os tipos de extratos utilizados bem como, as
concentracfes testadas. Outro mecanismo de toxicidade associada ao tanino deve-
se a capacidade se complexarem facilmente aos ions metélicos. Os sistemas
biol6gicos necessitam de ions metalicos como co-fatores enzimaticos (SCALBERT,
1991).

Assim como em nosso estudo, outros trabalho dedicaram se a investigar o
potencial mutagénico do extrato das cascas de S. adstringens. E a espécie em
guestdo nao apresentou atividade mutagénica em qualquer desses estudos (VILAR
et al. 2010; COELHO 2015), confirmando os nossos resultados. A presenca de
células binucleadas encontradas em nossas analises pode ser resultado da inibicdo
do processo de citocinese na célula em divisdo (KHANNA; SHARMA, 2013).
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6. CONCLUSOES

- O decocto das cascas de S. adstringens apresentou 6,2% de teor de sélidos. O
rendimento do método extrativo utilizado foi de 31%. A partir desses resultados, a
concentracédo do decocto foi determinada.

- O decocto das cascas de S. adstringens esteve de acordo com os padrbes de
qgualidade estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira quanto a perda por
dessecacédo (11,34%) e teor de taninos (8,2%). Portanto, os métodos utilizados no
preparo da droga vegetal foram eficientes e o decocto das cascas do barbatimdo
atende aos parametros de qualidade estabelecidos para a droga vegetal.

- O teor de flavonoides encontrados no decocto das cascas de S. adstringens foi
0,75%.

- O decocto das cascas de S. adstringens apresenta atividade antimicrobiana contra
as cepas gram-positivas E. faecales, S. aureus e S. epidermidis sendo os resultados
mais expressivos nas maiores concentracdes avaliadas. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura em que ha relatos de que as bactérias gram-positivas séo

mais susceptiveis ao extrato de plantas medicinais.

- O decocto das cascas de S. adstringens ndo apresentou toxicidade em A. salina
CLs0=14,624,000 pg/mL.

- A paralisacdo da mitose em proéfase inicial demonstra que S. adstringens apresenta
citotoxicidade nas concentracfes testadas por meio do teste A. cepa. A

citotoxicidade das cascas de S. adstringens esta de acordo com dados da literatura.

- Os resultados da investigacdo genotoxica e mutagénica indicam que o decocto das
cascas de S. adstringens ndo apresenta potencial genotéxico ou mutagénico pelo

teste de A. cepa nas concentracdes testadas.

- Apesar de nossos resultados ndo cobrirem todos 0s possiveis riscos, 0 presente
estudo reporta auséncia de qualquer indicio que o uso do barbatimdo comprometa a

seguranca do uso popular como planta medicinal nas condi¢des testadas.
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados abrem a perspectiva do uso seguro do barbatiméao
como planta bactericida e citototoxica. Esse potencial € promissor inclusive como
uma devolutiva aos pacientes entrevistados na unidade de quimioterapia do Hospital
Araujo Jorge (HAJ/ACCG) quanto aos aspectos de paralisacdo do ciclo celular
induzida pelo decocto e potencial extrapolacdo para outros modelos biol6gicos além
do A.cepa. Ao certo, a aplicabilidade do barbatimdo depende de investigagcbes mais
complexas referentes a: formas de administracdo, doses, tempo de uso,

biodisponibilidade, metabolizacdo e qualidade da droga vegetal utilizada.
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