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RESUMO

COELHO, Julice Medeiros. AVALIACAO TOXICOGENETICA, BIOQUIMICA E DA
REPARACAO TECIDUAL EM MODELO EXPERIMENTAL SUBMETIDO A
TRATAMENTOS COM EXTRATOS DE Handroanthus impetiginosus (MART. EX DC )
MATTOS (IPE-ROXO) E DE Stryphnodendron adstringens (MART.) COVILLE
(BARBATIMAQ), 2015. Tese [Doutorado em Salde e Desenvolvimento na Regido Centro
Oeste] — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

Objetivo: Avaliar as atividades genotoxicas, mutagénicas, bioquimicas, fitoquimicas e da
reparacdo tecidual em modelo experimental submetidos a tratamentos com pomadas de
extratos de Handroanthus impetiginosus (HIWE-O) e Stryphnodendron adstringens (SAWE-
0O). Materiais e métodos: Utilizou-se 60 ratos Wistar, distribuidos aleatoriamente em seis
grupos. Foi confeccionada uma lesao cutanea padronizada utilizando-se um punch metélico
de 1,5 cm de didmetro. ApGs a confec¢do da lesédo cutanea, os animais dos Grupos 1 e 4
receberam aplicacdo tépica base de pomada (vaselina sélida) diariamente, por um periodo
de 7 e 14 dias, respectivamente. Os Grupos 2 e 5 receberam aplicagéo tépica de HIWE-O a
10% diariamente, por um periodo de 7 e 14 dias, respectivamente, e 0s animais dos grupos
3 e 6 receberam aplicacéo topica de SAWE-O a 10% diariamente, por um periodo de 7 e 14
dias, respectivamente. Resultados : O perfil quimico de SAWE revelou a presenca de
substancias identificadas como pertencentes as classes das proantocianidinas,
prodelfinidinas e prorobinetinidinas, e o perfil quimico de Handroanthus impetiginosus
revelou a presenca de substancias pertencentes a classe dos iridoides e fenilpropanoides
glicosilados. Os achados histolégicos mostraram epitelizacdo completa aos 14 dias em
todos os animais dos grupos tratados com HIWE-O e SAWE-O, enquanto neste periodo,
apenas 2 animais do grupo controle apresentaram a leséo totalmente epitelizada (teste Qui-
gquadrado (p<0,05)).0s ensaios bioldgicos ndo revelaram efeito genotdxico e mutagénico de
HIWE-O e SAWE-O e na andlise bioquimica os grupos HIWE-O e SAWE-O apresentaram
diferencas significantes de TGO e TGP quando comparados com os valores de referéncia
(p<0,05; ANOVA/Tukey). Conclusdes: Os extratos de Handroanthus impetiginosus e de
Stryphnodendron adstringens apresentaram substancias com acdo adstringente,
antiinflamatéria e antioxidante, favoreceram a reparacéo tecidual de lesdes cutaneas, ndo
apresentaram efeitos genotdxicos e mutagénicos, e ndo alteraram a maioria dos parametros

bioquimicos estudados.

Palavras — Chave : Ipé-roxo; Barbatiméo; genotoxicidade; cicatrizacdo; plantas medicinais.



ABSTRACT

COELHO, Julice Medeiros. EVALUATION TOXICOGENETICS, BIOCHEMISTRY AND
TISSUE REPAIR IN EXPERIMENTAL MODEL SUBMITTED TO TR EATMENT WITH
EXTRACTS OF Handroanthus impetiginosus  (MART .EX DC) MATTOS (PURPLE “IPE)
AND Stryphnodendron adstringens ~ (MART.) COVILLE (“BARBATIMAQ”), 2015. Thesis
[Doctorate in Health and Development in the Central West Region ] - Federal University of
Mato Grosso do Sul, MS .

Aim of the study: To evaluate the genotoxic, mutagenic, biochemical, and tissue repair
effects in experimental model treated with ointments formulated from Handroanthus
impetiginosus (HIWE-O) and Stryphnodendron adstringens (SAWE-O) extract. Materials
and methods: Sixty Wistar rats were randomized in six groups. A standardized skin lesion
was performed in the rats using a metal punch. After the performed skin lesion, groups 1 and
4 received a topical ointment base (solid Vaseline) daily for a period of 7 and 14 days,
respectively, groups 2 and 5 received a topical application of HIWE-O at a concentration of
10% daily, for a period of 7 and 14 days, respectively, and t groups 3 and 6 received a topic
application of SAWE-O at a concentration ofl0% daily for a period of 7 and14 days,
respectively. Results : The chemical analysis of the SAWE profile revealed the presence of
substances belonging to proanthocyanidins, prodelphinidins, and prorobinetinidis, and the
chemical profile of Handroanthus impetiginosus revealed the presence of substances
belonging to iridoid, glycoside, and phenylpropanoid glycoside classes. Histological findings
revealed complete epithelialization by day 14 in all the animals treated topically with HIWE-O
and SAWE-O, while only two animals in the control group had a completely epithelialized
lesion during this period (Test: Chi-square (p<0.05)). The biological assays revealed no
genotoxic and mutagenic effects of HIWE-O and SAWE-O. The biochemical analysis of
HIWE-O and SAWE-O groups showed significant differences in GOT and TGP compared to
the reference values (p<0,05; ANOVA/Tukey). Conclusions: The extracts of Handroanthus
impetiginosus and Stryphnodendron adstringens susbtances presented with astringent
action, anti-inflammatory and antioxidant, favored tissue repair of skin lesions, did not exhibit

genotoxic and mutagenic effects and did not affect the evaluated biochemical parameters.

Keywords : Tabebuia; Stryphnodendron adstringens; genotoxic; healing; medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos que o0 uso de produtos medicinais a base de
plantas € pratica comum para o tratamento de doencas. O uso de plantas medicinais
decaiu com o desenvolvimento dos medicamentos sintéticos no século XX, porém,
nas Ultimas décadas apresentou crescimento marcante, como tratamento alternativo
aos medicamentos da medicina convencional (CARVALHO et al., 2007) e a
retomada por tratamentos de origem vegetal recebem apoio dos programas de
politicas nacionais e internacionais quanto ao cultivo, incentivo a pesquisa € uso
racional dos recursos naturais para cuidados primarios em saude (LIMA, 2014).

A medicina popular caseira é uma tradicdo passada de geracao para geracao,
e no Brasil, por possuir uma miscigenacéao cultural envolvendo europeus, africanos e
indigenas, essa tradicdo é muito diversificada e para muitas das comunidades
brasileiras é o Unico recurso terapéutico disponivel (MELO et al., 2007; CARVALHO;
SILVEIRA, 2010).

Dentre as plantas medicinais brasileiras, Handroanthus impetiginosus (Mart.
Ex DC) Mattos, uma espécie arbdrea pertencente a familia Bignoniaceae e também
conhecida pelos nomes de ipé-roxo e pau d'arco é nativa da América Latina com
ocorréncia em todo Brasil, principalmente nos biomas do Cerrado, Caatinga, Mata
Atlantica, Pantanal e Amazbnia (GROSE; OLMSTEAD, 2007; DA SILVA, 2009;
MAIA-SILVA et al., 2012) e € empregada na medicina popular caseira devido a
diversidade de constituintes quimicos, como as naftoquinonas e seus derivados,
além de iridoides e antraquinonas, utilizadas para o tratamento de inflamacdes,
doencas parasitarias, neoplasias e na cicatrizacao de feridas (PANIZZA, 1997; DA
SILVA et al., 2013).

Stryphnodendron adstringens, conhecida popularmente como barbatiméo, &
outra planta medicinal brasileira bastante utilizada na medicina caseira. Tem ampla
distribuicdo geogréfica, de ocorréncia, principalmente, no cerrado tipico, campo-sujo
e cerraddo, nos estados do Para, Minas Gerais, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e
também no Distrito Federal (FELFILI et al., 1999). Desta espécie registra-se 0 uso
terapéutico da casca da arvore principalmente para o tratamento de feridas
cutaneas, disturbios gastrointestinais e inflamacdes vaginais. Destaca-se ainda sua

acdo adstringente, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiedematogénica e

18



antioxidante (EURIDES et al., 1996; COUTINHO, 2004; SOUZA et al.,, 2007,
FERREIRA et al., 2010; LIMA, 2010; COSTA et al., 2011).

Os relatos anteriores demonstram que 0 uso dos extratos de ipé-roxo e
barbatiméo pela populacdo € comum e tendem a aumentar ao longo dos anos seja
em funcdo da sabedoria popular e/ou devido a estudos que comprovam as
aplicacoes indicadas pelas etnofarmacologia. Soma-se a isso a comprovagao de
outras atividades bioldgicas por meio de estudos cientificos (GUARIM NETO, 1987;
MARTINS; ALVES, 2003; SILVA, 2006; GARCEZ et al., 2007; MELO et al., 2007;
SOUZA, 2007; SOARES, 2008; COELHO, 2010).

No entanto, apesar desses fatos, a literatura apresenta poucos estudos
sobre possiveis efeitos toxicos dessa utilizacdo, o que tem chamado atencdo de
estudiosos visto que a maioria da populacdo faz o uso das plantas medicinais e
fitoterapicos por automedicacdo, muitas vezes sem indicacdo médica e sem que
esses tenham o perfil toxico bem estabelecido (VEIGA-JUNIOR, 2008). Logo,
estudos multidisciplinares se tornam cada vez mais importante para a definicdo dos
potenciais terapéuticos e/ou dos efeitos toxicos de extratos vegetais, para que 0s
mesmos possam ser usados com seguranca e efetividade pela populacéo.

Diante do exposto verificou-se a necessidade de novos estudos com o
Handroanthus impetiginosus e Stryphnodendron adstringens observada a escassez
de dados, em especial, na area de genética toxicolégica e devido ao grupo de
pesquisa ja possuir trabalhos realizados e publicados com esses extratos, onde,
Coelho et al. (2010) demonstraram melhorias no processo de reparagao cutanea sob
hipertensdo venosa. O interesse é ainda maior quando se considera que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos
cuidados basicos de saude (OMS, 2000). Diante dessa realidade, avaliou-se 0s
efeitos toxicogenéticos, bioquimicos e na reparacdo tecidual com utilizacdo dos
extratos de Handroanthus impetiginosus e Stryphnodendron adstringens, em modelo

experimental, além da caracterizacao fitoquimica dos extratos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

O desenvolvimento de politicas publicas para facilitar a integracdo da
medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos sistemas nacionais
de atencdo a saude foi recomendado aos estados-membros no final da década de
70 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) com a criagdo do Programa de
Medicina Tradicional. Desde entdo, a OMS recomenda e reforga a importante
contribuicdo da medicina tradicional caseira na prestacdo de assisténcia social,
especialmente as populacbes que tem pouco acesso aos sistemas de saude
(BRASIL, 2006).

No Brasil, a Politica aprovada por meio do Decreto n® 5.813, de 22 de junho
de 2006, tem o objetivo de garantir o acesso seguro e 0 uso correto de plantas
medicinais e fitoterapicos pela populacdo, assim como, promover a utilizacdo
sustentavel da biodiversidade brasileira e desenvolver a industria nacional dos
fitoterapicos (BRASIL, 2006).

Antonio et. al (2014) ressaltam que no Brasil, o pais com a maior
biodiversidade do mundo, grande riqueza cultural e de conhecimentos sobre plantas
medicinais, a atencéo primaria a satde e o Sistema Unico de Salde tenham t&o
poucas experiéncias registradas de acbes com plantas medicinais disponiveis na
literatura cientifica ao final da primeira década do século XXI. Para os autores, existe
a hipotese de que o tema das plantas medicinais tenha sido subvalorizado no Brasil,
fazendo com que o uso das plantas medicinais pareca um resquicio de tempos
subdesenvolvidos, primitivos e arcaicos de cuidado, e ndo como um futuro possivel
de tecnologias novas sustentiveis, aberto a modelos mais complexos de
entendimento da acao das plantas sobre o ser humano.

Para Badke et al. (2012) a aproximacdo entre o saber popular e o saber
cientifico sobre a eficacia farmacoldgica das plantas medicinais € importante, pois,
em seu estudo, a grande maioria dos vegetais utilizados para fins medicinais citados
pelos entrevistados apresenta suas indicacdes terapéuticas confirmadas em estudos
cientificos. Acredita-se ainda, que seu poder curativo ndo deve ser apenas

considerado como uma tradicdo passada de pais para filhos, mas sim, uma area da
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ciéncia, que deve ser estudada e aperfeicoada para ser aplicada de forma segura e
eficaz por profissionais da saude.

No estudo realizado por Lima et al. (2014) sobre o uso de plantas medicinais
por mulheres agricultoras no cuidado familiar, os autores relataram que para muitas
comunidades, as plantas medicinais além de se constituirem no primeiro recurso
procurado, também sdo consideradas tdo ou mais eficazes que a medicagéo
alopética, sendo utilizadas com o intuito de reduzir o uso da medicacdo
industrializada. Porém, o uso de plantas medicinais ndo deve ser indiscriminado e
requer atencdo e cuidados principalmente pelo uso feito por automedicagdo, sem
prescricdo meédica.

Nesse sentido, em 2009, foi realizado o Seminario Complexo Industrial da
Saude e Fitoterapicos, com a finalidade de integrar diversos setores afins a questao,
como o setor industrial, os servigos de saude, a academia e o Ministério da Saude,
para identificar e desenvolver as potencialidades para producédo de fitoterapicos
(BRASIL, 2012). Logo, a criacdo de uma politica para a Fitoterapia abre perspectivas
de desenvolvimento de estudos com as plantas medicinais, que além de estabelecer
critérios quanto ao uso, também pode dar ao Brasil papel de destaque no cenario
mundial na producdo de medicamentos fitoterapicos (CARVALHO, 2007).

Dessa forma, a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 14/2010 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que trata do registro de
medicamentos fitoterapicos, estabelece trés critérios pelos quais devem ser
comprovados a eficacia e a seguranga dos medicamentos fitoterapicos: estudos pré-
clinicos e clinicos, sustentacdo na literatura enumerada na Instrucdo Normativa
05/2010 da ANVISA e tradicionalidade de uso, isto € o uso popular por um periodo
nao inferior a 20 anos (BRASIL, 2010; FIGUEREDO et al., 2011).

Por considerar a importancia das plantas medicinais nos cuidados béasicos
de saude, o Ministério da Saude elaborou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS) a lista conta com 71 plantas medicinais com
potencial de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de
interesse ao SUS (BRASIL, 2009; BRASIL, 2012).

Dentre as plantas citadas na lista do RENISUS estdo o Handroanthus

impetiginosus (=Tabebuia avellanedae) e Stryphnodendron adstringens.
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2.2. Handroanthus impetiginosus (IPE-ROXO)

Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, pertence a familia
Bignoniaceae. Essa possui cerca de 120 géneros e 800 espécies; dentre elas, 100
sdo conhecidas popularmente como ipés, incluidas nos géneros Handroanthus e
Tabebuia (SOUZA; LORENZI, 2005; OLMSTEAD;GROSE, 2007). A espécie € nativa
das Américas com ocorréncia em todo Brasil, principalmente nos biomas do
Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Amazoénia (MAIA-SILVA et al., 2012).

O ipé-roxo é uma arvore de porte medio, até 35 m de altura e 90 cm de
didametro (Figura 1). A flor, roxo-violacea, é pouco pilosa e muito abundante. As
folhas, de coloracdo verde-escura, sdo opostas e compostas por 5 a 7 foliolos,
glabros, com apice agudo (LORENZI, 1992; PANIZZA, 1997; LORENZI; MATOS,
2002).

Figura 1- Fotografia da arvore (A), Flores(B), tronco (C) e extrato(D) de Handroanthus
impetiginosus.
Fonte: Arquivos do autor
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O ipé-roxo é bastante utilizado para fins paisagistico devido as suas flores
roxo-violacea. A madeira é utilizada para obras externas em funcdo de sua
resisténcia e durabilidade e as cascas empregadas nas formas de infusao,
cozimento e decocc¢cbes na medicina caseira para o tratamento de local de impetigo,
eczemas e cicatrizacao de feridas. Destaca-se ainda o seu uso oral no tratamento
de inflamacbes, dores de dente, dores articulares, como antimicrobiano, antiviral
(como no tratamento do herpes) e antitumoral (PANIZZA, 1997; LUBECK, 2001;
LORENZI; MATOS, 2002; ALMEIDA, 2003; GARCEZ et al., 2007).

O histérico do potencial terapéutico do ipé-roxo € bem documentado na
literatura, pois € descrito seu uso pela populacdo indigena desde a época dos Incas
(PANIZZA 1997). Nos trabalhos cientificos, a atividade antibidtica foi inicialmente
estudada por Lima e D’albuquerque (1962), a atividade antiinflamatéria ja foi descrita
por Wanick et al. (1970) e Lopes et al. (1978) e a acao cicatrizante por Silva (2006) e
Coelho et al. (2010).

Dentre os constituintes quimicos presentes na casca e madeira de ipé-roxo
estdo as naftoquinonas, principalmente o lapachol, a lapachona e alguns de seus
derivados; furanonaftoquinona; antraquinona; iridoides; flavonoide (quercetina);
acido hidroxibenzadico e taninos (PANIZZA 1997; LORENZI; MATOS 2002).

Uma vez conhecida a caracterizacao fitoquimica do ipé-roxo, estudos com
compostos isolados, como € o caso do lapachol demonstrou importante potencial
antiinflamatorio, bactericida, fungicida, tripanocida e antineoplasico segundo
registros de Almeida et al.(1988), Guiraud et al. (1994), Sester (1996) e Silva et al.
(2003). Em trabalhos mais recentes destacam-se também os estudos sobre o
potencial antineoplasico das naftoquinonas, em especial a B-lapachona
(MONTANARI; BOLZANI, 2001; HIGA, 2011; CAVALCANTI et al., 2013).

2.3.  Stryphnodendron adstringens (BARBATIMAO)

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Leguminosae), é espécie nativa
do Cerrado brasileiro, encontrado em areas do Brasil Central, desde os estados do
Para, Minas Gerais, S0 Paulo, Mato Grosso do Sul e no Distrito Federal. Arvore de
porte médio, de 4 a 6 m de altura quando adulta e o didametro do tronco varia entre

20 a 30 cm. E uma planta hermafrodita, que floresce de outubro a fevereiro sendo
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suas flores de coloracdo avermelhada. Os frutos correspondem a vagens sésseis e
grossas, com tamanho médio de 10 cm e as folhas sdo bipinadas, com seis a oito
foliolos compostos e folidlulos de tamanho entre 30 a 60 mm (Figura 2) (EURIDES et
al., 2010).

Figura 2 - Fotografia da arvore (A), folhas (B), tronco (C) e extrato de Stryphnodendron
adstringens.
Fonte: Arquivos do autor.

Em um trabalho realizado pelo Ministério da Saude onde reune dados
técnicos e informag¢des quanto ao uso popular do Stryphnodendron adstringens, é
relatado que as principais formas de uso do barbatimédo pela populacdo séo feitas a
partir das cascas dos caules e entrecascas na forma de decoctos, infusdes e tinturas
e que por via topica é utilizado para o tratamento de lesbes cutaneas, feridas

ulcerosas, inflamacdes e infec¢cdes vaginais, problemas de circulacdo e pele

24



excessivamente oleosa, enquanto, a administracdo oral de preparagdes obtidas a
partir de cascas é descrita para o tratamento de diarrreia, inflamacdes da garganta,
gastrites, hemorragias, escorbuto, complicagbes pulmonares e infeccOes
respiratorias (BRASIL, 2014).

Dentre os estudos cientificos realizados com o barbatimdo pode-se
destacar os trabalhos de Souza et al. (2007) e Costa et al. (2011) que avaliaram a
acao antisséptica e antimicrobiana, Lucena et al. (2009) e De Paula et al. (2010)
estudaram a acédo antiofidica, Souza et al. (2007) o efeito antioxidante e Hernandes
(2010), Lima (2010) e Coelho (2010) confirmaram a acéo cicatrizante do
barbatiméo sobre feridas cutaneas.

Segundo Panizza et al. (1988) as propriedades medicinais do barbatiméo se
devem em grande parte as altas concentracfes de taninos encontrados na casca.
Os taninos sdo compostos fendlicos encontrados na maioria das plantas, possuem
solubilidade em agua e alto peso molecular, de forma a possibilitar a formacao de
complexos estaveis com proteinas e outras macromoléculas (JORGE et al., 2001;
MONTEIRO et al. 2005).0s taninos podem ser classificados em dois grupos: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis incluem os galitaninos
e os elagitaninos, polimeros derivados dos acidos galico e elagico, ja os taninos
condensados séo polifendis, consistindo de unidades flavondidicas com varios graus
de condensacao, e estdo associados aos seus precursores naturais, flavan-3-ol e
flavan-3,4-diol (MUELLER-HARVEY, 2001; MONTEIRO et. al, 2005).

De acordo com Monteiro et al. (2005 ) nos tratamentos de feridas cutaneas,
gueimaduras e inflamagbes os taninos formam uma camada protetora sobre a
mucosa ou tecido lesado através do complexo tanino-proteina e/ou polissacarideos,
permitindo assim que compostos ricos em taninos favorecam o processo de

cicatrizagdo da pele e mucosas.

2.4 — ENSAIOS BIOLOGICOS
A retomada por terapias alternativas a base de plantas medicinais séo

praticas que devem ser incentivadas e estimuladas (BRASIL, 2006). Porém, muitas

plantas medicinais ndo tiveram as suas atividades bem estabelecidas, podendo
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apresentar substancias com potencial téxico em sua composi¢do (FENNELL et al.,
2004; PASTORI et al. 2015).

A avaliacdo do potencial genotoxico/mutagénico € recomendada para as
plantas medicinais, pois 0 conceito errado de que os produtos naturais estéo livres
de efeitos toxicos, representa preocupacao por parte da comunidade cientifica sobre
0 uso prolongado de plantas medicinais de forma empirica (VIEIRA et al., 2009).

Na presente pesquisa, 0S ensaios eleitos para a avaliacdo toxicogenética
foram os ensaios do cometa e micronucleo em associacdo com 0S ensaios
complementares de fagocitose esplénica, apoptose e contagem diferencial de
células do sangue.

Também foram eleitos ensaios bioquimicos no intuito de predizer a correlacéo
desses com danos toxicogenéticos e com a reparacdo tecidual que teve sua

avaliacao realizada por histopatologia.

2.4.1. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa, também chamado eletroforese em gel de célula isolada,
€ capaz de detectar os niveis de danos oxidativos ao DNA em uma célula isolada
(SINGH et al. 1988), detectando lesbes gendmicas que, apds serem processadas,
podem resultar em mutacéo (TICE, 1995).

Segundo Brianezi et al. (2009) a técnica consiste na lise de membranas
celulares, seguida pela inducdo da migracdo eletroforética do DNA liberado em
matriz de agarose. A partir do nucledide, fragmentos de DNA migram no sentido do
anodo e quando visualizados em microscopio a célula adquire forma semelhante ao

de um cometa (Figura 3).

0 1 2 3

Figura 3 - Escala de danos apresentada no ensaio do cometa.

Fonte - Gentox — Laboratoério de Genética Toxicolégica. Disponivel em:gentox.bio.br
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De acordo com os niveis de danos no DNA, os nucledides podem ser
classificados em classe 0 — quando ndo apresentam cauda; classe 1 — quando o
nucleoide apresenta cauda menor que o seu diametro; classe 2 — quando a cauda
tem o tamanho entre 1 e 2 vezes o diametro do nucledide; classe 3 —quando a
cauda possui o tamanho maior que 2 vezes o diametro do nucledide (KOBAYASHI
et al., 1995).

2.4.2. Ensaio do micronucleo em sangue periférico

A avaliacdo de danos cromossOmicos em células expostas a agentes
mutagénicos pode ser feita pelo teste de micronucleo (FENECH; MORLEY, 1985;
FENECH et al., 1999; HOLLANDA, 2008; RODRIGUES; 2013), sendo os linfécitos
periféricos e eritrocitos os tipos celulares mais utilizados no teste do micronucleo in
vivo (TUCKER e PRESTON, 1996).

Segundo Rocha (2011) os microndcleos séo o resultado de uma mutacdo em
nivel cromossdmico e sdo formados durante o periodo de divisdo celular em
consequéncia de quebras cromossGmicas ou de cromossomos inteiros nao
incorporados ao nucleo e que apresentam relacdo com agentes mutagénicos. Sao,
portanto, estruturas bem menores que o nucleo principal, podendo medir de 1/3 a
1/5 do tamanho do nucleo principal, apresentando material cromatinico contido por
envoltorio nuclear (SCHMID, 1975; ROCHA, 2011).

No estudo, optou-se pela técnica de micronucleo em sangue periférico
utilizando a coloracdo de Laranja de Acridina, pois essa apresenta a vantagem de
um mesmo animal poder fornecer varias amostras de material, sem a necessidade
de sacrificio do mesmo (CSGMT, 1992; OLIVEIRA, 2010). Nessa técnica, o0 corante
se intercala com moléculas de DNA e ao sofrer exposicdo a radiacdo ultravioleta
emite uma fluorescéncia de cor amarela. Porém, quando o mesmo se liga ao RNA,
sem a capacidade de se intercalar, a fluorescéncia emitida é vermelha. Essas
propriedades permitem a identificacdo dos reticuldcitos, eritrocitos jovens ricos em
RNA em nivel citoplasmatico, que se coram em vermelho pela presenca desse acido
nucléico. J& os micronucleos que possuem DNA em sua constituicdo coram-se em
amarelo e podem ser localizados no meio ou nas bordas das regides coradas em
vermelho (HAYASHI et al,1990; OLIVEIRA, 2010).
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2.4.3. Ensaio de Fagocitose Esplénica

O baco é um dérgéao linforeticular, dividido em pequenos compartimentos por
trabéculas de tecido conjuntivo. Apresenta cor vermelha escura, consisténcia mole e
forma alongada.A arquitetura esplénica e a microcirculacdo estdo intimamente
relacionadas com a sua funcéo, pois, o 6rgao pode ser dividido em duas porc¢oes,
uma porcdo denominada polpa vermelha, rica em eritrocitos e outra denominada
polpa branca onde se encontram nédulos de tecido linféide, sendo que na polpa
vermelha o sangue é filtrado, enquanto a polpa branca é responsavel pela defesa
imunoldgica. Na periferia da polpa branca existe a zona marginal, que possui
artérias marginais (DE LIMA PEREIRA et al., 1999; CHADBURN, 2000; MENEZES,
2009).

O baco € o maior 6rgéo linféide do corpo humano, agindo primordialmente
na liberacdo de linfécitos e mondcitos, na fagocitose de particulas estranhas,
bactérias, virus e leucadcitos, principalmente em casos de agressao aguda, como nas
infeccbes. Também é considerado um dos principais 6rgaos do sistema imunoldgico,
visto que células esplénicas capturam antigenos e os apresentam aos linfocitos T e
B, que interagem estimulando a geracdo de plasmocitos secretores de anticorpos
(SABA, 1970; MARQUES et al., 2002; MEBIUS; KRAAL, 2005).

Visto a importancia do bago nos processos de imunomodulacéo, o ensaio de
fagocitose esplénica proposto por Hayashi et al. (1990) foi realizado para

caracterizar os efeitos imunomodulatérios dos compostos em testes.

2.4.4 — Ensaio de apoptose

As caracteristicas morfologicas e bioguimicas dos processos de morte
celular os diferenciam quanto a classificacdo em: apoptose, autofagia, necrose,
mitose catastrofica e senescéncia (GRIVICICH et al., 2007).

A apoptose é o processo de morte celular programada, autodigestdo controlada dos
constituintes celulares, devida a ativacdo de proteases enddgenas. Parolin e Reason
(2001) descrevem esse processo como um verdadeiro colapso provocado na
estrutura celular pela ativacdo das proteases que comprometem o0 citoesqueleto

celular.
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Segundo Grivicich et al. (2007) a apoptose € um processo utilizado por um
organismo para remover as células indesejadas ou danificadas. Durante o processo,
a célula sofre alteracdes morfolégicas que incluem: a retracdo da célula, perda de
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacao da cromatina,
fragmentacao internucleossémica do DNA e formagdo dos corpos apoptéticos,
sendo esses corpos apoptoticos fagocitados por macrofagos e removidos sem
causar processo inflamatério.

A identificacdo e quantificacdo da apoptose por métodos confiaveis e também
reprodutiveis é uma condicdo essencial na diferenciagdo da apoptose em grupos
sinalizados (MAURO, 2011). No presente estudo, a técnica proposta por Navarro et
al. (2014) foi utilizada para identificar células apoptéticas por meio de analise do
padrdao de fragmentacdo do DNA nuclear, a partir de coloragcdo com Alaranjado de
Acridina.

2.4.5 — Contagem diferencial de células do sangue
Os principais componentes do sistema imunoldgico sdo os leucdcitos que

podem ser classificados em dois grupos funcionais: os fagdcitos (mastocitos,
monaocitos/ macrofagos, neutrofilos e basofilos) e os linfécitos (células T e B),
demonstrados na Figura 4.
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Figura 4 — Figura mostrando a identificacdo dos leucdcitos na contagem diferencial de células.
Fonte: Gentox — Laboratério de Genética Toxicoldgica. Disponivel em:gentox.bio.br
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Os neutrdfilos sdo as células de defesa mais numerosas e as primeiras a
chegar ao local de destino, por exemplo, apds uma lesédo. Tém a funcéo de realizar
a fagocitose, e encontram-se aumentados (neutrofilia) geralmente nos processos
infecciosos e inflamatorios, e valores diminuidos indicam neutropenia. Os neutrofilos,
em condi¢cdes normais, sdo eliminados da corrente sanguinea e do organismo por
apoptose (LORENZI et al., 2003; CRUVINEL et al., 2010).

Os eosinofilos sdo células importantes em doencas imunoldgicas, processos
infecciosos por parasitas como também em reacdes alérgicas ou de
hipersensibilidade. Correspondem a cerca de 2 a 4% dos leucocitos dos esfregagos
(HOGAN et al., 2008; CRUVINEL et al., 2010).

Os basofilos sédo células raras, correspondem menos de 1% do sangue
periférico e seu aumento ocorre principalmente em processos infecciosos e
imunoldgicos (KALESNIKOFF; GALLI, 2008), ja os linfocitos estdo presentes de 20 a
30% na circulacéo, sdo produzidos na medula éssea a partir de células-tronco e sdo
diferenciados em linfocitos T e B.Tem como fun¢éo reconhecer invasores, combater
virus, tumores e produzir anticorpos. Quando aumentados, podem indicar uma
infeccédo viral (KALESNIKOFF; GALLI, 2008).

Os mondécitos tém como principal fungcdo a defesa do organismo e a
fagocitose. Estdo presentes em grande numero nos processos infecciosos crénicos
ou em fase final das infec¢des visto que se encontram circulantes e posteriormente
sofrem diapedese, se tornam macréfagos e fixam-se nos tecidos (LORENZI et al.,
2003; CRUVINEL et al., 2010).

2.4.6 — Anélise Bioquimica

A avaliacdo bioquimica do sangue permite determinar a ocorréncia de
doencas, avaliar toxicidade, validar drogas e monitorar tratamentos, pois o0s
parametros bioquimicos sdo amplamente utilizados como indicadores do
comportamento fisiolégico do animal em resposta a altera¢des enddégenas e tambéem
como biomarcadores de diagnosticos (MAJEROWICZ, 2005; ARAUJO, 2012).

Os valores de referéncia de ensaios bioguimicos em ratos nao-tratados sao
dados degrande valor como ponto de partida para diversos estudos, tais como as
avaliacdes de efeitos farmacologicos e toxicologicos sobre estes parametros, pois

sdo capazes de fornecer importantes informacfes a respeito do estado clinico do
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animal, balanco nutricional e situacdes deficitarias (GONZALEZ et al., 2001; MELO
et al., 2012).

Os ensaios bioquimicos avaliam as funcdes renal, hepatica, pancreatica e
cardiaca, evidenciam alteracdes no equilibrio hidrico, eletrolitico e de minerais e
também determinam alteragBes no metabolismo enddcrino e da atividade muscular
(BERGONSO, 2007; ARAUJO, 2012).No estudo, os parametros analisados foram:
Colesterol, Triglicerideos, Glicemia, Uréia, Creatinina, Sodio, Potassio, Calcio,
Transaminase glutamica oxalacética (TGO) e Transaminase glutamica piravica

(TGP), Fosfatase alcalina e Gama glutamiltranspeptidase (Gama GT).

2.4.6 — Andlise Histoldgica

A capacidade de reparacgéo tecidual é fenbmeno observado nos seres vivos
e de grande importancia para sua sobrevivéncia quando ocorrem lesdes acidentais
ou cirargicas. Logo, a cicatrizacdo dos tecidos constitui-se em um processo biolégico
complexo essencial para manter a integridade do organismo e apresenta trés fases
gue se sobrepdem, num processo continuo: fase inflamatéria (inicia-se no exato
momento da leséo e perdura cerca de trés dias), fase proliferativa (inicia-se por volta
do terceiro dia apés a lesdo, perdura por trés a quatro semanas) e fase de
remodelacéo (tem inicio por volta da terceira semana e a remodelacdo e maturacao
do colageno a cerca de um ano). Em um determinado periodo de tempo as fases
coincidem e acontecem simultaneamente, permitindo assim 0 sucesso da
cicatrizacdo (AMORIM, 2006; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Segundo Canesso (2014) o processo de cicatrizacado por meio da reparacao
tecidual pode ser descrito resumidamente pelo estagio inicial inflamatério,
caracterizado pela ativagdo de células residentes e pela infiltracdo de leucdcitos,
apos, segue-se a formacdo de um tecido fibroproliferativo rico em colageno e vasos
sanguineos neoformados, assim como a ocorréncia de epitelizacdo da regido da
lesé@o e por ultimo, a fase de maturacédo que envolve o remodelamento da derme.

Durante a fase proliferativa, a epitelizagcdo tem por objetivo a restituicdo da
pele como uma barreira funcional, onde fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a proliferacdo de células do epitélio e os queratindcitos respondem,
inicialmente, migrando a partir das bordas livres da ferida e dos foliculos pilosos

proximos 24 a 36 horas apdés a leséo, induzindo a contracdo e a neoepitelizacdo da
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ferida, reduzindo a sua superficie até o fechamento do defeito tecidual (ZAGUE et
al., 2005; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

No presente estudo valeu-se da analise histolégica do retalho cutaneo
constituido de cicatriz ou lesdo cutanea para avaliacdo da epitelizacdo em modelo
pré-clinico tratados com extratos de Handroanthus impetiginosus e Stryphnodendron

adstringens.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicogenéticos, bioquimicos e na reparacéo tecidual, bem
como analisar o perfil fitoquimico dos extratos de Handroanthus impetiginosus (Matrt.
ex. Dc) Mattos (ipé-roxo) e de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

(barbatiméo) em modelo pré-clinico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as atividades genotoxica e mutagénica dos extratos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens;

- Avaliar a atividade fagocitaria e apoptética dos extratos de Handroanthus
impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens por meio dos ensaios de fagocitose
esplénica e de apoptose;

- Analisar a presenga de leucécitos de animais tratados com extratos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens por meio do ensaio
de contagem diferencial de células do sangue;

- Avaliar o perfil bioquimico do sangue de animais tratados com extratos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens;

- Avaliar histologicamente os efeitos dos extratos de Handroanthus
impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens sobre o processo de reparacao
tecidual;

- Analisar o perfil quimico dos extratos aquosos de Handroanthus

impetiginosus e deStryphnodendron adstringens.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais vegetais e preparo dos extratos aquosos de Handroanthus

impetiginosus _ (HIWE) e Stryphnodendron adstringens __ (SAWE)

As cascas de Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens
foram coletadas no Campus da UFMS, municipio de Campo Grande, Mato Grosso
do Sul, Brasil (latitude 20° 30'04.46" S e longitude 54°36” 55.80” W). Os espécimes
foram identificados pelo Prof. Dr. Flavio Macedo AlvesdoLaboratério de Botéanica do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude (CCBS)da UFMS, com as exsicatas
depositadas no Herbario CGMS da UFMS sob os numeros 50232 e 50233,
respectivamente (Figura 5 e 6).

Figura 5 - Fotografia da montagem das exsicatas de Handroanthus impetiginosus e de
Stryphnodendron adstringens.
Fonte: Arquivos do autor.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSS0 DO SUL
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
HERBARIO CGMS

Us'r,'l; an CGMS

. 50232
Familia: Bignoniaceae
Nome cientifico: Handroanthus impetiginosus Mart. Ex DC
Det.: F. Macedo Alves Data det.: 30/VI2015

Descrigao: Arvore. 8,00 m de altura. Flor purpura. Fruto ausente.
Obs.. Nome Comum: Ipé- roxo. Imp. Economica: Medicinal,
Formagao: Cerado.

Local: Brasil, Mato Grosso do Sul, Campo Grande. Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul. Proxima da Biblioteca. Coordenadas: 2016804 46° 5; 5478'55.680"
W. AlL: 433m.

Coletores: J.M. Coeho; |.P. Coelho n: 1. Data col.: 30VI1/2015

Finalidade: Tese de Doutorado - Estudo da Toxicidade dos Exiratos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens em Modelo
Expenmental,

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
CENTRODE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA $ AUDE

-

o Registro CGMS

50233
Familia: Leguminosae - Subfamilia: Mimosoidade

Nome cientifico: Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville)

Det.: F. Macedo Alves Data det.. 30VIV2015

Descrigao: Anvore, 2,00 m de altura, Flor ausele. Frulo verde, imaturo,
Obs.. Nome Comum: Barbatimao. Imp. Economica: Medicinal.

Formagao: Cerrado.

Local: Brasil, Mato Grosso do Sul, Campo Grande. Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul. Proxima da Piscina. Coordenadas: 20M8'04.48" S; 5478'55.80"
W. AlL: 433m.

Coletores: J M. Coelho; |.P. Coeho n®: 2. Data col.: 30/VIV2015

Finalidade: Tese de Douiorado - Estudo da Toxcidade dos Extatos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens em Modelo
Expenmental.

Figura 6 - Ficha das exsicatas deHandroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens
depositas no herbario CGMS-UFMS.
Fonte: Arquivos do autor.

Os fragmentos de cascas coletados foram em numero de dois, por
exemplar vegetal, com 10x30cm cada e com profundidade suficiente para atingir o
lenho. Todo o processo para obtencdo dos extratos foi realizado no Laboratorio
Central de Saude Publica do Estado de Mato Grosso do Sul (LACEN) da cidade de
Campo Grande, divisdo de Bromatologia e Quimica, setor de Toxicologia. No
processo, as plantas foram submetidas, separadamente, a secagem em estufa com
circulacao forcada de ar, com temperatura de 40C. ApoOs esse procedimento, foram
trituradas e pesadas (COELHO et al., 2010).

Para o preparo dos extratos aquosos de Handroanthus impetiginosus
(HIWE) e de Stryphnodendron adstringens (SAWE), 50g das cascas ja trituradas, de
cada planta foram, separadamente, extraidos com 500ml de agua fervente
(LORENE, 2007).

Apés a obtencdo dos extratos, parte foi utilizado para confeccionar uma
pomada de cada um dos extratos (HIWE-O e SAWE-O) e a base para pomada

(vaselina solida) foi utilizada para o grupo controle.
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4.2. Preparo das pomadas dos extratos de Handroanthus im petiginosus _ (HIWE-
O) e de Stryphnodendron adstringens __ (SAWE-O)

A HIWE-O a 10% foi preparada pela mistura de 60g de pomada base
(vaselina sélida) e 6 ml de HIWE e a SAWE-O a 10% foi preparada pela mistura de
60g de pomada base (vaselina sélida) e 6 mL de extrato de SAWE (COELHO et al.,

2010). Depois foram conservadas a temperatura ambiente.

4.3. Perfil quimico dos extratos aquosos das cascas de Handroanthus

impetiginosus _(HIWE)e Stryphnodendron adstringens  (SAWE) — Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Foram utilizados agua tipo | (Milli-Q Synthesis, Millipore, Bedford, MA, USA),
acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) grau HPLC da Tedia® (Rio de Janeiro, Brazil).

Cinco miligramas do HIWE e SAWE foram, separadamente, solubilizados em
0,5 mL de solucdo hidrometandlica (MeOH-H,O), aplicados em um cartucho de
extracdo em fase sélida (SPE - Waters, Sep-Pak Classic, C18) e eluidos com 2,0 ml
de solugcdo MeOH-H,O (85:15 v/v) para a remo¢do de componentes lipofilicos da
amostra (clean up). O cartucho SPE foi previamente condicionado [eluicdo de 5mL
de MeOH e depois de 5 mL de MeOH-H,O (85:15 v/v)]. As solucdes
hidrometandlicas resultantes foram, separadamente, filtradas em membrana de
PVDF (Fluoreto Polivinidileno) de 0,22um (Allcrom, Sao Paulo, Brazil).

Os perfis quimicos de HIWE e SAWE foram realizados por meio de separagéo
em coluna de fase reversa em um sistema de UFLC (Shimadzu, Kyoto, Japan),
injetor automéatico Shimadzu Prominence (SIL-20A) e bombas Shimadzu LC-20AT
acoplado a um detector SPD-M20A DAD e a um espectrometro de massas de alta
resolucado por tempo de voo micrOTOF-Q II (BrukerDaltonics, Germany) com uma
fonte de ionizacao por electrospray (ESI).

As amostras foram detectadas in line no detector DAD e entdo direcionadas
para o espectrometro de massas. O micrOTOF-Q Il foi operado nos modos positivo e
negativo. Parametros do modo positivo: voltagem no spray de 4,5kV, pressao de
nebulizacdo, 4 Bar (Ny); gas secante, N, (9,0 I.min™); temperatura do gas secante,
200FC; energia na célula de colisdo, 10eV; gas de colisdo, N,, 45%. Parametros do

modo negativo: voltagem no spray de 3,5kV; pressao de nebulizacdo, 4 Bar (N,); gas

36



secante, N, (9,0 I.min™); temperatura do gas secante, 200C; energia na cé lula de
colisdo, -10eV; gas de colisdo, N,, 45%.

A razdo massal/carga foi calibrada utilizando-se adutos de TFA tanto no modo
positivo quanto no negativo. Os espectros de massas foram adquiridos no intervalo
de razdo massa/carga (m/z) de 120-1300.

As andlises foram realizadas pelas inje¢cfes, separadamente, de aliquotas de
1 pL dos extratos previamente submetidos ao clean up numa coluna RP-18 (Kinetex,
2.6um, 150x2.1mm, Phenomenex, USA) acoplada a um cartucho Security Guard™
ULTRA para C18 UHPLC, sub-2um e coluna core-shell com 2.1mm de diametro
interno (Phenomenex, USA). A temperatura da coluna foi controlada em 50C e as
amostras foram eluidas num fluxo de 0.3 mL.min™. A fase moével foi preparada com
dois solventes: A [1% (v/v) de acido acético em agua Milli-Q] e B [1% (v/v) de acido
acético em acetonitrila]. Para a separacdo dos analitos foi utilizada uma eluicdo
isocratica de 3% B (0-2 min) seguida por um gradiente linear de 3% para 25% B (2—
25 min) e de 25% para 80% B (25-40 min) e mais 8 minutos para lavagem e re-

estabilizacdo da coluna.

4.4. Ato Operatorio e ensaio pré-clinico

Foram utilizados 60 ratos Wistar, provenientes do Biotério da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O experimento foi conduzido segundo as
normas das diretrizes da Declaragdo Universal dos Direitos dos Animais e com
aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFMS (Protocolo#273). Esses
animais passaram por um periodo de adaptacdo de sete dias no Laboratorio de
Cirurgia Experimental da UFMS. Em seguida os animais foram distribuidos em
duplas,em gaiolas de polipropileno recobertas por sepilho, alimentados com racéo
comercial (Nuvital®) e agua filtrada ad libitum.Permanecendo a luz natural com
temperatura de 22+2°C e umidade de 55%+10 em estante ventilada (ALESCOD).

Os animais foram anestesiados com quetamina na dose de 50mg/Kg de
peso corporeo (p.c.) e xilazina, na dose de 50mg/Kg (p.c.), via intramuscular.

Apés a anestesia os animais foram submetidos a coleta delml de sangue
por puncao do plexo retro-orbital. O sangue sem anticoagulante foi centrifugado a
3.500 rpm durante 10 minutos. O soro separado ndo heparinizado foi encaminhado

para o Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do Hospital Universitario Maria
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Aparecida Pedrossian (HUMAP) para dosagem de Colesterol, Triglicerideos,
Glicemia, Uréia, Creatinina, Soédio, Potassio, Calcio, Transaminase glutamica
oxalacética (TGO) e Transaminase glutamica piravica (TGP), Fosfatase alcalina.

Em seguida, realizou-se a preparacdo dos animais para o ato operatorio,
onde, foram submetidos a epilacdo da face medial do membro posterior direito e a
anti-sepsia da regido com solucéo de &lcool iodado a 2%.

Para a confeccdo da lesdo cutanea padronizada, utilizou-se um punch
metdlico de 1,5 cm de diametro. Com este instrumento, foi excisado o fragmento
cutaneo situado sobre o terco médio e inferior dos musculos sartorio e vasto medial,
na face medial do membro pélvico direito até a exposi¢cdo da fascia muscular (Figura
7 e 8). A hemostasia foi realizada por compresséo digital, por dois minutos,

utilizando gaze esterilizada.

Figura 7 - Fotografia do punch metélico utilizado para excisao do fragmento cutaneo.
Fonte: Arquivos do autor.
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Figura 8 - Fotografia da lesdo cutdnea confeccionada com punch metalico.
Fonte: Arquivos do autor.

Os animais receberam tratamento de acordo ao grupo que pertenciam, como
descrito a seguir (Figura 9):

Grupo Controle7e Grupo Controle 14 — os animais receberam aplicag¢éo topica
de 1 g de base de pomada (vaselina soélida), a partir da confeccdo da ferida,
diariamente, por um periodo de 7 dias (C7) e 14 dias (C14), apenas com contencdo
manual do animal. A pomada foi aplicada com espatula demarcada e a quantidade
suficiente para cobrir totalmente a leséo cutanea.

Grupo HIWE-O 7 e Grupo HIWE-O 14 — os animais receberam aplicacdo
topica de 1 g da pomada de Ipé-roxo a 10%, a partir da confeccdo da ferida,
diariamente, por um periodo de 7 dias (HIWE-O 7) e 14 dias (HIWE-O 14), apenas
com contencado manual do animal. A pomada foi aplicada com espatula demarcada e
a quantidade suficiente para cobrir totalmente a lesédo cutanea.

Grupo SAWE-O 7e Grupo SAWE-O 14 — os animais receberam aplicacao
tépica de 1g da pomada de Barbatimao, a partir da confeccéo da ferida, diariamente,
por um periodo de 7 dias (SAWE-O 7) e 14 dias (SAWE-O 14), apenas com
contencdo manual do animal. A pomada foi aplicada com uma espéatula demarcada
e a quantidade suficiente para cobrir totalmente a lesdo cutanea.
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N=30

14 dias

1 [
[ T 1 | | 1
Controle 7 HIWE-O 7 SAWE-O 7 Controle 14 HIWE-O 14 SAWE-O 14
N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

Figura 9 — Delineamento experimental.

A coleta de sangue periférico para os ensaios de toxicogenética foi realizada
por meio de puncdo da veia caudal antes do ato anestésico ao final do periodo
experimental visto que esse pode influencia em tais ensaios. Imediatamente antes
da eutanasia, apos anestesia, foi realizado novamente a coleta de 1 ml de sangue
por puncdo do plexo retro-orbital para as andlises bioquimica e uma gota foi
deslizada do capilar diretamente para uma lamina de vidro onde fez-se a extenséo
sanguinea destinada a contagem diferencial de células do sangue (DA SILVA,
2006).

Ainda sob anestesia 0s animais sofram submetidos a eutanasia em camara de
CO,. Em seguida procedeu-se a laparotomia para a coleta dos rins, figado e baco
para os ensaios de fagocitose esplénica e apoptose. Apds a coleta os animais foram

descartados seguindo as normas e diretrizes do Biotério da UFMS.

4.5. Ensaios Bioldgicos

4.5.1. Analise histologica

ApOs a eutanasia, a peca cirdrgica constituida de cicatriz ou lesdo cutanea,

com margem de 1 cm de pele em torno da lesdo, com profundidade até a

musculatura do animal foi retirada utilizando bisturi com l[amina n°15 e encaminhada
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para processamento histolégico. Cada peca foi identificada, fixada em etanol e
colocada em solucdo de formalina a 10%. Foram incluidas em parafina, submetidas
a cortes transversais e coradas pelo método de hematoxilina-eosina (H.E).

Na observacdo de microscopia Optica, foi avaliado a epitelizacdo. Para tal
foram atribuidas trés graduacdes pelo método de cruzes: 0 ausente, + parcial e ++
completa, seguindo as instrucdes de SANTOS et al. (2002), SILVA (2006) e
COELHO et al.(2010) e depois representados por escore 0, 1, 2,
respectivamente.As laminas foram analisadas em teste duplo-cego. As
fotomicrografias foram feitas em camera digital Evolution LC (Media Cybernetics,
USA) acoplada em microscépio (Olympus® BX51, Japan).

4.5.2. Ensaio do Cometa

Para a realizac&o do ensaio do cometa, seguiu-se o protocolo de Singh et al.
(1988) e Tice et al. (2000), com modificacbes propostas por Oliveira et al. (2009).
Para a montagem das laminas, depositou 20uL de sangue periférico, com 120uL de
agarose LMP (1,5%), a 37°C, em lamina pré-coberta com agarose normal (5%). A
lamina foi recoberta com laminula e resfriada a 4°C, por 20 minutos. Apés a retirada
da laminula, as laminas foram imersas em solugcéo de lise por 1 hora. Em seguida,
as laminas foram transferidas para o tampao de eletroforese por 20 minutos, para
desnaturacdo, e procedeu a eletroforese com tampdo pH>13,0 a 4°C, por 20
minutos.Posteriormente, as laminas foram neutralizadas, secas ao ar livre e fixadas
em &lcool etilico absoluto por 10 minutos. As laminas foram coradas com 100uL de
Brometo de Etideo (20ug/mL). O material foi avaliado em microscopio de
fluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000A), no aumento de 40x, com filtro de excitacao
420-490nm e filtro de barreira 520nm.

Foram analisadas visualmente 100 células por animal, classificando-se o0s
cometas em classe 0 — quando ndo apresentam cauda; classe 1 — quando o
nucleodide apresenta cauda menor que o seu diametro; classe 2 — quando a cauda
tem o tamanho entre 1 e 2 vezes o didametro do nucledide; classe 3 — quando a
cauda possui o tamanho maior que 2 vezes o diametro do nucledide (KOBAYASHI

et al., 1995). A analise foi realizada em teste duplo-cego
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4.5.3. Ensaio do Microndcleo em Sangue Periférico

Para a avaliacdo da mutagenicidade, utilizou-se a técnica de micronucleo
em sangue periférico, descrita por Hayashi et al. (1990), com modificacdes
(OLIVEIRA et al., 2009). Para tanto, 20uL de sangue periférico foi depositada em
uma lamina previamente preparada com uma camada de Laranja de Acridina
(1,0mg/mL). Cobriu a mesma com uma laminula e estas permaneceram em freezer
(-20°C) por um periodo minimo de duas semanas. Foram analisadas 2000
células/animal, em microscépio de fluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000A), no
aumento de 40x, com filtro de excitagdo 420-490nm e filtro de barreira 520nmem

teste duplo-cego.

4.5.4. Contagem Diferencial de Células do Sangue

O sangue periférico coletado foi colocado em laminas limpas e espalhadas
com o auxilio de outra lamina pela técnica de extensdo sanguinea. ApOs este
procedimento foram secas ao ar livre e submetidas a coloracdo rapida pelo Kit
Pandtico desenvolvido pelo laboratério Laborclin® (GURR, 1965, GURR, 1971).

A andlise das laminas foi realizada em microscopia de luz (Bioval®,Modelo L
2000A) em aumento de 100x. Foram analisadas 100 células por animal, em teste

duplo-cego e diferencidas em linfocito, neutrofilo, mondcito, eosindfilo e basdfilo.

4.5.5. Ensaio de Fagocitose Esplénica

Um fragmento de aproximadamente 1/3 do tamanho do baco foi macerado
em 0,5 mL de solucdo fisiolégica. Cem microlitros da suspensdo celular foram
colocadas em uma lamina previamente corada com 20uL de Alaranjado de Acridina
(1,0 mg/mL) e recoberta por uma laminula. As laminas foram estocadas em freezer(-
20° C) até o momento da analise. A andlise foi feita em microscoépio de fluorescéncia
(Bioval®, Modelo L 2000A) em um aumento de 400x com filtro de 420-490nm e filtro
de barreira de 520nm (ISHII et. al., 2011). Foram analisadas 200 células por animal.
A auséncia ou presenca de fagocitose foi baseada na descricdo de Hayashi et. al.

(1990), em teste duplo-cego.
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4.5.6. Ensaio de apoptose

Para a confeccéao de um esfregaco, 100uL de uma solucdo de macerado de
figado ou rim foram utilizados. A lamina foi fixada em Carnoy por 5 minutos. Em
seguida a mesma foi submetida a uma bateria de concentracdes decrescentes de
etanol (95% - 75% - 50% - 25%), seguida de lavagem com Tamp&o Mcllvaine por 5
min., coloracdo com alaranjado de acridina (0,01%, 5 min.) e nova lavagem com o
tampdo. Foram analisadas 100 células por animal. A identificacdo das células em
apoptose se deu por meio da andlise de padrdes de fragmentacdo do DNA, segundo
Navarro et. al. (2014).

4.5.7. Analise Bioquimica

Apos a coleta e sedimentacdo do sangue em geladeira (4C), o soro foi
separado e congelado em freezer (-10C) até a analise. A leitura dos parametros
bioguimicos foi realizada em analisador automatico Roche/Hitache — Cobas 600
(Roche Diagnostics®), com kits especificos segundo recomendacdes do fabricante.

4.6. Andlise Estatistica

Os valores foram expressos em média + EPM e os dados foram analisados
por ANOVA/Tukey por meio do software GraphPad Prism (version 3.02; Graph-Pad
Software Inc., San Diego, CA, USA). O teste Qui-quadrado foi utilizado para analise

histologica (epitelizagdo). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil quimico de S. adstringens (SAWE) e H. Impetiginosus (HIWE)

O perfil quimico de HIWE e SAWE foi obtido pelo método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia por UHPLC-DAD-ESI-Q-TOF-MS/MS (modos positivo e
negativo), os compostos de ambos os extratos apresentaram melhor ionizacdo no
modo negativo, sendo este escolhido para caracterizacado dos extratos. As amostras
foram analisadas baseando-se nos seus tempos de retencdo, dados espectrais de
massas de alta resolucdo (MS e MS/MS) no modo negativo, dados de UV e
comparacao dos mesmos com dados da literatura.

A analise do perfil quimico de SAWE revelou a presenca de oito substancias
principais (1-8) as quais foram majoritariamente identificadas como pertencentes as
classes das proantocianidinas, prodelfinidinas e prorobinetinidinas. Ja o perfil
quimico de HIWE revelou a presenca de quatorze substancias principais (1, 9-21),
as quais foram identificadas como pertencentes a classe dos iridoides e

fenilpropanoides glicosilados (Figura 10, Tabelas 1 e 2).
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Figura 10- Cromatograma dos extratos de S. adstringens e H. impetiginosus no modo negativo.Os
picos correspondem as substancias. Em S. adstringens : 1- Dissacarideo, 2-(Epi)galocatequina, 3-
(Epi)galocatequina-(4,8"), 4- Galocatequina,, 5- Epigalocatequina, 6- Prorobinetinidina, 7-
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O-Vanilloilajugol, 18-Glicosideo feniletandéide tipo verbascosideo, 19- Desconhecido, 20-
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Tabelal — Dados cromatogréaficos e UV, MS e MS / MS de compostos no extrato aquoso de S.

adstringens.

Formula
Rt uv
° . Composto molecular Producdes
(min) (nm)
[M-H] -
_ , CiHyOy  MS: 683.2284 [2M-H] 341.1104
1 11 Dissacarideo A= 4.90pm [M-HI. MS/MS (683.2284, 46.8-
= HIPPM - ov): 341.1105, 179.0559, 161.0443
. . ) MS: 609.1256 [M-H], 447.0413,
(Epigalocatequina-(4;3 CabO 365.0278, 291.9906, 221.0242
. . 301 12514 ) ’ ) ’ ) ’
2 19 (epi)galocatequina A= 10opm  L79-0105. MS/MS (609.1256, 46.1 272
= HUPPM T ov): 423.0682, 305.0690, 283.0258,
177.0206.
. _ , MS: 609.1268 [M-H], 291.9882,
(Epi)galocatequina-(4;3 CaO 221.0240. MS/MS 609.1268
. . 3012514 : ’ ’ !
3 29 (epi)galocatequina A= 3.000Mm 46.1eV): 423.0737, 355.0874, 272
- SUPP 305.0684, 283.0252, 255.0295,
219.0628, 177.0198.
o MS: 305.0681 [M-H], 263.0389,
4 32 Galocatequina 15711357 221.0244. MS/MS (305.0681, 35.3 57,
A= 47 eV): 177.0438, 167.0374, 166.0264,
165.0192
O MS: 305.0669 [M-H}, 263.0362,
5 65 Epigalocatequina 15711307 221.0262. MS/MS (305.0681, 35.3 575
A=0.7ppm  eV): 177.0325, 167.0274, 166, 0232,
165.0192
- CacHacOrs MS: 593.1281 [M-H], 447.0229,
6 7.5 Prorobinetinidina A= 3.3 405.0130, 323.0121, 291.9872, 279
= 2SPPM 5630367, 221.0232, 161.0037.
MS: 761.1369[M-H],593.1336,
, Prodelfinidina B-4/ CarHasO1s 405.0205, 263.0354, 221.0239. -
. , _ MS/MS (761.1369, 47.6eV)
Prodelfinidina B-2 3'-O-galato A=1.3ppm 423.0743, 305.0649, 269.0411,
243.0330, 177.0185.
MS: 457.0759 [M-H}, 405.0127,
CH1:0u 323.0167, 263.0327, 221.0231,
8 114 Epigalocatequina-&-galato A= 37 169.0125. MS/MS (457.0759, 274
= 3./ ppm

42.9eV): 177.0575, 169.0128,
161.0219
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Tabela 2 — Dados cromatograficos e UV, MS e MS / MS de compostos no extrato aquoso de H.

impetiginosus .

Formula
Rt uv
° . Compostos molecular[M- Producéo
(min) (nm)
H]
MS: 683.2272 [2M-H] 341.1111 [M-
. . Ci12H22011 a
1 11 Dissacarideo H]". MS/MS (683.2272, 46.8 eV): -
A= 6.2ppm
341.1096, 179.0571, 161.0422.
405.1419 [M+CHCOOH-HT,
345.1198 [M-H], 291.9909,
. C15H21()9
9 2.2 Aucubina 221.0253, 183.0669. MS/MS -
A= 1.9ppm
(405.1419, 40.3eV): 183.0666,
165.0563.
MS: 299.0786 [M-H], 263.0394,
. C13H1508
10 338 Desconhecido 232.9892, 221.0263, 179.0223, 257
A= 4.4ppm
161.0036.
MS: 407.1561[M+CHCOOH-HTJ,
) C1sH230q 347.1339[M-H], 291.9913, 221.0237,
11 4.8 Ajugol -
A= 2.5ppm 179.0121.MS/MS (407.1541, 40.4
eV): 167.0687.
MS: 461.1308 [M-H], 405.0233,
365.0150, 323.0142, 291.9848,
. C19H25013
12 6.6 Desconhecido A= 15 255.2312, 221.0238, 161.0038. 254
=-1. m
PP MS/MS (461.1308, 43.1 eV):
239.0598, 179.0355.
6-0-(4-Hidroxibenzoil)-6- CooH25011 MS: 465.1395 [M-H],263.0315,
13 17.7 _ _ 057
epiaucubina A= 1.6 ppm 221.0231, 179.0120.
) . o MS: 467.1564 [M-H] MS/MS
6-O-p-Hidroxibenzoilajugol  CyH2701;
14 18.7 (467.1564, 43.4 eV): 305.1030, 257
A=-1.2 ppm
288.0971, 287.0978, 261.0793.
MS: 623.1994 [M-H], 467.1550,
) ] o 387.0307, 255.2334, 221.0237.
Glicosideo feniletandide tipo CygH350:5 288,
15 18.9 MS/MS (623.1994, 46.2 eV):
verbascosideo A=-2.1ppm 326
461.1691, 315.1138, 297.1007,
179.0354, 162.0269, 161.0251.
MS: 567.1728 [M-H], 447.0312,
Lo . Ca26H31014
16 19.6 Glicosideo fendlico 365.1266, 263.0374, 221.0243, -
A=-1.6 ppm
179.0119.
o CoaH3012 MS: 497.1675 [M-H], 291.9921, 262,
17 19.8 6-O-Vanilloilajugol
A=-2.1 ppm 255.2347, 221.0245. MS/MS 294
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(497.1675, 44.9 eV): 482.1442,

167.0355.
MS: 623.1990 [M-H], 221.0267.
18 201 Glicosideo feniletandide tipo CygH350:5 MS/MS (623.1990, 46.2 eV): 288
' verbascosideo A= -1.3ppm 461.1691, 315.1039, 179.0348, 326
161.0240.
MS: 571.2024 [M-H], 511.1805,
CZGH35014
_ 365.1210, 305.0264, 221.0248, 262,
19 231 Desconhecido A=1.4 ppm
181.0485. MS/MS (571.2024, 45.7 294
eV): 181.0505.
MS: 611.1962 [M-H], 365.1181,
. CogH35015 255.2312, 221.0243, 179.0130. 263,
20 24.0 Desconhecido
A= 3.2 ppm MS/MS (611.1962, 46.1 eV): 288
181.0450.
MS: 665.2070[M-H]. MS/MS
. , Cs1H37016 289,
21 244 Acetilverbascosideo (665.2070, 46.7eV): 503.1743,
A= 3.3 ppm 329

461.1647, 315.1069, 161.0226

5.2. Andlise macroscaépica e histoldgica

Em relac&o ao processo de epitelizagéo verificou-se que o uso das pomadas
pelo periodo de 7 dias ndo aumentou (p>0,05) tal efeito. No entanto, ap6s 14 dias
verificou-se aumento (p<0,05) da frequéncia de epitelizacdo e as linhas de tendéncia
demonstram aumento gradual com a passagem do tempo e uso da pomada. A linha
de tendéncia demonstra ainda que o efeito da pomada de H. impetiginosus tem
efeito mais precoce que S. adstringens. Porém, os efeitos ao final dos tratamentos
sao idénticos (Figura 12).

Os achados macroscopicos e histologicos mostraram epitelizacdo completa
aos 14 dias em todos os animais dos grupos tratados com HIWE-O e SAWE-O,
enquanto neste periodo, apenas 7 animais do grupo controle apresentavam as
feridas parcialmente epitelizadas e 2 animais com a ferida totalmente epitelizada
(Figura 11 e 12). Nao foi observado hemorragias nem presenca de secrecbes

purulentas nos animais dos diferentes grupos experimentais.
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A P B C
Figura 11- Fotomicrografia no 14° dia de avaliacdo do processo de reparacdo tecidual, mostrando

epitelizacdo incompleta (entre as setas) no animal do grupo controle 14 (A), epitelizacdo completa no
animal do grupo HIWE-O 14(B) e grupo SAWE-O 14 (C). Aumento 10x, M.O, coracao H.E.
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Figura 12 —Porcentagem de animais com auséncia de epitelizacdo, epitelizacdo parcial ou
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completa segundo o tratamento tépico com as pomadas a base de Handroanthus

impetiginosus e Stryphynodendron adstringens. Teste: Qui-quadrado (p<0,05).

5.3. Estudos toxicogenéticos

A analise toxicogenética indicou que as pomadas HIWE e SAWE quando
aplicadas de forma tdpica néo alteram a frequéncia de les6es no DNA.

O ensaio do cometa indicou diferenca estatisticamente significativa para o
grupo HIWE tanto na avaliacdo em 7 quanto em 14 dias e o aumento da frequéncia

de lesdo gendmicas foi de 1,18 e 1,20x, respectivamente (Tabela 3). Ja4 ao ensaio do
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micronucleo ndo demonstrou aumento da frequéncia de lesdes genética em nenhum

dos grupos experimentais (Figura 13)

Tabela 3- Valores médios * erro padrdo da média da frequéncia de células lesionadas, distribuicao
entre as classes de danos e escore referentes aos testes de genotoxicidade, em sangue periférico de
ratos, das pomadas a base de Handroanthus impetiginosus e Stryphynodendron adstringens.

Grupos Células Classes de danos
) ) ) Escore
Experimentais  lesionadas 0 1 2 3
7 dias
Controle 18,0+0,68 82,0+0,683 17,8+0,59 0,20+£0,183 0,00+0,08 18,2+0,78

HIWE-O 21,3+0,78 78,7+0,73 20,9+0,8%  0,40+0,23 0,000,086 21,7+0,76

SAWE-O 19,9+0,64 80,1+t0,64 19,2+0,59 0,70+0,28 0,00+0,08 20,6+0,78

14 dias
Controle 18,1+ 0,64 81,9+0,64 18,1+0,64 0,00+0,006 0,00+0,080 18,1+0,64
21,8+ 0,58  78,2+0,58 0,90+ 0,28 0,000,006 22,8+0,60

HIWE-O 20,9+ 0,60

17,0+1,97 73,048,13 16,6+ 1,94  0,40+0,16 0,00+ 0,06 17,0+ 21,06
SAWE-O

Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA/Tukey).
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Figura 13 — Ensaio do micronlcleo em animais submetidos ao tratamento tépico com as pomadas a
base de Handroanthus impetiginosuse Stryphynodendron adstringens. Frequéncia média de células
micronucleadas em sangue periférico. A comparagdo foi realizada entre os diferentes grupos

experimentais dentro periodos 7 e 14 dias de utilizacdo das pomadas (F).Teste: ANOVA (p<0,05).
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O ensaio de fagocitose esplénica demonstrou que o tratamento com as
pomadas aumentou frequéncia de atividade fagocitica nos dois grupos
experimentais, HIWE e SAWE, na avaliagdo no 7 dias e para o grupo HIWE na
avaliacdo de 14 dias sendo o incremento da ordem de 1,06, 1,04 e 1,08x,
respectivamente (Figura 14).

100+

80+

60- L 1 L 1

40-

201

Células em Fagocitose

0

C 7d -
HIWE-O 7d -
SAWE-O 7d -
C 14d A
HIWE-O 14d -
SAWE-O 14d -

Grupos Experimentais

Figura 14 — Fagocitose esplénica em animais submetidos ao tratamento tépico com as pomadas a
base de Handroanthus impetiginosuse Stryphynodendron adstringens. Frequéncia média de células
com evidéncia de fagocitose esplénica. A comparacéo foi realizada entre os periodos 7 e 14 dias de
utilizacdo das pomadas (F).Teste: ANOVA, Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas (p<0,05).

A comparacdo dos diferentes grupos experimentais ndo demonstrou
diferenca estatisticamente significativa da média de frequéncia de células em

apoptose no figado, baco e rins (p<0,05) nos periodos 7 e 14 dias (Figura 15).
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Grupos Experimentais

Figura 15 — Frequéncia média de células em apoptose em rim, figado e baco de animais submetidos
ao tratamento topico com as pomadas a base de Handroanthus impetiginosus e Stryphynodendron
adstringens. A comparacao foi realizada entre grupos experimentais nos periodos de 7 e 14 dias de

utilizacdo das pomadas.Teste: ANOVA (p<0,05).

A contagem diferencial de células do sangue ndo demonstraram nenhuma
diferenca entre os grupos experimentais. No entanto, os grupos SAWE - 7d,
Controle — 14 d, HIWE — 14 d e SAWE - 14 apresentaram linfopenia; os grupos
Controle — 7d, HIWE — 7d e todos os grupos avaliados no 14 dia apresentaram
basofilia; e todos os grupos avaliados em 7 e 14 dias apresentaram neutrofilia
(Tabela 4).

Tabela 4— Valores de referéncia e média * erro padrao da média relativas a contagem diferencial de
células do sangue periférico em ratos.

Tipos Celulares

Linfocitos Neutrofilos Monécitos Eosindfilos
Valores de
Refereferénci 55-95% 10-40% 0,1-3,5% 0-0,4%

ererererencia

Controle 7dias 53,00+0,79% 45,20+1,00% 0,90+0,18% 0,90+0,35°%
HIWE-O 7 dias 52,20+0,63% 46,20+0,80° 0,8040,33% 0,80+0,25%
SAWE-O 7dias 48,80+1,06% 48,80+0,93% 1,00+0,33? 0,40+0,16%
Controle 14 dias 48,2040,93% 49,80+1,07% 1,50+0,222 0,50+0,22%
HIWE-O 14 dias 48,50+0,98*% 49,90+0,92° 0,90+0,23% 0,70+0,26°
SAWE-O 14 dias 44,4044,97° 44,30+4,97° 0,90+0,23% 0,40+0,22%

Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. (p<0,05;
ANOVA/Tukey).
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5.4. Estudos bioquimicos

A analise estatistica indicou que ndo ha nenhuma diferenca estatisticamente
significativa entre 0os grupos experimentais durante o primeiro e o segundo periodos
de avaliacdo, 7 e 14 dias, respectivamente, para todos os parametros bioquimicos;
exceto para TGO e TGP que aumentaram (p>0,05) para ambos 0s grupos tratados
com as pomadas na ordem de 4,83 e 4,74x para TGO e de 3,03 e 3,11x para TGP
na primeira avaliacao (Tabela 5) e de 3,40 e 4,21x para TGO e de 2,50 e 2,40x para

TGP na segunda avaliagao (Tabela 6), respectivamente.

Tabela 5 — Valores médios + erro padrdo da média dos parametros bioquimicos no periodo de 7 dias
de animais tratados com as pomadas a base de Handroanthus impetiginosus e Stryphynodendron
adstringens.

Controle HIWE-O SAWE-O

Parametros e Valores de Referéncia 7 dias 7 dias 7 dias

Valores Pré — teste
Colesterol Total ( 55-79 mg/dL) 58,55+1,56 61,33+3,81%  54,60+1,65°  52,67+3,23%
Colesterol HDL (2 40 mg/dL) 44,2+2,10 52,88+3,45%  4560+1,54°  43,88+1,84°
Colesterol VLDL (28-46 mg/dL) 46,26+2,09 46,17+2,28%  40,18+1,45*  42,81+2,36°
Triglicérides (82-180 mg/dL) 170,11+15,01 171,11+15,81% 192,10+8,48% 169,89+13,41°
Glicose (70-208 mg/dL) 176,5+15,81 193.88348,45% 200,80+6,30% 183,89+15,56°
Sodio (142 - 151 mEq/L) 134,60+3,87 141,44+1,93% 137,00+2,23%  130,78+2,89%
Potassio (3,8 -5,5 mmoliL) 4,95+0,06 4,75+0,13% 4,84+0,12° 4,8+0,05°
Calcio (5,2- 10,7 mg/dL ) 10,14+0,24 9,53+0,26° 11,09+0,36*  10,47+0,22°
Uréia (30-57 mg/dL) 56,10+1,48 52,33+1,90° 49,00+3,29% 52,11+3,29%
Creatinina (0,4 — 0,6 mg/dL) 0,38+0,01 0,36+0,02* 0,41+0,02° 0,38+0,02°
TGO (36-89 UIL) 36,80+8,33 31,66+1,92* 152,80+7,81° 150,22+14,91°
TGP (18-35 U/L) 18,1%0,59 18,6740,6°  56,6022,49°  58,11+4,09"

Fosfatase Alcalina (62-230 U/L)  158,80+9,44 136,00+16,02% 197,90+7,21% 158,33+10,57°

Estatistica: Os grupos experimentais foram comparados com os valores de referéncia (momento
antes e apls tratamento). Teste: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 6 — Valores médios + erro padrao da média dos pardmetros bioquimicos no periodo de 14

dias de animais
Stryphynodendron adstringens.

tratados com as pomadas a base de Handroanthus

impetiginosus e

Parametros e Valores de Referéncia Controle HIWE-O SAWE-O
Valores Pré - teste 14 dias 14 dias 14 dias
Colesterol Total ( 55-79 mg/dL) 58,55+1,56 64,90+2,92° 56,5+1,58% 58,70+2,07%
Colesterol HDL (2 40 mg/dL) 44,2+2,10 51,90+2,08% 47,00+1,93% 43,20+2,25%
Colesterol VLDL (28-46 mg/dL) 46,26+2,09 44,58+2,93° 43,10+2,61° 41,44+2,00°
Triglicérides  (82-180 mg/dL) 170,11+15,01 186,20+13,10*°  198,8+13,10°  201,80+11,53%
Glicose (70-208 mg/dL) 176,5+15,81 178,55+13,74%  191,00+13,52*  184,7+10,90%
Sédio (142 — 151 mEq/L) 134,60+3,87 135,00+3,60% 145,6+2,00° 144,00+3,01°
Potassio (3,8 — 5,5 mmol/L) 4,95+0,06 4,90+0,08% 4,97+0,06% 4,85+0,07%
Calcio (5,2- 10,7 mg/dL ) 10,14+0,24 10,71+0,35% 9,65+0,37% 10,01+0,29°
Uréia (30-57 mg/dL) 56,10+1,48 51,50+1,29° 56,4+1,73% 56,601,722
Creatinina (0,4 - 0,6 mg/dL) 0,38%0,01 0,43+0,02% 0,37+0,02% 0,37+0,02%
TGO (36-89 U/L) 36,80+8,33 30,5+2,20° 103,80+8,09°  128,90+11,53"
TGP (18-35 U/L) 18,1+0,59 18,70+1,05% 46,70+2,88"° 44,8+2 43"
Fosfatase Alcalina ( 62-230 158,80+9,44 149,00+10,83%  162,6+11,23° 164,1+10,93%

UiL)

Estatistica: Os grupos experimentais foram comparados com os valores de referéncia (momento antes
e apoOs tratamento). Teste: ANOVA/Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Em funcao dos altos indices de doencas que acometem as populacdes e aos
altos gastos com a saude, as politicas publicas, em ambito mundial e nacional,
buscam aliar conhecimentos da medicina tradicional e da medicina complementar no
intuito de prevenir e tratar doencas também por meio de produtos naturais (BRASIL,
2012).

No Brasil, um dos principais esforcos nesse sentido, criou uma lista de
plantas medicinais que possuem especial aten¢éo para o uso no Sistema Unico de
Saude de forma a garantir o acesso seguro e o uso racional das mesmas e de
fitoterapicos de forma sustentavel e assim promover de forma crescente a insercao
de plantas medicinais, fitoterapicos e servi¢os relacionados a fitoterapia no SUS em
consonancia com as diretrizes da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS (BRASIL, 2009; BRASIL, 2012).

Dentre as 71 espécies citadas na relacdo de plantas medicinais do RENISUS
estdo incluidas o ipé-roxo e o barbatimdo (BRASIL, 2012) o que justifica a escolha
dessas plantas para a presente pesquisa, visto que essa, € uma continuacdo do
trabalho realizado e publicado por Coelho et al. (2010). Logo, estudos
multidisciplinares foram realizados a fim de identificar e compreender a acao
terapéutica e/ou possiveis efeitos de toxicidade dos extratos da casca de ipé-roxo e
de barbatimdo em uso sobre o processo de reparacao tecidual.

Uma analise do perfil quimico dos extratos de ipé-roxo e de barbatiméao foi
realizada para identificar as substancias presentes. A andlise indicou dados
relevantes para o trabalho, visto que as substancias encontradas em HIWE e SAWE
possuem acado adstringente, antiinfimatéria, antiparasitaria, antimicrobiana,
antineopléasica e antioxidante (MIDDLETON et al.,, 2000; PAK et al., 2003;
SANCHES et al.,, 2005; ZOCOLER et al., 2009; LOURENCO, 2010; SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB; 2011; ROMANO, 2015).

As principais substancias encontradas em SAWE: (Epi) galocatequina, (Epi)
galocatequina-(4,8"), Galocatequina, Epigalocatequina, Prorobinetinidina,
Prodelfinidina B- 4 e Epigalocatequina-3-O-galato sdo precursoras de taninos, dados
gue corroboram com a literatura, onde € descrito a presenca de 20 a 30% de taninos
na casca de barbatimdo (PANIZZA et al.,1988). Essas substancias presentes em

grande quantidade no barbatimdo também sdo encontradas em bebidas e alimentos
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com reconhecida agdo antioxidante, como o cha verde, vinho, uva e guarana
(JORDAO, 2000; ALVAREZ, 2007; YAMAGUTI-SASAKI, 2007; SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB; 2011).

O perfil quimico de HIWE revelou a presenca de quatorze substancias
principais:  Aucubina, Ajugol, 6-O-(4-Hidroxibenzoil)-6-epiaucubina,  6-O-p-
Hidroxibenzoilajugol, Glicosideo feniletandide tipo verbascosideo, Glicosideo
fendlico, 6-O-Vanilloilajugol, Glicosideo feniletandide tipo verbascosideo,
Acetilverbascosideo, as quais foram identificadas como pertencentes a classe dos
iridoides e fenilpropanoides glicosilados, além de alguns dissacarideos e
substancias desconhecidas. Segundo Lourenco (2010), iriddides apresentam
atividades farmacoldgicas tais como antibacteriana, antiinflamatoéria, antitumoral e
antileishmania mas que os possiveis efeitos terapéuticos também podem estar
relacionados a presenca de fenilpropandides glicosilados, para o0s quais sao
relatadas uma ampla gama de atividades farmacolégicas, dentre elas o efeito
antioxidante.

No perfil quimico de HIWE néo foi identificado a presenca de naftoquinonas,
como o lapachol e seus derivados. Segundo Fonseca (2003) a extragédo do lapachol
se faz da serragem do cerne de ipé-roxo (Handroanthus e Tabebuia) com benzeno,
ou com acetona, dados importantes para o trabalho visto a alta toxicidade do
lapachol ja relatada por Araujo (2002) e Costa (2012). No estudo, os extratos
utilizados foram aquosos e extraidos da casca do H. Impetiginosus, 0 que sugere
uma forma mais segura de utilizacao do extrato, pois nao se extrai o lapachol.

O favorecimento do processo de reparagdo cutanea observada nos grupos
tratados com pomadas de ipé-roxo e de barbatimdo se deve em grande parte aos
efeitos antiinflamatorio, adstringente e antioxidante das substancias encontradas no
perfil quimico dos extratos, pois no 14° dia as les des do grupo HIWE-O 14 e do
grupo SAWE-O 14 ja estavam totalmente epitelizadas, enquanto o grupo controle
demonstrou um atraso na epitelizacdo, o que esta de acordo com o estudo anterior
realizado por Coelho (2010).

De acordo com Lino et al. (2011), a acdo antiinflamatoria, antimicrobiana e
cicatrizante das plantas esté relacionada aos taninos e flavonodides. Segundo Okuda
(2005) os provaveis mecanismos responsaveis pela atividade farmacolégica dos
taninos sdo a capacidade de formar complexos com outras moléculas incluindo

polissacarideos e proteinas; formar complexos com ions metalicos como o ferro,
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manganés, cobre, aluminio, entre outros, além de exercer a atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres. Na cicatrizagdo de feridas, queimaduras e
inflamacbes agem através da formacdo de uma camada protetora (complexo
taninos/proteinas e/ou polissacarideos) sobre a pele ou mucosa danificada,
ocorrendo o processo natural de cicatrizacdo debaixo dessa camada (HASLAM,
1989; COSTA et al.,, 2008), podendo assim atribuir em grande parte da acao
cicatrizante do barbatiméo pela presenca de altos teores de taninos na casca.

A acado antioxidante sobre o processo de cicatrizacdo pode estar relacionado
com o efeito inibitério dos componentes de HIWE e SAWE sobre a producéo de
oxido nitrico, pois a inibicdo da sintese de Oxido nitrico € benéfica na medida em
que reduz os danos teciduais provocados por esta substancia, quando produzida
excessivamente (PARK et al., 2003; AWALE et al., 2005). Nos estudos de Silva
(2006) e Coelho et al. (2010), os autores também atribuiram o favorecimento na
cicatrizacdo de feridas cutdneas a acdo antioxidante do H. impetiginosus, que
inibem a acao deletéria dos radicais livres evitando dano tecidual.

No entanto, essas plantas possuem poucos estudos que garantem 0 seu uso
seguro, fato que levou o presente grupo de pesquisa a avaliar os seus efeitos
toxicogenéticos.

O ensaio de genotoxicidade indicou que somente o HIWE causou um discreto
aumento da frequéncia de danos no DNA. Mas, apesar da diferenca estatisticamente
significativa esse efeito bioldgico ndo é preocupante. Reforca essa assertiva o fato
de que essas lesbes ndo foram fixadas no DNA visto que o0 ensaio do micronucleo
nao demonstrou aumento de lesdo para nenhum dos tratamentos realizados com as
pomadas. Logo sugere-se seguranca para 0 uso dos extratos por via topica segundo
o delineamento utilizado.

Outros dois fatos que demonstram e reforcam essa seguran¢a de uso das
pomadas sao: () a baixa frequéncia de fagocitose esplénica 0 que sugere que
poucas células com lesdo de DNA foram retiradas da corrente sanguinea; e (Il) a
baixa frequéncia de células em apoptose no figado e nos rins que sugerem baixa
atividade citotoxica em tecidos altamente especializados em metabolismo,
biotransformacdo e excrecdo de drogas e xenobidticos (TANIGUCHI;
GUENGERICH, 2013).

Segundo alguns estudos a fagocitose esplénica decorre da capacidade que

0 baco possui de prover a filtracdo do sangue, devido a sua arquitetura reticular e
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sua microcirculacdo, retirando da circulagdo sanguinea as células que possuem
lesdo no DNA, as tumorais, 0s restos celulares, as células infectadas por diferentes
patdogenos dentre outras. Assim, pode-se inferir que uma alta atividade fagocitica
pode subestimar a frequéncia de micronucleos circulantes o que poderia incutir um
resultado falso positivo na interpretacdo de uma auséncia de toxicidade. Destaca-se
ainda que o aumento da fagocitose esplénica possa correlacionar-se a variagcdes na
contagem diferencial de células do sangue uma vez que a potencializacdo dessa
atividade pode associar-se a migracao de células da corrente sanguinea para o baco
(HAYASHI et al., 1990; ISHII et al., 2011; DAVID et al., 2014; FEDEL-MIYASATO et
al., 2014; GONCALVES et al., 2014; NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Ja em relacdo a apoptose, segundo Navarro et al. (2014) e Oliveira et al.
(2015), substancias sejam elas xenobidticos e/ou drogas quando administradas aos
ratos, necessariamente,sofrem metabolizacdo/biotransformacdo no figado, pelas
enzimas de fase | e I, no intuito de aumentar a sua solubilidade e assim facilitar o
processo de excrecdo pelos rins. Logo, se esses compostos forem toxicos, ou se
seus metabdlitos possuirem essa capacidade, durante o0 processo de
biotransformacgéo e excrecéo, células de figado e dos rins poderdo entrar em morte
celular. Frente ao exposto, diante da baixa frequéncia de apoptose observada
nesses dois orgdos infere-se mais uma vez a seguranca do uso das pomadas
segundo esse delineamento.

Resultados obtidos nesse trabalho demonstram que, mesmo plantas que
possam apresentar potencial genotoxico, ndo representam a concretizagcdo de um
efeito genotdxico ou mutagénico. Provavelmente a interacdo entre as substancias e
ou compostos presentes no extrato € fundamental para que esse potencial se
expresse concretamente ou ndo, como foi observado por Santos (2006) que avaliou
a mutagenicidade in vivo e in vitro de compostos obtidos de plantas nativas do
cerrado, que muitas mesmo apresentando compostos ou ativos isolados com
potencial genotoxico, o0 extrato vegetal mostrou-se negativo aos testes.

As principais substancias encontradas no perfil quimico de SAWE e HIWE,
ja foram descritas na literatura apresentando uma série de atividades
farmacoldgicas, mas acredita-se que a acdo antioxidante possa estar relacionada
para a diminuicdo dos danos oxidativos as macromoléculas biolégicas (WONG,
2001). Segundo Auricchio (2007) sdo bem conhecidas as propriedades como

supressores de radicais peroxila dos flavonéides e taninos.
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A andlise bioquimica também foi realizada no estudo com o intuito de
predizer a correlacdo entre os parametros bioquimicos com possiveis danos
toxicogenéticos, pois, segundo Melo et al. (2012) os parametros bioguimicos servem
como ponto de partida para estudos de efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos.

Os valores de referéncia dos parametros bioquimicos analisados seguiram 0s
valores descritos por Bazzano et al. (2015) e Melo et al. (2012), ja os valores pré-teste
foram obtidos da coleta de sangue realizada antes do inicio do experimento. Assim, a
auséncia de variagbes nos grupos tratados para as dosagens de colesterol totais e fracdes,
triglicérides, glicose, sadio, potéssio, calcio, uréia, creatinina, fosfatase alcalina e Gama GT
corroboram mais uma vez para a seguran¢ga do uso das pomadas. No entanto, houve

aumento significativo das concentracdes de TGO e TGP.

Segundo Quaresma (2007), esse aumento ndo permite inferir que ocorreram
alteracdes bioquimicas significativas de toxicidade, jA que inumeros fatores
metabdlicos associados as diversas vias existentes nos hepatocitos destes animais
podem causar alteracbes bioquimicas significativas, sem que isto possa ter
provocado lesdo hepatocelular importante.

Partindo do pressuposto que o tratamento foi em doses repetidas sem
alteracdo da concentracdo dos extratos, os valores que indicariam possiveis sinais
de lesado hepatocelular deveriam ser maiores conforme o tempo de aplicacdo das
pomadas, no entanto, existe a suspeita de que as substancias presentes em HIWE e
SAWE, como os taninos e iridéides, ao ser absorvidas pelo organismo e como o
figado € um 6rgdo importante no processo de metabolizacdo e biotransformacéo,
essas possam ter alterado os niveis de TGO e TGP, sem ter causado leséo
hepatocelular significativa visto que os valores no 14° dia de avaliagdo ja foram
menores que aos 7 dias, podendo suspeitar que os valores retornariam a
normalidade.

Portanto, novos estudos incluindo avaliagdo histopatolégica do figado para
verificar se houve lesdo hepatocelucelar devem ser realizados com o0s extratos de
Handroanthus impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens a fim de esclarecer

essas alteracoes.
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7. CONCLUSAO

A analise dos resultados permite inferir que os extratos de Handroanthus
impetiginosus e de Stryphnodendron adstringens apresentaram substancias com
acdo adstringentes, antiinflamatorias e antioxidantes o que pode ter contribuido para
o favorecimento da reparacdo tecidual nos grupos HIWE-O e SAWE-O e nao
apresentaram efeitos genotoxicos e mutagénicos, no modelo experimental estudado.

Na analise bioquimica os grupos HIWE-O e SAWE-O apresentaram aumento
dos niveis séricos de TGO e TGP, que devem ser investigados em maiores detalhes

de toxicidade em modelo experimental.
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MINISTERIC D EDUCAGAQ
: UNVERSIDADE FEDEAAL OE MATO GROSSD DO SUL

G BRI A Bl (G NG

Certificamos que o Protocolo n° 273 da Prof? Dr? Andréa
Conceicdo Milan Brochado Antoniolli Silva , referente ao projeto de
pesquisa, “O Estudo da toxicidade do extrato de ipé-roxo e extrato
de bafbatiméo, em ratos”, esta de acordo com os principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta¢cao Animal (COBEA),
com a legislacdo vigente e demais disposicbes da ética em
investigagdo que envolvem diretamente os animais e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em

reunido de 19 de agosto de 2010.

Campo Grande (MS), 23 de agosto de 2010.
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